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1 Zusammenfassung 1

1 Zusammenfassung

Humane Mundschleimhaut wurde mit Hilfe eines speziellen dreidimensionalen
Zellkultivierungssystems in vitro in grofen, zusammenhidngenden Arealen geziichtet.
Hierbei handelte es sich um eine methodische Eigenentwicklung. Die Beurteilung der
physiologischen Integritét des geziichteten Humangewebes erfolgte durch eine Vielzahl
von Kenngréfen. Zu diesen Beurteilungskriterien zdhlten unter anderem die Expression
von Cytokeratinen (CK), die Ausprigung von Komponenten des Cytoskeletts und der

extrazelluliren Matrix (ECM) sowie die Detektion von genetischen Mutationen.

Wihrend sich in den ersten Kultivierungstagen die Anheftung der Epithelzellen an das
Fibroblasten-Collagengel vollzog, waren die nichsten Tage in dem dreidimensionalen
Zellkultivierungssystem massiv von Proliferationsereignissen gepriagt. Dies zeigte sich
in einer gesteigerten Synthese der biochemischen Marker Fibronectin und Tenascin
(Bindegewebe) bzw. Cytokeratin 14 (Epithel). Ab dem 10. Kultivierungstag traten
vermehrt Differenzierungsprozesse der epithelialen Zellschichten in den Vordergrund,
die sich z. B. in einer zunehmenden Expression der differenzierungsspezifischen
Cytokeratine 4 und 13 &duBerten und das Geschehen in der Box bis zum 14. Tag
bestimmten. Nach 2 Wochen wurde bei der in vitro geziichteten humanen
Mundschleimhaut nicht nur ein vermehrtes Auftreten der interzelluldren
Bindungselemente Desmoglein 2 und Desmoplakine 1 und 2 beobachtet, sondern es
zeigte sich in der PAS-Fiarbung die Ausbildung der Basalmembran. Damit einher
gehend konnte in den organotypischen Co-Kulturen eine gesteigerte Expression von
Collagen Typ IV und Laminin beobachtet werden, die bekanntermallen die
Hauptkomponenten dieser besonderen Struktur darstellen. Betrachtete man sich das
morphologische Gesamtbild in der H/E-Darstellung, so lieBen sich grofe strukturelle
Gemeinsamkeiten zwischen der in vitro gezilichteten Mundschleimhaut und dem
physiologischen  Nativgewebe erkennen. Demzufolge gelingt mit diesem
dreidimensionalen Zellkultivierungssystem, die gewebespezifische Mikroumgebung der
humanen Mundhohle so gut nachzubilden, da die In vitro-Ziichtung einer
ausdifferenzierten und funktionell weitgehend intakten Schleimhaut gewihrleistet ist.
Wie die abschlieBenden Mutationsuntersuchungen beziiglich des Tumorsuppressorgens
p53 ergaben, konnten bei den isolierten Epithel- und Bindegewebszellen keine

genetischen Alterationen im Sinne einer neoplastischen Entartung gefunden werden.
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2 Einleitung

Im Laufe des 19. Jahrhunderts entstand mit der Entwicklung von sterilen
Arbeitstechniken und der Einfiihrung der Anésthesie die moderne Chirurgie. Bereits zu
diesem Zeitpunkt waren die Entfernung von Tumoren, die Uberbriickung von
Obstruktionen und die Behandlung von anderen lebensgefdhrlichen Verletzungen
moglich. Zeitgleich setzte auch die Entwicklung der rekonstruktiven Chirurgie ein, die
als Hauptziel die Wiederherstellung der eingeschrinkten/verlorengegangen Funktion
von Geweben oder Organen zur Verbesserung der Lebensqualitit des Erkrankten
verfolgte. In der zweiten Halfte des letzten Jahrhunderts wurden zudem eine Reihe von
modernen Operationstechniken etabliert, die eine Gewebelibertragung von einem auf
ein anderes Individuum erlaubten. Die ersten Transplantationen verliefen erfolglos, da
man zu diesem Zeitpunkt noch nichts von den immunologischen Grundprozessen
wullte. Das énderte sich mit der Aufklirung von molekularen und zelluldren
Ereignissen. Als logische Konsequenz wurden Therapien entwickelt, die das Uberleben
des Transplantates iiber einen langen Zeitraum sicherstellten. Das Hauptproblem der
Transplantationsmedizin konnte aber bis dato nicht beseitigt werden. So besteht immer
noch eine massive Diskrepanz zwischen den benétigten und zur Verfiigung stehenden
Organtransplantaten. Demzufolge wird ein Grof3teil der Patienten das dringend
benotigte Spenderorgan nicht mehr zu Lebzeiten erhalten. Um diesen Problem
erfolgreich entgegenzutreten, wurden in der Vergangenheit bei einer Vielzahl von
Transplantationen zusitzlich auf tierisches Organmaterial zuriickgegriffen. So dienten z.
B. Niere und Herz von Affe oder Schwein als potentiellen Organersatz beim Menschen.
Die Verpflanzungen brachten allerdings nur iiber einen geringen Zeitraum den
ersehnten Erfolg. So stellten sich mit fortschreitenden Beobachtungszeitraum
schwerwiegende Komplikationen und Entziindungsreaktionen ein, die héufig zur
AbstoBung des xenogenen Transplantates fithrten. Daher wurden in der jlingeren
Vergangenheit der medizinischen Forschung neue Wege beschritten. Es entstanden eine
Vielzahl von interdisziplindren Arbeitsfelder, wie z. B. die kiinstliche Gewebeziichtung

(Tissue Engineering).
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2.1 Tissue Engineering: eine kurze Einfiihrung

Bei der noch sehr jungen Forschungsrichtung Tissue Engineering handelt es sich um
eine Kooperationswissenschaft von Technik mit ihren vielfdltigen Applikationen und
der Medizin (z. B. Nerem et al. 1995). Thr Arbeitsspektrum ist sehr breit gefachert und
umfalit neben den klassischen Disziplinen der Zellbiologie, Biochemie sowie
Molekularbiologie auch die neuartigen Fachrichtungen der Materialwissenschaften und
des Bioengineerings (Vacanti et al. 1993). Das Hauptziel des Tissue Engineerings
besteht darin, unter Verwendung von neuartigen Techniken und Materialien biologisch-
dquivalente Substituenten zur Aufrechterhaltung, Sicherstellung und Wiederherstellung
der Gewebe- bzw. Organfunktion zu ziichten. Die Einsatzmoglichkeiten des
funktionellen Gewebeersatzes sind vielfiltig und umfassen vor allem die Gebieten der
Transplantation, Implantation und Prothetik. Die Forschungsansitze der kiinstlichen
Gewebeziichtung sind breit gefdchert. So sehen einige Arbeitsgruppen in der
Verwendung von gewebespezifischen Substanzen wie z. B. Signalmolekiile oder
Wachstumsfaktoren eine  vielversprechende  Ansatzmdglichkeit, wobei ein
Forschungserfolg unmittelbar mit dem gesicherten Riicktransport der Molekiile an ihren
Bestimmungs- oder Wirkungsort gekoppelt ist (Langer et al. 1993). Ein anderer
Strategieansatz beschéftigt sich intensiv mit der Kultivierung von isolierten Zellen
und/oder Zellsubstituenten, die fiir die Aufrechterhaltung der Zellfunktionen von
elementarer Bedeutung sind. Limitierend ist aber dato die Tatsache, daB3 die Zellen
mitunter nur iiber einen kurzen Zeitraum ihre Funktionen in vitro (d. h. auBerhalb ihrer
natiirlichen Umgebung) aufrechterhalten konnen. Mit grolem Arbeitsaufwand laufen
derzeit auch Forschungsprojekte, bei denen isolierte Zellen in Kombination mit
speziellen Polymerstrukturen (Matrizes) kultiviert werden (siehe hierzu auch Abb. 1),
um durch Interaktionen der beteiligten Funktionseinheiten physiologisch-intakte
Gewebeeinheiten zu bilden (Putnam et al. 1996).

Bereits die ersten Erfolge lieBen authorchen. So ist es gelungen, funktionstiichtiges
Hautmaterial (Boyce et al. 1995; von Donnersmark et al. 1995; Rennekampff et al.
1996) und physiologisches Knorpel- und Knochengewebe (Bizio 1994; Frangos et al.
1993, Olivia et al. 1996) in groferen Arealen in vitro zu ziichten. Auch in der

plastischen Chirurgie hat das Tissue Engineering mittlerweile sehr erfolgreich Einzug
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gehalten und wird bereits routinemdflig zur Herstellung von funktionellen

Transplantaten eingesetzt (Puelacher et al. 1994; Sittinger et al. 1996a, b).

Biodegradable
Polymer Scaffold

Cells
Osteoblasts
Chondrocytes
Hepatocytes
Enterocytes
Urothelial cells

Ureter

Abb. 1: Die vielfdltigen Einsatzmoglichkeiten des Tissue Engineerings (aus Science: Langer et al. 1993).

Zusammenfassend betrachtet konnte dieses interdisziplindre Forschungsgebiet mit
seiner unerschopflichen Einsatzmdglichkeiten zukiinftig die einmalige Mdglichkeit
bieten, mit einem Mindesteinsatz an organischem Gewebematerial fiir einen
physiologisch intakten und vollkommen funktionstiichtigen Zell-, Gewebe- oder sogar

Organersatz zu sorgen.
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2.2 Tissue Engineering in der Urologie

Diese Erfolge stimmten sehr optimistisch, das Tissue Engineering mit seinen
vielfaltigen Einsatzmoglichkeiten auch in der urologischen Forschung einzusetzen (zur
Ubersicht siehe Atala et al. 1998). Zur Therapie von urologischen Erkrankungen
wurden in der Vergangenheit verstirkt synthetische Materialien wie z.B. Teflon
(Politano et al. 1982; O’Donnell et al. 1984) oder Silikon (Atala et al.1994c) in
unterschiedlichen Verbindungen therapeutisch eingesetzt. Vor allem bei Behandlung
der Blaseninkontinenz konnten anfangs groBe Erfolge erzielt werden. Durch
weiterfiihrende Forschungen stellte sich aber heraus, daf3 der Einsatz dieser Substanzen
mit erheblichen gesundheitlichen Risiken fiir den Patienten verbunden war. Im
Tierversuch konnte z. B. eindrucksvoll gezeigt werden, dall nach der Injektion in den
Urogenitaltrakt (Harnblase) die Teflon-Partikel sowohl in die angrenzenden als auch
weit entfernten Organe wie Lunge oder Gehirn einwanderten und dort massive
Immunreaktionen ausldsten (Malizia et al. 1984; Claes et al. 1989). Dieses gefihrliche
Migrationsverhalten wurde bereits fiir das Silikon eingehend beschrieben. Auch die
Verwendung natiirlicher Materialien als alternativer Therapieansatz brachte nur iiber
einen geringen Behandlungszeitraum den ersehnten Erfolg in der urologischen
Chirurgie (Joyner et al. 1996). Erschwerend kam hinzu, daf} die Krankheitsbilder des
Urogenitalsystems hédufig so massiv waren, dal sie zu einem Gewebe- oder
Funktionsverlust ~des  kompletten = Organs  fiihrten und  weitreichende
RekonstruktionsmaBnahmen  erforderlich machten. Diese scheiterten in der
Vergangenheit oft an der limitierenden Verfiigbarkeit von humanem Urothelgewebe.
Daher wurde bei einer Vielzahl von notwendigen Transplantationen auf autologes
Gewebematerial anderer Korperregionen zuriickgegriffen (Atala et al. 1994a). So
verpflanzte man in den letzen Jahren z. B. Gastrointestinalgewebe zur Rekonstruktion
von Blase und Harnleiter, wihrend angeborene Miflbildungen des weiblichen Genitale
in der Regel durch die Transplantation von autologem Darmgewebe korrigiert wurden
(Hendren et al. 1994). Bei denen im Rahmen von Fehlbildungen des Harnleiters
(Hypospadien) vorgenommenen Rekonstruktionen fanden vor allem Haut und
Schleimhautmaterial der Blasenwand als freie Transplantate Verwendung (Hendren et
al. 1986; Retik et al. 1994). Alle diese Substitutionen waren hdufig von

schwerwiegenden Komplikationen begleitet, die sich beim Patienten in Form von
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Infektionen,  metabolische = Abnormitdten,  Perforation (Darmgewebe) und
Entartungen/Malignitdt manifestierten. Zudem konnte in den seltensten Féllen der
physiologische Status der Organfunktion wieder hergestellt werden (Atala et al. 1994b).
Bei der Suche nach alternativem Gewebematerial stellte sich durch vergleichende
histologische Betrachtungen heraus, dal der Wandaufbau der ableitenden Harnwege
und der Mundschleimhaut groB3e strukturelle Gemeinsamkeiten aufzeigen (Junqueiro
und Carneiro 1991). Fiir die Verwendung der humanen Mundschleimhaut als freies
Transplantat im Rahmen von urologischen RekonstruktionsmaBnahmen sprechen
weiterhin ihre direkte Zugénglichkeit in der Mundhohle sowie ihre schnelle
Regeneration. Im Gegensatz zu anderen Gewebetypen wird das humane
Mundschleimhautepithel sehr schnell regeneriert (Gingivaepithel: 8-10 Tage; Haut: 30
Tage; Junqueiro und Carneiro 1991) und zeigt nur eine geringe Tendenz zur
Narbenbildung. Dies und die Tatsache, daf der Einsatz von humaner Mundschleimhaut
in der plastischen Chirurgie bereits etabliert ist, stimmten sehr optimistisch, dieses
Gewebe als freies Transplantat auch in der Urologie einzusetzen. In Tierversuchen
wurde die Mundschleimhaut bereits auf ihre Tauglichkeit als potentieller Gewebeersatz
fiir das Urothel getestet. Bahnbrechend waren die Forschungsergebnisse der letzten 10
Jahre. Biirger fiihrte die Experimente von Humby weiter, der zu Beginn der 40er Jahre
des letzten Jahrhunderts als erster erfolgreich Mundschleimhaut in den Urogenitaltrakt
verpflanzte. Er entfernte bei Hunden einen Teil der Harnrdhre und ersetzte diesen
Abschnitt durch autologes Mundschleimhautgewebe. Wie eine Untersuchung nach drei
Monaten ergab, zeigte die Transplantate bei allen Versuchstieren neben einer
ausgezeichneten Vaskularisation keinerlei Schrumpfungstendenzen. Die Mund-
schleimhaut hatte sich somit vollstindig in die Harnr6hre integriert (Biirger et al. 1992).
Vergleichbare Resultate konnte eine japanische Forschungsgruppe erzielen. Sie
substituierten ebenfalls im Tiermodell (Hund) das komplette Urothel der Harnblase
durch natives Mundschleimhautgewebe. Auch hier wuchsen die Transplantate nicht nur
ohne Komplikationen im Urogenitaltrakt an, sondern konnten sogar das
Ursprungsgewebe funktionell ersetzen (lizuka et al. 1996). Auch bei der Verpflanzung
von Mundschleimhaut in die Harnblasen von Minischweinen integrierte sich das

transplantierte Material vollstindig in die Blasenwand (Filipas et al. 1999).
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Die ersten Versuche, humane Mundschleimhaut als freies Transplantat im Rahmen von
Rekonstruktionsmafinahmen beim Menschen einzusetzen (Dessanti et al. 1992; Duckett
et al. 1995), verliefen ebenfalls sehr erfolgreich. So wurden bei Patienten, die im
Rahmen von Harnrohren-Rekonstruktionen natives  Mundschleimhautgewebe
transplantiert bekamen, auBler einer Fistelbildung keine weiteren Komplikationen
wiéhrend der Nachsorge beobachtet (Dessanti et al. 1992). Auch die Korrekturen von
pediatrischen Harnr6hrenstrikturen unter Verwendung von autologem Mundschleim-
hautgewebe waren erfolgreich (Monfort et al. 1993).

Mit einer Inzidenz von 1:300 Geburten ist die Fehlbildung der Harnrohre, auch als
Hypospadie bezeichnet, die hdufigste Anomalie des mannlichen Genitale. Aufgrund der
vielfiltigen Behandlungsweisen werden immer haufiger Stimmen laut, ein
standardisiertes Behandlungskonzept mit einer geringen Komplikations- und
Reinterventionsrate zu etablieren. In den letzten Jahren ging man daher an der
Urologischen Klinik der Johannes Gutenberg-Universitit in Mainz neu Wege und
verpflanzte vermehrt im Rahmen von Hypospadie-Rekonstruktionen humane
Mundschleimhaut als freies Transplantat mit sensationellen Ergebnissen (Hohenfellner
et al. 1995, Fichtner et al. 1996). So wurden lediglich bei 12 Prozent des
Patientenstammes Komplikationen beobachtet, die eine postoperative Behandlung nach
sich zogen (Fichtner et al. 1998). Diese geringe Komplikationsrate konnte auch bei
anderen Forschungsgruppen beobachtet werden (z. B. Duckett et al. 1995). Im Zuge des
vermehrten Einsatzes der humanen Mundschleimhaut als freies Transplantat im
Urogenitaltrakt stellte sich die Frage, in wie weit eine intensive Urinexposition iiber
einen ldngeren Zeitraum die Tauglichkeit dieses Gewebes beeintrachtigte. Eine Mainzer
Arbeitsgruppe entfernte zu diesem Zweck die lokale Mucosa der Harnblasen von
Minischweinen und ersetzte das Areal durch ein humanes Haut- bzw.
Mundschleimhaut-Explantat. Wie die Untersuchung nach 7 Monaten ergab, zeigte das
Mundschleimhautgewebe im Gegensatz zum transplantierten Hautmaterial eine
geringere Entziindungsreaktion und Schrumpfung (Filipas et al. 1999). Durch
weiterfiilhrende immuncytochemische Untersuchungen konnten die Wissenschaftler
weiterhin die Expression von Cytokeratin 20 im Mundschleimhaut-Transplantat
nachweisen, das in der Regel nur ,,urothelspezifisch® exprimiert wird. Diese Resultate

unterstreichen die Eignung der Mundschleimhaut als Ersatz fiir Urothelgewebe.
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2.3 Aufbau der humanen Mundschleimhaut

Die humane Mundschleimhaut kleidet als inneres Gewebe die gesamte Mundhohle aus
und zeigt in ihrem Aufbau regionale Unterschiede. Der strikte histologische Aufbau 143t
eine Separation in Epithel, Bindegewebe (Lamina propria) und ,,Unterfiitterungs-
schicht* (Tela submucosa) erkennen. Die Mundschleimhaut ist an Wangen und Lippen
sehr dick (490 + 90 um) und am Mundboden besonders diinn (86 + 13 um) ausgepragt.
Das Epithel ist tiberall mehrschichtig und enthdlt Melanozyten, Langerhans-Zellen,
Merkelzellen sowie kleine Lymphozyten. Eine Verhornung (Stratum Corneum) besitzen
aufgrund ihrer massiven Beanspruchung nur das orale Gingivaepithel, das Epithel des
harten Gaumens und die Zunge. Im Gegensatz zu anderen Gewebetypen wird das
humane Mundschleimhautepithel sehr schnell regeneriert. Die Versorgung erfolgt tiber
das darunter liegende Bindegewebe, das neben feinen BlutgefdBen auch Lymphozyten
enthdlt. Die Verzahnung zwischen Epithel und Bindegewebe ist an mechanisch
beanspruchten Stellen (z. B. Oberrand der Gingiva, harter Gaumen) sehr fest. Dort ist
die Lamina propria nicht nur sehr derb, zell- und kollagenreich sondern auch direkt mit
dem Periost der angrenzenden Knochen verbunden. An Lippen, Wangen, Mundboden
und weichem Gaumen hingegen sind die subepithelialen Schichten reichlich mit
elastischen Fasern ausgestattet. Die humane Mundschleimhaut ist an vielen Stellen von
seromukosen Driisen durchsetzt (Glandulae labiales, Glandulae buccales, Glandulae
sulinguales, Glandulae palatinae). Eine optimale Inervation wird durch freie zum Teil
intraepitheliale Nervenfaserendigungen und die sogenannten ,,MeiBner“-Korperchen

bewerkstelligt.

Ein Besonderheit, die alle Epithelien so auch die Mundschleimhaut gemeinsam haben,
ist die Ausbildung einer Basalmembran (BM). Hierbei handelt es sich um eine
extrazelluldre Zellscheide, die an der Grenzfliche von Epithel und Bindegewebe
lokalisiert ist (Alberts et al. 1990). Die Funktionen von Basalmembranen sind vielfaltig.
Sie sind z. B. an elementaren Zellprozessen wie Zellwanderung und Zellstoffwechsel

beteiligt und haben einen direkten Einflu3 auf die Zellarchitektur.
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2.4 Zielsetzung

Klinische Erfahrungen und tierexperimentelle Ergebnisse stimmten optimistisch, die
humane Mundschleimhaut als freies Transplantat auch in der urologischen Chirurgie
einzusetzen. Limitierend ist bis dato aber noch ihre freie Verfiigbarkeit in der
Mundhohle. Es galt daher eine Moglichkeit zu entwickeln, welche die Anziichtung von
humaner Mundschleimhaut auflerhalb ihrer natiirlichen Umgebung erméglichte. Daher
waren in Anndherung an die gewebetypische Umgebungsbedingungen in der humanen
Mundhohle sowohl ein spezifisches Zellkultivierungssystem als auch eine besondere
Zellkultivierungstechnik zu etablieren. In einem zweiten Arbeitsschritt sollte durch
zusitzliche Modifikationen dieser neuartigen Methode eine in vitro Ziichtung von
physiologisch-intaktem und ausdifferenziertem Mundschleimhautgewebe in groBeren,
zusammenhdngenden Arealen ermoglicht werden. Die Entwicklung eines geeigneten
Zellkultivierungssystem erfolgte in Anlehnung an das in vitro Tumormodell von Dr. A.
Minchinton, das die Kultivierung von epithelialen Tumorzellen des Mammakarzinoms
(SiHa) iiber einen lidngeren Zeitraum erlaubte (zur Ubersicht siche Minchinton et al.
1996, Wilson et al. 1997, 1998).

Bei der Entwicklung einer spezifischen Zellkultivierungstechnik war zu beachten, daf3
physiologische Epithelzellen wihrend der Proliferations- und Differenzierungsphase, im
Gegensatz zu den etablierten Tumorzell-Linien epithelialen Ursprungs, intensiv mit
ihrer mesenchymaler Umgebung interagieren (z B. Smola et al. 1993; Limat et al. 1991
und 1996). Durch dieses Wechselspiel werden eine Vielzahl von ,,I6slichen Faktoren*
de novo synthetisiert bzw. hochreguliert, die fiir das Wachstum und die
dreidimensionale ~Struktur eines physiologisch intakten Gewebeverbands von
elementarer Bedeutung sind. Zu den wichtigsten Vertretern zéhlen die Integrine, die
maBgeblich an Zell- Zell- sowie Zell-Matrix-Interaktionen beteiligt sind (zur Ubersicht
siche Hynes, 1992; Breitkreutz et al. 1997; Graber et al. 1999). Des weiteren sind die
Interleukine/Cytokine  (Maas-Szabowski 1999, 2000) und die ,klassischen*
Wachstumsfaktoren zu nennen. Die Art und Weise, wie die Kommunikation zwischen
Epithel und Mesenchym in Detail vonstatten geht, ist noch nicht eindeutig geklirt. Nach
dem derzeitigen Forschungsstand ist wissenschaftlich fundiert, da es eine intensive
Beziehung zwischen dem epithelialen Wachstumsfaktor KGF (keratinocyte growth
factor) und dem Interleukin IL-1 gibt (z. B. Maas-Szabowski et al. 1996, 1999, 2000).
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Um eine physiologisch intakte Mundschleimhaut in vitro zu erhalten, miissen die
isolierten Epithel- und Bindegewebszellen einer Korperregion gemeinsam d. h. in Co-
Kultur geziichtet werden (Fusenig et al. 1983, 1994). Diese Kultivierungstechnik wurde
in der Vergangenheit bereits sehr erfolgreich zur Ziichtung von humaner Dermis am
Deutschen Krebsforschungszentrum (DKFZ) in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. N. E.
eingesetzt (Maas-Szabowski et al. 1999; Stark et al. 1999). Durch Weiterentwicklung
der organotypischen Co-Kultur ist es einem seiner Mitarbeiter gelungen, humane
Mundschleimhaut in sehr kleinen Arealen zu ziichten (Tomakidi et al. 1997). Dr. Pascal
Tomakidi, der diese Arbeit auch beratend unterstiitzte, setzte in seinem
»Schleimhautmodell® die organotypische Co-Kultur, bestehend aus dem die
Fibroblasten/-zyten enthaltenden Collagengel und den Keratinozyten) zentral auf eine
semipermeable Polycarbonatmembran, die zuvor auf einem Metallgitter plaziert und mit
serumhaltiger Nahrlosung benetzt wurde (sieche Abb. 2). Die Kultivierung erfolgt
anschlieBend in einer Multischale bei 37 °C und 5%iger (v/v) C0,-Atmosphére.

air-exposed
epithelium
collagen
fibroblast

grid
medium

Abb. 2: Schema des ,,Schleimhautmodells* (aus Journal of Peridontal Research: Tomakidi et al. 1997).

Aufgrund der erfolgreichen Resultate der letzten Jahren, sollte die Ziichtung der
humanen Mundschleimhaut in dieser Arbeit ebenfalls mit der organotypische Co-Kultur
erfolgen.

Um den physiologischen Bedingungen in der Mundhohle bei der Kultivierung in vitro
sehr nahe zu kommen, wurde auBerdem ein Phasengradient aus Medium und

Luft/Gasgemisch aufgebaut.
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Damit Probenmaterial in ausreichender Menge vorhanden war, wurden Kooperationen
mit der Urologischen Klinik in Mainz und der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie in
Mainz aufgebaut. Um die Gefahr einer Kontamination gering zu halten, sollten die
Entnahme und die Aufarbeitung des nativen Humangewebes unter sterilen Bedingungen

erfolgen.

Als Priparationsmethoden wurden sowohl die Explantat- als auch die FEinzel-
zellensuspensionstechnik gewéhlt und die Zellkultivierung wurde nach Riicksprache mit
dem Kooperationspartner Dr. P. Tomakidi (Mund und Kieferklinik, Heidelberg) mit der
organotypischen Co-Kultur durchgefiihrt (zur Ubersicht siehe Tomakidi et al. 1997).

