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Untersuchungen zur Zellproliferation in Sphéroiden:
Analyse von cAMP und Zyklusverteilungim Zusammenhang mit der Zellkommunikation

Zusammenfassung
Viele Saugerzellinien konnen als multizelluldre Sphéroide (SPH) kultiviert werden. Hier haben die

Zellen die Moglichkeit, ihre natiirliche dreidimensionale Anordnung wieder einzunehmen. In dieser
Studie wurde die Regulation der Proliferation im Bezug auf die Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten
untersucht, Die Ermittlung des intrazelluldren cAMP-Gehaltes sowie der Zellproliferation (Zellzyklus-
phasenverteilung und BrdU-Einbaurate) erfolgte deshalb an zwei Fibroblastenzellinien der Maus mit
unterschiedlicher Fihigkeit zur interzelluldiren Kommunikation: SV40-transformierte 3T3-Zellen sind
iiber Gap Junctions (GJ) miteinander verbunden, L-Zellen haben nicht die Fihigkeit iiber GJ zu
kommunizieren. Fiir beide Zellinien ist im Monolayer mit zunehmender Zelldichte eine Abnahme des
CAMP-Gehaltes und des BrdU-Einbaus sowie eine Zunahme der Gl-Zellen zu beobachten. In
Sphiroiden ist eine Korrelation dieser drei Parameter nur bei L-Zellen festzustellen: Abnahme des
cAMP-Gehaltes und des BrdU-Einbaus sowie eine Zunahme der G1-Zellen mit zunehmender Tiefe. In
SV40-3T3-SPH dagegen ist zwar eine Korrelation des cAMP-Gehaltes und der Phasenverteilung zu
beobachten, jedoch keine radiale Abhingigkeit dieser Parameter: alle Zellen haben unabhingig von
ihrer Lage im Sphéroid einen nahezu identischen cAMP-Gehalt und eine einheitliche Zellzyklus-
phasenverteilung, Eine Hemmung der Zellkommunikation durch Mezerein in SV40-3T3-SPH erzeugt
radiale CAMP- und Zellzyklusphasen-Gradienten, wie sie in unbehandelten L-SPH zu beobachten
sind. Diese Ergebnisse legen den SchluB nahe, da die fiir CAMP permeablen GJ-Kanile einen Aus-
gleich der cAMP-Konzentration innerhalb der SV40-3T3-SPH und als Folge davon einen Ausgleich
des radialen Zellzyklusphasen-Gradienten bewirken. Aber auch in kommunizierenden SV40-3T3-SPH
war eine Abnahme des BrdU-Einbaus mit zunehmender Tiefe in den Zellaggregaten zu beobachten.
Die Radialunabhigigkeit der Phasenverteilung in den SV40-3T3-SPH muf} deshalb als Folge einer
gleichmaBigen Verlingerung aller Zyklusphasen mit zunehmender Tiefe im Sphéroid interpretiert
werden. Diese Ergebnisse machen deutlich, daB} eine Abhiingigkeit wichtiger zellulidrer Eigenschaften
von der Zeltkommunikation nur in Sphiroiden zum Ausdruck kommt. Die physiologische und regula-
torische Wirkung von GJ scheint an die Existenz eines dreidimensionalen Zellverbandes gebunden zu
sein, wodurch sie bei bisherigen Untersuchungen an Monolayer-Kulturen verborgen blieb.

Investigations of cell proliferation in spheroids:
Analysis of cAMP and cell cycle distribution in relation to cell communication

Abstract

Many mammalian cell lines can be cultured as multicellular spheroids (SPH), in which cells can re-
establish their natural threedimensional arrangement. Regulation of proliferation was analysed with
respect to the establishment of cell-to-cell-contacts. For this purpose the intracellular cAMP content
and cell proliferation (cell cycle distribution and BrdU incorporation) were analysed using two fibro-
blast cell lines with different capability of intercellular communication: SV40-transformed 3T3-cells
are connected via gap junctions (GJ), whereas L-cells are not able to communicate via GJ. In mono-
layer cultures of both cell lines cAMP content and BrdU incorporation decreased, and the proportion
of G1-cells increased with increasing cell density. In spheroids, a correlation of these three parameters
was observed with L-cells only: Decrease in cAMP content and BrdU incorporation accompanied by
increase in Gl-cell proportion with increasing depth of cell location. In communicating SV40-3T3-
SPH a correlation of cAMP content and phase distribution was observed, too, but no significant radial
change was found: an almost identical cAMP content and equal proportions of G1-cells in all parts of
the aggregates. Inhibition of cell communication by Mezerein in SV40-3T3-SPH caused formation of
radial gradients of cAMP and of cell cycle distribution similar to those seen in L-SPH. These results
suggest an equilibration of the GJ-permeable cAMP molecule throughout the spheroids of SV40-3T3-
cells and, as a consequence, an equilibration of the radial cell cycle gradient. BrdU incorporation,
however, also decreased with increasing depth in communicating SV40-3T3-SPH. The radial indepen-
dence of the cell cycle distribution in these aggregates must therefore be interpreted as a consequence
of a uniform elongation of all cell cycle phases with increasing depth of the SV40-3T3-SPH. These
results indicate, that important cellular properties dependent on cell-to-cell communication are only
expressed in spheroids. The physiological and regulating effects of GJ appear to be coupled to three-
dimensional cell aggregates seeing that they remained undiscovered in investigations with monolayer
cultures.
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I. Einleitung

I.1. Besonderheiten der Sphiroid-Kultur gegeniiber anderen Kulturformen fiir
Sdugetierzellen

Die am héaufigsten eingesetzten Kultivierungsformen fiir Sdugetier- und humane Zellen sind
die Einzelzell-Suspensionskultur und die Einschicht-Kultur (Monolayer, ML). ‘Betrachtet man
diese unter dem Aspekt der Vergleichbarkeit zur in vivo-Situation, so stellen beide relativ
einfache Modelle dar, mit denen sich eher die Reaktionen der einzelnen Zelle erfassen lassen
als die eines komplex organisierten Gewebes. Wenngleich dies fiir sehr viele Anwendungen,
beispielsweise fiir viele Fragestellungen auf dem Gebiet der Genetik, ausreicht, stellt die
mangelnde biologische Komplexitit dieser Kulturen ein Hindernis dar, wenn es um die
Gewinnung realistischer Daten geht wie z. B. in der Toxikologie oder in der Strahlenbiologie.
Auch fiir die experimentelle Tumorforschung und -therapie wiinscht man sich eine
Kulturform, welche die komplexe physiologische Situation in einem soliden Tumor, wie z. B.
Hypoxie oder Nekrose, besser modelliert.

Diese Arbeit befalBt sich mit einem dreidimensionalen Kulturmodell fiir Sdugetierzellen, den
multizelluldren Sphéroiden, das seit den frithen Siebziger Jahren vor allem Eingang in die ex-
perimentelle Krebsforschung gefunden hat. Eine ausfiihrlichere Darstellung der Eigenschaften
der Sphéroide (SPH) findet sich im Anhang VI.1. dieser Arbeit, sodaB an dieser Stelle nur in
aller Kiirze auf ihre Besonderheiten eingegangen wird.

Durch seine Kugelgestalt kommt es in einem Sphiroid "automatisch" zur Ausbildung radialer
metabolischer Gradienten. So nimmt z.B. der Sauerstoff-Partialdruck nach innen ab, wodurch
es zur Ausbildung hypoxischer Regionen im Innern groferer SPH kommen kann. Dies hat zur
Folge, daB die Zellen, je nach ihrer Lage im Sphéroid, unterschiedlichen physiologischen
Bedingungen ausgesetzt sind, was ihre Eigenschaften und Reaktionen beeinfluft. Diese
"Zonierungen" sind dhnlich denjenigen, die beispielsweise in einem Gewebe in Abhéngigkeit
vom Abstand von den GefiBkapillaren auftreten. Im Gegensatz hierzu sind in der
Suspensions- oder ML-Kultur alle Zellen den gleichen Umgebungsbedingungen ausgesetzt.

Ebenso herrschen in Sphéroiden vom Monolayer abweichende Bedingungen, was die Aus-
bildung des interzelluliren Kommunikationsmusters und die Zell-Matrix-Interaktionen
betrifft. In der ML-Kultur koénnen Zellkontakte nur entlang der Beriihrungssiume der flach
auf dem Substrat aufgewachsenen Zellen erfolgen. In der Suspensionskultur ist {iberhaupt
keine Etablierung von Zellkontakten moglich. In ihrer Gesamtheit filhren diese Besonder-
heiten im SPH-Verband zur Ausbildung von Zelldifferenzierungen, die im ML keine Ent-
sprechung haben (vgl. Anhang VI.1.).




1.2. Ziel dieser Arbeit

Fiir viele Anwendungen des SPH-Modells spielt die Zellproliferation in diesem System eine
wichtige Rolle. Trotz zahlreicher Untersuchungen sind noch viele Fragen offen. Sie betreffen
vor allem die Rolle des dreidimensionalen Zellkontaktes und der Gap Junction-vermittelten
interzelluliren Kommunikation bei der Kontrolle dieser Zellfunktion. Die Gap Junctions
spielen bei vielen Prozessen im Gewebeverband wie Embryonalentwicklung, Wachstum und
Differenzierung eine wichtige Rolle. Im Anhang "Gap Junctions" (VI1.2.) wird auf Struktur
und Funktion dieser Spezialisierung der Zellmembran eingegangen. Ein Beispiel fiir einen
kommunikationsabhidngigen Differenzierungsprozef in Sphéroiden ist die sog. "Kontakt-
resistenz". Hierbei handelt es sich um die gegeniiber dem ML erhéhte Strahlenresistenz von
SPH-Zellen mit der Fihigkeit zur interzelluliren Kommunikation (Dertinger und Hiilser,
1981; Anderer, 1986; Knedlitschek et al., 1990).

Der dreidimensionale Zellkontakt stellt im Hinblick auf die Zelldichte-Abhéngigkeit der Proli-
feration eine Besonderheit dar, auf die sich die bisher bekannten GesetzmiBigkeiten bei der
ML-Kultur nicht ohne weiteres ilibertragen lassen. Es handelt sich hierbei um die Kontaktinhi-
bierung der Proliferation mit zunehmender Zelldichte im ML, die mit einer Anderung der in-
trazelluldren Konzentration des sekundédren Botenstoffes cAMP (cyclisches Adenosinmono-
phosphat) einhergeht (Friedman et al., 1976; Boynton und Whitfield, 1983).

Um zu einer Kldrung der in einem dreidimensionalen Zellverband herrschenden Bedingungen
beizutragen, soll im Rahmen dieser Arbeit die Rolle der interzelluldren Kommunikation, des
dreidimensionalen Zellkontaktes und des cAMP bei der Regulation der Zellproliferation in
SPH untersucht und mit dem ML verglichen werden. Um zugleich den oben erwéhnten
Aspekt der radialen "Zonierung" in SPH zu beriicksichtigen, werden diese Untersuchungen
ortsaufgeldst durchgefiihrt, was durch Einsatz der sequentiellen Trypsinierungstechnik bzw.
mittels histochemischer Analyse von Cryostat-Schnitten ermdglicht wird. Die Proliferation
wird dabei sowohl mit Hilfe der fluBcytometrischen Analyse des Zellzyklus als auch anhand
des Einbaues von Bromdesoxyuridin in den Zellkern untersucht.

Um die Rolle der Gap Junction-vermittelten Zellkommunikation zu beriicksichtigen, werden
diese Untersuchungen an 2 Fibroblastenlinien der Maus durchgefiihrt, den kommunikations-
losen L-Zellen und den kommunizierenden SV40-3T3-Zellen. Zur Absicherung der Befunde
soll auBerdem das Proliferationsverhalten bei gezielter Beeinflussung der interzelluldren
Kommunikation studiert werden, so z.B. durch Inhibierung mit Hilfe des "second stage"
Tumor-Promotors Mezerein,




II. Material und Methoden

I1.1. Material

I1.1.1. Zellen

IL1.1.1. SV40-3T3-Zellen:

Fibroblastenzellinie aus embryonalen Swiss-Mauszellen (Todaro und Green, 1963), die mit
dem SV40-Virus transformiert wurde (Todaro et al., 1964). Erhalten von Prof. G. Adams,
Universitit Konstanz,

I1.1.1.2. L-Zellen:

Zellinie aus subkutanen Fibroblasten einer adulten C3H-Maus, die mit 20-Methylcholanthren
transformiert wurde (Earle et al., 1943). Erhalten von Prof. D. F. Hiilser, Universitit
Stuttgart,

I1.1.2. Medien

Eagle's Minimum Essential Medium mit Earle's Salzen (= MEM; SERVA, GIBCO)
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (= DMEM; SERVA, GIBCO)

Fotales Kilberserum (= FCS; GIBCO)

Antibiotika (Penicillin: 10000 Einheiten/ml; Streptomycin: 10000ug/ml, GIBCO)
Glutamin (200mM, GIBCO)

Trypsin (0,25%, GIBCO)

Einfriermedium (95% FCS, 5% DMSO)

II.1.3. Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden groBtenteils von den Firmen SERVA, SIGMA und

MERCK bezogen.

DMSO, Dimethyl-dichlorsilan, Lucifer Yellow FLUKA
Forskolin CALBIOCHEM
Einbettmedium JUNG

Cell proliferation kit AMERSHAM
cAMP[!']]assay system (dual range) AMERSHAM




I1.1.4. Puffer und Losungen

Citratpuffer zur Verdiinnung der Trypsin-Stammldsung
17 mM Na-Citrat; 0,13 M KCI; pH 7,6

Silikonisierungslésung zur Verhinderung der Zellanheftung in der Spinner-Kultur
5% Dimethyl-dichlorsilan in CCl,
Zur Silikonisierung der Spinnerflaschen werden diese mit der 5 %igen Losung benetzt,
an der Luft getrocknet, mit dest. Wasser gewaschen und mit absolutem Ethanol nach-
gespililt.

Agaroselosung zur Verhinderung der Zellanheftung in Petrischalen bei der SPH-Aggregation

2% Agarose (Typ II) in MEM erhitzen und 16sen (Mikrowelle)
Zur Beschichtung von 10 cm-Petrischalen werden ca. 8 ml warme Agaroseldsung in
eine Schale gegeben und bei geschlossenem Deckel iiber Nacht erkalten lassen.

Trypanblau-Stammldsung fiir Vitalititstests
0,5% Trypanblau in 0,9% NaCl

PBS
0,14 M NaCl; 2,7 mM KCI; 6,5 mM Na,HPO,; 1,5 mM KH,PO,; 0,7 mM CaCl,;
0,6 mM MgCl,

DAPI-Stammldsung (= 4',6-Diamidino-2-phenylindol x 2 HCI x H,0)
0,54 mM DAPI in H,0 (10 mg DAPI in 50 ml H,0)

DAPI-Losung zur Préaparation und Farbung von Zellkernen fiir die Flucytometrie
5,4 uM DAPI (2 mg/l); 2 mM MgCl,; 0,15 M NaCl; 0,1% Triton X-100
in 0,1 M TRIS-Puffer pH 7,3

DAPI-Methanol
DAPI-Stammldsung mit Methanol auf 0,1 pg/ml verdiinnen

db-cAMP-Stammlosung (N6-2'-O~Dibutyry1adenosin 3',5'-Cyclisches Monophosphat)
100 mM db-cAMP in H,O

Forskolin-Stamml6ésung
1 mM Forskolin in 95% Ethanol




Mezerein-Stammlésung
1 mM Mezerein in Ethanol

Albuminlésung zur Beschichtung der Objekttriger
1% Albumin in H,0
Zur Beschichtung werden die Objekttriger zunichst mit Aceton gereinigt, danach in die
1%ige Losung getaucht und an der Luft getrocknet.

