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ZUSAMMENFASSUNG

1. Zusammenfassung

Krebserkrankungen stellen nach den Herz-Kreislauferkrankungen die zweithdufigste
Todesursache in Deutschland dar und es ist zu erwarten, dass es zu einer weiteren Zunahme der
Krebsinzidenzen kommt. Da maligne Lungentumore héufig erst in einem fortgeschrittenen
Stadium diagnostiziert werden, weisen Patienten mit einem Bronchialkarzinom noch immer
eine sehr schlechte Prognose auf. Daher ist die Suche nach neuen Zielstrukturen fiir die
Diagnostik und die Therapie von groBler Bedeutung. Eine solche Zielstruktur konnte der
Chemokinrezeptor CXCR4 darstellen, fiir welchen eine Uberexpression in iiber 20
verschiedenen Tumorentitdten, unter anderem auch in Bronchialkarzinomen, nachgewiesen
werden konnte. Dem CXCR4 und seinem natiirlichen Liganden, dem Chemokin CXCL12, wird
dabei unter anderem eine wichtige Funktion bei der Neoangiogenese, der Proliferation, der
Invasivitit, der Metastasierung und der Chemotherapieresistenz der Tumore zugeschrieben.
Die Antagonisierung dieser CXCR4-vermittelten Effekte, beispielsweise mit dem nicht-
peptidischen CXCR4-Antagonisten AMD3100 (Plerixafor®), gilt daher als vielversprechender
Therapieansatz bei der Behandlung CXCR4-positiver Tumore. Neben dem CXCR4 bindet
dessen Ligand CXCL12 ebenfalls an den atypischen Chemokinrezeptor CXCR7. Wie die
CXCR4- wird auch eine CXCR7-Uberexpression mit einem ein verstirkten Wachstum, einer
hoheren Aggressivitit und einer vermehrten Metastasierung der Tumore in Verbindung
gebracht.

Um die Rolle des CXCR4 in den Lungentumoren untersuchen und einen moglichen protektiven
Effekt von AMD3100 in vivo iiberpriifen zu kdnnen, sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit
zunéchst ein von Keohavong et al. (2011) erstmals beschriebenes, realitdtsnahes Lungentumor-
Modell reproduziert und charakterisiert sowie die dabei entstandenen Tumore auf die
Expression von CXCR4 und CXCR7 untersucht werden. Die Tumorinduktion erfolgte hierbei
durch eine kombinierte Verabreichung des Nitrosamin-Ketons NNK, einem Nikotin-
Metaboliten, und von Lipopolysacchariden (LPS) gramnegativer Bakterien. Die Experimente
sollten an drei transgenen Mauslinien, an Cxcr4-eGFP-, Cxcr7-eGFP- und an 12 Cxcli2-
Cxcll2RFP/Cxcr4-eGFP-Maiusen, erfolgen. Nach der chemischen Induktion der Tumore
erhielt ein Teil der Méuse iiber 2 Wochen 25 pg/h AMD3100 mittels einer osmotischen
Minipumpe. Es folgte eine histologische Aufarbeitung der Lungen und der Lebern, als
wichtigster Metastasierungsort, sowie eine immunhistochemische Charakterisierung der
Lungentumore mit Hilfe von Markern fiir eine neuroendokrine Differenzierung (Chromogranin
A, Synaptophysin, CD56 (NCAM)), fiir Plattenepithelkarzinome (34BE12, SCCA1/2) und
dariiber hinaus fiir Adenokarzinome (Panzytokeratin, MUC1/EMA). Die CXCR4-Expression

1
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konnte direkt mit Hilfe des phosphosensitiven Antikérpers UMB-2 und ebenso wie die des
CXCR7 indirekt iiber die eGFP-Expression dargestellt werden. Weitergehend wurde die
Expression verschiedener Immunzellmarker, des Proliferationsmarkers Ki-67, von
CXCL12/SDF-1, des Somatostatin-Rezeptors SSTR2, von CD34 und des Stammzellmarkers
CD133 untersucht. Die Lungentumore wurden zusitzlich ausgemessen und der Durchmesser
sowie die Flache der Tumore berechnet.

Alle mit NNK und LPS behandelten Miduse entwickelten diverse nicht-kleinzellige und
kleinzellige Bronchialkarzinome, wahrend bei den nur mit LPS und bei den lediglich mit den
entsprechenden Losungsmitteln behandelten Tieren keine Lungentumore verzeichnet werden
konnten. Zusitzlich zeigten sich nach der Applikation von NNK und LPS, wie auch nach der
alleinigen LPS-Gabe, zahlreiche Immunzell-Ansammlungen im Lungengewebe. Wahrend sich
ein GroBteil der nichtkleinzelligen Tumorzellen als Tumorzellmarker- und Ki-67-negativ und
folglich als benigne erwies, zeigten sich im Randgebiet einiger Tumore Gruppen von Zellen,
die positiv fiir sowohl Adeno- als auch Plattenepithelkarzinom-Marker, CXCR4 und Ki-67
waren. Diese bereits entarteten Zellen wiesen somit Eigenschaften eines malignen
adenosquamédsen Karzinoms auf. Einige CXCR4-exprimierende Zellgruppen in den
nichtkleinzelligen Neoplasien lieBen sich aufgrund der Expression entsprechender Marker als
Makrophagen sowie B- oder T-Lymphozyten identifizieren. Daneben fanden sich aber
ebenfalls Léisionen (teilweise im lymphatischen Gewebe gelegen oder an dieses angrenzend,
teilweise aber auch solitér), die neben dem CXCR4 auch fiir Marker fiir neuroendokrine
Tumore positiv waren. Trotz der teilweise recht groBBen Ausdehnung insbesondere der
adenoiden Tumore bei den mit NNK und LPS behandelten Miusen konnten bei keinem der
Tiere Lebermetastasen festgestellt werden.

Eine Behandlung mit AMD3100 fiihrte zu einer Verlagerung des CXCR4-Immunsignals zur
Zellmembran. Trotz der hiermit nachgewiesenen erfolgreichen Blockade des CXCR4-
Rezeptors hatte die Substanz keinen Einfluss auf die Anzahl oder die Grée der Tumore.
Insgesamt lieB sich das auf der Arbeit von Keohavong et al. (2011) basierende, realitdtsnahe
chemische Lungentumor-Modell in der Arbeitsgruppe erfolgreich und verlésslich etablieren.
Inwiefern das fehlende Ansprechen auf die Behandlung mit AMD3100 trotz der
nachgewiesenen Expression des CXCR4 besonders in den kleinzelligen Neoplasien auf das
noch sehr frithe Tumorstadium oder die kurze Behandlungsdauer zuriickzufiihren ist, sollte in

weiteren Untersuchungen gepriift werden.
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2. Einleitung
2.1 Lungenkrebs

Bei Lungenkrebs (Synonym: Lungenkarzinom oder Bronchialkarzinom) handelt es sich um
eine maligne Neubildung in der Lunge bzw. im Bronchialsystem. Diese Krebsart gehort bei
beiden Geschlechtern weltweit zu den haufigsten Krebsneuerkrankungen und -todesursachen.
Das Lungenkarzinom wurde bis vor kurzem in die zwei wesentlichen histopathologischen
Entitdten kleinzelliges (SCLC, englisch: Small Cell Lung Cancer) und nicht-kleinzelliges
(NSCLC, englisch: Non-Small Cell Lung Cancer) Bronchialkarzinom, entsprechend der
TumorzellgroBe, eingeteilt. Seit der Entwicklung der modernen Onkologie finden sich
mindestens zwei Dutzend biologisch unterschiedliche Entitdten mit individualisierten
Behandlungskonzepten (Deutsche Krebsgesellschaft 2018).

Den Daten des Robert-Koch-Instituts zufolge erkrankten im Jahr 2014 etwa 34.500 Ménner
und 19.300 Frauen an Lungenkrebs, wovon 29.560 Ménner und 15.524 Frauen verstarben.
Damit ist Lungenkrebs mit 25% bei den Ménnern die hiufigste und bei den Frauen mit 15%
die zweithdufigste Krebstodesursache (Kaatsch et al. 2017, Herold 2018).

Ab dem 55.-60. Lebensjahr steigt die Inzidenz deutlich an. Das mediane Erkrankungsalter
betrdgt zum Zeitpunkt der Diagnosestellung bei Méannern 71 Jahre und bei Frauen 69 Jahre. Die
alters- und geschlechtsspezifische Mortalitétsrate erreicht das Maximum zwischen 80 und 84
Jahren (Kaatsch et al. 2017, Herold 2018). Die geschlechtsabhidngig gegenldufige Entwicklung
altersstandardisierter Erkrankungs- und Sterberaten zeigt seit Ende der 1990-er Jahre einen
kontinuierlichen Anstieg bei Frauen und einen stetigen Riickgang bei Mannern. Dies wird auf
das verdnderte Rauchverhalten zuriickgefiihrt. Das Robert Koch-Institut rechnet trotz der
rickldufigen Inzidenzen bei Méannern durch die erhdhten Inzidenzen bei Frauen sowie aufgrund
der demographischen Entwicklung, welche mit einer Zunahme an Personen im héheren und
damit im erkrankungsrelevanten Alter einhergeht, mit einem Anstieg der absoluten
Erkrankungsfille auf insgesamt 59.900 bis zum Jahr 2020. Dies beinhaltet einen
durchschnittlichen Zuwachs an Neuerkrankungen um 0,5% pro Jahr. Die Zahl der Sterbefille
hingegen sinkt um 0,3% pro Jahr (Kaatsch et al. 2017, Deutsche Krebsgesellschaft 2018).

Da maligne Lungentumore hdufig erst in einem fortgeschrittenen Stadium symptomatisch
werden, wird die Erkrankung in vielen Fillen spit entdeckt. Somit weist die Diagnose immer
noch eine schlechte Prognose auf: Das relative 5-Jahres-Uberleben liegt in Deutschland fiir
Frauen bei 20% und fiir Miinner bei 15%. Die Uberlebensaussichten variieren in Abhiingigkeit
vom Stadium der Erkrankung zum Zeitpunkt der Diagnose, vom Differenzierungsgrad sowie

vom histologischen Typ des Tumors (Deutsche Krebsgesellschaft 2018).
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Obwohl Lungenkrebs weltweit die hdaufigste Krebsform ist, finden sich regionale Unterschiede:
Am meisten sind entwickelte Lénder in Europa und Nordamerika betroffen, wobei die
Erkrankungshédufigkeit in diesen Léndern abnimmt und in Entwicklungsldndern stetig
zunimmt. Aus soziodkonomischer Sicht finden sich hohere Prdvalenzen in
Bevolkerungsgruppen mit niedrigem Einkommen und schlechter Ausbildung. Dies wird auf
verschiedene Determinanten wie erhohte berufliche Exposition gegeniiber Kanzerogenen,
hohere Priavalenz des Rauchens sowie eine ungesunde Erndhrung zuriickgefiihrt (Deutsche

Krebsgesellschaft 2018).

2.1.1 Atiologie und Pathogenese

Lungenkarzinome entstehen in einem mehrstufigen Prozess. Durch chronisch entziindliche
Reize sowie die Exposition gegeniiber kanzerogenen Noxen entstehen dysregulierte
Signaliibertragungswege, genetische Aberrationen und verdnderte Molekiile. Dem
Bronchialkarzinom liegt eine hohe Mutationslast zugrunde. Daher fiihrte die moderne
Onkologie zu einer genombasierten Klassifikation, durch welche es bereits mdoglich ist, in
bestimmte pathogenetische Wege medikamentds einzugreifen (Deutsche Krebsgesellschaft
2018).

Wihrend des Prozesses der Kanzerogenese kommt es zu einer Hyperplasie von pluripotenten
Basalzellen, die sich zu Plattenepithelzellen, Becherzellen und endokrinen Zellen
differenzieren. Die Zellen zeigen im Verlauf atypische Wachstumsmuster, befinden sich jedoch
noch in einem reversiblen dysplastischen Zustand, der durch den Verlust der Differenzierung
gekennzeichnet ist (Herold 2018). Dabei entsteht unter anderem eine Plattenepithelmetaplasie,
die mit dem Verlust des Zilien tragenden Epithels einhergeht. Eine fortschreitende
Entdifferenzierung ermdglicht die Entwicklung der verschiedenen Karzinomtypen. Zwischen
der Exposition gegeniiber den auslosenden Risikofaktoren, welche in endogene und exogene
Faktoren unterschieden werden, und der Entstehung von Atypien und Dysplasien kénnen viele
Jahre oder Jahrzehnte liegen (Ridge et al. 2013, Deutsche Krebsgesellschaft 2018, Herold
2018).

Wie bereits in den frithen 1950-er Jahren entdeckt und in den 1960-er Jahren zweifelsfrei
bewiesen, ist der pridominierende Risikofaktor fiir die Pathogenese von Lungenkarzinomen
das Rauchen. Man schreibt der Inhalation von Zigarettenrauch die Entstehung von 85% (91%
bei den Ménnern und 65% bei den Frauen) aller Lungenkarzinome zu. Auch wenn der Teer-,

Nikotin- und Kohlenmonoxidgehalt im Zigarettenrauch in den letzten Jahrzehnten signifikant
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reduziert wurde, hat sich das Krebsrisiko nicht verdndert. Die Karzinogenese durch
Zigarettenrauch wird auf der einen Seite mafgeblich durch eine durch polyzyklische
aromatische Kohlenwasserstoffe ausgeloste pS3-Mutation und auf der anderen Seite durch den
erhohten Gehalt an kanzerogenen Nitrosaminen in den modernen Zigaretten gefordert (Ridge
et al. 2013). Entscheidend fiir das Krebsrisiko sind die Dauer des Rauchens, das Alter bei
Rauchbeginn sowie die Zahl gerauchter Zigaretten. Nach 40 Packungsjahren, was sich aus dem
Produkt gerauchter Zigaretten und der Anzahl an Raucherjahren errechnen lésst, ist das
Krebsrisiko 10-fach erhoht (Herold 2018). In einer européischen Studie konnte gezeigt werden,
dass ménnliche Raucher im Vergleich zu Nichtrauchern ein 24-fach héheres und ehemalige
Raucher ein 7,5-fach erhohtes Erkrankungsrisiko haben. Bei Frauen findet sich ein Verhiltnis
von 8,7:1 zwischen aktuell Rauchenden und Nichtraucherinnen und ein doppelt so hohes Risiko
bei ehemaligen Raucherinnen, an Lungenkrebs zu erkranken. Des Weiteren ist auch das
Passivrauchen mit einem ca. 1,3-2-fach erhéhten Lungenkrebsrisiko verbunden. Hiermit stehen
jahrlich ca. 260 Lungenkrebstodesfille und ca. 280 Lungenkrebsneuerkrankungen im

Zusammenhang (Deutsche Krebsgesellschaft 2018, Herold 2018).

Die Kombination aus Zigarettenrauchen und der Exposition gegeniiber beruflichen oder
umweltbedingten Karzinogenen potenziert das Lungenkrebsrisiko (Herold 2018). Berufliche
Karzinogene wie Asbest, polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe sowie Quarz und
Nickelstdube sind nur fiir etwa 5% der Lungenkarzinome verantwortlich. Radon, ein natiirlich
vorkommendes radioaktives Edelgas, was durch den Zerfall von Radium in Gesteinen und
Boden entsteht, ist die zweithdufigste Ursache fiir die Entstehung von Lungenkrebs (Ridge et
al. 2013, Kaatsch et al. 2017, Deutsche Krebsgesellschaft 2018). Es kann einerseits
berufsbedingt im Bergbau oder in Wasserwerken zu einer erh6hten Radonexposition kommen,
andererseits kann es aber auch durch Gesteinsschichten in bodennahe Rdume wie Keller oder
Erdgeschosswohnungen diffundieren und dort in erhdhten Konzentrationen auftreten. Die
karzinogene Wirkung auf das direkt durch die Radoninhalation exponierte Bronchialepithel
entsteht durch die Wechselwirkung der Zerfallsprodukte sowie der dabei emittierten
Alphastrahlung mit dem Epithel. Die Strahlendosis in anderen Organen ist dagegen gering
(Deutsche Krebsgesellschaft 2018).

Neben exogenen Einfliissen spielen auch endogene Faktoren eine Rolle in der Karzinogenese
von Bronchialkarzinomen. So findet sich ein 2-3-fach erhohtes Risiko fiir Personen, bei denen

ein Elternteil an einem solchen Tumor erkrankt ist. Es sind genetische Mutationen bekannt,
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zum Beispiel auf Chromosom 14, die das Lungenkrebsrisiko erhohen (Herold 2018).
Bestimmte Vorerkrankungen sind mit einer erhohten Prdvalenz von Lungenkarzinomen
assoziiert. Ca. 60-80% der HIV-Infizierten rauchen, allerdings kann unter Beriicksichtigung
dieser Tatsache die deutlich erhohte Inzidenz sowie die durchschnittlich 18 Jahre frithere
Diagnosestellung nicht erklért werden. Es besteht somit ein Zusammenhang zwischen der HIV-
bedingten Immunsuppression und der Entstehung von Lungenkrebs (Ridge et al. 2013). Ferner
weisen Narben in der Lunge ein erhohtes Risiko auf, dass sich auf deren Grundlage ein

Karzinom bildet (Herold 2018).

2.1.2 Klassifikation

Die Stadieneinteilung erfolgt mithilfe des international anerkannten TNM-
Klassifikationssystems und dient einer Einschitzung der anatomischen Ausbreitung der
Tumorerkrankung, der Therapieplanung sowie der Prognose. Die aktuelle Klassifikation trat
am 01.01.2017 in Kraft und wurde von der IASLC/AJCC (englisch: International Association
for the Study of Lung Cancer/American Joint Committee on Cancer) und der internationalen
Vereinigung gegen Krebs (UICC, franzosisch: Union Internationale Contre le Cancer)
entworfen (Deutsche Krebsgesellschaft 2018). Das T-Staging beinhaltet die Charakterisierung
des Primértumors, welche sich an dem Durchmesser in der Langsachse und der Ausdehnung in
benachbarte Strukturen orientiert (Mirsadraee et al. 2012). Das Friihstadium ,,Carcinoma in
situ“ (Tis = Tumor in situ) beschreibt einen lokal auf das Ursprungsgewebe begrenzten
epithelialen Tumor, der nicht invasiv wiachst und somit die Basallamina nicht durchbricht. Das
Stadium Tx wird verwendet, wenn keine Aussage iiber den Primartumor gemacht werden kann.
Die Einzelheiten des T-Stagings des Bronchialkarzinoms kénnen der Tabelle 1 entnommen

werden.
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Tabelle 1: TO- bis T4-Staging des Bronchialkarzinoms (Deutsche Krebsgesellschaft 2018)

T-Staging
TO Keine Evidenz eines Piméartumors
Tis Carcinoma in situ
T1 groffter Durchmesser <3 cm, umgeben von Lungengewebe oder Pleura visceralis,
Hauptbronchus nicht beteiligt
e Tla: Tumorgrofie <1 cm
e Tl1b: TumorgroBe >1 und <2 cm
e Tlc: TumorgroBe >2 und <3 cm
e Tla(mi): Minimal invasives Adenokarzinom (solitdres Adenokarzinom mit
iiberwiegend lepidischem Wachstumsmuster, <3 cm in der grofiten Gesamt-
Ausdehnung mit einem invasiven (in der CT soliden) Anteil <5 mm)
T2 Tumor mit Durchmesser >3 und <5 cm oder Infiltration des Hauptbronchus unabhéngig vom

Abstand von der Karina, aber ohne direkte Invasion der Karina
Infiltration der viszeralen Pleura oder tumorbedingte partielle Atelektase oder obstruktive
Pneumonie, die bis in den Hilus reichen, Teile der Lunge oder die gesamte Lunge umfassen
e T2a: TumorgroBe >3 und <4 cm
e  T2b: TumorgroBe >4 und <5 cm
T3 grofter Durchmesser >5 aber <7 cm oder Infiltration von Thoraxwand (inklusive parietale
Pleura und Sulcus superior), N. phrenicus, parietales Perikard oder zusétzlicher
Tumorknoten im selben Lungenlappen wie der Primartumor
T4 grofter Durchmesser >7 cm oder mit direkter Infiltration von Diaphragma, Mediastinum,
Herz, groBlen GefdBlen (V. cava, Aorta, Pulmonalarterie, Pulmonalvene intraperikardial),
Trachea, N. laryngeus recurrens, Osophagus, Wirbelkdrper, Karina oder zusitzlicher
Tumorknoten in einem anderen ipsilateralen Lungenlappen

Um den ortlichen Lymphknotenbefall durch Tumorzellen zu beschreiben, wird das N-Staging
mit seinen Unterstufen verwendet. Wenn es kein Anzeichen fiir einen Lymphknotenbefall gibt,
wird dies als NO bezeichnet. Mit den Stadien N1, N2 und N3 wird ein zunehmender
Lymphknotenbefall beschrieben. Im Stadium N1 handelt es sich dabei noch um ipsilaterale
intrapulmonale Lymphknoten. Erreichen die Metastasen mediastinale oder subkarinale
ipsilaterale Lymphknoten, liegt das Stadium N2 vor. Im Stadium N3 finden sich Metastasen in
kontralateralen mediastinalen und/oder hilidren Lymphknoten oder ipsi- oder kontralateralen
zervikalen und supraklavikuldren Lympknoten. Das M-Staging umschreibt das Vorhandensein
(M1) oder Fehlen (M0) von hdmatogenen Fernmetastasen. Im Stadium M1 wird unterschieden
zwischen dem Auftreten von separaten Tumoren im kontralateralen Lungenfliigel
beziehungsweise einem malignen Pleuraerguss oder Perikarderguss (M1a), einer Fernmetastase
in einem extrathorakalen Organ (M1b) und mehreren Fernmetastasen in einem oder mehreren
Organen (Mlc). Kann weder eine Aussage zum regiondren Lymphknotenbefall noch zum
Vorhandensein von Fernmetastasen gemacht werden, wird dies mittels Nx oder Mx beschrieben
(Deutsche Krebsgesellschaft 2018). In der nachfolgenden Tabelle 2 sind die verschiedenen
Krankheitsstadien mit der jeweiligen TNM-Einteilung aufgelistet.
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Tabelle 2: Klassifikation nach Tumorstadien nach UICC (Deutsche Krebsgesellschaft 2018)

Stadium 0 Tis NO MO
Stadium IA1 T1la(mi) NO MO
Tla NO MO
Stadium 1A2 T1b NO MO
Stadium IA3 Tlc NO MO
Stadium IB T2a NO MO
Stadium ITA T2b NO MO
Stadium IIB Tla-c, T2a-b N1 MO
T3 NO MO
Stadium IITA Tla-c, T2a-b N2 MO
T3 N1 MO
T4 NO MO
T4 N1 MO
Stadium ITIIB T1 a-b, T2 a-b N3 MO
T3 N2 MO
T4 N2 MO
Stadium ITIC T3 N3 MO
T4 N3 MO
Stadium IVA jedes T jedes N Mla, M1b
Stadium IVB jedes T jedes N Mlc

Bei der Klassifikation vom kleinzelligen Lungenkarzinom findet neben der TNM-
Klassifikation eine weitere Einteilung gemidBl der Veterans Administration Lung Study
Anwendung. Die Einteilung in very limited disease, limited disease sowie extended disease
orientiert sich an der Durchfiihrbarkeit einer Strahlentherapie (Colby et al. 2004, Kaatsch et al.
2017). Das Stadium [limited disease definiert eine Tumorausdehnung, die mittels eines
Strahlenfeldes vollstindig erfasst werden kann (T3-4 und/oder N2-3). Die Tumorerkrankung
ist dabei auf eine Thoraxhalfte mit regionalem Lymphknotenbefall beschrinkt. Ohne Nachweis
von mediastinalen Lymphknoten spricht man von dem Stadium very limited disease, welches
einer TNM-Klassifikation von T1-2 und NO-1 entspricht. Jede Ausbreitung liber limited disease
hinaus wird als extended disease bezeichnet (Colby et al. 2004).

2.1.3 Kleinzelliges Bronchialkarzinom

Das kleinzellige Bronchialkarzinom (SCLC, englisch: Small Cell Lung Cancer) ist
hochaggressiv und macht etwa 15% aller Lungenkarzinome aus. Es zeichnet sich durch ein
schnelles Tumorwachstum mit einer durchschnittlichen Tumorverdopplungszeit von 10-50
Tagen, eine starke Vaskularisierung, genomische Instabilitdt sowie eine frithe Metastasierung
aus. Das SCLC ist vorwiegend zentral lokalisiert und breitet sich typischerweise submukosal

entlang der Bronchien aus. Das kleinzellige Bronchialkarzinom ist hdufiger als jede andere
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Krebsart mit paraneoplastischen Syndromen assoziiert (Colby et al. 2004, Gazdar et al. 2017,
Herold 2018).

Histologisch présentieren sich SCLC-Zellen rund, oval und spindelférmig, mit geringem
Zytoplasma und schlecht definierten Zellrdndern. Typischerweise finden sich Nekrosen in den
Tumorzellverbdnden sowie feinkdrniges Kernchromatin und unauffillige oder fehlende
Nukleoli. Die Tumorzellen dhneln in ihrem Aussehen Haferkdrnern, so dass das kleinzellige
Bronchialkarzinom hiufig als Haferzellkarzinom (englisch: oat cell carcinoma) bezeichnet
wird. In immunhistochemischen Farbungen sind die kleinzelligen Bronchialkarzinome meist
positiv fiir die neuroendokrinen Marker CD56, Chromogranin oder Synaptophysin (Colby et
al. 2004).

Anhand der Histologie ist es nicht moglich, eine Aussage iiber die Prognose zu machen. Zu den
Faktoren, die die Prognose negativ beeinflussen, gehdren unter anderem ein ausgedehntes
Stadium mit Fernmetastasen, ein erniedrigter Leistungsstatus sowie ein erhohter LDH- oder
Alkalische-Phosphatase-Spiegel. Aufgrund der Tatsache, dass bei Diagnosestellung bereits zu
80% Metastasen vorliegen, wird dem SCLC allgemein eine sehr schlechte Prognose
zugeschrieben. Die typischen Metastasierungsorte sind das Gehirn, die Leber, das
Knochenmark und die Nebennieren (Colby et al. 2004, Gazdar et al. 2017, Herold 2018).
Nicht selten besteht ein Lungentumor aus unterschiedlichen Tumoranteilen. Bei einem
sogenannten kombinierten kleinzelligen Karzinom findet man zusitzlich zu der kleinzelligen
Komponente iiblicherweise ein Adenokarzinom, ein Plattenepithelkarzinom oder ein

grof3zelliges Karzinom (Colby et al. 2004).

2.1.4 Nichtkleinzelliges Bronchialkarzinom

Alle Lungenkarzinome, die kein kleinzelliges Bronchialkarzinom sind, werden zu den
nichtkleinzelligen Bronchialkarzinomen (NSCLC, englisch: Non-Small Cell Lung Cancer)
gezdhlt. Die Tumorentitdt umfasst mit ca. 85% aller Lungentumore unter anderem das
Plattenepithelkarzinom (40%), das Adenokarzinom (35%) und das groBzellige
Lungenkarzinom (10%) (Colby et al. 2004, Herold 2018).

Das Plattenepithelkarzinom (SCC, englisch: Squamous Cell Carcinoma) ist ein bsartiger
epithelialer Tumor, der in mehr als 90% der Fille auf Tabakkonsum als einer der Hauptfaktoren
in der Pathogenese zuriickgefiihrt werden kann. Das histologische Bild ist geprdgt von
Verhornungszeichen und den als Interzellularbriicken bezeichneten Zellfortsdtzen zwischen

den Tumorzellen. Zusitzlich findet man haufig nekrotische Areale, die den Tumor umgeben.
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Die neoplastischen Zellen zeigen meist zentral liegende hyperchromatische Zellkerne mit
markanten Nukleoli, umgeben von reichlich Zytoplasma. In Abhédngigkeit vom
Differenzierungsgrad konnen diese Merkmale jedoch abweichen. In der Immunhistochemie
wird deutlich, dass die SCCs hdufig hochmolekulares Keratin (34B8E12), die Cytokeratine 5/6
oder das carcinoembryonale Antigen (CEA) exprimieren. Das Plattenepithelkarzinom neigt
eher zu einer lokal aggressiven Infiltration als zu einer Metastasierung. Die normalerweise eher
zentral lokalisierten Plattenepithelkarzinome konnen beim peripheren Wachstumstyp oder in
einem fortgeschrittenen Stadium die Pleura oder das Zwerchfell infiltrieren. Die

Tumorverdopplungszeit betrdgt ca. 300 Tage (Colby et al. 2004, Herold 2018).

Das Adenokarzinom ist ein maligner epithelialer Tumor mit einer Differenzierung in Richtung
Driisengewebe und daher zur Schleimbildung fahig. Es ist die hdufigste Lungenkrebsform, die
sich unabhdngig vom Tabakkonsum entwickelt. Die Tumorverdopplungszeit betrigt
durchschnittlich 180 Tage. Die Wachstumsmuster der Adenokarzinome konnen in acinér,
papilldr, bronchoalveolar und solide unterschieden werden. Adenokarzinome treten meist
peripher in der Lunge auf. Das Zytoplasma der Zellen erscheint homogen und kérnig, kann aber
auch durch unscharf begrenzte Vakuolen ein schaumiges Aussehen annehmen. Die
neoplastischen Zellen sind meist mononukledr und die Kerne stellen sich rund oder oval, mit
glatten Konturen dar. Das Chromatin kann je nach Differenzierungszustand variieren und
entweder feinkdrnig und regelmiBig sein oder sich in schlecht differenzierten Tumoren grob
und unregelmaBig prasentieren. Die Nukleoli sind meist unauffallig.

Die Ausbreitung erfolgt hauptsidchlich auf lymphatischem und hdmatogenem Weg. Periphere
Tumore konnen auch in die Pleura infiltrieren und sich iiber die Pleuraoberfliche weiter
ausbreiten. Schitzungsweise sind 20% der Adenokarzinome zum Zeitpunkt der Diagnose
bereits metastasiert. Zu den Pridilektionsstellen gehdoren hier wie beim kleinzelligen
Bronchialkarzinom das Gehirn, Knochen und Knochenmark, Nebennieren und Leber (Colby et

al. 2004, Herold 2018).

Ist ein Lungentumor weder einem kleinzelligen Bronchialkarzinom, einem
Plattenepithelkarzinom noch einem Adenokarzinom zuzuordnen, handelt es sich um ein
entdifferenziertes grof3zelliges Bronchialkarzinom. Hier présentieren sich hiufig grofe
polygonale Tumorzellen. Daneben kann man noch die eher seltenen Lungentumorarten wie das
Adenosquamose Karzinom, das Sarkomatoide Karzinom, die Karzinoidtumore oder

Bronchialdriisentumore differenzieren (Colby et al. 2004, Herold 2018).
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2.1.5 Klinik, Diagnostik und Therapie

Obwohl die Diagnosestellung des Lungenkarzinoms innerhalb eines Zeitraumes von 2 Monaten
nach Auftreten von klinischen Symptomen gefordert wird und eine Behandlung im Anschluss
innerhalb von 6 Wochen erfolgen sollte, kommt es aufgrund einer im Allgemeinen spiten und
unspezifischen Priasentation von klinischen Symptomen haufig zu einer Verzégerung von
Wochen oder Monaten (Deutsche Krebsgesellschaft 2018). Wéhrend die Prognose von
asymptomatischen Patienten minimal besser zu sein scheint, weisen ca. 90% der an
Lungenkrebs Erkrankten initial Symptome auf. Neben Husten oder einem sich &dndernden
Hustencharakter als hiufigstes Symptom, zdhlen auch rezidivierende Erkaltungserkrankungen,
Dyspnoe, Brustschmerzen oder Hadmoptysen, welche den Auswurf von blutigem Sekret
beschreiben, zur unspezifischen Klinik im Initialstadium der Erkrankung (Griesinger et al.
2018, Herold 2018). Es konnen zusédtzlich zur Klinik des Primértumors intrathorakale und
extrathorakale Symptome je nach Ausbreitung des Tumors auftreten. Durch direktes
Tumorwachstum oder eine lymphogene Metastasierung in die Lymphknoten der Lunge und im
Thorax werden Nerven- und GefaB3strukturen, die Brustwand oder viszerale Organe wie der
Osophagus beeintrichtigt. Dies fiihrt zu weiteren Symptomen wie Heiserkeit durch eine
linksseitige Stimmbandparese bei Infiltration des Nervus recurrens, Lésion des Plexus
brachialis, was mit einer Schwiche des betroffenen Armes einhergeht, Horner-Syndrom bei
Befall des Ganglion stellatum oder das Vena-cava-superior-Syndrom. In ca. 50% der Fille
treten im Verlauf der Erkrankung Brustwand- oder Thoraxschmerzen auf, welche durch eine
Invasion von Tumorzellen in die Pleura bzw. in die Brustwand bedingt sind (Deutsche
Krebsgesellschaft 2018, Griesinger et al. 2018, Herold 2018).

Zu den extrathorakalen Metastasierungsorten gehoren Knochen, Leber, Nebennieren, das
Gehirn sowie intraabdominelle, axillare, supraklavikuldre und zervikale Lymphknoten. Damit
verbunden sind Knochen- oder Kopfschmerzen, Schwindel, je nach Lokalisation bestimmte
neurologische Ausfille, Verwirrtheit sowie auch Krampfanfille. Die extrathorakalen
Symptome kommen bei etwa einem Drittel der Patienten vor. Bei einem weiteren Drittel der
Patienten ist zudem eine allgemeine Begleitsymptomatik wie Gewichtsverlust, Schwéche,
Fieber und Nachtschweil3 zu finden. Wie aus einer Metaanalyse hervorgeht, liegt bei Patienten
mit diesen Symptomen bereits hdufig eine systemische Metastasierung vor (Deutsche
Krebsgesellschaft 2018, Griesinger et al. 2018).