Weiterhin waren Kenngréf3en zu erarbeiten, die eine Beurteilung der physiologischen
Integritdt dieser auferhalb des menschlichen Korpers kultivierten Mundschleimhaut
gewihrleisteten. Ein wichtiges Beurteilungskriterium war die Expression von
Cytokeratinen (CK). So sollten neben den differenzierungsspezifischen Cytokeratinen 4
und 13 auch das epithelspezifische Cytokeratin 14 mit der indirekten Immunfluoreszenz
nachgewiesen werden. Um die Ausbildung von interzellularen Strukturen zu
untersuchen, wurden die desmosomalen Vertreter Desmoglein 2 und Desmoplakin 1
und 2 in die Untersuchungen einbezogen. Neben diesen Komponenten des Cytoskeletts
sollten auch Bestandteile der extrazelluliren Matrix (ECM) immuncytochemisch
detektiert werden. Hierzu zéhlten Collagen Typ IV und Laminin, die als
Hauptbestandteile die Basalmembran aufbauen. Weiterhin wurden noch das
Adhiésionsmolekiil Fibronektin sowie der biochemische Marker Tenascin, die
ausschliefllich von mesenchymale Zellen exprimiert werden, zur Beurteilung der
physiologischen Integritdt herangezogen. Um das morphologische Gesamtbild zu
charakterisieren, wurden neben der Hématoxylin-Eosin-Farbung auch die PAS-
Reaktion eingesetzt, wobei sich mit letzterer Darstellung auch die Ausbildung einer

Basalmembran nachweisen lieB.

Eine Anziichtung von Gewebe/Zellen aullerhalb ihrer natiirlichen Umgebung birgt
mitunter groBe Risiken, die sich z. B. auch in Mutationen manifestieren und zur

Entstehung von Tumoren fithren konnen (z. B. Boukamp et al. 1988; Fusenig et al.
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1998; Javaherian et al. 1998). Um das Auftreten von genetischen Alterationen bei den
isolierten Epithel- und Bindegewebszellen zu untersuchen, muflte ein geeigneter
Testparameter gefunden werden. Die Wahl fiel auf das Tumorsuppressorgen p53 bzw.
sein Produkt, das von allen Zellen konstitutiv exprimiert wird und vielfdltige
Funktionen im Zellstoffwechsel ausiibt. Da p53 in mehr als der Hilfte von allen
bekannten humanen Tumoren in mutierter Form vorliegt, wird dieser Marker bereits in
der medizinischen Diagnostik routineméfig eingesetzt. Die mutationsanalytischen
Untersuchungen erfolgten mit der SSCP-Analyse sowie der Sequenzierungsmethode

nach Sanger.

Die Ziele der vorliegenden Untersuchung lassen sich daher abschlieend wie folgt

zusammenfassen:

I Etablierung einer organotypischen Kultur fiir die Mundschleimhaut des

Menschen aus nativem Primdrgewebe

II Beurteilung der Differenzierung der geziichteten Mundschleimhaut iiber das

Expressionsmuster biologischer Marker

III Entwicklung einer Kultivierungstechnik zur Ziichtung grofer Areale aus

kiinstlicher Mundmukosa

v Abschitzung der Mutagenitétsgefahr durch die Kultivierungsbedingungen unter

Verwendung einer molekularen Mutagenititsanalyse.
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3 Material und Methoden

3.1 Allgemeine Arbeitstechniken der Zellkultur

3.1.1 Steriles Arbeiten

Sofern nicht sterile Einmalartikel Verwendung fanden, wurden die Glasflaschen
heiBluftsterilisiert (180 °C fiir 4 h, Sterilisator TK2/56, Dipl. Ing. W. Ehret GmbH,
Emmendingen). Bei allen anderen GefdBlen und hitzestabilen Losungen erfolgte die
Sterilisation durch Autoklavieren geméfl der Programmvorschrift des verwendeten
Gerites (Tuttnauer ELV5050, Systec, Wettenberg); eine Entkeimung der thermolabilen
Fliissigkeiten wurde durch Sterifiltration erzielt (Sterilfilter mit Porenweite 0,2 pm,
Satorius, Gottingen). Die sterilen Arbeiten fanden unter der Verwendung von
Einmalhandschuhen an der Sicherheitswerkbank (BSB 3A, Gelaire Flow Laboratories,
Meckenheim) nach sorgfiltiger Desinfektion der Arbeitsfliche mit 70%igem (v/v)
Isopropanol (Ethylalkohol, Vogel, Mainz) statt.

3.1.2 Kultivierung von Zellen im Monolayer

Die Kultivierung von Zellen im Monolayer erfolgte standardgemiB3 in speziellen
strahlensterilisierten Zellkulturflaschen (Falcon, Fisher Scientific, Nidderau) mit einer
Kulturfliche von 75 ¢m?” in 15 ml serumhaltigen Mediums bei einer Einsaatdichte von
1x10° Zellen und einer Dauer von 7 Tagen. Wihrend dieser Zeit bildete sich ein
zusammenhdngender Zellrasen aus, d. h. die Zellen erreichten den Zustand der
Konfluenz. Um die Zellen in Kultur zu halten, muflten sie durch Trypsinierung
passagiert bzw. subkultiviert werden. Hierzu wurde die Nahrlosung entfernt und die
Kulturflasche sorgféltig mit 15 ml steriler phosphatgepufferter Kochsalzlosung (PBS-
Puffer, Rezept siehe 7.3) gespiilt, um alle serumhaltigen Riickstinde, die sich stérend
auf die Enzymwirkung auswirken, zu entfernen. Nach Zusatz von 3.0 ml der
Proteaselosung Trypsin/EDTA  (0,25%/0,02%, Sigma, Deisenhofen) folgte die
Inkubation bei 37 °C (Brutschrank). Nach einer Inkubationszeit von maximal 5 min
zeigte die mikroskopische Kontrolle (Phasenkontrast-Inversmikroskop, Olympus,

Hamburg) bereits eine Ablosung der Zellen vom Flaschenboden. Die Enzymreaktion
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wurde durch Zugabe von 5 ml serumhaltiger Néhrlosung beendet, worauf die Zellzahl
pro Milliliter unter Verwendung eines Cellcounters (Casy Analyser System, Casy 1,

Schirfe System, Reutlingen) bestimmt wurde.

3.1.3 Anlegen und Auftauen von Dauerkulturen

Um isoliertes Zellmaterial mit niedriger Passagenzahl zu sichern, mufiten Dauerkulturen
angelegt werden. In einem sterilen Dauerkulturgefil (2.0 ml, Nunc, Wiesbaden)
wurden 1 ml Zellsuspension (2-4x10° Zellen/ml) mit 100 ul Dimethylsulfoxid (DMSO,
Sigma, Deisenhofen) sorgfiltig vermischt, 8 h bei —20 °C inkubiert und iiber Nacht bei
—70 °C zwischengelagert. Die eingefrorene Probe wurde am nichsten Tag in fliissigen
Stickstoff tiberfiihrt und in einem speziellen Vorratsbehilter (Dewar) bei —178 °C
aufbewabhrt.

Beim Auftauen der Dauerkultur muBlte ziigig gearbeitet werden, da das kryoprotektive
Agens DMSO bei Raumtemperatur die Zellmembranen irreparabel schadigt und
dadurch die Ausbeute an lebensfahigen Zellen empfindlich beeinfluflt. Das
Kryor6hrchen wurde vorsichtig aus dem Dewar herausgenommen und bei
Raumtemperatur solange inkubiert, bis die Zellsuspension nahezu vollends aufgetaut
war. Nach der sorgfiltigen Desinfektion des DauerkulturgefiBBes mit 70%igem
Ethylalkohol erfolgten die weiteren Arbeitsschritte unter sterilen Bedingungen. Nach
dem Aufschrauben des Kryordhrchens konnten die Zellen nach Abflammen des
GefdBrandes in eine 75 cm?-Zellkulturflasche pipettiert und mit 15 ml serumhaltiger
Néhrlosung versorgt werden. Nach 8 h und 24 h wurde ein Mediumwechsel
durchgefiihrt, um vorhandene Zellfragmente (Zelltriimmer) und eventuelle Riickstinde

des kryoprotektiven Agens DMSO vollstindig zu entfernen.



3 Material und Methoden 15

3.2. Gewinnung von Zellen aus der humanen Mundschleimhaut

3.2.1 Herkunft des humanen Gewebematerials

In dieser Dissertation fanden ausschlieflich primdre Bindegewebs- und Epithelzellen
Verwendung, deren Isolierung aus humanen Mundschleimhaut-Biopsien der Wange
erfolgte. Das Gewebematerial (5x5 mm?) wurde unter sterilen Bedingungen in der
Urologischen Universitétsklinik und der Mund- und Kieferklinik in Mainz entnommen
und bis zu ihrer weiteren Verarbeitung in einem 15 ml Zentrifugenréhrchen (Falcon,
Fisher Scientific, Nidderau) in der sterilen Ndhrlosung DMEM bei 4 °C gelagert.
Hierbei handelte es sich um DULBECCO’s Modification Eagle’s Medium (DMEM,
Sigma, Deisenhofen), in Anreicherung mit 10 % (v/v) fetalem Kélberserum Cosmic
Calf (CC, Hyclone, Greiner, Frickenhausen), 100 IU/ml Penizillin und 100 IU/ml

Streptomycin (Sigma, Deisenhofen).

3.2.2 Gewinnung von Epithelzellen

Die entnommene Mundschleimhaut wurde zundchst an der sterilen Werkbank in
70%igem Alkohol desinfiziert und sorgfaltig in sterilem, einfach konzentrierten PBS-
Puffer (Rezept siche 7.4) gewaschen. Mit feinen sterilen Scheren und Pinzetten
(Aesculap, Tuttlingen) erfolgte die Trennung in Epithel- und Bindegewebe. Das Epithel
wurde anschlieBend mechanisch zerkleinert, bis eine schleimige Masse entstand. Die
Zugabe von 3 ml Protease Dispase Grade II (Roche, Mannheim) unterstiitzte die
Isolierung epithelialer Einzelzellen. Nach Uberfiihrung der Zellsuspension in ein 50 ml
Zentrifugenrohrchen (Falcon, Fisher Scientific, Nidderau) erfolgte die 30miniitige
Inkubation bei 37 °C (Brutschrank). Die Enzymreaktion wurde anschlieBend durch
Uberschichten mit FADiompiert beendet. Bei dieser Ndhrlosung handelte es sich um ein
komplexes Gemisch, das die Bediirfnisse der epithelialen Mundschleimhautzellen
optimal beriicksichtigt (Rezept siche 7.4). Nach einer 10miniitigen Zentrifugation mit
1200 rpm bei Raumtemperatur in der Megafuge 1.0 R (Heraeus, Hanau) wurde das
Zellpellet erneut in diesem Nihrmedium resuspendiert und in einer kleinen
strahlensterilisierten Gewebekulturflasche (Fassungsvolumen: 25 cm?’, Falcon, Fisher

Scientific, Nidderau) ausplatiert.
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3.2.3 Gewinnung von Bindegewebszellen (Fibroblasten/-zyten)

Das bei der Préparation des Epithels anfallende Bindegewebe wurde mechanisch grob
zerkleinert. Die erhaltenen Gewebestiicke lieBen sich anschlieBend mit geringem
Abstand ebenfalls in eine kleine Gewebekulturflasche (Fassungsvolumen 25 cm?”) unter

Zugabe von 1,5 ml der serumhaltigen Nahrlosung DMEM plazieren.

3.2.4 Kultivierung der humanen Mundschleimhautzellen

Die Kultivierung der Zellexplantate erfolgte bei 37 °C in einer wasserdampfgesittigten
Luft-Atmosphére mit 5% (v/v) CO,-Anteil in einem Brutschrank (Heraeus, Hanau). Die
Medienwechsel (FADyompler bei  den Epithelzellen bzw. DMEM bei den
Bindegewebszellen) fanden bis zum Auswachsen der ersten Zellen 2x wochentlich statt;
danach erfolgte der Austausch der Niahrlosungen 3x in der Woche. Bei Konfluenz
mufiten die Humanzellen vom Flaschenboden abgelost und in eine groBere
Gewebekulturflasche umgesetzt werden. Nach Abpipettieren der Néhrlosung wurde
hierzu die Kulturflasche sorgfiltig mit sterilem PBS-Puffer (Rezept siehe 7.3) gespiilt.
Es folgte die Enzymbehandlung (Trypsinierung) mit 2,0 ml der Trypsin/EDTA-L&sung.
Nach beenden der Enzymreaktion durch Medienzugabe (5 ml) wurden die noch in der
Zellsuspension enthaltenen Gewebeexplantate unter Verwendung eines Zellsiebs
(Falcon, Fisher Scientific, Nidderau) entfernt. Vorsichtiges Auf- und Abpipettieren
dienten zur Auflésung noch vorhandener Zellaggregate. Die resultierenden Einzelzellen
wurden in einer neuen Zellkulturflasche (Falcon, Fisher, Nidderau) mit einer

Kulturfliche von 75 cm” ausgesit.

Fir die organotypischen Co-Kulturen fanden nur Zellpopulationen mit niedriger
Passagenzahl Verwendung. Bei den Fibroblasten/-zyten (Bindegewebszellen) waren
dies die Passagen 4-6, wihrend die epithelialen Mundschleimhautzellen ausschlielich

aus der zweiten Passage genommen wurden.
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3.3 Organotypische Co-Kultur

3.3.1 Zusammensetzung der organotypischen Co-Kultur

Die organotypische Co-Kultur setzt sich im allgemeinen aus zwei unterschiedlichen
aber miteinander interagierenden Zellpopulationen eines Gewebetypus zusammen. In
dieser Dissertation handelte es sich um die Epithel- und Bindegewebszellen der
humanen Mundschleimhaut. Einem Collagengel wurden zunéchst die isolierten
Fibroblasten/-zyten zugesetzt, die &hnlich den physiologischen Verhéltnissen ein
weitverzweigtes Netzsystem ausbildeten. Hierauf plazierte man die isolierten humanen
Epithelzellen, deren Versorgung u.a. mit Néhrstoffen und Wachstumstaktoren durch das

darunter liegende Fibroblasten-Collagengel (,,Fiitterschicht*) erfolgte.

3.3.2 Vorbereitung der humanen Bindegewebszellen

Die aus der humanen Mundschleimhaut isolierten Bindegewebszellen wurden einer
Trypsinbehandlung (siehe Kapitel 3.1.2) unterzogen, in 5 ml serumhaltiger Néhrlosung
DMEM (zur Zusammensetzung des Mediums siehe 7.4) resuspendiert und gezéhlt
(Cellcounter). Fiir die organotypische Co-Kultur mufite eine Zellzahl von 1x10° pro
Milliliter eingestellt werden. Die Zellsuspension wurde anschlieend in ein 50 ml
Zentrifugenrohrchen (Falcon, Fisher Scientific, Nidderau) iiberfiihrt und bis zum Rand
des Reaktionsgefifles (Marke 50) mit serumhaltigen DMEM f{iberschichtet. Nach der
Zentrifugation (10 Minuten bei 1200 rpm, Raumtemperatur) und der Entfernung des
Uberstandes erfolgte die Resuspendierung des Zellpellets in einer geringen Menge
Cosmic Calf-Serums. Der letzte Arbeitsschritt bestand in der Zugabe der Serum-

Zellsuspension unter Vermeidung von Luftblasen zum Collagengel.

3.3.3 Herstellung des Collagengels

Um die Gefahr einer Kontamination so gering wie moglich zu halten, erfolgte die
Herstellung des Collagengels an der sterilen Werkbank. Die einzelnen Komponenten
und Konzentrationen sowie ihre prozentualen Volumenanteile sind in der

nachfolgenden Tabelle 1 aufgelistet.
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Tabelle 1: Zusammensetzung des Collagengels der organotypischen Co-Kultur

Komponente Konzentration Volumenprozente
Collagen Typ I 4 mg/ml 75
HANK’s Salzlosung gebrauchsfertig 10
Cosmic Calf (CC) gebrauchsfertig 15
Fibroblasten/-zyten 1,5x10° Zellen/ml CC -
(im CC bereits enthalten)

Auf Eis wurden zunéchst das Collagen (Collagen Typ I, IBF, Leipzig) und die ,,Salze*
(HANK’s Salze, Seromed, Berlin) vorsichtig miteinander vermischt. Eine Verlagerung
des pH-Wertes der Gellosung in den neutralen Bereich erfolgte Zugabe von 5 M NaOH
(Sigma, Deisenhofen, Rezept siche 7.4), die auBlerdem zum Farbumschlag des
Indikators der Salzlosung von gelb nach rot fiihrte. Nach Zugabe des bovinen Serums
mit den darin enthaltenen Fibroblasten/-zyten wurde ein definiertes Volumen der
Gellosung (0,23 ml kleine Box; 2,5 ml groe Box) luftblasenfrei in spezielle
Membraneinsitze (siche Kapitel 3.3.5: ,,Kleine Box*: Millicell® Culture Plate Inserts,
Millipore, Eschwege, ,,Groe Box*“: Nunc Tissue Culture Inserts PC™, Nunc,
Wiesbaden) gegossen, die man zuvor in sterile Petrischalen iiberfiihrt hatte. Diese
Membraneinsétze trugen an ihrer Unterseite eine semipermeable Membran (Biopore™
oder Polycarbonat). Das Auspolymerisieren des Gels erfolgte bei 37°C (Brutschrank)
und bendtigte 1 h. Nach Sittigung des erstarrten Fibroblasten-Collagengels mit der
Nahrlosung FADyompier Wurden die Gele bei 37 °C im Brutschrank gelagert. In den
nachfolgenden 24-72 h richteten sich die Fibrobasten/-zyten parallel aus und es erfolgte

die Zugabe der humanen Mundschleimhaut-Epithelzellen.
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3.3.4 Vorbereitung der humanen Mundschleimhaut-Epithelzellen

Die aus der humanen Mundschleimhaut isolierten und bereits einmal passagierten
Epithelzellen wurden nach Erreichen der Subkonfluenz (Zustand unmittelbar vor der
Konfluenz) zundchst durch Proteasebehandlung mit Trypsin/EDTA  von
Kulturflaschenboden abgelost (Trypsinisierung). Die Bestimmung der exakten Zellzahl
erfolgte wiederum unter Verwendung des Zellcounters. Fiir die organotypische Co-
Kultur muBlten die epithelialen Mundschleimhautzellen in Relation zu den Fibroblasten
in 4fachen UberschuB und geringem Anteil der N&hrlosung FADyomplet €ingesetzt
werden. Vor der Zugabe der isolierten Epithelzellen mufite das Medium komplett von
dem Fibroblasten-Collagengel abgezogen werden. Die sich anschlieBende 24stiindige
Inkubation bei 37 °C in einer wasserdampfgesittigten Luft-Atmosphére mit einem 5%
(v/v) CO,-Anteil diente dem Adhérieren der epithelialen Zellen. Hiernach wurden die
Membraneinsétze mit den organotypischen Co-Kulturen unter sterilen Bedingungen in
die neu entwickelten dreidimensionalen Zellkultivierungssysteme tliberfiihrt (siche Abb.

3).

Gasphase
" der Box

Organotypische Co-Kultur

_ oberer

Epithel __| Y Boxeneinsatz

s e e ———

Silikonring —_ o e e ]
i ———— i 2T B
4‘_":"_3:::
Collagengel mit — _ ey
Fibroblasten /-zyten Ea untcr_cr
g = : ~ Boxeneinsatz
Kultur- ] ey — — |~
medium / \ Membraneinsatz
Biomembran \,
Magnet-
riihrfisch

Abb. 3: Membraneinsatz mit organotypischer Co-Kultur fiir das Zellkultivierungssystem

,,Kleine Box“.
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3.3.5 Dreidimensionale Zellkultivierungssysteme

In Anlehnung an das System von Minchinton (Minchinton et al. 1996; Wilson et al.
1997 und 1998) wurden zwei dreidimensionale Zellkultivierungssysteme entwickelt, die
unter definierten Bedingungen die Kultivierung von Zellen iiber einen ldngeren

Zeitraum auf beschichteten Membraneinsatzen erlaubten.

3.3.5.1 Zellkultivierungssystem ,,Kleine Box“

13

Abb. 4: Bestandteile des dreidimensionalen Zellkultivierungssystem ,,Kleine Box“.

Legende

A: Gehéuse

B, C: unterer und oberer Boxeneinsatz

D: Membraneinsatz mit Silikonring (Ring dient der Fixierung in den Boxeneinsétzen)
E: Magnetriihrfisch

F, G: Anschliisse fiir die Begasung; F: Zufiithrung und G: Ableitung
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Die speziellen Membraneinsdtze mit den organotypischen Co-Kulturen humaner
Mundschleimhautzellen muften an der sterilen Werkbank mit autoklavierten
Silikonringen (ERWE, Mainz) versehen und durch zwei Polyacrylhalterungen in der
Box fixiert werden. Auf diesen Boxeneinsitzen lassen sich bis zu 6 organotypische Co-
Kulturen gleichzeitig ziichten. Nach Zugabe der Nahrlosung bis zum Rand des unteren
Acrylglaseinsatzes und dem VerschlieBen der Box wurde das dreidimensionalen
Zellkultivierungssystem in dem auf 37 °C vorgewidrmten Brutschrank auf einem
Magnetrithrer plaziert und {tber Fittings (Latek, Eppelheim) an ein externes

Begasungssystem angeschlossen.

Abb. 5: Darstellung des dreidimensionalen Zellkultivierungssystem ,,Kleine Box* vor Versuchsbeginn.

Wie aus Abbildung 5 hervorgeht, wird das System wéhrend der Kultivierung nur bis
zum Rand des unteren Boxeneinsatzes mit Nahrlosung gefiillt. Hieraus resultiert priméir
eine Phasen-Grenze zwischen der Luft bzw. dem Gasgemisch und dem
Kultivierungsmedium in der dreidimensionalen Box. Vergleichbare Verhiltnisse

herrschen auch unter physiologischen Bedingungen in der Mundhdohle.
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3.3.5.2 Zellkultivierungssystem ,,Grofle Box*
Zusitzlich wurde ein System entwickelt, das die Ziichtung von organotypischen Co-
Kulturen humaner Mundschleimhautzellen auf speziellen Membraneinsitzen in

groBeren, zusammenhédngenden Arealen erlaubte (siche Abb. 6 und Abb. 7).

Abb. 6: Bestandteile des dreidimensionalen Zellkultivierungssystem ,,Grof3e Box*.

Legende

A: Gehéuse

B, C: unterer und oberer Boxeneinsatz

D: Membraneinsatz mit Silikonring (Ring dient der Fixierung in den Boxeneinsétzen)
E: Magnetriihrfisch

F, G: Anschliisse fiir die Begasung; F: Zufiihrung und G: Ableitung

H: Anschlisse fiir den Einsatz als Perfusionsmodell
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Die Handhabung dieses dreidimensionalen Zellkultivierungssystems entsprach dem der

»Kleinen Box* mit der Ausnahme, dal} aufgrund der Grofle der Membraneinsitze die
Fixierung mit Silikonringen nicht erforderlich war. Die verwendeten Membraneinsitze
hatten einen Durchmesser von 2,5 cm, woraus sich eine freie Kulturgrundfldche von ca.
4,9 cm?” ergab (rechnerisch ermittelt). Dieses dreidimensionale Zellkultivierungssytem
wurde zudem mit zwei speziellen Vorrichtungen ausgestattet, die einen gleichzeitigen
Einsatz als Perfusionsmodell moglich machen. Entsprechende Versuche waren aber

nicht mehr Bestandteil dieser Dissertation.

Abb. 7: Darstellung des dreidimensionalen Zellkultivierungssystem ,,Groe Box* im ,,aktivierten*

Zustand.

3.3.6 Kulturbedingungen

Mit einer Rate von 2 ml/min durchstromte ein Gasgemisch aus 90% (v/v) Stickstoft, 5%
(v/v) Sauerstoff und 5% (v/v) Kohlendioxid die Kammer. Eine Aquilibrierung von Gas-
und Fliissigkeitsphase konnte durch permanentes Rithren (Magnetriihrer, Variomag HP-

System, Miinchen) erreicht werden.
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Als Nihrlosung wurde FADyomplerr verwendet, wobei ein Mediumwechsel in den beiden
dreidimensionalen Zellkultivierungssystemen ab dem vierten Kultivierungstag bis zum

Ende des Versuchs 2mal wochentlich stattfand.

3.3.7 Einfrieren der organotypischen Co-Kulturen

Die Entnahme der Proben (organotypische Co-Kulturen mit ihrem Membraneinsatz)
erfolgte an definierten Kultivierungstagen unter sterilen Bedingungen. Um weitere
Untersuchungen (Histochemie, Immunfluoreszenz) durchfithren zu kénnen, waren die
organotypischen Co-Kulturen einzufrieren und Kryoschnitte anzufertigen. Der
entnommene Membraneinsatz mullite daher sowohl von der Unter- als auch von der
Oberseite mit dem Einbettungsmittel Tissue Tek (Vogel, Giellen) liberschichtet werden,
wobei ein auf —70 °C gekiihltes Metallstiick als Unterlage diente. Die Gewebeproben
verblieben flir mindestens 1 h bei —70 °C und konnten anschlieBend weiterverarbeitet

werden oder alternativ bei gleicher Temperatur gelagert werden.

3.3.8 Reinigung der dreidimensionalen Zellkultivierungssysteme

Da die entwickelten Zellkultivierungssysteme (d. h. die Boxen sowie deren Einsétze)
aus Griinden der Transparenz aus Acrylglas gefertigt wurden, durften sie nicht mit den
herkémmlichen Steriltechniken (Autoklavieren, HeiBluftsterilisieren) keimfrei gemacht
werden. Es mufte daher ein neues Reinigungskonzept entwickelt werden, das eine
hinreichende Sterilitit der Zellkultivierungssysteme gewéhrleistete. Im Detail wurden
die Boxen bzw. ihre Einsdtze flir 48 h in einer konzentrierten Lauge aus Spiilmittel
(,,Citro*; Luhns, Wuppertal) gegeben und anschlieBend unter flieBenden, heilem
Leitungswasser so lange gereinigt, bis keine Riickstinde des Detergens mehr sichtbar
waren. Durch nachfolgendes intensives Wissern mit destilliertem Wasser lieBen sich
Kalk und andere Riickstdnde (z. B. Salze) sehr gut entfernen. Die einzelnen Bestandteile
der beiden Boxen wurden auf der sterilen Werkbank iiber Nacht getrocknet. Am
nichsten Tag erfolgte der Zusammenbau des Zellkultivierungssystems, das sorgfiltig
mit Aluminiumfolie verpackt wurde. Es folgte eine abschlieBende 72stiindige

Inkubation in dem auf 75 °C vorgeheizten Trockenschrank.
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Die Anschliisse der Boxen fiir das Begasungssystem (,,Fittings*) wurden mit 70%igem
Ethylalkohol sorgfiltig gereinigt und auf der sterilen Werkbank getrocknet. Bei den
Begasungsschlduchen und den dazugehérenden Adaptern handelte es sich um sterile
Einmalartikel eines herkommlichen Blutentnahmesystems ,Butterfly” (Braun,
Melsungen). Sie wurden nach Versuchsende vorschriftsmidBig entsorgt und bei

Versuchsbeginn durch neues Material ersetzt.