Fixierungsmittel fiir Monolayer und SPH-Schnitte
5% Eisessig, 95% Ethanol (frisch herstellen)

Losungen fiir histochemische Farbungen:

Modifiziertes Himalaun
0,1 g Himatoxylin; 5 g Kalialaun [KAI(SO,),]; 0,1 g Benzoesdure
in 100 ml H,O bidest. 18sen und
1 ml 2% KJO; und 2 ml 1 N HCI zugeben.

Eosin-Losung
1% Eosin in H,O bidest.
Losungen zur Messung der Farbstoffkopplung:

KCl-Losung
3 M KClin H,0

Lucifer Yellow-Losung
4% in 1 M LiCl in H,O

Ringer-Losung
4 Tabletten in 500 ml H,0




I1.2. Zellkultur
I1.2.1. Monolayer

Die Zellen wurden in Einweg-Plastikgefidfen der Firma FALCON kultiviert. Die Inkubation
erfolgte in einer Wasserdampf-gesittigten Atmosphére von 95% Luft und 5% CO, bei 37 °C.

I1.2.1.1. SV40-3T3-Zellen

Die Zellen wurden in DMEM mit 10% f6talem Kélberserum, 1% Glutamin (Endkonzen-
tration 2 mM) und 1% Antibiotika (Penicillin: 100 Einheiten/ml und Streptomycin: 100 ug/
ml Medium) geziichtet. Die Stammkultur wurde alle zwei Tage subkultiviert. Hierzu wurden
die Zellen nach Entfernung des Kulturmediums mit 0,5 ml Trypsin (verdiinnt mit Citratpuffer
auf 0,05%) vom GefdBboden abgelost (2 Minuten Inkubation bei 37 °C), in Medium
resuspendiert und durch Pipettierung vereinzelt. Mit Hilfe eines Coulter Counters
(COULTER ELECTRONICS) wurden die Zellen gezihlt und mit einer Zelldichte von 2 x 10*
Zellen/cm? in neue Kulturflaschen tiberimpft.

Fiir Versuche wurden die Zellen auf Petrischalen (6 cm Durchmesser, 5 ml Medium) mit ei-
ner Dichte von 1,4 x 10 Zellen/cm? plattiert und nach 2 Tagen fiir die Experimente ein-
gesetzt.

11.2.1.2. L-Zellen

Die Zellen wurden in MEM mit 5% fotalem Kélberserum, 1% Glutamin (Endkonzentration
2 mM) und 1% Antibiotika (Penicillin: 100 Einheiten/ml und Streptomycin: 100 pg/ml
Medium) geziichtet. Die Stammkultur wurde einmal pro Woche subkultiviert. Hierzu wurden
die Zellen nach Entfernung des Kulturmediums mit 0,5 ml Trypsin (0,25%) vom GefdBboden
abgeldst, in Medium resuspendiert, gezahlt (siehe SV40-3T3) und mit einer Zelldichte von 4
x 10® Zellen/cm? in neue Kulturflaschen iiberimpft. Am dritten und fiinften Tag wurde das
Medium durch frisches ersetzt.

Fiir Versuche wurden die Zellen auf Petrischalen (6 cm Durchmesser, 5 ml Medium) mit
einer Dichte von 1,8 x 103 Zellen/cm? ausgesit und nach 5 Tagen fir Experimente eingesetzt
(Mediumwechsel am vierten Tag) oder mit 3,6 x 103 Zellen/cm? ausgesédt und nach 4 Tagen
fiir den Versuch eingesetzt (ohne Mediumwechsel).




I1.2.2. Sphéroide
I1.2.2.1. SV40-3T3-Zellen

SV40-3T3-Monolayer wurden bei einer Zelldichte von etwa 2 x 10° Zellen/cm? trypsiniert
und jeweils 3 x 10° Zellen auf eine unbeschichtete Petrischale (10 cm Durchmesser, zur
Bakterienkultur, GREINER, 10 ml Medium) iibertragen. Das Fehlen einer Beschichtung
verhindert weitgehend das Anheften der Zellen, die dann bereits nach einem Tag kleine, gut
abgerundete Aggregate (Sphiroide) bilden. Die Zellaggregate wurden in 250 ml-Spinner-
flaschen (TECNOMARA) iiberfiihrt. Diese wurden zuvor silikonisiert, um ein Anwachsen der
Zellen an der Glaswand zu verhindern. Die Sphéroidkultur erfolgte in dicht verschlossenen
Spinnerflaschen in einem Wasserbad (37°C), wobei die Zellaggregate durch einen
Magnetriihrer (45 UpM, TECNOMARA) stindig bewegt wurden. Dies gewihrleistete ein
gleichmédBiges Nahrstoffangebot innerhalb der Kultur. Jeden Tag wurden 150-200 ml Medium
in der Spinnerflasche durch frisches Medium ersetzt. Nach etwa 6-7 Tagen hatten die
Sphéroide einen Durchmesser von 300-450 pm erreicht. Mit Metallsieben (definierte
Porengréfie, BELLCO) wurden die Sphéroide mit einem Durchmesser von 160-400 pum
aussortiert und am darauffolgenden Tag fiir den Versuch eingesetzt.

11.2.2.2. I~-Zellen

Monolayerkulturen der L-Zellen wurden bei einer Dichte von etwa 2 x 10° Zellen/cm? trypsi-
niert und jeweils 3 x 10° Zellen auf eine Petrischale (10 cm Durchmesser, 10 ml Medium)
Ubertragen, die am Tage zuvor mit 2% Agarose in MEM beschichtet wurde. Dies war nétig,
da sich L-Zellen sogar an unbeschichtetem Plastikmaterial anheften. Die Uberfilhrung der
Zellaggregate in silikonisierte Spinnerflaschen erfolgte erst am dritten oder vierten Tag, wenn
relativ kompakte Spharoide vorlagen. Um einem Nahrstoffmangel wéhrend der Aggregations-
phase vorzubeugen, wurde am zweiten oder dritten Kulturtag die Halfte des Mediums auf den
Petrischalen durch frisches ersetzt. Die Kultivierung der Sphéroide in Spinnerflaschen erfolgte
wie bei SV40-3T3-Sphéroiden, wobei nur jeden zweiten Tag Medium gewechselt wurde.
Nach 12-16 Tagen hatten die Sphéroide einen Durchmesser von etwa 150-350 um erreicht
und wurden iber die entsprechenden Siebe filtriert, um auch hier Sphiroide definierter Grofie
zu erhalten (Durchmesser 160-400 pm).




II.2.3. Sequentielle Trypsinierung der Sphéroide
(Modifizierung der Methode von Freyer und Sutherland, 1980)

Um Zellen in unterschiedlicher Tiefe der Sphéroide gezielt untersuchen zu kénnen, miissen
die kugelformigen Zellaggregate in wohldefinierten Schichten von aufilen nach innen
"geschdlt" werden. Dies erfolgte durch sukzessives Trypsinieren unter streng eingehaltenen
Bedingungen:

Die Sphdroide wurden leicht abzentrifugiert (140 x g, 30 Sekunden), das Medium abgenom-
men und mit 8 ml 0,25% Trypsin (Raumtemperatur) in einem 50 ml Erlenmeyerkolben lang-
sam bewegt (rotary shaker, 3 Minuten bei Raumtemperatur). Die Trypsinreaktion wurde
durch Zugabe von 10 ml kaltem Medium gestoppt. Die noch locker mit den Sphéroiden
verbundenen Zellen wurden durch Pipettierung von den Sphéroiden abgetrennt und die
Sphiroid-Einzelzell-Suspension sofort auf Eis gestellt. Nachdem die Sphiroide auf den Boden
des GlasgefdBes abgesunken waren, wurde die iiberstehende Zellsuspension vorsichtig mit
einer Pipette abgenommen und auf Eis gestellt. Dieser Vorgang wurde sooft wiederholt, bis
nur noch die zentralen Bereiche der Sphéroide iibrig waren. Da die Zellen im inneren Bereich
der Sphiroide sehr stark aneinander haften, muBten die Kerne 5-10 Minuten bei 37 °C
(Wasserbad) trypsiniert werden. Bei einem Durchmesser der Sphiroide von 160-400 pum kann
man durch diese Methode ca. 5-7 Zellschichten voneinander trennen.

I1.2.4. Uberpriifung der Zellvitalitiit

Hierzu wurde der AusschluBtest mit Trypanblau angewendet (Lindl und Bauer, 1989): Zellen
in Kulturmedium wurden mit einer 0,5%igen Trypanblaulésung in 0,9% NaCl (Endkonzen-
tration ca. 0,15%) fiir S Minuten bei 37 °C inkubiert. Vitale Zellen nehmen keinen Farbstoff
auf, stark geschidigte oder tote Zellen farben sich blau an, da der Farbstoff iiber die
permeabel gewordene Zellmembran in die Zelle eindringt.

Dieser Schnelltest wurde in regelméBigen Abstéinden bei der Sphiroidkultur angewendet, um
sicherzustellen, dafi die Zellen in den z. T. sehr kompakten Aggregaten noch ihre volle
Vitalitit besaBen, bevor sie in den verschiedenen Versuchen eingesetzt wurden; andernfalls
wurden sie verworfen.

IL.2.5. Mycoplasmentest (Russell et al., 1975; Freshney, 1983; Lindl und Bauer, 1989)

Hierzu wurden die Zellen auf Deckglisern (in Petrischalen) ausgesit, bei der gewiinschten
Zelldichte mit PBS (37 °C) gewaschen und mit 2 pug/ml DAPI in PBS 15 bis 30 Minuten bei




37 °C inkubiert. Danach wurde die Firbeldsung entfernt, die Zellen in PBS (37 °C) ge-
waschen und im Fluoreszenzmikroskop (LEITZ Aristoplan: Filtersatz A 513678, 50 x
Wasserimmersionsobjektiv) auf Mycoplasmen (als gleichméBig geformte, hell leuchtende
Punkte vorwiegend entlang der Zellkontur erkennbar) untersucht. Ermdglichte dieser Test
keine eindeutige Aussage (z. B. hohe Hintergrundfluoreszenz im Cytoplasma), wurden die auf
Deckgldsern kultivierten Zellen mit DAPI-Methanol fixiert. Hierzu wurden die Zellen
zundchst mit PBS und danach mit DAPI-Methanol gewaschen. Nach einer Inkubationszeit von
15 bis 30 Minuten bei 37 °C mit DAPI-Methanol wurden die Zellen einmal mit Methanol
gewaschen und im Fluoreszenzmikroskop auf Mycoplasmen untersucht (s.0.). Alle

verwendeten Kulturen erwiesen sich als Mycoplasmenfrei.

I1.2.6. Einfrieren eukaryontischer Zellen
I1.2.6.1. Einzelzellen aus Monolayerkulturen zur Cryokonservierung

Die Zellkulturen wurden in ihrer exponentiellen Wachstumsphase trypsiniert, mit kaltem Me-
dium gestoppt und die Zellen abzentrifugiert (4 °C, 800 x g, 5 Minuten). Pro Einfrierampulle
wurden 2 x 10% Zellen (in je 1 ml frisch hergestelltem Einfriermedium) abgefiillt. Das Ein-
frieren erfolgte in mehreren Stufen: die Zellen wurden zundchst 30 Minuten auf Eis gekiihlt,
dann in einem Styroporbehilter 2 Stunden bei -20 °C und iiber Nacht bei -80 °C eingefroren
und schlieflich im fliissigen Stickstoff aufbewahrt,

I1.2.6.2. Sphiroide zur Anfertigung von Gefrierschnitten
(Technik in der Arbeitsgruppe von B. Walser entwickelt)

Vorbereitung.

Ein kleines DewargefdB wurde mit Fliissigstickstoff gefiillt, ein Becherglas mit Methylbutan
gefilllt und im Flissigstickstoff abgekiihlt (zur Isolation in einem Styroporbehilter). Das
Methylbutan hatte die gewiinschte Temperatur von -150 bis -160 °C erreicht, wenn sich im
Becherglas ein weifler Bodensatz gebildet hatte .

Als Probenhalter wurden gelbe Einmal-Pipettenspitzen am stumpfen Ende mit Alufolie
tiberzogen und ein Tropfen Einbettmedium fiir Gefrierschnitte (JUNG) daraufgegeben.

Die Sphiroide wurden leicht abzentrifugiert (140 x g, 30 Sekunden), das Medium abgenom-
men, einmal in PBS gewaschen und in 2 ml PBS resuspendiert. Die Sphéroide wurden auf ei-
nem Nylonnetz (50 um Maschenweite) gesammelt und auf das Einbettmedium aufgebracht.




Einfrieren.:

Die Sphiroide im Einbettmedium wurden unter leichter Agitation in das Methylbutanbad
eingetaucht. Zur volligen Durchkiihlung blieben die Priparate einige Minuten im Einfrierbad.

Aufbewahrung der Cryoprdparate:

Die Préparate wurden mit einer Plastikpipette in Einfrierréhrchen (NALGENE, vorgekiihlt im
fliissigen Stickstoff) gebracht, im fliissigen Stickstoff durchgekiihlt und dann bei -80 °C
aufbewahrt.

I1.2.7. Anfertigung von Gefrierschnitten

Die Cryoprdparate wurden mit einem Cryomikrotom (2800 FRIGOCUT E, REICHERT-
JUNG) bei einer Objekttemperatur von -15 °C geschnitten. Die Gefrierschnitte mit einer
Dicke von 5-10 um wurden sofort auf mit Albumin beschichtete Objektriger aufgebracht und
an der Luft getrocknet (10 Minuten).

11.2.8. Himatoxylin-Eosin-Firbung fiir Gefrierschnitte

Mit dieser Farbung wird der Zellkern blau (Hdmalaun) und das Cytoplasma rot (Eosin) ange-
farbt,
1. Fixieren der luftgetrockneten Schnitte :
20 Minuten in 5% Eisessig + 95% Ethanol (aus 95% EtOH)
dreimal waschen in PBS, jeweils drei Minuten

2. Modifiziertes Himalaun 10 Minuten

3. Blduen in Leitungswasser 5 Minuten

4. in dest. Wasser spiilen 15 Sekunden

5. Eosinlésung (1% in dest. Wasser) 15 Minuten
6. in dest. Wasser spiilen 2 x 10 Sekunden

7. Differenzieren in 96% Ethanol 10 Sekunden
8. Entwissern in 100% Ethanol 10 Sekunden
9. Aufhellen in Xylol 2 x 20 Sekunden

ot
o

. Einen Tropfen Entellan auf den Schnitt aufbringen, Deckglas auflegen und trocknen
lassen.
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I1.3. Behandlung der Zellkulturen mit modifizierenden Agenzien
I1.3.1. N®-2'-O-Dibutyryladenosin 3',5'-Cyclisches Monophoshat (db-cAMP)

Monolayerzellen wurden auf Petrischalen (6 cm Durchmesser) bis zu einer Zelldichte von ca.
1,3 x 10° Zellen/cm? (SV40-3T3-Zellen) bzw. ca. 3,5 x 10* Zellen/cm? (L-Zellen) kultiviert.
Dies entspricht jeweils einer Zelldichte, bei der die Zellen in der exponentiellen Wachstums-
phase sind. Nun erfolgte eine Inkubation von 10 Minuten (Kurzzeit) oder 18 Stunden (Lang-
zeit) mit 0,5 mM db-cAMP bei 37 °C (Murdoch und Rosenfeld, 1982; Saez et al., 1986).
Daraufhin wurden sofort oder nach unterschiedlichen Zeiten in frischem Medium die ver-
schiedenen Untersuchungen an den Zellen durchgefiihrt. Mit den Sphéroiden wurden sowohl
Langzeit- (18 Stunden) als auch Kurzzeituntersuchungen (20 Minuten) durchgefiihrt.

I1.3.2. Stimulation der Adenylatcyclase mit Forskolin

Die Anzucht der Monolayerzellen erfolgte wie bei db-cAMP. Die Zellen wurden zwischen 30
Minuten und 2 Stunden mit 1 uM Forskolin bei 37 °C inkubiert. Sphéroide wurden 1 Stunde
inkubiert (Murdoch und Rosenfeld, 1982; Mehmet et al., 1990).