Die Klinik variiert nicht nur in Abhdngigkeit vom Stadium der Erkrankung, sondern auch von
der Tumorentitit. Zentrale Lungenkarzinome wie zum Beispiel die kleinzelligen

Bronchialkarzinome (SCLC) fiihren hédufiger als periphere Tumore wie Adenokarzinome zu
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Symptomen (Colby et al. 2004). Ein besonderes Charakteristikum der kleinzelligen
Lungenkarzinome ist das Auftreten von paraneoplastischen Syndromen. Darunter versteht man
Krankheitszeichen, die nicht direkt durch die Raumforderung des Tumors entstehen, sondern
mit unterschiedlichen Pathomechanismen durch die Tumorerkrankung bedingt sind. Ursache
kann eine Sezernierung von Hormonen oder eine Kreuzreaktion von Antikérpern sein, deren
Auswirkungen sich entfernt vom Primértumor manifestieren (Gazdar et al. 2017). Das haufigste
paraneoplastische Syndrom mit einer Prdvalenz von 10% bei den an einem SCLC Erkrankten
ist das Syndrom der inaddquaten ADH-Sekretion (SIADH). Hierbei ist das Leitsymptom eine
Hyponatriimie. Weitere hiufige Erkrankungen sind das durch eine ACTH-Uberproduktion
bedingte Cushing-Syndrom sowie das Lambert-Eaton-Syndrom, bei welchem Antikorper
gegen Calcium-Kanéle an der motorischen Endplatte vorliegen (Colby et al. 2004, Gazdar et
al. 2017, Griesinger et al. 2018).

Bei entsprechender Klinik, aus der sich der Verdacht eines moglichen Lungenkarzinoms
ableitet, sowie einem auffilligen Befund in der Rontgenaufnahme wird eine Basisdiagnostik
eingeleitet. Zunichst sind in der Anamnese die Krankheitsgeschichte und Begleiterkrankungen
zu erfragen. Dabei ist vor allem auch auf die Familienanamnese sowie die Hauptrisikofaktoren
wie das Rauchen oder eine berufliche Exposition gegeniiber Karzinogenen wie Radon, Asbest
oder Arsenverbindungen zu achten. Der Karnofsky-Index beschreibt den Allgemeinzustand
von Patienten mit bosartigen Tumoren. Dieser beinhaltet die symptombezogene Einschrankung
im Alltag und in der Lebensqualitit und hilft damit bei der Einschétzung der Prognose und der
Planung einer Therapie, da fiir das weitere Vorgehen das Ausmall der Diagnostik je nach
Ausgangszustand des Patienten variieren kann (Deutsche Krebsgesellschaft 2018, Griesinger
et al. 2018).

Auf die allgemeine internistische Untersuchung, die vor allem der Beurteilung der thorakalen
Organe und Lymphknotenstationen dient, folgt die Bildgebung. In dem initial immer
empfohlenen Rontgenbild des Thorax zeigt sich ein Lungenkarzinom entweder direkt oder
indirekt als Rundherd, Raumforderung, Atelektase, Verbreiterung des Mediastinums oder
durch einen Pleuraerguss. Bei weiterhin bestehendem Verdacht wird eine CT-Untersuchung
von Thorax und Oberbauch mit Kontrastmittel empfohlen. Auch wenn die morphologischen
Zeichen in einer CT-Untersuchung fiir maligne Tumore keine Diagnose erlauben, konnen sie
in Form von nekrotischen Arealen, einer umschriebenen Pleuraverdickung, einer pleuralen
Retraktion oder Inhomogenitit den Verdacht auf Malignitdt erhdrten. Mithilfe der CT-

Untersuchung wird das T-Staging vorgenommen. Dabei wird die Lokalisation des
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Primartumors, die Grof3e sowie die Ausdehnung in das umliegende Gewebe beschrieben. Des
Weiteren erfolgt eine Einschitzung des N-Stagings. Die Lymphknotengrof3e wird hierbei als
Hinweis fiir eine Lymphknotenmetastasierung verwendet. Ab einem Schwellenwert von 10 mm
wird von einem auffilligen Lymphknoten ausgegangen. Dieser Wert wird aufgrund der
Tatsache, dass sich einerseits Lymphknoten benigne vergroflern konnen und sich andererseits
kleine Metastasen in Lymphknoten normaler Grof3e verstecken konnen, als relativ unsicher
eingestuft. Die Magnetresonanztomographie ist fiir das M-Staging das Verfahren der Wahl fiir
die Detektion von Fernmetastasen in Gehirn, Leber und Nebennieren (Deutsche
Krebsgesellschaft 2018).

Fiir die Diagnosesicherung ist eine histologische Untersuchung essenziell. Proben kénnen
mittels Bronchoskopie, Sputumzytologie, die sich vor allem bei zentralen Tumoren und
Héamoptysen eignet, oder Feinnadelpunktion aus einem Pleuraerguss akquiriert werden. In den
aktuellen  Leitlinien @ wird  zur  Vervollstindigung  der  Diagnostik  eine
Positronenemissionstomographie (PET) mit 18-Fluorodesoxyglucose (FDG) in einem
Vollringscanner, der eine integrierte CT-Funktion aufweist, empfohlen. Die Untersuchung
kombiniert den Vorteil der guten rdumlichen Auflosung der CT mit der hohen Sensitivitét zur
Detektion von Tumorgewebe der PET-Untersuchung. Das PET-CT ist vor allem bei SCLC
indiziert, da nach einer Studie in ca. 20% der Fille hierdurch eine Hochstufung aus dem limited-
disease- 1n das extensive-disease-Stadium erfolgte (Deutsche Krebsgesellschaft 2018,

Griesinger et al. 2018).

Nach der Diagnosestellung erfolgt entsprechend der Stadieneinteilung nach der TNM-
Klassifikation sowie der Tumorentitit die Auswahl einer Therapie, welche entweder eine
operative Tumorentfernung, Radio- oder Chemotherapie oder eine Kombination der
verschiedenen Verfahren umfasst. In die Entscheidungsfindung beziiglich einer optimalen
Therapie miissen der Allgemeinzustand, die lungenfunktionelle Reserve, das perioperative
kardiovaskuldre Risiko sowie die Komorbidititen des Patienten miteinbezogen werden
(Deutsche Krebsgesellschaft 2018, Griesinger et al. 2018).

Die operative Entfernung des Primédrtumors eines nichtkleinzelligen Lungenkarzinoms in den
Stadien I, IT oder Illa ist die Therapie der Wahl und erfolgt anhand einer Lobektomie, was einer
Entfernung des betroffenen Lungenlappens entspricht, einer Bilobektomie oder einer
Pneumektomie, der Entfernung des gesamten Lungenfliigels. Je kleiner das resezierte Areal,
desto besser ist die postoperative Lungenfunktion. Gleichzeitig steigt hiermit jedoch das Risiko
der Entwicklung eines Rezidivs. Patienten mit initial nicht operablen nichtkleinzelligen

Lungenkarzinomen in den Stadien I und I sowie im Stadium III profitieren von einer priméren
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Radiotherapie. Zu dieser Gruppe gehoren auch Patienten mit hohem kardiovaskuldren Risiko,
welches unter anderem durch eine instabile koronare Herzkrankheit, eine dekompensierte
Herzinsuffizienz, eine schwere Klappenerkrankung oder durch signifikante Arrhythmien
definiert ist. Postoperativ ist eine Strahlentherapie nur bei inkompletter Resektion oder bei
einem N2- oder N3-Status indiziert. Ab dem Stadium III ist eine kombinierte
Strahlenchemotherapie mit einem besseren Outcome assoziiert als eine Strahlentherapie allein.
Es besteht zudem die Moglichkeit, die Chemotherapie als Monotherapie einzusetzen, wobei
diese entweder neoadjuvant zur Induktion eines Downgradings oder adjuvant nach einer
Operation erfolgen kann. Die adjuvante Chemotherapie wird bereits ab dem Stadium II zur
Senkung des Rezidivrisikos sowie zur Mitbehandlung von Mikrometastasen empfohlen. Bei
Patienten in den fortgeschrittenen Erkrankungsstadien IIIB oder IV erfolgt eine
interdisziplindre und multimodale Behandlung mit operativen Moglichkeiten, Chemotherapie,
kombinierter Strahlenchemotherapie und radiotherapeutischen Verfahren (Deutsche
Krebsgesellschaft 2018, Griesinger et al. 2018).

Das zunehmende Verstindnis fiir die Krebsentstehung auf molekularer Ebene erdffnet die
Moglichkeit einer zielgerichteten rezeptor- und ligandenspezifischen Therapie, die bisher vor
allem in der Behandlung des nichtkleinzelligen Bronchialkarzinoms eingesetzt wird. Entdeckt
wurden Mutationen im EGFR-Gen (englisch: Epidermal Growth Factor Receptor), die unter
anderem Deletionen im Exon 19 oder Mutationen im Exon 21 beinhalten. Hierfiir stehen
spezifische Tyrosinkinase-Inhibitoren in der Behandlung zur Verfiigung. Bedeutsam sind auch
Mutationen im KRAS-Gen, im MET-Gen, im BRAF-Gen sowie chromosomale
Translokationen, die das ALK-Gen betreffen. Die entsprechenden zielgerichtet wirkenden
Arzneimittel werden zurzeit jedoch hdufig erst noch im Rahmen von Studien getestet

(Griesinger et al. 2018, Medizin 2019).

Die Therapie des kleinzelligen Bronchialkarzinoms (SCLC) richtet sich wie beim
nichtkleinzelligen Lungenkarzinom nach der Stadieneinteilung, welche hier nach very limited
disease (VLD), limited disease (LD) und extended disease (ED) erfolgt. Nur etwa 5% der
Patienten mit SCLC befinden sich zum Zeitpunkt der Diagnose im VLD-Stadium. Hier wird
von den Leitlinien entweder eine kombinierte simultane Strahlenchemotherapie oder eine
primidr operative Entfernung mit adjuvanter Chemotherapie empfohlen. Es soll bei beiden
Therapieoptionen eine prophylaktische Schéddelbestrahlung im Anschluss an die jeweilige
Behandlung erfolgen. Ungefahr 1/3 der SCLC-Patienten werden im /limited-disease-Stadium

diagnostiziert. Es besteht ein kurativer Therapieanspruch, wobei eine simultane
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Strahlenchemotherapie hier die Standardtherapie darstellt. Eine prophylaktische Bestrahlung
des Schidels ist zur Reduktion des Risikos einer Entstehung von Hirnmetastasen indiziert. Als
alternative Therapie fiir dltere Patienten oder Patienten mit deutlich eingeschrinktem
Allgemeinzustand wird eine primédre Chemotherapie und im Anschluss eine Strahlentherapie
empfohlen. Im extensive-disease-Erkrankungsstadium, in dem sich ca. 60-70% der Patienten
bei Diagnosestellung befinden, sollte die Therapie in Abhédngigkeit vom Allgemeinzustand
sowie von der Begleitsymptomatik multimodal mittels Chemotherapie, Radiotherapie sowie

einer prophylaktischen Bestrahlung des Schidels erfolgen (Wolf et al. 2017).

2.2 Chemokine und Chemokinrezeptoren

Als Chemokine bezeichnet man eine Gruppe der Zytokine mit einem Molekulargewicht von 8-
15 kDa, die durch die Fihigkeit, eine gerichtete Migration von Zellen entlang eines
Konzentrationsgradienten zum Ort der hochsten Chemokinkonzentration zu induzieren,
definiert ist (Teicher und Fricker 2010, Chatterjee et al. 2014). Die Bezeichnung Chemokin
wurde 1992 gepragt und steht fiir ,,chemotaktisches Zytokin* (Balkwill 2004).

Die molekulare Signatur der Chemokine umfasst vier konservierte Cysteinreste, die zwei
Disulfidbriicken bilden, das erste Cystein mit dem dritten und das zweite mit dem vierten.
Entsprechend der Lage der ersten zwei im N-terminalen Bereich liegenden Cysteine werden
Chemokine in C-, CC-, CXC- und CX3C-Chemokine eingeteilt. Die Nomenklatur beschreibt
die Anzahl an Nicht-Cystein-Aminosduren X zwischen den Cysteinen C. Die C-Familie stellt
insofern eine Ausnahme dar, als sie nur eine Gruppe von Cysteinresten enthélt und folglich nur
eine Disulfidbriicke ausgebildet werden kann (Zlotnik und Yoshie 2012, Wang et al. 2018). Die
Disulfidbriicken sind verantwortlich fiir die Stabilisierung der streng konservierten
Tertidrstuktur, die durch ein dreistringiges antiparalleles B-Faltblatt sowie eine a-Helix am C-
Terminus gepragt ist (Hattermann und Mentlein 2013).

Die heute etwa 50 bekannten Chemokine entfalten ihre Funktion iiber G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren mit sieben membrandurchspannenden Helices. Dabei liegen drei Schleifen sowie
der N-Terminus auBlerhalb der Zelle und der C-Terminus mit drei weiteren Schleifen
intrazelluldr. Typische Chemokinrezeptoren enthalten in der zweiten intrazelluldren Schleife
das sogenannte DRYLAIV-Motiv, bestehend aus einer charakteristischen Abfolge von
Aminosduren (Asp-Arg-Tyr-Leu-Ala-Ile-Val). Diese ist entscheidend fiir eine effiziente
Kopplung an die heterotrimeren G-Proteine (Maksym et al. 2009). Neben diesen typischen

Rezeptoren sind bisher mindestens flinf atypische Rezeptoren bekannt. Diese zeichnen sich
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dadurch aus, dass das DRYLAIV Motiv fehlt und sie zusdtzliche Funktionen als Chemokin-
Scavenger-Rezeptor oder als Transporter einnehmen kénnen (Zlotnik und Yoshie 2012).

Die Nomenklatur der 20 bekannten Rezeptoren lehnt sich an der der Chemokine an, sodass die
Einteilung in C-, CC-, CXC- und CX3C-Rezeptoren erfolgt (Sun et al. 2010). Generell sind
Chemokine in der Lage, an verschiedene Rezeptoren zu binden. Jedoch werden einige
Rezeptoren, darunter auch der Chemokinrezeptor CXCR4, ausschlieBlich durch ein bestimmtes
Chemokin aktiviert. Dem Prinzip der Redundanz wird neben der Funktion einer
Feinabstimmung von Immunreaktionen auch der Grund zugeschrieben, warum Mutationen
einzelner Rezeptoren kompensiert werden konnen (Balkwill 2004, Busillo und Benovic 2007,
Hattermann und Mentlein 2013).

Der Signaliibertragungsweg bei Rezeptoraktivierung fiihrt zur Transkription von Zielgenen, die
an der Zellinvasion, Migration, dem Uberleben sowie an Wechselwirkungen mit der
extrazelluldren Matrix beteiligt sind (Balkwill 2004). Die Hauptaufgabe der Chemokine liegt
in der Chemotaxis, der gerichteten Migration von Immunzellen. Es lassen sich
inflammatorische oder induzierbare Chemokine von homdostatischen beziechungsweise
konstitutiven Chemokinen unterscheiden. Homoostatische Chemokine werden kontinuierlich
exprimiert und regulieren physiologische Migrationsprozesse von Leukozyten und ihren
Vorlaufern. Sie tragen zusitzlich zur Entwicklung und Erhaltung von Geweben und Organen
bei. Inflammatorische Chemokine werden aufgrund von entziindlichen Stimuli bei Infektionen
oder Gewebeschdden exprimiert und sind so in der Lage, Leukozyten in Entziindungsregionen
zu rekrutieren sowie das Uberschreiten der endothelialen Barriere zu erleichtern (Hattermann
und Mentlein 2013). Die Art und Anzahl der Chemokinrezeptoren auf einer einzelnen Zelle
wird unter anderem durch die Abstammung und das Differenzierungsstadium der Zelle,
Umweltfaktoren, das Vorhandensein von entziindlichen Zytokinen sowie durch Hypoxie
beeinflusst. Man schreibt den Chemokinen zudem eine Rolle bei der Embryogenese,
Organogenese, Angiogenese und bei der Angiostase zu (Balkwill 2004, Hattermann und

Mentlein 2013).

2.2.1 Die CXCR4/CXCL12-Achse

Der CXC-Chemokinrezeptor 4 stellt einen sehr gut erforschten und relevanten
Chemokinrezeptor dar. Der Rezeptor ist im Organismus weit verbreitet und wird unter anderem
von neutrophilen Granulozyten, Monozyten, B- und T-Lymphozyten, hdmatopoetischen
Vorlauferzellen, dendritischen Zellen und Makrophagen exprimiert. Zusétzlich besitzen Zellen

des Blutgefal3-Endothels, des Zentralnervensystems wie Astrozyten und Mikroglia und Zellen
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des Magen-Darm-Trakts diesen Chemokinrezeptor. CXCR4-exprimierende Zellen migrieren
entlang eines Konzentrationsgradienten zum Ort der hochsten Konzentration an CXCL12, dem
natiirlichen Liganden dieses Rezeptors (Teicher und Fricker 2010, Chatterjee et al. 2014).
Knochenmark, Blut und Lymphknoten sind hierbei die Gewebe mit den hochsten CXCL12-
Konzentrationen. Zu den physiologischen Funktionen gehoren die gerichtete Migration von
Stammzellen und Immunzellen, die Organogenese des kardialen und neuronalen Systems sowie
die Angiogenese und die Vaskularisation (Furusato et al. 2010, Chatterjee et al. 2014).

Der CXCR4 wird wihrend der Embryonalperiode auf Vorlduferzellen exprimiert, wodurch eine
Migration vom jeweiligen Ursprungsort zum endgiiltigen Bestimmungsort ermoglicht wird.
Dort konnen sich die Zellen dann in Organe und Gewebe differenzieren (Domanska et al. 2013).
Eine genetische Deaktivierung der CXCR4/CXCL12-Achse fiihrt zu einem embryonal letalen
Phanotyp, wobei Defekte in der Héamatopoese, Neurogenese, Angiogenese und
Vaskularisierung des Verdauungstraktes, der Haut und Niere sowie in der Herzentwicklung,
mit einer fehlerhaften Ausbildung des membrandsen Anteils des Ventrikelseptums, gefunden

wurden (Naumann et al. 2010, Sun et al. 2010, Janssens et al. 2018).

Seine Funktion iibt der CXCR4-Rezeptor iiber die Aktivierung durch seinen natiirlichen
Liganden CXC-Chemokin 12 (CXCL12, wobei L fiir Ligand steht) aus. CXCL12 ist ein
homdoostatisches Chemokin, ebenfalls unter dem Namen SDF-1 (englisch: Stromal Cell-
Derived Factor-1) bekannt, und kann zusidtzlich zu CXCR4 an den atypischen
Chemokinrezeptor CXCR7 binden. Das Chemokin wird konstitutiv in verschiedenen Organen
exprimiert und sezerniert wie Leber, Lunge, Niere, Skelettmuskel, Herz, Haut, Knochenmark
oder Gehirn. Eine gesteigerte CXCL12-Sekretion findet sich bei Gewebeschdden nach
Herzinfarkt, nach Chemotherapie oder Ganzkdrperbestrahlung, Extremitdtenischiamie,
toxischem Leberschaden oder iibermafligen Blutungen (Maksym et al. 2009, Sun et al. 2010,
Chatterjee et al. 2014).

Bisher wurden sechs Isoformen von CXCL12/SDF-1, welche durch alternatives Spleillen aus
einem einzigen Gen entstehen, nachgewiesen. SDF-1a, SDF-1p, SDF-1y, SDF-16, SDF-1¢ und
SDF-1¢ haben eine als Signalpeptid fungierende Sequenz von 21 Aminosduren gemeinsam und
unterscheiden sich in der Anzahl an zusitzlichen Aminosduren am Carboxylterminus. Wéhrend
fiir die Isoformen eine unterschiedliche Gewebeverteilung belegt wurde, ist ihre funktionelle
Bedeutung bisher nicht bekannt (Busillo und Benovic 2007, Nagasawa 2014). Die zwei
Hauptisoformen von CXCL12 sind SDF-1a und SDF-1f (Sun et al. 2010).
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2.2.2 Signaltransduktion der CXCR4/CXCL12-Achse

Die Bindung von CXCL12 an den G-Protein gekoppelten CXCR4-Rezeptor als heptahelikales
Transmembranprotein fiihrt {iber die Aktivierung verschiedener Signalwege zu Chemotaxis,
Zellproliferation und -iliberleben, erhohten intrazelluliren Calciumspiegeln sowie zur
Transkription verschiedener Gene. Die Signalwege konnen sich in verschiedenen Geweben und
Zelltypen voneinander unterscheiden (Teicher und Fricker 2010, Chatterjee et al. 2014). Der
CXCR4 bindet primér heterotrimere G-Proteine. Es wurde zunidchst angenommen, dass es sich
um eine spezifische Bindung an Go; handelt. Heute ist bekannt, dass der CXCR4 auch mit
anderen G-Proteinen wie Go,, Ga,, und Go, interagieren kann (Teicher und Fricker 2010).
Die Signaltransduktion lduft in zwei Schritten ab. Die erste Interaktion zwischen Rezeptor und
Ligand fiihrt zu einer Konformationsdnderung, welche wiederum zu einer verstirkten
Wechselwirkung fiihrt. Proteasen, die unter anderem durch neutrophile Granulozyten
freigesetzt werden, sind in der Lage, die Wechselwirkung zu hemmen, indem sie die fiir die
Wechselwirkung erforderlichen N-terminalen Reste von CXCL12 abspalten. So entsteht ein
Gleichgewicht zwischen Aktivierung und Deaktivierung des Rezeptors in einem entziindeten
Areal (Busillo und Benovic 2007, Wang et al. 2018).

Nachdem der Rezeptor durch CXCL12 aktiviert wurde und an ein Ga; gekoppelt hat, spaltet
sich das heterotrimere G-Protein in seine ai- und By-Untereinheiten auf. Die o;-Untereinheit
hemmt die Aktivitit der Proteinkinase A (PKA), worauthin die cAMP-Konzentration sinkt.
Dies hat Auswirkungen auf die Regulation des Energiestoffwechsels und die Aktivierung von
PKA-spezifischen Transkriptionsfaktoren wie das cAMP Response Element-Binding Protein
(CREB). Weiterhin fiihrt die Gai-Untereinheit unter anderem iiber die Aktivierung des
PI3K/Akt-Weges zur direkten oder indirekten Aktivierung von NF-«B (englisch: Nuclear
Factor ,, kappa-light-chain-enhancer * of activated B-cells), welcher einen gro3en Einfluss auf
das Zelliiberleben aufweist (Busillo und Benovic 2007, Teicher und Fricker 2010, Wang et al.
2018).

Freigesetztes Gy aktiviert die Phospholipase C-f3 (PLC-B) und die Phosphoinositid-3-Kinase
(PI3K). Die PLC-B hydrolysiert anschlieBend Phosphatidylinositol 4,5-Bisphosphat (PIP2),
was die Produktion von Diacylglycerol (DAG) und Inositol 1,4,5-Triphosphat (IP3) zur Folge
hat. Die sekundiren Botenstoffe fiihren zu einer erhohten Ca**-Konzentration durch eine Ca?*-
Freisetzung aus dem endoplasmatischen Retikulum (ER) sowie zu einer Aktivierung der
Proteinkinase C. Zusétzlich werden durch die Aktivierung der MAP-Kinase-Kaskade (englisch:

Mitogen-Activated Protein) sowie des PI3K-Signalweges Prozesse iiber die Transkription von
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Genen sowie Prozesse der Zellmigration und Zelladhésion reguliert (Busillo und Benovic 2007,
Teicher und Fricker 2010, Wang et al. 2018).

Durch Homodimerisierung von CXCR4 wird die Aktivierung eines JAK/STAT-Signalweges
(Januskinase; STAT, englisch: Signal Transducer and Activator of Transcription)
hervorgerufen. Diese G-Protein-unabhingige Signaltransduktion fiihrt zur Phosphorylierung
von JAK2 und JAK3, was zu einer Aktivierung und nukleédren Translokation von verschiedenen
STAT-Proteinen fiihrt (Busillo und Benovic 2007, Chatterjee et al. 2014).

Die Regulierung der Signaltransduktion erfolgt durch Desensibilisierung mittels
Phosphorylierung, Internalisierung und Abbau des Rezeptors. Die Phosphorylierung fiihrt zu
einer Bindung von Arrestin-2 und/oder Arrestin-3 und im Anschluss zu einer Internalisierung
des Rezeptors. Nach der Internalisierung kann der Rezeptor entweder zum Abbau in das
Lysosom transportiert oder wieder an die Plasmamembran zuriickbefordert werden (Busillo

und Benovic 2007).

2.2.3 Die CXCR7/CXCL12-Achse

Neben CXCR4 bindet dessen Ligand CXCL12 auch an den Chemokinrezeptor CXCR7. Der
Rezeptor spielt eine Rolle bei der Regulierung der Immunantwort, der Angiogenese, bei der
Stammzellmigration sowie bei der Metastasierung von bestimmten Krebsarten (Sun et al.
2010). Obwohl der CXCR7 den G-Protein-gekoppelten Rezeptoren zuzurechnen ist, 16st er
dennoch nicht die typischen Chemokin-induzierten Zellantworten wie z.B. eine Zellmigration
aus (Naumann et al. 2010). Der Rezeptor wurde kiirzlich in ACKR3 (englisch: A#ypical
Chemokine Receptor 3) umbenannt, da er zu der Familie der atypischen Chemokinrezeptoren
gehort. Den meisten ACKRs fehlen funktionelle Dominen, wozu auch das konservierte
DRYLAIV-Motiv am N-Terminus der zweiten intrazelluldren Schleife gehort, fir die
Kopplung an Gi-Proteine und die entsprechende nachfolgende Signaliibertragung sowie fiir die
Calcium-Signaliibertragung. Der CXCR7-Rezeptor besitzt stattdessen die funktionelle Sequenz
DRYLSIT (Asp-Arg-Tyr-Leu-Ser-Ile-Thr), welche fiir die fehlende Interaktion mit Gi-
Proteinen verantwortlich gemacht wird (Sanchez-Martin et al. 2013, Wang et al. 2018).

Der Rezeptor ist auf der Oberfliche von fetalen Leberzellen, reifen Placenten, aktiviertem
Endothel sowie auf Tumorzellen zu finden. Weiterhin wird er auf neutrophilen Granulozyten,
Monozyten und B-Zellen exprimiert (Maksym et al. 2009). Man vermutet zusitzlich einen
Zusammenhang zwischen der Expression von CXCR7 und der Fahigkeit von B-Zellen, sich zu
Plasmazellen zu differenzieren, sodass man den CXCR7 als Marker fiir B-Gedachtniszellen

ansehen kann (Maksym et al. 2009, Sun et al. 2010).
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Dem Rezeptor wird vor allem im Rahmen der Embryogenese die Rolle eines ,,Scavengers* in
dem Sinne zugeschrieben, dass er CXCL12 bindet, dem Abbau zufiihrt und auf diese Weise
eine Bindung des Liganden an den CXCR4 verhindert. Dadurch wird eine gerichtete Migration
der CXCR4-exprimierenden Zellen entlang eines (durch den CXCR7 modifizierten) CXCL12-
Gradienten hervorgerufen. Dies wird durch die 10-fach héhere Bindungsaffinitit von CXCL12
zu CXCR7 unterstiitzt (Naumann et al. 2010, Memi et al. 2013). Studien weisen darauf hin,
dass das Ausmall der CXCR7-Expression die des CXCR4 reguliert und folglich das
CXCR4/CXCLI12-Signaling (indirekt) kontrolliert. Das heifit, eine verminderte CXCR7-
Expression fiihrt zu einem Anstieg des extrazelluliren CXCL12-Spiegels, was wiederum zu
einer vermehrten CXCL12-Bindung an den CXCR4 und letztendlich zu dessen Internalisierung
und Abbau fiihrt. Es gibt dariiber hinaus Studien, die dem CXCR?7 eine regulatorische Funktion
hinsichtlich des G-Protein-Signalings zuschreiben, da er mit dem CXCR4 funktionelle
Heterodimere bilden kann. Diese Heterodimere sind auf der einen Seite in der Lage, die
CXCL12-induzierte Calcium-Signaliibertragung zu verstirken und auf der anderen Seite die
ERK1/2-Aktivierung zu verzogern sowie die Hemmung der cAMP-Produktion durch CXCR4
zu blockieren. Dieser Signalweg wird durch B-Arrestin vermittelt. Durch eine Aktivierung von
CXCR?7 allein oder als Heterodimer werden zusitzlich intrazelluldre Signalwege, einschliefSlich
der Phosphorylierung von Akt und MAP-Kinasen und der Aktivierung von JAK2/STAT3,
ausgelost (Levoye et al. 2009, Sanchez-Martin et al. 2013, Hattermann und Mentlein 2013). In
neueren Studien wird dem CXCR7 aullerdem eine funktionelle Komponente zugeschrieben, die
unabhingig von G-Proteinen ist (Sanchez-Martin et al. 2013).

In Versuchen mit CXCR7-Knock-out-Médusen wurde eine Rolle des CXCR7 bei der
Entwicklung von Endothelzellen, der Herzentwicklung und der B-Zell-Lokalisierung bewiesen.
Knock-out-Méuse sterben perinatal aufgrund von Herzklappenfehlbildungen (Levoye et al.
2009, Naumann et al. 2010). In den Knock-out-Studien zeigten die CXCR7-KD-Méuse (KD,
englisch: Knock-Down) jedoch eine normale Hamatopoese (Sierro et al. 2007, Gerrits et al.
2008).

Die Funktion des CXCR7 bei Tumoren wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Die meisten
Studien weisen jedoch darauf hin, dass eine CXCR7-Uberexpression ebenso wie beim CXCR4
zu einem verstirkten Wachstum, einer hoheren Aggressivitit und einer vermehrten

Metastasierung der Tumore fiihrt (Maksym et al. 2009, Sun et al. 2010).
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2.2.4 Expression von CXCR4 und CXCR?7 auf Tumorzellen

Die meisten Tumore epithelialen, mesothelialen oder hdmatopoetischen Ursprungs enthalten
neben Tumorzellen auch nicht-maligne Stromazellen. Stromazellen, die teilweise die
dominierende Masse in einem Tumor sein kdnnen, umfassen beispielsweise Makrophagen,
Lymphozyten, Endothelzellen und Fibroblasten. Die lokale Produktion von Chemokinen durch
Tumorzellen sowie durch Stromazellen bedingt vornehmlich das lokale Leukozyteninfiltrat.
Zudem sind Tumorzellen in der Lage, Chemokinrezeptoren zu exprimieren. Dies gibt ihnen die
Fahigkeit, auf Chemokingradienten zu reagieren, sodass eine organspezifische Metastasierung
durch  Wechselwirkungen zwischen Chemokinrezeptoren und Chemokingradienten
angenommen wird. Krebszellen weisen unterschiedliche Profile von CC- und CXC-
Chemokinrezeptoren auf (Balkwill 2004, Sun et al. 2010).

Der CXCR4 ist der am hdufigsten in menschlichen und murinen Tumorzellen vorkommende
Chemokinrezeptor. Er wurde in liber 23 verschiedenen Tumorentitdten nachgewiesen, darunter
in Nieren-, Lungen-, Gehirn-, Prostata-, Brust- und Bauchspeicheldriisenkrebs. Dabei sind
haufig nicht alle Krebszellen im Priméartumor CXCR4-positiv, sondern nur eine Teilpopulation.
Zu den physiologischen Funktionen der CXCR4/CXCL12-Achse gehdren Uberleben und
Proliferation, Vaskularisierung sowie die gerichtete Migration von CXCR4-positiven Zellen
entlang eines CXCLI12-Gradienten. Dementsprechend trdgt eine CXCR4-Expression auf
Tumorzellen zum Tumorwachstum, zur Invasion, zur Vaskularisierung sowie zur
Metastasierung bei (Balkwill 2004, Chatterjee et al. 2014).

In Bezug auf die Metastasierung wird angenommen, dass die CXCR4-positiven Zellen entlang
des CXCL12-Gradienten migrieren, da die hdufigsten Fernmetastasen in den Organen
entstehen, die eine hohe physiologische CXCL12-Expression aufweisen. Das Knochenmark,
die Leber, die Lunge und die Lymphknoten zeigen eine hohe physiologische CXCL12-
Expression und stellen somit die hadufigsten Lokalisationen von CXCR4-positiven
Tumormetastasen dar (Balkwill 2004, Domanska et al. 2013, Zhao et al. 2015). CXCR4-
positive Monozyten in der Mikroumgebung von Tumoren lagern sich im perivaskulidren
Bereich ab und setzen angiogene Faktoren wie Angiopoetin und VEGF-A (englisch: Vascular
Endothelial Growth Factor A) frei und rekrutieren aus dem Knochenmark stammende
Endothelzellvorldufer fiir die Bildung des GefaB3systems. Eine erhdhte Vaskularisierung des
Tumors bewirkt eine bessere Versorgung mit den fiir das Wachstum notwendigen Néhrstoffen
und mit Sauerstoff (Vandercappellen et al. 2008, Teicher und Fricker 2010). Indem die
CXCR4/CXCL12-Achse eine Hochregulation der Matrix-Metalloprotease 13 induziert, wird

der Invasionsprozess und damit einhergehend auch die Metastasierung von Tumorzellen durch
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den Abbau der extrazelluliren Matrix sowie der Basalmembran gefordert (Vandercappellen et
al. 2008). Die Beteiligung der Achse am Tumorwachstum stiitzt sich unter anderem auf die
Beobachtung einer gesteigerten Expression von Wachstumsfaktoren (Chatterjee et al. 2014).
Die CXCR4/CXCL12-Achse fordert das Uberleben, die Invasion und die Differenzierung von
Krebsstammzellen und ist gleichermaBlen in der Lage, myeloische Stammzellen aus dem
Knochenmark zu rekrutierten. Diese sogenannten Krebsstammzellen (CSCs) erhohen das
Risiko fiir ein Rezidiv und fordern die Chemotherapieresistenz (Furusato et al. 2010, Jung et
al. 2013, Chatterjee et al. 2014).