Die Reinigung der Magnetriihrfische und Silikonringe (,,Kleine Box*) erfolgte in zwei
Arbeitsschritten. Zundchst wurden die Bestandteile in 70%igen Ethanol sorgfiltig
gespiilt und abschlieBend durch Autoklavieren (120 °C, 20 Minuten) keimfrei gemacht.

3.4 Anfertigung von Gefrierschnitten

Die bei —70 °C konservierten organotypischen Co-Kulturen wurden bereits am Vortag
bei —20 °C deponiert. Um Gefrierschnitte anfertigen zu konnen, muflte zunéchst das
geziichtete Gewebematerial aus dem Membraneinsatz herausgeldst werden. Dies
geschah durch Ausstanzen unter Verwendung eines Korkbohrers (Fisher Scientific,
Nidderau). Die ausgestanzten Préparate wurden anschlieBend hochkant mit einer
geringen Menge des Einbettungsmittels Tissue Tek in der Mitte der Objekthalterhiilse
(Slee, Mainz) fixiert und fiir 30 min bei —25 °C im Kryostaten (Slee, Mainz)
aquilibriert. Die danach angefertigten Gefrierschnitte hatten eine Dicke von 10 um und
wurden zentral auf einen Objekttrager (Superfrost, Menzel-Glidser, Braunschweig)
aufgezogen. Fiir die nachfolgenden Untersuchungen fanden nach einer Bewertung im

Mikroskop lediglich die besten Gewebeschnitte Verwendung.

Um eine Vergleichskontrolle zu haben, waren Gefrierschnitte gleicher Dicke aus
humanen Mundschleimhaut-Biopsien anzufertigen. Das Nativmaterial wurde zunichst
in PBS-Puffer so lange gewaschen, bis jegliche Reste des Indikators Phenolrot aus der
Néhrlosung entfernt waren. Um die Gewebeprobe optimal auszurichten, wurde
Naturkork (Baumarkt) als Gefrierunterlage verwendet. Das Einfrieren des
Humangewebes mufite sehr schonend erfolgen, damit der locker strukturierte
Gewebeverband keinen Schaden nahm. Zu diesem Zweck wurde das humane
Nativpriparat komplett mit dem Einbettungsmittel Tissue Tek iiberschichtet und iiber

,vorgekiihltem* Isoamylalkohol (Sigma, Deisenhofen) langsam eingefroren.
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Fiir die histologischen Untersuchungen wurden die Gefrierschnitte mindestens 48 h bei
Raumtemperatur luftgetrocknet. Um eine immunhistologische Charakterisierung
durchzufiihren, mufiten die 10 um dicken Gewebeschnitte zusdtzlich mit Aceton (Roth,
Karlsruhe) 20 min fixiert und fiir weitere 2 Tage bei Raumtemperatur luftgetrocknet

werden.

3.5 Histologische Charakterisierung

3.5.1 Hamatoxylin/Eosin-Fiarbung

Zur Beurteilung des morphologischen Gesamtbildes des in vitro geziichteten
organotypischen Co-Kulturen wurde die Hédmatoxylin/Eosin-Fiarbung (H/E-Farbung)
eingesetzt. Die luftgetrockneten Gefrierschnitte wurden kurz in destilliertem Wasser
und Leitungswasser gespiilt und anschlieBend 1 min in MAYER s saurem Hamatoxylin
(Merck, Darmstadt) angeférbt. Dieser Kernfarbstoff reagiert aufgrund seines basischen
Charakters mit den negativ geladenen Phosphatgruppen der Desoxynukleinsidure des
Zellkerns (Chromatin) zu einem blau-violetten Farbkomplex. Die nachfolgende
Sminiitige Inkubation in warmen Leitungswasser diente dem Fixieren des verwendeten
Farbstoffs (Blduen). Anschliefend muflte mit destilliertem Wasser gespiilt werden, um
vorhandene Kalkriickstdnde des Leitungswassers zu entfernen und um einen neutralen
pH-Wert einzustellen. Zur Kontrastierung des Cytoplasmas gegen den gefarbten Kern
wurde in einem zweiten Schritt der in die Fluorescein-Gruppe gehorende Farbstoff
Eosin (Merck, Darmstadt, Rezept siehe 7.3) verwendet. Aufgrund seines schwach
sauren Charakters ist Eosin in der Lage, mit basischen Strukturen des Plasmas eine
chemische Verbindung einzugehen und einen roten Farbkomplex zu bilden. Die
Inkubationszeit betrug 20 Sekunden. Es schloB sich die Differenzierung der
Gewebeschnitte mit HCIl-Alkohol (Zusammensetzung siehe 7.3) unter stindiger
mikroskopischer Kontrolle an. Um die Prédparate haltbar zu machen, mufiten sie
zundchst entwéssert werden. Dies geschah mit Hilfe einer aufsteigenden Alkoholreihe
(60%, 70%, 80%, 96% und 100%, Roth, Karlsruhe) Nach dem Konservieren in
100%igen Alkohol (2x5 min) durchliefen die histologischen Gewebeschnitte drei Biader

mit dem Fixierungsmittel Xylol (Roth, Karlsruhe), wobei die Inkubationszeit jeweils 3
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Minuten betrug. Im letzten Arbeitsschritt erfolgte das Eindeckeln mit XEM-Mount

(Vogel, GieBen; Deckgliser 18x18 mm?”, Menzel-Glaser, Braunschweig).

3.5.2 PAS-Firbung

Mit Hilfe der PAS-Reaktion (Periodic Acid-Schiff’s Reaction) wurde in dieser
Dissertation die Ausbildung einer Basalmembran lichtmikroskopisch nachgewiesen.
Die Farbung beruht auf der roten Darstellung von zwei dicht gelagerten
Aldehydgruppen mit Hilfe der fuchsinschwefligen Séure ( SCHIFF’s Reagenz, Merck,
Darmstadt). Thre Spezifitit liegt in der gezielten Hydrolyse von Kohlenhydraten durch
Einsatz von Perjodsdure (Sigma, Deisenhofen), wobei aus 1,2-Glykolgruppen (HOCH-
CHOH) Aldehydgruppen entstehen. Der Vorteil der Perjodsdure besteht darin, daf3 die
Reaktion bei der Bildung der Aldehyde endet, was die Entstehung von
Carboxylgruppen durch weitere Oxidationsprozesse verhindert. Eine positive Reaktion
zeigte sich in einer charakteristischen Rotfarbung. Die einzelnen Arbeitsschritte der
PAS-Férbung entstammten dem Leitfaden ,,Histologische Technik* (Burck et al. 1982).
Im Detail wurden die acetonfixierten Gefrierschnitte (zur Anfertigung siehe 3.4) kurz in
destilliertem Wasser gespiilt und einer 10miniitigen Hydrolyse in 0,5-0,8%iger
Perjodsdure (Rezept siehe 7.3) unterzogen. Durch Waschen mit Leitungs- und
destilliertem Wasser (jeweils 10 min) lieBen sich Reste der Sdure entfernen, wobei sich
und der pH-Wert in den neutralen Bereich verlagerte. AnschlieBend wurden die
Gefrierschnitte eine halbe Stunde mit SCHIFF’s Reagenz inkubiert. Der nichste
Arbeitsproze3 diente dem Fixieren der Aldehydgruppen. Dies geschah durch
mehrmaliges Spiilen (3x2 min) in Natriummetabisulfit (Sigma, Deisenhofen; Rezept ist
im Anhang unter Punkt 7.3 aufgefiihrt). Die Gewebeschnitte mufiten wiederum 10 min
in Leitungswasser gespiilt werden, bevor die Kernfirbung mit MAYER’s saurem
Héamatoxylin erfolgte. Die nachfolgenden Arbeitsschritte umfafiten das Blduen in
Leitungswasser, das Dehydrieren unter Verwendung einer aufsteigende Alkoholreihe,
das Konservieren der Priparate in reinem Ethanol sowie das abschlieBende Fixieren mit
Xylol. Nach dem Uberschichten mit XEM-Mount wurden die Gewebeschnitte mit
einem Deckglas (18x18 mm?; Menzel-Gliser, Braunschweig) luftblasenfrei versiegelt

und bei Raumtemperatur gelagert.
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3.6 Immuncytochemische Charakterisierung

3.6.1 Allgemeine Bedeutung von Differenzierungsmarkern

Die Zelldifferenzierung, eine wichtige Voraussetzung fiir die Integritit eines jeden
Gewebes, geht nicht nur mit morphologischen Zellverdnderungen einher, sondern zeigt
sich auch in der Synthese von speziellen, biochemischen Markern. So werden im Laufe
dieses Prozesses neben Bestandteilen des Cytoskeletts (Cytokeratine) und des basalen
Zellkompartiments auch Komponenten der extrazelluliren Matrix (ECM) und
Basalmembran (BM) synthetisiert. Um die physiologische Integritit der in vitro
geziichteten humanen Mundschleimhaut zu beurteilen, waren geeignete Kriterien
hinsichtlich der Zelldifferenzierung zu erarbeiten. Es wurde daher ein System
immuncytochemischer Parameter zusammengestellt, das neben der Cytokeratin-
expression, auch Bestandteile des Cytoskeletts und der extrazelluldren Matrix enthielt.
Die nachfolgende Tabelle 2 gibt einen Uberblick der eingesetzten Antikdrper und die

Lokalisation des entsprechenden Antigens im Gewebe.

Tabelle 2: Antikorper der immuncytochemischen Charakterisierung und ihre ,,Wirkungsstatte*

Primirantikorper

Lokalisation im Gewebe

Basisliteratur

Cytokeratin 14, LL002
Cytokeratin 4, 6B10
Cytokeratin 13, Ks13.1
Laminin
Collagen Typ 1V, 1042
Desmoglein 2
Desmoplakin 1&2

Fibronectin

Tenascin

Epithel
Epithel der Mundschleimhaut
Epithel der Mundschleimhaut
extrazellulire Matrix (ECM)
ECM, Basalmembran
Desmosomen
Desmosomen
Bindegewebe

Bindegewebe

z. B. Moll et al. 1982

z. B. Moll et al. 1982

z. B. Moll et al. 1982

z. B. Haas et al. 1994

z. B. Yurchenco et al. 1994
z. B. Alberts et al. 1990
z. B. Alberts et al. 1990
z. B. Hynes 1990

z. B. Erickson 1993

Anm.: LL002, 6B10, Ks13.1 und 1042 beschreiben den spezifischen Klon des verwendeten Antikorpers.
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3.6.2 Indirekte Immunfluoreszenz (I1F)

Alle immuncytochemischen Untersuchungen wurden mit der Indirekten
Immunfluoreszenz (IIF) an acetonfixierten Gefrierschnitten in der feuchten Kammer
durchgefiihrt. Das Reaktionsprinzip besteht aus dem initialen Einsatz spezifischer
Antikorper (Ak) gegen ein im Gewebe bekanntes Antigen (Ag), wobei es durch eine
Antigen-Antikorper-Reaktion zur Bindung des Gamma-Globulins des Antikdrpers im
Gewebe kommt. Durch zweimaliges Spiilen in einfach konzentriertem PBS-Puffer
lieBen sich ungebundene Antikérper-Molekiile ohne Schwierigkeiten entfernen, bevor
sich dann im nichsten Reaktionsschritt ein fluorochromiertes Antiglobulinserum an den
Ag-Ak-Komplex anlagerte. Die Inkubationszeiten und Konzentrationen des jeweiligen
Primir- und Sekundirantikdrpers richteten sich nach den Empfehlungen der Hersteller
(siehe hierzu die Tabellen 4 und 5). Um die Auswertung des immuncytochemisch
behandelten Préparate zu erleichtern, wurde jedes Objekt einer zusdtzlichen
Kontrastfarbung unterzogen. Die Gewebeschnitte wurden mit der DAPI-Losung
(Herstellungsprotokoll siehe 7.3) 15 Minuten bei Raumtemperatur angeférbt (Russell et
al. 1975), mit PBS-Puffer gewaschen und in der DABCO-L6sung (Rezeptur sieche 7.3)
als ,,Antifading“-Agens nach einer Inkubationszeit von 5 bis 10 Minuten unter einem
Deckglas eingebettet (Baskin et al. 1992; Longin et al. 1993). Das abschlieende
Versiegeln mit handelsiiblichen Klarlack (Jade, Diisseldorf) sollte ein Austrocknen der
Praparate verhindern. Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung der Priparate
erfolgte an einem Axiophot (Carl Zeiss, Oberkochen) unter UV-Anregung (Filtersatz
02, Zeiss, Oberkochen).

Auswertungsmodus der indirekten Immunfluoreszenz

Um die immuncytochemisch behandelten Gewebeprdparate objektiv auszuwerten,
bedurfte es eines geeigneten Beurteilungssystem. Es wurde daher physiologisch-intakte
Mundschleimhaut parallel aufgearbeitet und einer entsprechenden immuncytoche-
mischen Behandlung unterzogen, wobei die Intensitédt der Fluoreszenz als Grundlage fiir
das Bewertungssystem diente. Die resultierende Beurteilungsskala gestaltete sich gemal

Tabelle 3.
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Tabelle 3: Klassifizierung der Féarbeintensitdt der indirekten Immunfluoreszenz

Beurteilungsskala Subjektive Beurteilung
0] keine Fluoreszenz
+ schwache Fluoreszenz
++ starke Fluoreszenz
+++ sehr intensive Fluoreszenz
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3.6.3 Nachweis von Komponenten des Cytoskeletts

Das Cytoskeletts besteht aus einer Vielzahl von Komponenten, u.a. aus den
Intermediérfilamenten. Zu dieser Gruppe gehdren neben dem universalen Epithelmarker
Cytokeratin 14 (Maus, Novocastra, Hamburg) auch die friihen Differenzierungsmarker
Cytokeratin 4 und Cytokeratin 13 (Maus; Progen, Heidelberg), deren Expression mit der
ITF  nachgewiesen wurde. Als weitere Untersuchungsparameter waren die
desmosomalen Vertreter Desmoglein 2 (Maus; Progen, Heidelberg) und Desmoplakin 1
und 2 (Maus; Progen, Heidelberg) von gesteigertem Interesse. Bei den hier eingesetzten
Antikorpern handelte es mit der Ausnahme von Desmoplakin 1 und 2 um monoklonale
Antikorper. Als Sekunddrantikorper fungierte IgG-Cy3-gekoppelt (Maus; Sigma,
Deisenhofen). Die verwendeten Arbeitsverdiinnungen, als Verdiinnungsmittel diente
einfach konzentrierter PBS-Puffer (Rezept siche 7.4), sowie die Inkubationszeiten nebst
Inkubationstemperaturen (RT: Raumtemperatur) wurden im nachfolgenden tabellarisch

aufgelistet (Tabelle 4).

Tabelle 4: Ubersicht der IIF-Antikdrper fiir den Nachweis der Bestandteile des Cytoskeletts

Primirantikorper Arbeitsverdiinnung | Inkubationszeit | Temperatur
Cytokeratin 14 Klon LL002 1:5 1h RT
Cytokeratin 4 Klon 6B 10 1:5 iiber Nacht 4°C
Cytokeratin 13 Klon Ks 13.1 gebrauchsfertig lh RT
Desmoglein 2 gebrauchsfertig lh RT
Desmoplakin 1 und 2 gebrauchsfertig lh RT

Sekundirantikorper Arbeitsverdiinnung | Inkubationszeit | Temperatur
Anti [gG-Cy3 gekoppelt 1:100 45 min RT
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3.6.4 Nachweis von Produkten der extrazelluliren Matrix (ECM)

Die ECM setzt sich aus einer Vielzahl von molekularen Strukturen zusammen. Es
mufite daher im Vorfeld eine Vorauswahl getroffen werden, die eine einwandfreie
Charakterisierung des geziichteten Gewebes hinsichtlich des physiologischen Status
erlaubte. Im einzelnen wurden das Adhésions-Glycoprotein Fibronectin (Maus; Progen,
Heidelberg), Tenascin (Maus, Progen, Heidelberg) sowie die Hauptbestandteile der
Basalmembran, Collagen IV (Maus; Progen, Heidelberg) und Laminin (Kaninchen;
Progen, Heidelberg), immuncytochemisch nachgewiesen. Wéhrend bei den ersten drei
genannten Primirantikorper wiederum IgG-Cy3-gekoppelt (siche 3.6.3) als
Sekundérantikorper fungierte, wurde bei dem Nachweis von Laminin IgG-FITC-
gekoppelt (Kaninchen; Sigma, Deisenhofen) als sekundérer Farbepartner eingesetzt. Die
Auflistung der Antikorpereigenschaften und Reaktionsbedingungen erfolgte wiederum

in tabellarischer Form (Tabelle 5).

Tabelle 5: Verwendete Antikérper zum immuncytochemischen Nachweis von ECM-Produkten

Primirantikorper Arbeitsverdiinnung | Inkubationszeit | Temperatur
Collagen Type IV Klon 1042 1:5 lh RT
Laminin 1:50 iiber Nacht 4°C
Fibronectin 1:5 lh RT
Tenascin 1.5 lh RT

Sekundirantikorper Arbeitsverdiinnung | Inkubationszeit | Temperatur
Anti [gG-Cy3 gekoppelt 1:100 45 min RT
Anti [gG-FITC gekoppelt 1:100 lh RT
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3.7 Mutationsanalyse von Tumorsuppressorgen p53

3.7.1 RNA-Priaparation und Isolierung

Um genetische Alterationen des Tumorsuppressorgens p53 nachzuweisen, muflte die
betreffende RNA aus dem Humanmaterial isoliert und identifiziert werden. Die
Extraktion erfolgte mit dem RNeasy-Mini-Kit (QIAGEN, Hilden,) in Anlehnung an das
dazugehorende Arbeitsprotokoll ,, Rneasy Mini Protocol for Isolation of Total RNA from
Animal Tissues“ (1997). Das verwendete Testsystem erlaubte die Isolierung aller RNA-
Molekiile, die mehr als 200 Nukleotide besitzen, und setzte sich aus den in Tabelle 6

aufgelisteten Komponenten zusammen.

Tabelle 6: Komponenten des RNeasy Mini Kits (QIAgen, Hilden)

Komponente Bemerkungen

RLT-Puffer Lyse-Puffer; vor Gebrauch mit 1% (v/v) 14.5 M -

Mercaptoethanol (Roth, Karlsruhe) zu versetzen

QIAshredder-Saule Zerstorung (Scherung) der genomischen DNA
RNeasy Mini-Séule Adsorption (Bindung) der RNA
RWI1-Puffer Waschpuffer mit hoher Salzkonzentration; gebrauchsfertig
RPE-Puffer Waschpuffer mit niedriger Salzkonzentration; vor Gebrauch

mit 4 Volumenanteilen 100% Ethanol zu versetzen

RNAse-freies Wasser gebrauchsfertig

Die RNA-Extraktion erfolgte sowohl mit den isolierten Epithel- und Bindegewebszellen
der humanen Mundschleimhaut (jeweils 5 Millionen Zellen) als auch mit dem
betreffenden Nativmaterial (100 Gefrierschnitte 4 20 pm), das als interne
Vergleichskontrolle eingesetzt wurde. Im ersten Arbeitsschritt mufliten dem Zell- bzw.

Gewebematerial 350 pul RLT-Puffer zugegeben und durch Auf- und Abpipettieren oder
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Vortexen so lange gemischt werden, bis keine Zellaggregate mehr sichtbar waren.
Dieser stark denaturierende Guanidinium-Isothiocyanat (GITC)-Puffer fiihrte zur Lyse
der Zellen und inaktivierte zusétzlich die vorhandenen RNasen. Hiernach erfolgte die
Separation von RNA und genomischer DNA aus dem Homogenisat. Zu diesem Zweck
wurde das komplette Lysat auf die QIAshredder-Saule gegeben und bei 15000 rpm 2
Minuten zentrifugiert (Biofuge 15, Heraeus, Hanau). Die im Uberstand befindliche
RNA wurde durch Zusatz von 350 pl 70%igen Ethanol (RNase-frei) gefdllt. Nach der
Ubertragung des Gemisches auf eine RNeasy Mini-Siaule schloB sich ein weiterer
Zentrifugationsschritt an (10000 rpm, 1 min), widhrend dessen die RNA an die
Kieselgel-Membran der Sdule adsorbierte. Das Eluat wurde verworfen und die Séule
auf einem neuen Reaktionsgefdll plaziert. Ein Aufreinigen der RNA erfolgte durch die
Verwendung von zwei Pufferldsungen unterschiedlicher Salzkonzentrationen. Zunéchst
wurde die Sdule 700 ul RW1-Puffer tiberschichtet. Nach erneuter Zentrifugation (1 min
bei 10000 rpm) wurde das Eluat abermals verworfen und die Sdule auf ein neues
ReaktionsgefdB3 gesetzt. Es folgte ein weitere Aufreinigung der RNA, indem die Sdule
zweimal mit 500 pl RPE-Puffer versetzt und 1 min bei 10000 rpm zentrifugiert wurde.
Um sicherzustellen, dal3 alle alkoholhaltigen Riickstinde entfernt und die Kieselgel-
Membran vollstindig getrocknet waren, erfolgte eine erneute Zentrifugation von 2 min
mit 15000 rpm. Die RNeasy Mini-Sédule wurde dann auf einem zuvor autoklavierten 1.5
ml Reaktionsgefdl (Safe-lock, Eppendorf, Hamburg) plaziert und mit 40 pl RNase-
freiem Wasser versetzt. Durch einen weiteren Zentrifugationsschritt von 1 min mit
10000 rpm erfolgte schlieBlich die Elution der RNA, deren Lagerung bei —20 °C
erfolgte.

3.7.2 Photometrische Bestimmung der RNA-Konzentration

Nukleinsduren absorbieren ultraviolettes Licht der Wellenldnge 250-270 nm und haben
ein Absorptionsmaximum bei 260 nm. Mittels dieser FEigenschaft kann die
Konzentration der RNA in wifriger Losung auf einfache Art und Weise bestimmt

werden.

Bei 260 nm und einer Schichtdicke der Kiivette von 1 cm betridgt die Konzentration an

Polynukleotiden bei einer Absorption von 1:
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ds DNA =50 pg/ml
ss DNA =40 pg/ml
ss RNA =40 pg/ml
Oligos =25 pg/ml

Da Proteine aufgrund ihrer aromatischen Aminosduren ebenfalls im UV-Licht
absorbieren (280 nm), 148t sich aus dem Verhéltnis der Absorption bei 260 nm und 280
nm die relative Reinheit der RNA-Losung abschidtzen. Ein Quotient aus den
Absorptionen bei 260nmund 280 nm von iiber 1,7 wird als hinreichend fiir eine reine

RNA-Losung angesehen.

Zur Bestimmung der RNA-Konzentration wurden nach dem photometrischen
Nullabgleich 10 pl der extrahierten RNA-Probe in einer Quarz-Kiivette mit 490 pl
RNase-freies DEPC-Wasser (Sigma, Deisenhofen; Rezept siehe 7.3) gemischt. Hieran
schlof} sich die Bestimmung der Absorption dieser Losung bei 260 und 280 nm mit
einem Spectrophotometer (Lambda Bio UV-Vis, Perkin Elmer, Weiterstadt) an. Es
erfolgte abschlieend die Umrechnung des erhaltenen Werts auf die Ausgangslosung

gemil der nachfolgenden Formel:

RNATotal = A260 x 40 ug/ml x 50

(Az60: Adsorption bei 260 nm, 40 ug/ml: RNA-Konstante, 50: Verdiinnungsfaktor).

3.7.3 Synthese der cDNA (Reverse Transkription)

Fiir die weiteren Untersuchungen wurde die isolierte RNA in die cDNA umgeschrieben.
Prinzipiell hybridisiert man einen Primer (hier: Random Hexamers, Gentech, Mainz) an
die RNA-Matrize und erstellt mit der Reversen Transkriptase (MuLV, Perkin Elmer,
Weiterstadt) die entsprechende DNA-Kopie.

Im einzelnen wurden im primiren Reaktionsschritt 1 pg RNA und Random Hexamers
(Konzentration 50 pM) zu einem Reaktionsvolumen von 11 pl vermischt. Hieran schlof3
sich die Inkubation dieses Gemisches fiir 15 Minuten in einem Heizblock (Test tube

heater SHT 2D, Stuart Scientific, GB) bei 65 °C an, um eventuell gebildete Dimere und
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Sekundarstrukturen der RNA zu denaturieren. Ein Abstoppen der Reaktion wurde durch
Sminiitige Inkubation bei 0°C (auf Eis) erreicht. Nach Zugabe des Mastermixes (siche
Tabelle 7) muBte das Reaktionsgemisch 1 Stunde bei 40°C zu Uberfiihrung der RNA in
die cDNA inkubiert werden. Zur Beendigung der reversen Transkription diente eine
Sminiitige Inkubation bei einer Temperatur von 99 °C. Die Lagerung der cDNA erfolgte

bei —20 °C.