I1.3.3. Inhibierung der interzelluliren Kommunikation iiber Gap Junctions durch
Mezerein

Die Anzucht der Monolayerzellen erfolgte wie bei db-cAMP. Die Zellen wurden dann 2
Minuten mit 1 uM Mezerein bei 37 °C inkubiert und nach verschiedenen Zeiten in Mezerein-
freiem Medium weiterbearbeitet (Fitzgerald et al., 1983; Brimmer, 1988; Budunova et al.,
1989). Die Sphéroidkulturen wurden 5 Minuten mit 1 uM Mezerein behandelt und nach
entsprechenden Zeiten aufgearbeitet, bzw. bis zu maximal 6 Stunden in Mezerein-haltigem
Medium weiterinkubiert.

-11 -




I1.4. Methoden zur Untersuchung der Zellproliferation
I1.4.1. Fluficytometrie

Mit Hilfe der FluBcytometrie kann der Anteil der Zellen in den einzelnen Phasen des Zell-
zyklus (G1-, S- und (G2+M)-Phase) iiber die Verteilung des DNA-Gehaltes einer Zellpopu-
lation ermittelt werden. Die Methode basiert auf einer Proportionalfirbung der DNA mit
Fluroreszenzfarbstoffen, die dann in einem schnellen Durchflulsystem iiber die Fluoreszenz-
emission einzelner Zellkerne quantifiziert wird (Abb. 1; Van Dilla und Mendelsohn, 1979;
Goerttler und Stohr, 1982; Gohde et al., 1985). Die DNA wurde im Rahmen dieser Arbeit
mit DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindol) angefarbt, einem Fluoreszenzfarbstoff, der ein
spezifisches Bindungsvermégen an A-T-reiche DNA aufweist (Absorptionsmaximum bei 340
nm, Fluoreszenzmaximum bei 488 nm) und eine hohe Bestdndigkeit im UV-Licht zeigt (SER-
VA-Produktinformation, 1976; Stéhr et al., 1978).

I1.4.1.1. Priparation und Firbung der Zellkerne

Um cytoplasmatische Fluoreszenz auszuschliefen, die z. B. durch Anfirbung von doppel-
strdngiger RNA auftreten kann (Van Dilla und Mendelsohn, 1979), wurden zur fluBcyto-
metrischen Messung Zellkernpriparationen eingesetzt. Dabei gelangte eine gerinfiigige
Modifikation der "pH 10 procedure" von Vindelov (1977) zur Anwendung, bei der im
wesentlichen die Originalvorschrift zu einem Einschritt-Protokoll zusammengefafit wurde.
Die Trypsinierung der Kulturen zur Gewinnung von Einzelzellen wurde durch die Zugabe
kalten Mediums beendet. 2 x 10% Zellen wurden abzentrifugiert (500 x g, 5 Minuten), das
Medium entfernt und das Pellet in 4 ml DAPI-Losung zur Priparation und Farbung von
Zellkernen vorsichtig resuspendiert. Die Zellkernsuspension wurde zum Férben 15 Minuten
auf Eis gestellt.

11.4.1.2. MeBprinzip

Im benutzten Durchfluficytometer PAS-II (PARTEC) erfolgt eine Anregung des
Fluoreszenzfarbstoffes DAPI durch UV-Licht aus einer Quecksilberhdchstdrucklampe (HBO
100 W). Die emittierten Fluoreszenzlichtpulse werden mit einem Photomultiplier gemessen
und in einem nachgeschaltetem Vielkanal-Analysator nach ihrer Intensitit sortiert (Abb. 1).
Hierbei ist die Fluoreszenzintensitit (= Kanalzahl) dem DNA-Gehalt der untersuchten Zellen
proportional und 148t sich als Histogramm (Zellzahl gegen Kanalzahl) darstellen (Van Dilla
und Mendelsohn, 1979; Freshney, 1983). Fiir jedes Histogramm wurde der DNA-Gehalt von
ca. 40000 Zellkernen aufgezeichnet.
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Abb. 1: Schematisches Funktionsdiagramm des DurchfluRcytometers der Firma PARTEC (aus Géh-
de et al., 1985).

I1.4.1.3. Auswertung der Histogramme

Die Auswertung der Histogramme erfolgte mit dem Computerprogramm "MultiCycle"
(Multiple Option Cell Cycle Fitting) von Peter S. Rabinovitch, 1987 (PHOENIX FLOW
SYSTEMS, San Diego, CA). Die Grundlage dieses Programms bilden die mathematischen
Modelle zur Berechnung der Zellzyklusverteilung aus fluBcytometrischen Daten von Dean und
Jett (1974) und Fox (1980). Fiir die Auswertung stand ein IBM PC/AT zur Verfiigung, in den
die mit dem FluBcytometer gemessenen Histogramme per Diskette iibertragen wurden.

Die Auswertung der DNA-Verteilungen in Bezug auf die Bestimmung der Anteile der Zellen
in den einzelnen Phasen des Zellzyklus wird anhand eines in Abb. 2 dargestellten Histo-
grammes gezeigt. Alle Zellen, die sich in der G1-Phase des Zellzyklus befinden, haben den
gleichen DNA-Gehalt (2n). Jede dieser Zellen bindet somit die gleiche Menge an DAPI und
das emittierte Fluoreszenzlicht hat die gleiche Intensitit (Kanalzahl). In der (G2+M)-Phase
haben alle Zellen ihren DNA-Gehalt verdoppelt (4n) und erscheinen daher im Histogramm bei
der doppelten Kanalzahl im Vergleich mit den G1-Zellen. Die S-Phase-Zellen, deren DNA-
Gehalt je nach dem Fortschreiten in dieser Phase Werte zwischen 2n und 4n annimmt, sind im
Histogramm zwischen den G-Peaks zu finden.
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Durch Streuungen im optischen und elektrischen Teil des MefBsystems, sowie durch bio-
logische oder farbetechnische Variabilitdten kommt es zur Verbreiterung des G1- bzw.
(G2+M)-Peaks. Sie wirken jedoch auch auf die Kanile der S-Phase. Dean und Jett (1974)
haben durch Untersuchung synchron wachsender Zellkulturen gezeigt, dafl diese Streuungen
zu einer Normalverteilung als optimale Anpassung der G1- und (G2+M)-Zellen fithren. Die
beste Beschreibung des Verlaufs der S-Phase im Histogramm ist ein Polynom zweiten Grades,
das vom Auswerteprogramm "MultiCycle" iterativ durch Minimalisierung von Chi-Quadrat

an die gemessene Kurve angepaft wird.
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Abb. 2: Original-Histogramm einer ML-Kultur von L-Zellen. Die experimentell ermittelten Mel3werte
sind als kreuzférmige Symbole zu erkennen. Die durchbrochene Linie reprdsentiert die
Gesamtanpassung der Daten durch das Computerprogramm. Die Anteile der Zellen in den einzelnen
Zyklusphasen {%G1, %G2 bzw. %S) werden als Flichen unter den durchgezogenen Kurven
dargestellt. Zur besseren Ubersicht wurde die Flache, welche die Anteile der S-Phase-Zellen
wiedergibt, schraffiert. "Mean G1" bzw. "Mean G2" gibt den Mittelwert (Kanalzahl) der
entsprechenden Normalverteilung an. Um einen Eindruck von den o. g. Streuungen, d. h. von der
"Glte" des Histogrammes zu vermitteln, berechnet das Auswerteprogramm fir den G1- und
(G2 + M)-Peak auBerdem die CV-Werte (coefficient of variation) "CV G1" bzw. "CV G2". Das
Verhidltnis des DNA-Gehaltes von 4n- zu 2n-Kernen wird vom Programm als "G2/G1" ausgegeben.

Gegeniiber seinem theoretischen Wert von 2 wird, konstruktionsbedingt, meist ein etwas kleinerer

Wert {ca. 1,9) gefunden (Fox, 1980).
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Bei asynchron wachsenden Zellen findet das Programm die Lage der G1- und (G2+M)-Peaks
selbstindig und macht anhand dieser Festlegung erste Abschitzungen der Parameter des S-
Polynoms. Thre Variation wird solange fortgefiihrt, bis die Abweichung im Chi-Quadrat zwi-
schen zwei konsekutiven Iterationen kleiner als 1% ist. Anschliefend werden die Prozentsitze
der Zellen in den einzelnen Zyklusphasen berechnet (Fox, 1980).

Bei der Interpretation der gewonnenen Phasenverteilungen ist zu beriicksichtigen, daB es sich
hierbei um eine statische GréBe handelt, die keine Aussage iiber die aktive Proliferation der
Zellen ermdglicht. Dies ist insbesondere bei ungestorter Zellproliferation mit zeitlich nur sehr
langsam  verdnderlicher Phasenverteilung von Bedeutung. Grundsitzlich ist die
Wahrscheinlichkeit, eine Zelle in einer bestimmten Phase zu finden, proportional zu ihrer
relativen Dauer. Hieraus folgt, daB sich im Falle der Verlingerung aller Phasen um einen
konstanten Faktor das Phasenverhiltnis nicht dndert. Eine vollstindige Charakterisierung des
Proliferationszustandes einer Zellpopulation erfordert deshalb eine zusitzliche Methode, wie
den BrdU-Einbau in die DNA der Zellen (s. unten). Dariiberhinaus erlaubt die FluBcytometrie
ohne zusitzliche Messungen keine Unterscheidung zwischen G1- und GO-Zellen, also Zellen
in der Ruhephase.

II.4.2. Immuncytochemisches Verfahren zur Markierung proliferierender Zellen

Bei dieser Methode wird den Zellen das Thymidin-Analog Brom-desoxy-Uridin (BrdU) zum
Einbau in die DNA angeboten. Um die Empfindlichkeit dieser Technik zu erhéhen, wird dem
Inkubationsansatz gleichzeitig ein Hemmstoff der Thymidinsynthetase (5-Fluoro-2'-desoxy-
Uridin) zugesetzt. Der Nachweis des eingebauten BrdU erfolgt mit einem monoclonalen Anti-
kbrper (Anti-Brom-desoxy-Uridin), an den eine Farbreaktion gekoppelt ist. Bereiche mit neu-
synthetisierter DNA erscheinen dann blauschwarz gefarbt (Cell Proliferation Kit, AMER-
SHAM). Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Protokoll wie folgt an die besondere Problem-
stellung angepabft.

II.4.2.1. Cell Proliferation Test bei Monolayer-Kulturen

Markierung mit Brom-desoxy-Uridin

Monolayerzellen wurden auf Objekttrigern bis zur gewiinschten Zelldichte kultiviert und 2-4
Stunden bei 37 °C mit BrdU (Stammldsung des Kits 1:1000 mit entsprechendem Zellkultur-
medium verdiinnt) inkubiert. Die Zellen wurden in PBS gewaschen, 30 Minuten in 5%

Eisessig und 95% Ethanol fixiert und zweimal in 100% Ethanol gewaschen. Die fixierten
Zellen wurden dann an der Luft getrocknet.
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Immuncytochemie

Nach dem Rehydrieren der fixierten Zellen mit PBS (3 x 3 Minuten) wurden sie fiir drei Stun-
den bei Raumtemperatur mit Anti-Brom-desoxy-Uridin inkubiert. Nach dem Waschen in PBS
(3 x 3 Minuten) erfolgte eine 30-miniitige Inkubation bei Raumtemperatur mit Peroxidase-
anti-mouse-Ig, einem AntikOrper, der gegen Anti-Brom-desoxy-Uridin gerichtet ist. Die
Peroxidase bindet iiber Anti-Brom-desoxy-Uridin nur in DNA-Bereichen, wo BrdU eingebaut
wurde. Nach einem weiteren Waschvorgang mit PBS (3 x 3 Minuten) wurden die Zellen 20
Minuten mit DAB (Diaminobenzidin) gefarbt: die Peroxidase katalysiert die Polymerisierung
von DAB, was in Gegenwart von Kobalt und Nickel eine blauschwarze Farbung ergibt. Nach
dem Fiarben wurden die Zellen in destilliertem Wasser gewaschen. Zur besseren Kontra-
stierung wurde eine Gegenfarbung mit Eosin angeschlossen (1 % Eosinldsung, 15 Minuten).

Konservierung der Priiparate

1. Spiilen in destilliertem Wasser: 2 x 10 Sekunden
2. Differenzieren in 96% Ethanol: 10 Sekunden
3. Entwissern in 100% Ethanol: 10 Sekunden
4. Aufthellen in Xylol: 2 x 20 Sekunden

5. Einen Tropfen Entellan auf den Schnitt aufbringen, Deckglas auflegen und trocknen lassen.

11.4.2.2. Cell Proliferation Test bei Sphiiroiden
Markierung mit Brom-desoxy-Uridin

Sphéroide mit einem Durchmesser von 160-400 um wurden vor Versuchsbeginn auf Vitalitét
getestet. Danach erfolgte die Inkubation mit BrdU bei 37 °C fiir 4 Stunden. Die Sphéroide
wurden mit PBS gewaschen, eingefroren und geschnitten (siehe 11.2.6.2. und 11.2.7.). Die
luftgetrockneten Gefrierschnitte wurden fiir 20 Minuten in 5% Eisessig und 95% Ethanol
fixiert. Die fixierten Schnitte (trocken) konnen bei -20 °C (oder niedriger) aufbewahrt
werden.

Die Durchfiihrung der Immuncytochemie und die Konservierung der Priparate erfolgte wie
bei den Monolayer-Kulturen,

Da bereits nach einer Inkubationszeit von 2 Stunden mit BrdU im Zentrum der SPH markierte

Zellen lokalisiert werden konnten (siche Abb. 32 in I11.6.5.2.), konnen eventuell auftretende
Markierungsgradienten nicht auf Diffusionsbarrieren von BrdU zuriickgefiihrt werden. Auch
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die Penetrationsstudien von Nederman et al. (1981) zeigten eine gleichméBige Durchdringung
von Gliom-SPH mit BrdU-verwandten Substanzen bereits nach kurzen Inkubationszeiten (15
Minuten).

I1.5. Ermittlung des intrazelluliren cAMP-Gehaltes
I1.5.1. cAMP-Isolierung

Zur cAMP-Isolierung wurde die Trypsinreaktion zur Vereinzelung der SPH-Zellen bzw. Ab-
16sung der ML-Zellen vom GefiBboden mit kaltem Medium beendet und die Zellsuspension
auf Eis gestellt. Alle weiteren Arbeitsschritte wurden bei 4 °C durchgefiihrt. Nach Ermittlung
der Zellzahl wurde mit PBS (4 °C) gewaschen, kalt zentrifugiert (4 °C, 1200 x g, 5 Minuten)
und der Uberstand entfernt. Das cAMP wurde zweimal mit 65% Ethanol (4 °C) extrahiert.
Der cAMP-Extrakt wurde nochmals zentrifugiert (4 °C, 2000 x g, 15 Minuten) und der
Uberstand dieser Zentrifugation in einem SpeedVac Concentrator (BACHOFER) getrocknet.
Die getrockneten cAMP-Proben wurden bei -20 °C aufbewahrt.

I1.5.2. Quantitative Bestimmung des cAMP

Zur Quantifizierung des cAMP wurde ein Radioimmunoassay der Firma AMERSHAM einge-
setzt. Dieser basiert auf der Kompetition zwischen nicht-markiertem cAMP und einer festen
Menge 1255_markiertem cAMP um eine begrenzte Anzahl von cAMP-Bindungsstellen an
einem spezifischen Antikérper. Bei einer bestimmten Menge Antikorper und radioaktivem
cAMP ist die Menge des an den Antikorper gebundenen 2°J-cAMP umgekehrt proportional
zu der Konzentration des zugefiigten nicht-radioaktiven cAMP. Die Konzentration des nicht-
markierten cAMP wird aus einer Eichkurve abgelesen. Um die Empfindlichkeit des Tests zu
erhdhen, wurde eine Acetylierung vorangestellt. Der Nachweisbereich liegt dann bei 2-128
fmol/tube. Dies entspricht bei den SV40-3T3-Zellen etwa dem cAMP-Gehalt von 25000-
50000 Zellen, bei den L-Zellen etwa 15000-30000 Zellen.