Verschiedene Faktoren wie der Hypoxie-induzierte Faktor la (HIF-la) und die
Wachstumsfaktoren EGF (englisch: Epidermal Growth Factor) und VEGF (englisch: Vascular
Endothelial Growth Factor) sowie der Transkriptionsfaktor Nuclear Respiratory Factor-1
(NRF-1) fordern eine erhohte CXCR4-Expression (Teicher und Fricker 2010, Chatterjee et al.
2014).

Kaemmerer et al. (2015) konnten zeigen, dass das Ausmall der CXCR4-Expression bei
bronchopulmonalen neuroendokrinen Neoplasien (BP-NEN) mit einer zunehmenden
Malignitdt einhergeht (Kaemmerer et al. 2015b). Dies wurde auch fiir weitere Tumorentititen
festgestellt, sodass ein Nachweis einer erhohten CXCR4-Expression als prognostisch ungiinstig

angesehen wird (Chatterjee et al. 2014, Kaemmerer et al. 2015b, Zhao et al. 2015).

CXCL12 kann neben dem CXCR4 auch den Chemokinrezeptor CXCR7 binden. Der CXCR7
ist dhnlich wie der CXCR4 stark auf malignen Zellen und auf tumorassoziierten Blutgefif3en
zu finden. Die Expression auf Tumorzellen ist mit einem Wachstums- und Uberlebensvorteil,
einer verstarkten Angiogenese, einer erhohten Metastasierungsrate sowie einer verstirkten
Adhisionseigenschaft assoziiert (Vandercappellen et al. 2008, Maksym et al. 2009, Wang et al.
2018). Abhdngig vom Tumortyp kann der CXCR7 entweder alleine oder mit dem CXCR4
koexprimiert vorliegen. Je nach Krebszelllinie variiert die Beeinflussung des CXCR4 durch
den CXCR7, sodass es entweder zu einer verstirkten oder verminderten Signaltransduktion
iiber den CXCR4 kommen kann (Janssens et al. 2018, Wang et al. 2018).

Der CXCR7 scheint stark auf endothelialen Vorldauferzellen (EPCs) vertreten zu sein. Die iiber
das CXCL12 gesteuerte transendotheliale Migration der EPCs fiihrt zu einer Forderung der
Angiogenese und der Migration maligner Zellen. Durch die Erhéhung der VEGF-Produktion
sowie der GefdBdichte trigt der CXCR7 zum Wachstum des Primdrtumors bei. Der
Chemokinrezeptor ist in der Lage, das CXCR4/CXCL12-vermittelte Metastasierungsverhalten
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zu beeinflussen. Studien zeigen hierbei, dass der CXCR7 entweder eine erhohte Metastasierung
fordern oder aber auch verhindern kann (Janssens et al. 2018, Wang et al. 2018).

Wie bei der Regulierung des CXCR4-Expressionsmusters spielt auch bei der CXCR7-
Expression die Mikroumgebung eine entscheidende Rolle. Begiinstigt wird die CXCR7-
Expression vor allem unter hypoxischen Bedingungen und der damit einhergehenden
Aktivierung des HIF-1a. Die Expression steht auch im Zusammenhang mit einer Methylierung
von Tumorsuppressorgenen wie zum Beispiel HIC1 (englisch: Hypermethylated In Cancer 1),
mit einer vermehrten Expression von Transkriptionsfaktoren sowie mit einem Mangel an

microRNAs (miRNAs), beispielsweise miRNA-430 (Janssens et al. 2018, Wang et al. 2018).

2.2.5 Antagonisierung von Chemokinrezeptoren

Aufgrund der Beteiligung von CXCR4 und CXCR7 an pathologischen Vorgingen wie der
Neoangiogenese, dem Wachstum, der Invasivitit, der Metastasierung und der
Chemotherapieresistenz von Tumoren sowie auch an entziindlichen Prozessen oder AIDS, stellt
eine Antagonisierung dieser Rezeptoren einen interessanten pharmakologischen Ansatz dar
(Wang et al. 2018).

AMD3100 (AnorMeD3100, Plerixafor®) wurde Anfang der 1990er Jahre fiir die Behandlung
des Humanen Immundefizienz-Virus (HIV) entwickelt. Die antivirale Wirkung konnte fiir die
T-tropen HI-Viren, die den CXCR4 als Co-Rezeptor nutzen, in vitro nachgewiesen werden
(Fricker et al. 2006, Wang et al. 2018). Wéhrend der Untersuchung von AMD3100 an gesunden
Freiwilligen in Phase-I-Studien wurde als unerwartete Nebenwirkung ein dosisabhidngiger,
starker Anstieg von Leukozyten im peripheren Blut, der innerhalb von 6 Stunden auftrat,
festgestellt. Bei den mobilisierten Zellen handelt es sich um CD34" hdmatopoetische
Stammzellen. Seit 2009 ist Plerixafor® daher in Kombination mit G-CSF (englisch:
Granulocyte-Colony Stimulating Factor) fiir die Stammzellmobilisation im Rahmen der
Behandlung von Patienten mit Multiplem Myelom oder Non-Hodgkin-Lymphom durch die
Europdische Arzneimittelagentur zugelassen (Domanska et al. 2013, De Clercq 2015).
AMD3100 ist eine kleinmolekulare Verbindung mit zwei Cyclamringen, die durch einen
Phenylenlinker verbunden sind. Das Bicyclam ist bei physiologischem pH-Wert durch zwei
protonierte  Stickstoffatome im  Cyclamring  gekennzeichnet, die  spezifische
Ladungswechselwirkungen mit den Carboxylatgruppen von CXCR4 ausbilden (Teicher und
Fricker 2010, Fricker 2013).

In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass AMD3100 ein spezifischer CXCR4-

Antagonist ist, der gezielt den CXCL12-vermittelten Calciumeinstrom in die Zelle inhibiert
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(Fricker et al. 2006, De Clercq 2009). Obwohl man zunéchst davon ausging, dass AMD3100
keine Interaktionen mit anderen Chemokinrezeptoren aufweist, konnte kiirzlich eine
allosterische agonistische Wirkung von AMD3100 am CXCR7 nachgewiesen werden. Analog
zur Aktivierung des CXCR7-Rezeptors durch das CXCL12, ist AMD3100 in der Lage, -
Arrestin zu rekrutieren. Das Bicyclam erhoht zudem die CXCL12-Bindung an den CXCR7 und
begiinstigt die CXCL12-induzierte Konformationsédnderung des Rezeptors (De Clercq 2009,
Kalatskaya et al. 2009, Wang et al. 2018).

Auller AMD3100 wurden mittlerweile neben weiteren CXCR4-Antagonisten wie TN14003,
ALX40-4C oder AMD3465 auch spezifische CXCR7-Inhibitoren entwickelt. Substanzen wie
CCX733 oder CCX266, CXCR7-siRNA oder CXCR7-Antikorper finden bisher allerdings nur
in Versuchsmodellen in vitro oder in vivo Anwendung (Bodart et al. 2009, Sun et al. 2010,
Wang et al. 2018).

Eine Blockierung der CXCR4- und CXCR7-vermittelten Signalwege, beispielsweise mit dem
nicht-peptidischen CXCR4-Antagonisten AMD3100, gilt aufgrund der aktuellen Studienlage
inklusive der bekannten pathophysiologischen Funktionen der CXCR4/CXCR7/CXCL12-
Achse als vielversprechende Therapicoption bei Tumoren mit hoher CXCR4-Expression

(Chatterjee et al. 2014, Singla et al. 2015, Wang et al. 2018).
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2.3 Murines Lungentumor-Modell

Der Prozess der Kanzerogenese ist komplex und umfasst mehrere Schritte, iiber Verdnderungen
von genetischem und epigenetischem Material, einem vermehrten Wachstum, einer
Vaskularisierung des Tumors, Entziindungsreaktionen bis zu Interaktionen des Tumorgewebes
mit seiner Mikroumgebung. Die Etablierung klinisch relevanter und realitdtsnaher
Tumormodelle ist notwendig fiir ein besseres Verstindnis der Pathogenese und birgt die
Moglichkeit, neue Therapieoptionen zu erforschen. Es wird grundsétzlich zwischen spontanen,
chemisch  induzierten, transgenen Knock-in- oder Knock-out-Modellen  und
Transplantationsmodellen unterschieden (Heijstek et al. 2005). Die Wahl eines murinen
Modells begriindet sich in den anatomischen und physiologischen Ahnlichkeiten zwischen
Mensch und Maus. Zusétzlich sind die hier zu untersuchenden Rezeptoren CXCR4 und CXCR7
sowie deren natiirlicher Ligand CXCL12 zwischen den beiden Arten stark konserviert (Dutt
und Wong 2006).

Um die Rolle von CXCR4 in den Lungentumoren untersuchen und einen moglichen protektiven
Effekt von AMD3100 in vivo tiberpriifen zu konnen, wurde in der Arbeitsgruppe von Frau apl.
Prof. Dr. Lupp im Institut fiir Pharmakologie und Toxikologie des Universititsklinikums Jena
ein von Keohavong et al. (2011) beschriebenes, realitdtsnahes murines Lungentumormodell
etabliert. Die Tumorinduktion erfolgt hierbei durch eine kombinierte Verabreichung des
Nitrosamin-Ketons NNK, einem Nikotin-Metaboliten, und von Lipopolysacchariden (LPS)
gramnegativer Bakterien {iber einen Zeitraum von 17 Wochen (Keohavong et al. 2011).

Die tabakspezifischen Nitrosamine 4-(Methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanon (NNK)
und N-Nitrosonornicotin (NNN) wurden durch die IARC als Karzinogene der Gruppe 1 fiir
Menschen eingestuft und spielen eine bedeutende Rolle in der Pathogenese von
Lungentumoren. Das Nitrosamin-Keton NNK ist in der Lage, nach einer Cytochrom-P450-
abhédngigen Metabolisierung und Aktivierung mit nukleophilen DNA-Bestandteilen zu DNA-
Addukten zu reagieren. Zusitzlich kann es auch zu einer Alkylierung von DNA-Basen
kommen. Die Bildung von DNA-Addukten und von alkylierten DNA-Basen konnen zu
Basenfehlpaarungen und damit zu Mutationen fiihren (Wang et al. 2019).

Lipopolysaccharide (LPS) bestehen aus Kohlenhydrat- und Lipidanteilen und befinden sich in
der dufleren Membran von gramnegativen Bakterien. LPS sind an der Zelladhésion beteiligt,
konnen B- und T-Lymphozyten, Granulozyten und mononukledre Zellen aktivieren und sind

zudem als Endotoxin in der Lage, eine Vielzahl an pathophysiologischen Reaktionen wie einen
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septischen Schock auszuldsen (Zdorovenko et al. 2019). Epidemiologische Studien haben einen
Zusammenhang zwischen einer chronischen Entziindung von Lungengewebe und einem
erhohten Risiko zur Entwicklung von Lungentumoren aufgezeigt (Keohavong et al. 2011).
Keohavong et al. (2011) untersuchten in vier Gruppen mit jeweils 15 Maiusen die NNK-
induzierte Entstehung von Lungentumoren in Abhingigkeit von einer durch LPS ausgeldsten
chronischen Entziindung der Atemwege. Dazu erhielten die Tiere entweder nur LPS oder nur
NNK oder eine Kombination aus LPS und NNK {iber einen Zeitraum von 16 Wochen. Die
vierte Gruppe stellte die Kontrollgruppe dar und bekam lediglich eine Natriumchlorid-Losung
verabreicht. Am ersten Tag jeder Woche erfolgte iiber den gesamten Zeitraum eine intranasale
LPS-Gabe von 5 pg in 30 pl Phosphat-gepufferter Salzlosung. Am ersten und dritten Tag nach
der LPS-Verabreichung wurde den Tieren in den ersten vier Behandlungswochen 3 mg NNK
in 200 pl Natriumchlorid-Lésung intraperitoneal injiziert.

In der anschlieBenden Auswertung wurden in den Versuchsgruppen, bei denen nur NNK oder
NNK und LPS appliziert wurde, Adenome und Adenokarzinome in der Lunge gefunden. In der
nur mit LPS behandelten Gruppe wurde histologisch vor allem perivaskuldr ein vermehrtes
Auftreten von Entziindungszellen wie Makrophagen und Lymphozyten festgestellt. Hier fanden
sich keine Tumore. Bei den Kontrolltieren wurde ausschlieBlich histologisch gesundes Gewebe
ohne einen Nachweis von Tumoren oder Entziindungsinfiltraten beobachtet (Keohavong et al.
2011).

Die Kombination aus dem tabakspezifischen Karzinogen NNK und einer durch LPS
ausgeldsten chronischen Bronchitis reprisentiert eine realitéitsnahe Atiologie und Pathogenese

von Lungentumoren.
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3. Ziele der Arbeit

In der vorliegenden Dissertation sollte an einem murinen Lungentumormodell eine
Charakterisierung der entstandenen Tumore mittels immunhistochemischer Farbungen sowie
ein moglicher therapeutischer Effekt des nicht-peptidischen Bicyclams AMD3100, welches
eine antagonistische Wirkung auf den CXCR4- sowie eine partialagonistische Wirkung auf den
CXCR7-Rezeptor hat, untersucht werden. Eine Uberexpression der Chemokinrezeptoren
CXCR4 und CXCR7 wurde bereits bei einer Vielzahl von Tumoren, einschlieBlich
Bronchialkarzinomen, beschrieben, wobei eine erhohte Prdsenz der Rezeptoren mit einer
verstarkten  Proliferation, Invasivitit, = Metastasierung, = Neovaskularisierung  und
Chemotherapieresistenz der Tumore in Verbindung gebracht wird.

In der Arbeitsgruppe von Frau apl. Prof. Dr. Lupp im Institut fiir Pharmakologie und
Toxikologie des Universititsklinikums Jena konnte ein realitdtsnahes murines
Lungentumormodell etabliert werden, bei dem die Tumorinduktion durch eine kombinierte
Verabreichung des  Nitrosamin-Ketons NNK, einem Nikotin-Metaboliten, mit
Lipopolysacchariden (LPS) gramnegativer Bakterien liber einen Zeitraum von 17 Wochen
erfolgt. Alle Tiere entwickelten dabei zahlreiche Lungentumore.

Die Experimente sollten an drei transgenen Mauslinien, an Cxcr4-eGFP-Méausen, an Cxcr7-
eGFP-Miusen und an Cxcl12-Cxcll2RFP/Cxcr4-eGFP-Mdusen, erfolgen. Cxcr4-bzw. Cxcr7-
eGFP-Miuse exprimieren ein eGFP-Reportergen unter der Kontrolle des murinen Cxcr4- bzw.
Cxcr7-Promotors. Dies ermoglicht die Erfassung einer CXCR4-Expression bzw. CXCR7-
Expression sowohl direkt mittels eines Anti-CXCR4- oder Anti-CXCR7-Antikorpers als auch
indirekt tiber die eGFP-Expression. Speziell fiir den Nachweis des CXCR?7 ist dies von Vorteil,
da noch keine (kduflichen) Antikorper fiir diesen Rezeptor verfiigbar sind. Die Cxcli2-
Cxcll2RFP/Cxcr4-eGFP-Miuse ermoglichen einen indirekten Nachweis einerseits des
CXCR4 iiber das eGFP und andererseits des CXCL12 iiber das rot fluoreszierende Protein
(RFP). Zusitzlich weisen sie eine erhohte Expression eines CXCL12-RFP-Fusionsproteins auf
und ermoglichen somit die Untersuchung des Einflusses von CXCL12 auf die
Tumorentstehung.

Im Einzelnen sollten durch das Projekt folgende Fragen beantwortet werden:

1.) Kommt es durch eine Behandlung der Tiere mit AMD3100 zu einer Reduktion der
Anzahl der Tumore, der Tumorgrofle und der Metastasen und welche der Tumore
(kleinzellige, nichtkleinzellige Tumore) sprechen auf diese Behandlung an?

2.) Welcher Tumorentitdt entsprechen die induzierten Tumore und welche Tumormarker

werden exprimiert?
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3.) Wie verdndert sich das CXCR4-Expressionsmuster in den Tumoren durch die
Behandlung der Tiere mit AMD3100?

4.) Weisen die Tumore neben der CXCR4- auch eine CXCR7-Expression auf und wie
verdndert sich das CXCR7-Expressionsmuster durch die Behandlung mit AMD3100?

5.) Welchen Einfluss hat eine verstiarkte Expression des endogenen CXCR4- und CXCR7-
Liganden CXCL12 auf die Tumorentstehung und wie wirkt sich hier eine Behandlung
der Tiere mit AMD3100 aus?

6.) Weisen die Tumore eine vermehrte Vaskularisation auf und wie verdndert sich diese
durch die Behandlung der Tiere mit AMD3100?

7.) Kommt es zu einer verstirkten Einwanderung von Immunzellen in die Tumore?
Welcher Art sind diese Immunzellen und éndert sich das Bild in Abhéngigkeit von der
Behandlung der Tiere mit AMD3100?

Mittels immunhistologischer Farbungen erfolgte eine Charakterisierung der Tumore in Bezug
auf die Tumorentitit. Zum Einsatz kamen hierfiir spezifische Antikorper gegen die
neuroendokrinen Marker Chromogranin A, Synaptophysin und NCAM (CD56), gegen
SCCA1/2 und Zytokeratin (34BE12) als Marker fiir Plattenepithelkarzinome sowie gegen
MUCI1/EMA (englisch: Mucin 1/Epithelial Membrane Antigen) und Panzytokeratin als Marker
fiir Adenokarzinome. Mittels Immunfiarbungen gegen CD3, zum Nachweis von T-
Lymphozyten, CD20, als Marker fiir B-Lymphozyten, und F4/80, zum Nachweis von
Makrophagen, wurden Immunzellen von Tumorzellen differenziert. Mit Hilfe einer
immunhistochemischen Farbung des Proliferationsmarkers Ki-67 sollte die mitotische Aktivitét
der Tumorzellen dargestellt werden. Weiterhin sollte die (Neo-)Angiogenese in den Tumoren
durch einen gefdBmarkierenden Anti-CD34-Antikoper aufgezeigt werden. Zur weiteren
Charakterisierung der Tumore dienten Immunfarbungen gegen CD133 als Stammzellmarker
und gegen den Somatostatinrezeptor SSTR2, welcher bei einem hohen Prozentsatz der
kleinzelligen Bronchialkarzinome beim Menschen nachweisbar ist (Kaemmerer et al. 2015a).
Mit Hilfe von spezifischen Antikorpern gegen das eGFP, den CXCR4 und das CXCL12 sollte
auflerdem auch die Expression des CXCR4 und des CXCR7 sowie die Verteilung des Liganden
CXCL12 aufgezeigt werden.

AbschlieBend sollte zur Beantwortung der Frage nach einer moglichen Koexpression der
verschiedenen Tumormarker eine Doppelmarkierung von eGFP mit NCAM, SCCA1/2 oder
MUCI1/EMA, von MUC1/EMA mit SCCA1/2 oder Synaptophysin sowie ergdanzend auch von
SCCA1/2 mit Synaptophysin durchgefiihrt werden.
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4. Material und Methoden
4.1 Material

4.1.1 Mausstimme und Behandlung

Fiir die nachfolgend beschriebenen Untersuchungen lag ein vom Thiiringer Landesamt fiir
Verbraucherschutz genehmigter Tierversuchsantrag mit der Registriernummer 02-045/14 vor.
Es wurden in vier Versuchsreihen drei verschiedene transgene Mauslinien auf CDI-
Background verwendet. Die Untersuchungen erfolgten ausschlieBlich an ménnlichen Tieren,
da das NNK {iber das Cytochrom-P450-System aktiviert werden muss und bei Médusen ein sehr
ausgepragter geschlechtsabhéngiger Unterschied in der Metabolisierungskapazitét iiber das
Cytochrom-P450-System besteht, mit wesentlich hoheren Enzymaktivititen bei den
méannlichen Tieren. Die Méduse waren bei Behandlungsbeginn sieben Wochen alt. In
Versuchsreihe 1 und 3 wurden Cxcr4-eGFP-BAC Maéuse (BAC, englisch: Bacterial Artifical
Chromosome), in Versuchsreihe 2 Cxcll2-Cxcll2RFP/Cxcr4-eGFP-BAC-Méuse und in
Versuchsreihe 4 Cxcr7-eGFP-BAC-Maiuse verwendet. Die transgenen Méuse exprimieren ein
eGFP-Reportergen (eGFP, englisch: enhanced Green Fluorescent Protein) unter der Kontrolle
des murinen Cxcr4- beziehungsweise Cxcr7-Promotors. Die Tiere der zweiten Versuchsreihe
weisen ein Fusionsprotein aus dem natiirlichen Liganden CXCL12 und dem Produkt des
Reportergens RFP (RFP, englisch: Red Fluorescent Protein) auf, sodass zusitzlich dieses
Fusionsprotein abhingig vom murinen Cxcl/l2-Promotor exprimiert wird, welches am CXCR4
und am CXCR?7 agonistisch wirken kann.

Die Miuse wurden im institutseigenen Tierhaus ausschlieBlich fiir Versuchszwecke geziichtet
und gehalten. Die Tiere saBlen jeweils zu zweit oder zu dritt unter standardisierten
Haltungsbedingungen in Typ-II-Makrolonkifigen. Diese beinhalten den freien Zugang zu
Futter (Altromin 1324-Maus-Haltungsfutter, Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG,
Lage/Deutschland) und Wasser, eine Raumtemperatur von 22 £2 °C, eine Luftfeuchtigkeit von

etwa 55% sowie einen Tag/Nacht-Rhythmus von 12/12 Stunden.

Die Tumorinduktion erfolgte durch eine kombinierte Verabreichung des Nitrosamin-Ketons
NNK (Toronto Research Chemicals, Toronto/Kanada) und von Lipopolysacchariden
(Escherichia coli 0111:B4, Sigma-Aldrich, Steinheim/Deutschland) iiber einen Zeitraum von
17 Wochen. Unter leichter Narkose mit Isofluran (Isofluran CP®, cp-pharma,
Burgdorf/Deutschland) erhielten die Tiere jeweils am ersten Tag der Woche iiber den gesamten
Behandlungszeitraum 5 ug LPS in 30 ul phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) in Form einer

intranasalen Instillation. Am 1. und am 3. Tag von Woche 1 bis 4 wurden zweimal tiglich 3
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mg NNK in 200 pl Natriumchlorid-Losung intraperitoneal injiziert. Zur Uberpriifung des
Tumormodells in Bezug auf eine spontane Karzinogenese wurde eine Kontrollgruppe
mitgefiihrt, welche keine Tumorinduktion erhielt. Zusitzlich zu der Kontrollgruppe wurde eine
Gruppe an Tieren lediglich mit LPS behandelt, sodass auch die alleinigen Auswirkungen einer
chronischen Inflammation auf die Tumorgenese untersucht werden konnten.

Nach erfolgter chemischer Induktion der Tumore wurde in den jeweiligen Interventionsgruppen
das in phosphatgepufferter Salzlosung geloste AMD3100 (Tocris Bioscience,
Bristol/GrofB3britannien) mit einer Abgabegeschwindigkeit von 25 pg/Stunde subkutan
verabreicht. Hierzu wurde eine osmotische Minipumpe (ALZET Osmotic Pumps, DURECT
Corporation, Cupertino, Kalifornien/lUSA) in das Subkutangewebe unterhalb des rechten
Schulterblatts implantiert. Die Behandlung wurde iiber zwei Wochen durchgefiihrt. Um einen
Eigeneffekt des Losungsmittels auszuschliefen, erhielten die Tiere, die nicht mit dem CXCR4-
Antagonisten AMD3100 behandelt wurden, iiber die zwei Wochen 1 pl/h des Losungsmittels
PBS iiber die osmotischen Minipumpen verabreicht. Am Ende der Behandlungszeit wurden die
Tiere mit einer Uberdosis Isofluran (5 Vol%) getdtet, die Lungen und die Lebern entnommen,
sofort in 10%igem Formalin fixiert und in dieser Formalin-Losung bis zur endgiiltigen
Aufarbeitung gelagert.

Ein Uberblick iiber die Versuchsreihen sowie den Ablauf der Behandlung ist der Tabelle 3 und

der Abbildung 1 zu entnehmen.

Tabelle 3: Ubersicht iiber die Versuchsreihen und die Behandlung

Versuchsreihe 1 0 6 5 0 11
Cxcrd4-eGFP
Versuchsreihe 2 1 0 5 3 9
Cxcll2-
Cxcl12RFP/
Cxcrd4-eGFP
Versuchsreihe 3 8 0 5 6 19
Cxcrd4-eGFP
Versuchsreihe 4 3 0 9 8 20
Cxcr7-eGFP
Gesamt 12 6 24 17 59

30



MATERIAL UND METHODEN

ﬁ

Woche 5 10 15

LPS-Gabe: 5 ug LPS in 30 pl phosphatgepufferter Salzlgsung intranasal
einmal am ersten Tag jeder Woche
>

‘Woche 5 10 15

G 3 mg NNK in 200 pl Natriumchlorid-Losung intraperitoneal
NNK-Gabe: am ersten und dritten Tag der Woche jeweils zweimal
#

Woche 5 10 15

AMD3100-Gabe: 25 pg/Stunde AMD3 100 in Phosphat-gepufferter Salzlésung

subkutan {iber osmotische Minipumpe

Abbildung 1: Behandlungsschema mit der Gabe von LPS (griin), NNK (blau) und AMD3100 (rot)

4.1.2 Chemikalien und Losungen
Den Tabellen 4 und 5 sind die Art und Herkunft der verwendeten Chemikalien und die in der

Arbeit eingesetzten Losungen einschlieBlich deren Herstellung zu entnehmen.

Tabelle 4: Art und Herkunft der in der Arbeit verwendeten Chemikalien

AMD3100 Tocris Bioscience, Bristol/Grof3britannien
3-Amino-9-ethylcarbazol BioGenex, Fremont, Kalifornien/USA
Ammoniaklésung 25% Merck KGaA, Darmstadt/Deutschland
Citronensiure-Monohydrat > 99,5% Karl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe/Deutschland
DePex Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg/Deutschland
Diamidinphenylindol (DAPI) Sigma-Aldrich, Steinheim/Deutschland
Diazabicyclooctan Karl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe/Deutschland
Dinatriumhydrogenphosphat > 99,5% Merck KGaA, Darmstadt/Deutschland
Eosin-Y-Losung Sigma-Aldrich, Steinheim/Deutschland
Ethanol 99,8% Echter Nordhduser Spirituosen GmbH,
Nordhausen/Deutschland
Formalin 10% v/v J.T. Baker, Deventer/Niederlande
Gesiittigte Pikrinsiure (1,3% in H,0) Sigma-Aldrich, Steinheim/Deutschland
Glycerin > 99,5% Karl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe/Deutschland
Isofluran CP® cp-pharma, Burgdorf/Deutschland
Isopropanol Karl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe/Deutschland
Kaliumchlorid > 99,5% Merck KGaA, Darmstadt/Deutschland
Kaliumdihydrogenphosphat > 99,0% Merck KGaA, Darmstadt/Deutschland
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Lipopolysaccharid (LPS) Escherichia coli
0111:B4

Mayer’s Himatoxylin-Losung

Methanol > 99,0%

Mowiol 4-88 p.a.

Natriumchlorid > 99,5%
Natriumcitrat-Dihydrat > 99,0%

Natriumdihydrogenphosphat > 99,9%

Natriumhydroxid p.a.
Nitrosamin-Keton NNK

Paraffin-Pellets (Schmelzpunkt 56-58°C)
Perjodsidure-Losung
Rinderserumalbumin (RSA) p.a.
Schiff’s Reagenz

Siriusrot (Direct Red 80)

Thiomersal
Tissue-Tek-O.C.T.-Compound

Titrisol® 1N HCI
TRIS-Hydrochlorid > 99,9%

Triton X-100
Wasserstoffperoxid-Losung 30%
Xylol-Isomerengemisch > 98,0%

Sigma-Aldrich, Steinheim/Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim/Deutschland

Karl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe/Deutschland

Karl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe/Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt/Deutschland

Karl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe/Deutschland

Karl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe/Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt/Deutschland
Toronto Research Chemicals, Toronto/Kanada
Medite GmbH, Burgdorf/Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim/Deutschland

PAA Laboratories GmbH, Pasching/Osterreich
Sigma-Aldrich, Steinheim/Deutschland

Fluka Feinchemikalien, Neu-Ulm/Deutschland
AppliChem, Darmstadt/Deutschland

Sakura Finetec Germany GmbH,
Staufen/Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt/Deutschland

Karl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe/Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt/Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt/Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt/Deutschland

Tabelle 5: Ubersicht iiber verwendete Losungen und deren Herstellung

0,01 N Salzséiure

Ammoniakwasser

Arbeitspuffer FFM (1% RSA;
0,3% Triton in TPBS)
Blockierungspuffer FFM (3%
RSA; 0,3% Triton in TPBS)
Boratpuffer (pH 8,5) (FFM)

Citrat-Puffer (0,01 M; pH 6)

10 ml

ad 1000 ml

1,4 ml

248,6 ml

lg

99 ml

0,75 ¢g

24,25 ml

0,618 g

80 ml
pH-Einstellung
100 ml

18 ml

82 ml

900 ml
pH-Einstellung

Titrisol® 1N HCI

Aqua bidestillata
Ammoniak-Losung 25%
Aqua bidestillata

RSA

TPBS-T

RSA

TPBS-T

Borsédure

Aqua bidestillata

0,2 M NaOH

Aqua bidestillata
Citrat-Puffer-Stammlosung A
Citrat-Puffer-Stammlosung B
Aqua bidestillata

mit Natriumhydroxid
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Citrat-Puffer-Stammlésung A

Citrat-Puffer-Stammlésung B

Lambda-Phosphatase-Losung

Mowiol-Eindecklosung

PBS-Puffer A (FFM)

PBS-Puffer B (FFM)

Phosphat-gepufferte Salzlosung
(PBS; pH 7,4) (FFM)
Phosphat-gepufferte Salzlosung
(PBS; pH 7,4) IHC)

Pikro-Siriusrot

TPBS-T: Thiomersal mit
Phosphat-gepufferter Salzlosung
und 0,3% Triton X-100 (pH 7,4)
TPBS: Thiomersal mit Phosphat-
gepufferter Salzlosung (pH 7,4)

Tris-EDTA-Puffer (CD133-
Antikorper; pH 9)

21,01 g

ad 1000 ml
2941 ¢g

ad 1000 ml
750 ul

750 ul

100 pl

ad 5900 pl
58

24 ¢

12 ml

S5 ml

25 mg/ml
27,6 g

ad 1000 ml
35,63 g

ad 1000 ml
19 ml

81 ml

8,18 ¢

1,77 g
0,20 g
0,24 g

ad 1000 ml
0,1g

ad 100 ml
1,5 ml
498,5 ml

24 ¢

lg

18 ¢

100 ml

ad 2000 ml

pH-Einstellung

1,21 g
0,37 ¢g
ad 1000 ml

Citronensidure-Monohydrat
Aqua bidestillata
Natriumcitrat-Dihydrat
Aqua bidestillata
Lambda-Phosphatase-Puffer
MnCl»-Solution
Lambda-Phosphatase

Aqua bidestillata

Glycerin

Mowiol 4-88
TRIS-Hydrochlorid (pH 8,5)
Aqua bidestillata
Diazabicyclooctan
Natriumdihydrogenphosphat
Aqua bidestillata
Dinatriumhydrogenphosphat
Aqua bidestillata
PBS-Puffer A

PBS-Puffer B
Natriumchlorid
Dinatriumhydrogenphosphat
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Aqua bidestillata

Siriusrot

Gesiattigte Pikrinsdure (1,3% in H>O)
Triton X-100

TPBS

TRIS
Thiomersal
NaCl

PBS (FFM)
Aqua bidestillata
10 N HC1
Tris-Base

EDTA

Aqua bidestillata

Abkiirzungen: FFM: Free-floating-Methode, IHC: Immunhistochemie an Paraffinschnitten

4.1.3 Antikorper

Die sowohl bei der immunhistochemischen Fiarbung an paraffineingebetteten Préparaten als

auch an den freischwimmenden Pridparaten in der Free-Floating-Methode verwendeten

Primdrantikérper sind mit Antigenstrukturen, Klonbezeichnung, angewandter Verdiinnung,

Herkunft-Spezies, Klonalitdt sowie Hersteller in den Tabellen 6 und 7 aufgefiihrt. Tabelle 8
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sind die zusidtzlich bei der immunhistochemischen Firbung verwendeten biotinylierten
Sekundérantikorper bzw. gebrauchsfertigen Kits zu entnehmen. Bei der Free-Floating-Methode
wurde als Sekundirantikorper Alexa-Fluor-488-gekoppeltes Ziegen-Anti-Huhn-IgG sowie
Alexa-Fluor-555-gekoppeltes ~ Streptavidin =~ (Thermo  Fisher  Scientific, ~Waltham,
Massachusetts/USA) verwendet. Zusitzlich kamen bei der Free-Floating-Methode auch ein
biotinyliertes Esel-Anti-Kaninchen- oder -Anti-Maus-IgG (Jackson Immune Research, West

Grove, Pennsylvania/USA) als Sekundarantikérper zum Einsatz.