Tabelle 7: Mastermix fiir einen Reaktionsansatz der reversen Transkription

Komponente Konzentration | Volumen
(]
10x PCR-Puffer (Perkin Elmer, Mannheim) 1x 3
50 mM MgCl, (Perkin Elmer, Weiterstadt) 5mM 6
RNase-freies Wasser (QIAgen, Hilden) -—-- 3
dNTPs (Nukleotide, Promega, Mannheim) 1 mM 3
RNasin (RNase-Inhibitor, Promega, Mannheim) 1 U/ul 1
MuLV (Perkin Elmer, Mannheim) 5U0/ul 3
Endvolumen 19

3.7.4 DNA-Primer von p53

Um DNA mit Hilfe einer PCR zu amplifizieren, werden spezifische Oligonukleotid-
Primer (Amplimer) bendtigt. Hierbei handelt es sich um kurze, einzelstringige DNA-
Molekiile, die komplementér zu den Enden einer definierten Sequenz der DNA-Matrize
(template) sind. Fiir die Untersuchung der Mutation von Tumorsuppressorgen p53
wurden vier unterschiedliche Primerpaare eingesetzt, die sich jeweils aus einem
Forward-Primer (Leserichtung: 5°‘=3‘) und einem Reverse-Primer (Leserichtung:
3°=5°) konzipierten (siche Tabelle 8). Die verwendeten Amplimer beriicksichtigen die
in der Literatur am haufigsten beschriebenen Mutationsloci (z. B.: Sjogren et al. 1996).
Eine kurze Charakterisierung der verwendeten Primerpaare erfolgte in Tabelle 8. Die
kompletten Primersequenzen und ihre exakte Lokalisation auf der cDNA des p53-Gens

wurden dem Anhang unter Kapitel 7.1 zugefiigt.
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Tabelle 8: Charakterisierung der verwendeten p53-Primer (Sjogren et al. 1996)

Primer- Lokalisation der Primer Fragment

Paar [Bpl]

auf dem p53-Gen

1 Beginn der Exons 2, 3 und 4, Teile von Exon 1 und 5 448
2 Beginn der Exons 5 und 6, Teile von Exon 4 und 7 364
3 Beginn der Exons 6, 7, 8 und 9, Teile von Exon 6 und 10 477
4 Beginn der Exons 9, 10 u. 11, Teil von Exons 8 431

3.7.5 Amplifikation der p53-Fragmente mittels PCR

Die Amplifikation der verschiedenen, spezifischen p53-Fragmente erfolgte mit Hilfe
der Polymerase-Kettenreaktion (PCR). Hierbei handelt es sich um eine enzymatische
Vermehrung eines speziellen DNA-Abschnittes zwischen zwei Oligonukleotid-Primern,
die gegenldufig an komplementéire DNA-Stringe gebunden sind. Diese Primer werden
unter Hybridisierungsbedingungen im UberschuB zur DNA gegeben. Die DNA-
Polymerase verldngert in Gegenwart von Desoxynukleosidtriphosphaten (ANTPs) die
Primer entlang der einzelstringigen, denaturierten DNA-Matrize und synthetisiert
komplementire DNA-Sequenzen, die am Ende der Reaktion wieder als Doppelstringe
vorliegen. Fiir eine Wiederholung der Synthese muf3 die DNA daher erneut denaturiert
werden. Dann folgt eine neue Runde mit der Hybridisierung von Oligonukleotid-
Primern und DNA-Strangsynthesen. In den folgenden Zyklen dienen auch die de novo
synthetisierten DNA-Stringe als Matrize und tragen dazu bei, die Konzentration der

vervielfaltigten Ziel-Sequenzen zu steigern (siche Abb. 8).
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Abb. 8: PCR-Schema nach J. D. Watson (1993).
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Ihre Kopienzahl (Kz) 148t sich nach Abschlul der Reaktion gemdll der folgenden

Gleichung ermitteln:

Kz =(2"-2n)x

dabei bedeutet
n = Anzahl der Vermehrungszyklen
2n = Produkte des 1. und 2. Vermehrungszyklus, deren Linge nicht definiert ist

x = Anzahl der Kopien der urspriinglichen DNA-Matrize.

In der vorliegenden Arbeit wurden vier unterschiedliche p5S3-Genprodukte (siche 3.7.4)
mit der PCR gemill dem Pipettierschema von Tabelle 9 unter Verwendung eines

Thermocyclers (T-Personal 48, Biometra, Gottingen) amplifiziert.

Tabelle 9: PCR-Reaktionsansatz flir ein Primerpaar des Tumorsuppressorgens p53

Komponente Konzentration Volumen [pl]

10x PCR-Puffer (Genecraft, Miinster) Ix 2,50

25 mM MgCl, (Genecraft, Miinster) 2,5 mM 2,50
RNAse-freies Wasser (QIAgen, 12,75
Hilden)

10 mM dNTPs (Promega, Mannheim) 0,2 mM 0,50
Forward Primer (Gentech, Mainz) 10 pM/pl 1,00
Reverse Primer (Gentech, Mainz) 10 pM/pl 1,00

TaqPolymerase (Genecraft, Miinster) 5U/ul 0,25

Isolierte cDNA 5,00
Endvolumen 25,00
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In einem initialen Reaktionsschritt erfolgte durch Sminiitige Inkubation bei 95 °C die
Aktivierung der TaqPolymerase. Die Doppelstrange der cDNA wurden durch Erhitzen
(45 s bei 94 °C) des Reaktionsgemisches getrennt (Denaturierung) und dann auf 60 °C
abgekiihlt, so daB beide Primer (Forward- und Reverse-Primer) sich an die beiden
Primer-Bindungsstellen an der Zielregion anlagern konnten. Die Anlagerung
(Annealing) der Oligonukleotide war nach 45 Sekunden abgeschlossen. Im nichsten
Reaktionsschritt synthetisierte die TaqPolymerase unter Verbrauch von Nukleotiden
komplementdr zur Matrize neue DNA-Stringe. Um diesen auch als Extension
bezeichneten ProzeB erfolgreich durchzufiihren, muflte der Reaktionsansatz 1 min bei
72 °C inkubiert werden. Vor dem nichsten Zyklus erfolgte die Separation der de novo
synthetisierten DNA-Doppelstrange durch Denaturierung, gefolgt von Annealing und
Extension. Die PCR wurde nach 38 Zyklen durch eine einmalige Inkubation von 5

Minuten bei 72 °C beendet.

3.7.6 Agarose-Gelelektrophorese

Diese Methode dient der Auftrennung von DNA-Fragmenten nach der Gro3e (Maniatis
et. al. 1982). Aufgrund ihrer negativ geladenen Phosphatgruppen wandern die
Nukleinsduren umgekehrt proportional zum Logarithmus ihrer Molekiilgroe in der
festen Gelmatrix der Agarose von der Kathode zur Anode. Die Agarose-
Gelelektrophorese wird analytisch oder priaparativ zur Reinigung von DNA-Fragmenten
eingesetzt. Durch Verdnderung der Agarosekonzentration kann der Trennbereich der
Nukleinsdure-Fragmente variabel eingestellt werden. Durch das Mitfiihren eines
GroBenstandards lassen sich die Molekulargewichte der DNA-Fragmente abschétzen.
Die Detektion der Nukleinsdurebanden im Gel erfolgt mit Hilfe des interkalierenden

Farbstoffs Ethidiumbromid, der bei Anregung mit UV-Licht orangerot fluoresziert.

In dieser Arbeit wurde eine 1,8% (w/v) Agarose (Roth, Karlsruhe) in TBE-Puffer
(Zusammensetzung siehe 7.3) durch Aufkochen (Mikrowelle VIP 34, Whirlpool, GB)
gelost, bis keine Schlieren mehr sichtbar waren. Zu 100 ml dieser Losung fiigte man 5
ul Ethidiumbromid-Lésung (10 mg/dl Sigma, Deisenhofen) hinzu, fiillte nach kurzer
Abkiihlungsphase die Gellosung in die mit Tesafilm abgedichtete Gelapparatur (17,5

cm x 22,5 cm; Roth, Karlsruhe) und setzte einen Kamm ein, um die Probentaschen zu
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bilden. Nach 1 h wurde das auspolymerisierte Gel in eine Elektrophoresekammer
(Compact Midi, Roth, Karlsruhe) gelegt, die mit TBE-Puffer angefiillt war. Der
komplette PCR-Ansatz (25 pl) wurde mit 1/10 Volumen Auftragspuffer versetzt und in
die freien Geltaschen pipettiert. Zusétzlich pipettierte man in zwei freie Taschen des
Gels jeweils 1 pg DNA des 100 Bp- und 200 Bp-Markers, der ebenfalls mit dem
Laufpuffer versetzt wurde (5 pl Marker + 3 pul Auftragspuffer), um die
Molekulargewichte der amplifizierten p53-Produkte anndhernd zu bestimmen. Die
gelelektrophoretische Auftrennung erfolgte bei einer konstanten Spannung von 80 V
und einer Laufzeit von 2 h (EPS 600, Pharmacia, Uppsala, S). Abschlieend wurde das
Bandenmuster auf dem Transilluminator (UVP TM-15, Ultraviolet Products,
Cambridge, GB) bei einer Wellenldnge von 254 nm mittels einer CCD-Kamera mit

Orange-Rot-Filter (Intas, Gottingen) sichtbar gemacht.

3.7.7 Isolierung der p53-Fragmentbanden im Agarose-Gel

Anhand der eingesetzten DNA-GroBenstandards lieBen sich die gewlinschten p53-
Genprodukte spezifisch nachweisen. Mit dem Skalpell wurden die vier Banden der
Genfragmente entsprechend ihrer Grofle von 448 Bp, 364 Bp, 477 Bp sowie 431 Bp
unter dem UV-Licht aus dem Gel entfernt und in 2,0 ml Reaktionsgefdlen (Safe-lock,

Eppendorf, Hamburg) gesichert. Die Lagerung erfolgte bei —20 °C.

3.7.7.1 Priaparative DNA-Isolierung fiir SSCP-Mutationsanalyse

Die préparative Isolierung der amplifizierten p53-Genfragmente aus dem Agarose-Gel
fiir die SSCP-(Single-strand Conformation Polymorphism)-Mutationsanalyse wurde
von Prof. Dr. W. Hennig im Institut fiir physiologische Chemie der Johannes
Gutenberg-Universitit Mainz (Gentech) durchgefiihrt. Prinzipiell erfolgte im ersten
Reaktionsschritt die Adsorption der c¢cDNA an eine spezielle Matrix (hier:
»Worthiongton“-Sdule). Durch einen nachfolgenden Zentrifugationsschritt lieBen sich
Verunreinigungen auf einfache Art und Weise abtrennen, bevor die DNA abschlielend
mit 0,1 M KCI-Losung von der Sdule eluiert wurde. Die Lagerung der DNA erfolgte bei
4 °C.
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3.7.7.2 Praparative DNA-Isolierung fiir Sequenzierung

Die Isolierung der DNA-Fragmente aus dem Agarose-Gel erfolgte mit dem QIAquick
Gel Exraction Kit (QIAGEN, Hilden) und dem dazugehorende Arbeitsprotokoll
., QIAquick™ Spin Handbook* (1999). Das verwendete Testsystem erlaubte die
Extraktion sowie die Aufreinigung der DNA mit einem Molekulargewicht von 70 Bp

bis 10 kBp und setzte sich aus den in Tabelle 10 aufgefiihrten Bestandteilen zusammen.

Tabelle 10: Verwendete Bestandteile des QIAquick Gel Extraction Kits (QIAgen, Hilden)

Komponente Bemerkungen
QG-Puffer Solubilisierungspuffer; gebrauchsfertig
QIAquick-Saule Adsorption der genomischen DNA
PE-Puffer Waschpuffer mit hoher Salzkonzentration; vor Gebrauch mit
45 ml 100% (v/v) Ethanol (Roth, Karlsruhe) zu versetzen

Der ausgeschnittenen DNA-haltigen Agarose wurden pro 100 mg Gel 300 ul des
Solubilisierungspuffers QG-Puffer zugegeben. Nach Mischen des Probenansatzes
erfolgte eine 10miniitige Inkubation bei 50 °C im Heizblock, um die Agarose zu
verfliissigen. Hiernach fillte man durch Zugabe von 1 Volumenanteil 100% (v/v)
Isopropanol (Roth, Karlsruhe) die DNA. Das Reaktionsgemisch wurde im néchsten
Reaktionsschritt auf die QIAquick-Sdule (maximales Fassungsvermogen: 800 pul)
pipettiert und 1 min mit 13000 rpm bei Raumtemperatur (RT) zentrifugiert, wihrend
dessen die DNA an die Silikatgel-Membran adsorbierte. Durch erneute Zugabe des QG-
Puffers (500 ul) und 1 miniitige Zentrifugation mit 13000 rpm (RT) lieBen sich jegliche
Reste der Agarose aus dem Reaktionsansatz entfernen. Das Aufreinigen der DNA
erfolgte durch Waschen mit dem PE-Puffer. Es wurden daher 750 pl dieser
Pufferlosung auf die Sdule gegeben und wie gewohnt zentrifugiert (1 min, 13000 rpm,
RT). Nach Verwerfen des Uberstandes mufte erneut resuspendiert und zentrifugiert
werden, um jegliche Ethanolreste des Puffers zu entfernen, welche die Ausbeute der
DNA empfindlich beeinflussen. Im abschlieBenden Reaktionsschritt wurde die
QIAquick-Sédule auf ein steriles 1,5 ml Reaktionsgefd3 plaziert und die Membran
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zentral mit 50 pul RNAse-freien Wassers benetzt. Die Elution der DNA erfolgte durch
Iminiitige Zentrifugation mit 13000 rpm bei Raumtemperatur. Das aufgereinigte
Material wurde bei —20 °C eingefroren und fiir die Sequenzierungsanalysen dem Institut

fiir Genetik (GENTerprise) der Johannes Gutenberg Universitit in Mainz {ibergeben.

3.7.8 SSCP-Mutationsanalyse der p53-Fragmente

Die PCR-SSCP-Analyse (Polymerase Chain-Reaction-Single-strand Conformation
Polymorphism Analysis) ist eine schnelle und effiziente Methode zur Detektion von
Mutationen und Polymorphismen in genomischer DNA oder wie hier cDNA-
Sequenzen. Prinzipiell wird die Zielsequenz mittels PCR amplifiziert, wobei die
verwendeten Primer in der Regel mit einem Fluorochrom gelabelt sind. Die erhaltenen
Reaktionsprodukte werden nach der Denaturierung einer Gelelektrophorese unterzogen.
Man erhélt ein sogenanntes Fluorogramm der DNA-Einzelstringe, das eventuelle
Mutationen direkt aufzeigt (Verschiebung des GroBenpeaks, Auftreten/Verlust von
mehreren Peaks unterschiedlicher Grofle). Diese Verdnderungen im Laufverhalten
beruhen hdufig auf einer Konformationsinderung der einzelstringigen

Amplifikationsprodukte.

Die SSCP-Mutationsanalysen wurden von Professor Dr. Wolfgang Hennig am Institut
fiir physiologische Chemie der Johannes Gutenberg-Universitit Mainz (Gentech)

durchgefiihrt.

3.7.9 Sequenzierung der pS3-Fragmente

Die DNA-Sequenzierung nach Sanger (Sanger et al. 1977) basiert auf der
enzymatischen Kopplung des zu sequenzierenden DNA-Stranges mit einer DNA-
Polymerase und auf dem nukleotidspezifischen Abbruch der Synthese. Die DNA muf}
in einzelstringiger Form vorliegen. Durch Hybridisierung eine einzelstringigen
Oligonukleotids, in diesem Fall handelte es sich um die bereits angesprochenen p53-
Primerpaare mit einer komplementiren DNA-Sequenz wird ein doppelstringiger

Bereich geschaffen, von dem aus die Sequenzierung erfolgt.
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4 Ergebnisse
4.1 Isolierung von Zellen aus der humanen Mundschleimhaut

4.1.1 Gewinnung humaner Mundschleimhautzellen

Die Isolierung humaner Epithelzellen aus nativer oraler Mundschleimhaut ist
perfektioniert worden, so daB bereits 2 Tage nach der Gewebepriparation ein
Auswachsen von Zellen erfolgte (siche Abb. 9). Ein konfluenter Zellverband zeigte sich
in der Regel zwei bis drei Wochen nach der Aufarbeitung des humanen Zellmaterials
(siche Abb. 10). Bereits eine Woche nach der Aufarbeitung der humanen
Mundschleimhaut wurde ein Auswachsen von Bindegewebszellen aus dem
Gewebeexplantat beobachtet (siche Abb.11). Ein konfluenter, zusammenhéngender
Zellverband formierte sich normalerweise zwei bis maximal 3 Wochen nach der

Priparation (siche Abb. 12).

4.1.2 Kultivierung humaner Mundschleimhautzellen

Nach kurzer Zeit lieBen sich aus humanen Bindegewebszellen (Fibroblasten/-zyten)
Reinkulturen anlegen. Das iiberschiissige Zellmaterial wurde in Form von
Dauerkulturen fiir spitere Untersuchungen gesichert. Im Gegensatz dazu gestalteten
sich die Isolierung und Kultivierung der epithelialen Mundschleimhautzellen
(Keratinozyten) wesentlich schwieriger. Das groBite Problem bestand in einer
»verunreinigung® mit Bindegewebszellen. Unterschiedliche Versuchsansitze, die
Fibroblasten iiber eine enzymatische Vorbehandlung (differentielle Trypsinisierung) zu
entfernen oder die Kultivierung der Epithelzellen iiber die Konzentration der
Supplemente des Nahrmediums zu optimieren, schlugen fehl. Um das unerwiinschte
Auftreten der Fibroblasten in den Epithelzellkulturen so gering wie mdglich zu halten,
wurden die epithelialen Zellkulturen tiglich kontrolliert (Mikroskop) und im Bedarfsfall
durch Entfernung des betreffenden Gewebeexplanats eine Ausbreitung der
Bindegewebszellen erfolgreich unterbunden. Die Herstellung einer absolut reinen
Keratinozytenkultur aus humaner Mundschleimhaut ist nach dem gegenwirtigen Stand

der Forschung unméglich.
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Abb. 9: Auswachsen von Epithelzellen 3 Tage nach Aufarbeitung der humanen Mundschleimhaut in
einer phasenkontrastmikroskopischen Aufnahme.

Abb. 10: Epitheliale Mundschleimhautzellen 3 Wochen nach der Gewebepréiparation; bereits das unge-

farbte Préparat 148t erkennen, dal3 die Verunreinigung mit Fibroblasten/-zyten sehr gering ist.
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250 pm

Abb. 11: Humane Fibroblasten/-zyten in Reinkultur 1 Woche nach der Gewebepraparation im Phasen-

kontrastmikroskop.

250 pm

-
Abb. 12: Humane Bindegewebszellen in Reinkultur 3 Wochen nach der Aufarbeitung der humanen

Mundschleimhaut in einer phasenkontrastmikroskopischen Aufnahme.
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4.2 Organotypische Co-Kulturen der ,,Kleinen Box“

Es ist aus der wissenschaftlichen Literatur bereits bekannt, dal} die relevanten
Proliferations- und Differenzierungsprozesse von Zellen in der Regel innerhalb von 14
Tagen abgeschlossen sind. Unter Beriicksichtigung dieser Resultate wurden dem
dreidimensionalen System ,,Kleine Box“ nach den Tagen 4, 7, 10, 12, 14 bzw. 16 die

Kulturen entnommen und histologisch sowie immuncytochemisch aufgearbeitet.

Um das geziichtete Gewebematerial hinsichtlich seiner physiologischen Integritét
beurteilen zu kdnnen, wurde native Mundschleimhaut humanen Ursprungs bei allen

Untersuchungen als Vergleichskontrolle eingesetzt.

4.2.1 Histologische Charakterisierung

4.2.1.1 Hamatoxylin/Eosin-Fiarbung

Bei der ersten organotypischen Co-Kultur konnte neben einem homogen ausgerichteten
Fibroblasten-Collagengel noch kein epitheliales Wachstum beobachtet werden. Bereits
nach Iwochiger Kultivierung in dem dreidimensionalen Zellkultivierungssystem lagen
dem locker strukturierten Fibroblastengel in der Regel 1-4 kompakte Zellschichten auf.
Im Verlauf der weiteren Untersuchungen konnte ein stetes Wachstum dieser Region
beobachtet werden, wobei nach etwa 14tdgiger Inkubationszeit eine der nativen
Mundschleimhaut (sieche Abb. 14) vergleichbare Ausprigung beziiglich der Dicke (ca.
500 um) erzielt wurde (siche Abb. 13). Bei den zuletzt entnommenen organotypischen
Co-Kulturen (Tag 16) waren bereits erste Degradierungsanzeichen zu erkennen, die sich
in einem Zusammenziehen des die Bindegewebszellen enthaltenden Collagengels sowie

einer beginnenden Auflockerung des kompakt strukturierten Epithels zeigten.
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Abb. 13: HE-Darstellung einer organotypischen Co-Kultur nach 14tdgiger Kultivierung in dem dreidi-
mensionalen Zellkultivierungssystem ,,Kleine Box*; die Pfeile deuten den Verlauf der Basal-

membran (BM) an, die bei direkter mikroskopischer Beobachtung erkennbar war.

Abb. 14: HE-Férbung einer physiologisch-intakten Mundschleimhaut als interne Vergleichskontrolle;
Pfeile wie in Abbildung 13.
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4.2.1.2 PAS-Farbung

Die PAS-Darstellung wurde fiir die lichtmikroskopische Detektion der Basalmembran
(BM) herangezogen, wobei die Ausbildung dieser besonderen Struktur zu einer

charakteristischen Farbreaktion (purpur) flihrte.

Bei der ersten Kultur, die nach 4 Tagen aus dem dreidimensionalen System genommen
wurde, brachte die PAS-Reaktion ein negatives Ergebnis. Auch bei den nichsten
organotypischen Co-Kulturen (Kultivierungstage 7 und 10) konnte die Ausbildung einer
Basalmembran mit dieser Farbung nicht nachgewiesen werden. Die Ergebnisse waren
nicht verwunderlich, da sich in den ersten Kultivierungstagen, wie schon bei der
vorherigen Untersuchung dargestellt, das weitmaschige Fibroblastengel ausrichtet und
die Epithelzellen {iber interaktive Krifte an die Fiitterschicht anhaften. Erst jetzt kann
sich die Basalzellschicht aus epithelialen Mundschleimhautzellen bilden und die BM
aufbauen. Diese besondere Zellage war bereits bei der nidchsten Probe (Kultivierungstag
12) im Lichtmikroskop sichtbar. Dementsprechend konnte bei dieser organotypischen
Co-Kultur die Ausbildung einer BM, wenn auch nur schwach, mit der PAS-Reaktion
nachgewiesen werden. Am intensivsten reagierten die Gewebeprobe, die nach
2wdochiger Inkubationszeit untersucht wurde. Es zeigte sich unterhalb des kompakt-
strukturierten Epithels ein schmales intensiv purpur-angefirbtes Band, die
Basalmembran (sieche Abb. 15). Auch im histologischen Préparat der letzten
organotypischen Co-Kultur, die am 16. Kultivierungstag entnommen wurde, fiel die
Nachweisreaktion positiv aus. Um eine direkte Vergleichsmoglichkeit zu haben, wurde,
wie schon bei der Farbung zuvor, humanes Nativgewebe als interne Kontrolle

eingesetzt (siche Abb. 16).
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Abb. 15: PAS-Darstellung einer organotypischen Co-Kultur humaner Mundschleimhautzellen nach 14ti-

giger Anziichtung in der ,,Kleinen Box*; Pfeile markieren die wiederum die BM.

Abb. 16: PAS-Férbung der nativen Mundschleimhaut des Menschen; Pfeile lokalisieren die BM.
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4.2.2 Immuncytochemische Charakterisierung

4.2.2.1 Kontrastfirbung DAPI

Die DAPI-Kernfarbung wurde bei jedem zu untersuchenden Gewebeschnitt eingesetzt
und hatte methodische Kontrollfunktion. Sie diente ausschlieflich der Uberpriifung der
zuvor durchgefiihrten indirekten Immunfluoreszenz. Stellvertretend wurde Abbildung
17 ausgewihlt, das eine gesunde, humane Mundschleimhaut nach DAPI-Behandlung

zeigt.

250 pm

Abb. 17: Native Mundschleimhaut nach DAPI-Farbung; Pfeile markieren die intensiv fluoreszierenden

Zellkerne der basalen Zellschicht, welche die Basalmembran aufbaut.

Wie in dieser Aufnahme bereits zu sehen ist, trennt die BM das kompakte Epithel
(rechts in der Abbildung) von dem locker strukturierten Bindegewebe (links in der

Aufnahme lokalisiert).
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4.2.2.2 Nachweis von Cytokeratin 14 (CK 14)
Das Intermedidrfilament Cytokeratin 14 wird ausschlieBlich von Zellen epithelialen
Ursprungs exprimiert und diente in dieser Arbeit daher als Universalmarker, um den

entwicklungsbiologischen Ursprung des geziichteten Gewebes eindeutig zu definieren.

Tabelle 11: Nachweis von CK 14 der organotypischen Co-Kulturen humaner Mundschleimhautzellen

Kultivierungstag Firbeergebnis
4 %)
7 +
10 ++
12 +++
14 +++
16 ++

Nach einer Kultivierungsdauer von 4 Tagen konnte noch keine Expression des
epithelialen Universalmarkers im Gewebeschnitt detektiert werden. Im Gegensatz
hierzu lieB sich ab dem 7. Kultivierungstag (Entnahme der zweiten organotypischen Co-
Kultur) das Cytokeratin 14 in schwacher Konzentration (schwache Fluoreszenz) im
geziichteten Gewebe nachweisen (siehe Tabelle 11). Die Intensitdt der Farbung, die das
komplette Epithel erfaBBte, nahm mit fortschreitender Kultivierungszeit zu und erreichte
an den Versuchstagen 12 und 14 ein Maximum (sieche Abb. 18). Bei dem in vitro
geziichteten Humangewebe, das nach 16tagiger Inkubation dem dreidimensionalen
Zellkultivierungssystem entnommen wurde, war bereits wieder eine Abnahme der
Férbeintensitdt fiir den epithelialen Marker CK 14 im Vergleich zu dem parallel

behandelten nativen Humangewebe (siche Abb. 19) zu beobachten.
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Abb. 18: Immuncytochemischer Nachweis von CK 14 am Gewebeschnitt einer in vitro geziichteten

humanen Mundschleimhaut nach einer Kultivierungszeit von 14 Tagen.

Abb. 19: CK 14-Nachweis am Gewebeschnitt des humanen Nativmaterials als interne Vergleichskon-

trolle.
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4.2.2.3 Nachweis von Cytokeratin 4 (CK 4)

Cytokeratin 4 gehort ebenfalls zur Gruppe der Intermedidrfilamente und wurde als
differenzierungsspezifischer Marker zur Beurteilung der in vitro geziichteten, humanen
Mundschleimhaut eingesetzt. Seine Expression erfolgt unter physiologischen
Bedingungen in den frithen Stadien der Zelldifferenzierung in den suprabasalen
Zellschichten, wobei ausschlieBlich die epithelialen Zellen als ,,Produzenten* fungieren.
Die Ergebnisse der immuncytochemischen Untersuchungen wurden in Tabelle 12

festgehalten.