Fiir den Einsatz im Assay wurden entsprechend dem Protokoll der Fa. AMERSHAM die
getrockneten cAMP-Proben in Assay-Puffer gelost, acetyliert, mit einer festen Menge 1255.
cAMP und Antikorper gemischt und 15 bis 18 Stunden bei 4 °C inkubiert. Zur Abtrennung
des freien vom gebundenen cAMP wurde mit einem zweiten Antikérper inkubiert (10 Mi-
nuten bei Raumtemperatur) und das gebundene cAMP durch Zentrifugation abgetrennt. Die
Pellets wurden in einem Philips PW 4580 automatic gamma analyser ausgezéhlt. Mit Hilfe
der parallel zu den Proben erstellten Eichkurve wurden die unbekannten cAMP-
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Konzentrationen bestimmt.

Das Ablosen der ML-Zellen von der Kulturschale mit Trypsin erniedrigt den cAMP-Gehalt
gegeniiber Zellen, die mechanisch abgelost wurden (Segal, 1986). In Vorversuchen wurde er-
mittelt, da das Verhéltnis der beiden Werte unter verschiedenen experimentellen Bedingun-
gen konstant war (fiir L-Zellen 65%, fiir SV40-3T3-Zellen 80%). Mit Blick auf die
ortsaufgeloste cAMP-Bestimmung in SPH, die nur {iber die sequentielle Trypsinierungs-
technik erreicht werden kann, wurden alle cAMP-Bestimmungen mit trypsinierten Zellen
durchgefiihrt.

Auch der Serumgehalt des Zellkulturmediums hat einen EinfluB auf den cAMP-Gehalt der
Zellen (Kram et al., 1973; Moens et al., 1975; Friedmann et al., 1976). Bei beiden in dieser
Arbeit benutzten Zellinien steigt der intrazellulire cAMP-Gehalt, wenn der Serumgehalt er-
hoht wird. Alle in dieser Arbeit durchgefiihrten cAMP-Bestimmungen erfolgten nach cAMP-
Isolierung aus Zellen, die mit einem konstanten Serumanteil im Medium kultiviert wurden:
SV40-3T3-Zellen in 10% FCS, L-Zellen in 5% FCS (siehe 11.2.1. und 11.2.2.).

I1.6. Methoden zur Untersuchung der interzelluliren Kommunikation iiber
Gap Junctions

Aneinander angrenzende Zellen konnen an der Beriihrungsflache ihrer Zellmembranen soge-
nannte "Gap Junctions" ausbilden. Dies sind spezifische Kanile, die sich in Form siebartiger
Plaques in der Zellmembran zusammenlagern konnen. Sie erlauben den interzelluldren Aus-
tausch von Ionen und kleinen Molekiilen (MG kleiner 1500 Dalton; siche Anhang VI.2. "Gap
Junctions"). Zum Nachweis dieser Zell-Zell-Verbindungen wird deshalb die elektrische
Kopplung iber den Austausch von Ionen gemessen oder die Farbstoffkopplung durch
Ausbreitung eines geeigneten Farbstoffes visuell bestimmt (Dertinger und Hiilser, 1984;
Briimmer, 1988).

I1.6.1. Versuchsaufbau
Die elektrophysiologischen Messungen und die Farbstoffinjektionen wurden auf einem
schwingungsisolierten Labortisch (T-250, mit einer 6 cm dicken Marmorplatte mit pneumati-

schem Rollbalgisolator, PHYSIK INSTRUMENTE) ausgefiihrt.

Der elektrische MeBkreis wurde von Elektroden, Vorverstirkern, Verstarkern (LIST L/M-1),
einem Funktionsgenerator (TOELLNER) und einem Oszilloskop (HAMEG, HM 203-6) gebil-
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det. Zur Dateniibernahme bei der elektrischen Kopplung war ein Computer (IBM/AT) iiber
einen 12-Bit Analog/Digital Wandler (MIKROLINK) an den MeBkreis angeschlossen.

Die Strom- bzw. Farbstoffinjektionen erfolgten mit Glasmikroelektroden, die iiber Elektro-
denhalter (Modell EH-IS, WORLD PRECISION INSTRUMENTS) und Vorverstirker mittels
Mikromanipulatoren (LEITZ 520601) gesteuert wurden.

Die Elektroden wurden aus Glaskapillaren (7 cm Linge, 1 mm AuBendurchmesser, 0,8 mm
Innendurchmesser, mit Innenfilament, HILGENBERG) mit einem vertikalen Puller (Modell
C, DAVID KOPF INSTRUMENTS) gezogen und hatten einen Spitzendurchmesser von 100-
400 nm). Zur Farbstoffinjektion wurde die Spitze mit Lucifer Yellow, der Schaft mit 1 M
LiCl-Ldsung gefiillt. Zur Messung der elektrischen Kopplung war die ganze Glaselektrode mit
3 M KCl1 gefiillt. Die Befiillung der Elektroden erfolgte vom Ende her mit einer Edelstahl-
kaniile auf Einmal-Kunststoffspritzen.

Die Elektrodenhalter waren mit 3 M KCl gefiillt. Eine Ag/AgCl-Halbzelle an der Basis ver-
mittelte den Stromiibertritt von der Salzldésung zum Metall. Die hier auftretende Galvani-
spannung wurde durch eine gleich grofie, im MeBkreis jedoch entgegengesetzte
Galvanispannung an der Referenzelektrode ausgeglichen. Das Medium in der Kulturschale
und die 3 M KCI-Losung der Referenzelektrode war durch eine Elektrolytbriicke (durch 2%
Agarose verfestigte Ringer-Ldsung in einem kleinen Glas-U-Rohr) verbunden.

Zur optischen Kontrolle diente ein ZEISS Universalmikroskop mit Auflichtfluoreszenz-
einrichtung, Phasenkontrastmodglichkeit und ein 40xW/0,75 Immersionsobjektiv fiir groBen
Arbeitsabstand. Lichtquelle bei der Fluoreszenzmikroskopie war eine Quecksilber-
héchstdrucklampe (HBO 50 Watt) mit einem Erregerfilter (450-490 nm), einem Farbteiler
(510 nm Interferenzfilter) und einem Sperrfilter (520 nm Kantenfilter).

Die photographische Dokumentation erfolgte an diesem Mikroskop mit einer aufgesetzten
Kamera (ZEISS M35W) und KODAK Ektachrome 200-Diafilmen.

Die Zellen wurden fiir diese MeBtechnik auf 6 cm Petrischalen bis zur gewiinschten Dichte
kultiviert. Damit die Elektroden ohne Beriihrung des Schalenrandes mit einem Winkel von ca.
15 Grad in die Zellen eingestochen werden konnten, mufite dieser seitlich auf etwa ein Drittel
der Hohe mit einem Lotkolben entfernt werden. Zur Aufrechterhaltung physiologischer Be-
dingungen wihrend der MeBdauer von zwanzig bis dreiig Minuten wurde der Mikroskop-
tisch temperiert, wodurch die Temperatur der Petrischale konstant bei 36°C gehalten wurde.
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I1.6.2. Messung der elektrischen Kopplung

Das Prinzip der in dieser Arbeit verwendeten Methode beruht auf dem Nachweis eines
Spannungsabfalls in einer Zelle, wenn in eine Nachbarzelle ein Konstantstrom-Signal injiziert
wird. Das vereinfachte Schema hierzu ist in Abb. 2 dargestellt. Durch die Strominjektion
(33Hz, sinusformig, maximal 10 nA) wird zundchst in der injizierten Zelle selbst ein
Spannungsabfall des 33 Hz-Signals erzeugt, der dem negativen Membranpotential iiberlagert
ist. Ist die Nachbarzelle zur Injektionszelle iiber die Leitfahigkeit der Gap Junction-Poren
elektrisch gekoppelt, entsteht hier ebenfalls ein Spannungsabfall, der mit einer zweiten
Elektrode (MeBelektrode) neben dem Membranpotential gemessen werden kann (Dertinger
und Hiilser, 1984).

Abb. 3: Schematische Darstellung der 'Zwei-Elektroden-Technik' zur Messung der elektrischen Zell-
Zell-Kopplung. Ein Rechteckstrom (in der vorliegenden Arbeit ein Sinusstrom) wird in die linke Zelle
injiziert, wo er Uber deren innere Leitfahigkeit einen Spannungsabfall (V1) induziert, der dem
negativen Membranpotential (PD1) (berlagert ist. Wenn die benachbarten Zellen elektrisch ge-
koppelt sind, wird auch in der rechten Zelle neben dem Membranpotential {(PD2) ein Signal (V2)

beobachtet, welches um so groRer ist, je starker die Kopplung ist (aus Dertinger und Hulser, 1984).
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Die Mefwerterfassung durch den Computer erfolgte iiber eine IEC-Schnittstelle und wurde
durch ein in dieser Arbeitsgruppe entwickeltes Programm gesteuert. Dieses ermitteite aus den
an den jeweiligen Ein- bzw. Ausgingen anliegenden Signalspannungen, nachdem iiber den
Analog/ Digital Wandler jeweils 500 EinzelmeBwerte in 300 ms digitalisiert und gespeichert
wurden, die mittlere Signalamplitude und den Mittelwert des Gesamtsignals (Gleich-
spannungsanteil; Maf} flir das Membranpotential). Spannungssignale der injizierten und der
Nachbarzellen wurden auf diese Weise erfaBt. Die Werte wurden auf dem Bildschirm grafisch
und numerisch dargestellt.

Die Auswertung der MeBreihen erfolgte durch ein weiteres Programm. Hierbei wurden zu-
ndchst die Kopplungsmessungen an Nachbarzellen bzw. an injizierten Zellen am Bildschirm
markiert. Beispiele solcher MeBdatenfiles sind in Abb. 4 gezeigt. Danach berechnete das
Programm den mittleren Kopplungsgrad der Zellen in Form des Verhéltnisses der Mittelwerte
der Spannungsabfille der 33 Hz-Signalamplituden von Nachbarzellen zu Kontrollzellen. Von
diesen Amplitudenwerten wurde zuvor die mittlere Rauschamplitude des Verstirkersystems
abgezogen. Ein Kopplungsgrad von beispielsweise 10% bedeutet demnach, daB 10% des in
der injizierten Zelle entstehenden Spannungssignals in der Nachbarzelle gemessen wird.

S1894 .FRM . 3D, XONYROLLE HENS L1811 _.PRH "XOKTROLLE

N lTrr‘"f*anI'rw*—‘J' l
ANDNNAAA A AN A A A A A AN A A A DA A AN A AN AN A DA
Xontrolla Hachbarn Untergrund % Xopplung Xontrolle Hachbarn UntergTund % Kopplung
1.64 7 3 8.36 7 17 8.84 7/ 21.49 1.2 7 4 8.88 v 13 8.87 7 4 8.63

Abb. 4: Beispiele fiir MefRdatenfiles bei der Messung der elektrischen Zell-Zell-Kopplung. Signal-
kopplung in SV40-3T3-Zellen (links) und ungekoppelte L-Zelien (rechts). Der korrekte Einstich in
eine Zelle ist am Auftreten des Membranpotentials unterhalb der Nullinie zu erkennen. Weitere

Erlduterungen im Text.
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I1.6.3. Beobachtung der Zell-Zell-Kopplung durch Farbstoffausbreitung

Zur Beobachtung der Farbstoffausbreitung wurde der gelb fluoreszierende Farbstoff Lucifer
Yellow ausgewihlt (Absorptionsmaximum 430 nm, Emisionsmaximum 540 nm). Er hat eine
hohe Quantenausbeute und ist im physiologischen pH-Bereich negativ geladen, wodurch er
nicht membranpermeabel ist. Diese Eigenschaft verhindert ein "Durchsickern” des Farb-
stoffes nach Injektion in eine Zelle und erlaubt eine genaue Beobachtung der Farbstoff-
ausbreitung tliber Gap Junctions, da Lucifer Yellow mit einem MG von 457 Dalton GJ-
permeabel ist (Stewart, 1978; Stewart und Feder, 1985). Mit einer Mikropipette wurde der
Farbstoff iontophoretisch in eine Zelle injiziert. Dazu diente ein negativer Stromimpuls von
10 nA fiir die Dauer von 10 Sekunden. Die Ausbreitung des Farbstoffes in die umliegenden
Zellen konnte im Fluoreszenzmikroskop beobachtet werden. Bei stark gekoppelten Zellen war
der Farbstoff nach 2 Minuten nicht nur in direkt benachbarten Zellen zu sehen, sondern auch
in weiter von der injizierten Zelle entfernten Zellen, z. B. Nachbarn "2, Ordnung" .
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III. Exgebnisse

III.1. Auswahl der Zellen und Charakterisierung der Kulturformen

Um tier- und zelltypspezifische Unterschiede im Verhalten der Zellen auszuschliefien, wurden
zwei permanente Fibroblastenzellinien der Maus ausgewidhlt: L-Zellen sind transformierte
Zellen einer adulten Maus (Earle et al., 1943), 3T3-Zellen wurden aus embryonalen Fibro-
blasten gewonnen (Todaro und Green, 1963). Beide Zellinien unterscheiden sich beziiglich
der interzelluliren Kommunikation. 3T3-Zellen konnen iiber spezifische Kanile, die Gap
Junctions, Ionen-permeable Kontakte zu Nachbarzellen herstellen, wodurch sie elektrisch ge-
koppelt werden (Dertinger und Hiilser, 1981; Flagg-Newton et al., 1981; Enomoto und Ya-
masaki, 1985; Pitts et al., 1986). L-Zellen haben nicht die Féhigkeit zur interzelluldren
Kommunikation (Dertinger und Hiilser, 1981 +1984; Brauner et al., 1990).

Verschiedene 3T3-Stimme wurden hinsichtlich ihrer Fihigkeit, SPH zu bilden, untersucht.
Dabei erwiesen sich Swiss-3T3-Zellen, die mit dem SV40-Virus transformiert waren (Todaro
et al., 1964), als geeignetste Zellinie: die Zellen sind elektrisch gekoppelt und besitzen in aus-
reichendem MaBe die Fahigkeit, kugelformige Aggregate zu bilden. Alle weiteren hier be-
schriebenen Ergebnisse wurden mit dieser Zellinie gewonnen.

II1.1.1. Nachweis der interzelluliren Kommunikation

Die Zell-Zell-Kopplung iiber Gap Junctions ermdglicht den Transport von Ionen und Molekii-
len, deren Molekulargewicht 1500 Dalton nicht iiberschreitet (siche Anhang VI.2. "Gap
Junctions"). Diese Eigenschaft wird zur Messung bzw. Beobachtung der interzelluliren Kom-
munikation herangezogen.

In SV40-3T3-Zellen war die Ausbreitung des Fluoreszenzfarbstoffes Lucifer Yellow gut zu
beobachten. Nach Injektion des Farbstoffes in eine Zelle (siche 11.6.3.) breitete er sich von
der injizierten Zelle zu benachbarten Zellen aus (Abb. 5). Nach Injektion von Lucifer Yellow
in eine auBen im Sphiroid liegende Zelle konnte die Farbstoffkopplung auch in diesem Sy-
stem nachgewiesen werden.

In L-Zellen konnte dagegen keine Ausbreitung von Lucifer Yellow in benachbarte Zellen be-
obachtet werden (Abb. 6).

Diese Ergebnisse der Farbstoffkopplung werden durch elektrophysiologische Messungen (sie-
he 11.6.2.), die an diesem Institut gemacht wurden, gestiitzt. Hierbei zeigen SV40-3T3-Zellen
einen Kopplungsgrad von 22%. In L-Zellen konnte keine signifikante elektrische Kopplung
gemessen werden (Kopplungsgrad 1-2%).
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Abb. 5: Farbstoffausbreitung in SV40-3T3-Zellen: Im Fluoreszenzauflicht ist die Ausbreitung in

Nachbarzellen zu sehen (oben); darunter dieselben Zellen im Phasenkontrast (Balkenlinge: 30 ym).
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Abb. 6: Farbstoffausbreitung in L-Zellen: Hier ist keine Ausbreitung des Fluoreszenzfarbstoffes zu
beobachten (oben}. Links im Bild ist die mit Lucifer Yellow gefillte Mikropipette zu erkennen.