Tabelle 6: Ubersicht iiber die in der Arbeit verwendeten Primdrantikorper

CD3 SP7 1:400 Kaninchen = monoklonal IHC
CD20 L26 1:500 Maus monoklonal  IHC
CD34 QBEnd 10 1:50 Maus monoklonal IHC
CD133 EPR20980- 1:1000 Kaninchen = monoklonal IHC
45
CgA LK2H10 1:751in V1/ Maus monoklonal  IHC
1:50 in V2
CXCL12/SDF-1 79018 1:500 Maus monoklonal  IHC
CXCR4 UMB-2 1:2 Kaninchen = monoklonal IHC
Cytokeratin 34BE12 1:500 Maus monoklonal  IHC
eGFP 1:500 Huhn polyklonal FFM
eGFP 1:1000 Kaninchen  polyklonal IHC
F4/80 MCA497GA  1:200 Ratte monoklonal IHC
Ki-67 MIB-1 1:75 Maus monoklonal  IHC
MUCI1/EMA/CD227 139H2 1:500 Maus monoklonal IHC, FFM
NCAM (CD56) 123C3 1:500 Maus monoklonal  IHC, FFM
Pan-Cytokeratin AEI/AE3 + 1:100 Maus monoklonal  IHC
5D3
SCCA1/2 B-9 1:500 Maus monoklonal IHC, FFM
SSTR2 UMB-1 1:10 Maus monoklonal IHC
Synaptophysin YE269 1:800 Kaninchen = monoklonal IHC, FFM
1:1000

Abkiirzungen: CgA: Chromogranin A, FFM: Free-Floating-Methode, IHC: Immunhistochemie an
Paraffinschnitten

Tabelle 7: Art und Herkunft verwendeter Primdrantikorper

CD3 SP7 Abcam, Cambridge/Vereinigtes Konigreich
CD20 L26 Dako Denmark A/S, Glostrup/Danemark
CD34 QBEnd 10 Dako Denmark A/S, Glostrup/Déanemark
CD133 EPR20980-45 Abcam, Cambridge/Vereinigtes Konigreich
CgA LK2H10 BioLogo, Kronshagen/Deutschland
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CXCL12/SDF-1
CXCR4
Cytokeratin
eGFP (FFM)
eGFP (IHC)
F4/80

Ki-67
MUC1/EMA/CD227

NCAM (CD56)

Pan-Cytokeratin
SCCA1/2

SSTR2
Synaptophysin

79018 R&D Systems Inc., Minneapolis,
Minnesota/USA

UMB-2 Epitomics, Burlingame, Kalifornien/USA

34BE12 Abcam, Cambridge/Vereinigtes Konigreich
Aves Labs Inc., Tigard, Oregon/USA
Synaptic Systems GmbH,
Gottingen/Deutschland

MCA497GA Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,
Kalifornien/USA

MIB-1 Dako Denmark A/S, Glostrup/Danemark

139H2 Abeomics Inc., San Diego,
Kalifornien/USA

123C3 Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas,

AE1/AE3 + 5D3

B-9

UMB-1
YE269

Texas/USA
Abcam, Cambridge/Vereinigtes Konigreich

Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas,

Texas/USA
Epitomics, Burlingame, Kalifornien/USA
Abcam, Cambridge/Vereinigtes Konigreich

4.1.4 Kits und gebrauchsfertige Reaktionssysteme

In der nachstehenden Tabelle 8 sind die Kits und gebrauchsfertigen Reaktionssysteme

aufgefiihrt, die bei den immunhistochemischen Farbungen zum Einsatz kamen.

Tabelle 8: Kits und gebrauchsfertige Reaktionssysteme fiir die immunhistochemische Fdrbung

AEC Substrate Pack

Lambda-Phosphatase:
sc-200312

Vectastain® Elite® ABC Kit
Rabbit IgG

Vectastain® Elite® ABC Kit
Mouse IgG

AEC Chromogen (Farbstoff)
Hydrogenperoxid-Acetat-
Puffer-Konzentrat
Lambda-Phosphatase
(sc200312/s¢-200312A)
Lambda-Phosphatase-Puffer
MnCl; solution
Sekundarantikorper: Ziegen-
Anti-Kaninchen-Antikorper
Blocking-Serum (Ziege)

o Reagenz A+B =
Avidin-Peroxidase-
Komplex

Sekundarantikorper: Pferde-
Anti-Maus-Antikorper
Blocking-Serum (Pferd)

o Reagenz A+B =
Avidin-Peroxidase-
Komplex

BioGenex, Fremont,
Kalifornien/USA

Santa Cruz Biotechnology
Inc., Santa Cruz,
Kalifornien/USA

Vector Laboratories,
Burlingame/Kalifornien,
USA

Vector Laboratories,
Burlingame,
Kalifornien/USA
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4.1.5 Gerite und Verbrauchsmaterial

In der nachstehenden Tabelle 9 sind die fir die Methoden verwendeten Geridte und

Verbrauchsmaterialien zusammengefasst.

Tabelle 9: Art und Herkunft der verwendeten Gerdte und Verbrauchsmaterialien

12-Well-Mikrotiterplatte
ALZET Osmotische Minipumpe

Analysenwaage A200S
Deckglaser
Einbettkassetten ohne Deckel, Standard, rot

Glasfirbegestelle

Glasfirbekiivetten mit Deckel

Heizplatte und Magnetriihrer SLR
Histokinette Leica-Jung-Histokinette 2000
Kryomikrotom CM3050 S
Laser-Scanning-Mikroskop LSM 880

Lichtmikroskop
Mikroskop Axio Imager Al

Mikrotommesser N35HR

Mikrowelle CB 1271
Mikrowellengeeignete Plastikkiivetten
NanoZoomer

Objekttriiger SuperFrost ®plus
Objekttriger, klar mit Mattrand

Paraffin-Gielautomat EG 1110
Plattformschiittler - rotierend

Rotationsmikrotom HM 335
Shandon Coverplates®

Shandon Sequenza®-Fiirbesystem

Wasserdestilliergerit Milli-Q®, Millipore

Greiner Bio-One International GmbH,
Kremsmiinster/Osterreich

DURECT Corporation, Cupertino,
Kalifornien/USA

Sartorius AG, Géttingen/Deutschland
Menzel-Glaser, Braunschweig/Deutschland
Kabe Labortechnik GmbH, Niimbrecht-
Elsenroth/Deutschland

Medite GmbH, Burgdorf/Deutschland
Medite GmbH, Burgdorf/Deutschland
Schott Instruments, Mainz/Deutschland
Leica, Solms/Deutschland

Leica, Solms/Deutschland

Carl Zeiss Microscopy GmbH,
Jena/Deutschland

Leica, Solms/Deutschland

Carl Zeiss Microscopy GmbH,
Jena/Deutschland

Feather, Osaka/Japan

Bomann, Kempen/Deutschland

Medite GmbH, Burgdorf/Deutschland
Hamamatsu Photonics K.K., Hamamatsu/Japan
Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts/USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts/USA

Leica, Solms/Deutschland

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach/Deutschland

Microm, Walldorf/Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts/USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts/USA

MERCK, Darmstadt/Deutschland
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4.2 Methoden

4.2.1 Féarbung an Paraffinschnitten

Paraffineinbettung

Die Einbettung der in Formalin fixierten Organe erfolgte in einer Histokinette (Jung-
Histokinette, Leica, Solms/Deutschland) und begann mit einer aufsteigenden Ethanolreihe
(50% fiir 60 Minuten, danach 70%, 80%, 96% und 98% fiir jeweils 100 Minuten), die einer
Entwisserung der Gewebe dient. Darauthin wurden die Proben zwei Mal fiir 180 Minuten in
Isopropanol inkubiert, welches bei dieser Methode als Zwischenmedium fungiert. Um das
Zwischenmedium in mehreren Schritten wieder auszuwaschen, folgte zunédchst die
Uberfiihrung in 1:2 mit Isopropanol versetztes Paraffin fiir 180 Minuten bei 60°C. Danach
wurden die Proben zwei Mal in frisches Paraffin gegeben (iiber Nacht fiir 12 h bei 60°C, nach
dem Wechsel fiir mindestens 24 h bei 60°C).

Anschlieend konnten die Proben unter Verwendung eines Paraffin-GieBautomaten (EG 1110,

Leica, Solms/Deutschland) in Blocke gegossen werden.

Herstellen von Schnittpriaparaten

Nach der Aushértung des Paraffins wurden mit Hilfe eines Mikrotoms (Rotationsmikrotom
HM335, Microm, Walldorf/Deutschland) 4 pm dicke Schnitte hergestellt und auf nicht
beschichtete sowie auf mit Poly-L-Lysin beschichtete Objekttrager (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts/USA) aufgebracht.

4.2.1.1 Hiamatoxylin-Eosin-Ubersichtsfirbung

Um einen Uberblick iiber mdgliche histopathologische Verinderungen in den untersuchten
Lungen- und Lebergeweben zu erhalten, wurde zunidchst eine H&matoxylin-Eosin-
Ubersichtsfirbung durchgefiihrt. Die dichromatische Firbung beruht auf unterschiedlichen
elektrostatischen Wechselwirkungen der beiden Farbstoffe Hdmatoxylin und Eosin mit
verschiedenen Zellbestandteilen. So fiihrt das Hédmatoxylin zu einer blauvioletten Férbung
anionischer, basophiler Strukturen, welche vor allem in Form von DNA im Zellkern
vorkommen. Der saure Farbstoff Eosin farbt dagegen kationische, azidophile Strukturen an und
bewirkt so die rotbrdunliche Farbung des Zytoplasmas.

Die auf unbeschichtete Objekttrager aufgebrachten Schnitte wurden zum Entparaffinieren
zunéchst fiir dreimal 20 Minuten in Xylol und anschlieBend fiir dreimal 20 Minuten in

99,8%igem Ethanol inkubiert, um das Xylol wieder zu entfernen.
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Nach zweimaligen Spiilen der Schnitte mit bidestilliertem Wasser fiir je fiinf Minuten erfolgte
die Kernfarbung fiir 30 Minuten in Mayer’s Himatoxylin. Der Farbumschlag in das typische
Blauviolett wurde durch ein Erhéhen des pH-Wertes ermdglicht. Dazu wurden die Priaparate
fiir 20 Minuten in Leitungswasser gestellt, welches alle fiinf bis zehn Minuten erneuert wurde.
Die Farbung der basischen Zellbestandteile erfolgte anschlieBend mittels einer achtminiitigen
Inkubation der Schnitte in Eosin. Nach griindlichem Spiilen mit Aqua bidestillata wurden die
Schnitte durch zehnmaliges Eintauchen und eine flinfminiitige Inkubation in 99,8%igem
Alkohol sowie durch dreimaliges Verweilen fiir je fiinf Minuten in Xylol wieder entwéssert.

AbschlieBend wurden die Schnitte mit Depex und einem Deckgldschen eingedeckt.

4.2.1.2 PAS-Reaktion (Periodic Acid Schiff Reaction = Periodsédure-Schiff-Reaktion)

Die Periodsdure-Schiff-Reaktion ist eine histochemische Methode zum Nachweis von
unsubstituierten Glykolgruppen, welche zum Beispiel in neutralen Polysacchariden wie
Glykogen oder Cellulose sowie auch in Mukopolysacchariden vorkommen.

Zum Entparaffinieren der Priparate wurde Xylol als Losungsmittel verwendet. Nach
dreimaligem Inkubieren fiir jeweils 20 Minuten erfolgte das Auswaschen des Xylols mittels
99,8%igen Ethanol fiir ebenfalls dreimal 20 Minuten. Der nédchste Schritt beinhaltete die
Oxidationsreaktion, bei der die freien Hydroxylgruppen der Saccharide zu benachbarten
Aldehydgruppen oxidiert wurden. Die Préparate wurden dazu fiir zehn Minuten in das starke
Oxidationsmittel Periodsdure gestellt. Darauthin folgte ein flinfminiitiges Spiilen mit
Leitungswasser zum Festigen der Oxidationsreaktion. Im nachsten Schritt wurden die Priparate
fiir 30 Minuten im Schiff’schen Reagenz inkubiert. Dieses enthélt eine farblose
fuchsinschweflige Saure, welche an die durch die Oxidationsreaktion entstandenen
Aldehydgruppen binden kann. Es erfolgte ein molekularer Umbau, der eine magentarote Farbe
entstehen lie. Durch zehnminiitiges Spiilen mit Leitungswasser wurde die Farbreaktion
gefestigt.

Fir eine Farbung der Zellkerne wurden die Schnitte anschlieBend fiir 30 Minuten in
Héamatoxylin inkubiert und dieses darauffolgend iiber 20 Minuten mit Hilfe von Leitungswasser
gebldut. Im Anschluss durchliefen die Préparate eine aufsteigende Alkoholreihe, wobei sie fiir
zwel Minuten in 80%igem und fiir zweimal fiinf Minuten in 99,8%igem Ethanol verweilten.
Nach erneutem Inkubieren in Xylol fiir insgesamt 15 Minuten erfolgte die Eindeckung mit

DePex und Deckgléasern.
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4.2.1.3 Pikro-Siriusrot-Farbung

Die Pikro-Siriusrot-Farbung dient der Anfarbung von Kollagen in Geweben. Der hierfiir
bendtigte Farbstoff wurde durch Mischung von 0,1g Siriusrot mit 100 ml geséttigter Pikrinséure
hergestellt. Durch die Grof3e des Farbmolekiils und die damit verbundene langsame Diffusion
im Gewebe wird spezifisch eine rote Anfiarbung von Kollagen ermoglicht. Der Hintergrund
prasentiert sich gelb.

Auch bei dieser Farbung erfolgte zundchst das Entparaffinieren mittels Xylol und Ethanol.
Darauthin wurden die Schnitte zweimal fiir fiinf Minuten mit bidestilliertem Wasser gespiilt.
Es folgte die Inkubation iiber eine Stunde in dem Farbstoft Pikro-Siriusrot. Danach wurden die
Schnitte fiir 2 Minuten in einer stindig zu erneuernden 0,01 N Salzsdurelosung (HCI) gespiilt.
Die folgende absteigende Alkoholreihe diente der Entwisserung der Préparate. Dafiir wurden
diese zundchst 10 Mal in 99,8%igen Ethanol getaucht, um darauthin zweimal fiir zwei Minuten
in 99,8%igem Ethanol zu verweilen. Es folgte die insgesamt fiinfzehnminiitige Inkubation in

Xylol und die Eindeckung der Priaparate mit Deckgldsern und DePex.

4.2.1.4 Immunhistochemie an Paraffinschnitten

Prinzip der Immunhistochemie

Bei der Immunhistochemie (IHC) nutzt man die Spezifitdt verschiedener Antikdper, um
gewebe- und zelltypische Antigene zu identifizieren und deren Verteilung darzustellen. Die
immunhistochemischen Farbungen wurden an dieser Stelle mithilfe der indirekten Peroxidase-
Methode durchgefiihrt. Diese Methode beruht auf der Verwendung von Avidin (aus
Hiihnereiern) beziehungsweise Streptavidin (Streptomyces avidinii), welche eine hohe
Affinitdt fiir das Glykoprotein Biotin aufweisen. Der unkonjugierte Primérantikorper bindet bei
Zugabe mit seiner variablen Fap-Region an das fiir ihn spezifische Epitop im zu untersuchenden
Gewebe. Der mehrfach biotinylierte Sekundérantikorper ist anschlieend in der Lage, an die
konstante Region des Primarantikérpers zu binden, welche in diesem Fall als sein spezifisches
Epitop gilt. Der Streptavidin-Peroxidase-Komplex wird im folgenden Schritt dazugegeben und
bindet mit hoher Affinitdt das an den Sekundirantikérper gekoppelte Biotin. Die eisenhaltige
Héamgruppe der Peroxidase bildet mit Wasserstoffperoxid zunéchst einen Enzym-Substrat-
Komplex, welcher darauthin in Wasser und Sauerstoff zerféllt. Die dafiir benotigten Elektronen

liefert der Farbstoff AEC, sodass dieser im Zuge der Oxidationsreaktion rot gefarbt wird.
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Durchfiihrung der Immunhistochemie

Bevor die Immunhistochemie durchgefiihrt werden konnte, mussten die Schnitte zunéchst
wieder entparaffiniert werden. Die auf Adhisivobjekttrager aufgebrachten Schnitte wurden
hierzu in einen Glasfarbeeinsatz sortiert und analog zur Himatoxylin-Eosin-Féarbung dreimal
fiir jeweils 20 Minuten in Xylol inkubiert und dieses im Anschluss mit 99,8%igem Ethanol
wieder ausgewaschen. AnschlieBend wurden die in den Geweben vorhandenen endogenen
Peroxidasen durch eine 45-miniitige Inkubation in in Methanol geldstem 0,3%igen
Wasserstoffperoxid blockiert, um unspezifische Farbungen zu verhindern.

Wihrend der Fixierung von Geweben mit Formalin kann eine Maskierung der gesuchten
Antigene entstehen, da sich Formaldehydmolekiile an Proteine binden konnen. Dabei entstehen
Methylolgruppen, Schiff’sche Basen und Methylengruppen, sodass der Zugang des priméren
Antikorpers zum gesuchten Epitop nicht mehr oder nur erschwert moglich ist. Zur
Antigendemaskierung wurde in der vorliegenden Arbeit eine hitzebasierte Methode (HIER,
englisch: Heat Induced Epitope Retrieval) verwendet. Dabei werden die Prdparate fiir
insgesamt 16 Minuten in Citrat-Puffer (0,01 M, pH 6,0) bei 600 Watt in der Mikrowelle
gekocht. Die Proben mussten danach fiir 30 Minuten abkiihlen und wurden anschlieend fiir
mindestens fiinf Minuten in Aqua bidestillata gestellt. Im néchsten Schritt wurde durch eine
finfmintitige Inkubation der Proben in PBS/1% Rinderserumalbumin (RSA) eine Abséttigung
der unterschiedlichen Ladungen innerhalb der Gewebe erreicht. Danach wurden die
Objekttrager in das Sequenza®-Férbesystem mittels spezieller Klammern eingespannt. Dabei
entsteht ein kapillarer Spalt, der einen ldngeren und gleichméBigen Kontakt zwischen den
Antikorpern und dem Priparat ermdglicht. Uber einen kleinen Trichter am oberen Ende der
Klammern konnen die verschiedenen Losungen gezielt zugegeben werden. Nach dem
Einspannen der Prédparate in das Farbesystem wurde zunichst der korrekte Sitz durch Spiilen
mit PBS/1% RSA tiberpriift. Um unspezifische Bindungen zu verhindern, erfolgte nachfolgend
die Zugabe eines normalen Serums. Dieses muss aus derselben Spezies stammen, aus dem der
Sekundérantikorper hergestellt wurde. Nach 20 Minuten wurden die Pridparate mit dem
Primérantikorper versetzt und iiber Nacht bei 4°C inkubiert.

Am nichsten Tag erfolgte ein zweimaliges Spiilen mit PBS/1% RSA, um nicht oder
unspezifisch gebundene Antikdrper zu entfernen. Darauf folgte die Zugabe des biotinylierten
Sekundirantikorpers. Nach dreifligminiitiger Inkubation und erneutem Spiilen mit PBS/1%
RSA wurde der Streptavidin-Peroxidase-Komplex hinzupipettiert, die Proben wieder fiir 30

Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend erneut mit PBS/1%RSA gespiilt.
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Danach erfolgte die Zugabe des Chromogens 3-Amino-9-ethylcarbazol (AEC) fiir zweimal 15
Minuten. Die Farbreaktion wurde mittels bidestilliertem Wasser gestoppt.

Die Priaparate wurden im Anschluss in die Glas-Farbekiivetten zuriicksortiert und fiir 3 Minuten
in dem basischen Farbstoff Hamatoxylin zur Gegenfarbung der Zellkerne inkubiert. Durch
wiederholtes Eintauchen in Ammoniakwasser erfolgte die Blauung des Hamatoxylins. Nach
einer Zwischenlagerung in bidestilliertem Wasser konnte das Eindecken der Priparate mittels
Mowiol und Deckglédsern erfolgen.

Die Tabelle 10 zeigt eine detaillierte Beschreibung der einzelnen Arbeitsschritte fiir die

Durchfiihrung der immunhistochemischen Farbungen.

Tabelle 10: Protokoll zur immunhistochemischen Firbung von Paraffinschnitten

1. Entparaffinieren Xylol 3 x 20 Minuten
Entfernen des Xylols Ethanol (99,8%) 3 x 20 Minuten
3. Blockierung der endogenen Wasserstoffperoxid (0,3% 45 Minuten

Peroxidasen zur Verhinderung H,0O>) in Methanol
einer unspezifischen Firbung

4. Rehydrierung der Schnitte 95% Ethanol 2 x 2 Minuten
durch eine absteigende 80% Ethanol 2 Minuten
Alkoholreihe 70% Ethanol 2 Minuten

Aqua bidestillata 2 x 5 Minuten

5. Demaskierung der Antigene Im Citratpuffer (0,01 M, pH

zur Verstirkung der 6,0)

Signalintensitéit
Kochen 8 Minuten
Abkiihlen 4 Minuten
Kochen 4 Minuten
Abkiihlen 4 Minuten
Kochen 4 Minuten

6. Abkiihlen der Priparate fiir mindestens 30 Minuten
Uberfiihren der Priparate in Aqua bidestillata fiir mindestens 5 Minuten
8. pH-Pufferung zur Absittigung PBS + RSA (1%) 5 Minuten
der unterschiedlichen
Ladungen innerhalb des
Gewebes

5T

9. Einsortierung der Objekttriger in Sequenza-Firbesysteme (Entstehung eines
kapilliren Spalts zum Verabreichen der weiteren Losungen)

10. pH-Pufferung PBS + RSA (1%),
1500 pl
11. Blockierung unspezifischer Normales Serum aus der 20 Minuten
Bindungen zur Reduktion von  gleichen Spezies wie der
Hintergrundfirbungen Sekundérantikorper,
150 pl
12. Antikorper-Bindung Spezifischer Antikoérper, Uber Nacht bei 4 °C
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300 pl
13. Waschen der Schnitte zur PBS + RSA (1%),
Entfernung nicht oder 2x 1500 pl
unspezifisch gebundener
Antikorper
14. Zugabe des Sekundiir- Biotinylierter 30 Minuten
Antikorpers Sekundérantikorper,
150 pl
15. Waschen der Schnitte PBS + RSA (1%),
1500 pl
16. Zugabe des enzymgekoppelten = Avidin-Peroxidase-Komplex, 30 Minuten

Komplexes fiir die
Farbreaktion

150 pl

17. Waschen der Schnitte PBS + RSA (1%),
1500 pl
18. Fiarbung der Antikorper- AEC, 2 x 15 Minuten
gebundenen Bereiche 2x 150 pl
19. Stoppen der Farbereaktion Aqua bidestillata,
durch Waschen der Priparate 1500 ul

20. Zuriicksortieren der Priparate in die Glas-Firbekiivetten

21. Waschen der Schnitte Aqua bidestillata 2 x 1 Minute
22. Gegenfirbung der Zellkerne Mayer’s Himatoxylin 3 Minuten

23. Waschen der Schnitte Aqua bidestillata 2,5 Minuten
24. Hamatoxylin-Blduung Ammoniakwasser 5 x Eintauchen
25. Waschen der Schnitte Aqua bidestillata 2,5 Minuten

26. Eindecken der Priparate mit Mowiol und Deckglisern
Abkiirzungen: AEC: Aminoethylcarbazol, PBS: Phosphat-gepufferte Salzlosung (englisch: Phosphate
Buffered Saline), RSA: Rinderserumalbumin

4.2.2 Doppel-Immunhistochemie an Free-Floating-Schnitten

Die Free-Floating-Methode umfasst eine Farbung an frei in einer Pufferlosung schwimmenden
Gewebeschnitten. Da nicht alle fiir die Inmunhistochemie zur Verfiigung stehenden Antikorper
paraffingidngig sind, bietet diese Methode ein umfassenderes Nachweisspektrum. Zusédtzlich
ermdglichen Free-Floating-Schnitte Doppelmarkierungen mit mehreren Antikérpern.

Hierfiir wurden die Mausorgane sofort nach der Entnahme in 10%iges, gepuffertes Formalin
verbracht, darin liber Nacht fixiert und anschlieBend in 30%ige Saccharose/TPBS {iberfiihrt. In
dieser Losung wurden die Organe bis zur Aufarbeitung bei 4°C gelagert. In Vorbereitung auf
das Schneiden am Kryomikrotom wurden sie mittels Tissue-Tek-O.C.T.-Compound auf eine
Objektplatte aufgebracht und auf -20°C heruntergekiihlt. Von den Gewebestiicken wurden
anschlieend 40 um dicke Schnitte hergestellt, welche sogleich in die mit TPBS befiillten
Vertiefungen einer 12-well-Mikrotiterplatte iiberfiihrt wurden. Das im TPBS enthaltene
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Konservierungsmittel Thiomersal verhindert dabei eine mikrobielle Kontamination der
Préaparate wihrend des dreitdgigen Zeitraums der Farbung.

Fiir die Farbung wurden die Schnitte zunichst fiir 20 Minuten mit TPBS gespiilt. AnschlieBend
erfolgte eine Permeabilisierung der lipophilen Grenzmembranen durch eine 30-miniitige
Inkubation der Proben in einer Methanol/TPBS-Losung. Die Permeabilisierung, welche im
ndchsten 15-miniitigen Schritt durch das Detergens Triton X-100 unterstiitzt wurde, ermdglicht
das Eindringen der Primér- und Sekundérantikorper in die Zellen. Als ndchstes folgte eine
Absittigung der unterschiedlichen Ladungen innerhalb der Gewebe durch eine 60-miniitige
Inkubation in einem TPBS-T-Blockierungspuffer mit 3% Rinderserumalbumin (RSA).
Darauthin wurden die Primédrantikdrper, die bei Doppelmarkierungen von unterschiedlichen
Spezies stammen mussten, in TPBS-T/1 % RSA hinzugegeben und die Schnitte darin iiber
Nacht bei 4°C inkubiert.

Am néchsten Tag wurden die Schnitte mehrmals mit TPBS-T gespiilt, um die nicht oder nur
unspezifisch gebundenen Primérantikdrper zu entfernen. Danach wurde ein biotinylierter
Sekundérantikorper gegen den ersten der beiden Primirantikorper hinzugegeben und die
Proben fiir 120 Minuten inkubiert. Nach einem dreimaligen Spiilen fiir jeweils 5 Minuten mit
TPBS-T wurden die Schnitte fiir 60 Minuten mit dem Avidin-Peroxidase-Komplex inkubiert
und danach wiederum fiir dreimal 5 Minuten mit TPBS-T gespiilt. Es folgte eine
zwanzigminiitige Inkubation der Préparate mit biotinyliertem Tyramin, wodurch eine
Signalamplifikation bei der Detektion des {iiber den biotinylierten Sekundirantikorper
nachgewiesenen ersten Primdrantikdrpers erreicht wird. Nach erneuter dreimaliger Spiilung mit
TPBS-T fiir 5 Minuten erfolgte die Zugabe des Fluorophor-gekoppelten Streptavidins (AF-555)
zur Detektion des ersten Primdrantikérpers und eines Alexa-488-gekoppelten
Sekundérantikorpers gegen den zweiten Primérantikorper. Anschlieend wurden die Proben
iiber Nacht inkubiert.

Am dritten Tag wurden die Proben dreimal fiir 5 Minuten mit TPBS gespiilt und dann zur
Farbung der Zellkerne fiir 4 Minuten im Fluoreszenzfarbstoff Diamidinphenylindol (DAPI)
inkubiert. DAPI geht spezifische Bindungen mit der DNA und RNA ein, was eine Zuordnung

der dargestellten Antigene zu den Zellen und deren Strukturen ermdglicht.

Eine detaillierte Beschreibung der einzelnen Arbeitsschritte der Free-Floating-Methode ist der

Tabelle 11 zu entnehmen.
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Tabelle 11: Protokoll zur Free-Floating-Methode bei Doppelmarkierungen

bl - Rl

10.
11.
12.
13.

14.
15.
16.
17.
18.

Spiilen der Schnitte
Permeabilisierung der Schnitte
Spiilen der Schnitte
Blockierung unspezifischer
Bindungen

Zugabe der beiden
Primérantikorper

Spiilen der Schnitte

Zugabe des Sekundirantikorpers
gegen den ersten
Primérantikorper

Spiilen der Schnitte

Zugabe des enzym-gekoppelten
Komplexes zur
Signalamplifikation

Spiilen der Schnitte
Signalamplifikation

Spiilen der Schnitte
Signalamplifikation

Spiilen der Schnitte
DAPI-Firbung der Zellkerne
Spiilen der Schnitte

TPBS
Methanol/TPBS
TPBS-T

TPBS-T mit RSA (3%)

Primérantikérper in TPBS-T

mit RSA (1%)
TPBS-T
Biotinylierter

20 Minuten
30 Minuten
3 x 5 Minuten
60 Minuten

Uber Nacht bei 4°C

3 x 5 Minuten
120 Minuten

Sekundirantikérper gegen den

ersten

Primérantikérper in

TPBS-T mit RSA (1%)

TPBS-T

Avidin-Peroxidase-Komplex

TPBS-T
Biotin/Tyramin
TPBS

Streptavidin zur Detektion des

3 x 5 Minuten
60 Minuten

3 x 5 Minuten

20 Minuten

3 x 5 Minuten
Uber Nacht bei 4°C

ersten Primarantikérpers und
Alexa-488-gekoppelter
Sekundérantikérper gegen den
zweiten Primarantikérper in
TPBS-T mit RSA (1%)

TPBS
DAPI
TPBS

3 x 5 Minuten
4 Minuten
3 x 5 Minuten

Aufziehen der Schnitte auf einen Objekttriger mit anschlieender Lufttrocknung
Eintauchen in Xylol-Bad und Eindecken der Priparate mittels Depex und

Deckglisern

Abkiirzungen: DAPI: Diamidinphenylindol, RSA: Rinderserumalbumin, TPBS: Thiomersal mit
Phosphat-gepufferter Salzlosung, TPBS-T: Thiomersal mit Phosphat-gepufferter Salzlosung und Triton

X-100
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4.2.3 Digitale Auswertung

Vorbereitend auf die digitale Bildauswertung wurden die HE-Ubersichtsfirbungen der Lungen-
Praparate mittels eines NanoZoomers (Hamamatsu Photonics K.K., Hamamatsu/Japan)
eingescannt. Unter Zuhilfenahme der dazugehorenden Software NDP.view2 (NanoZoomer
Digital Pathology) ist eine bis zu 400-fach vergroBBerte Darstellung der Schnitte méglich. Es
erfolgte eine Einteilung und Nummerierung der Tumore sowie eine deskriptive Beschreibung
des gesamten Lungenparenchyms. Das Programm ermdglicht zudem ein Ausmessen der
Tumore und eine Berechnung von Durchmesser und Fliche. Die statistische Auswertung

erfolgte mittels des Programms SPSS (IBM SPSS, Version 25).

4.2.4 Visuell-histologische Auswertung

Mithilfe eines Lichtmikroskops (Leica, Solms/Deutschland) erfolgte eine deskriptive
Beschreibung der immunhistochemischen Farbungen sowie der Pikro-Siriusrot- und der PAS-
Farbung. Schwerpunktméafig wurden unter Abgleichung der durchnummerierten Tumore im
eingescannten HE-Schnitt jeweils die Farbintensitit, der Anteil der gefdarbten Tumorzellen, die
Art und Weise der Farbung sowie auch Positivititen im Normalgewebe betrachtet. Die Fotos
wurden mithilfe des Mikroskops Axio Imager A1l (Carl Zeiss Microscopy, Jena/Deutschland)

erstellt.

4.2.5 Auswertung der Free-Floating-Schnitte

Mithilfe des Laser-Scanning-Mikroskops LSM880 (Carl Zeiss Microscopy, Jena/Deutschland)
wurden die Priparate der Free-Floating-Methode ausgewertet. Dabei wurde das an den
Sekundérantikorper gekoppelte Alexa-Fluor-488 mithilfe eines Argon-lonen-Lasers und einer
Anregungswelle von 488 nm mit griiner Fluoreszenz nachgewiesen. Der Helium-Neon-Laser
regt mit einer Wellenldnge von 543 nm AF-555 an, welches an Streptavidin gekoppelt vorliegt.
Dabei zeigt sich eine rote Fluoreszenz. Diamidinphenylindol (DAPI) bindet an Strukturen des
Zellkernes und kann mithilfe eines Diodenlasers und der Anregungswellenldnge von 405 nm
mit blauer Fluoreszenz nachgewiesen werden. Anhand von angefertigten Scanaufnahmen

konnte eine deskriptive Beschreibung erfolgen.
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5. Ergebnisse

5.1 Histologischer Tumornachweis in den Lungen

Nach der 17-wochigen Behandlung erfolgten die Tétung der Tiere und die Entnahme der
Organe. Bei den mit NNK und LPS behandelten Mausen, allerdings nicht bei den nur mit LPS
behandelten Tieren und bei den unbehandelten Kontrollmausen, waren bereits makroskopisch
auf der Lungenoberfliche Tumore erkennbar. Im Rahmen der mikroskopischen Auswertung
wurden zunichst Himatoxylin-Eosin-Ubersichtsfirbungen der Lungen angefertigt, mittels
NanoZoomer eingescannt und deskriptiv sowie quantitativ ausgewertet.

Im mikroskopischen Bild waren in den Lungen aller mit NNK und LPS behandelten Mause die
peripher im Lungengewebe liegenden adenoiden Tumore gut zu erkennen (sieche Abbildung
2A, B). Die neoplastischen Zellen zeigten eine gleichformige Struktur, einen runden oder
ovalen Kern mit ein oder zwei Nukleoli und reichlich Zytoplasma. Sie waren in Stringen und
Ballen angeordnet und gut vom umliegenden Lungengewebe abgegrenzt. Mitosefiguren waren
nur selten zu finden. Auch konnten zwischen den Tumorzellstringen nur wenige Gefille
nachgewiesen werden. Die GroB3e der adenoiden Tumore variierte in allen Versuchsreihen ohne
AMD?3100-Behandlung zwischen 0,009 mm? und 6,450 mm?, wobei der Mittelwert bei 0,402
mm? lag. Die GroBe der adenoiden Tumore in allen mit AMD3100 behandelten Tieren reichte
von 0,009 bis 6,550 mm?, mit einer Durchschnittsgrofe von 0,440 mm?. Im Mittel betrug der
Anteil der adenoiden Tumore bei den unbehandelten Méiusen etwa 0,93% und bei den
AMD3100-behandelten Tieren 0,87% der angeschnitten Gesamtlungenfliche. In den
adenoiden Tumoren zeigten sich oftmals zusitzlich Strukturen mit einer erhdhten Dichte an
kleinen Zellen. Diese Zellverbidnde befanden sich entweder in unmittelbarer Nihe eines
Gefialles oder am Rand der adenoiden Stringe. Diese kleinen Zellen waren meist rund, mit
einem schmalen Zytoplasmasaum, sie wiesen jedoch teilweise auch eine unregelméfBige Form
auf. In einigen Lungenpriparaten waren zudem friithe Stadien eines adenoiden Tumors in Form
von Zellverbédnden mit dysplastischen Zellen zu sehen.