Tabelle 12: Nachweis von CK 4 der organotypischen Co-Kulturen humaner Mundschleimhautzellen

Kultivierungstag Farbeergebnis
4 %]
7 +
10 ++
12 .
14 +++
16 ++

Das differenzierungsspezifische Cytokeratin 4 war erstmals nach 7 Tagen in der Kultur
immuncytochemisch nachweisbar. Die Intensitit des Farbeergebnisses, die als Indiz fiir
die Synthese von CK 4 gewertet wurde, nahm im Laufe der Kultivierung zu und
erreichte nach einer Kulturdauer von 14 Tagen ein Maximum (siche Abb. 20). Eine
Abnahme der Férbeintensitét in den organotypischen Co-Kulturen zeichnete sich bereits
am 16. Kultivierungstag (Entnahme des letzten Membraneinsatzes) ab. Im Gegensatz
zur in vivo Situation (siche Abb. 21) erfalite die Expression von Cytokeratin 4 mitunter

auch das komplette Epithel.
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250 pm

Abb. 20: Immuncytochemische Darstellung von CK 4 einer organotypischen Co-Kultur nach 14tagiger

Kultivierung in dem dreidimensionalen Zellkultivierungssystem ,,Kleine Box“.

250 pm
|

Abb. 21: Immuncytochemischer Nachweis von CK 4 am Gefrierschnitt einer physiologisch-intakten

Mundschleimhaut des Menschen.
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4.2.2.4 Nachweis von Cytokeratin 13 (CK 13)

Die Expression von Cytokeratin 13 ist eng vergesellschaftet mit dem Synthese von
Cytokeratin 4 und erfolgt ebenfalls wihrend der frithen Phase der Zelldifferenzierung in
den suprabasalen Zellschichten des Epithels der physiologisch intakten Mundschleim-

haut des Menschen.

Tabelle 13: Nachweis von CK13 der organotypischen Co-Kulturen humaner Mundschleimhautzellen

Kultivierungstag Farbeergebnis
4 %]
7 +
10 ++
12 +++
14 +++
16 +

Das Auftreten des differenzierungsspezifischen Cytokeratins 13 wurde, wie schon bei
der vorherigen Untersuchung, erstmals nach 7tdgiger Kultivierung der organotypischen
Co-Kultur beobachtet. Auch hier stieg die Intensitit der CK 13-Férbung mit
zunehmender Versuchsdauer kontinuierlich an und erreichte ebenfalls nach einer
Inkubationszeit von etwa 2 Wochen das Maximum (siche Abb. 22). Eine Abnahme der
Férbeintensitét in den organotypischen Co-Kulturen zeichnete sich, nach vergleichender
Betrachtung mit dem analog behandelten Kontrollgewebe (siche Abb. 23), nach einer

Kultivierungszeit von 16 Tagen ab.
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Abb. 22: CK 13-Nachweis mittels IIF am 10 pm dicken Gefrierschnitt einer 14 Tage alten organo-
typischen Co-Kultur humaner Mundschleimhautzellen.

250 pm

Abb. 23: CK 13-Nachweis einer humanen Mundschleimhaut im Gewebeschnitt mit der IIF-Methode.
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4.2.2.5 Nachweis von Desmoglein 2 (DG 2)

Als weitere Komponente des Cytoskeletts wurde der desmosomale Marker Desmoglein
2 immuncytochemisch nachgewiesen. Bei den Desmosomen handelt es sich um
interzelluldre Bindungselemente, die in Epithelien die Zell-Zell-Adhédsion maBigeblich

beeinflussen. Die Zusammenfassung der Ergebnisse erfolgte in Tabelle 14.

Tabelle 14: Nachweis von DG 2 der organotypischen Co-Kulturen humaner Mundschleimhautzellen

Kultivierungstag Férbeergebnis
4 %]
7 +
10 ++
12 +++
14 +++
16 +

Die untersuchten organotypischen Co-Kulturen aus Epithel- und Bindegewebszellen der
humanen Mundschleimhaut zeigten nach 1wdéchiger Inkubationszeit eine schwache und
ab dem 10. Kultivierungstag in der dreidimensionalen Box eine gut detektierbare
Expression dieses Markers. Die immuncytochemische Behandlung der Kryoschnitte
organotypischer Co-Kulturen der folgenden Kultivierungstagen ergab, dal die Intensitét
der Desmoglein 2-Farbung am 14. Tag der Anzilichtung am hochsten war (siehe Abb.
24). Bei der zuletzt entnommen organotypischen Co-Kultur (Kultivierungstag 16) zeigte
die Nachweisreaktion fiir den biochemischen Marker Desmoglein 2 bereits wieder eine
abnehmende Tendenz, wie schon bei den Testparametern zuvor. Als interne Kontrolle
diente wiederum ein Gewebeschnitt von 10 um Dicke einer physiologischen

Mundschleimhaut des Menschen (siche Abb. 25).
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Abb. 24: Fluoreszenz-Nachweis von DG 2 einer 14 Tage kultivierten organotypischen Co-Kultur.

Abb. 25: Nachweis von DG 2 mittels IIF an humanem Oralgewebe.
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4.2.2.6 Nachweis von Desmoplakin 1 und 2 (DP 1&2)
Die Desmosomen produzieren ebenfalls die adhdsiven Bindungselemente Desmoplakin
1 und 2, die in enger Beziehung zu dem bereits dargestellten Desmoglein 2 stehen. Die

Expression wurde ebenfalls mit der Immuncytochemie (IIF) nachgewiesen.

Tabelle 15: Nachweis von DP 1&2 der organotypischen Co-Kulturen humaner Mundschleimhautzellen

Kultivierungstag Farbeergebnis
4 %)
7 +
10 ++
12 +++
14 +++
16 ++

Die erhaltenen Resultate spiegelten exakt die Ergebnisse der vorherigen
Untersuchungen zu Desmoglein 2 wider. So lieBen sich die Desmoplakine 1 und 2 erst
nach 7tdgiger Kultivierung anhand einer schwachen Fluoreszenz im Gefrierschnitt
immuncytochemisch detektieren (siche Tabelle 15). Die Intensitit der Farbung stieg mit
zunehmender Kultivierungsdauer kontinuierlich an und erreichte nach ca. 2wochiger
Inkubationszeit in dem dreidimensionalen Zellkultivierungssystem ihr Maximum (siche
Abb. 26). Weiterhin fiel die Nachweisreaktion fiir DP 1&2 bei der organotypischen Co-
Kultur am Kultivierungstag 16 deutlich schwécher aus. Zur vergleichenden Betrachtung
wurde ebenfalls ein parallel aufgearbeiteter Gewebeschnitt einer physiologisch-intakten,

humanen Mundschleimhaut herangezogen (siche Abb. 27).
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Abb. 26: Nachweis von Desmoplakin 1 und 2 am 10 pm Gewebeschnitt der organotypischen Co-Kultur

nach 2woéchiger Anziichtung in der ,,Kleinen Box*.

250 pm
—

Abb. 27: Nachweis von DP1&2 am Kontrollschnitt der gesunden, humanen Mundschleimhaut.
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4.2.2.7 Nachweis von Collagen Typ IV (Coll IV)

Das Collagen Typ IV ist ein wichtiger Bestandteil der extrazelluldren Matrix. Es ist an
vielen elementaren Zellprozessen beteiligt und bildet zusammen mit Laminin die
Hauptbestandteile der Basalmembran. Der Nachweis erfolgte wiederum
immuncytochemisch, wobei die Resultate der Verlaufskontrolle in der nachfolgenden

Tabelle (Tabelle 16) aufgelistet wurden.

Tabelle 16: Nachweis von Coll IV der organotypischen Co-Kulturen humaner Mundschleimhautzellen

Kultivierungstag Farbeergebnis
4 %)
7 %)
10 +
12 +
14 +++
16 ++

Mit Hilfe der indirekten Immunfluoreszenz lie8 sich Collagen Typ IV weder am 4. noch
am 7. Kultivierungstag in den organotypischen Co-Kulturen nachweisen. Erst nach
einer Inkubationszeit von 10 Tagen in der ,,Kleinen Box“ zeigte sich im Gefrierschnitt
des in vitro geziichteten humanen Untersuchungsmaterials ein schwach-positives
Fluoreszenzsignal (siche auch Tabelle 16). Die Intensitit der Fiarbung (Fluoreszenz)
nahm im Laufe der Kultivierungszeit zu und erreichte nach 2 Wochen ihre stirkste
Ausprigung (siche Abb. 28). Ab dem 16. Versuchstag zeigte die Nachweisreaktion fiir
diesen biochemischem Marker wieder abnehmende Tendenz. Dieses Resultat stimmte
qualitativ mit den vorherigen Untersuchungen iiberein, hinsichtlich der Kinetik der
Expression verhielt sich Collagen jedoch anders als die bisher untersuchten Marker.
Dabei diente ,,Bezugsgrofle” wiederum das auf gleiche Art und Weise aufgearbeitete

humane Nativmaterial diente (siche Abb. 29).
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F T

Abb. 28: Nachweis von Collagen Typ IV nach 2wdéchiger Kultivierung der organotypischen Co-Kultur,

250 pm
I

wobei die Pfeile zur BM (schmale Region unterhalb des Girtels) gerichtet sind.

250 pm
.

Abb. 29: Coll IV-Nachweis (IIF) an der humanen Mundschleimhaut; Pfeile markieren diec BM.
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4.2.2.8 Nachweis von Laminin
Als weiterer Bestandteil der extrazellularen Matrix wurde Laminin mittels indirekter
Immunfluoreszenz nachgewiesen. Neben einer Beteiligung am Aufbau der

Basalmembran vermittelt es die Anheftung der Epithelzellen an die Basalzellschicht.

Tabelle 17: Nachweis von Laminin der organotypischen Co-Kultur humaner Mundschleimhautzellen

Kultivierungstag Firbeergebnis
4 %)
7 %)
10 +
12 ++
14 +++
16 ++

Laminin lie sich erst nach 10 Kulturtagen mit der indirekten Immunfluoreszenz
nachweisen (siche Tabelle 17). Das beste Féarbeergebnis wurde auch hier nach einer
2wochigen  Anziichtung des humanen Materials in dem  modifizierten
Zellkultivierungssystem erzielt (siche Abb. 30). Wie die immuncytochemischen
Untersuchungen ergaben, zeigte die Intensitit der Farbung bereits ab dem 16.
Kultivierungstag wieder abnehmende Tendenz. Als interne Vergleichskontrolle diente
wiederum ein Kontrollschnitt der physiologisch-intakten Mundschleimhaut des
Menschen, bei dem ebenfalls Laminin mit der indirekten Immunfluoreszenz

nachgewiesen wurde (siche Abb. 31).
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Abb. 30: Nachweis von Laminin an der organotypischen Co-Kultur nach 2wochiger Kultivierung; Pfeile
markieren die ausgebildete BM, die nur bei direkter mikroskopischer Beobachtung deutlich zu

erkennen war.

250 pm
————

Abb. 31: Nachweis von Laminin mittels IIF an humanem Kontrollgewebe; Pfeile weisen auf die BM hin.
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4.2.2.9 Nachweis von Fibronectin

Bei Fibronectin handelt es sich um ein Glycoprotein der extrazelluldren Matrix (ECM),
das mit einer Vielzahl von anderen ECM-Molekiilen in Wechselwirkung tritt und
mafgeblich zur Aufrechterhaltung der Gewebestruktur beitrdgt. Es wird unter

physiologischen Bedingungen von den Zellen des Mesenchyms exprimiert.

Tabelle 18: Nachweis von Fibronectin bei der in vitro geziichteten humanen Mundschleimhaut

Kultivierungstag Firbeergebnis
4 +
7 ++
10 ++
12 +++
14 +++
16 ++

Bereits am 4. Kultivierungstag lieB Fibronectin sich in den immuncytochemisch-
behandelten Gefrierschnitten im Collagengel der organotypischen Co-Kulturen
eindeutig nachweisen (siche Tabelle 18). Dies unterscheidet den Befund von allen
bisher beschriebenen Ergebnissen. Die Intensitdt der Nachweisreaktion, die auf das
Fibroblastengel begrenzt war, zeigte mit fortschreitender Kultivierungszeit eine
ansteigende Tendenz und erreichte zwischen den Versuchstagen 10 und 14 die stérkste
Ausprigung (siche Abb. 32). Wie die Untersuchungen der organotypischen Co-
Kulturen am 16. Kultivierungstag in dem dreidimensionalen System ,,Kleine Box*
ergaben, fiel die Nachweisreaktion fiir diesen biochemischen Marker in Relation zur
Kontrolle (Abb. 33: physiologische Mundschleimhaut des Menschen) und analog zu

den bereits dargestellten Befunden merklich schwicher aus.
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250 pm
]

Abb. 32: Fibronectin-Nachweis einer organotypischen Co-Kultur nach 14tdgiger Inkubation in dem drei-

dimensionalen Zellkultivierungssystem ,,Kleine Box*.

Abb. 33: Immuncytochemischer Fibronectin-Nachweis der physiologischen Mundschleimhaut.
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4.2.2.10 Nachweis von Tenascin

Das Polypeptid Tenascin gehort ebenfalls zu den Komponenten der ECM und ist neben
der Zelladhdsion auch an Zellprozessen beteiligt, welche die Morphologie sowie
Differenzierung der Zellen entscheidend beeinflussen. Die Ergebnisse wurden in der

Tabelle 19 zusammengefalit.

Tabelle 19: Nachweis von Tenascin der organotypischen Co-Kultur humaner Mundschleimhautzellen

Kultivierungstag Firbeergebnis
4 +
7 ++
10 ++
12 +++
14 +++
16 ++

Die immuncytochemische Untersuchung zeigte, dal bei allen entnommenen
organotypischen Co-Kulturen humaner Mundschleimhaut die Expression von Tenascin
auf die ,,Fiitterschicht begrenzt war, wobei die Stirke des Fluoreszenzsignals an den
verschiedenen Kultivierungstagen deutlich variierte. Parallel zu den abgeschlossenen
Untersuchungen wurden die besten Resultate nach 12-14tdgiger Anziichtung des
humanen Materials in dem modifizierten Zellkultivierungssystem erzielt (siche Abb.
34). Aufgrund der bisherigen Ergebnisse war es denn auch nicht verwunderlich, dal} die
Intensitdt der Fluoreszenz, die als Mal} fiir die Expression dieses biochemischen
Markers fungierte, sich am 16. Kultivierungstag merklich abschwiéchte. Als
»BezugsgroBe* diente wiederum parallel aufgearbeitetes, gesundes Humangewebe der

Mundhohle (siche Abb. 35).
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Abb. 34: Immuncytochemischer Nachweis von Tenascin an einer 14 Tage kultivierten organotypischen

Co-Kultur.

Abb. 35: Nachweis von Tenascin an einem Gefrierschnitt der humanen Mundschleimhaut; als Methode

wurde die indirekte Immunfluoreszenz eingesetzt.
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4.3 Organotypische Co-Kulturen der ,,Grof3en Box“

4.3.1 Alligemeine Vorbemerkung

Ein wesentliches Ziel der vorliegenden Arbeit war, die Kultivierung einer kiinstlichen
Mundschleimhaut nicht nur hinsichtlich ihres physiologischen Zustandes, sondern auch
in Bezug auf moglichst grofe Flichen zu optimieren. Daher sind im folgenden
Ergebnisse dargestellt, die Ausschnitte aus Mukosakulturen in der ,,GroBen Box* mit
Arealen bis zu 4,9 cm? zeigen. Im Gegensatz dazu entstammten die bisher prisentierten
Mikroskopfotografien aus den Kulturen in der ,,Kleinen Box* mit Flachen von lediglich

1,3 cm’.

4.3.2 Histologische Charakterisierung

4.3.2.1 Hiamatoxylin/Eosin-Fiarbung

250 p

Abb.36: H/E-Farbung einer organotypische Co-Kultur humaner Mundschleimhautzellen nach 14tdgiger

Kultivierung in der ,,GroBBen Box“, wobei die Pfeile die Lokalisation der BM markieren.
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Wie Abbildung 36 zeigt, wurde nach 14tagiger Kultivierung in der ,,Groflen Box* eine
homogene ,,Fiitterschicht* (Collagengel nebst Fibroblasten) beobachtet. Weiterhin hatte
das in vitro kultivierte Bindegewebe eine dem Nativgewebe vergleichbare
weitverzweigte Netzstruktur ausgebildet. Dem Collagengel aufgelagert waren viele
epitheliale Zellschichten, die in ihrer Gesamtheit ein kompakt strukturiertes
Schleimhautepithel aufbaute. Die Dicke dieser Schicht erreichte anndhernd die
AusmaBe der physiologischen humanen Mundschleimhaut, die sich in der Regel in

einer Grofenordnung von 300 bis 500 um erstreckt.

4.3.2.2 PAS-Farbung

€
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Abb. 37: PAS-Reaktion einer organotypischen Co-Kultur nach 2wdéchiger Kultivierung in der ,,Gro3en

Box*; die Pfeile markieren die BM.
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Die ,,GroBe Box“ stellt fiir die Kultivierung der kiinstlichen Mundmukosa derart
giinstige Bedingungen bereit, da3 nach einer Kultivierungsdauer von 14 Tagen der
Ansatz einer Basalmembran (Pfeile) mit der PAS-Reaktion nachweisbar war (siche

Abb. 37). Das morphologische Gesamtbild des in vitro geziichteten Gewebes zeigte
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wieder eine groBe strukturelle Ahnlichkeit zu der physiologischen Mundschleimhaut

des Menschen.

4.3.3 Immuncytochemische Charakterisierung

4.3.3.1 Nachweis von Cytokeratin 14

250 pm

Abb. 38: Immuncytochemischer Nachweis von CK 14 am Gefrierschnitt einer organotypischen Co-

Kultur zwei Wochen nach der Kultivierung.

Die immuncytochemische Nachweisreaktion fiir das Cytokeratin 14 zeigte eindeutig,
daB sich mit diesem dreidimensionalen Kultivierungssystem ein kompakt strukturiertes
Epithel innerhalb von 14 Tagen ziichten lie (siche Abb. 38). Die Expression dieses
biochemischen Markers erfolgte vergleichbar zur in vivo Situation ausschlieBlich in den
epithelialen Zellschichten. Weiterhin lieB die in vitro geziichtete humane
Mundschleimhaut in Aussehen und Struktur Parallelen zum vitalen Nativgewebe

erkennen.
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4.3.3.2 Nachweis von Cytokeratin 4

250 pm

Abb. 39: CK 4-Farbung einer organotypischen Co-Kultur humaner Mundschleimhautzellen mittels ITF

nach 2wochiger Anziichtung.

In der oberen Darstellung (Abb. 39) wurde ein 10 pm dicker Gewebeschnitt einer
tiber14 Tage kultivierten organotypischen Co-Kultur immuncytochemisch auf das
Vorhanden-sein von Cytokeratin 4 untersucht. Wie zu erkennen ist, grenzte sich ein
rdumlich definierter Bereich deutlich durch eine intensive Fluoreszenz von dem
restlichen Gewebe ab. Demzufolge besall diese Region einen hohen Anteil des
differenzierungsspezifischen Cytokeratin 4, dessen Expression wihrend der frithen
Differenzierungsphase erfolgt. Da ein positiver Antikdrpernachweis als Indiz fiir die
Expression gewertet wurde, zeigte das geziichtete Humanmaterial bereits zu diesem
Zeitpunkt einen entsprechenden Differenzierungsstatus. Weiterhin ist bekannt, daf die
Synthese von Cytokeratin 4 in vivo nur in der suprabasale Region des humanen
Mundschleimhautepithels erfolgt. Dies konnte auch in vitro beobachtet werden.
Demzufolge hatte sich in der organotypischen Co-Kultur ein streng organisierter

epithelialer Zellverband ausgebildet, vergleichbar dem humanem Originalgewebe.
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4.3.3.3 Nachweis von Cytokeratin 13

250 pm
—

Abb. 40: Fluoreszenz-Darstellung von CK 13 einer organotypischen Co-Kultur humaner Mundschleim-

hautzellen nach 14tégiger Kultivierung in der ,,Gro3en Box“.

Das Intermedidrfilament Cytokeratin 13 ist eng mit Cytokeratin 4 vergesellschaftet und
konnte ausschlieBlich in der suprabasalen Region des in vitro geziichteten
Mundschleimhautepithels nach einer Kultivierungsdauer von 14 Tagen nachgewiesen
werden (sieche Abb. 40). Da die Expression von CK 13 wihrend der friihen Phase der
Zelldifferenzierung stattfindet und den Differenzierungsstatus der Epithelzellen ndher
charakterisiert, wurde dies wiederum als Indiz fiir die beginnende Ausdifferenzierung

des kultivierten Gewebeverbandes gewertet.



4 Ergebnisse 75

4.3.3.4 Nachweis von Desmoglein 2

Abb. 41: Immuncytochemischer Nachweis von DG2 am Gewebeschnitt einer in vitro kultivierten

organotypischen Co-Kultur humaner Mundschleimhautzellen (Kultivierungsdauer: 2 Wochen).

Wie Abbildung 41 veranschaulicht, zeigte das komplette Epithel eine positive
Nachweisreaktion fiir Desmoglein 2 nach einer 14tigigen Kultivierung in dem
dreidimensionalen System. Da diese biochemische Struktur bekanntermallen als
interzelluldres Bindungselement fungiert und somit die Zell-Zell-Adhésion unmittelbar
beeinfluflt, zeigt das Ergebnis daher den in vivo-nahen physiologischen Status des in

vitro geziichteten Gewebeverbands.
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4.3.3.5 Nachweis von Desmoplakin 1 und 2

Abb. 42: Nachweis von Desmoplakin 1 und 2 im in vitro geziichteten Humangewebe nach 2wochiger

Kultivierung in der ,,GroBBen Box“.

Die Desmoplakine 1 und 2 gehdren wie Desmoglein ebenfalls zur Gruppe der
Desmosom-assoziierten Molekiile und werden im Zuge der Differenzierung parallel zu
Desmoglein 2 von den epithelialen Zellen produziert. Wie Abbildung 42 eindrucksvoll
zeigt, konnte auch hier die Expression der Desmoplakine 1 und 2 im gesamten Epithel
nachgewiesen werden. Da diese Strukturen unter in vivo Bedingungen nur von intakten
Zellen synthetisiert werden, mufBiten die in vitro gezilichteten Zellen des
Epithelverbandes einen physiologischen Status sehr dhnlich der In vivo-Situation

besitzen.
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4.3.3.6 Nachweis von Collagen Typ IV

Abb. 43: Immuncytochemischer Nachweis von Coll IV am Gewebeschnitt einer in vitro geziichteten

organotypischen Co-Kultur nach einer Kultivierungsdauer von 14 Tagen.

Wie Abbildung 43 veranschaulicht, konnten sowohl in der Grenzzone zum
Bindegewebe (Pfeile) als auch in den epithelialen Zellagen Collagen Typ 1V
immuncytochemisch nachgewiesen werden. Beziiglich der Intensitdt der Fluoreszenz
zeigten sich aber deutliche Unterschiede. So besal die basale Region, in der
normalerweise auch die Basalmembran lokalisiert ist, im Gegensatz zum Epithel der
organotypischen Co-Kultur eine intensivere Farbereaktion. Dies deckte sich mit den
Verhiéltnissen in vivo. Bei den zusitzlich fluoreszierenden Strukturen konnte es sich z.
B. um Artefakte handeln, die bei immuncytochemischen Nachweisreaktionen mitunter

beobachtet werden.
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4.3.3.7 Nachweis von Laminin

i A

250 pm

Abb. 44: Laminin-Darstellung an einer 2 Wochen in vitro kultivierten organotypischer Co-Kultur

humaner Mundschleimhautzellen (Methode: indirekte Immunfluoreszenz).

Als weitere Hauptkomponente der Basalmembran wurde Laminin in das Testsystem
aufgenommen. Dieses Molekiil vermittelt unter anderem die Anheftung der
Epithelzellen an die Basalzellschicht. Wie aus Abbildung 44 hervorgeht, zeigte im
Gegensatz zum librigen Gewebeschnitt eine schmale Region an der Grenze von Epithel-
und Bindegewebe eine intensive Fluoreszenz (Pfeile), d. h. eine positive
Nachweisreaktion. Bei den zusitzlich angefarbten Arealen konnte es sich
moglicherweise um unspezifische Reaktionen der verwendeten Antikorper handeln, wie
die deutliche Intensitdtsabnahme der Fluoreszenz anzeigt (sieche hierzu auch die

Diskussion, Kapitel 5.2.2).
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4.3.3.8 Nachweis von Fibronectin

Abb. 45: Nachweis von Fibronectin mit der indirekten Fluoreszenz an einer organotypischen Co-Kultur

humaner Mundschleimhautzellen nach einer Kultivierungsdauer von 14 Tagen.

Bei Fibronektin handelt es sich um ein Adhésionsprotein, das ausschlieBlich von
mesenchymalen Zellen synthetisiert wird. Wie aus der oberen Darstellung (siche Abb.
40) eindeutig hervorgeht, war die Expression dieses biochemischen Marker parallel zur
Synthese in vivo ausschlieflich auf das Collagengel der organotypischen Co-Kultur
humaner Mundschleimhautzellen beschriankt. Dies war nicht verwunderlich, da diese
nFutterschicht zusitzlich die isolierten Bindegewebszellen als ,,mesenchymale

Komponente* enthielt.
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4.3.3.9 Nachweis von Tenascin

Abb. 46: Immuncytochemischer Nachweis von Tenascin der in vitro geziichteten Mundschleimhaut nach

14tégiger Kultivierung in der ,,Grof3en Box*.

Das detektierte Polypeptid Tenascin gehort ebenfalls zu den Komponenten der ECM
und ist neben der Zelladhdsion auch an Zellprozessen beteiligt, welche die Morphologie
bzw. die Differenzierung der Zellen entscheidend beeinflussen. Wie schon bei dem
Untersuchungsparameter zuvor, konnte dieser Marker nur in der ,Fiitterschicht der
organotypischen Co-Kultur nachgewiesen werden (siche Abb. 46). Diese setzte sich
bekanntermafen aus dem Collagengel und den humanen Bindegewebszellen zusammen.
Betrachtet man sich die Expression von Tenascin unter physiologischen Bedingungen,
so erfolgt diese ebenfalls ausschlieBlich durch die Zellen des Mesenchyms

(Bindegewebes). Demzufolge wurde auch hier wieder die in vivo Situation reflektiert.
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Abb. 47: Ergebniszusammenfassung der organotypischen Co-Kulturen im Sdulendiagramm.
aufgetragen sind die relativen Expressionsstarken in Abhéngigkeit von der Kultivierungszeit
(Tage in Kultur), wobei die zeitgleich exprimierten Untersuchungsparameter zusétzlich eine

Farbkodierung aufweisen.
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Wie aus der Abbildung 47 hervorgeht, lassen sich die mesenchymalen
Untersuchungsparameter Fibronectin und Tenascin ab dem vierten Kultivierungstag in
der organotypischen Co-Kultur nachweisen. Bereits nach einwdchiger Inkubation
konnten sowohl der epithelialen Universalmarker Cytokeratin 14 als auch die
differenzierungsspezifischen Cytokeratine 4 und 13 immuncytochemisch detektiert
werden. Vergleichbare Ergebnisse erbrachten die Untersuchungen hinsichtlich der
desmosomalen Nachweisgrolen Desmoglein 2 bzw. Desmoplakin 1 und 2. Im
Gegensatz hierzu lieB sich erst ab dem 10. Kultivierungstag in den dreidimensionalen
Systemen die Expression von Collagen Typ IV und Laminin eindeutig nachweisen. Wie
die Resultate eindrucksvoll belegen, zeigten alle untersuchten Kenngréfen in den
organotypischen Co-Kulturen nach 14tigiger Kultivierung ein Expressionsmaximum
und damit einhergehend den hochsten Differenzierungsstatus. Als logische Konsequenz
konnte eine mogliche Transplantation der vitro geziichteten, humanen

Mundschleimhaut just zu diesem Zeitpunkt stattfinden.