Darunter dieselben Zellen im Phasenkontrast (Balkenlidnge: 30 um).
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IIi.1.2. Wachstumsverhalten der Monolayer-Kulturen

Das Verhalten der Zellen wurde an Hand von Wachstumskurven charakterisiert, aus denen
sich die Verdopplungszeit, die Plating Efficiency (P. E.) und die Plateaudichte bestimmen las-
sen.

L-Zellen wurden mit 1250 Zellen/cm? plattiert und erreichten nach ca. 11 Tagen Kulturdauer
ihre Plateaudichte von ca. 500000 Zellen/cm? (Abb. 1 im Anhang VI.4.). Die P. E. betrigt
69% und die Verdopplungszeit wihrend ihrer exponentiellen Wachstumsphase 20,9 Stunden.
SV40-3T3-Zellen miissen mit einer hoheren Zelldichte plattiert werden (mindestens 1-2 x 104
Zellen/cmz), da sie fiir ein normales Wachstum Kontakte zu Nachbarzellen benétigen. Sie er-
reichten nach einer Kulturdauer von ca. 4 Tagen die gleiche Plateaudichte wie L-ML (Abb. 1
im Anhang VI.4.). P. E. und Verdopplungszeit wurden zu 84,9% bzw. 14,6 Stunden
bestimmt,

ITI.1.3. Eigenschaften der Sphéroide

SV40-3T3-Zellen zeigen eine ausgepriagte Tendenz zur Aggregation und bilden bereits nach
einem Tag kleine Sphéroide von bis zu 130 um Durchmesser. Nach weiteren 5 Tagen Kultur-
dauer in der Spinnerflasche haben sie bereits eine Grofie von durchschnittlich 320 um erreicht
(siehe I1.2.2.1.). SV40-3T3-SPH sind sehr kompakt und zeigen eine glatte Oberfliche. Auch
unter dem Mikroskop lassen sich im Randbereich kaum einzelne Zellen voneinander unter-
scheiden (Abb. 7).

Werden L-Zellen als Sphiroide kultiviert, so erhilt man erst nach 3-4 Tagen Kulturdauer auf
mit Agarose beschichteten Petrischalen kleine Zellaggregate von bis zu 110 um Durchmesser.
Sie zeigen eine deutlich geringere Tendenz zur Aggregation. Nach weiteren 10 Tagen in einer
Spinnerflasche haben sie einen Durchmesser von 180-230 pum erreicht (siehe 11.2.2.2.). Sie
sind weniger kompakt als SV40-3T3-Sphédroide und man erkennt mit Hilfe des Lichtmikro-
skops einzelne Zellen in der duBeren Zellschicht (Abb. 7).

Die halb-logarithmische Darstellung der SPH-Wachstumskurven ergibt eine Sattigungskurve,

d. h. die Wachstumsgeschwindigkeit der SPH-Volumina nimmt mit zunehmender Kulturdauer
ab (Abb. 8).
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Abb. 7: Lichtmikroskopische Aufnahmen von SV40-3T3-Sphiroiden (10 Tage alt, oben) und
L-Sphéroiden (12 Tage alt, unten); Balkenlinge: 150 um.
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Abb. 8: Wachstumskurven von SV40-3T3-SPH {(oben) und L-SPH {unten). Aufgetragen sind die
SPH-Volumina (Symbole) gegen die Zeit. Die eingezeichnete Kurve ist eine durch den Computer er-
mittelte Regressionsgerade 2. Ordnung. Die mikroskopisch ermittelten SPH-Durchmesser (Mittel-

werte von mindestens 2 Versuchen) und die daraus errechneten SPH-Volumina sind in Tab. 1 im

Anhang VI.3. zusammengestelit.
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I11.1.4. Innere Struktur der Sphiroide

Die beobachteten morphologischen Unterschiede zwischen den beiden SPH-Typen deuten auf
eine unterschiedliche innere Struktur hin. Eine grobe Vorstellung hieriiber 148t sich in einfa-
cher Weise iiber Zellzahl- und Grofenbestimmungen in Verbindung mit elementaren geome-
trischen Uberlegungen erzielen, bei denen die Zellen im SPH als anndhernd kugelférmig
angenommen werden. Die Ergebnisse dieser Analyse sind zugleich hilfreich bei der Interpre-
tation der Ergebnisse zur Proliferationskontrolle unter dem Aspekt der im SPH-Verband herr-
schenden geometrischen Verhiltnisse.

Definition der hierbei verwendeten GréBen (Formeln siehe Anhang V1.3.):

SPH-Volumen: berechnet sich formal aus dem mikroskopisch ermittelten
SPH-Durchmesser

Zellen pro SPH: mit Hilfe des Coulter Counters ermittelte Zellzahl nach Tryp-
sinierung des gesamten SPH

Effektives Zellvolumen: SPH-Volumen/Zellen pro SPH
Effektiver Zelldurchmesser:  berechnet sich formal aus dem effektiven Zellvolumen

Zellzahl in der duBeren
SPH-Zelischicht (N): Schichtvolumen/effektives Zellvolumen

Zelldichte in der duBeren
SPH-Zellschicht (D): Oberfliche der duBeren Zellschicht/N

Wabhrer Zelldurchmesser: mit Hilfe eines geeichten Okularmikrometers ermittelter Zell-
durchmesser nach Trypsinierung von SPH bzw. ML

Sowohl das effektive Zellvolumen als auch der hieraus berechnete effektive Zelldurchmesser
stimmen fiir beide Zellinien iiberein. Auch in der Zelldichte der #uBeren Sphiroidschicht ist
kein Unterschied festzustellen. Interessanterweise entspricht die Zelldichte der duBleren SPH-
Schicht derjenigen dichter ML (Tab. 1).
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effektives effektiver Zelldichte [10° Z/cm?]

Zellvolumen Zelldurchmesser D konfl. ML

[um?] [pm]
SV40-3T3 7559 42203 242 +2.3 3,4 +0,6 3,2
L-Zellen 7534 +2149 24,1 '12,2 3,3 +0,6 3,0

Tab. 1: Gegentberstellung morphologischer Parameter von SPH und ML. Die Werte der ent-
sprechenden Einzelversuche flir SPH sind der Tab. 2 im Anhang VI.3. zu entnehmen. Angaben zur
Zelldichte fir ML s. Tab. 5 im Anhang VI.3.

Ausgeprigte Unterschiede ergeben sich bei den wahren Zellvolumina bzw. wahren
Durchmessern und der Packungsdichte. In SV40-3T3-SPH ist nur 22% des Volumens wahres
Zellvolumen; bei den verbleibenden 78% des Volumens handelt es sich wahrscheinlich
hauptsdchlich um im SPH-Verband synthetisiertes extrazelluldres Matrixmaterial. Dies wird
gestiitzt durch die Beobachtung von faserartigen Riickstinden bei der Trypsinierung der SPH.
Die mittlere Dicke der Matrixschicht, mit der jede Zelle umgeben ist, ist gleich der halben
Differenz zwischen effektivem und wahrem Zelldurchmesser, also etwa 4,8 um.

Dagegen bestehen 77% der L-SPH aus wahrem Zellvolumen, ein Wert, der nahe bei dem
theoretischen Wert von 74% fiir die sog. dichteste Kugelpackung bei 12 néchsten Nachbarn
liegt (Kittel, 1969). Diese maximal dichte Packung der Zellen 148t in den L-SPH die Ausbil-
dung einer Extrazellularmatrix nur in dem ausgesparten Volumenanteil (22 %) zu.

wahrer wahres effektives Packungsdichte
Zelldurchmesser ~ Zellvolumen (A)  Zellvolumen (B) [A/B]
[pm] [um?] [pm?]
SV40-3T3 14,62 +0,86 1647 4+ 295 7559 +2203 0,22
L-SPH 21,96 +3,14 5823 +2564 7534 42149 0,77

Tab. 2: Unterschiedliche Zellpackungsdichte in SV40-3T3- und L-SPH. Der wahre SPH-Zelldurch-
messer ist der Mittelwert aus getrennten Auswertungen von 5 SPH-Schichten. Die Werte der ent-
sprechenden Einzelversuche (wahre Durchmesser und die daraus berechneten wahren Volumina der

SPH-Zellen) sind der Tab. 3 im Anhang VI.3. zu entnehmen.
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Die aus dieser Analyse resultierenden Daten geben eine befriedigende Deutung fiir die beob-
achteten dufleren morphologischen Unterschiede zwischen den beiden SPH-Typen. So 1aft
sich die Kompaktheit, mechanische Stabilitit und glatte Oberflichenstruktur der SV40-3T3-
SPH durch die Einbettung der Zellen in die Extrazellularmatrix ("Kittsubstanz") erkliren.
Dieses Merkmal fehlt bei L-SPH, wodurch sie als weniger kompakte Aggregate erscheinen,
mit aufgeldsten Zellkonturen an der Oberfliche.

II1.2. cAMP-Gehalt und Zellzyklusphasenverteilung im Monolayer

Der Gehalt an zellulirem sekundirem Botenstoff cAMP wurde mit Hilfe eines kompetitiven
Bindungsassays (RIA) bestimmt (siche I1.5.). Zur Ermittlung der Verteilung der Zellzyklus-
phasen einer Zellpopulation diente die FluBcytometrie (I1.4.1.).

II1.2.1. cAMP-Gehalt

In 'ﬁbereinstimmung mit Daten anderer Autoren (Burstin et al., 1974; Moens et al., 1975;
Flagg-Newton und Loewenstein, 1981; Channon et al., 1987) ergibt sich bei der Kultivierung
der beiden Zellinien als ML im wesentlichen eine Abnahme des cAMP-Gehaltes mit zuneh-
mender Zelldichte. Der cAMP-Gehalt bei L-Zellen liegt dabei deutlich héher als derjenige der
SV40-3T3-Zellen (Tab. 3 in IL.3.1.). Bei L-Zellen erfolgt im Bereich sehr geringer
Zelldichte zundchst jedoch ein Anstieg des cAMP-Gehaltes (Abb. 9). Ein solcher konnte bei
SV40-3T3-Zellen nicht beobachtet werden (Abb. 10), wahrscheinlich aufgrund der
erforderlichen hoheren Ausgangszelldichte. Die aus der Literatur bekannten Werte fiir die
intrazellulire cAMP-Konzentration der 3T3-Zellen im Bereich von 1140-3500 fmol/10°
Zellen konnte ich bestitigen (Kram et al., 1973; Burstin et al., 1974; Smets und Van Rooy,
1987). Hierbei ist zu beachten, daB sich die Absolutwerte verschiedener SV40-3T3-Klone bei
den genannten Autoren um den Faktor 2-3 unterscheiden.

I1L.2.2. Zellzyklusphasenverteilung

ML-Kulturen von L- und SV40-3T3-Zellen zeigen, in Ubereinstimmung mit Literaturdaten
(Smets und Van Rooy, 1987), mit zunehmender Zelldichte eine kontinuierliche Abnahme der
Zellen in der S-Phase und eine Zunahme der Zellen in der G1-Phase. Der Anteil der Zellen in
der (G2 +M)-Phase bleibt konstant (Abb. 9 und 10).
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Abb. 9: cAMP-Gehalt (oben) und Zelizyklusverteilung (unten) von L-Zellen bei zunehmender Zell-
dichte. Die cAMP-Kurve verbindet die Mittelwerte zweier Experimente *+ Standardabweichung. Ist
keine Standardabweichung zu sehen, liegt sie innerhalb der SymbolgréRe. Fur die Zellzyklusver-
teilung ist die Auswertung eines Experiments dargestellt. Die Zahlenwerte hierzu sind in der Tab. ba

im Anhang VI.3. zusammengestelit.
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IT1.3. cAMP-Gehalt und Zellzyklusphasenverteilung im Sphéroid

I11.3.1. cAMP-Gehalt

Zur Bestimmung des cAMP-Gehaltes von Zellen im Sphiroidverband wurden die Sphiroide
zundchst vollstindig trypsiniert und der cAMP-Gehalt als Mittelwert aller Sphiroidzellen un-
abhéngig von ihrer Lage bestimmt. Hierbei ergaben sich bei SV40-3T3- und L-Sphéroiden
Werte, die im Bereich des cAMP-Gehaltes von dichten Monolayerzellen liegen (Abb. 9 und
10, horizontale Linien).

Um zu untersuchen, ob sich die in verschiedenen Tiefen der SPH befindlichen und unter-
schiedlichen physiologischen Bedingungen ausgesetzten Zellpopulationen in ihrem cAMP-
Gehalt unterscheiden, wurden von den SPH durch sequentielle Trypsinierung einzelne Zell-
schichten von aufien nach innen "abgeschalt" (sieche II1.2.3.). An den aus unterschiedlichen
Tiefen im SPH stammenden Zellen wurde die cAMP-Bestimmung durchgefiihrt.

In Tab. 3 sind die cAMP-Werte fiir Zellen aus der duBersten Schicht und dem Zentralbereich
der SPH zusammengefafit und den Werten fiir exponentiell wachsende und konfluente ML ge-
geniibergestellt. Zundchst erkennt man, daf fiir beide Zellinien der cAMP-Gehalt der duBleren
Zellschichten im Sphéroid dem Wert des zugehorigen konfluenten Monolayers entspricht.

cAMP-Gehalt [fmol/Million Zellen]

ML SPH
exp. Plateau auflen innen
SV40-3T3 880 360 360 275
L-Zellen 1920 720 780 160

Tab. 3: cAMP-Gehalt der Zellen im ML (exponentielle Wachstumsphase bzw. im Plateau) und im

SPH (duRere Zellschicht bzw. innerste Zellen).
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Beide Zellinien unterscheiden sich jedoch beziiglich der Radialabhingigkeit der cAMP-Kon-
zentration. Bei L-Sphéroiden sinkt der cAMP-Gehalt der Zellen mit zunehmender Sphéroid-
tiefe. Im "Kern" des Sphédroids enthalten die Zellen nur noch 20% des cAMP-Wertes der
dufleren Zellschichten (Tab. 3/Abb. 11),

Im Gegensatz dazu zeigt sich bei SV40-3T3-Sphéroiden kein nennenswerter cAMP-Gradient
von den Zellen der duBeren Schale bis hin zum innersten Bereich. Die Zellen im Spharoid

haben alle denselben cAMP-Gehalt, der dem eines dichten Monolayers entspricht (Tab. 3/
Abb. 11).
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Abb. 11: cAMP-Gehalt der Zellen in SV40-3T3- und L-Sphiroiden mit zunehmender Tiefe im SPH:
Sphéroidschicht 1 = &uRere Zelischicht; Spharoidschicht 5 = Zellen im SPH-Inneren. Die einge-
zeichneten Kurven verbinden jeweils die Mittelwerte von drei Experimenten = Standardabwei-
chung. Ist keine Standardabweichung eingezeichnet, so liegt sie innerhalb der Symbolgréfte. Die

Zahlenwerte hierzu sind in der Tab. 6 im Anhang VI.3. aufgefihrt.
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II1.3.2. Zellzyklusphasenverteilung

Die fluBcytometrischen Untersuchungen der SPH wurden, ebenso wie die Analysen des intra-
zelluldren cAMP-Gehaltes, schichtenweise durchgefiihrt. In Tab. 4 sind fiir beide Zellinien
die Zyklusphasenverteilungen fiir exponentiell wachsende und konfluente ML, sowie fiir
dufiere und innere SPH-Zellen zusammengestellt. Ein Vergleich der Werte von ML und SPH
zeigt, daB fiir beide Zellinien keine Unterschiede zwischen der duleren Sphéroidschicht und
einem konfluenten ML bestehen. Es ergibt sich damit ein dhnliches Verhalten wie beim
cAMP-Gehalt (vgl. Tab. 3).