Anliegend an zentralen Bronchien, Bronchiolen oder Geféallen waren weiterhin Ansammlungen
an kleinen, teilweise polymorphen Zellen zu finden. Diese zeigten unscharfe Zellgrenzen und
ein ungeordnetes Wachstumsmuster. Die Gestalt reichte von runden Zellen bis hin zu ovalen
oder spindelférmigen Zellen mit wenig Zytoplasma. Eine scharfe Abgrenzung zum
Lungengewebe war vor allem durch vereinzelt weit verstreut liegende Zellen nicht sicher
moglich. Das angrenzende Bronchialepithel war dabei entweder intakt, atrophisch oder durch
Zellen der Zellansammlungen infiltriert, wobei in diesen Féllen die Basalmembran des Epithels

durchbrochen war. Die Zellansammlungen besaflen aufgrund der spindelférmigen Form, des
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geringen Zytoplasmagehaltes sowie der unscharfen Begrenzung der Zellen morphologisch den
Charakter von kleinzelligen Bronchialkarzinomen. Teilweise waren in den Strukturen auch
nekrotische Areale zu detektieren (siche Abbildung 2C, D). Die Ausdehnung der Strukturen
mit kleinzelligem Charakter in den unbehandelten Méausen aller Versuchsreihen variierte von
0,003 mm? bis maximal 0,196 mm?. Der kleinste nachgewiesene Tumor mit kleinzelligem
Charakter in den mit AMD3100 behandelten Tieren war 0,002 mm? grof und der groBte 0,590
mm?. Die Tumore mit kleinzelliger Differenzierung machten in den unbehandelten Mausen im
Durchschnitt 0,10% und bei den AMD3100-behandelten Tieren 0,094% der angeschnittenen
Gesamtlungenfldche aus.

Neben den neoplastischen Verdnderungen fielen in den Lungen der mit NNK und LPS
behandelten Tiere Atelektasen, emphysemartig erweiterte oder mit Makrophagen gefiillte

Alveolen sowie Siderophagen auf.

Abbildung 2: Mikroskopische Darstellung der Lungentumoren von mit NNK und LPS behandelten Mcusen. A, B:
Adenoider Tumor C, D: SCLC. Hdmatoxylin-Eosin-Ubersichtsfirbung. Originalvergrofierung: 200fach (4),
400fach (B-D).
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5.2 Quantitative Analyse der Lungentumore und Vergleich der Versuchsreihen

5.2.1 Versuchsreihe 1: Pilotversuch an Cxcr4-eGFP-Méusen

Im Pilotversuch erfolgte die Tumorinduktion mit NNK und LPS in einer Gruppe von 5 Tieren.
In einer weiteren Gruppe, bestehend aus 6 Méusen, wurde eine mdgliche LPS-induzierte
Tumorbildung durch die ausschlieBliche Gabe von LPS untersucht. In allen mit NNK und LPS
behandelten Tieren zeigten sich zahlreiche adenoide Tumore und Tumore mit kleinzelligem
Charakter. In den Lungen der nur mit LPS behandelten Mduse fanden sich ebenfalls kleinzellige
Lisionen, allerdings im Vergleich zu den Tieren, die zusdtzlich mit NNK behandelt wurden, in
geringerer Zahl. Es lieen sich jedoch keine adenoiden Verdnderungen in den nur mit LPS

behandelten Tieren feststellen.

5.2.2 Versuchsreihe 2: Cxcl12-Cxcll2RFP/Cxcr4-eGFP-Méuse

Die insgesamt neun in der zweiten Versuchsserie eingesetzten Cxcl/l2-Cxcll2RFP/Cxcr4-
eGFP-Miuse weisen eine erhohte Expression eines CXCL12-RFP-Fusionsproteins auf und
damit auch eine verstarkte Aktivierung des CXCR4 und des CXCR?7. In den sechs Tieren, die
keine AMD3100-Behandlung erhielten, konnten insgesamt 38 Tumore, d.h. durchschnittlich
6,33 Neoplasien pro Maus, festgestellt werden. Davon waren 17 Tumore, d.h. im Mittel 2,83
Tumore pro Maus, adenoide Neoplasien, mit einer durchschnittlichen GroBe von 0,19 mm?. Im
Mittel nahmen die adenoiden Tumore hier 0,29% der angeschnittenen Lungenoberfliche ein.
21 der 38 Tumore, d.h. durchschnittlich 3,5 Neoplasien pro Maus, prisentieren sich als
kleinzellige Strukturen mit einer mittleren GroBe von 0,04 mm? und einem Anteil von 0,06%
an der Gesamtlungenfliche. In den nicht behandelten Tieren ergab sich somit eine
durchschnittliche Anzahl von 0,056 adenoiden Tumoren und 0,07 kleinzelligen Strukturen pro
mm? Lungenfliche.

Die anderen drei Méause in Versuchsreihe zwei wurden mit AMD3100 behandelt und zeigten
insgesamt 16 Tumore, d.h. durchschnittlich 5,33 Neoplasien pro Maus. Von den 16 Tumoren
waren acht, d.h. im Mittel 2,67, Tumore adenoid mit einer DurchschnittsgroBe von 0,519 mm?
und einem durchschnittlichen Anteil von 1,06% der Lungenfliche. Die insgesamt acht
kleinzelligen Strukturen, d.h. 2,67 Tumore pro Maus, wiesen im Mittel eine Gréf3e von 0,039
mm? mit einem durchschnittlichen Gesamtanteil von 0,05% der angeschnittenen Lungenfliche
auf. Insgesamt wurden in den mit AMD3100-behandelten Tieren eine durchschnittliche Anzahl
von 0,050 adenoiden Tumoren und 0,035 kleinzelligen Strukturen pro mm? der angeschnittenen

Lungenflidche gefunden.
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Die Behandlung mit AMD3100 fiihrte zu einer signifikanten Verringerung der prozentualen
Tumorflichen der adenoiden Tumore (Mann-Whitney-Test: p=0,006). Bei den als kleinzellige
Strukturen identifizierten Tumoren ergab sich bezogen auf die prozentuale Tumorflidche
dagegen kein signifikanter Unterschied (Mann-Whitney-Test: p = 0,845), sodass bezogen auf
die beiden Tumorentititen ein tendenzieller Unterschied (Mann-Whitney-Test: p = 0,067)
blieb. Die Anzahl der Tumore war unabhingig von der Tumorentitit nicht signifikant

unterschiedlich.

5.2.3 Versuchsreihe 3: Cxcr4-eGFP-Miause

In den elf Cxcr4-eGFP-Méusen aus Versuchsreihe 3 wurden insgesamt 132 Tumore
nachgewiesen. Davon lieen sich 59 bei den 5 nicht mit AMD3100 behandelten Tieren, d.h.
11,80 Neoplasien pro Maus, und 73 bei den 6 AMD3100-behandelten Tieren, d.h. 12,17
Tumore pro Maus, feststellen. Die durchschnittliche Flache der insgesamt 25 adenoiden
Tumore, entsprechend 5 Tumoren pro Maus, in der nicht behandelten Gruppe betrug 0,323
mm?, mit einem mittleren prozentualen Anteil von 0,78% der angeschnittenen
Gesamtlungenflache. Die behandelten Tiere wiesen insgesamt 27 adenoide Tumore,
entsprechend 4,5 Tumoren pro Maus, mit einer DurchschnittsgréBe von 0,268 mm? auf. Diese
machten insgesamt im Mittel 0,466% der angeschnittenen Gesamtfliche aus. Die
durchschnittliche Anzahl der adenoiden Tumore pro mm? der angeschnittenen Lungenfliche
betrug bei den nicht mit AMD3100 behandelten Méusen 0,11 und bei den AMD3100-
behandelten Méusen 0,082.

Bei den kleinzelligen Strukturen konnten in den Tieren ohne Behandlung insgesamt 34 Tumore,
d.h. durchschnittlich 6,8 Neoplasien pro Maus, nachgewiesen werden. Diese waren
durchschnittlich 0,039 mm? groB und machten im Mittel 0,07% der angeschnittenen
Lungenflidche aus. In der Behandlungsgruppe konnten insgesamt 46 kleinzellige Strukturen,
entsprechend durchschnittlich 7,67 Tumoren pro Maus, identifiziert werden. Der Mittelwert der
ermittelten Tumorfliche lag bei 0,029 mm? und umfasste durchschnittlich 0,05% der
angeschnittenen Lungenfldache. Im Durchschnitt betrug die Anzahl der kleinzelligen Tumore
pro angeschnittenem Quadratmillimeter Lunge in den nicht behandelten Tieren 0,14 und in den
behandelten Tieren 0,13.

Die Behandlung mit AMD3100 hatte in den Cxcr4-eGFP-Miusen keinen signifikanten
Einfluss auf die der Anzahl der Tumore beider Entitdten. Es zeigte sich jedoch ein tendenzieller
Unterschied bei den prozentualen Tumorflichen bezogen auf die Gesamtlungenflédche,

allerdings nur, wenn beide Tumorentititen zusammen betrachtet wurden (Mann-Whitney-Test:
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p=0,067), wobei die mit AMD3100 behandelten Méuse eine insgesamt geringere Tumorflédche

aufwiesen.

5.2.4 Versuchsreihe 4: Cxcr7-eGFP-Miause

Die vierte Versuchsreihe umfasste 17 Cxcr7-eGFP-Miause mit neun unbehandelten und acht
AMD3100-behandelten Tieren. Insgesamt lieBen sich in den Tieren dieser Versuchsreihe 113
adenoide und kleinzellige Tumore nachweisen. Die nicht behandelten Mause entwickelten 27
adenoide Tumore, d.h. im Mittel 3 Neoplasien pro Maus, mit einer Durchschnittsgrofle von
0,61 mm?, sodass diese Tumore im Mittel einen Gesamtanteil von 1,46% der angeschnittenen
Lungenfldche einnahmen. In den mit AMD3100 behandelten Tieren fanden sich 18 adenoide
Tumore, d.h. durchschnittlich 2,25 Neoplasien pro Maus, mit einer Durchschnittsgrofle von
0,66 mm? und einem Anteil von 1,4% der Fliche der angeschnittenen Lunge. Es zeigten sich
im Mittel 0,061 adenoide Tumore pro mm? Lunge in den nicht behandelten Miusen und 0,079
adenoide Tumore pro mm? Lunge in den mit AMD3100 therapierten Méusen.

An kleinzelligen Strukturen konnten in den nicht behandelten Méusen insgesamt 39 Tumore,
d.h. im Mittel 4,33 Neoplasien pro Maus, mit einer Durchschnittsgroe von 0,053 mm? und
einem mittleren Anteil an der angeschnittenen Lungenfldche von 0,15% nachgewiesen werden.
In den mit AMD3100 behandelten Midusen fanden sich 29 kleinzellige Strukturen, d.h.
durchschnittlich 3,63 Tumore pro Maus, mit einer Durchschnittsgréfe von 0,07 mm? und einem
mittleren Anteil von 0,17% an der Gesamtlungenfldche. Die durchschnittliche Tumoranzahl bei
den kleinzelligen Tumoren pro mm? Lunge lag bei den nicht behandelten Miusen bei 0,099
und den behandelten Méausen bei 0,097.

In Bezug auf Tumorgrofe und Tumoranzahl fanden sich keine statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen der Behandlungsgruppe und den Tieren, die keine AMD3100-
Behandlung erhalten hatten.

5.2.5 Vergleiche zwischen den Versuchsserien

Der Vergleich zwischen den verschiedenen Versuchsserien ergab signifikant mehr Tumore pro
mm? Lunge mit kleinzelligem Charakter in Versuch 3 als in Versuch 2, wenn beide
Behandlungsgruppen (nicht behandelte und AMD3100-behandelte Mause)
zusammengenommen wurden (Mann-Whitney-Test: p = 0,010). Auch bei alleiniger
Betrachtung der unbehandelten Tiere konnte bei den Miausen in Versuch 3 eine signifikant
hohere Anzahl an kleinzelligen Tumoren festgestellt werden als bei den entsprechenden Tieren

in Versuch 2 (Mann-Whitney-Test: p = 0,028). Bei ausschlieBlicher Betrachtung der
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AMD3100-behandelten Tiere konnte dagegen kein signifikanter Unterschied zwischen den
beiden Versuchsserien aufgezeigt werden.

Auch in Versuch 4 konnte ein signifikant hoherer Anteil an adenoiden Tumoren bezogen auf
die Gesamtlungenfliche im Vergleich zur der Versuchsreihe 2 verzeichnet werden. Dieser
Unterschied zeigte sich sowohl bei beiden Behandlungsgruppen zusammengenommen (Mann-
Whitney-Test: p = 0,002) als auch bei der alleinigen Betrachtung der unbehandelten Tiere
(Mann-Whitney-Test: p < 0,001). Analog zu der anteilméBig groBeren Tumorfldche bei den
adenoiden Tumoren fand sich in Versuch 4 auch eine groBere prozentuale Tumorflache bei den
kleinzelligen Strukturen als in Versuch 2. Hier konnten im Vergleich zu Versuch 2 signifikant
hohere Werte sowohl bei den unbehandelten Mausen (Mann-Whitney-Test: p = 0,003) als auch
bei den mit AMD3100 behandelten Tieren nachgewiesen werden (Mann-Whitney-Test: p =
0,043).

In der Gegeniiberstellung von Versuch 3 und 4 zeigten sich signifikant hohere prozentuale
Tumoranteile in Versuch 3 bezogen auf die angeschnittene Gesamtlungenflache. Dies konnte
unabhingig von der Behandlungsgruppe sowohl bei den nichtkleinzelligen adenoiden Tumoren
(Mann-Whitney-Test: p = 0,030 ohne AMD3100-Behandlung; p = 0,023 mit AMD3100-
Behandlung) als auch bei den kleinzelligen Strukturen (Mann-Whitney-Test: p = 0,001 ohne
AMD3100-Behandlung; p < 0,001 mit AMD3100-Behandlung) festgestellt werden.

Die Behandlung mit AMD3100 hatte, bezogen auf alle Versuchsreihen, weder einen Einfluss
auf die Entstehung der beiden unterschiedlichen Lungentumorentitdten noch auf die Anzahl
und die Ausdehnung der kleinzelligen Lésionen. Alle Versuchsreihen zusammengenommen
zeigte sich jedoch eine Tendenz zu einer geringeren Grofle der adenoiden Tumore (Mann-

Whitney-Test: p = 0,054).
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5.3 Immunhistochemische Untersuchungen an Paraffinschnitten

5.3.1 Immunhistochemische Untersuchung der CXCR4/CXCR7/CXCL12-Achse
5.3.1.1 Expression von CXCR4

Die immunhistochemische Darstellung des Chemokinrezeptors CXCR4 erfolgte mithilfe des
phosphosensitiven Anti-CXCR4-Antikorpers UMB-2. Dieser kann nur an den CXCR4 binden,
wenn sich dieser im dephosphorylierten Zustand befindet. Durch eine vorherige Behandlung
der Schnitte mit Lambda-Protein-Phosphatase (LPP) wird eine Dephosphorylierung des
Rezeptors bewirkt und der Rezeptor kann so im phosphorylierten und dephosphorylierten
Zustand dargestellt werden. Im Vergleich zu nicht mit LPP behandelten Schnitten ist so eine
Beurteilung des Anteils an phosphoryliert vorliegenden Rezeptoren moglich.

CXCR4-positive Zellen zeigten sich in den nicht mit AMD3100 behandelten Tieren sowohl im
Normalgewebe der Lunge als auch in den kleinzelligen und nichtkleinzelligen Tumoren. Im
tumorfreien Normalgewebe der Lunge konnte ein homogenes Verteilungsmuster an CXCR4-
positiven Zellen nachgewiesen werden. Eine erhohte Konzentration membranstindig und
zytoplasmatisch gefarbter Zellen zeigte sich in der Ndhe zu Bronchien sowie in der Umgebung
der Neoplasien. Die einzeln oder in kleinen Gruppen liegenden Zellen stellen aufgrund des
Verteilungsmusters, ihrer GroBBe wund Form am  ehesten Immunzellen wie
Alveolarmakrophagen, Monozyten oder Granulozyten dar.

In den adenoiden Tumoren fand sich ein inhomogenes Verteilungsmuster an CXCR4-positiven
Zellen. Es traten ebenfalls groBle, einzeln liegende Zellen auf, die zytoplasmatisch und
membranstindig gefarbt waren und am ehesten Immunzellen entsprechen. Es zeigte sich ein
erhohtes Vorkommen der CXCR4-positiven Immunzellen in der Ndhe sowie auch in den
grofleren adenoiden Tumoren selbst. Die neoplastischen Zellen der adenoiden Tumore selbst
waren dagegen nur selten positiv. Deutlich wurde hier auch das Ausmall an phosphoryliert
vorliegenden Rezeptoren. Durch eine Behandlung mit LPP kam es zu einer starken Zunahme
bei der Anzahl an positiven Zellen wie auch bei der Intensitit der Farbung (siehe Abbildung
3A).

Im Gegensatz zu den adenoiden Tumoren zeigte sich in den Strukturen mit kleinzelligem
Charakter eine hohe Prisenz der CXCR4-Chemokinrezeptoren durch eine hohe Anzahl an
zytoplasmatisch und membranstindig gefarbten Zellen. In den Ansammlungen der unscharf
begrenzten Zellen mit polymorphem Aussehen waren 50-70% der Zellen positiv. Nach der
LPP-Behandlung stiegen auch hier die Intensitdt der Farbung sowie der Anteil an positiven

Zellen. Die Verteilung der CXCR4-positiven Zellen in den kleinzelligen Tumoren erscheint
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willkiirlich (siehe Abbildung 3B). Vereinzelt fanden sich ferner Mischtumore mit adenoiden

und sehr stark CXCR4-positiven kleinzelligen Tumorbereichen.

In der Behandlungsgruppe mit AMD3100 zeigte sich sowohl im Lungen-Normalgewebe als
auch in den Tumorarealen eine analoge Verteilung der CXCR4-positiven Zellen wie bei den
Tieren ohne Blockierung des Rezeptors (siche Abbildung 3C, D). Bei beiden
Behandlungsgruppen fanden sich positive Immunzellen im Normal- und Tumorgewebe und
auch das CXCR4-Expressionsmuster in den Tumoren wies keine prinzipiellen Unterschiede
auf. Allerdings zeigte sich bei den behandelten Tieren mehrheitlich eine membranstindige
Farbung der CXCR4-positiven Zellen und damit eine membranstindige Lokalisierung der
Rezeptoren, wihrend die positiven Zellen bei der Kontrollgruppe groBtenteils neben der
membranstindigen auch eine zytoplasmatische Farbung aufwiesen. Durch die
Phosphosensitivitdt des Antikorpers UMB-2 konnte ein weiterer Nachweis einer erfolgreichen
Antagonisierung des Rezeptors durch AMD3100 erbracht werden. Die Blockierung des
CXCR4 durch AMD3100 verhindert eine Aktivierung des Rezeptors durch CXCL12, sodass
im Folgenden eine Internalisierung und Phosphorylierung des Rezeptors nicht stattfinden kann.
Da alle blockierten Rezeptoren im nicht-phosphorylierten Zustand vorliegen, ist eine Bindung
des Antikorpers UMB-2 an sie moglich. Dadurch, dass eine Behandlung der Gewebeschnitte
mit LPP bei den mit AMD3100 behandelten Tieren weder im gesunden Lungengewebe noch
in den Tumorgeweben zu einem bedeutenden Unterschied in der Anzahl an positiven Zellen
und in der Farbintensitét fiihrte, kann belegt werden, dass zum Zeitpunkt der Tétung der Tiere
die CXCR4-Rezeptoren durch AMD3100 nahezu komplett blockiert waren. Damit konnte
bestitigt werden, dass das AMD3100 tiber mindestens 2 Wochen in Lésung stabil bleibt und
dass die gewéhlte Freisetzungsrate aus den Minipumpen ausreicht, um die CXCR4-Rezeptoren

effektiv zu blockieren (siche Abbildung 3E-H).
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+ AMD3100 + AMD3100

Abbildung 3: Nachweis der CXCR4-Expression unter Verwendung des phosphosensitiven Antikérpers UMB-2.
Es findet sich eine analoge CXCR4-Verteilung in den adenoiden Tumoren ohne (A: Pfeile: CXCR4-positive Zellen)
und mit AMD3100-Behandlung (C: Pfeile: CXCR4-positive Zellen). B: SCLC einer nicht mit AMD3100-
behandelten Maus. D: SCLC einer mit AMD3100 behandelten Maus. Nachweis der CXCR4-Expression in SCLC
mit Hilfe von UMB-2 entweder ohne Lambda-Phosphatase (LPP)-Behandlung (E, G) oder mit LPP-Behandlung
der Lungenschnitte (F, H) von mit NNK und LPS behandelten Cxcr4-eGFP-Mdusen. E, F: Mduse ohne AMD3100-
Behandlung; G, H: Mduse mit AMD3100-Behandlung. Immunhistochemie (rotbraune Firbung, Gegenfirbung
mit Hamatoxylin). Originalvergrofserung: 200fach (E, F), 400fach (A-D, G, H).
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5.2.1.2 Expression von eGFP

Da die Cxcr4- bzw. Cxcr7-eGFP-Méuse ein eGFP-Reportergen (englisch: enhanced Green
Fluorescent Protein) unter der Kontrolle des murinen Cxcr4- bzw. Cxcr7-Promotors
exprimieren, ermdglicht die immunhistochemische Darstellung von eGFP eine indirekte
Erfassung der CXCR4- bzw. der CXCR7-Expression. Somit sind fiir den CXCR4-Rezeptor
eine direkte Darstellung mittels des Anti-CXCR4-Antikérpers UMB-2 und eine indirekte
Detektion iiber den Nachweis von eGFP moglich. Die transgenen Cxcr7-eGFP-Méuse
ermoglichen die Darstellung des CXCR7-Rezeptors, da fiir diesen zum Zeitpunkt der
Untersuchungen noch kein Antikorper verfiigbar war.

Die Untersuchung der Cxcr4-eGFP-Méuse ergab einen zytoplasmatischen Nachweis von eGFP
an einzelnen Stellen des Bronchialepithels. Zusétzlich waren, analog zur CXCR4-Expression,
positive Zellen im Alveolarepithel und im Interstitium des tumorfreien Normalgewebes mit
homogener Verteilung zu finden. Die am echesten als Alveolarmakrophagen und andere
Immunzellen zu identifizierenden positiven Zellen fanden sich vor allem in der Ndhe zu
Tumorgewebe und in zentralen Bereichen in der Ndhe der Bronchien. In den adenoiden
Tumoren waren vor allem randstdndig Zellgruppen mit einer eGFP-Expression nachweisbar.
Insgesamt zeigte sich in den nichtkleinzelligen Neoplasien ein unterschiedliches eGFP-
Verteilungsmuster (siche Abbildung 4A). So waren mehr Zellen in den gréferen Tumoren
aufzufinden. Weiterhin zeigte sich in den Strukturen mit kleinzelligem Charakter eine erhohte
Konzentration an zytoplasmatisch eGFP-gefarbten Zellen. Diese wiesen kein bestimmtes
Muster beziiglich ihrer Lage im Tumorgewebe auf (siche Abbildung 4B).

Grundsitzlich zeigten sich die erwarteten Ubereinstimmungen zwischen dem CXCR4- und
dem eGFP-Expressionsmuster. Die eGFP-Féarbung ergab allerdings insgesamt eine hdhere

Férbeintensitdt wie auch eine groflere Anzahl an positiven Zellen.

Cxcr7-eGFP-Miuse ermoglichen die Darstellung des CXCR7-Rezeptors. Die bereits in den
CXCR4-Farbungen dargestellten Immunzellen prasentierten sich ebenfalls positiv fiir den
CXCR7-Rezeptor. Die eGFP-positiven Immunzellen im tumorfreien Normalgewebe wiesen
ein homogenes Verteilungsmuster und eine erhohte Dichte in der Ndhe der Bronchien und der
Neoplasien auf. Das Bronchialepithel zeigte sich gelegentlich intensiv positiv fiir den CXCR7-
Rezeptor. In den adenoiden Tumoren waren nur wenige eGFP-positive Zellen zu sehen. Diese
waren grof3 und rund und am ehesten ebenfalls als Immunzellen zu interpretieren (siche
Abbildung 4C). In den kleinzelligen Strukturen, die sich in den adenoiden Tumoren befanden,

lieB sich das eGFP zytoplasmatisch nachweisen. Die Strukturen mit kleinzelliger
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Differenzierung in der Ndhe der Bronchien wiesen ein variables Expressionsmuster auf. So
waren einige dieser Strukturen komplett eGFP-negativ, wéihrend andere einen hohen Anteil an

positiven Zellen aufwiesen (siche Abbildung 4D).

Die Behandlung mit AMD3100 hatte sowohl im Normalgewebe als auch in den Tumoren
keinen Einfluss auf die CXCR4/eGFP- oder die CXCR7/eGFP-Expression. Auch zeigte sich
kein Unterschied in der Haufigkeit und in der Intensitét der Farbung der eGFP-positiven Zellen

zwischen den verschiedenen Versuchsreihen.

Abbildung 4: Indirekter Nachweis der CXCR4-Expression in den Lungen von Cxcr4-eGFP-Mdusen aus der
dritten Versuchsreihe (A, B) und indirekter Nachweis der CXCR7-Expression in den Lungen von Cxcr7-eGFP-
Modiusen aus der vierten Versuchsreihe (C, D) durch die Darstellung von eGFP. A, C: Adenoider Tumor. C: Pfeile
markieren positive Zellen in dem adenoiden Tumor. B, D: SCLC. Immunhistochemie (rotbraune Fdrbung,
Gegenfirbung mit Hiamatoxylin). Originalvergrofierung: 400fach (A-D).
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5.3.1.3 Expression von CXCL12/SDF-1

Bei der immunhistochemischen Untersuchung der CXCL12-Expression zeigten sich leichte bis
mittelméBig starke zytoplasmatische Positivitdten im Bronchialepithel sowie in verschiedenen
Zellen des normalen Lungengewebes. Auch am Gefa3endothel konnte CXCL12 nachgewiesen
werden. Die nichtkleinzelligen Lungentumore wiesen ein variables CXCL12-
Expressionsmuster auf. Es prisentierten sich vor allem CXCL12-exprimierende Geféalle (siche
Abbildung 5A). Auffillig war, dass die CXCR4-positiven Bereiche in den adenoiden Tumoren
fiir das CXCL12 negativ waren. In den kleinzelligen Strukturen waren vor allem in den
peripheren Tumorbereichen einige wenige positive Zellen mit einer schwachen bis
mittelstarken Farbintensitdt zu finden (siehe Abbildung 5B). Es zeigte sich allgemein ein
inverses Expressionsmuster zwischen dem CXCR4 und dem CXCL12/SDF-1. Tumorbereiche,
in denen eine hohe CXCR4-Expression nachgewiesen werden konnte, zeigten nur eine geringe
CXCL12-Expression und umgekehrt.

Es fanden sich weder Unterschiede im CXCLI12-Expressionsmuster zwischen den

verschiedenen Versuchsreihen noch zwischen den unterschiedlichen Behandlungsgruppen.

s ;v ST L e A

Abbildung 5: Darstellung der CXCLI12/SDF-1-Expression in einem adenoiden Tumor (4) und in einem
kleinzelligen Tumor (B) in Lungenanschnitten von mit NNK und LPS behandelten Mdusen. A: Pfeile markieren
CXCL12-positive Gefdfse. B: Neben CXCLI2-positiven Zellen im SCLC (Pfeile), zeigt das Bronchialepithel eine
hohe CXCLI2-Expression. Immunhistochemie (rotbraune Firbung, Gegenfirbung mit Hdmatoxylin).
Originalvergrifierung: 400fach.

5.3.2 Immunhistochemische Untersuchung der Tumormarker

5.3.2.1 Expression der neuroendokrinen Marker

Die Untersuchung des neuroendokrinen Markers Chromogranin A erbrachte den Nachweis
einer Expression sowohl im Normalgewebe als auch in den beiden Tumorentititen. Im
normalen Lungengewebe waren maBig starke zytoplasmatische Positivititen im

Bronchialepithel zu erkennen sowie eine erhohte Konzentration an positiven Zellen in den
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randstdndigen Abschnitten der Lunge. Die adenoiden Tumore zeigten ein variables
Expressionsmuster von Chromogranin A. Hier fielen vor allem in den randstéindigen Bereichen
Zellgruppen mit einer starken zytoplasmatischen Expression von Chromogranin A auf (siche
Abbildung 6A). Hierbei zeigte sich meist eine vesikuldre Speicherung von Chromogranin A.
Teilweise fanden sich zusdtzlich mittelstarke Positivititen im gesamten Tumor, wihrend in
einigen anderen adenoiden Tumoren aufler in den einzelnen stark gefdrbten Zellen und
Zellgruppen kein Chromogranin A nachweisbar war. Die in einigen Schnitten anzutreffenden
Vorstufen der nichtkleinzelligen Tumore waren komplett Chromogranin-A-negativ. Im
Gegensatz zu den adenoiden Tumoren wiesen Anteile der kleinzelligen Lungentumore eine
intensive zytoplasmatische Féarbung auf, wobei sich eine unregelméBige intratumorale
Verteilung der positiven Zellen zeigte (sieche Abbildung 6B). Gleichzeitig prisentieren sich
einige kleinzellige Zellansammlungen einheitlich negativ fiir den neuroendokrinen Marker.
Eine Antagonisierung des CXCR4-Rezeptors mit AMD3100 hatte keinen Einfluss auf die
Expression von Chromogranin A. Auch zeigten sich keine Unterschiede in der Haufigkeit oder

der Intensitdt der Chromogranin-A-gefarbten Zellen zwischen den Versuchsreihen.

Die immunhistochemische Untersuchung des neuroendokrinen Markers Synaptophysin ergab
ein dhnliches Expressionsmuster wie beim Chromogranin A. Das Bronchialepithel war meist
malig bis stark zytoplasmatisch gefdarbt. Vereinzelt fanden sich ebenfalls zytoplasmatisch
positive Zellen in den Alveolen. Die adenoiden Tumore wiesen variable Expressionsmuster auf.
Peripher zeigte sich hierbei eine meist intensivere zytoplasmatische Farbung, wéhrend die
Intensitdt Richtung Tumormitte abnahm (siehe Abbildung 6C). Die kleinzelligen Strukturen
wiesen dagegen Zellgruppen mit einer intensiven zytoplasmatischen Féarbung auf (siche
Abbildung 6D). In einigen Tumoren mit kleinzelligem Charakter konnte jedoch auch keine
Positivitdt fiir Synaptophysin detektiert werden. Das Synaptophysin-Expressionsmuster zeigte

sich unabhéngig von der AMD3100-Behandlung und von der transgenen Mauslinie.

Immunhistochemisch konnte das neuroendokrine Oberflichenprotein NCAM (CD56) im
tumorfreien Lungengewebe nicht nachgewiesen werden. Die nichtkleinzelligen adenoiden
Tumore waren bis auf in wenigen Tumoren solitér verteilte, membranstindig positiv gefarbte
Zellen negativ (siche Abbildung 6E). In den Strukturen mit kleinzelligem Charakter zeigten
sich intensiv membranstindig gefarbte Zellen (siche Abbildung 6F). Dabei variierte der Anteil
an positiven Zellen zwischen den Tumoren, ohne ein spezifisches Lokalisationsmuster

aufzuweisen. Allerdings waren einige wenige kleinzellige Strukturen auch NCAM-negativ.
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Das NCAM-Expressionsmuster wurde weder von der Behandlung mit AMD3100 beeinflusst

noch unterschied es sich zwischen den verschiedenen transgenen Mauslinien.

Abbildung 6: Nachweis der neuroendokrinen Marker Chromogranin A (4, B), Synaptophysin (C, D) und CD56
(E, F). Dargestellt sind adenoide Tumore (4, C, E) und kleinzellige Tumore (B, D, F) aus Lungenanschnitten von

mit NNK und LPS behandelten Mdusen. C: Pfeile markieren die Synaptophysin-positiven Tumorzellen.
Immunhistochemie (rotbraune Férbung, Gegenfdrbung mit Hamatoxylin). Originalvergrofserung: 400fach.
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5.3.2.1 Expression der Plattenepithelkarzinom-Marker

Der gegen die Zytokeratine 1, 5, 10 und 14 gerichtete Antikoérper 34BE12 ist ein Marker fiir
Plattenepithelkarzinome. Im tumorfreien Normalgewebe der Lunge fanden sich intensive
membranstidndige Positivititen im Bronchialepithel sowie im Endothel der Gefdlle. In den
meisten adenoiden Tumoren waren die neoplastischen Zellen fiir den Marker negativ. Lediglich
die Gefdlle zeigten sich hier positiv. Daneben fanden sich einzelne grof3e, anndhernd runde
Zellen, die membranstindig gefarbt waren und ein unregelméBiges Verteilungsmuster im
Tumor aufwiesen. Diese Zellen sind vermutlich Immunzellen. Nur in einigen wenigen
nichtkleinzelligen Neoplasien fanden sich in der Peripherie Zellgruppen, welche intensiv
membranstindig gefarbt waren (siche Abbildung 7A). In den kleinzelligen Strukturen gelang
dagegen grundsitzlich der Nachweis der Zytokeratine, wobei der Anteil sowie die
Lokalisierung der positiven Zellen im Tumorgewebe stark variierten (siche Abbildung 7B). Es
zeigten sich keine Unterschiede im 34BE12-Expressionsmuster der kleinzelligen oder
nichtkleinzelligen Tumoren in Abhédngigkeit von der AMD3100-Behandlung oder der

transgenen Mauslinie.