Die spezifisch entwickelten, dreidimensionalen Zellkultivierungssysteme erlaubten die
Anziichtung einer physiologisch intakten, humanen Mundschleimhaut mit einem sehr
hohen Differenzierunsgrad (Cytokeratinexpression). In ihrer Ausdehnung erreichten die
in vitro kultivierten organotypischen Co-Kulturen eine Grundfliche von anndhernd 5

cm® (Wert bezieht sich auf das Zellkultivierungssystem ,,Grofe Box*).

Sie stellen daher abschlieBend betrachtet eine sehr gute Anndherung an die

gewebespezifischen Umgebungsbedingungen der Mundhéhle dar.
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4.4 Mutationsanalyse des Tumorsuppressorgens p53

4.4.1 Anealingtemperaturen der verwendeten DNA-Primer von p53

Die Bindung der Primer an die DNA ist fiir die Optimierung der Spezifitit einer PCR
entscheidend. Diese Anlagerung vollzieht sich in einem begrenzten Temperaturbereich,
der primerspezifisch ist und als Anealingtemperatur bezeichnet wird. Unter
Zuhilfenahme der Primersequenz wurde fiir jedes Primerpaar die Anealingtemperatur
rechnerisch ermittelt. Dies geschah durch Aufaddieren der einzelnen Nukleinséuren,
wobei jeder Purinbase (Adenin, Thymin) der Zahlenwert ,,2 und jeder Pyrimidinbase

(Guanin, Cytosin) der Multiplikationsfaktor ,,3“ zugeordnet wurde.

Tabelle 20: Errechnete Bindungstemperaturen der p53-Oligonukleotide (a: Forward, b: Reverse)

Primer Nukleotidsequenz Anealingtemperatur [°C]
la GACACGCTTCCCTGGATTGGC 55
1b TGCCCTCAACAAGATGTTTTGC 54
2a GTTTCCGTCTGGGCTTCTTGCA 56
2b GAGGTTGGCTCTGACTGTACC 54
3a TGGCCCCTCCTCAGCATCTTA 54
3b GAGAGCTGAATGAGGCCTTG 51
4a CGGCGCACAGAGGAAGAGAATC 57
4b CCCTTGCTTGCAATAGGTGTGCG 59

Wie aus der Tabelle 20 hervorgeht, differierten die verwendeten p53-Primer sehr stark
in ihren Bindungstemperaturen, so daf} streng genommen fiir jedes Primerpaar ein
eigene Protokollvorschrift erarbeitet werden miiflite. Da aber aus praktischen Griinden
die Amplifikation der verschiedenen p53-Fragmente in einem Testansatz und damit bei
einer gemeinsamen Anealingtemperatur erfolgen sollte, wurde fiir jedes Primerpaar ein
Temperaturgradient unter Beriicksichtigung der errechneten Resultate erstellt, wobei

sich der gewihlte Temperaturbereich von 49-60 °C erstreckte.
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4.4.1.1 Temperaturgradient von pS3-Primerpaar 1a und 1b

Die Erstellung des Temperaturgradienten erfolgte mittels PCR und der Verwendung
isolierter cDNA humaner Bindegewebszellen. Fiir jedes Primerpaar wurden zwolf
Reaktionsansitze gemdll der Anleitung von 3.7.5 pipettiert und in einem Thermocycler
mit Gradientenfunktion bearbeitet. Die elektrophoretische Auftrennung der p53-
Genfragmente erfolgte wie bereits in Kapitel 3.7.6 beschrieben. Zur GréBenbestimmung
der Amplifikationsprodukte (Gelbanden 2-13) wurden zwei DNA-Standards (Ladder)
mit definierten Unterteilungen in 250 Bp (Liso) bzw. 100 Bp (Ljg0) mit einer

Konzentration von 1 pg in die freien Geltaschen 1 und 14 pipettiert.

Gelbande
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

— 1000 Bp
1000 Bp [
500 Bp 500 Bp

Lo 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 Ljg
R F
Temperatur [°C]

Abb. 48: Temperaturgradient von p53-Primerpaar 1, wobei ,,R* und ,,F* die errechneten Anealingwerte

des betreffenden Reverse-Primers bzw. Forward-Primers kennzeichnen.

Im Bandenmuster des Agarose-Gels zeigte sich liber das gesamte Temperaturspektrum
eine ausgeprigte DNA-Bande von gleicher Intensitit und Grof3e (sieche Abb. 48). Nach
Abschitzung des Molekulargewichts unter Zuhilfenahme der beiden GroBenstandards

mulfite es sich um das spezifische 448 Bp-umfassende p53-Fragment F1 handeln.
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4.4.1.2 Temperaturgradient von pS3-Primerpaar 2a und 2b

Gelbande
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

1000 Bp
500 Bp
250 Bp

1000 Bp

500 Bp
300 Bp

49 S50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60
R F
Temperatur [°C]

Abb. 49: Temperaturgradient von p53-Primerpaar 2, wobei ,R* und ,,F* die errechneten Anealingwerte

des entsprechenden Reverse-Primers bzw. Forward-Primers hervorheben.

Wie die fotografische Darstellung des Temperaturgradienten von p53-Primerpaar 2a
und 2b beweist, konnte iiber den gesamten Temperaturbereich das spezifische 364 Bp-
groBle p53-Fragment F2 als untere Bande mit intensiver Ausprigung im Agarose-Gel
nachgewiesen werden (siche Abb. 49). Anhand des Bandenmuster lieBen sich zudem
bei allen Temperaturen, die errechneten Anealingwerten von 54 °C und 56 °C
eingeschlossen, zusitzliche Amplifikationsprodukte (maximal 2) in einer
GroBenordnung von 400 bis 500 Bp detektieren. Hierbei handelte es sich, wie die

nachfolgende Sequenzierungsanalyse erbrachte, um unspezifische Reaktionsprodukte.
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4.4.1.3 Temperaturgradient von p53-Primerpaar 3a und 3b

Gelbande
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

1000 Bp 1000 Bp
500 Bp 500 Bp
250 Bp 300 Bp

Laso 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 Lo
R F
Temperatur [°C]

Abb. 50: Temperaturgradient von p53-Primerpaar 3, wobei ,,R* und ,,F* die errechneten Anealingwerte

des entsprechenden Reverse-Primers bzw. Forward-Primers makieren.

Wie aus dem Bandenmuster des Agarose-Gel hervorgeht, traten vor allem bis zu einer
Bindungstemperatur von 55 °C zusétzlich zu dem amplifizierten p53-Fragment F3 (477
Bp) eine Reihe von weiteren DNA-Banden unterschiedlicher Molekulargewichte auf.
Hierbei diirfte es sich, wie schon bei der Untersuchung zuvor, um unspezifisches
Genmaterial handeln. Des weiteren war offensichtlich, da3 durch die Erhéhung der
Anealingtemperatur die Anlagerung der Primer an Spezifitit gewann und sich in dem
Temperaturbereich von 56-60 °C nur noch die Amplifikation des spezifischen p53-
Genfragments im Gel nachweisen lie (sieche Abb. 50). Interessanter Weise lagen diese
Temperaturwerte deutlich {iber den errechneten Resultaten von 54 °C fiir den Forward-

bzw. 51 °C fur den Reverse-Primer.
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4.4.1.4 Temperaturgradient von p53-Primerpaar 4a und 4b

Gelbande
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

1000 Bp
500 Bp
250 Bp

1000 Bp

500 Bp
300 Bp

Laso 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 Ljg
F R
Temperatur [°C]

Abb. 51: Temperaturgradient von p53-Primerpaar 4, wobei ,,R* und ,,F* die errechneten Anealingwerte

des jeweiligen Reverse- und Forward-Primers kennzeichnen.

Bei den niederen Temperaturen, insbesondere gilt dies fiir den Bereich 49-51 °C,
amplifizierte das verwendete Primerpaar neben dem spezifischen F4-Genfragment des
Tumorsuppressorgens p53 eine Reihe von zusétzlichen PCR-Produkten (siehe Abb. 51).
Wurde die Anealingtemperatur erhoht und erreichte schlielich die errechneten Werte
(im Bild farbig hervorgehoben), zeigte sich nur noch eine spezifische DNA-Bande von
anndhernd 450 bp. Hierbei handelte es sich um das spezifische p53-Fragment F4,

dessen exakte GroBe bei 431 Bp anzusiedeln ist.

Resiimee
Nach vergleichender Betrachtung der unterschiedlichen Bandenmuster wurde in den
nachfolgenden PCR-Reaktionen fiir alle p53-Primerpaare eine gemeinsame

Anealingtemperatur von 60 °C gewdhlt.
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4.4.2 Amplifikation der p53-Fragmente mittels PCR

Die PCR-Reaktionen wurden mit cDNA isolierten Humanmaterials der Mundhdhle
(native Mundschleimhaut, isolierte Keratinozyten und Fibroblasten aus dem Monolayer)
jeweils in einer Dreifachbestimmung gemi3 der Anleitung von Kapitel 3.7.5
durchgefiihrt. Die Auftrennung der verschiedenen Genfragmente erfolgte durch die
Agarose-Gelelektrophorese (siehe 3.7.6). Um die Molekulargewichte der Amplifi-
kationsprodukte annidhernd zu bestimmen, wurde der 100 Bp-Ladder (L;o) als

definierter GroBenstandard aufgetragen.

Gelbande

Lioo F1 F2 F3 F4
p53-Genfragmente

Abb. 52: Mit PCR amplifizierte p53- Genfragmente F1-F4 der nativen Mundschleimhaut.

Wie schon bei den Temperaturgradienten beobachtet, traten auch hier im Bandenmuster
zu den spezifischen p53-Genfragmenten weitere Genprodukte im Agarose-Gel auf
(siehe Abb. 52). Diese zeigten eine schwichere Intensitdt und waren daher sehr gut von
den intensiv ausgeprigten, spezifischen Gelbanden, die fiir die nachfolgenden
Untersuchungen (SSCP-Mutationsanalyse bzw. Sequenzierung) herausgeschnitten

wurden, zu unterscheiden.
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4.4.3 SSCP-Mutationsanalyse der p53-Genfragmente

Die SSCP-Mutationsmethode sollte bei den isolierten Gelfragmenten des
Tumorsuppressorgens p53 eventuelle Polymorphismen auf der Nukleotidebene
aufzeigen. Daher wurden jeweils drei Proben von isolierten Epithel- bzw.
Bindegewebszellen der humanen Mundschleimhaut und vom physiologischen

Nativmaterial untersucht.

4.4.3.1 Humane Mundschleimhaut als Nativimmaterial

r T T T T T T T T T T T T T
350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480

Anzahl der Basenpaare

Abb. 53: SSCP-Mutationsanalyse an cDNA von nativer Mundschleimhaut; dargestellt sind die unter-
schiedlichen Genfragmente des Tumorsuppressorgens p53 als ,,Grofenpeaks in der Reihen-

folge a: p53-Fragment F1, b: p53-Fragment F2, ¢: p53-Fragment F3 und d: p53-Fragment F4.

Die Allelgroen der unterschiedlichen Genfragmente von Tumorsuppressorgen p53
entsprachen mit geringfligigen Abweichungen den errechneten Werten (siehe 3.7.4).
Interessanter Weise zeigten die Histogramme der Fragmente F1, F3 und F4 in enger
Nachbarschaft zu dem spezifischen p53-Genprodukt jeweils einen zusitzlichen
GroBenpeak auf (sieche Abb. 53), dessen Herkunft und Gensequenz mit der

nachfolgenden Sequenzierung bestimmt werden sollte.
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4.4.3.2 In vitro kultivierte Epithelzellen der Mundmukosa

Auch hier zeigte die angewandte Methode, dall die erhaltenen Allelwerte beziiglich
threr GroBe nur geringfiigig von denen des jeweiligen Genproduktes abwichen.
Wihrend sich das 364 Bp-umfassende F2-Fragment ausschlieBlich als einheitliche
,Erhebung® darstellte, wurden mit zunehmender AllelgroBe, im besonderen Mal3e galt
dies fiir das 477 Bp-umfassende Fragment F3, wiederum zwei GroBenpeaks mit
geringem raumlichen Abstand beobachtet. Ob es sich dabei um mutierte Regionen des
Tumorsuppressorgens p53 handelte, konnte nur die sequenzanalytische Untersuchung

zeigen.

4.4.3.3 In vitro kultivierte Bindegewebszellen der Mundmukosa

Die Auswertung der Ergebnisse der SSCP-Mutationsanalyse brachte bei den isolierten
Bindegewebszellen der humanen Mundschleimhaut ebenfalls eine sehr gute
Ubereinstimmung zwischen Allel- und FragmentgréBe von Tumorsuppressorgen p53.
Auch hier zeigten die einzelnen Graphen in ihrem Verlauf ein variierendes Verhalten,
das sich durch das Auftreten von ein bis maximal zwei nah beieinander liegende
GroBenpeaks charakterisieren lieB. Wie schon bei den Resultaten zuvor, sollten

mogliche Mutationen mittels Sequenzierung aufgedeckt werden.

4.4.4 Sequenzanalyse der amplifizierten pS3-Fragmente

Um die Ergebnisse der SSCP-Mutationsanalyse abzusichern, wurden die isolierten p53-
Genfragmente zusétzlich einer abschlieBenden Sequenzierung unterzogen. Diese sollte
eindeutige GewiBBheit dariiber bringen, ob sich Verdnderungen in der genomischen

Struktur im Laufe der Kultivierung manifestiert haben.
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4.4.4.1 Priaparative DNA-Isolierung

Um die DNA des jeweilige p53-Genfragment zu isolieren, wurde die spezifische Bande
aus dem Gel entfernt und die darin enthaltene DNA gemiB3 der Anleitung 3.7.7.2
aufgereinigt. Um den Erfolg der Elution nachzuweisen und die Konzentration des
isolierten Materials annidhernd zu bestimmen, mufiten 1/10 des Probenvolumens sowie 1
ng des Molekulargewichtsmarkers Ljgp elektrophoretisch aufgetrennt werden. Die
Abbildung 48 zeigt exemplarisch einen Gelauftrag humaner Mundschleimhaut-DNA

nach einer gelungenen Aufreinigung der amplifizierten p5S3-Genfragmente F1-F4.

Gelbande
1 2 3 4 5

1000 Bpfls -

500 Bp
300 Bp

Lo F1 F2 F3 F4
pI3-Genfragmente

Abb. 54: p53-Genfragmente F1, F2, F3 und F4 der isolierten und in vitro kultivierten Epithelzellen der

humanen Mundschleimhaut nach Aufreinigung und Elektrophorese im 1%igen Agarosegel.
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4.4.4.2 Humane Mundschleimhaut als Nativmaterial

Diese Untersuchungen fanden im Institut fiir Genetik der Johannes Gutenberg-
Universitit Mainz statt. Fiir jedes Genfragment wurde ein Chromatogramm gemif der
nachfolgenden Abbildung 55 erstellt. Anhand dieser Darstellung lieB sich die
Nukleotidsequenz des spezifischen Genprodukts exakt bestimmen. Zur Erleichterung

der Auswertung waren die einzelnen Nukleinsduren zusdtzlich farbkodiert.

Die erhaltenen Nukleotidsequenzen der verschiedenen Genfragmente wurden mit der
Originalsequenz der cDNA von Tumorsuppressorgen p53, die dem Anhang unter Punkt

7.1 beigefiigt wurde, sorgfiltig verglichen.

Nach Durchsicht der Nukleotidsequenz fiir das F1-Fragment von Tumorsuppressorgen
p53 konnten bei allen drei Proben weder eine Verschiebung im Leseraster,
hervorgerufen z.B. durch Deletion oder Addition, noch ein Basenaustausch detektiert
werden. Auch die vergleichende Betrachtung zwischen der ,,Original-cDNA* und des
364 Bp-groBen F2-Fragments erbrachte das gleiche Resultat, d. h. die Reihenfolge der
Nukleotide stimmte komplett iiberein. Die sequenzanalytischen Untersuchungen der
anderen beiden Genprodukte von p53 (F3 und F4) lieferten ebenfalls auf der

Nukleotidebene keine Anhaltspunkte fiir das Auftreten von genetischen Alterationen.

4.4.4.3 In vitro kultivierte Epithelzellen der Mundmukosa

Die Sequenzierung des PCR-Produktes F1 zeigte eindeutig, dal3 die Nukleotidsequenz
dieses Genfragmentes mit der Originalsequenz der cDNA von Tumorsuppressorgen p53
identisch war. Ebenso konnten bei den anderen drei Genstrukturen keine
UnregelmiBigkeiten beobachtet werden, die auf ein Mutationsgeschehen hindeuten
wiirden. Demzufolge schienen weder die Isolierung noch die Kultivierung den
zelluldren Stoffwechsel der epithelialen Zellen hinsichtlich eines vermehrten Auftretens

von Mutationen in bezug auf das Tumorsuppressorgen p53 zu beeinflussen.
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4.4.4.4 In vitro kultivierte Bindegewebszellen der Mundmukosa

Die erhaltenen Resultate der Sequenzanalysen reflektierten die Ergebnisse der
epithelialen Mundschleimhautzellen. So konnten bei keinem der vier Genfragmente des
Tumorsuppressorgens p53 Verdnderungen in der genomischen Struktur nach Durchsicht

der Nukleotidsequenzen von Abbildung 55 beobachtet werden.
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Abb. 55: Ausschnitt der Nukleotidsequenz von p53-Fragment F2 isolierter Bindegewebszellen der

@
@

humanen Mundschleimhaut; hier als Chromatogramm dargestellt. Aufgetragen sind in jeder
Spur die vier farbkodierten Nukleotidbasen Adenin (griin), Thymin (rot), Cytosin (blau) und

Guanin (schwarz).

Resiimee

Wie die Untersuchungsergebnisse zeigen, konnten bei den isolierten und in vitro
kultivierten =~ Mundschleimhautzellen  (Epithelzellen, Fibroblasten/-zyten) keine
Mutationen im Tumorsuppressorgen p53 detektiert werden. Analoge Ergebnisse
erbrachte die p53-Muntationsanalyse der nativen Mundschleimhaut, die als interne

Vergleichskontrolle herangezogen wurde.
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5 Diskussion

5.1 Isolierung und Kultivierung humaner Mundschleimhautzellen

In der Zellkultur gibt es eine Vielzahl von mechanischen und enzymatischen
Arbeitstechniken zur Isolierung humaner Zellen aus Nativgewebe, wobei sehr hédufig
die Explantatmethode und die Einzelzellensuspensionstechnik angewandt werden. Bei
der Explantatmethode wird die Gewebe-Biopsie mechanisch in kleinere Gewebestiicke
zerkleinert, mit geringem Abstand in der Kulturflasche plaziert und mit Nahrmedium
versorgt (z. B. Lauer et al. 1997). Im Gegensatz hierzu erfolgt bei der
Einzelzellsuspensionstechnik nach der mechanischen Aufarbeitung eine zusitzliche
enzymatische Behandlung. Der Zusatz von Proteasen fiihrt zur Zerstdrung der
interzelluldren Bindungen und ermdglicht dadurch ein Herauslosen einzelner Zellen aus
dem komplexen Verband (z. B. Tomakidi et al. 1997, Lauer et al. 1997). Dieser Prozef3
kann nur {iiber eine begrenzte Zeitdauer durchgefiihrt werden, da bei zu langer
Inkubation mit proteolytischen Enzymen massive Membranschiddigungen auftreten, die

zum Untergang der Zellen fiihren.

In dieser Dissertation wurden sowohl die Explantatmethode als auch die
Einzelzellensuspensionstechnik zur Isolierung von Epithel- und Bindegewebszellen der
humanen Mundschleimhaut eingesetzt. Fiir die Gewinnung der Humanzellen wurde die
Biopsie zunéchst in Epithel und Bindegewebe separiert. Wahrend die Aufarbeitung des
Bindegewebes unter Einsatz der Explantatmethode erfolgte, wurde die Praparation des
Epithels mit der Einzelzellensuspensionstechnik durchgefiihrt. Aus den isolierten
Fibroblasten/-zyten lieBen sich ohne Schwierigkeiten Primérkulturen anlegen. Im
Gegensatz dazu gestaltete sich das Anlegen von Reinkulturen epithelialer Zellen aus der
humanen Mundschleimhaut sehr problematisch. Haufig zeigte sich ein zeitgleiches
Auswachsen von Fibroblasten und Keratinozyten in den Co-Kulturen. Dieses Problem
ist seit langerem bekannt. Daher wurden in der Vergangenheit unterschiedliche
Strategien entwickelt, um die unerwiinschten Fibroblasten/-zyten erfolgreich aus
epithelialen Kulturen zu entfernen. So versuchte man z. B. durch die Zugabe von
spezifischen Enzymen oder Enzymkombinationen ein zeitlich versetztes Ablosen

(differentielle Trypsinisierung) der verschiedenen Zellpopulationen zu erzielen. Eine
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andere Strategie versuchte den epithelialen Zellen durch Variation des
Nahrstoffangebotes einen Selektionsvorteil zu verschaffen (z. B. Stark et al. 1999).
Mittlerweile sind eine Vielzahl von Spezialndhrmedien fiir die Kultivierung von
Epithelien kommerziell erhéltlich. Diese sollen laut Angaben des Herstellers zusétzlich
das Fibroblastenwachstum hemmen oder gar unterbinden. In einer reihe von
Vorversuchen wurden daher verschiedene Niahrlosungen auf diese Selektivitit

ausgetestet, der Erfolg blieb jedoch aus.

Insgesamt blieben alle Bemiihungen, die Bindegewebszellen der humanen
Mundschleimhaut mit diesen herkdmmlichen Verfahren aus der Keratinozytenkultur
vollstindig zu entfernen, letztendlich erfolglos. Lediglich durch das friihzeitige
Entfernen von betreffenden Gewebeexplanaten konnten epitheliale Zellkulturen mit
einem minimalen Anteil von Bindegewebszellen erhalten werden, welche die
nachfolgenden Experimente (Herstellung von organotypischen Co-Kulturen) nicht
malgeblich beeintrichtigten. Die hier verwendeten Arbeitstechniken wurden bereits in
der Vergangenheit sehr erfolgreich zur Isolierung von Epithelzellen aus der humanen
Gingiva angewandt (z. B. Lauer et al. 1997). Die beschriebenen Ergebnisse waren mit
denen dieser Dissertation vergleichbar. So wurden aus allen Gewebebiopsien nach der
Aufarbeitung mit der Explantatmethode problemlos Primérkulturen erhalten.
Betrachtete man weiterhin den zeitlichen Rahmen, in dem ein Auswachsen der ersten
gingivalen Epithelzellen beobachtet wurde, so zeigten sich ebenfalls Parallelen
zwischen der besagten Studie und den Resultaten dieser Arbeit. Im Gegensatz aber zu
den vorliegenden Ergebnissen konnten Lauer et al. (1997) aus keiner Gewebeprobe
nach Anwendung der Einzelzellsuspensionstechnik einen epithelialen Gewebeverband

zuchten.

Die isolierten Mundschleimhautzellen lieBen sich weiterhin iiber einen lidngeren
Zeitraum kultivieren. Im besonderen galt dies fiir die Bindegewebszellen, die durch die
Optimierung der Kultivierungsbedingungen problemlos bis zu drei Monaten (Passage
12) in Kultur gehalten wurden. Im Gegensatz hierzu konnten die Epithelzellen des
Oralgewebes im Hochstfall zweimal passagiert bzw. iiber 28 Tage kultiviert werden.
Vergleichbare Resultate erzielte Tomakidi (1997), der unter Einsatz der
organotypischen Co-Kultur ein addquates humanes Zellmaterial bis zu 21 Tagen

kultivierte. In einer anderen Studie gelang es, komplexes Gewebe der humanen Gingiva
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iiber drei Wochen in ihrem physiologisch-aktiven Zustand zu konservieren (Lehmann et
al. 1997). Zu diesem Zweck befestigten die Wissenschaftler die frisch entnommenen
Biopsien auf einen Gewebetréger, die dann in einen Kulturcontainer eingelegt wurden.
Diese Kammern erméglichten eine wirklichkeitsnahe Simulation der gewebetypischen
Umgebungsbedingungen. Unter Einsatz der Perfusionstechnik erfolgte die Versorgung
der Kulturen mit unverbrauchten Medium bei gleichzeitiger Abfiihrung von
Stoffwechselprodukten. Wie die Ergebnisse belegten, behielten die Biopsien iiber den
gesamten Beobachtungszeitraum von drei Wochen nicht nur ihre strikte histologische
Organisation sondern auch eine dem Nativgewebe vergleichbare Expression der
relevanten Cytokeratine. Dal} eine Langzeitkultivierung von epithelialem Material {iber
diesen Zeitraum hinaus mdglich ist, bewiesen Sittinger et al. (1997). Sie haben ein
besonderes System entwickelt, welches die in vitro Kultivierung humaner

Knorpelzellen bis zu einem Monat erlaubte.

Um den isolierten Epithel- und Bindegewebszellen ein optimales Néhrstoffangebot zu
liefern, wurden den Kultivierungsmedien weitere Supplemente zugefiihrt. Hierbei
handelte es sich vor allem um eine konzentrierte Proteinlosung, die aus fotalem
Kiélberserum (FCS) bzw. Cosmic Calf (CC) gewonnen wurde. Diese Néhrstofflosung
enthilt neben einer Palette von elementaren Wachstumsfaktoren zudem auch tierisches
Protein (Albumin) in groBen Mengen. Dieser Zusatz birgt ein nicht zu unterschétzendes
Gefahrenpotential, da dieses Fremdprotein bei spdterer Reimplantation in den
menschlichen Organismus gelangen (Breidahl et al. 1989) und schwerwiegenden
Immunreaktionen auslésen kann. Dall der menschliche Korper gegen bovines Serum
immunologisch vorgeht, zeigte bereits eine Studie aus dem Jahr 1988. So reagierten
Patienten, nachdem sie mit fotalem Kaélberserum geziichtete Epitheltransplantate
erhalten hatten, mit der Bildung von Antikorpern gegen bovines Serumalbumin (Meyer

et al. 1988).