Zellzyklusphasenverteilung [ %]

ML SPH
exp. Plateau aufen innen
SV40-3T3 Gl 45 60 59 58
S 45 30 34 35
G2+M 11 10 6 7
L-Zellen Gl 48 72 73 92
S 38 18 16 4
G2+M 14 10 11 4

Tab. 4: Prozentuale Anteile der Zellen in den einzelnen Zellzyklusphasen im ML (exponentielle

Wachstumsphase bzw. im Plateau) und im SPH (4uRere Zellschicht bzw. innerste Zellen).

Ein grundlegender Unterschied zwischen L- und SV40-3T3-SPH besteht beziiglich der Radial-
abhéngigkeit der Zyklusverteilung (Tab. 4/Abb. 12). Wihrend sie sich bei letzteren in Abhén-
gigkeit von der Tiefe der Zellen im SPH nicht dndert, kommt es in den L-SPH zu einer
kontinuierlichen Abnahme von S- und (G2+M)-Zellen und einer Zunahme des G1-Anteils
mit der Tiefe. Im Innern der L-SPH sind nahezu alle Zellen (92%) in der G1-Phase.

Beim Vergleich der Radialprofile von Zyklusverteilung und cAMP ergeben sich interessante
Parallelen (Abb. 11 und 12), Wihrend in SV40-3T3-SPH fiir beide Grofen keine Radialab-
héngigkeit besteht, korreliert in den L-SPH die radiale cAMP-Abnahme mit der Zunahme des
G1-Anteils bzw. der Abnahme der iibrigen Phasenanteile.
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IIX.4. Markierung DNA-synthetisierender Zellen
II1.4.1. Brom-desoxy-Uridin-Einbau in ML

Beim Einbau von BrdU in ML-Kulturen in ihrer exponentiellen Wachstumsphase erhdlt man
bei beiden Zellinien eine gleichméaBige Verteilung der schwarz markierten Zellkerne iiber den
ganzen Zellrasen, Ein Vergleich der Abbn. 13 bis 15 zeigt, da Zellen im ML und SPH,
sofern sie DNA synthetisieren, in gleichem Mafe "markiert" sind.

Abb. 13: Lichtmikroskopische Aufnahme von SV40-3T3-ML nach 2-stiindiger Inkubation mit BrdU
{Balkenlange: 100 um).

I11.4.2. Brom-desoxy-Uridin-Einbau in SPH

Die Zellzyklusanalyse mit Hilfe der FluBcytometrie liefert nur eine Momentaufnahme der
untersuchten Zellpopulation. Aus diesem Grund erlaubt beispielsweise die fehlende
Radialabhdngigkeit der Phasenverteilung bei den SV40-3T3-SPH (Abb. 12) nicht die SchluB-
folgerung eines innerhalb dieser SPH einheitlichen Proliferationsverhaltens. So ergibe sich
eine positionsunabhéngige Phasenverteilung z. B. auch unter der Annahme, daB die Dauer al-
ler Zyklusphasen (d. h. nicht nur der G1-Phase) proportional mit der Tiefe zunimmt. Um die-
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se Vieldeutigkeit der flufcytometrischen Daten zu iiberwinden, wurde die DNA-Syntheserate
in SPH anhand des BrdU-Einbaus nachgewiesen (siehe 11.4.2.).

Auf Gefrierschnitten von L-Sphéroiden ist zu erkennen, daB nur die Zellen der &uBersten 2-3
Zellschichten schwarz geférbte Kerne aufweisen, wihrend die inneren SPH-Zellen keine Mar-
kierung zeigen (Abb. 13).
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Abb. 14: Lichtmikroskopische Aufnahme von Gefrierschnitten von L-Sphéroiden nach 4-stindiger

Inkubation mit BrdU (Balkenidnge: 100 um}.

Ein dhnliches Verhalten zeigen die SV40-3T3-Sphiroide. Gegeniiber den L-SPH ist jedoch
der dufere Ring BrdU-inkorporierender Zellen dicker, was auf die kiirzere Verdopplungszeit
der SV40-3T3-Zellen zuriickzufithren ist. Auferdem ist die Grenze zwischen markierten und
nicht-markierten Zellen bei den SV40-3T3-SPH nicht so deutlich ausgeprigt; vereinzelt sind
noch punktuelle Markierungen der Zellkerne bei "halber SPH-Tiefe" zu erkennen (Abb. 14).
Diese BrdU-Markierung der Zellkerne auf Gefrierschnitten von SV40-3T3-SPH zeigt, daB
auch hier die DNA-Syntheserate mit der Tiefe abnimmt. Die sich hieraus und in Verbindung
mit den fluBcytometrischen Daten (Abb. 12) ergebenden Konsequenzen werden in Kapitel
IV.6. diskutiert.
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Abb. 15: Lichtmikroskopische Aufnahme von Gefrierschnitten von SV40-3T3-Sphéroiden nach 4-
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IIL.5. Inhibierung der interzelluliren Kommunikation iiber Gap Junctions
durch Mezerein

Es liegt nahe, das in Kapitel III.3. beschriebene Fehlen einer Radialabhingigkeit der cAMP-
Konzentration und der Phasenverteilung bei den SV40-3T3-SPH als Folge der interzelluliren
Kommunikation zwischen diesen Zellen zu deuten. Da die Gap Junctions fiir cAMP permea-
bel sind (MG: 329 Dalton; SIGMA-Produktinformation, 1991), konnte es innerhalb der SPH-
Zellschichten zum Konzentrationsausgleich dieses sekunddren Botenstoffes kommen, der eine
Konstanz der Phasenverteilung bewirkt. Um diese einfache Hypothese zu iiberpriifen, wurden
die SPH mit Mezerein, einem Inhibitor der interzelluliren Kommunikation, behandelt und die
unter IIL.3. durchgefiihrten Untersuchungen wiederholt. Zum Vergleich wurde in ML beider
Zellinien der zeitliche Verlauf der cAMP-Konzentration und der Phasenverteilung nach Meze-
rein-Behandlung untersucht.

II1.5.1. Eigenschaften von Mezerein

Mezerein ist ein aus Pflanzen isolierter Ester von 12-Hydroxydaphnetoxin (Mufson et al.,
1979). Dieses Diterpen édhnelt in seiner chemischen Struktur dem TPA (12-O-Tetradecanoyl-
phorbol-13-acetate), einem Phorbolester, der aus Kroton6l (Extrakt der Samen von Croton
tiglium) gewonnen wird (Mufson et al., 1979; Berridge, 1985; Jeffrey und Liskamp, 1986;
Castagna, 1987). Mezerein und TPA zeigen in vielen Experimenten mit Zellkulturen die glei-
chen morphologischen und biochemischen Effekte (Mufson et al., 1979; lizuka et al., 1989;
Miyake et al., 1989; Runyan et al., 1990), unterscheiden sich jedoch deutlich in ihrer Eigen-
schaft als Tumorpromotoren. Mezerein ist ein schwacher "second-stage” Promotor und zeigt
als alleiniger Tumorpromotor kaum Wirkung (Mufson et al., 1979; Slaga et al., 1980; Slaga,
1984). TPA hingegen ist ein starker "first-stage" Promotor und kann nach Initiation mit ei-
nem chemischen Carcinogen oder Strahlung auch als alleiniger Promotor Tumoren auslosen
(Slaga et al., 1980).

Eine gemeinsame Eigenschaft beider Promotoren ist die reversible Inhibierung der interzellu-
liren Kommunikation iiber Gap Junctions. Diese wurde durch die Hemmung des passiven
Transports von Farbstoffen wie Fluorescein (Fitzgerald et al., 1983) und Lucifer Yellow
(Enomoto und Yamasaki, 1985; Mesnil et al., 1986; Briimmer, 1988; Budunova et al., 1989)
nachgewiesen.
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II1.5.2. Behandlung der Zellen mit Mezerein

Die Wahl der Mezerein-Konzentration und der Inkubationszeit erfolgte in Anlehnung an die
Angaben von Franz Briimmer (1988). Die ML wurden fiir 2 Minuten in 1 uM Mezerein bei
37 °C inkubiert. Unter diesen Bedingungen konnten weder toxische Wirkungen noch morpho-
logische Zellverinderungen beobachtet werden. Fiir die Sphiroide wurde eine 5-miniitige
Inkubation gewdhlt, um eine Diffusion des Promotors ins Innere der SPH zu erlauben.
Grundlage hierfiir bieten Diffusionsstudien von Molekiilen unterschiedlichster Grofie in SPH
(Nederman et al., 1981). Auch eine Exposition von bis zu 6 Stunden, die in einer Versuchs-
reihe angewendet wurde (siche II1.6.3.), beeintrichtigte die Vitalitit der SPH-Zellen nicht.
Um aber Effekte von Tumorpromotoren wie Eingriffe in die DNA- und/oder Proteinsynthese
(Slaga et al., 1980) weitgehend auszuschlieBen, wurde aufler in dem eben erwihnten Fall auf
langere Inkubationszeiten verzichtet.

II1.5.3. Wirkung von Mezerein auf die interzellulire Kommunikation

Die entkoppelnde Wirkung des Mezereins wurde an kommunizierenden SV40-3T3-Zellen
tiber den elektrischen Signaltransfer und {iber die Lucifer Yellow-Ausbreitung nachgewiesen.
Nach 2-miniitiger Inkubation war die elektrische Kopplung auf 2-3% der Kontrolle abgefal-
len, um nach kurzem Verweilen auf diesem Niveau nach etwa 6 Stunden wieder in den Be-
reich unbehandelter Zellen anzusteigen (Abb. 16).
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Abb. 16: Zeitlicher Verlauf der Inhibition der interzelluldren Kommunikation (ber Gap Junctions
nach Behandlung von SV40-3T3-Zellen mit Mezerein (1 uM, 2 min), Nach 2 Minuten wurde ein

Mediumwechsel durchgefiihrt. Die elektrische Kopplung der Kontrolle ist auf 100% normiert.
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Auch die Ausbreitung des Farbstoffes Lucifer Yellow von der injizierten Zelle zu benachbar-
ten Zellen wurde blockiert. Fluoreszenz konnte nur in der injizierten Zelle beobachtet werden,
obwohl diese von mehreren Zellen umgeben war (Abb. 17).

Abb. 17: Farbstoffausbreitung in SV40-3T73-Zellen nach Behandlung mit Mezerein {1 yM, 20 min):
Die Zellen sind vollstindig entkoppelt, wodurch der Farbstoff in keiner der angrenzenden Zellen zu

beobachten ist (oben); darunter dieselben Zellen im Phasenkontrast {Balkenldnge: 30 ym),

- 43 -




Analoge Messungen wurden auch mit den nicht-kommunizierenden L-Zellen durchgefiihrt.
Die duBerst geringe elektrische Kopplung in unbehandelten ML-Kulturen sank nur wenig ab
und die Fluoreszenzbilder nach Injektion von Lucifer Yellow entsprachen, wie erwartet, eben-
falls der Kontrolle (Abb. 18).

Abb. 18: Farbstoffausbreitung in L-Zellen nach Behandlung mit Mezerein (1 #M, 20 min): Hier ist,
wie bei der Kontrolle, keine Ausbreitung des Fluoreszenzfarbstoffes zu beobachten (oben); darunter

dieselben Zellen im Phasenkontrast {Balkenldnge: 30 um).
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III.5.4. Zeitlicher Verlauf von cAMP-Gehalt und Zellzyklusphasenverteilung der
Zellen im ML nach Mezerein-Behandlung

Eine der gemeinsamen biochemischen Eigenschaften der Tumorpromotoren Mezerein und der
Gruppe der Phorbolester ist die Beeinflussung des intrazelluliren cAMP-Gehaltes (Mufson et
al., 1979; Tizuka et al., 1989). Durch die Untersuchung des zeitlichen Verlaufes von cAMP
und Phasenverteilung an ML beider Zellinien nach Mezerein-Behandlung sollte zunéchst die
Frage nach einem moglichen Einfluf der interzelluldren Kommunikation bei dieser Kultur-
form beantwortet werden.

Das Ergebnis ist in Abb. 19 dargestellt. In SV40-3T3-ML fiihrte eine 2-miniitige Mezerein-
Behandlung zu einer transienten Erh6hung des cAMP-Gehaltes. Dieser lag jedoch bereits nach
30 Minuten Inkubation in frischem Medium wieder im Bereich der Kontrolle. Ebenfalls gerin-
ge Langzeiteffekte auf das cAMP wurden bei den L-ML verzeichnet. Hier fiihrte die Meze-
rein-Behandlung jedoch anfénglich zu einer Absenkung des cAMP-Gehaltes, der sich nach 4
Stunden wieder auf dem Niveau der Kontrolle stabilisierte.

Der zeitliche Verlauf der Phasenverteilung nach Mezerein-Behandlung war fiir beide Zellinien
dhnlich und weitgehend unabhingig vom cAMP-Verlauf (Abb. 19). Nach einer leichten kurz-
zeitigen ErhOhung der S-Zellen kommt es nach 2 Stunden in frischem Medium zu einer Re-
duktion des S-Anteils; der Prozentsatz von (G2+M)-Zellen steigt bereits ab 30 Minuten nach
Behandlung kontinuierlich an. Nach 24 Stunden Inkubation in frischem Medium (nicht dar-
gestellt, Daten siehe Tab. 7 im Anhang VI.3.) ist die Reaktion des Zellzyklus auf das
Mezerein weitgehend abgeklungen; die Phasenverteilungen ndhern sich wieder den Werten
der mitgefiihrten Kontrolle.

Aus friiheren Untersuchungen in dieser Arbeitsgruppe war bekannt, daB ein reiner Medium-
wechsel kaum einen Effekt auf die Phasenverteilung des Zellzyklus hat (Hiller, 1988), wo-
durch sichergestellt ist, daff es sich bei den beobachteten Reaktionen im Zyklusverhalten um
eine Reaktion der Zellen auf die Mezereineinwirkung handelt, nicht nur um eine Reaktion auf
die Zugabe frischen Mediums.
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Abb. 19: Behandlung von Monolayer-Zellen mit Mezerein (1 M, 2 min) und anschlieRende Kultivie-
rung in frischem Medium: Zeitlicher Verlauf von cAMP-Gehalt (links) und Zellzyklusverteilung
(rechts) in SV40-3T3-Zellen (oben; 1 x 10° Zellen/cmz) und L-Zellen {unten; 6 x 104 Zellen/cmz).
Behandelte Zellen werden durch ausgefilite Symbole dargestellt, offene Symbole repréasentieren die

Werte der mitgefuhrten Kontrolle nach 6 Stunden: € cAMP-Gehalt, B G1-Phase, ® S-Phase,
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A (G2 + M)-Phase. Die Zahlenwerte hierzu sind in der Tab. 7 im Anhang VI1.3. aufgefiihrt.
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II1.5.5. Zeitlicher Verlauf von cAMP-Gehalt und Zellzyklusphasenverteilung der
Zellen im SPH nach Mezerein-Behandlung

II.5.5.1. L-Sphiiroide (5 min Mezerein)

In Mezerein-behandelten L-SPH wurde, wie im Monolayer (siche Abb. 19), eine sofortige
Absenkung des intrazelluliren cAMP-Gehaltes in den Zellen aller SPH-Schichten beobachtet;
der radiale cAMP-Gradient unbehandelter SPH bleibt somit erhalten (Abb. 20). Nach 6
Stunden Inkubation in frischem Medium hatte sich der cAMP-Gehalt aller Sphéroidzellen
bereits wieder erhoht, die Kontrollwerte waren jedoch noch nicht erreicht (Abb. 20).