SCCAI1/2 (englisch: Squamous Cell Carcinoma Antigen) wird als Plattenepithelkarzinom-
Marker verwendet. Das SCCA1/2-Expressionsmuster stellte sich analog zur Zytokeratin-
Expression dar. Die neoplastischen Zellen der adenoiden Tumore waren grof3tenteils negativ
fiir SCCA1/2. Die oben beschriebenen, in einigen nichtkleinzelligen Tumoren vorzufindenden
randstdndigen Zellgruppen waren auch hier intensiv membranstindig und zytoplasmatisch
gefarbt (siche Abbildung 7C). Bei den kleinzelligen Strukturen waren einige komplett negativ
fir den Plattenepithelkarzinom-Marker, wéhrend andere intensive zytoplasmatische und
membranstindige Farbungen aufwiesen (sieche Abbildung 7D). Dabei war ein grofler Anteil des
Tumors positiv.

Es zeigten sich auch beim SCCA1/2 keine Unterschiede im Expressionsmuster bei den
kleinzelligen oder nichtkleinzelligen Tumoren in Abhéngigkeit von der AMD3100-
Behandlung. Auch bei den verschiedenen Mauslinien war das SCCA 1/2-Expressionsmuster

gleich.
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Abbildung 7: Nachweis der Expression der Plattenepithelkarzinom-Marker 34pE12 (A, B) und SCCA1/2 (C, D)
in Lungenanschnitten von mit NNK und LPS behandelten Mdusen. A, C: Adenoider Tumor. B, D: SCLC.
Immunhistochemie (rotbraune Fdrbung, Gegenfdrbung mit Hamatoxylin). Originalvergrofserung: 400fach.
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5.3.2.3 Expression der Adenokarzinom-Marker

Das Antikorpergemisch AEI/AE3+5D3 gegen saure und basische Zytokeratine
(Panzytokeratin) wurde in der vorliegenden Arbeit als ein Marker fiir Adenokarzinome
verwendet. Im tumorfreien Normalgewebe fand sich ein homogenes Verteilungsmuster an
solitdren, grof3en, rundlichen, zytoplasmatisch mittelstark gefarbten Zellen, die wahrscheinlich
groflen Immunzellen wie Monozyten oder Makrophagen entsprechen. Im Bronchialepithel lief3
sich eine Expression des Panzytokeratins ebenfalls nachweisen. Hier zeigte sich eine leichte bis
mittelstarke zytoplasmatische Farbung. Die adenoiden Tumore waren zum grof3en Teil negativ
fiir Panzytokeratin. Lediglich in einigen wenigen, in den adenoiden Tumoren verteilten
solitdren Zellen lieB sich das Panzytokeratin nachweisen. Zusitzlich fanden sich in einigen
Tumoren randstdndige Gruppen an intensiv zytoplasmatisch positiven Zellen (siche Abbildung
8A). In den kleinzelligen Strukturen lieBen sich ebenfalls Panzytokeratin-positive Anteile
nachweisen, wobei sich Tumorbereiche mit sehr hoher Zelldichte allerdings negativ
prasentierten. In Bereichen, in denen die Zellen etwas lockerer aneinander lagen, fanden sich
dagegen viele fiir Panzytokeratin positive Zellen (siche Abbildung 8B). Die Expression des
Adenokarzinom-Markers Panzytokeratin war in den verschiedenen Mauslinien gleich und

wurde auch von der AMD3100-Behandlung nicht beeinflusst.

MUCI1/EMA (englisch: Mucin 1/Epithelial Membrane Antigen) ist ein grof3es
Oberflachenprotein, welches von den meisten Driisen- und Driisengangepithelzellen sowie von
zahlreichen Adenokarzinomen exprimiert wird. Insgesamt zeigte sich in dieser Farbung eine
hohe Ubereinstimmung mit der Panzytokeratin-Farbung. So lieB sich MUC1/EMA ebenfalls in
den Zellen des Bronchialepithels nachweisen. Das Gefda3endothel prédsentierte sich ferner
positiv. Die neoplastischen Zellen der nichtkleinzelligen Tumore wiesen bis auf wenige
Ausnahmen keine Positivititen auf. Die solitdren oder in kleinen Zellgruppen liegenden Zellen
mit einer zytoplasmatischen Féarbung fiir Panzytokeratin waren fir MUCI/EMA ebenfalls
positiv. Diese positiven Zellen in den adenoiden Tumoren waren vorwiegend am Rand der
Tumore gelegen (siche Abbildung 8C). Die Zellen in den kleinzelligen Strukturen wiesen
anteilsweise intensive zytoplasmatische Farbungen auf. Auch hier lagen die intensiv geférbten
Zellen in den eher locker aneinander liegenden Zellverbanden, wéahrend die Zellverbande der
Tumore, die sehr dicht beieinander lagen, negativ fiir das Oberfldchenprotein waren (siche
Abbildung 8D).Das MUCI1/EMA-Expressionsmuster wurde durch die AMD3100-Behandlung

nicht beeinflusst und zeigte keine Unterschiede zwischen den verschiedenen Mauslinien.
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Abbildung 8: Nachweis der Expression der Adenokarzinom-Marker Panzytokeratin (4, B) und MUCI1/EMA (C,

D) in Lungenanschnitten von mit NNK und LPS behandelten Mdusen. A, C: Adenoider Tumor. B, D: SCLC.
Immunhistochemie (rotbraune Férbung, Gegenfdrbung mit Hamatoxylin). Originalvergréfferung 400fach.

5.3.2.4 Ki-67- Expression

Ki-67 ist ein Proliferationsmarker, welcher in allen Phasen der Zellteilung aufer in der GO-
Phase im Zellkern exprimiert wird. Trotz der physiologisch hohen Teilungsaktivitit des
Bronchial-und Alveolarepithels wurde in den gefirbten Lungenschnitten keine spezifische
Farbung deutlich. Das GefdBendothel war hingegen gefarbt. Bei den adenoiden Tumoren
zeigten nur wenige, peripher gelegene Zellen ein intensives Immunsignal (sieche Abbildung
9A). Die kleinzelligen Strukturen weisen ein variables Expressionsmuster auf. In einigen
Tumoren war kein Ki-67 nachzuweisen. Die meisten kleinzelligen Strukturen zeigten dagegen
eine hohe Proliferationsaktivitit (siche Abbildung 9B). Eine Behandlung mit AMD3100 hatte
keinen Einfluss auf die Teilungsaktivitit des Normalgewebes oder der beiden Tumorentitéten.
Auch zwischen den verschiedenen transgenen Mauslinien wies die Ki-67-Expression im

Normalgewebe der Lunge oder in den Tumoren keine Unterschiede auf.
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Abbildung 9: Darstellung der Ki-67-Expression in einem adenoiden Lungentumor (4) und einem kleinzelligen
Tumor (B) von mit NNK und LPS behandelten Mdusen. A: Pfeile markieren Zellen mit einer hohen Ki-67-
Expression in der Peripherie eines adenoiden Tumors. Immunhistochemie (rotbraune Féarbung, Gegenfirbung mit
Himatoxylin). Originalvergrifierung: 400fach.

5.3.2.5 Expression des Somatostatin-Rezeptors SSTR2

Der Somatostatin-Rezeptor SSTR2 konnte in wenigen Abschnitten des Bronchialepithels mit
einer leichten bis mittelstarken zytoplasmatischen Férbung nachgewiesen werden. In den
Tumoren mit nichtkleinzelliger Differenzierung fanden sich zwischen 0 und maximal 5 Zellen,
die eine zytoplasmatische SSTR2-Expression aufwiesen, wobei diese Zellen keine spezifische
Lokalisierung innerhalb der jeweiligen Neoplasie zeigten (siche Abbildung 10A). In den
kleinzelligen Tumoren war ebenfalls mehrheitlich keine SSTR2-Expression nachweisbar (siche
Abbildung 10B). Auch hier konnten lediglich einzelne Zellen, die eine SSTR2-Positivitit
aufwiesen, aufgefunden werden. Der Lymphknotenanschnitt war SSTR2-negativ. Es zeigten
sich keine Unterschiede im Expressionsmuster zwischen den Mausen mit und ohne AMD3100-

Behandlung oder zwischen den verschiedenen Mauslinien.

Abbildung 10: Darstellung der Expression des Somatostatin-Rezeptors SSTR2 in einem adenoiden Tumor (A) und
einem kleinzelligem Tumor (B) in den Lungenanschnitten von mit NNK und LPS behandelten Mdusen. A: Pfeile
markieren SSTR2-positive Zellen in einem adenoiden Tumor. Immunhistochemie (rotbraune Fdrbung,
Gegenfirbung mit Hiamatoxylin). Originalvergrofierung: 400fach.
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5.3.2.6 Expression von CD133

Das Glykoprotein CD133 befindet sich physiologisch in der Zellmembran von
hiamatopoetischen Stammzellen, endothelialen Vorlduferzellen sowie neuronalen und glialen
Stammzellen. Es wird aulerdem von einigen Tumor-Stammzellen exprimiert. Der Marker
wurde in der vorliegenden Arbeit als Tumorstammzellmarker eingesetzt.

Im tumorfreien Normalgewebe waren Positivititen im Gefdflendothel, im Bronchialepithel
sowie in den Alveolarsepten zu verzeichnen. Der angeschnittene Lymphknoten zeigte eine hohe
Konzentration an membranstdandig positiven Zellen. In den beiden Tumorentititen lie3 sich der
Tumorstammzellmarker mehrheitlich nicht nachweisen (sieche Abbildung 11A, B). Lediglich
wenige adenoide Tumore wiesen einige peripher gelegene membranstindig positive Zellen auf
(siche Abbildung 11A). Die Haufigkeit und die Intensitit der gefarbten Zellen zeigten keine
Unterschiede in Abhingigkeit von der AMD3100-Behandlung sowie zwischen den

unterschiedlichen Mauslinien.

Abbildung 11: Darstellung der Expression des Tumorstammzellmarkers CD133 in einem adenoiden Tumor (A4)
und einem kleinzelligem Tumor (B) in den Lungenanschnitten von mit NNK und LPS behandelten Mdusen. A:
Pfeile zeigen auf CD133-positive Zellen im Randbereich eines adenoiden Tumors. Immunhistochemie (rotbraune
Férbung, Gegenfdrbung mit Hamatoxylin). Originalvergrdfserung: 400fach.

5.3.3 Expression von CD34

Das Oberflachenprotein CD34 wird physiologisch von den Endothelzellen der Gefdfle und von
unreifen hdmatopoetischen Stammzellen exprimiert. Das CD34 zeigte sich membranstdndig
und zytoplasmatisch in den angeschnittenen Gefdflen des tumorfreien Lungengewebes. In den
nichtkleinzelligen Tumoren fanden sich ebenfalls CD34-positive GefdBanschnitte (siche
Abbildung 12A). Es zeigte sich allerdings kein erhohter Vaskularisierungsgrad in Abhangigkeit
von der GroBe des Tumors. In der Ndhe von Bronchien und kleineren Abschnitten des
Bronchialsystems sowie in enger Beziechung zu den Tumoren waren ebenfalls CD34-positive

Zellen zu verzeichnen. Zusétzlich fanden sich in den adenoiden Tumoren einzelne, vor allem
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zytoplasmatisch positive Zellen, die allerdings keine bestimmte Lokalisierung innerhalb der
Tumore aufweisen. Die Dichte an positiven Zellen nahm jedoch zur Peripherie der Tumore hin
zu. In den Tumoren mit kleinzelliger Differenzierung gelang ebenfalls ein Nachweis von CD34-
positiven Zellen (siehe Abbildung 12B). Die Positivitdten zeigten sich unabhingig von der
TumorgroBe, der Behandlungsgruppe und der Mauslinie. In dem angeschnittenen

Lymphknoten fand sich ebenfalls ein kleiner Anteil an CD34-exprimierenden Zellen.

Abbildung 12: Darstellung der Expression des Oberfldchenproteins CD34 in einem adenoiden Tumor (A) und
einem kleinzelligem Tumor (B) in den Lungenanschnitten von mit NNK und LPS behandelten Mdusen.
Immunhistochemie (rotbraune Férbung, Gegenfdrbung mit Himatoxylin). Originalvergréferung: 400fach.

5.3.4 Expression der Immunzellmarker

Das CD3-Antigen wird von T-Lymphozyten exprimiert und dient zusammen mit dem T-Zell-
Rezeptor einer Aktivierung der Zellen. Die immunhistochemische Untersuchung des CD3-
Antigens ergab im tumorfreien Alveolarepithel und in den Alveolarsepten den Nachweis von
solitdren T-Lymphozyten. Die in geringer Dichte vorliegenden kleinen, membranstindig CD3-
positiven Zellen zeigten einen grof8en runden Zellkern und einen schmalen Zytoplasmasaum.
Eine erhohte Konzentration an CD3-positiven T-Lymphozyten fand sich in der Nihe der
Neoplasien sowie in den zentralen Bereichen der Lunge. Der Anschnitt eines Lymphknotens
zeigte die hohe Konzentration der sich dort befindenden T-Lymphozyten. Hierbei konnte die
hochste Dichte der CD3-positiven Zellen im Parakortex des Lymphknotens verzeichnet
werden. In den adenoiden Tumoren fanden sich solitdre oder in Zellgruppen zusammenliegende
CD3-positive Zellen (siche Abbildung 13A). Die Anzahl an positiven Zellen war insbesondere
in den gréBeren Tumoren erhoht. In einigen adenoiden Neoplasien konnte allerdings kein
Nachweis von T-Lymphozyten erbracht werden. Auch in den dysplastischen Vorstufen der
adenoiden Tumore konnten keine T-Lymphozyten nachgewiesen werden. In den kleinzelligen

Strukturen war eine hohe Konzentration an membranstdndig positiven Zellen nachzuweisen.
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Der Anteil an positiven Zellen variierte hierbei deutlich zwischen einem sehr geringen Anteil
mit nur einzeln verteilten Zellen und Anteilen von bis zu 50% (siehe Abbildung 13B). Somit
ist ein Teil der kleinzelligen Strukturen als CD3-prasentierende T-Lymphozytenansammlungen
zu werten. Die Anzahl der T-Lymphozyten war hierbei unabhingig von der Behandlung mit

AMD3100 und von den verschiedenen transgenen Mauslinien.

Mithilfe des CD20-Antigens wird eine weitere Differenzierung der Immunzellen in B-
Lymphozyten ermoglicht. CD20 wird mit Ausnahme des ersten und letzten
Entwicklungsstadiums in allen Stadien der B-Zell-Entwicklung exprimiert. Die
membranstindig positiven Zellen zeigten einen in Relation zur insgesamt geringen Zellgrof3e
groflen Zellkern und wenig Zytoplasma. Zwischen den tumorfreien Alveolarepithelzellen und
in den Alveolarsepten fanden sich nur wenige, meist solitdre B-Lymphozyten. In der Ndhe zu
den Bronchien sowie weiteren Aufzweigungen des Bronchialsystems zeigte sich eine erhohte
Anzahl an positiven Zellen. Nur in wenigen adenoiden Tumoren waren B-Lymphozyten
aufzufinden (sieche Abbildung 13C). Analog zum CD3-Nachweis wurde auch an dieser Stelle
die Unterteilung der kleinzelligen Strukturen in zwei Entitidten deutlich. Ein Teil der Lasionen
konnte als Ansammlungen von CD20-exprimierenden B-Lymphozyten identifiziert werden

(siehe Abbildung 13D).

F4/80 ist ein Glykoprotein, welches in hohen Konzentrationen auf Makrophagen der Maus
exprimiert wird. Die positiven Zellen stellten sich grof3, rundlich und zytoplasmatisch gefarbt
dar. Es fand sich ein anndhernd homogenes Verteilungsmuster an groen rundlichen Zellen mit
zytoplasmatischer Farbung zwischen den Alveolarepithelzellen und in den Alveolarsepten. Die
Positivititen entsprachen offensichtlich den Alveolarmakrophagen und wiesen in der Nédhe von
Tumoren und in direkter Beziehung zu Bronchien eine erhohte Prisenz auf. Die vereinzelt im
Inneren der adenoiden Tumore aufzufindenden CXCR4-exprimierenden Zellen (siche oben)
lieBen sich als F4/80-positive Makrophagen identifizieren (sieche Abbildung 13E). Die
kleinzelligen Strukturen waren ebenfalls von Makrophagen infiltriert. Die Dichte der
Makrophagen, die sich in den kleinzelligen Tumoren oder in direkter Ndhe dazu befanden, war
variabel. Die im Vergleich zu den kleinen Zellen der Lasionen deutlich groeren Zellen lagen
verteilt oder in kleinen Zellgruppen zusammen und zeigten eine variable Inzidenz zwischen 0
und 10 Zellen pro kleinzelliger Zellansammlung (siche Abbildung 13F). Die Anzahl der mit
dieser Farbung als Makrophagen identifizierten Zellen erwies sich als unabhidngig von der

verwendeten Mauslinie sowie auch von einer AMD3100-Behandlung.
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Abbildung 13: Darstellung der Immunzellen in adenoiden Tumoren (A, C, E) und kleinzelligen Tumoren (B, D,
F) in Lungenanschnitten von mit NNK und LPS behandelten Mdusen. CD3-Expression als Marker fiir T-
Lymphozyten in (A: Pfeile markieren positive Zellen) und (B). CD20-Expression als Marker fiir B-Lymphozyten
in (C; Pfeil markiert eine positive Zelle) und (D). F4/80-Expression zur Markierung von Makrophagen in (E:
Pfeile markieren positive Zellen) und (F). Immunhistochemie (rotbraune Fdrbung, Gegenfdrbung mit
Himatoxylin). Originalvergrifierung: 400fach.
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5.4 Doppel-Immunhistochemie an Free-Floating-Schnitten

Immunhistochemische Fluoreszenz-Farbungen an Free-Floating-Schnitten ermdglichen mittels
einer Doppelmarkierung die Betrachtung von Koexpressionen der verwendeten Tumormarker.
Diese Untersuchungen wurden in der vorliegenden Arbeit ausschlieBlich an den Lungen der

Tiere der Versuchsserie 3, d.h. von CXCR4-eGFP-Méusen, vorgenommen

54.1 eGFPund NCAM

Zunichst wurde die Expression von eGFP, und somit von CXCR4, mit der Expression des
neuroendokrinen Markers NCAM (CD56) verglichen. Im tumorfreien Lungengewebe konnte
eGFP im Bronchialepithel und in einzelnen Zellen des Alveolarepithels dargestellt werden.
NCAM fand sich in wenigen solitdren Zellen im Normalgewebe, wobei diese Zellen kein
bestimmtes Lokalisationsmuster aufwiesen. Insgesamt konnte im Normalgewebe keine
Kolokalisation von eGFP und NCAM verzeichnet werden.

In den Tumoren mit nichtkleinzelliger Differenzierung waren nur wenige bis keine eGFP-
positiven Zellen zu sehen. Die NCAM-exprimierenden Zellen prasentierten sich mit intensiver
membranstindiger und teilweise auch zytoplasmatischer Farbung vor allem in der Peripherie
der jeweiligen Neoplasien. Es konnten keine Zellen, die beide Marker gleichzeitig aufwiesen,
detektiert werden (siehe Abbildung 14A, B).

In den kleinzelligen Strukturen zeigten sich ebenfalls nur wenige eGFP-positive Zellen.
Dagegen fand sich eine hohe Dichte an zytoplasmatisch und membranstindig fiir NCAM
gefarbten Zellen. Es konnte dabei keine Abhdngigkeit von der Tumorgrof3e beobachtet werden.
Obwohl der Nachweis von eGFP nur schwach gelang, wurde eine Koexpression der beiden
Marker vor allem in den kleinzelligen Tumoren deutlich (sieche Abbildung 14C, D). Beide
Marker zeigten keine Unterschiede im Expressionsmuster zwischen den Mausen ohne oder mit

AMD3100-Behandlung.
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Abbildung 14: Nachweis der NCAM-Expression und indirekter Nachweis der CXCR4-Expression durch die
Darstellung von eGFP in Lungentumoren von mit NNK und LPS behandelten Cxcr4-eGFP-Mdusen aus Versuch

3. Fluoreszenzmikroskopie (griin: eGFP, rot: NCAM (CD56), blau: DAPI). A, B: Adenoide Tumore. C, D: SCLC.
Originalvergréfierung: 200fach (A, C), 400fach (B, D).

5.4.2 eGFPund SCCA1/2

Wihrend ein Grofteil des Bronchialepithels eGFP und somit CXCR4 exprimierte, zeigten sich
nur stellenweise solitire Zellen im Bronchialepithel, die eine intensive zytoplasmatische
Positivitit flir SCCA1/2 aufwiesen. Im Normalgewebe konnte keine Koexpression der beiden
Marker detektiert werden.

In den nichtkleinzelligen Tumoren konnten vor allem peripher im Tumorgewebe grof3e, runde
Zellen nachgewiesen werden, die eine Koexpression beider Marker aufwiesen. Dabei waren
beide Marker zytoplasmatisch exprimiert. Insgesamt war nur ein kleiner Teil der adenoiden
Tumore jeweils fiir die Marker positiv und die solitdren Zellen waren insgesamt inhomogen in
diesen Tumoren verteilt (siche Abbildung 15A, B).

Im Vergleich zu den nichtkleinzelligen Tumoren fanden sich in den kleinzelligen Strukturen

keine Zellen, in denen eine Koexpression der beiden untersuchten Marker zu finden war.
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Insgesamt lieBen sich nur wenige eGFP-positive Zellen detektieren. Es zeigte sich jedoch eine
hohe Konzentration an intensiv zytoplasmatisch SCCA 1/2-positiven Zellen. Einige kleinzellige
Liasionen wiesen weder eine eGFP- noch eine SCCA 1/2-Expression auf (siche Abbildung 15C,
D).

Die eGFP- bzw. SCCA1/2-Expressionsmuster wurden durch die AMD3100-Behandlung nicht

beeinflusst.

Abbildung 15: Nachweis der SCCA1/2-Expression und indirekter Nachweis der CXCR4-Expression durch die
Darstellung von eGFP in Lungentumoren von mit NNK und LPS behandelten Cxcr4-eGFP-Mdusen aus Versuch
3. Fluoreszenzmikroskopie (griin: eGFP, rot: SCCA1/2, blau: DAPI). A, B: Adenoider Tumor. C, D: SCLC.
Originalvergriferung: 100fach (4), 400fach (B- D).
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5.4.3 eGFP und MUCI/EMA

Im tumorfreien Normalgewebe der Lunge konnte das eGFP wiederum im Bronchialepithel und
in einzelnen Zellen des Alveolarepithels dargestellt werden. An einigen Abschnitten des
Bronchialepithels zeigte sich auch eine zytoplasmatische Expression von MUC1/EMA. Es fand
sich keine Koexpression der beiden Marker im tumorfreien Lungengewebe.

Anders als in den immunhistochemischen Farbungen an Paraffinschnitten, in denen der
Nachweis des Adenokarzinom-Markers nur in wenigen solitiren Zellen in den
nichtkleinzelligen Tumoren gelang, zeigten sich in den Free-Floating-Untersuchungen Tumore,
die zu hohen Anteilen MUC1/EMA exprimierten. Die eGFP-exprimierenden Zellen fanden
sich vereinzelt und homogen verteilt zwischen den MUC1-positiven Zellen. Eine Koexpression
der beiden Marker war allerdings nur in wenigen Fillen nachweisbar (siche Abbildung 16A,
B).

In den Kkleinzelligen Strukturen gelang der Nachweis des Adenokarzinom-Markers
MUCI/EMA ebenfalls. Hierbei zeigte sich wiederum eine zytoplasmatische Féarbung der
Tumorzellen. In seltenen Fillen konnte auch eine Koexpression mit eGFP nachgewiesen
werden. Gleichzeitig konnten Zellen ausgemacht werden, die ausschlieBlich eGFP
exprimierten. Andere kleinzellige Strukturen wiesen hingegen keine eGFP-Expression auf,
sondern in Gruppen liegende MUC-exprimierende Zellen. Eine Koexpression der beiden
Marker stellte bei den Zellen in den kleinzelligen Tumoren aus diesem Grund eher eine
Ausnahme dar (siehe Abbildung 16C, D).

Die Expression des eGFP und des MUCI/EMA zeigte analog zu den Ergebnissen der
immunhistochemischen Firbungen an Paraffinschnitten keine Beeinflussung durch eine

Behandlung mit AMD3100.
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Abbildung 16: Nachweis der MUC1/EMA-Expression und indirekter Nachweis der CXCR4-Expression durch die
Darstellung von eGFP in Lungentumoren von mit NNK und LPS behandelten Cxcr4-eGFP-Mdusen aus Versuch
3. Fluoreszenzmikroskopie (griin: eGFP, rot: MUCI1/EMA, blau: DAPI). A, B: Adenoide Tumore. C, D: SCLC.
Originalvergrifierung: 100fach (A), 200fach (B, C), 400fach (D).

5.4.4 SCCA1/2 und Synaptophysin

Weiterfiihrend wurde eine mdgliche Koexpression des Plattenepithelkarzinom-Markers
SCCA1/2 und des neuroendokrinen Markers Synaptophysin untersucht. Das Bronchialepithel
exprimierte SCCA1/2 zytoplasmatisch. Vereinzelt fanden sich zytoplasmatisch Synaptophysin-
positive Zellen im Lungengewebe. Im tumorfreien Gewebe war keine Koexpression der beiden
Marker zu finden. Die Tumore mit nichtkleinzelligem Charakter wiesen, wie bereits in den
immunhistochemischen Farbungen an Paraffinschnitten gezeigt, vor allem randstdndig positive
Zellen fiir die beiden Tumormarker auf. Dabei zeigte sich eine Koexpression von SCCA1/2 und
Synaptophysin, wobei jedoch deutlich mehr Zellen Synaptophysin als SCCA1/2 exprimierten
(siche Abbildung 17A, B).

Auch in den Anschnitten der kleinzelligen Strukturen konnten SCCA1/2- und Synaptophysin-

positive Zellen mit variablen Anteilen und Lokalisationen im Tumorgewebe nachgewiesen
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werden. Es zeigte sich in dieser Fiarbung anders als in den adenoiden Tumoren keine
Koexpression der beiden Marker (siehe Abbildung 17C, D). Die Behandlung mit AMD3100

hatte keinen Einfluss auf das Expressionsmuster der beiden Marker.

Abbildung 17: Darstellung der SCCA1/2- und Synaptophysin-Expressionen in Lungentumoren von mit NNK und
LPS behandelten Cxcr4-eGFP-Mdusen aus Versuch 3. Fluoreszenzmikroskopie (griin: SCCAIL/2, rot:
Synaptophysin, blau: DAPI). A, B: Adenoide Tumore. C, D: SCLC. Originalvergrofserung: 200fach (A, C),
400fach (B, D).

54.5 MUCI/EMA und SCCA1/2

Im Bronchialepithel lieBen sich solitire Zellen nachweisen, die eine zytoplasmatische
Expression von SCCA1/2 aufwiesen. An einigen Abschnitten des Bronchialepithels wurde
auch MUCI1/EMA zytoplasmatisch exprimiert, wobei keine Koexpression dieser Marker im
tumorfreien Normalgewebe zu finden war. Wenige Zellen zwischen den Alveolarepithelzellen
zeigten ebenfalls zytoplasmatisch den Adenokarzinom-Marker MUC1/EMA.

In den adenoiden Tumoren waren bei beiden Markern nur wenige Positivititen zu verzeichnen.

Es fanden sich vor allem am Rande der Tumore oder in der Néhe von Gefdllen einige wenige
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Zellen, die zytoplasmatisch entweder MUC1/EMA oder SCCA1/2 exprimierten. Dabei wiesen
nur wenige Zellen beide Tumormarker gleichzeitig auf (siche Abbildung 18A, B).

Im Gegensatz dazu konnten in den kleinzelligen Strukturen viele Zellen nachgewiesen werden,
die eine zytoplasmatische Koexpression von MUC1/EMA und SCCA1/2 aufwiesen. Die beide
Marker koexprimierenden Zellen zeigten kein bestimmtes Lokalisationsmuster in den Tumoren
und auch die Anteile dieser Zellen im Tumorgewebe variierten stark. Anhand der Intensitit der
Immunfluoreszenz lieBen sich Zellen identifizieren, die vermehrt MUC1/EMA exprimierten
oder mehr SCCA1/2. Vereinzelt fanden sich auch Zellgruppen, die nur MUC1/EMA oder nur
SCCA1/2 exprimierten (siche Abbildung 18C, D).

Es konnte weder im tumorfreien Lungengewebe noch in den Tumoren eine Beeinflussung des

Expressionsmusters durch AMD3100 festgestellt werden.

Abbildung 18: Darstellung der MUCI/EMA- und SCCA1/2-Expressionen in Lungentumoren von mit NNK und
LPS behandelten Cxcr4-eGFP-Mdusen aus Versuch 3. Fluoreszenzmikroskopie (griin: MUCI/EMA, rot:
SCCA1/2, blau: DAPI). A, B: Adenoide Tumore. C, D: SCLC. Originalvergrofferung: 100fach (A), 200fach (B),
400fach (C, D).
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5.4.6 MUCI/EMA und Synaptophysin

Das Bronchialepithel zeigte eine zytoplasmatische Expression von MUC1/EMA. Vereinzelt
fanden sich Zellen zwischen den Pneumozyten, die eine zytoplasmatische Synaptophysin-
Expression aufwiesen. Im Normalgewebe waren keine koexprimierenden Zellen zu
verzeichnen.

In den adenoiden Tumoren konnte vor allem in der Peripherie und in der Néhe von Geféillen
eine erhohte Dichte an MUC1/EMA- oder Synaptophysin-positiven Zellen beobachtet werden.
Hierbei lagen die fiir MUCI/EMA und die fiir Synaptophysin positiven Zellen nebeneinander
und zeigten keine Koexpression der Marker (siche Abbildung 19A, B). Die Tumore mit
kleinzelliger Differenzierung wiesen analog zu den nichtkleinzelligen Tumoren
nebeneinanderliegend Zellen mit einer Positivitit fiir jeweils einen der beiden Marker auf. Auch
hier war keine Koexpression der beiden Marker zu detektieren. Insgesamt zeigten hohe Anteile
der kleinzelligen Strukturen entweder eine MUC1/EMA- oder eine Synaptophysin-Expression
(siehe Abbildung 19C, D).

Die Expressionsmuster von MUCI/EMA und Synaptophysin &anderten sich nicht in
Abhingigkeit von einer Behandlung mit AMD3100.
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Abbildung 19: Darstellung der MUCI1/EMA- und Synaptophysin-Expressionen in Lungentumoren von mit NNK
und LPS behandelten Cxcr4-eGFP-Mdusen aus Versuch 3. Fluoreszenzmikroskopie (griin: MUCI/EMA, rot:

Synaptophysin, blau: DAPI). A, B: Adenoide Tumore. C, D: SCLC. Originalvergroferung: 100fach (A), 400fach
(B- D).
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5.5 Untersuchung der Lebern auf histopathologische Verdnderungen

Die zu den hiufigsten extrathorakalen Metastasierungsorten von Bronchialkarzinomen
gehorende Leber wurde auf Fernmetastasen und pathologische Verdnderungen hin untersucht.
Die Himatoxylin-Eosin-Ubersichtsfirbung ergab in den Kontrolltieren, in denen keine
Tumorinduktion mittels NNK und LPS stattgefunden hatte, normales Leberparenchym ohne
Zeichen einer Verfettung, entziindlichen Infiltration oder Fibrosierung des Gewebes. Die
polyedrischen Hepatozyten =zeigten sich in radidr auf die Zentralvene zulaufenden
Leberzellbalken angeordnet. In den Hepatozyten lieBen sich grof3e, runde Zellkerne mit meist
mehr als zwei Nukleoli nachweisen. Wenige Zellen besalen mehr als einen Zellkern. Das
Zytoplasma der Hepatozyten enthielt reichlich Glykogen (sieche Abbildung 20A).

Analog dazu présentieren sich die Lebern der Tiere, die eine Tumorinduktion mittels NNK und
LPS erhalten hatten. Auch hier fand sich ein relativ homogenes Leberparenchym mit einer
radidren Anordnung der Hepatozyten. Die Hepatozyten prasentieren sich allerdings 6dematds
vergroflert. Weiterhin zeigte sich eine vermehrte Infiltration mit Immunzellen, vor allem im
Bereich der Portalfelder. Diese Verdnderungen konnten dabei gleichermal3en in den Lebern von
nicht behandelten und von mit AMD3100 behandelten Tieren festgestellt werden (siehe
Abbildung 20B).

Trotz der teilweise recht groen Ausdehnung insbesondere der adenoiden Tumore bei den mit
NNK und LPS behandelten Méusen konnten bei keinem der Tiere Lebermetastasen gefunden
werden. Weiterhin konnten keine primdren Lebertumore nachgewiesen werden. Die
systemische Behandlung mit dem Kanzerogen NNK hatte demzufolge offensichtlich keine

Tumorinduktion in der Leber selbst zur Folge.

Die PAS-Reaktion dient einer Anfarbung von Kohlenhydraten und ermdéglicht in der Leber eine
Darstellung von gespeichertem Glykogen. In den Lebern der Kontrolltiere stellten sich die
Hepatozyten sehr glykogenreich dar. Ein dhnlich hoher Glykogengehalt lie3 sich auch in den
Lebern der nur mit LPS bzw. mit NNK und LPS behandelten Tiere verzeichnen. Bei den mit
NNK und LPS behandelten Tieren zeigte sich jedoch eine Tendenz zu einer hdheren
Glykogenspeicherung in den zusitzlich mit AMD3100-behandelten Tieren (siche Abbildung
20C, D).