Es ist bei der Kultivierung von Zellen und Geweben unabdingbar, auf Zusitze
zuriickzugreifen, die fiir den menschlichen Korper kein Gefahrenpotential darstellen,
wie es z. B. auch durch das Infektionsrisiko durch BSE (bovine spongioforme
Enzephalopathie) gegeben ist. So wurden in der jiingeren Vergangenheit bereits Studien
durchgefiihrt, die komplett auf den Einsatz von fotalem Kilberserum zur Férderung des

Zellwachstums zu verzichteten. Lehmann et al. (1997) spannten frisch entnommene
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Gingivabiopsien auf einen Gewebetrdger. AnschlieBend kultivierten sie das
Humanmaterial 21 Tage mit einer besonderen Perfusionstechnik. Die Gewebeexplantate
wurden nach 7, 14 und 21 Tagen morphologisch auf ihre Integritdit und
immuncytochemisch auf die Cytokeratin- bzw. Proteinxpression untersucht. Wie die
Ergebnisse offenlegten, zeigte der kultivierte Epithelverband iiber den gesamten
Beobachtungszeitraum im histologischen Aufbau die physiologische Schichtung von
Stratum basale (Basalzellschicht) bis zum Stratum corneum (Verhornung). Auch in der
Cytokeratinexpression konnten die Wissenschaftler nach einer Kultivierungszeit von 3
Wochen keine nennenswerte Unterschiede zum physiologischen Nativgewebe
beobachten (Lehmann et al. 1997). Allerdings steht der Beweis noch dafiir aus, ob sich
die Ergebnisse auch mit Zellsuspensionen, wie sie z. B. bei der organotypischen Co-

Kulturen verwendet werden, reproduzieren lassen.

In anderen Versuchen wurde das fotale Kélberserum durch autologes Patientenserum
ersetzt. Lauer et al. (1997) fiihrten in diesem Hinblick vergleichende Untersuchungen
ebenfalls mit epithelialen Zellen der humanen Gingiva durch. Dabei traten nach 18
Kultivierungstagen zwischen den Kulturen der verschiedenen Individuen im Vergleich
von autologem Serum zu FCS nur geringfligige Schwankungen im
Keratinozytenwachstum auf. Weiterhin zeigten sich zwischen kultiviertem und
physiologischem Gewebe keine relevanten Unterschiede beziiglich der histologischen

Struktur (mehrschichtiges Epithel) sowie der Immuncytochemie (Lauer et al. 1997).

Aufgrund der aufgezeigten Resultate scheint es moglich zu sein, bei zukiinftigen
Versuchen génzlich auf die Verwendung von fotalem Kélberserum oder Cosmic Calf zu
verzichten. Alternativ wére auch im Rahmen der Kultivierung die Verwendung von
Serum desjenigen Patienten denkbar, der spiter das Transplantat erhalten soll. Somit
konnte bereits im Vorfeld moglichen Immunreaktionen vorgebeugt werden. Ob sich
diese Ergebnisse auch auf die vitro Kultivierung der humanen Mundschleimhaut
ibertragen lassen, miissen nachfolgende Studien erst beweisen. Bis dato wurde in allen
Kultivierungsversuchen der Promotionsarbeit Cosmic Calf-Serum als Wachstums-

stimulanz mit groBem Erfolg eingesetzt.
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5.2 Organotypische Co-Kulturen

5.2.1 Bestandteile des Cytoskeletts

Die komplexe Struktur des Cytoskeletts verleiht der Zelle nicht nur Form und Mobilitét
sondern auch die Fahigkeit, Organellen anzuordnen und von einem Teil der Zelle in
einen anderen zu transportieren. Das Cytoskelett organisiert sich von einer Region nahe
des Zellkerns aus. Es setzt sich aus einem Netzwerk spezieller Proteinfilamente
zusammen, den Mikrotubuli, den Actin- und den Intermedidr-Filamenten (IF). Zu dieser
Gruppe zéhlen die Desmosomen sowie die Cytokeratine, die hauptsdchlich bei Zellen
epithelialen Ursprungs gefunden werden (Moll et al. 1987a; Steinert und Liem 1990).
Die Cytokeratine lassen sich anhand ihrer physiko-chemischen Eigenschaften wie
Molekulargewicht,  Isoelektrischer =~ Punkt (IP) und immunhistochemischer
Charakteristika (z. B. Morgan et al. 1987) klassifizieren. Verschiedene Arbeitsgruppen
zeigten unabhédngig voneinander, daB3 ein direkter Zusammenhang zwischen der
Cytokeratin-Expression und dem Grad der Zelldifferenzierung besteht (Clausen et al.
1986; van Muijen et al. 1987). So ist bekannt, dal die epithelialen Zellen des nicht-
verhornenden Plattenepithels der humanen Mundschleimhaut in den frithen Stadien der
Zelldifferenzierung vor allem die Cytokeratine 4 und 13 (CK 4, CK 13) und im
geringen Umfang auch Cytokeratin 1 bzw. 10 (CK 1, CK 10) in den suprabasalen
Zellschichten exprimieren (Feghali-Assaly et al. 1994; Kautsky et al. 1995; Bloor et al.
1998). Weiterhin korrelierte die Expression der Cytokeratine mit den verschiedenen
epithelialen Zelltypen/Zellarten in unterschiedlichen Geweben (O Guin et al. 1987;
Galvin et al. 1989). Daher ist es nicht verwunderlich, dal die Cytokeratine auch
routineméfig als Indikatoren eingesetzt werden, um den zelluliren Ursprung eines
geziichteten Gewebes eindeutig zu charakterisieren (Moll et al. 1982). So wird z. B.
Cytokeratin 14 (CK 14) in der Forschung als epithelialer Universalmarker verwendet.
Es bildet mit Cytokeratin 5 (CK 5) die Hauptkomponenten des basalen
Zellkompartiments im geschichteten Epithel (Purkis et al. 1990). Wie die
immuncytochemischen ~ Untersuchungen ergaben, konnten neben den
differenzierungsspezifischen Markern Cytokeratin 4 und 13 auch das epithelspezifische
Cytokeratin 14 in der in vitro geziichteten Mundschleimhaut nachgewiesen werden. Im

Gegensatz zu Cytokeratin 14, dessen Expression den kompletten Zellbereich oberhalb
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des Fibroblasten-Collagengels erfal3te, erstreckte sich die Lokalisation der Cytokeratine
4 und 13 ausschlieBlich auf die suprabasale Zellregion. Dieses Verteilungsmuster findet
sich auch unter physiologischen Bedingungen bei der humanen Mundschleimhaut. Das
zeitgleiche Auftreten der differenzierungsspezifischen Marker konnte zuvor bereits bei
Untersuchungen von nativer Wangenschleimhaut-Biopsien beobachtet werden (Bloor et
al. 1998). Zusammenfassend betrachtet spiegelten die Ergebnisse relativ genau die in
vivo Situation wider. So hatte sich im Laufe der Kultivierung nicht nur die Proliferation
eines komplexen Epithels stattgefunden, sondern es wurde auch bereits ein bestimmter
Differenzierungsstatus erzielt. Demzufolge kommen die entwickelten Zellkultivierungs-
systeme den gewebetypischen Umgebungsbedingungen der humanen Mundschleimhaut

sehr nahe.

Des weiteren wurde die in vitro gezilichtete Mundschleimhaut auf das Vorhandensein
der desmosomalen Strukturen Desmoglein 2 (DG 2) und Desmoplakin 1 und 2 (DP
1&2) immuncytochemisch getestet. Bei den Desmosomen handelt es sich um
interzelluldre Bindungselemente, die mit Intermedidrfilamenten verbunden sind und
welche die Zell-Zell-Adhidsion in Epithelien maBgeblich beeinflussen (Shinohara et al.
1998). Der Mechanismus ihrer Wirkungsweise ist sehr komplex. So ist auf der
cytoplasmatischen Seite der beteiligten Plasmamembran ist ein sogenannter
»cytoplasmatischer Plaque® lokalisiert, der sich aus einer Vielzahl von Desmoplakin-
Molekiilen zusammensetzt. Hieran lagern sich die Desmoglein-Molekiile an und treten
tiber ihre extrazelluliren Dominen miteinander in Wechselwirkung, wodurch die
benachbarten/beteiligten Plasmamembranen wiederum zusammengehalten werden
(Alberts et al. 1990). Wie die immuncytochemischen Untersuchungen ergaben, besall
das in vitro geziichtete humane Mundschleimhautgewebe auch hier eine dem humanen
Vitalgewebe vergleichbare Expression von Desmoglein 2 und Desmoplakin 1 und 2, die
nur den epithelialen Bereich der organotypischen Co-Kultur erfalite. Dies belegt, daf3
die in vitro kultivierten Epithelzellen zu widerstandsfdhigen Struktureinheiten verkniipft
wurden und somit einen ausgeprigt physiologischen Status besitzen. Im Gegensatz
hierzu zeigt ndmlich ein pathologisch verdndertes Gewebe, wie es z. B. bei vielen
Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Tumoren der Fall ist, eine deutliche Reduktion
oder gar einen kompletten Ausfall in der Expression von Desmoglein 2 sowie den

Desmoplakinen 1 und 2 (Shinohara et al. 1998).
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5.2.2 Produkte der extrazelluliren Matrix (ECM)

Es ist wissenschaftlich nachgewiesen, daB Zellen vor allem wéhrend ihrer
Differenzierungsphase mit ihrer Umgebung und insbesondere mit anderen Zellen
kommunizieren. Bei diesem komplexen Vorgang spielt die extrazellulire Matrix eine
elementare Rolle (Boudreau et al. 1998). Die ECM setzt sich aus einer Vielzahl von
nieder- und hochmolekularen Proteinen und Polysacchariden zusammen, die sich zu
einem strukturierten Maschenwerk zusammenlagern. Wéhrend die extrazelluldre Matrix
im Epithel nur sparlich vorhanden ist, denn die Zellen nehmen hier den gréf3ten Teil des
Gewebevolumens ein, besitzt das Bindegewebe einen hohen Anteil an ECM, in die nur
vereinzelt Zellen eingelagert sind (Alberts et al. 1990). Diese komplexe Struktur
beeinfluBt neben der Zelladhdsion und Migration auch das Wachstum sowie den
programmierten Zelltod (Apoptose) und damit die Homdostase der Gewebe. Zusétzlich
wird der ECM eine Beteiligung an der Modulation von Cytokinaktivititen und
intrazelluldren Signalprozessen zugeschrieben. Uber die Art und Weise, wie die
extrazellulire Matrix ihre vielfaltigen Aufgaben bewailtigt, wurde lange Zeit spekuliert.
Mittlerweile gilt das Modell der ,,dynamischen Reziprozitit als gesichert. Demzufolge
interagieren die Molekiile der ECM mit Rezeptoren auf der Zelloberfliche. Das hieraus
resultierende Signal wird ins Cytoplasma iibermittelt und 16st dort eine zellulédre
Ereigniskaskade aus, die sich durch das Cytoskelett bis zum Zellkern fortpflanzt und
mit der Expression von spezifischen Genen endet. Die produzierten Genprodukte

interagieren wiederum im Gegenzug mit der extrazelluliren Matrix (Bissell et al. 1982).

Eine besonders spezialisierte Form der ECM ist die Basalmembran. Hierbei handelt es
sich um eine extrazelluldre Zellscheide bis 1 um Dicke, die von den Epithelien an der
Grenzfliche zum Bindegewebe gebildet wird (zur Ubersicht sieche z. B. Alberts et al.
1990). Diese setzt sich aus der Basallamina und der Lamina fibroreticularis zusammen.
Die Basallamina zeigt in der Regel einen dreischichtigen Aufbau: Lamina rara interna,
Lamina densa sowie Lamina rara externa. Alle Komponenten der Basallaminae sind
Produkte der sie umgebenden Zellen. Man unterscheidet derzeit 40-50 Proteine, die sich
grofBtenteils mit immunhistochemischen Methoden nachweisen lassen. Verankert ist die
Basallamina an der Zelloberfliche iiber sogenannte Adhésionsmolekiile. Die zweite
Komponente der Basalmembran ist die Lamina fibroreticularis. Hierbei handelt es sich

um ein Geflecht von reticuliren Fasern, das einerseits in engem Kontakt zur
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Basallamina steht und andererseits eine direkte Verbindung zu dem darunterliegenden
Bindegewebe herstellt. Die Funktionen von Basalmembranen sind vielfdltig. Sie sind
z.B. an der Zellwanderung und der Regulation des Zellstoffwechsels beteiligt und haben
direkten Einflul auf die Zellarchitektur. Die Basalmembran besteht hauptsichlich aus
Collagen Typ IV und Laminin. Das Collagen Typ IV-Molekiil setzt sich aus drei
Untereinheiten, zwei ol1-Ketten und einer a2-Kette zusammen, die wiederum aus 1700
Aminosduren aufgebaut sind (Hay et al. 1991). Dadurch daBl die dreistringige
Helixstruktur an mehreren Stellen unterbrochen ist, besitzt das Collagen Typ IV eine
hohe Flexibilitit. Es bildet flache und weitverzweigte Netzwerke aus, in dem sich die
einzelnen Molekiilen mit ihren carboxyterminalen Enden (Extensionspeptiden) zu
Dimeren zusammenlagern (Yurchenco et al. 1994); die Stabilisierung dieser Komplexe
erfolgt durch die Ausbildung von Disulfidbriicken und kovalenten Querverbindungen.
Bei der anderen Komponente der BM, dem Laminin, handelt es sich um ein komplexes
Adhésionsmolekiil mit einem Molekulargewicht von ca. 850 kD. Seine drei
kreuzformig angeordneten Polypeptidketten lagern sich zu einem Heterotrimer
zusammen, das ebenfalls durch Disulfidbriicken stabilisiert wird. Das Molekiil besitzt
eine Reihe von Doménen mit unterschiedlicher Funktion. So interagiert es einerseits mit
spezifischen Laminin-Rezeptoren auf der Zelloberfliche und andererseits mit dem
bereits beschriebenen Collagen Typ IV sowie verschiedenen Integrinmolekiilen (Haas et
al. 1994). Die Hauptaufgabe von Laminin besteht in der Adhdsion von Epithelzellen an
die Basalzellschicht. Weiterhin spielt es in der Induktion und Aufrechterhaltung des
differenzierten Status Quo der Zelle sowie der Zellproliferation eine wichtige Rolle
(Grant et al. 1989). In dieser Dissertation konnte die Expression dieser beiden
biochemischen Strukturen mit der indirekten Immunfluoreszenz in der in vitro
geziichteten Mundschleimhaut eindeutig in der Grenzregion zwischen Epithel und
Bindegewebe nachgewiesen werden. Interessanterweise zeigten auch einige der
epithelialen Zellschichten die Synthese von Collagen Typ IV und Laminin. Diese
Resultate lassen sich in zweierlei Hinsicht interpretieren. Erstens konnte es sich hierbei
aufgrund der groBen Intensitdtsunterschiede der immunhistologischen Farbung um
allgemeine Férbeartefakte handeln. Diese lieBen sich dadurch erkldren, da3 es wihrend
der immuncytochemischen Farbung zu unspezifischen Reaktionen der verwendeten

Antikorper gekommen ist. Fiir die Laminin-Darstellung wire dies denkbar, da hier im



5 Diskussion 102

Gegensatz zu allen anderen immuncytochemischen Nachweisen aus Kaninchen isolierte
Antikorper verwendet wurden, bei denen mitunter unspezifische Reaktionen auftreten
konnen. Selbst durch die Verdanderung der Antikorperkonzentrationen konnte dieser
nHHintergrund®“ nicht beseitigt werden. Dies spricht eher fiir eine weitere
Deutungsmoglichkeit, wonach zum Zeitpunkt der Probenentnahme der gerichtete
Transport der beiden ECM-Komponenten Collagen Typ IV und Laminin zur basalen
Zellschicht noch nicht abgeschlossen war. Es gibt eine Studie aus dem Jahr 1998, die
speziell die Zell-Matrix-Interaktionen untersuchte (Tomakidi et al. 1998). Wie sich
herausstellte, bendtigte die Mundschleimhaut der humanen Gingiva zur kompletten
Rekonstruktion und damit einhergehend den gerichteten Transport von Collagen Typ IV
und Laminin zur basalen Region einen Zeitraum von 3 Wochen. Im Gegensatz hierzu
betrug die Kultivierung der organotypischen Co-Kulturen in dieser Dissertation jedoch
nur maximal 16 Tage. Dal Laminin ausschlieBlich unter physiologischen Bedingungen
in der oralen Mukosa exprimiert wird, konnte zuvor bereits bewiesen werden (Thorup et

al. 1994).

Um die Ausbildung einer Basalmembran eindeutig zu identifizieren, wurde zusétzlich
die Darstellung mittels der PAS-Reaktion gewéhlt. Diese Methode bietet den Vorteil,
daB sich die Basalmembran im Ganzen durch die starke Kontrastierung der Farbung im
lichtmikroskopischen Bild nachweisen 1dBt. Wie die Ergebnisse eindeutig belegten,
zeigte die in vitro geziichtete Humanschleimhaut die Ausbildung einer Basalmembran.
Da bekannt ist, dafl diese spezielle Struktur ausschlieBlich von den epithelialen Zellen
der basalen Schicht ausgebildet wird, muflte sich demzufolge ein strikt organisierter

Zellverband aufgebaut haben.

Als weiterer Bestandteil der extrazelluldren Matrix wurde das Adhidsions-Glycoprotein
Fibronectin in das Testsystem aufgenommen. Hierbei handelt es sich um ein Molekiil
von dimerer Gestalt, wobei sich jede Polypeptidkette aus drei kurzen Einheiten von
Aminosdurensequenzen aufbaut und ein Molekulargewicht von anndhernd 250 kD
aufweist (Hynes 1990). Stabilisiert wird dieser Komplex iiber zwei Disulfidbriicken, die
an den carboxyterminalen Kettenenden lokalisiert sind. Fibronectin enthilt neben einer
Vielzahl von globuldren Dominen, zwischen denen flexible Abschnitte lokalisiert sind,
eine Reihe von Oberflichenrezeptoren, die eine Interaktion mit anderen ECM-

Molekiilen erlauben (Mosher et al. 1991). Fibronectin ist an der Regulation der
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Zelladhdsion, Migration und Proliferation beteiligt (Hynes 1990). Zudem wird ihm eine
aktive Beteiligung an Entziindungsprozessen, der Wundheilung, der Abwehrreaktionen
gegen Mikroorganismen sowie der Entstehung von Thrombosen und von Metastasen
zugeschrieben (Romberger 1997). Auch dieses Adhdsionsmolekiil lieS sich mit der
Immuncytochemie in der in vitro kultivierten organotypischen Co-Kultur nachweisen,
wobei die Lokalisation auf die Fibroblastenschicht beschriankt war. Die Expression von
Fibronectin zeigt wiederum den physiologische Intaktheit des kultivierten Gewebes an.
DaB3 ohne dieses Molekiil keine Zellentwicklung in vivo stattfindet, konnte George im
Tierexperiment eindrucksvoll beweisen (George et al. 1993). Inaktivierte er bei Mausen
das Fibronectin-Gen, so fiihrte dies bereits sehr frith in der Entwicklungsphase

(Embryonalphase) zum Tod des Tieres.

Wiéhrend Laminin und Fibronectin fiir die Zelladhdsion von elementarer Bedeutung
sind, gibt es andere ECM-Molekiile, die sowohl als positive als auch als negative
Modulatoren dieses Prozesses anzusehen sind, wie z.B. das Tenascin (Erickson 1993).
Dieses komplexe Molekiil besteht aus sechs dhnlichen Polypeptidketten/Untereinheiten
(210 kD), die N-terminal {iber Disulfidbriicken kovalent miteinander verkniipft sind
gleichsam den Speichen eines Rades, die von einem Zentrum ausgehend in
verschiedene Richtungen weisen (Sage et al. 1991). Tenascin beeinflufit neben der
Zelladhdsion auch die Zellmorphologie und die Zelldifferenzierung. Wie die
immuncytochemischen Untersuchungen ergaben, war die Synthese von Tenascin
ausschlielich auf das die Fibroblasten enthaltenen Collagengel limitiert. Demzufolge
muflte es sich bei den isolierten Bindegewebszellen wiederum um physiologisch

intaktes Zellmaterial handeln.
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5.2.3. Systemvergleich und Beurteilung der Ziichtungsergebnisse

Nach Durchsicht der Fachliteratur gibt es unterschiedliche Zellkultivierungsmodelle
und Kultivierungsmethoden, die eine in vitro Anziichtung von humanen Zellen erlauben
(z. B. Minuth et al. 1997, Minchinton et al. 1997, Tomakidi et al. 1998, Fusenig et al.
1994). In der Regel handelt es sich hierbei um dreidimensionale Systeme. Dies hingt
damit zusammen, da3 die epithelialen Zellen der humanen Mundschleimhaut in den
zweidimensionalen Kulturen, wie es z. B. im Monolayer der Fall ist, nur begrenzt
essentielle  Differenzierungsmarker  exprimieren und die  charakteristische
dreidimensionale Zellarchitektur nicht spontan ausbilden. Diese Prozesse werden in
vivo durch Zell-Zell-Interaktionen induziert, an denen die Bindegewebszellen
mafgeblich beteiligt sind (Coulomb et al. 1989). Um diese Verhéltnisse in vitro
nachzuahmen, wurden Epithel- und Bindegewebszellen in Co-Kultur genommen. In der
Vergangenheit fanden héaufig 3T3-Fibroblasten Verwendung (z. B. Izumi et al. 1999,
Delcourt-Huard et al. 1997). Hierbei handelt es sich um kommerziell erhiltliche,
mesenchymale Zellinie der Maus, die durch genetische Verdnderung (Bestrahlung) eine
unbegrenzte Teilungsfahigkeit besitzt. Der Einsatz von bestrahlten und zugleich
xenogenem Material birgt erhebliche Risiken und ist daher nicht unumstritten. So
konnte es durch Interaktionen der unterschiedlichen Zellpopulationen zur Ubertragung
(Transfektion) vom Fremd-DNA auf gesunde Humanzellen mit unter Umstidnden letalen

Folgen kommen.

Mit weit aus geringeren Risikopotential ist organotypische Co-Kultur behaftet, die
bereits in der jiingsten Vergangenheit sehr erfolgreich zur in vitro Kultivierung von
humanem Gewebe eingesetzt wurde (z. B. Tomakidi et al. 1997, Odioso et al. 1995).
Diese Methode hat zwei entscheidende Vorteilee Zum einen sind beide
Kultivierungspartner (Epithelzellen und Fibroblasten) autologen Ursprungs und zum
anderen stammen sich aus einer Korperregion. Die organotypische Co-Kultur konnte
auch in dieser Arbeit sehr erfolgreich zur Ziichtung von humaner Mundschleimhaut
angewendet werden. Forderlich war auch die Tatsache, dal sich mit diese Methode
ebenfalls Ginginvakeratinozyten problemlos kultivieren lassen (z. B. Tomakidi et al.

1997).
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Weit aus schwieriger gestaltete sich die Suche nach einem geeigneten
dreidimensionalen Zellkultivierungssystem. Etablierte ,,Ziichtungsmodelle®, von denen
einige bereits kommerziell erhiltlich sind, weisen alle zwei entscheidende Nachteile
auf. Erstens erlaubten sie nur eine Art der Kultivierung, entweder als Standkultur (z. B.
Tomakidi et al. 1997) oder als Perfusionskultur (Minuth et al. 1997). Ein weiterer
Nachteil lag in der normierten Kultivierungsfliche des jeweiligen Systems, die durch
den spezifischen Membraneinsatz vorgegeben wurde. Zu diesem Zweck wurde bei der
Herstellung der hier entwickelten dreidimensionalen Systeme zusdtzlich darauf
geachtet, dal3 sich vielfache Einsatzmoglichkeiten ergaben. So wurde die ,,Grofle Box*
mit zwei besonderen Vorrichtungen ausgestattet, die alternativ einen Einsatz als
Perfusionsmodell erlaubt. In dieser Dissertation wurde dieses dreidimensionale
Zellkultivierungssystem ausschlieBlich Als Standkultur fiir die organotypischen Co-
Kulturen verwendet. Weiterhin konnte die zu kultivierende Grundfliche durch
Austausch der Membraneinsitze variabel gestaltet werden. Wie die Resultate zeigten,
konnten auf beiden Arealen humane Mundschleimhaut in vitro geziichtet werden, das

eine dem Nativgewebe vergleichbaren physiologischen Status besal.

Zusitzlich wurde noch ein weiterer Membraneinsatz speziell fiir die ,,Groe Box*
entwickelt, der eine zu bewachsene Grundfliche von 50 cm?” hatte. In einem initialen
Versuch konnte dieser Einsatz bereits auf seine Tauglichkeit tiberpriift werden, wobei
die H/E-Fiarbung zur Beurteilung des morphologischen Gesamtbildes diente (Daten
nicht gezeigt). Die in vitro kultivierte organotypische Co-Kultur zeigte in Aussehen und
Struktur Parallelen mit den Kulturen der kleineren Membraneinsdtze. So waren die
Fibroblasten des Collagengels wiederum zu einem weitverzweigten Netzsystem
angeordnet, auf dem sich ein kompakt strukturierter Zellverband aus mehreren
Zellschichten gebildet hatte. In nachfolgenden Untersuchungen muf3 aber noch geklart
werden, ob das in vitro geziichtete Gewebe ebenfalls ein dem Nativgewebe

vergleichbaren Differenzierungsstatus besitzt.