Auch die Radialabhingigkeit der Phasenverteilung édnderte sich nach Mezerein-Behandlung
nicht grundlegend. Es ist im wesentlichen eine Verringerung des S-Phaseanteils bei gleichzei-
tiger Erh6hung des (G2+M)-Anteils zu verzeichnen (Abb. 21).
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% |
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Sphéaroidschicht

Abb. 20: Behandlung von L-Sphéroiden mit Mezerein (1 4M, 5 min): cAMP-Gehalt der Zellen mit
zunehmender Tiefe im SPH nach unterschiedlichen Zeiten in frischem Medium. SPH-Schicht 1 =

dullere Zellen, SPH-Schicht 6 = innere Zellen. Daten siehe Tab. 8a im Anhang V1.3,

Abb. 21 (n3chste Seite): Behandlung von L-Sphéroiden mit Mezerein (1 uM, 5 min): Zellzyklus-
verteilung mit zunehmender Tiefe im SPH nach unterschiedlichen Zeiten in frischem Medium (Mitte:
2 Stunden; unten: 6 Stunden). Zum Vergleich das Zellzyklusverhalten unbehandelter Sphéroide
(oben). Aufgetragen sind die Mittelwerte zweier Experimente = Standardabweichung. Ist diese
nicht angegeben, so liegt sie innerhalb der SymbolgréRe. SPH-Schicht 1 = dufere Zellen, SPH-
Schicht 6 = innere Zellen. Daten siehe Tab. 8b im Anhang VI.3.
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II1.5.5.2. SV40-3T3-Sphiiroide (5 min Mezerein)

Die Mezereinbehandlung der kommunizierenden SV40-3T3-Zellen im Sphéroidverband
zeigte, im Gegensatz zum ML (siche Abb. 19), keine Sofortwirkung auf den cAMP-Gebhalt.
Eine Verdnderung wurde erst ca. zwei Stunden nach Entfernung des Entkopplers deutlich
(Abb. 22). Der cAMP-Gehalt der Zellen war deutlich erhoht, wobei sich ein von aufien nach
innen fallender Gradient ausbildet. Nach 18 Stunden in frischem Medium war dieser bereits
wieder abgeschwicht und der cAMP-Gehalt ndherte sich insgesamt wieder dem Wert
unbehandelter Zellen. Bei den innersten SPH-Zellen wurde nach Mezerein-Behandlung
durchweg ein hoherer cAMP-Wert gemessen als in der davorliegenden Zellschicht (Abb. 22).
SV40-3T3-Sphéroide bildeten 2 Stunden nach Mezereinbehandlung auch beziiglich der Zell-
zyklusverteilung einen den L-SPH (Abb. 21) dhnlichen radialen Gradienten aus (Abb. 23).
Dieser baute sich bei lingerer Inkubation in frischem Medium wieder ab. Nach 18 Stunden
entsprach das Proliferationsmuster wieder der Kontrolle (Abb. 23).
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Abb. 22: Behandlung von SV40-3T3-Sphéiroiden mit Mezerein (1 M, 5 min): cAMP-Gehalt der Zel-
len mit zunehmender Tiefe im SPH nach unterschiedlichen Zeiten in frischem Medium. SPH-Schicht

1 = &AuRere Zellen, SPH-Schicht 6 = innere Zellen. Daten siehe Tab. 9a im Anhang VI.3.

Abb. 23 (nichste Seite): Behandlung von SV40-3T3-Sphiroiden mit Mezerein (1 yM, 5 min):
Zellzykiusverteilung mit zunehmender Tiefe im SPH nach unterschiedlichen Zeiten in frischem
Medium (Mitte: 2 Stunden; unten: 18 Stunden). Zum Vergleich das Zellzyklusverhalten
unbehandelter Sphiroide {oben). SPH-Schicht 1 = duRere Zellen, SPH-Schicht 6 = innere Zellen.
Daten siehe Tab. 9b im Anhang VI.3.
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II1.5.5.3. SV40-3T3-Sphiroide (6 h Mezerein)

Um die Ausbildung eines radialen Gradienten des cAMP-Gehaltes und der Phasenverteilung
unter Bedingungen einer linger andauernden Kommunikationshemmung zu untersuchen, wur-
de die Mezerein-Behandlung auf maximal 6 Stunden ausgedehnt. Hierbei zeigten sich beziig-
lich des cAMP-Gradienten, aufler einer lingeren "Standzeit" und einer deutlicheren Aus-
prigung (Abb. 24), keine prinzipiellen Anderungen gegeniiber einer Kurzzeit-Exposition mit
anschlieBender Inkubation in frischem Medium (vgl. Abb. 22).

Ahnliches galt fiir den sich ausbildenden Gradienten der Phasenverteilung (Abb. 25). Eine
Abweichung gegeniiber der Kurzzeit-Exposition (vgl. Abb. 23) war im Verhalten der inneren
SPH-Zellen zu erkennen, die eine Phasenverteilung vergleichbar derjenigen weiter aufien lie-
gender Zellschichten aufweisen. Die Bedeutung dieses Effektes, der auch fiir den cAMP-Ge-
halt zu beobachten ist (vgl. auch Abb, 22 und 24), ist unklar. Er wurde im Rahmen dieser
Arbeit nicht ndher untersucht.
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Abb. 24: Behandlung von SV40-3T3-Sphéroiden mit Mezerein {1 uM): cAMP-Gehalt der Zellen mit
zunehmender Tiefe im SPH nach unterschiedlichen Inkubationszeiten. SPH-Schicht 1 = &uRere

Zellen, SPH-Schicht 6 = innere Zellen. Daten siehe Tab. 10a im Anhang VI1.3.

Abb. 25 (nichste Seite): Behandiung von SV40-3T3-Sphiroiden mit Mezerein (1 uM): Zellzyklus-
verteilung mit zunehmender Tiefe im SPH nach unterschiedlichen Inkubationszeiten (Mitte: 2 Stun-
den; unten: 6 Stunden). Zum Vergleich das Zellzyklusverhalten unbehandelter Sphéroide (oben).
SPH-Schicht 1 =&uRere Zellen, SPH-Schicht 6 =innere Zellen, Daten siehe Tab.10b im Anhang VI.3.
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Beim Vergleich des Zyklusverhaltens der duBeren mit den inneren Zellen in SV40-3T3- und
L-SPH nach Mezerein zeigt sich die unterschiedliche Reaktion gekoppelter und ungekoppelter
SPH-Zellen deutlich (Abb. 26): bei L-SPH "paralleler Verlauf", bei SV40-3T3-SPH "diver-
gierendes Bild", besonders ausgeprigt beim 6 h-Versuch. Dieses abweichende Verhalten der
SV40-3T3-SPH-Zellen 148t einen unterschiedlichen "Differenzierungszustand" der Zellpo-
pulation als Erklarung moglich erscheinen.

Zusammenfassend lassen sich aus den Ergebnissen der Behandlung von SPH mit dem Kom-
munikationsinhibitor Mezerein folgende Schliisse ziehen: In den kommunizierenden SV40-
3T3-SPH kommt es bei Kopplungshemmung zur Ausbildung eines radial fallenden Gradienten
des zelluliren cAMP-Gehaltes von aufien nach innen (Abb. 22 und 24). Ebenso stellt sich ein
Gradient beziiglich der Phasenverteilung ein (Abb. 23 und 25). Die Form dieser Gradienten
entspricht qualitativ denjenigen unbehandelter L-SPH (Abb. 11 und 12). Diese Verin-
derungen sind vereinbar mit der Hypothese, daB das Fehlen einer Radialabhidngigkeit dieser
Grofen in unbehandelten SV40-3T3-SPH durch einen Ausgleich der cAMP-Konzentration
zwischen Zellen in verschiedener Tiefe im SPH {iber Gap Junctions zustande kommt. Werden
die Gap Junction Kanile durch Mezerein geschlossen, zeigen die SV40-3T3-SPH das radiale
CAMP- und Phasenprofil der kommunikationslosen L-SPH. Letztere werden in ihren Radial-
profilen nach Mezerein-Behandlung nur unwesentlich beeinfluBt. Auf die Folgerungen
beziiglich des Zusammenhanges zwischen cAMP und Proliferation in SPH wird in der
Diskussion (Kapitel IV.) eingegangen.

Abb. 26 (nichste Seite): Behandlung gekoppelter und nicht-gekoppelter Zellen im SPH-Verband mit
Mezerein (1 pM): Zeitlicher Verlauf der Zellzyklusverteilung der duRReren und inneren Zellen in den
SPH. L-Sphéroide {oben) und SV40-3T3-Sphéroide (Mitte) nach 5 min Mezerein und anschlieRender
Inkubation in frischem Medium. Das Verhalten der Zellen in SV40-3T3-SPH bei einer

Dauerbehandlung mit Mezerein ist in der unteren Grafik dargestelit.
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III.6. Wirkung des cAMP-Analogons db-cAMP auf die interzelluliire Kom-
munikation, den cAMP-Gehalt und den Zellzyklus

Zur weiteren Priifung der Vorstellung, ob ein cAMP-Ausgleich in SV40-3T3-SPH ausrei-
chend fiir die Proliferationskontrolle in diesen Zellaggregaten ist, wurde ein cAMP-Analogon
im UberschuB fiir lingere Zeit angeboten, soda prinzipiell iiberall die gleiche cAMP-
Konzentration moglich wurde. Nach Behandlung der Zellen mit db-cAMP wurden die unter
IILI.3. durchgefiihrten Untersuchungen wiederholt und mit den entsprechenden ML-Daten
verglichen.

IIL.6.1. Eigenschaften von db-cAMP

Das cAMP-Derivat Dibutyryl-cAMP (db-cAMP; Posternak et al., 1962; Posternak und Ceho-
vic, 1971) wird von den Zellen passiv aufgenommen (Saez et al., 1986; Vairo et al., 1990).
Es zeigt eine verbesserte Membranpermeabilitit gegeniiber dem unmodifizierten cyclischen
AMP (Johnson und Pastan, 1972; Korth und Engels, 1987) und wird in der Zelle zunéchst zu
Monobutyryl-cAMP (mb-cAMP) und schlieBlich zu cCAMP deacyliert. Das in die Zelle einge-
brachte lipophile cAMP-Derivat muf§ durch vorhandene Esterasen erst gespalten werden, um
als second messenger in der Zelle wirken zu konnen (Ryan und Heidrick, 1968). Sowohl db-
CAMP als auch mb-cAMP wirken als Phosphodiesterase-Inhibitoren (Johnson und Pastan,
1972; Sletholt et al., 1987) und konnen durch dieses Enzym nicht hydrolysiert werden
(Corbin et al., 1986; Korth und Engels, 1987; Beebe et al., 1988). Es gibt Hinweise dafiir,
daB L-Zellen keine Esterasen besitzen, die db-cAMP deacylieren kénnen (Ryan und Heidrick,
1968), wodurch die Phosphodiesterase in diesen Zellen stark gehemmt wiirde.

I11.6.2. Behandlung der Zellen mit db-cAMP

Fiir die Untersuchungen wurde sowohl eine Kurzzeit (10 Minuten)- als auch eine Langzeitbe-
handlung (18 Stunden) der Zellen durchgefiihrt. Die eingesetzte db-cAMP-Konzentration von
0,5 mM wurde in Anlehnung an Literaturangaben gewihlt (Kram et al., 1973; Friedmann et
al., 1976; Rozengurt, 1982; Jungmann et al., 1983; Gainer und Murray, 1986; Saez et al.,
1986; Oktar et al., 1987; Sletholt et al., 1987).
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II1.6.3. Wirkung von db-cAMP auf die interzellulire Kommunikation

Nach einer Inkubation von 30-60 Minuten in db-cAMP war ein erhohter Farbstofftransfer in
SV40-3T3-Zellen zu beobachten, Nahezu alle direkten Nachbarn der mit Lucifer Yellow inji-
zierten Zelle zeigten eine deutliche Fluoreszenz und sogar in Nachbarn 2. Ordnung (iiber-
néchste Nachbarn) war der Farbstoff zu erkennen (Abb. 27). In L-Zellen war nach einer
einstiindigen Behandlung mit db-cAMP keine Farbstoffkopplung zu beobachten.

Abb. 27: Farbstoffausbreitung in SV40-3T3-Zellen nach Behandlung mit db-cAMP (0,5 mM; 50

min): In nahezu allen direkten Nachbarzellen und vielen Nachbarzellen 2. Ordnung ist der Farbstoff

zu sehen (links); daneben die Zellen im Phasenkontrast {Balkenlinge: 30 um). Zum Vergleich

(Farbstoffausbreitung in unbehandelten SV40-3T3-Zellen} siehe Abb. 5 in lll. 1.
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II1.6.4. Wirkung von db-cAMP auf den cAMP-Gehalt und den Zellzyklus im ML
I11.6.4.1. Kurzzeitbehandlung (10 min) mit db-cAMP

Monolayer beider Zellinien reagierten beziiglich des cAMP-Gehaltes unterschiedlich auf die
Behandlung. Wihrend sich bei L-Zellen der intrazellulire cAMP-Gehalt kurzfristig stark er-
hohte (200% der Kontrolle; Abb. 28, Tab. 11a im Anhang 3), war bei SV40-3T3-Zellen eine
Abnahme zu beobachten (45% der Kontrolle; Abb, 28, Tab. 11b im Anhang 3). Bei beiden
Zellinien bewegte sich der cAMP-Gehalt nach spitestens 6 Stunden in frischem Medium
wieder auf dem Ausgangsniveau.

Demgegeniiber dnderte sich die Zellzyklusverteilung beider Zellinien innerhalb von 6 Stunden
nicht (Abb. 28, nichste Seite; Tab. 11 im Anhang VI.3.).
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Abb. 28: Behandlung von ML-Zellen mit db-cAMP (0,5 mM, 10 min) und anschlieBende Kultivierung

in frischem Medium. cAMP-Gehalt und Zellzyklusverteilung in SV40-3T3-Zellen (oben) und L-Zellen
(unten} sofort nach der db-cAMP-Behandlung (links) und nach 6-stiindiger Kultivierung in frischem

Medium (rechts). Die Zahlenwerte hierzu sind in der Tab. 11 im Anhang VI.3. aufgefiihrt.
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I11.6.4.2. Langzeitbehandlung (18 Stunden) mit db-cAMP

Bei lidngerer Inkubation mit db-cAMP nahm der cAMP-Gehalt in SV40-3T3-Zellen
geringfligig ab, wihrend er sich in L-Zellen nahezu verdoppelte (Abb. 29; Tab. 12 im
Anhang VI.3.).

Beziiglich der Phasenverteilung im Zellzyklus war bei SV40-3T3-Zellen keine signifikante
Verdnderung gegeniiber der Kontrolle zu erkennen (Abb. 29; Tab. 12 im Anhang VL3.),
wahrend bei L-Zellen eine Abnahme von S-Zellen zugunsten einer Verdopplung des
(G2+M)-Anteils zu erkennen war (G2-Block; Abb. 29).

Eine signifikante Wirkung einer Langzeitbehandlung war somit auf ML-Ebene nur bei den
kommunikationslosen L-Zellen zu erkennen.
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Abb. 29: ML-Zellen in ihrer exponentiellen Wachstumsphase nach Behandlung mit db-cAMP (0,5
mM, 18 Stunden). cAMP-Gehalt und Zellzyklusverteilung von L-Zellen {links) und SV40-3T3-Zellen
{rechts). Hierzu sind Original-Histogramme der L-Zellen in Abb. 4 im Anhang VI.4. zusammen-

gestellt. Die Zahlenwerte zu den Grafiken sind in der Tab. 12 im Anhang VI.3. aufgefiihrt.
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II1.6.5. Wirkung von db-cAMP auf den cAMP-Gehalt und den Zellzyklus in SPH
I11.6.5.1. L-Sphiiroide (20 min und 18 h db-cAMP)

Der in unbehandelten L-Sphédroiden auftretende radial fallende cAMP-Gradient ist bereits
nach einer 20-miniitigen Inkubation mit 0,5 mM db-cAMP deutlich abgeflacht (Abb. 30).
Hierbei ist der cAMP-Gehalt im SPH-Zentrum gegeniiber den dariiber liegenden Schichten
leicht erhoht. Auch nach einer Langzeitbehandlung der L-SPH von 18 Stunden mit db-cAMP
bleibt dieses Bild weitgehend erhalten, wobei allerdings das absolute cAMP-Niveau gegen-
iber der Kurzzeitbehandlung erhoht ist (Abb. 30).