Die Pikro-Siriusrot-Farbung dient der Darstellung von Kollagen. In den Kontrolltieren, in den
nur mit LPS behandelten Mausen sowie in den mit NNK und LPS oder mit NNK, LPS und
AMD3100 behandelten Tieren liel sich das Kollagen in den Periportalfeldern, in der
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bindegewebigen Begrenzung der Zentralvenenldppchen sowie in den GefdBwianden
nachweisen. Es konnte kein erhdhter Fibrosierungsgrad in den mit NNK und LPS behandelten

Tieren festgestellt werden. Es zeigte sich dabei auch kein Einfluss der AMD3100-Behandlung.

Eine Ausnahme bei den oben beschriebenen Beobachtungen stellten zwei Geschwistertiere dar,
in deren Leberanschnitten gleichartige pathologische Verdnderungen gefunden wurden (siche
Abbildung 20E, F). Die Lebern dieser nicht mit AMD3100 behandelten Tiere wiesen zahlreiche
grole, mit flachem Endothel ausgekleidete Kavernen auf. Diese waren durch diinne
Bindegewebssepten getrennt und mit Erythrozyten gefiillt. Das Bild entspricht am ehesten
einem kaverndsen Hamangiom. In unmittelbarer Umgebung zu den Kavernen waren zwei
verschiedene Zellpopulationen auffillig. Einerseits fanden sich kleine Zellen mit geringem
Zytoplasmagehalt, die Immunzellen entsprechen konnten. Andererseits schloss sich an das
Héamangiom eine Zellpopulation mit deutlich vergroBerten Hepatozyten mit polymorpher Kern-
und Zellgestalt an. Die groBzellige pathologische Verdnderung wies in der PAS-Féarbung keine
vermehrte Glykogenspeicherung auf. In der Pikro-Siriusrot-Farbung zeigte sich ein erhohter
Kollagengehalt in den Kavernenwinden. In dem Abschnitt mit den vergréBerten atypischen

Zellen fand sich ein gesteigerter Fibrosierungsgrad.
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Abbildung 20: Mikroskopische Verdnderungen in den Lebern der mit NNK und LPS behandelten Mduse.
Hdématoxylin-Eosin-Ubersichtsfirbungen (A-B, E-F). A: Leber einer Kontroll-Maus ohne chemische
Tumorinduktion. B: Leber einer mit AMD3100 behandelten Maus nach erfolgter chemischer Tumorinduktion. C:
Leber einer Maus ohne AMD3100-Behandlung nach erfolgter chemischer Tumorinduktion in einer PAS-Firbung.
D: Leber einer Maus mit AMD3100-Behandlung nach erfolgter chemischer Tumorinduktion in einer PAS-
Férbung. Hier zeigt sich eine vermehrte Glykogeneinlagerung. E: Hdmangiom, die Pfeile zeigen auf Kavernen
mit angrenzendem entziindlichen Infiltrat. F: die Pfeile zeigen auf grofie polymorphe Hepatozyten neben dem
Himangiom. Originalvergriferung: 200fach (A-E), 400fach (F).
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6. Diskussion

6.1 Tumorinduktion mit NNK und LPS

Mit der Zielstellung, ein klinisch relevantes Tumormodell zu reproduzieren, zu etablieren und
zu charakterisieren, erfolgte im Rahmen dieser Dissertation eine chemische Induktion von
Lungentumoren, die sich auf ein von Keohavong et al. (2011) beschriebenes Modell stiitzt. Die
hierbei durchgefiihrte kombinierte Verabreichung des tabakspezifischen Karzinogens NNK
und von Lipopolysacchariden gramnegativer Bakterien mit einer dadurch generierten
chronischen Bronchitis reprisentiert eine realititsnahe Atiologie und Pathogenese von
Lungentumoren (Keohavong et al. 2011, Herold 2018). Die Untersuchungen wurden an drei
verschiedenen transgenen Mauslinien in insgesamt vier Versuchsreihen durchgefiihrt. In
Versuchsreihe 1 und 3 erfolgte die Tumorinduktion an Cxcr4-eGFP-BAC-Méusen, in
Versuchsreihe 2 an Cxcl12-Cxcll2RFP/Cxcr4-eGFP-BAC-Méiusen und in Versuchsreihe 4 an
Cxcr7-eGFP-BAC-Maiusen.

In jeder der insgesamt 41 mit NNK und LPS behandelten Méause aus allen Versuchsreihen
konnten mikroskopisch zahlreiche Lungentumore nachgewiesen werden. Dabei konnte in der
HE-Auswertung bereits eine Einteilung in grofle, peripher im Lungengewebe gelegene
adenoide Tumore sowie in eher zentral lokalisierte kleinzellige Lédsionen vorgenommen
werden. Bei den nicht mit NNK und LPS behandelten Kontrolltieren fanden sich dagegen
weder eine perivaskuldre oder peribronchiale Infiltration mit Entziindungszellen noch
Neoplasien. Damit ldsst sich eine spontane Lungentumorbildung in den drei transgenen
Mauslinien ausschlieen. Es wurde zusidtzlich der alleinige Einfluss von LPS auf die
Tumorinduktion untersucht. Dabei fielen perivaskuldre und peribronchiale Ansammlungen von
kleinen Zellen auf, die aufgrund ihrer Morphologie am ehesten als Immunzellen zu

identifizieren sind.

Die bei allen entweder nur mit LPS oder mit LPS und NNK behandelten Méusen im
Lungengewebe nachzuweisenden Immunzellen sind am ehesten als Folge einer LPS-
vermittelten Aktvierung des angeborenen und adaptiven Immunsystems anzusehen. Die Zellen
konnten mithilfe der immunhistochemischen Farbungen als Makrophagen sowie auch als B-
oder T-Lymphozyten identifiziert werden. Eine chronische Entziindung der Lunge gilt als ein
Risikofaktor, auf dessen Grundlage die Entstehung von Lungentumoren beglinstigt werden
kann. Dies beruht auf den bei einer Entziindungsreaktion freiwerdenden reaktiven
Sauerstoffverbindungen und der Aktivierung von proteolytischen Enzymen, die akut und

chronisch Lungengewebe, DNA-Reparaturenzyme und auch die DNA selbst schiddigen konnen
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(Khair et al. 1996, Engels 2008, Keohavong et al. 2011). Aus epidemiologischen Studien geht
hervor, dass eine chronische Entziindung in der Lunge insbesondere in Kombination mit
Tabakkonsum die Entstehung von Bronchialkarzinomen férdern kann (Krysan et al. 2019).
Hierbei fiihrt das tabakspezifische Nitrosamin-Keton NNK iiber die Bildung von DNA-
Addukten und eine Alkylierung von DNA-Basen zu Mutationen (Wang et al. 2019).

Die bereits makroskopisch sichtbaren und mikroskopisch zunédchst als nichtkleinzellige
Tumore identifizierten Neoplasien konnten anhand der immunhistochemischen
Untersuchungen weiter charakterisiert werden. Die nichtkleinzelligen Tumore zeigten aufgrund
ihres driisenartigen Wachstums mit runden oder ovalen Zellkernen sowie ihrer peripheren Lage
in der Lunge morphologische Eigenschaften von Adenomen oder Adenokarzinomen. Die
Tumore wiesen ein regelmédfBiges Wachstumsmuster auf und waren vom umliegenden
tumorfreien Lungengewebe gut abzugrenzen. Diese Befunde sprechen fiir ein (noch) benignes
Stadium dieser Neoplasien (Schmitz-Moormann et al. 1995). Der Prozess der Kanzerogenese
ist ein mehrstufiger Prozess. Dieser beinhaltet neben der Initiation durch ein genotoxisches
Karzinogen wie NNK Tumor-promovierende Effekte durch chronisch-entziindliche oder
chronisch-toxische Reize, die dann zu dysregulierten Signaliibertragungswegen, genetischen
Aberrationen und verdnderten Molekiilen fiihren. Entscheidend fiir die Entartung ist dabei eine
hohe Mutationslast. Insgesamt konnen beim Menschen zwischen den anfanglichen
Verdanderungen und der Entstehung eines malignen Volltumors Jahre bis Jahrzehnte liegen.
(Ridge et al. 2013, Deutsche Krebsgesellschaft 2018, Herold 2018, Krysan et al. 2019).

Auch in der immunhistochemischen Untersuchung der adenoiden Tumore zeigten sich nur
wenige bereits entartete Tumorzellen, die den Proliferationsmarker Ki-67 und Adeno- und
Plattenepithelkarzinom-Marker exprimierten. Die entarteten Zellen wiesen dabei am ehesten
eine adenosquamose Differenzierung auf. Der Zeitraum von 17 Wochen fiir eine Induktion von
malignen Tumoren mit einer durchschnittlichen Tumorverdopplungszeit von 300 Tagen, wie
sie be1 Adenokarzinomen beim Menschen beobachtet wird, ist wahrscheinlich auch bei Mausen
zu kurz fiir die Entstehung eines malignen Volltumors. Fiir zukiinftige Versuche erscheint daher
eine Verldngerung der Tumorinduktionszeit sinnvoll. Andererseits ist es auch moglich, die
Dosis von LPS und/oder NNK zu steigern, um eine schnellere Entartung der Tumore zu

provozieren (Colby et al. 2004, Herold 2018).

In den HE-Ubersichtsfirbungen der Lungenschnitte fielen in den nur mit LPS und in den mit

LPS und NNK behandelten Tieren anliegend an zentralen Bronchien, Bronchiolen oder
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Gefaflen zusétzlich Zellansammlungen mit kleinzelligem Charakter auf. Morphologisch
zeigten die Zellen in diesen Lasionen aufgrund ihrer polymorphen Gestalt, dem Auftreten von
einigen spindelformigen Zellen, dem geringem Zytoplasmagehalt sowie der typischen zentralen
Lage Eigenschaften von kleinzelligen Lungentumoren. Mithilfe der immunhistochemischen
Untersuchungen an Paraffinschnitten und der Doppelfarbungen an Free-Floating-Schnitten
konnte jedoch eine Einteilung in verschiedene Zellpopulationen getroffen werden. Einige der
Zellansammlungen bzw. teilweise auch nur Anteile von diesen konnten durch den Nachweis
einer Expression der drei getesteten neuroendokrinen Marker Chromogranin A, Synaptophysin
und CD56 (NCAM), des Proliferationsmarkers Ki-67 sowie des Chemokinrezeptors CXCR4
tatsachlich als kleinzellige Bronchialkarzinome eingeordnet werden. Andere Zellpopulationen
wurden dagegen aufgrund der Expression von B- oder T-Zellmarkern als
Lymphozytenansammlungen identifiziert (Colby et al. 2004, Chatterjee et al. 2014, Schnabel
und Junker 2015).

Insgesamt erwies sich das von Keohavong et al. (2011) beschriebene Modell als zuverléssiges
und reproduzierbares murines Lungentumor-Modell. Bei den als kleinzelligen Lungentumoren
identifizierten Lésionen zeigten sich bereits Hinweise auf eine Malignitdt. Allerdings waren
diese Neoplasien noch sehr klein. Die nichtkleinzelligen Tumore befanden sich gréBtenteils
noch in einem gutartigen Stadium. Eine Verldngerung und/oder Intensivierung der chemischen
Induktion erscheint aus diesem Grund fiir zukiinftige Untersuchungen durchaus sinnvoll, um
ein noch aussagekréftigeres Modell fiir die Testung von neuartigen Diagnostik- oder

Therapieoptionen bei Bronchialkarzinomen zu erhalten.

6.2 Charakterisierung der Lungentumore

6.2.1 Immunhistochemische Untersuchung der CXCR4/CXCR7/CXCL12-Achse
6.2.1.1 Expression von CXCR4

Die Expression des Chemokinrezeptors CXCR4 im normalen Lungengewebe sowie in den
induzierten Bronchialtumoren wurde an Paraffinschnitten von Lungen von Cxcr4-eGFP-BAC-
Maiusen (erste und dritte Versuchsreihe), von Cxcli2-Cxcll2RFP/Cxcr4-eGFP-BAC-Miusen
(zweite Versuchsreihe) sowie von Cxcr7-eGFP-BAC-Mausen (vierte Versuchsreihe) sowohl
direkt mittels des Anti-CXCR4-Antikorpers UMB-2 und in den CXCR4-eGFP-Méusen indirekt
durch den Nachweis von eGFP dargestellt. Der phosphosensitive UMB-2 richtet sich gegen den
unphosphorylierten C-Terminus des CXCR4. Eine CXCL12/SDF-1-vermittelte Aktivierung
und Phosphorylierung des C-terminalen Endes des CXCR4 verhindert die Bindung von UMB-
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2. Durch eine Behandlung der Schnitte mit dem Enzym Lambda-Phosphatase (LPP) wird durch
Dephosphorylierung des Rezeptors vergleichend zu den unbehandelten Schnitten, in denen nur
der unphosphorylierte Rezeptor nachgewiesen werden kann, die Darstellung des CXCR4
sowohl im unphosphorylierten als auch im ehemals phosphorylierten Zustand ermoglicht.

Zur Evaluierung einer moglichen Koexpression des CXCR4 mit weiteren Tumormarkern
wurden zusdtzlich Doppelfarbungen an Free-Floating-Schnitten mit Antikorpern gegen das
eGFP (als indirekter Nachweis einer CXCR4-Expression) und gegen den Adenokarzinom-
Marker MUCI/EMA, den Plattenepithelkarzinom-Marker SCCA1/2 sowie den
neuroendokrinen Marker CD56 (NCAM) durchgefiihrt. Hierbei wurden ausschlielich die
CXCR4-eGFP-Mause der dritten Versuchsreihe untersucht.

Im tumorfreien Normalgewebe der Lungen konnten die solitdren, groBeren, rundlichen
CXCR4-exprimierenden Zellen mit zytoplasmatischer und membranstindiger Anfarbung im
Bereich des Bronchialepithels sowie auch in den Alveolarsepten unter anderem als F4/80-
exprimierende Makrophagen identifiziert werden (Austyn und Gordon 1981, Teicher und
Fricker 2010, Chatterjee et al. 2014). Die restlichen CXCR4-positiven Zellen stellen am ehesten
CXCR4-exprimierende Monozyten oder neutrophile Granulozyten dar. Das eGFP- und
CXCR4-Farbungsmuster im tumorfreien Alveolarepithel présentierte sich groBtenteils
kongruent. In den Paraffinschnitten sowie auch in der fluoreszenzmikroskopischen Auswertung
der Free-Floating-Schnitte fand sich im Vergleich jedoch eine deutlich héhere eGFP-
Expression. Dies ist dadurch zu erkldren, dass das eGFP eine durchschnittliche Halbwertszeit
von iiber 24 Stunden aufweist und so intrazelluldr akkumuliert (Jung et al. 2000, Leveau und
Lindow 2001), wahrend die CXCR4-mRNA nur eine Halbwertszeit von ein bis zwei Stunden
besitzt und der Rezeptor rasch abgebaut wird (Nagase et al. 2002, Petruzziello-Pellegrini et al.
2012). AuBler in den Immunzellen innerhalb des Normalgewebes war der Chemokinrezeptor
sowohl im tumorfreien Lungengewebe als auch in den induzierten Bronchialtumoren auf
Endothelzellen von Gefdllen zu finden. Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete CXCR4-
Expression auf den Endothelzellen sowie auf einzelnen CD34-positiven Stammzellen bestétigt
die aus der Literatur bekannte Koexpression des CXCR4 mit dem CD34 (Salcedo et al. 1999,
Chatterjee et al. 2014). Die gesteigerte Expression des Proliferationsmarkers Ki-67 weist auf
eine erhohte Teilungsaktivitit der infolge der LPS-induzierten chronischen Bronchitis
eingewanderten Immunzellen hin. Dabei scheint eine hohe Kongruenz zwischen der CXCR4-
und der Ki-67-Expression zu bestehen, was darauf schlieBen ldsst, dass eine Prdsenz des
CXCR4 auf diesen Zellen mit einer erhohten Teilungsaktivitét einhergeht (Folescu et al. 2018,
Wei et al. 2018).
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Sowohl in der direkten als auch (iiber eGFP) indirekten Darstellung des CXCR4 lieBen sich an
den Riandern der adenoiden Tumore CXCR4-exprimierende Zellen nachweisen. Diese zeigten
eine Koexpression des CXCR4 mit dem verwendeten Adenokarzinom-Marker MUC1/EMA,
dem Plattenepithelkarzinom-Marker SCCA1/2 sowie dem neuroendokrinen Marker NCAM.
Durch die zusidtzlich durchgefiihrten fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen der
Tumormarker in Doppelfarbungen lieBen sich hierbei zwei verschiedene Zellgruppen
abgrenzen. So fanden sich Tumorzellen, die neben einer Expression von eGFP auch SCCA1/2
und MUCI/EMA exprimierten. MUCI/EMA und SCCA1/2 zeigten allerdings keine
Koexpression mit den verwendeten neuroendokrinen Markern. Auf der einen Seite zeigte sich
somit eine Zellpopulation mit MUC1/EMA-, SCCA1/2- und CXCR4-Positivitit, jedoch ohne
Nachweis einer neuroendokrinen Differenzierung, womit diese Zellpopulation Eigenschaften
eines adenosquamosen Karzinoms aufweist. Auf der anderen Seite fanden sich Zellen, die den
CXCR4 zusammen mit einem neuroendokrinen Marker exprimierten und damit Eigenschaften
eines neuroendokrinen Karzinoms zeigten (Colby et al. 2004). Eine Uberexpression des
CXCR4 in nichtkleinzelligen Lungentumoren wird mit einer schlechteren Prognose durch
schnelles Tumorwachstum und durch eine friilhe Metastasierung verbunden. Da in den
adenoiden Tumoren nur sehr wenige Zellen den CXCR4 exprimierten, kann davon
ausgegangen werden, dass es sich hierbei am ehesten noch um eine gutartige Vorstufe von
Adenokarzinomen handelt, bei der sich erst einzelne Zellen im Prozess der Entartung befinden
(Chatterjee et al. 2014). Einige intratumoral gelegene CXCR4-exprimierende Zellen konnten
anhand der immunhistochemischen Farbungen gegen das F4/80, CD3, CD20 oder CD34 als

Immunzellen oder Gefaf3endothelzellen identifiziert werden.

Die Lisionen mit kleinzelligem Charakter fanden sich typischerweise in unmittelbarer Ndhe zu
Abschnitten des Bronchialsystems. Der Anteil der CXCR4-exprimierenden Zellen betrug hier
im Mittel zwischen 50 und 70%. Aufgrund der immunhistochemischen Darstellung des
CXCR4, der Tumormarker sowie der Immunzellmarker konnten die kleinzelligen Strukturen
in zwei verschiedene Entitdten differenziert werden. Ein Teil der CXCR4-positiven Zellen lie3
sich als CD3- oder CD20-positive Lymphozyten identifizieren. Der andere Teil der
Zellpopulationen exprimierte neben dem CXCR4 die neuroendokrinen Marker Chromogranin
A, Synaptophysin und CD56, die charakteristisch fiir das kleinzellige Bronchialkarzinom sind.
Ein erhohter Nachweis des Proliferationsmarkers Ki-67 deutet auf eine verstirkte
Teilungsaktivitit hin (Colby et al. 2004). Aus den fluoreszenzmikroskopischen
Doppelfdarbungen geht hervor, dass die fiir den CXCR4 und die neuroendokrinen Marker
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positiven Zellen weder Adeno- noch Plattenepithelkarzinom-Marker exprimierten. Bei diesen
Zellpopulationen handelt es sich damit am ehesten um kleinzellige Lungenkarzinome. Eine
Uberexpression des CXCR4 ist fiir kleinzellige Lungentumore typisch und geht mit einem
verstarkten Tumorwachstum, einer erhohten Invasivitit, Angiogenese und Vaskularisierung
sowie Metastasierung und damit einer schlechten Prognose einher (Balkwill 2004, Chatterjee
et al. 2014, Zhao et al. 2015). Durch die Expression des CXCR4 sowie der nachgewiesenen
erhohten Teilungsaktivitét ist bereits von einem fortgeschrittenen Tumorstadium auszugehen,

auch wenn die Tumore insgesamt noch recht klein sind.

In der immunhistochemischen Darstellung des CXCR4 wurde die Wirkung des
Chemokinrezeptor-Antagonisten AMD3100 deutlich. In den nicht mit AMD3100 behandelten
Mausen fiihrte die Vorbehandlung der Schnitte mit LPP sowohl im tumorfreien Normalgewebe
der Lunge als auch in den beiden Tumorentitidten zu einer gleichméfBigen Verstirkung des
membranstindigen und des zytoplasmatischen CXCR4-Immunsignals, was darauf hinweist,
dass ein Teil der membranstindigen und der internalisierten Rezeptoren im phosphorylierten
Zustand vorgelegen haben musste. In den mit AMD3100 behandelten Méausen zeigte sich
hingegen eine ausschlieBlich membranstéindige Lokalisation des CXCR4. Die Vorbehandlung
der Schnitte mit LPP verdnderte das CXCR4-Immunsignal hier nicht. Dies weist darauf hin,
dass durch die Behandlung mit AMD3100 die CXCL12/SDF1-bedingte Aktivierung, C-
terminale Phosphorylierung und anschlieBende Internalisierung des Rezeptors komplett
verhindert werden konnte (Hatse et al. 2002, Neel et al. 2005). Damit konnte gezeigt werden,
dass die gewdhlte Dosis und Freisetzungsrate an AMD3100 aus den Minipumpen fiir eine
vollstdndige Antagonisierung des CXCR4 ausreicht und dass das AMD3100 iiber mindestens
2 Wochen in Losung stabil bleibt.

6.2.1.2 Expression von CXCR7

Die Expression des Chemokinrezeptors CXCR7 wurde im Rahmen dieser Arbeit an den
Paraffinschnitten der Lungen der Cxcr7-eGFP-BAC-Méuse der vierten Versuchsreihe
untersucht. Die Cxcr7-eGFP-BAC-Méuse exprimieren ein eGFP-Reportergen unter der
Kontrolle des murinen Cxcr7-Promotors, sodass eine indirekte Darstellung des CXCR7 iiber
die eGFP-Expression gelingt. Der CXCR7 gehort zu den atypischen G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren und nimmt die Rolle eines ,,Scavengers ein, indem er CXCL12 bindet und dem
Abbau zufiihrt (Naumann et al. 2010, Memi et al. 2013). Studien weisen darauf hin, dass das
Ausmal} der CXCR7-Expression die des CXCR4 reguliert und folglich das CXCR4/CXCL12-

86



DISKUSSION

Signaling (indirekt) kontrolliert. Das heil}t, eine verminderte CXCR7-Expression fiihrt zu
einem Anstieg des extrazelluliren CXCL12-Spiegels, was wiederum zu einer vermehrten
CXCL12-Bindung an den CXCR4 und letztendlich zu dessen Internalisierung und Abbau fiihrt
(Levoye et al. 2009, Hattermann und Mentlein 2013).

Im tumorfreien Normalgewebe der Lungen fanden sich gleichméBig iiber das Gewebe verteilte
CXCR7-positive Zellen, welche aufgrund der bekannten physiologischen Expression des
CXCR7 in Immunzellen am ehesten als neutrophile Granulozyten, Monozyten oder auch B-
Lymphozyten identifiziert werden konnten (Maksym et al. 2009). CXCR7-exprimierende
Immunzellen konnten ebenfalls in den nichtkleinzelligen Tumoren nachgewiesen werden. Von
den eigentlichen Zellen der noch als gutartig eingeschitzten nichtkleinzelligen Tumore wurde
der Rezeptor jedoch (noch) nicht exprimiert. Ebenso wie beim CXCR4 wird auch beim CXCR7
vermutet, dass er Tumorzellen einen Wachstums- und Uberlebensvorteil verschafft
(Vandercappellen et al. 2008, Maksym et al. 2009, Wang et al. 2018). Die Lésionen mit
kleinzelligem Charakter zeigten ein variables CXCR7-Expressionsmuster. Wéahrend in einigen
dieser Strukturen eine deutliche CXCR7-Expression nachgewiesen werden konnte, waren
andere Lidsionen komplett negativ. Vor dem Hintergrund einer dhnlichen Morphologie der
CXCR7-exprimierenden Zellen wie die ebenfalls CXCR7-positiven Lymphozyten in dem
angeschnittenen Lymphknoten, sind die CXCR7-exprimierende Zellpopulationen am ehesten
als lymphatische Zellansammlungen einzuordnen. In den eigentlichen kleinzelligen
Tumorzellen konnte eine CXCR7-Expression dagegen nicht nachgewiesen werden, was

moglicherweise auch hier auf ein noch frithes Stadium der Tumore zuriickzufiihren ist.

6.2.1.3 Expression von CXCL12

Das Chemokin CXCL12/SDF-1 ist der einzige natiirliche endogene Ligand fiir den CXCR4. Es
ist zudem in der Lage, mit einer deutlich hoheren Affinitit an den CXCR7 zu binden. Das
homdoostatische Chemokin bewirkt eine gerichtete Migration CXCR4-exprimierender Zellen.
Physiologisch wird das CXCL12 in verschiedenen Organen wie Leber, Lunge, Niere,
Skelettmuskel, Herz, Haut, Knochenmark oder Gehirn Kkonstitutiv exprimiert. Im
Lungengewebe findet sich eine CXCL12-Expression vor allem in Pneumozyten und
Bronchialepithelzellen (Sun et al. 2010, Teicher und Fricker 2010, Chatterjee et al. 2014).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Prasenz des CXCL12 in den Lungengeweben der Méuse
aller Versuchsreihen untersucht. In den tumorfreien Lungenarealen lieB3 sich die zu erwartende
physiologische Expression des Chemokins in Bronchialepithelzellen sowie in Pneumozyten

anhand einer mittelstarken zytoplasmatischen Farbung nachweisen. In den nichtkleinzelligen
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adenoiden Tumoren zeigte sich ein inverses Expressionsmuster zwischen dem CXCR4 und
dem CXCL12. In Arealen mit hohem CXCR4-Nachweis konnte nur wenig CXCL12 detektiert
werden und umgekehrt. Die Expression préasentierte sich hier unabhéngig von der Tumorgrofle
und der AMD3100-Behandlung der Miuse. In den kleinzelligen Tumoren zeigte sich vor allem
in peripheren Tumorbereichen eine erhohte CXCL12-Konzentration.

Der in der vorliegenden Arbeit verwendete Antikorper gegen CXCL12/SDF-1 bindet zwischen
dem N-terminalen Lysin 22 und dem Lysin 89 am C-terminalen Ende des Chemokins. In den
CXCR4-positiven Arealen ist der N-terminale Bereich des CXCL12 inklusive des Lysins 22 an
einer Wechselwirkung mit dem CXCR4 beteiligt (Xu et al. 2013). Diese Wechselwirkung in
CXCR4-positiven Tumorarealen bewirkt wahrscheinlich eine verminderte Bindungsfahigkeit

des Antikorpers, woraus eine fehlende CXCL12-Darstellung resultieren konnte.

6.2.2 Immunhistochemische Untersuchung der Tumormarker

6.2.2.1 Expression der neuroendokrinen Marker

Zur weiteren Charakterisierung des Lungentumor-Modells sollten die induzierten
Lungentumore auf das Vorliegen von neuroendokrinen Zellen untersucht werden. Zu den
Lungentumoren mit neuroendokrinen  Eigenschaften gehoren das  kleinzellige
Bronchialkarzinom, das dadurch sehr haufig mit paraneoplastischen Syndromen assoziiert ist,
das groB3zellige neuroendokrine Lungenkarzinom sowie die typischen und atypischen
Karzinoide. Immunhistochemisch wurden die wichtigsten Biomarker Chromogranin A,
Synaptophysin und CD56 (NCAM) zur Identifizierung neuroendokriner Zellen und Tumore
verwendet. Fiir eine immunhistochemische Diagnose eines neuroendokrinen Tumors sollte
mindestens einer der neuroendokrinen Marker positiv sein. Weniger als 10% aller kleinzelligen
Bronchialkarzinome sind negativ fiir alle drei neuroendokrinen Marker. Hierbei stellt das CD56
den sensitivsten Marker fiir kleinzellige Lungentumore dar (Colby et al. 2004, Sayeg et al.
2014, Schnabel und Junker 2015). Beim Menschen finden sich auch im gesunden
Lungengewebe Zellen mit einem neuroendokrinen Phédnotyp. Diese werden als Pulmonale
Neuroendokrine Zellen (PNEC) bezeichnet und finden sich verstreut in den oberen und unteren
Atemwegen (Sayeg et al. 2014).

Das Polypeptid Chromogranin A gehdrt zur Granin-Familie, wird im Endoplasmatischen
Retikulum produziert und als Prohormon in den Sekretgranula von neuroendokrinen (Tumor-)
Zellen gespeichert (Modlin et al. 2010, Bartolomucci et al. 2011). Das Glykoprotein
Synaptophysin befindet sich in Vesikeln von Synapsen gespeichert und ist ebenfalls in

neuroendokrinen Zellen nachweisbar (Calhoun et al. 1996). Das neuronale
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Zelladhdsionsmolekiill CD56 (NCAM) ist ein Glykoprotein, welches in der prd- und
postsynaptischen Membran von Neuronen sowie in neuroendokrinen Zellen exprimiert wird
(Yang et al. 2014).

Die Expression von Chromogranin A wurde ausschlielich an Paraffinschnitten untersucht. Die
vereinzelt im tumorfreien Normalgewebe vorkommenden fiir Chromogranin-A-positiven
Zellen stellen am ehesten pulmonale neuroendokrine Zellen dar. Wihrend der mittelstark
angefarbte Anteil des Bronchialepithels als unspezifische Hintergrundfarbung zu werten ist,
lassen sich die stark und spezifisch gefarbten Zellen im Bronchialepithel ebenfalls als
neuroendokrine pulmonale Zellen einordnen. In den Tumoren mit nichtkleinzelliger
Differenzierung fanden sich bevorzugt peripher liegende Zellen mit starker zytoplasmatischer
Positivitit. Diese positiven Zellen waren groBtenteils auch fiir die beiden weiteren
neuroendokrinen Marker positiv. Hierbei konnte es sich um einen Anteil des Tumors handeln,
der bereits maligne entartet ist und neuroendokrine Eigenschaften aufweist. Im Gegensatz dazu
zeigten die kleinzelligen Strukturen eine sehr hohe Konzentration an Chromogranin-A-
exprimierenden Zellen, was den neuroendokrinen Charakter dieser Tumore und damit die

Zuordnung dieser Lasionen zu den kleinzelligen Bronchialkarzinomen bestatigt.

Die Untersuchung des neuroendokrinen Markers Synaptophysin erfolgte immunhistochemisch
an Paraffinschnitten sowie fluoreszenzmikroskopisch im Rahmen einer Doppelfiarbung mit
MUCI/EMA als Adenokarzinommarker sowie mit SCCA1/2 als
Plattenepithelkarzinommarker. Insgesamt zeigte das Synaptophysin das gleiche
Expressionsmuster wie der neuroendokrine Marker Chromogranin A, sodass die Prdsenz von
neuroendokrinen Zellen sowohl im normalen Lungengewebe als auch in Anteilen der
nichtkleinzelligen Tumore und in den kleinzelligen Neoplasien als gesichert angesehen werden
kann. Der Nachweis neuroendokriner Eigenschaften der peripheren Zellen von adenoiden
Tumoren, wie in der Chromogranin A- und Synaptophysin-Farbung an Paraffinschnitten
dargestellt, bestitigte sich auch in der fluoreszenzmikroskopischen Doppelfarbung. Es zeigte
sich jedoch keine Koexpression von Synaptophysin und MUCI/EMA. Analog zu den
Féarbungen an Paraffinschnitten wiesen die Tumore mit kleinzelliger Differenzierung in hohen
Anteilen eine Synaptophysin-Expression auf. Die Tumorzellen zeigten auch hier keine

Koexpression des neuroendokrinen Markers mit MUC1/EMA.

Das Lungengewebe der Méuse aller Versuchsreihen wurde weiterhin lichtmikroskopisch auf

das Vorhandensein des neuroendokrinen Markers CD56 (NCAM) untersucht. Zusitzlich wurde
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auch die Koexpression mit eGFP (und damit indirekt mit CXCR4) in den transgenen Cxcr4-
eGFP-BAC-Maiusen analysiert. Auch in diesen Farbungen zeigte sich ein sehr dhnliches Bild
wie bei den beiden anderen neuroendokrinen Markern. In der Farbung an Paraffinschnitten
konnten im Normalgewebe jedoch nur sehr wenige bis keine NCAM-positiven Zellen gefunden
werden. Anhand der Doppelfarbung lieen sich im Fluoreszenzmikroskop aber auch die
pulmonalen neuroendokrinen Zellen im Normalgewebe ausmachen. In der Doppelfarbung mit
eGFP wurde wiederum deutlich, dass ein GrofBteil der kleinzelligen CXCR4-positiven Zellen

ebenfalls NCAM exprimiert und somit neuroendokrine Eigenschaften aufweist.

Insgesamt ist es gelungen, anhand von drei neuroendokrinen Markern in den peripheren
Abschnitten der adenoiden Tumore Tumorareale mit neuroendokriner Differenzierung
nachzuweisen. Auch liel sich der GroBteil der Strukturen mit kleinzelligem Charakter als
neuroendokrin einstufen. Die Tumorzellen zeigten dabei keine Koexpression der
neuroendokrinen Marker mit Adeno- oder Plattenepithelkarzinommarkern. In der vorliegenden
Arbeit konnte ebenfalls bewiesen werden, dass die kleinzelligen Tumore neben den
neuroendokrinen Markern auch den CXCR4 exprimieren. Diese Koexpression von
neuroendokrinen Markern und dem CXCR4 in kleinzelligen Bronchialkarzinomen wurde

bereits mehrfach in der Literatur beschrieben (Chatterjee et al. 2014).

6.2.2.2 Expression der Plattenepithelkarzinom-Marker

Die Immunhistochemie wird zunehmend zur Unterscheidung von Adenokarzinomen und
Plattenepithelkarzinomen der Lunge verwendet. Die Differenzierung der beiden
nichtkleinzelligen Lungentumorentitdten ist vorbereitend auf die Therapie des Patienten
essenziell. In der vorliegenden Arbeit wurden die Lungentumore zur weiteren
Charakterisierung auf die Expression der Plattenepithelkarzinom-Marker 34BE12 und
SCCAI1/2 untersucht. Karzinome sind durch die Expression spezifischer Keratinproteine
charakterisiert und lassen damit hdufig bei selbst stark entdifferenzierten Tumorzellen
Riickschliisse auf den Gewebeursprung zu.