Allen organotypischen Co-Kulturen war gemein, dal sie nach lidngerer
Kultivierungszeit massive Verdnderungen im Fibroblasten-Collagengel zeigten.
Einerseits kam es zur lokalen Auflésung des weitverzweigten Netzwerkes, und
andererseits wurde eine vermehrte Kontraktion der kompletten ,Fiitterschicht®

beobachtet. Diese Kontraktion wurde auch in anderen Arbeitsgruppen beobachtet (z. B.
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Yamamoto et al. 2000, Fusenig et al. 1998). und sogar fiir Forschungszwecke genutzt
(z. B. Sumi et al. 2000, Sakamoto et al. 1994). Es gilt mittlerweile als gesichert, daf3
dieses Phinomen durch Interaktion von Epithel und Mesenchym zustande kommt und
im Grunde einen physiologischen Vorgang widerspiegelt. Die Kontraktion birgt
allerdings den groflen Nachteil, dal das in vitro Gewebe nur iiber einen definierten
Zeitraum von 14 Tagen eine dem Nativgewebe vergleichbare physiologische Integritit
besitzt und somit den =zeitlichen Spielraum fiir eine mdgliche Transplantation
mafgeblich beeinfluflt. Es darf weiterhin nicht auBler acht gelassen werden, daf3 es sich
bei den verschiedenen Komponenten (Zellen, Gel) um organisches Material handelt und
somit Degradierungsprozesse nicht auszuschlieBen sind. Dennoch wire es aus Griinden
der Flexibilitit sinnvoll, eine Methode zu entwickeln, die eine Kultivierung der
organotypischen Co-Kultur auch {iber diese Zeitspanne gewihrleistet. Meines Erachtens
wire schon viel gewonnen, wenn sich die Kontraktion des Fibroblasten-Collagengels

verzogern oder sogar autheben liefe.
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5.3 Mutationsanalyse von Tumorsuppressorgen p53

Die in vitro Kultivierung von humanem Gewebe oder Zellen birgt mitunter ein nicht zu
unterschitzendes Risiko. So konnen z. B. Temperaturschwankungen, ein unzu-
reichendes Néhrstoffangebot oder eine ungeniigende Versorgung mit Gasen (allen voran
0,) den Zellstoffwechsel massiv beeinflussen und bereits zu genetischen Alterationen
fiihren, die sich anhand spezifischer Nachweisparameter (z. B. Transkriptionsfaktoren)
detektieren lassen. In dieser Dissertation wurde daher als Indikator fiir den
physiologischen Status der Zelle das Tumorsuppressorgen p53 einer intensiven

molekularbiologischen Untersuchung unterzogen.

Das Tumorsuppressorgen p53 ist ein wichtiger Transkriptionsfaktor, der von allen
Humanzellen konstitutiv exprimiert wird (Lane 1992). Bei dem dazugehdrende
Genprodukt handelt es sich um ein tetrameres Phosphoprotein, das ein
Molekulargewicht von 53 kD besitzt und sich aus den folgenden funktionellen
Untereinheiten aufbaut: Transaktivierungsdoméne (aminoterminal), DNA-Bindungs-
doméne, Oligomerisierungsddmine (Tetramerisierungsdomine) und Regulationsdo-
mine (carboxyterminal). Das Tumorsuppressorgen p53 und sein Genprodukt sind an
vielen elementaren Reaktionen des Zellstoffwechsels aktiv beteiligt, wie z. B. der
Tumorsuppression (Zambetti et Levine 1993) und der DNA-Reparatur. Es ist bekannt,
daB in Folge von DNA-Schadigungen der p53-Proteinspiegel in der Zelle ansteigt (Lane
1992, Szumiel 1994), wobei vor allem DNA-Strangbriiche diese Akkumulation
induzieren (Nelson und Kastan 1994). In seiner Funktion als Transkriptionsfaktor bindet
pS3 an das WAFI1/CIP1-Gen und initiiert somit die Bildung des Genprodukts
WAF1/p21 (Furihata et al. 1995), das durch weitere Interaktionen schlie8lich die DNA-
Replikation inhibiert (z. B. Yonish-Rouach 1996, 1997). Des weiteren ist das
Tumorsuppressorgen p53 in der Lage, das Zellwachstum {iber den Prozel3 der Apoptose
zu beeinflussen, in dem es auf der einen Seite die Expression von antiapoptotischen
Genen und Genprodukten hemmt, und auf der anderen Seite die Synthese von Apoptose
fordernden Elementen stimuliert (z. B. Sang et al. 1995, Moll und Schramm 1998). Der
Regulationsweg fiir p53 ist noch nicht vollstindig aufgeklirt. Neben einer reversiblen
Phosphorylierung von Serinresten (z. B. Bischoff et al. 1990, Wang und Prives 1995,

Meek et al. 1990) bietet die carboxyterminal lokalisierte Regulationsdoméne eine
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effiziente Moglichkeit zur regulatorischen Einflunahme (Clore et al. 1994). Genetische
Alterationen von p53 treten in mehr als der Hilfte von allen bekannten humanen
Tumoren epithelialen, mesenchymalen, hdmatopoetischen, lymphoiden und nervalen
Ursprungs auf (z. B. Hollstein et al. 1991/1996; Greenblatt et al. 1994). Die
genomischen  Verdnderungen sind bevorzugt in der sequenzspezifischen
Bindungsdoméne und zwar in den hypervariablen Regionen des p53-Genoms
lokalisiert. Besonders hiufig manifestieren sie sich in den Aminosduren Arginin,ss,
Glutaminyys, Arginingsg, Arginingsg, Argining;; und Argininyg, (Cho et al. 1994).
Wiéhrend Mutationen von Argininyg und Argp7; zu einem Verlust des Protein-DNA-
Kontakts bewirken (Kontaktmutation), fiihren genetische Alterationen an den anderen
vier ,,Hotspots* zu massiven Verdnderungen in der dreidimensionalen Struktur von p53
(Strukturmutation). Derartige Verdnderungen lassen sich mit spezifischen
molekularbiologischen Methoden detektieren, wie z. B. der SSCP (Single-Strand
Conformation Polymorphism)-Analyse. Die Analyse kann sowohl mit genomischer
DNA oder mit cDNA erfolgen (Hayashi 1991). Dieses Verfahren bietet gegeniiber den
herkdmmlichen Nachweismethoden (z. B. Sequenzierung) den Vorteil, daBl sich
genetische Alterationen (Mutationen, aber auch Polymorphismen) unmittelbar im
Histogramm anhand einer Verschiebung des GroBenpeaks oder dem Auftreten bzw.
Verlust von mehreren Maxima unterschiedlichen Molekulargewichts zeigen. Diese
Verdnderungen im Laufverhalten beruhen sehr héufig auf einer Konformationsdnderung
der einzelstrdngigen Amplifikationsprodukte. Aufrund der hohen Effizienz und des
geringen Zeitaufwandes wird die SSCP-Analyse zur Detektion von Mutationen im
Genom von Tumorsuppressorgen p53 angewendet (z. B. Makino et al. 1992, Sjogren et
al. 1996, Sugano et al. 1996). Auch in dieser Arbeit diente diese Methode zum
Nachweis von mutiertem p53. Wie die Histogramme aller untersuchten Proben ergaben,
waren mit bei der nativen Mundschleimhaut mit Ausnahme von Fragment F2 neben
dem spezifischen Genprodukt von definierter Grofe zusitzliche GroBenpeaks in
unterschiedlicher Anzahl von Tumorsuppressorgen p53 zu beobachten. Dies wurde
zunichst als ein Indiz dafiir gewertet, dal3 es sich hierbei um Polymorphismen handelte,
die von Mutationen herriihren konnten. Um endgiiltige Klarheit zu bekommen, muflten
alle Genprodukte einer Sequenzierungsanalyse unterzogen und die enthaltenen

Nukleotidsequenzen mit der Originalsequenz verglichen werden. Wie die
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sequenzanalytischen Untersuchungen, besallen die spezifischen Genfragmente eine

100%ige Homologie beziiglich der Nukleotidsequenz zum Wildtyp.

Im Gegensatz dazu konnten mit den zusdtzlichen Amplifikationsprodukten keine
vollstdndigen Sequenzierungsanalysen durchgefiihrt werden, da sich die verwendeten
p53-Primerpaare nur mit sehr geringer Affinitit an das Templat anlagerten. Daher
wurden diese zusétzlichen Genprodukten als unspezifische Artefakte ohne klinische
Relevanz eingestuft, die sich durch die vorangegangenen Reinigungsschritte nicht
komplett entfernen lieBen. Vergleichbare Ergebnisse erbrachten die Untersuchungen der
im Monlayer kultivierten Bindegewebs- und Epithelzellen der humanen
Mundschleimhaut. Auch hier zeigten die Histogramme der SSCP-Mutationsanalyse
durchweg mehrere Groflenpeaks bei den verschiedenen Genfragmenten von p53. Dal3 es
sich hierbei um unspezifische Amplifikationsprodukte handelte, konnte wiederum durch
nachfolgende Sequenzierung bewiesen werden. Durch vergleichende Betrachtung der
cDNA der isolierten Zellen mit der Originalsequenz von Tumorsuppressorgen p53
konnte  ebenfalls eine komplette Ubereinstimmung  festgestellt  werden.
Zusammenfassend betrachtet zeigten die erhaltenen Resultate, dal sowohl die
Gewebepriparation und Isolierung der Humanzellen sowie die angewandte
Kultivierungsmethode die physiologische Integritit der Bindegewebs- und Epithelzellen
unangetastet lieBen. Fiir diese molekularbiologischen Untersuchungen wurden von
jedem Probenkontingent drei ,,Vertreter* herangezogen. Um die erhaltenen Resultate zu

untermauern.
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5.4 Zusammenfassung und Ausblick

Es konnte ein neuartiges dreidimensionales Zellkultivierungssystem etabliert werden,
das die gewebetypischen Umgebungsbedingungen der humanen Mundhéhle sehr gut
widerspiegelt. Weiterhin besitzt es aufgrund seines konzeptionellen Aufbaus vielfache
Einsatz- und Variationsmdglichkeiten. So kann nicht nur die Kultivierungsart (Stand-
oder Perfusionskultur) sondern auch die Kultivierungsfliche durch unterschiedliche

C .. 2 . 2 ..
Membraneinsitze von minimal 1,3 cm” auf maximal 50 cm” variiert werden.

Bei intensiver Betrachtung der erhaltenen Resultate fallt auf, daB das dreidimensionale
Zellkultivierungssystem die in vitro Ziichtung einer humanen Mundschleimhaut mit
einem hohen Differenzierungsstatus erlaubte. Weiterhin zeigte das de novo kultivierte
Gewebe in Aussehen und Struktur viele Gemeinsamkeiten mit dem physiologischen

Nativgewebe.

In weiterfiihrenden Versuchen gilt es, diese Ergebnisse weiter zu untermauern. Ein Ziel
wird daher sein, die immuncytochemisch detektierten KenngréBen (Cytokeratine,
Bestandteile des Cytoskeletts sowie der ECM) auch quantitativ zu bestimmen. So lassen
sich Expressionsunterschiede aufdecken, die moglicherweise die Proliferations-
und/oder Differenzierungsphase der organotypischen Co-Kultur beeinflussen. Weiterhin
wire es von Vorteil, zusdtzliche Nachweisgroflen in das Testsystem aufzunehmen, die
fiir die Aufrechterhaltung der physiologischen Integritit der nativen Mundschleimhaut
von groBer Bedeutung sind. Zu denken ist hier im besonderen an die Integrine mit ihren
spezifischen Rezeptoren, die gerade bei den Zell-Matrix-Interaktionen eine wichtige
Rolle spielen (z. B. Tomakidi et al. 1999). Von besonderem Interesse sind die f1- und
B3-Integrine, die bei initialen Kontraktionen des Collagengels eine wichtige Rolle
spielen (Cooke et al. 2000). Um die Untersuchungen abzuschlieen sollen auch die
Interleukinproduktion und die Expression spezifischer Rezeptoren eingehend betrachtet
werden (zur Ubersicht sieche z. B. Maas-Szabowski et al. 1996, 2000). In
wissenschaftlichen Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dal die epithelialen
Zellen exprimieren wihrend ihrer Proliferationsphase IL-1 exprimieren. Dieses
Cytokeratin bindet im folgenden an seinen spezifischen Rezeptor, der auf der
Oberfldchen von Fibroblasten/-zyten lokalisiert ist. Letztere synthetisieren darauf den

epithelialen Wachstumsfaktor KGF, der nach spezifischer Bindung an seinen Rezeptor
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auf der Oberfliche der Epithelzellen, seine umfassende Wirkung entfaltet und die
»Reifung* der Keratinozyten elementar beeinflut (Maas-Szabowski et al. 1999, 2000).
Es wire daher sinnvoll, einerseits die Konzentration der beiden l6slichen Faktoren
Interleukin IL-1 und epithelialer Wachstumsfaktor KGF in einem direkten Testsystem
nachzuweisen, z. B. auf der Grundlage eines ELISA (enzyme linked immunosorbent
assay). Andererseits diirften die spezifischen Rezeptoren dieser Wachstumsstimulanzien
interessante Untersuchungsobjekte. Von besonderer Relevanz wire hierbei ihre
Expression, sowohl in qualitativer als auch in quantitativer Hinsicht. Auf diese Art und
Weise lielen sich direkte Eindriicke tiber die Intensitét des epithelialen-mesenchymalen
Wechselspiel sammeln, das bekanntermaBen fiir die Entwicklung und dreidimensionale
Architektur eines physiologisch intakten Gewebeverbands von elementarer Bedeutung

ist.
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7.1 Tumorsuppressorgen pS53

7.1.1 cDNA-Sequenz von p53

GTCTAGAGCCACCGTCCAGGGAGCAGGTAGCTGCTGGGCTCCGGGGACACTTTGCGTTCG 60
GGCTGGGAGCGTGCTTTCCACGACGGTGACACGCTTCCCTGGATTGGCAGCCAGACTGCC 120

TTCCGGGTCACTGCCAGGAGCCGCAGTCAGATCCTAGCGTCGAGCCCCCTCTGAGT 180

CAGGAAACATTTTCAGACCTATGGAAACTACTTCCTGAAAACAACGTTCTGICCCCCTTG 240
CCGTCCCAAGCAATGGATGATTTGATGCTGTCCCCGGACGATATTGAACAATGGTTCACT 300
GAAGACCCAGGTCCAGATGAAGCTCCCAGAATGCCAGAGGCTGCTCCCCGCGTGGCCCCT 360
GCACCAGCAGCTCCTACACCGGCGGCCCCTGCACCAGCCCCCTCCTGGCCCCTGTCATCT 420
TCTGTCCCTTCCCAGAAAACCTACCAGGGCAGCTACGGTTTCCGTCTGGGCTTCTTGCAT 480
TCTGGGACAGCCAAGTCTGTGACTTGCACGTACTCCCCTGCCCTCAACAAGATGTTTTGC 540
CAACTGGCCAAGACCTGCCCTGTGCAGCTGTGGGTTGATTCCACACCCCCGCCCGGCACC 600
CGCGTCCGCGCCATGGCCATCTACAAGCAGTCACAGCACATGACGGAGGTTGTGAGGCGC 660

TGCCCCCACCATGAGCGCTGCTCAGATAGCGATGGTCTGGCCCCTCCTCAGCATCTTATC 720
CGAGTGGAAGGAAATTTGCGTGTGGAGTATTTGGATGACAGAAACACTTTTCGACATAGT 780
GTGGTGGTGCCCTATGAGCCGCCTGAGGTTGGCTCTGACTGTACCACCATCCACTACAAC 840
TACATGTGTAACAGTTCCTGCATGGGCGGCATGAACCGGAGGCCCATCCTCACCATCATC 900
ACACTGGAAGACTCCAGTGGTAATCTACTGGGACGGAACAGCTTTGAGGTGCGTGTTTGT 960
GCCTGTCCTGGGAGAGACCGGCGCACAGAGGAAGAGAATCTCCGCAAGAAAGGGGAGCCT 1020
CCCCAGCCAAAGAAGAAACCACTGGATGGAGAATATTTCACCCTTCAGATCCGTGGGCGT 1140
GAGCGCTTCGAGATGTTCCGAGAGCTGAATGAGGCCTTGGAACTCAAGGATGCCCAGGCT 1200
GGGAAGGAGCCAGGGGGGAGCAGGGCTCACTCCAGCCACCTGAAGTCCAAAAAGGGTCAG 1260

TCTACCTCCCGCCATAAAAAACTCATGTTCAAGACAGAAGGGCCTGACTCAGACAT 1320
TTGGGTTTTGGGTCTTTGAACCCTTGCTTGCAATAGGTGTGCGTC 0 0 @ 1423

Abb. 56: Nukleotidsequenz der cDNA von Tumorsuppressorgen p53: die verwendeten Primer sind farbig
dargestellt (rot: Forward, griin: Reverse), Fettdruck und Unterstreichen markieren den Beginn

eines Exons; die beiden Rahmen lokalisieren das Start- (ATG) bzw. das Stopcodon (TGA).
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7.1.2 Charakterisierung der Exons von p53
Tabelle 20: Charakterisierung der Exons von p53 unter Beriicksichtigung der Proteinbiosynthese
Exon Lokalisation auf der cDNA GroBe [Bp] Proteinbiosynthese

| 1-107 106

2 108-209 101 1-24

3 210-231 21 25-32

4 232-510 278 33-125

5 511-694 183 126-186

6 695-807 112 187-224

7 808-917 109 225-260

8 918-1054 136 261-306

9 1055-1128 73 307-331

10 1129-1235 106 332-366

11 1236-2513 1277 367-393
7.1.3 Proteinsequenz von pS53
MEEPQSDPSVEPPLSQETFSDLWKLLPENNVLSPLPSQAMDDLMLSPDDIEQWFTEDPGP 60
DEAPRMPEAAPRVAPGPAAPTPAAPAPAPSWPLSSSVPSQKTYQGSYGFRLGFLHSGTAK 120
SVTCTYSPALNKMFCQLAKTCPVQLWVDSTPPPGTRVRAMAIYKQSQHMTEVVRRCPHHE 180
RCSDSDGLAPPQHLIRVEGNLRVEYLDDRNTFRHSVVVPYEPPEVGSDCTTIHYNYMCNS 240
SCMGGMNRRPILTITLEDSSGNLLGRNSFEVRVCACPGRDRRTEEENLRKKGEPHHELP 300
PGSTKRALPNNTSSSPQPKKKPLDGEYFTLQIRGRERFEMFRELNEALELKDAQAGKEPG 360
GSRAHSSHLKSKKGQSTSRHKKLMFKTEGPDSD 393

Abb. 57: Proteinsequenz von p53, wobei die Aminosduren mit den hdufigsten Mutationsraten

(,,Hotspots®) rot dargestellt sind. Es handelt sich um R;75, Gays, Rasg, Ras9, Ry73 und Ryg,.
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7.2 Chemikalien

Aceton

Adenin

Agarose (zur DNA/RNA-Elektrophorese)

Aktivkohle

Borsdure krist.

Bromphenolblau

Choleratoxin

Cosmic Calf (CC) Hyclone
4,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI)
1,4-Diazabicyclo(2,2,2)-octan (DABCO)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Diethyl-Pyrocarbonat (DEPC)

Epithelialer Wachstumsfaktor (EGF)

Essigséure p.a.

Ethanol p.a.

Ethidiumbromid

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Fuchsin
HANK’s Salze
Hydrocortison
Insulin

Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogenphosphat

Kaliumdisulfit

Fa. Roth
Fa.Sigma
Fa. Roth
Fa. Merck
Fa Merck
Fa. Merck
Fa. Sigma
Fa. Greiner
Fa. Roth
Fa. Fluka
Fa. Sigma
Fa. Sigma
Fa. Sigma
Fa. Roth
Fa. Roth
Fa. Sigma
Fa. Sigma
Fa. Merck
Fa. Seromed
Fa. Sigma
Fa. Sigma
Fa. Merck
Fa. Merck

Fa. Merck

Karlsruhe

Deisenhofen

Karlsruhe

Darmstadt

Darmstadt

Darmstadt

Deisenhofen

Frickenhausen

Karlsruhe

Deisenhofen

Deisenhofen

Deisenhofen

Karlsruhe

Karlsruhe

Deisenhofen

Deisenhofen

Darmstadt

Berlin

Deisenhofen

Deisenhofen

Darmstadt

Darmstadt

Darmstadt
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B-Mercaptoethanol
Natriumbisulfit (39%)
Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydroxidpldtzchen
Natriummetaperiodat
Orange G

Penicillin/Streptomycin

2-Propanol (Isopropanol) p.a.

Saccharose
Salpetersédure (40%)
Salzsdure 37% p.a.

SCHIFF’sches Reagenz

Tris(hydroxymethylaminomethan)

Tissue Tek

Trypsin/EDTA (0,25%/0,02%)

Xylol

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Fa.

Sigma
Merck
Merck
Merck
Roth

Merck
Merck
Sigma
Roth

Sigma
Merck
Merck

Merck

. Roth
. Vogel
. Sigma

. Sigma

Deisenhofen

Darmstadt

Darmstadt

Darmstadt

Karlsruhe

Darmstadt

Darmstadt

Deisenhofen

Karlsruhe

Deisenhofen

Darmstadt

Darmstadt

Darmstadt

Karlsruhe

Deisenhofen

Deisenhofen
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7.3 Puffer und Losungen

Adenin-Losung (FADxomplett)

Alkohole (Histologie)

Auftragspuffer fiir Agarosegele (6x)

Choleratoxin-Stammlosung (FADyomplett)

Choleratoxin-Losung (FADyomplett)

DABCO (IIF)

DAPI (IIF)

DEPC-Wasser (RNA-Extraktion)

Differenzierlosung (Histologie)

EDTA-Stammldsung

1,215 g Adenin
in 50 ml 0,2 M HCI lésen (50°C)
1 vial=1 ml

70%, 80%, 96%, 100%

0,25 % Bromphenolblau
40% (w/v) Saccharose
in TBE-Puffer (0,5x) l6sen

0,5 mg Choleratoxin

in 595 pl Aqua dest. 16sen

0,1 ml Stammldsung

In 10 ml FAD mit 10% (v/v) CC losen

1 vial=1 ml

10% (w/v) 1,4-Diazabicyclo(2,2,2)-octan
10% (w/v) PBS-Puffer (1x)

in Glycerol

1,0 mg/ml 4°6-Diamino-2-phenylindol

in TE-Puffer

pH=28.,0

0,1% (v/v) DEPC in Aqua dest.

18 h bei 37°C inkubieren, autoklavieren

5 ml 10% (v/v) Natriummetabisulfit
5 ml IN HCI
100 ml Aqua dest

0,5M EDTA
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EGF-Losung (FADxomplett) 100 pg Epithelialer Wachstumsfaktor
in 10 ml Aqua dest. 16sen

1 vial=1 ml

Eosin-Losung (Histologie) 1% (W/v)
HCI-Losungen 5M, 1M, 02M
Hydrocortisonldsung (FADyomplett) 1,0 mg Hydrocortison

in 200 pl 100 % Ethanol 16sen
2,3 ml Aqua dest. zugeben

1 vial=1 ml

Insulin-Losung (FADyomplett) 120 mg Insulin
in 40 ml FAD 16sen
unter Zugabe von 5 M HCl
1 vial =1.7 ml

Natriumchlorid I1M,3M
Natriummetabisulfit 10% (v/v)
Natronlauge IN,5M

Orange G (Histologie) 1% (w/v)

5%dige Phosphorwolframsiure

PBS-Puffer (10x) 1,37 M NaCl
26,7 mM KCl
43 mM Na,HPO4x2H,0
15 mM KH,PO4xH,0

PBS (1x) 1,5 M NaCl
160 mM NazHPO4X2H20
40 mM NaH2P04XH20
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Perjodsédure (Histologie)

Phosphorwolframséaure (Histologie)
PCR-Nukleotidmix (RT, PCR)
Salpetersdure

TBE-Elektrophoresepuffer (10x)

TBE-Elektrophoresepuffer (0.5x)

TE-Puffer

Tris-Cl-Stammldsungen

1,0 g Natriumperjodat
1 ml 40% HNOs
100 ml Aqua dest.

5% (W/v)
ATP, GTP, CTP, TTP
40% (v/v)

0,5 M Tris

0,5 M Borsaure
10 mM EDTA
pH = 8,0 (HCI)

0,025 M Tris
0,025 M Borséure
0,001 M EDTA
pH = 8,0 (HCI)

10 mM Tris
1 mM EDTA
pH="7,5 (HCI)

IM
pH = 7,5/8,0 (HC)

Anm.: 1 vial bezeichnet die Losungs- oder Substratmenge, die zum Komplettieren von

einem Liter Keratinozytenndhrlosung dem Basismedium zugesetzt werden muB3.
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7.4 Nahrmedien

DULBECCQO’s Modification Eagle’s Medium (DMEM, Fa. Sigma, Deisenhofen)

4,5 g/l L-Glukose
110 mg/l L-Glutamin
110 g/l Natriumpyruvat

DULBECCO’s MEM (DMEM?¥*, Fa. Biochrom, Berlin)

4,5 g/l L-Glukose
1,028 g/l L-Glutamin
3,7 g/l NaCOs

DMEM/HAM’s F-12-Medium (Fa. Biochrom, Berlin)

0,648 g/l N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin

666ml DMEM*

333ml DMEM/HAM’s-F12

10% (v/v) Cosmic Calf

100 IU/ml Penicillin/Streptomycin
1 vial Adenin-Losung

1 vial Choleratoxin-Losung

1 vial EGF-Losung

1 vial Hydrocortison-Ldsung

1 vial Insulin
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7.5 Abkiirzungen
Abb.

Ag

Ak

Anm.

Aqua dest.

ATP

BM
Bp

CcC
cDNA
CK
Coll IV
CTP

DABCO
DAPI
DG
DMEM
DMSO
DNA
dNTPs
DP

ds

ECM
EDTA

FP
FCS
FITC

GTP

Abbildung

Antigen

Antikorper
Anmerkung
Destilliertes Wasser

Adenintriphosphat

Basalmembran

Basenpaare

Cosmic Calf

komplementére Desoxyribonukleinsiure
Cytokeratin

Collagen IV

Cytosintriphosphat

1,4-Diazabicyclo(2,2,2)-octan
4,6-Diamidino-2-phenylindol

Desmoglein

DULBECCO's Modification Eagle's Medium
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsdure
Desoxynukleotidtriphosphate

Desmoplakin

doppelstringig

extrazellulare Matrix

Ethylendiamintetraacetat

Forward-Primer
fotales Kalberserum

Fluoresceinisothiocyanat

Guanosintriphosphat
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IF Intermediérfilament

IgG Immunglobulin

Il Interleukin

IIF Indirekte Immunfluoreszenz
IP Isoelektrischer Punkt

18] Internationale Einheit (Unit)
kBp Kilobasenpaare

kD Kilodalton

krist. kristallin

ul Mikroliter

pum mikrometer

ml Milliliter

mM Millimolar

N Normal

nm Nanometer

p.a. per Analyse

PAS Periodic

PBS Phosphate buffered saline
PCR Polymerase Kettenreaktion
RP Reverse-Primer

RNA Ribpnukleinsdure

rpm Umdrehungen pro Minute
RT Raumtemperatur

ss einzelstrangig

SSCP Single strand Conformation Polymorphism
TTP Thymidintriphosphat

v Volt

v/v Volumenprozent

w/v Gewichtsprozent
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