Der Antikoérper 34BE12 richtet sich gegen die Zytokeratine 1, 5, 10 und 14, die haufig in
Plattenepithelkarzinomen exprimiert werden. Ein erhohter Nachweis des Markers ist dabei mit
einem schlechteren Gesamtiiberleben assoziiert (Pohl et al. 2016). Die Zytokeratine 5 und 14
werden in den Basalschichten von geschichteten Plattenepithelien und Basalzellen
verschiedener Driisen einschlieBlich des Bronchialepithels physiologisch exprimiert. (Colby et

al. 2004, Pohl et al. 2016). Die Expression der fiir das Plattenepithelkarzinom typischen
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Zytokeratine, wie zum Beispiel Zytokeratin 5, ist beim kleinzelligen Lungenkarzinom selten
(Zhang et al. 2015).

Das SCCA1/2 gilt als tumorspezifisches Antigen und wird als Tumormarker fiir verschiedene
Arten von Plattenepithelkarzinomen verwendet. Eine SCCA1/2-Uberexpression in
Lungentumoren wird mit einer erhohten Tumorgroe durch eine Hemmung von
Apoptoseprozessen, mit einem verstirkten Zellwachstum sowie mit einer Hemmung der

Immunabwehr gegen Tumore in Verbindung gebracht (Izuhara et al. 2018).

Der 34BE12-Nachweis erfolgte an den Paraffinschnitten der Lungen aller Maiuse aller
Versuchsserien. Im tumorfreien Normalgewebe zeigte sich eine Expression der Zytokeratine 1,
5, 10 oder 14 im Bronchialepithel sowie im Endothel der GefdBle. Der Nachweis gelang
ebenfalls in einzelnen, groBBeren und anndhernd runden Zellen. Aufgrund des unregelméfBigen
Verteilungsmuster im Tumor sowie im tumorfreien Normalgewebe ist hierbei am ehesten von
Immunzellen auszugehen. Weiterhin fanden sich in den mehrheitlich negativen
nichtkleinzelligen Tumoren peripher positive Zellgruppen mit einer intensiven
membranstindigen Farbung. Im Gegensatz zu den Befunden von Zhang et al. (2015) lieBen

sich die Zytokeratine 1, 5, 10 oder 14 auch teilweise in den kleinzelligen Lasionen nachweisen.

In den Fiarbungen an Paraffinschnitten war das Expressionsmuster des zweiten
Plattenepithelkarzinom-Markers SCCA1/2 identisch mit dem von 34BE12, was fiir die
Spezifitit der beiden Marker spricht. Der Marker SCCAI1/2 wurde zusétzlich
fluoreszenzmikroskopisch im Rahmen von Doppelfarbungen mit eGFP (und somit CXCR4),
mit dem Adenokarzinom-Marker MUC1/EMA sowie mit dem Marker fiir eine neuroendokrine
Differenzierung Synaptophysin untersucht. In der Doppelfarbung mit dem Adenokarzinom-
Marker wurde deutlich, dass die SCCA1/2-positiven Zellen zusdtzlich MUCI/EMA
exprimieren. Dies spricht flir die Tumorentitdt eines adenosquamdsen Karzinoms und somit
einer Mischentitit zwischen Plattenepithel- und Adenokarzinom. Dies geht typischerweise mit
einer Koexpression mehrerer Tumormarker fiir Plattenepithelkarzinome und auch fiir
Adenokarzinome wie AE1/AE3 (Panzytokeratin) oder auch MUCI/EMA einher. Das
regelmifige histologische Bild des adenoiden Tumors, mit gleichférmigen neoplastischen
Zellen in Strangen, gut abgegrenzt vom umliegenden Lungengewebe entspricht allerdings nicht
dem zu erwartenden Bild eines adenosquamdsen Tumors. An dieser Stelle wéren ein
eindeutiger Nachweis von Keratin oder von intrazelluliren Briicken, vermischt mit den fiir

Adenokarzinome typischen Acini, Tubuli oder papilldren Strukturen zu erwarten gewesen. Als

91



DISKUSSION

eine Konsequenz dessen ist davon auszugehen, dass in den erzeugten Tumoren nur einige
wenige Zellen bereits entartet waren. Die beide Marker koexprimierenden Zellen zeigten auch
eine erhohte Proliferationsrate, wie durch den vermehrten Nachweis von Ki-67 deutlich wurde
(Colby et al. 2004). Eine Koexpression von SCCA1/2 mit dem neuroendokrinen Marker CD56
lag in den adenoiden Tumoren nicht vor. In der Doppelfarbung mit eGFP (als indirekter
Nachweis fiir eine CXCR4-Expression) wurde deutlich, dass ein GroBteil der eGFP-positiven
nichtkleinzelligen Tumorzellen auch SCCA1/2 exprimiert. Beide Marker, CXCR4 und
SCCAI1/2, werden mit malignen Charakteristika von Tumorzellen in Verbindung gebracht
(Chatterjee et al. 2014).

Wie auch bei der 34BE12-Farbung wiesen einige Tumore mit kleinzelligem Charakter eine
SCCA1/2-Expression auf. Es zeigte sich weder eine Koexpression mit Synaptophysin noch mit

eGFP, jedoch analog zu den nichtkleinzelligen Tumoren mit MUC1/EMA.

6.2.2.3 Expression der Adenokarzinom-Marker

Fiir die weitere Charakterisierung der Tumore wurden die zwei Adenokarzinom-Tumormarker
Panzytokeratin und MUC1/EMA verwendet. Obwohl die immunhistochemischen Merkmale
von Adenokarzinomen vom Subtyp abhdngen und auch mit dem Differenzierungsgrad variieren
konnen, ist die Expression von Panzytokeratin und MUC1/EMA fiir diese Tumorentitit typisch
(Colby et al. 2004, Ota et al. 2019). Neben dem Plattenepithelkarzinom stellt auch das
grofzellig-neuroendokrine Lungenkarzinom (LCNEC, englisch: Large Cell Neuroendocrine
Carcinoma) eine Differentialdiagnose fiir Adenokarzinome dar. Bei diesen Tumoren lassen
sich neben neuroendokrinen Markern auch Zytokeratine wie Panzytokeratin (AE1/AE3)
nachweisen, wobei sich hier eine charakteristische punkt-oder kappenformige paranukledre
Positivitit zeigt (Sayeg et al. 2014).

Zelloberflichenmuzine sind transmembrandre Glykoproteine. Sie werden von allen
Epithelzellen physiologisch produziert, wobei die Zusammensetzung je nach Zell- und
Gewebetyp variieren kann. Das Muzin MUCI/EMA wird auch unter Normalbedingungen in
der Lunge exprimiert und dient als Schutz gegen Pathogene sowie zur Regulierung der
zelluldren Signaliibertragung und Transkription. Eine MUC1-Uberexpression tritt hiufig bei
Adenokarzinomen der Lunge auf und nimmt in fortgeschrittenen Tumorstadien zu. Bei einer
physiologischen Expression in der Lunge ist das Muzin ausschlielich membranstindig zu
erwarten. Im Gegensatz dazu findet sich bei Tumorzellen eine deutlich stirkere Expression

sowie ein membranstdndiges und zytoplasmatisches Vorkommen (Hattrup und Gendler 2008).
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Bei der Untersuchung des Adenokarzinom-Markers Panzytokeratin (AE1/AE3/5D3) zeigte
sich die erwartete Expression der Zytokeratine in den Bronchialepithelzellen sowie in
gleichméBig {iber das Lungengewebe verteilten Immunzellen. Kongruent zu den
neuroendokrinen und zu den Plattenepithelkarzinom-Markern konnten in den adenoiden
Tumoren peripher gelegene Panzytokeratin-positive Zellen beobachtet werden. Es handelt sich
dabei, wie bereits oben erwdhnt, hochstwahrscheinlich um bereits entartete Zellen, die einen
adenosquamdsen Charakter aufweisen. Bei den kleinzelligen Lésionen konnten zwei
unterschiedliche Populationen differenziert werden. So zeigten sich Zellansammlungen, die in
einem sehr dichten Verband beieinander lagen, negativ fiir den Marker, wéhrend sich in den
sich teilweise unmittelbar angrenzenden Populationen mit locker aneinander liegenden Zellen
viele Positivititen fanden. Die Anwesenheit von Zytokeratin-Markern in kleinzelligen
Lungentumoren ist allerdings sehr ungewo6hnlich (Colby et al. 2004).

Die Expression des Oberflichenproteins MUCI/EMA wurde an Paraffinschnitten und
fluoreszenzmikroskopisch in Doppelfirbungen mit eGFP, dem Plattenepithelkarzinom-
Tumormarker SCCA1/2 bzw. mit dem neuroendokrinen Marker Synaptophysin untersucht.
Hierbei konnten bei den adenoiden Neoplasien, wie bereits oben beschrieben, zwei
verschiedene Tumorzellpopulationen ausgemacht werden: Tumorzellen mit adenosquamdsem
Charakter, die eine Koexpression von MUCI/EMA und SCCA1/2, nicht jedoch mit
Synaptophysin, aufwiesen, und solche mit neuroendokriner Differenzierung, die nur eine
Expression von Synaptophysin zeigten. Zudem fand sich eine Koexpressionen von
MUC1/EMA und eGFP (und somit CXCR4).

Bei den Lisionen mit kleinzelligem Charakter konnte in Ubereinstimmung mit dem Nachweis
von Panzytokeratin auch eine Expression von MUCI/EMA dargestellt werden. Wahrend sich
in der Doppelfarbung mit eGFP nur wenige kleinzellige Tumorzellen mit einer Koexpression
von MUCI1/EMA finden lieBen, gab es keine Tumorzellen, die den neuroendokrinen Marker
Synaptophysin und den Adenokarzinom-Marker MUCI/EMA gemeinsam trugen. Bei den
MUC1/EMA-exprimierenden Zellen handelt es sich aufgrund der fehlenden Koexpression mit
Synaptophysin nicht um die neuroendokrinen oder CXCR4-exprimierenden Zellen. Daher sind

diese Zellen am ehesten als Immunzellen einzuordnen.

6.2.2.4 Ki-67-Expression
In der Histopathologie dient das Ki-67 als Proliferationsmarker zur Detektion sich teilender
Zellen. Das Kernantigen Ki-67 wird in allen aktiven Zellzyklusstadien (G1-, S-, G2-, M-Phase)

exprimiert, nicht jedoch in der ruhenden Zelle, die sich im GO-Stadium befindet (Folescu et al.
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2018). Aus einer Metaanalyse geht hervor, dass eine Uberexpression von Ki-67 bei
Lungenkrebspatienten mit einer schlechteren Differenzierung der Tumore, groBerer
TumorgrofBe, einer Lymphknotenmetastasierung und daher mit einem fortgeschrittenen TNM-

Stadium und einer schlechteren Prognose einhergeht (Wei et al. 2018).

Die Ki-67-Expression wurde immunhistochemisch an Paraffinschnitten der Lungen aller Tiere
aller Versuchsreihen untersucht. Obwohl Bronchial -und Alveolarepithelzellen physiologisch
in der Lage sind, sich zu teilen, konnte in diesen Zellen kein Nachweis einer erhohten Ki-67-
Expression erbracht werden. Im tumorfreien Normalgewebe der Lunge zeigte sich jedoch das
Gefaflendothel intensiv positiv, sodass hier, wie erwartet, eine erhohte Teilungsrate verzeichnet
werden konnte. Die wenigen zusétzlichen Positivititen im Normalgewebe sind am ehesten auf
Immunzellen zuriickzufiihren, die infolge der LPS-induzierten Entziindungsreaktion
eingewandert waren. Die nichtkleinzelligen Tumore zeigten randstidndig in Zellverbanden
liegende positive Zellen. Die Ki-67-Expression dieser Zellgruppen zeigte eine hohe Kongruenz
mit den Farbungen fiir Zytokeratin, Panzytokeratin, SCCA1/2 und MUCI/EMA. Die
nichtkleinzelligen Tumore wiesen jedoch insgesamt bis auf diese wenigen positiven Zellen nur
eine sehr geringe Teilungsaktivitit auf. Auch dieser Befund legt nahe, dass sich diese Tumore
grofBtenteils noch in einem benignen Stadium befinden. Obwohl die Tumore mit kleinzelliger
Differenzierung ein variables Ki-67-Expressionsmuster aufwiesen, prédsentierte sich der

GroBteil mit einer hohen Ki-67-Expression, was auf eine erhebliche Teilungsaktivitit hinweist.

6.2.2.5 Expression des Somatostatin-Rezeptors SSTR2

Der Somatostatin-Rezeptor SSTR2 ist einer von flinf Somatostatin-Rezeptoren und gehort zu
der Gruppe der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Der Rezeptor wird physiologisch in
neuronalen Zellen, in neuroendokrinen Zellen des Magen-Darm-Traktes und der Lunge sowie
in den Inselzellen des Pankreas exprimiert und konnte insbesondere in
gastroenteropankreatischen und bronchopulmonalen neuroendokrinen Tumoren nachgewiesen
werden (Reubi et al. 2001, Kaemmerer et al. 2015a, Lehman et al. 2019).

Die Darstellung des Somatostatin-Rezeptors 2 erfolgte an den Paraffinschnitten der Lunge von
allen Mausen aller Versuchsreihen. Im tumorfreien Normalgewebe gelang der
immunhistochemische Nachweis in vereinzelten Zellen des Bronchialepithels. Das
Alveolargewebe prisentierte sich komplett negativ fiir den Rezeptor. In den nichtkleinzelligen
sowie auch in den kleinzelligen Tumoren fanden sich nur wenige SSTR2-exprimierende

Tumorzellen.
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Beim Menschen konnte unter anderem von Kaemmerer et al. (2015), Lapa et al. (2016) und
Lehmann et al. (2019) eine SSTR2-Expression in etwa der Hélfte der kleinzelligen
Lungentumore nachgewiesen werden. Eine solche SSTR2-Expression konnte in der
vorliegenden Arbeit in den bei Miusen induzierten kleinzelligen Tumoren nicht bestitigt
werden. Diese Diskrepanz kann auf ein moglicherweise zu frithes Tumorstadium zurtickgefiihrt
werden, konnte aber auch im eingesetzten Tumormodell oder der verwendeten Spezies

begriindet sein.

6.2.2.6 Expression von CD133

Aufgrund der Koexpression von verschiedenen Tumormarkern fiir Adeno- und
Plattenepithelkarzinome sowie fiir neuroendokrine Tumore in einigen kleinzelligen und
nichtkleinzelligen Tumorzellen, stellte sich die Frage, ob es sich bei diesen Zellen um
Tumorstammzellen (CSC, englisch: Cancer Stem Cells) handeln konnte. Krebsstammzellen
sind in der Lage, sich wie andere Tumorzellen zu teilen. Dabei entstehen neue
Tumorstammzellen sowie auch differenzierte Krebszellen. CSCs metastasieren und sind hdufig
resistent gegen Chemotherapeutika, woraus sich Probleme bei der Therapie der Tumore
ergeben konnen. Der Ursprung der Krebsstammzellen liegt meist bei den regionalen
Stammzellen des jeweiligen Gewebes. Krebsstammzellen konnen ebenfalls den
Chemokinrezeptor CXCR4 exprimieren (Irollo und Pirozzi 2013, Kim et al. 2017). Der am
haufigsten zum Nachweis von CSC verwendete Marker ist CD133. Das Glykoprotein CD133,
urspriinglich als Marker fiir hdmatopoetische Stamm- und Vorlduferzellen von CD34-positiven
Zellen verwendet, gilt als Marker fiir CSC-Populationen in verschiedenen menschlichen
Tumoren, darunter auch von Bronchialkarzinomen (Kim et al. 2017).

Die Regenerationsfahigkeit des Gefallendothels sowie des Bronchialepithels wurde in der
vorliegenden Arbeit durch den Nachweis von CD133-positiven Zellen bestitigt. Die im
angeschnittenen Lymphknoten vorzufindenden sowie die homogen im Lungengewebe
verteilten Zellen reprasentieren am ehesten Vorlduferstadien sowie auch weiter entwickelte
Stadien von Immunzellen. Da sich der Tumorstammzell-Marker weder in den grof3zelligen
noch in den kleinzelligen Tumoren finden lie3, handelt es sich trotz der Heterogenitit der
Tumorzellen bei den die Tumormarker exprimierenden Zellen wahrscheinlich nicht um

Tumorstammzellen.
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6.2.3 Expression von CD34

CD34, ein 115-kD schweres transmembrandres Glykoprotein, wird unter anderem von
pluripotenten Stammzellen, differenzierten Vorlduferzellen, Leukidmiezellen sowie von
embryonalen Fibroblasten und Fibroblasten des Knochenmarks exprimiert. Da CD34 in hohen
Konzentrationen auf Endothelzellen zu finden ist, dient das Glykoprotein in der
Histopathologie als diagnostischer Marker fiir Gefde. In Lungengewebe zeigen kapilldre
Endothelzellen die hochste Expression von CD34, gefolgt von Arterien, Venen und Arteriolen
(Miiller et al. 2002). In der Arbeitsgruppe um Salcedo et al. (1999) konnte in Zellkulturen eine
Beteiligung von CXCL12 und CXCR4 an dem Prozess der Angiogenese bewiesen werden.
Eine nachgewiesene CXCR4-Expression auf Endothelzellen ldsst eine Koexpression von
CXCR4 und CD34 vermuten.

Die Expression von CD34 wurde in der vorliegenden Arbeit nur an Paraffinschnitten
untersucht. In allen Versuchsreihen fanden sich CD34-Positivititen in angeschnittenen
Kapillaren im tumorfreien Normalgewebe der Lungen, vor allem in der Ndhe von Bronchien,
Bronchiolen und Alveolarsepten sowie in enger Beziehung zu Tumoren. Auch in den
nichtkleinzelligen Tumoren zeigten sich positive GefdBanschnitte. In Tumoren mit
kleinzelligem Charakter, in Alveolarsepten, in der Nihe zu Bronchien sowie zu
nichtkleinzelligen Tumoren présentierten sich einzelne oder in Zellgruppen zusammenliegende
CD34-positive Zellen in erhdhter Konzentration. Da auch ein angeschnittener Lymphknoten
Positivitaten enthielt, handelt es sich bei den beschriebenen Zellen am ehesten um
Vorlauferzellen von Immunzellen (Miiller et al. 2002). Im Gegensatz zu den nichtkleinzelligen
Tumoren fanden sich in den Tumoren mit kleinzelligem Charakter, wohl aufgrund der geringen
GroBe dieser Neoplasien, (noch) keine intratumoralen GefaBBanschnitte.

Die CD34-Positivitdten in den Gefaflanschnitten und einzelnen Zellen im Normalgewebe sowie
in den kleinzelligen Tumoren zeigten eine hohe Kongruenz mit der CXCR4-Férbung, sodass

eine Koexpression der beiden Marker nahe liegt.

6.2.4 Expression der Immunzellmarker

B- und T-Lymphozyten sind die wichtigsten Tréger der adaptiven Immunantwort und stellen
sich in der Histologie als kleine, runde Zellen mit schmalem Zytoplasmasaum dar. Mittels
Immunhistochemie kann dabei zwischen CD3-positiven T-Lymphozyten und CD20-positiven
B-Lymphozyten unterschieden werden (Loffler 2008). Makrophagen gehdren zum
angeborenen Immunsystem und konnen immunhistochemisch in Maiusen mittels des

monoklonalen Antikorpers F4/80 identifiziert werden (Austyn und Gordon 1981).
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Im Vergleich zu den Kontrolltieren ohne Tumorinduktion fanden sich deutlich mehr
Immunzellen im tumorfreien Lungengewebe der nur mit LPS und der mit LPS und NNK
behandelten Tiere.

Die vereinzelt im Inneren der adenoiden Tumore aufzufindenden CXCR4-exprimierenden
Zellen lieBen sich als F4/80-positive Makrophagen, CD3-positive T-Lymphozyten oder CD20-
positive B-Lymphozyten identifizieren.

Die in der Regel in der Nédhe der Bronchien gelegenen kleinzelligen Lésionen konnten aufgrund
der immunhistologischen Féarbungen, wie bereits oben beschrieben, in zwei verschiedene
Entitdten aufgeteilt werden. Ein Teil der Lésionen entsprach, wie auch bei den nur mit LPS
behandelten Tieren, Lymphozytenansammlungen, welche neben einer sehr starken CXCR4-
Expression CD3- bzw. CD20-Positivititen zeigten. Daneben fanden sich aber auch Lasionen
(teilweise im lymphatischen Gewebe gelegen oder an dieses angrenzend, teilweise aber auch
solitdr), die ebenfalls fiir den CXCR4, aber auch fiir die Marker fiir Adenokarzinome,
Plattenepithelkarzinome oder neuroendokrine Tumore positiv waren. In diesen kleinzelligen
Tumoren zeigte sich auch eine Infiltration durch F4/80-positive Makrophagen sowie durch

CD3- bzw. CD20-positive T- oder B-Lymphozyten.

6.3 Behandlung mit AMD3100

Eine Uberexpression von CXCR4 und CXCR7 auf Krebszellen wird mit einer verstirkten
Proliferation, Invasivitdt, Metastasierung, Neovaskularisierung und Chemotherapieresistenz
der Tumore in Verbindung gebracht. Eine Blockierung insbesondere der CXCR4-vermittelten
Signalwege gilt daher als vielversprechender Therapieansatz bei Tumoren mit einer
Uberexpression der Chemokinrezeptoren. Im vorliegenden Tumormodell konnte eine erhohte
CXCR4-Expression vor allem in den kleinzelligen Tumoren nachgewiesen werden. Des
Weiteren konnten CXCR4-positive Immunzellen gezeigt werden. AMD3100 ist in der Lage,
an CXCR4 zu binden und die CXCL12-vermittelten Wirkungen zu antagonisieren (De Clercq
2009, Fricker et al. 2006). Zusitzlich wird dem AMD3100 eine allosterische agonistische
Wirkung an dem Chemokinrezeptor CXCR7 zugeschrieben (De Clercq 2009, Kalatskaya et al.
2009, Wang et al. 2018).

In der vorliegenden Arbeit konnte bei subkutaner Verabreichung von AMD3100 in der
gewihlten Dosierung und Abgaberate, wie in Abschnitt 6.2.1 bereits dargestellt, eine
vollstdndige Antagonisierung des Chemokinrezeptors CXCR4 erreicht werden. Dennoch hatte
die Behandlung mit AMD3100 weder einen Einfluss auf die Anzahl noch auf die Ausdehnung

der kleinzelligen Lisionen, obwohl in diesen eine deutliche Uberexpression des CXCR4
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nachgewiesen werden konnte. Dies konnte einerseits an der noch geringen Grofle dieser
Tumore liegen, die das Erfassen von geringen Grofenunterschieden erschwert, und andererseits
aber auch an einem zu kurzen Behandlungszeitraum. In nachfolgenden Untersuchungen sollten
daher ein spiterer Untersuchungszeitpunkt, bei dem sich die Tumore in einem bereits stirker
fortgeschrittenen Stadium befinden, und eine langere Behandlungsdauer gewidhlt werden. Wohl
aus den gleichen Griinden hatte das AMD3100 keinen Einfluss auf die Anzahl der CD34-
positiven Gefdlle in den Tumoren, obwohl auch in den Gefilen eine CXCR4-Expression
nachgewiesen werden konnte.

Ebenso konnte kein Unterschied in der LPS-induzierten Infiltration von Immunzellen in
Abhingigkeit von einer CXCR4-Blockade beobachtet werden, obwohl die detektierten
Immunzellen den CXCR4 exprimieren.

Neben dem Aspekt der Behandlungsdauer wire moglicherweise statt einer alleinigen
Behandlung mit AMD3100 eine kombinierte Gabe mit einem  klassischen
Chemotherapeutikum sinnvoll. Dadurch, dass dem Chemokinrezeptor CXCR4 eine Rolle bei
der Chemotherapieresistenz zugeschrieben wird, kénnte AMD3100 hier eine Rolle als
,»Chemotherapie-Sensitizer zukommen. In einer Studie an Leukdmiezellen konnte die
Sensibilisierung der Krebszellen fiir Chemotherapeutika durch AMD3100 bereits bewiesen
werden (Domanska et al. 2013). So konnte eine kombinierte Gabe von AMD3100 mit einem
fiir die Tumorentitit geeigneten Chemotherapeutikum besonders fiir chemotherapieresistente
CXCR4-positive kleinzellige Lungenkarzinome eine erweiterte Behandlungsoption darstellen.
Ein Autheben der Wechselwirkungen zwischen CXCR4-exprimierenden Tumorzellen und dem
sie umgebenden Tumormikromilieu durch AMD3100 und damit einhergehend eine mogliche
Sensibilisierung gegeniiber einer chemotherapeutischen Behandlung kann durch die Ergebnisse
dieser Arbeit jedoch nicht beurteilt werden. In einer Arbeit von Conley-LaComb et al. (2016)
wurde die Auswirkung einer alleinigen CXCR4-Blockade auf Prostatatumoren untersucht.
Auch hierbei konnte keine Reduktion der Tumorgrofle festgestellt werden. Die Autoren
schlussfolgerten aus ihren Ergebnissen, dass AMD3100 zwar die anféngliche Initiierung der
Tumorentstehung hemmen koénne, das Wachstum von bereits etablierten Tumoren allerdings

offensichtlich nicht beeinflusst (Conley-LaComb et al. 2016).
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6.4 Histopathologische Veridnderungen in der Leber

Ergénzend zu den bereits von Keohavong et al. (2011) beschriebenen Primédrtumoren in der
Lunge sollte in der vorliegenden Arbeit das Modell auch auf Metastasen untersucht werden. Zu
den haufigsten extrathorakalen Metastasierungsorten von Lungentumoren gehdrt neben dem
Gehirn, dem Knochenmark und den Nebennieren die Leber. Besonders das kleinzellige
Bronchialkarzinom metastasiert frithzeitig, sodass bei 80% der Patienten bei Diagnosestellung
bereits Metastasen vorliegen (Colby et al. 2004, Herold 2018).

Die histologische Untersuchung erfolgte an Paraffinschnitten aller sechs Leberlappen aller
Mause. Trotz der teilweise recht grolen Ausdehnung, insbesondere der adenoiden Tumore bei
den mit NNK und LPS behandelten Mausen, konnten bei keinem der Tiere Lebermetastasen
und auch keine primédren Lebertumore gefunden werden. Die PAS-Firbung konnte das
Vorhandensein von nicht Glykogen speichernden Zellen als Hinweis auf das Vorliegen von
Bronchialkarzinommetastasen oder primédre Lebertumore ebenfalls nicht bestdtigen. Die
systemische Behandlung mit NNK hatte somit offensichtlich in der Leber selbst, obwohl die
Substanz dort erst zum ultimalen Kanzerogen aktiviert wird, keine Tumorinduktion zur Folge.
Weiterhin waren die nichtkleinzelligen Tumore in den Lungen augenscheinlich noch zu gutartig
und die kleinzelligen Neoplasien noch zu klein, um bereits in die Leber metastasiert zu haben.
Die Lebern der mit NNK und LPS behandelten Tiere zeigten im Vergleich zu den
Kontrolltieren jedoch 6dematds vergroBerte Hepatozyten. Zusétzlich wiesen die Lebern,
unabhingig von einer Behandlung mit AMD3100, eine vermehrte Infiltration von Immunzellen
auf. Die beobachtete Immunzellinfiltration sowie die 6dematdse Verdnderung der Hepatozyten
sind am ehesten als systemische Antwort auf das lokal applizierte LPS anzusehen.

In der PAS-Farbung zeigte sich eine Tendenz zu einer vermehrten Glykogenspeicherung in den
Lebern der mit AMD3100 behandelten Tiere. Der Zusammenhang zwischen CXCL12, CXCR4
und der Pathogenese von Diabetes mellitus wird kontrovers diskutiert. Der CXCL12/CXCR4-
Achse wird auf der einen Seite eine proinflammatorische Rolle zugeschrieben, durch welche
eine Insulinresistenz gefordert wird. Auf der anderen Seite wird eine antiinflammatorische
Wirkung mit einer Besserung der diabetischen Nephropathie bei einer Therapie mit erhohten
CXCL12-Konzentrationen in Betracht gezogen (Zhang et al. 2013, Vidakovic et al. 2015). Im
vorliegenden Fall wiirde eine vermehrte Speicherung von Glucose in Form von Glykogen in
der Leber zu einem geringerem Glucosespiegel im Blut und damit méglicherweise zu einer
Verbesserung einer diabetischen Stoffwechsellage fiihren.

Weder die Tumorinduktion mit NNK und LPS noch die Behandlung mit AMD3100 scheinen,

wie in den Pikro-Siriusrot-Farbungen gezeigt werden konnte, zu einer vermehrten Fibrosierung
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der Lebern gefiihrt zu haben. Die durch die lokale LPS-Gabe hervorgerufene
Entziindungsreaktion der Leber scheint daher (noch) nicht zu gréeren Leberschdden gefiihrt

zu haben.

Einen interessanten Befund beziiglich der Lebern zeigte sich jedoch bei zwei
Geschwistertieren, die ein kaverndses Hamangiom in der Leber aufwiesen. Leberhdmangiome
sind die weltweit hédufigsten benignen Lebertumore. Aufgrund der Epidemiologie und
Atiologie sind die kavernosen Himangiome bei den beiden Tieren am ehesten kongenitaler
Genese (Gassel et al. 2005). Eine mdglicherweise erhohte Vulnerabilitit dieser Lebern
begiinstigt die Entstehung von entarteten Zellen, wie sie in unmittelbarer Umgebung zu
Héamangiomen haufig zu finden sind. Damit im Zusammenhang steht auch eine erhohte
Fibrosierungsneigung in der Umgebung von Hdmangiomen, was auch in der vorliegenden

Arbeit gezeigt werden konnte.
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7. Schlussfolgerungen

In der vorliegenden Arbeit konnte das von Keohavong et al. (2011) beschriebene, chemisch
induzierte, murine Lungentumormodell reproduziert und als zuverldssiges tierexperimentelles
Modell etabliert und weiterfithrend charakterisiert werden. Die Behandlung mit dem vom
Nikotin abgeleiteten Nitrosamin-Keton NNK als Karzinogen in Kombination mit der
Lipopolysaccharid-vermittelten chronischen Entziindung der Lunge fiihrte in den drei
untersuchten transgenen Mauslinien zur Entstehung von sowohl nichtkleinzelligen als auch
kleinzelligen Lungentumoren. Die chronische Lungenentziindung lie sich anhand der
peribronchialen und perivaskuldren Infiltration unter anderem mit B- und T-Lymphozyten
sowie Makrophagen nachweisen. Die unbehandelten Kontrolltiere zeigten keine
pathologischen Verdnderungen; eine spontane Lungentumorbildung konnte somit in den
untersuchten Mauslinien ausgeschlossen werden.

Aufgrund der Morphologie und anhand der weiterfilhrenden immunhistochemischen
Untersuchungen lieBen sich die nichtkleinzelligen Tumore als groBtenteils noch benigne
einstufen. Nur wenige Zellen in den adenoiden Tumoren zeigten eine Expression von Adeno-
und Plattenepithelkarzinom-Markern, exprimierten den CXCR4 und waren fiir den
Proliferationsmarker Ki-67 positiv. Aufgrund der Koexpression von Adeno- und
Plattenepithelzellmarkern, nicht jedoch von Markern fiir eine neuroendokrine Differenzierung,
lieBen sich diese bereits entarteten Zellen als adenosquamdse Karzinomzellen identifizieren.
Einige der vereinzelt in den nichtkleinzelligen Neoplasien anzutreffenden CXCR4-
exprimierenden Zellen konnten als Immunzellen wie Makrophagen, B- oder T-Lymphozyten
charakterisiert werden. Aufgrund der morphologischen Eigenschaften (kleine, polymorphe
Zellen mit geringem Zytoplasmagehalt) sowie der Expression der neuroendokrinen Marker
Synaptophysin, Chromogranin A und CD56, einer Expression des Chemokinrezeptors CXCR4
und des erhohten Nachweises des Proliferationsmarkers Ki-67 konnte ein Teil der kleinzelligen
Strukturen als kleinzellige Lungenkarzinome eingestuft werden. Andere kleinzellige Lasionen
entsprachen, wie auch bei den nur mit LPS behandelten Tieren, Ansammlungen von
Lymphozyten, welche neben einer sehr starken CXCR4-Expression auch eine Positivitét fiir
CD3 oder CD20 aufwiesen.

Trotz der nachgewiesenen, erfolgreichen Blockade der CXCR4-Chemokinrezeptoren durch die
14-tagige Behandlung mit AMD3100 und trotz einer starken CXCR4-Expression durch die
Tumorzellen konnte kein Einfluss von AMD3100 auf die Anzahl und Ausdehnung der

kleinzelligen Lungentumore festgestellt werden.
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Die histologische Aufbereitung der Lebern als eines der hdufigsten Metastasierungsorte von
Bronchialkarzinomen ergab keine Metastasen, es zeigte sich jedoch eine 6dematos-
entzlindliche Verdnderung des Leberparenchyms mit einer Infiltration von Immunzellen.

In zukiinftigen Untersuchungen sollte eine Verldngerung der Tumorinduktionsphase erwogen
werden, um bereits weiter fortgeschrittene Tumore zu erhalten. Sinnvoll wire auch eine lingere
Behandlungsdauer mit AMD3100 bzw. eine kombinierte Behandlung mit einem geeigneten
»klassischen Chemotherapeutikum. Bei weiter fortgeschrittenen Tumoren wére unter
Umstidnden neben der Leber auch die Analyse weiterer typischer Metastasierungsorte fiir

Bronchialkarzinome wie Gehirn, Wirbelsdule oder Nebennieren von Interesse.
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