Wie aufgrund der ML-Ergebnisse zu erwarten war, ist im Proliferationsverhalten der SPH-
Zellen nach einer 20-miniitigen Behandlung mit db-cAMP (Abb. 30) noch kaum eine Verin-
derung gegeniiber unbehandelten SPH zu erkennen (vgl. Abb. 12). Nach 18-stiindiger Inkuba-
tion mit db-cAMP zeigt sich jedoch eine deutliche Verschiebung der Phasenanteile: der Anteil
der Zellen in der S-Phase ist in jeder Sphéroidschicht auf die Halfte der Kontrolle reduziert,
der prozentuale Anteil der Zellen in der (G2+M)-Phase ist stark erhoht und liegt {iber dem S-
Anteil. Der Gradient im Sphédroid bleibt dennoch erhalten, da die Verdnderungen im Zell-
zyklus alle Zellschichten innerhalb des Sphéroids gleichmaBig betreffen (Abb. 30).

Nicht-kommunizierende L-Zellen zeigen somit als ML und im Sphéroidverband das gleiche
Verhalten: cAMP steigt; der Anteil der Zellen in der S-Phase ist reduziert, wéihrend der
Anteil der (G2+M)-Zellen zunimmt; der Anteil an G1-Zellen bleibt weitgehend unbeeinfluft.

Abb. 30 (nichste Seite): cAMP-Gehalt {oben) und Zellzyklusverteilung {Mitte und unten) der Zellen
in unterschiedlichen Schichten von L-Sphéroiden nach Behandlung mit db-cAMP (0,5 mM). Der
cAMP-Gehalt wurde fir beide Inkubationszeiten in einer Grafik dargestelit , die Zellzyklusverteilung
fir eine Behandlungszeit von 20 min in der Mitte und 18 Stunden unten. Die Zahlenwerte hierzu
sind in Tab. 13 im Anhang VI.3. aufgefiihrt.
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111.6.5.2. SV40-3T3-Sphiiroide (18 h db-cAMP)

Wihrend sich in unbehandelten SV40-3T3-SPH der zellulire cAMP-Gehalt mit der Tiefe
nicht dndert, fiihrte die 18-stiindige Inkubation dieser SPH mit 0,5 mM db-cAMP zur
Ausbildung eines steilen, radial ansteigenden Konzentrationsgradienten. In der dufBleren
Sphiroidschicht entspricht der intrazellulire cAMP-Gehalt den Kontrollwerten und erreicht im
SPH-Zentrum nahezu den 3-fachen cAMP-Gehalt der Kontrolizellen (Abb. 31, nichste Seite;
Tab. 14 im Anhang VI.3.).

Auch die Zellzyklusverteilung von unbehandelten SV40-3T3-SPH (keine Verdnderung der
Phasenanteile innerhalb des dreidimensionalen Zellverbandes) wird durch db-cAMP-Behand-
lung veridndert (Abb. 31). Es bildet sich innerhalb des Sphiroids eine Radialabhdngigkeit der
Zellzyklusverteilung aus, bei der sich zwei Phasen unterscheiden lassen. In der 1. Phase
(Schicht 1 bis 3) erhoht sich zundchst der G1-Anteil geringfiigig bei gleichzeitigem Absinken
des S- und einem Anstieg des (G2+M)-Phasenanteils, wobei die Verteilung der duleren Zell-
schicht derjenigen der Kontrolle entspricht. In der 2. Phase, ab der vierten Zellschicht, dreht
sich dieser Trend um: es kommt zu einem S-Anstieg und zu einem Abfall der G1- und der
(G2+M)-Anteile (Abb. 31, nichste Seite; Tab. 14 im Anhang VI.3.).
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Abb. 31: cAMP-Gehalt {oben) und Zellzyklusverteilung (unten) der Zellen in unterschiedlichen
Schichten von SV40-3T3-Sphiroiden nach Behandlung mit db-cAMP (0,5 mM, 18 Stunden). Dar-
gestellt sind jeweils die Mittelwerte aus drei Experimenten + Standardabweichung. Ist keine Stan-

dardabweichung zu sehen, liegt sie innerhalb der SymbolgréRe. Die Zahlenwerte hierzu sind in Tab.,
14 im Anhang VI.3. aufgefihrt.
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Diese "biphasische Reaktion" der Zellen in den SV40-3T3-SPH, mit einem Anstieg der S-
Zellen und einem Abfall der G-Zellen im Innern, konnte bedeuten, daf die innere Zell-
population durch db-cAMP-Einwirkung einen Proliferationsstimulus erfahrt. Um dieses zu
klaren, wurde der BrdU-Einbau in db-cAMP-behandelten SPH untersucht. Abb. 32 zeigt, daB}
im Innern deutlich markierte Zellkerne auftreten, im Gegensatz zu unbehandelten SPH (vgl.
Abb. 15 in II1.4.). Dies weist auf eine Stimulation der DNA-Synthese bei den inneren Zellen
hin.

Abb. 32: Lichtmikroskopische Aufnahme von Gefrierschnitten von SV40-3T3-SPH nach Inkubation
mit db-cAMP (0,5 mM, 18 Stunden} und Markierung der Zellkerne mit BrdU wihrend der letzten
beiden Behandlungsstunden (Balkenlinge: 50 um).
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II1.7. Veridnderung des cAMP-Gehaltes durch Behandlung mit Forskolin:
Wirkung auf die interzellulire Kommunikation und den Zellzyklus

Das stindige Angebot des cAMP-Analogons db-cAMP stellt fiir die Zellen eine weitgehend
"unphysiologische" Situation dar. Daher wurde in einer weiteren Versuchsreihe das zelleigene
Enzymsystem zur cAMP-Synthese durch die Zugabe von Forskolin stimuliert.

Wie auch bei den Untersuchungen mit db-cAMP wurde zunédchst iberpriift, ob eine
Behandlung mit Forskolin die interzellulire Kommunikation der Zellen verdndert. Anschlie-
Bend wurde die Beeinflussung des cAMP-Gehaltes im Zusammenhang mit dem Proliferations-
muster der Zellen untersucht.

II1.7.1. Eigenschaften von Forskolin

Forskolin ist ein Diterpen, das aus den Wurzeln des indischen Nesselgewdchses Coleus fors-
kohlii isoliert wird (Berridge, 1985). Es ist membranpermeabel, aktiviert direkt die Adenylat-
cyclase und hat keine Wirkung auf die cAMP-spaltende Phosphodiesterase (Seamon et al.,
1981; Fradkin et al., 1982; Santos und Rojas, 1987).

II1.7.2. Behandlung der Zellen mit Forskolin
Die Konzentration von Forskolin (1xM) und die Inkubationszeit der Zellen (1-2 Stunden)
wurden entsprechend einer Reihe von Veroffentlichungen gewihlt (Seamon et al., 1981;

Murdoch und Rosenfeld, 1982; Santos und Rojas, 1987; Mehmet et al., 1990; Thoresen et
al., 1990).

II1.7.3. Wirkung von Forskolin auf die interzellulire Kommunikation
Bereits eine 1-2 stiindige Inkubation von SV40-3T3-Zellen mit Forskolin fiihrte zu einer Er-

hohung der Farbstoffkopplung. In L-Zellen konnte auch nach 4-stiindiger Inkubation keine
Farbstoffkopplung beobachtet werden.
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Abb. 33: Farbstoffausbreitung in SV40-3T3-Zellen nach Behandlung mit Forskolin (1 uM; 60 min):
Im Fluoreszenzauflicht ist die Ausbreitung in nahezu allen direkten Nachbarzellen zu sehen (oben);
darunter dieselben Zellen im Phasenkontrast (Balkenliange: 30 um). Zum Vergleich (Farbstoffaus-
breitung in unbehandelten SV40-3T3-Zellen) siehe Abb. 5 in Il 1.
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II1.7.4. cAMP-Gehalt und Zellzyklusverteilung nach Forskolin-Einwirkung im
Monolayer

Wurden SV40-3T3- und L-Monolayerzellen mit 1xM Forkolin inkubiert, so erhéhte sich, wie
erwartet, der intrazelluldre Gehalt an cAMP. Nach 1-2 Stunden war der maximale Effekt er-
reicht: der cAMP-Gehalt der Zellen war um ca. 1/3 gegeniiber der Kontrolle erhoht (siehe
Tab. 15 im Anhang VL.3.).

Nach 2-stiindiger Inkubation mit Forskolin ist bei beiden Zellinien eine deutliche Veranderung
in der Zellzyklusverteilung zu erkennen: geringfiigige Erhohung der Zellen in der S-Phase,
deutliche Erniedrigung der Zellen in der G1-Phase und stark erhOhter Anteil der Zellen in der
(G2+M)-Phase. In SV40-3T3-Zellen ist der Forskolin-Effekt etwas deutlicher ausgeprigt als
in L-Zellen (siehe Tab. 15 im Anhang VI.3.).

II1.7.5. cAMP-Gehalt und Zellzyklusverteilung nach Forskolin-Einwirkung in
Sphéroiden

II1.7.5.1. L-Sphiroide

Die Stimulierung der Adenylatcyclase in L-Sphéroiden fiihrte innerhalb einer Stunde zu einem
Anstieg des intrazelluldiren cAMP-Gehaltes in allen Schichten der Sphéroide. In den duBeren
Zellen war der cAMP-Anstieg etwas stirker (160% der Kontrolle) als im Kern (130% der
Kontrolle). Der cAMP-Gradient im Sphédroid war dadurch noch steiler im Vergleich zu
unbehandelten Zellaggregaten (Abb. 34, nichste Seite).

Im Zellzyklus dagegen ist kaum eine Verdnderung im Vergleich zu unbehandelten SPH (siche
Abb. 12) zu erkennen (Abb. 34, nichste Seite).
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Abb. 34: Behandlung von L-Sphéroiden mit Forskolin (1 4M, 1 Stunde). cAMP-Gehalt (oben) und
Zelizyklusverteilung (unten) der Zellen mit zunehmender Tiefe in den SPH: SPH-Schicht 1 = &duRere
Zellen; SPH-Schicht 5 = innere Zellen, Die Zahlenwerte hierzu sind in Tab. 16 im Anhang VI.3.
aufgefiihrt.

IIL.7.5.2. SV40-3T3-Sphiroide
Forskolin stimuliert innerhalb einer Stunde auch die Adenylatcyclase in SV40-3T3-Sphéroi-

den. Die daraus resultierende Erhohung des intrazelluliren cAMP-Gehaltes (ca. 150% der
Kontrolle) erfolgt gleichmiBig in allen Schichten der Sphiroide (Abb. 35, nichste Seite).
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Beziiglich der Zellzyklusverteilung zeigen die dufieren SPH-Zellen keine Anderung gegeniiber
- der Kontrolle. Mit zunehmender Tiefe kommt es jedoch zu einem Anstieg des S-Phase-Anteils
und einer entsprechenden Abnahme der G1-Zellen (Abb. 35).
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Abb. 35: Behandlung von SV40-3T3-Sphéroiden mit Forskolin (1 uM, 1 Stunde). cAMP-Gehalt

(oben) und Zellzyklusverteilung (unten) der Zellen mit zunehmender Tiefe in den SPH: SPH-Schicht

1 = &uRere Zellen; SPH-Schicht 5 = innere Zellen. Die Zahlenwerte hierzu sind in Tab. 16 im

Anhang VI.3, aufgefiihrt,
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IV. Diskussion
IV.1. Grundsitzliches zum Systemvergleich Monolayer-Sphéroid

Vor einer detaillierten Diskussion der in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse iiber die Rolle
des cAMP und der interzelluliren Kommunikation bei der Regulation der Proliferation in
SPH sollen zunichst einige grundsitzliche Probleme angesprochen werden, die beim Ver-
gleich mit der im ML angetroffenen Situation von Bedeutung sind. Diese resultieren vor allem
aus der unterschiedlichen "Dimensionalitit" der beiden Kultursysteme und den sich hieraus
ergebenden Konsequenzen. Diese bewirkt, daB die Zellen in verschiedenen Proliferationszu-
stdnden in beiden Kultursystemen unterschiedlichen physiologischen Bedingungen ausgesetzt
sind. Im ML ist der Proliferationszustand der Zellen bei optimierter Mediumversorgung allein
von der augenblicklichen Zelldichte abhingig. Dies ist im SPH-System grundsétzlich nicht
der Fall. Hier liegen die Zellen mit eingeschrinkter Proliferation im Innern des dreidimensio-
nalen Zellverbandes, in Bereichen also, wo von der ML-Kultur abweichende metabolische Be-
sonderheiten (z.B. Hypoxie) angetroffen werden, auf die im Anhang VIL.1. eingegangen wird.

Beim Vergleich beider Systeme, etwa in bezug auf die Zelldichte, ist ferner zu beriicksichti-
gen, daB diese GroBe im SPH streng genommen dreidimensional ist. Ein Systemvergleich
ML-SPH ist deshalb nicht ohne weiteres moglich, und, falls iberhaupt, nur beziiglich der du-
Beren SPH-Zellschicht sinnvoll. Hierfiir stellen die unter III.1.4. durchgefiihrten Messungen
und Berechnungen trotz gewisser mathematischer Vereinfachungen eine wichtige Basis dar.
Ein wesentliches Ergebnis ist hierbei, daB die Zelldichte der dufieren SPH-Schicht fiir beide
Typen identisch ist mit der im ML maximal erreichten Zelldichte. Das Verhalten des zellulé-
ren cAMP-Gehaltes und des Zellzyklus beim Ubergang vom konfluenten ML zur duBeren
SPH-Zellschicht 148t sich auf dieser Basis erkldren (s. IV.4.).

IV.2, Morphologische Unterschiede zwischen L- und SV40-3T3-Sphiroiden

Die im Abschnitt III.1.4. beschriebenen Messungen und Berechnungen weisen auf erhebliche
Unterschiede in der inneren Struktur hin, Wihrend in den L-SPH die Zellen sehr dicht liegen
und beziiglich ihres Anteils am gesamten SPH-Volumen (Packungsdichte) nahe am
mathematisch moglichen Maximalwert von 74% (dichteste Kugelpackung) liegen, betrigt
dieser Wert in SV40-3T3-SPH nur 22%. Aus dem groflen zellfreien Raumanteil in diesen
SPH lassen sich gewisse proliferative Besonderheiten erkldren, auf die weiter unten
eingegangen wird. Da es sich bei der Packungsdichte um eine statistisch gemittelte Grofie
handelt, bedeutet eine geringe GroBe nicht, daff die Zellen keine direkten Kontakte ausbilden
kénnen. Insbesondere ist die Ausbildung Gap-Junction-vermittelter Zellkommunikation nicht
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im Widerspruch hierzu, zumal die mathematische Interpretation der Zellpackungsdichte fiir
Werte weit unterhalb der dichtesten Kugelpackung nicht streng an die Voraussetzung
kugelférmiger Zellen gebunden ist, sondern auch Zellkontakte aufgrund unregelmiBiger
Zellkonturen (Ausldufer) zuldfit,

IV.3. Volumenwachstum der Sphéroide

Die halb-logarithmische Darstellung der SPH-Wachstumskuren (Abb. 8) ergibt keine Gera-
den, sodaB kein exponentielles Wachstum unter Beteiligung aller Zellen vorliegt. ‘Vielmehr
kommt es mit der Zeit zu einer Verringerung der Wachstumsgeschwindigkeit. Dies kann
zweierlei bedeuten: entweder verringert sich die Verdopplungsrate aller Zellen gleichmifig
(1) oder das Volumenwachstum ist im wesentlichen getragen von der zeitlich konstanten Pro-
liferation einer Zellpopulation, deren Anteil am Gesamtvolumen mit der Zeit abnimmt (2).
Bei dieser Zellpopulation kann es sich u. a. aus geometrischen Griinden nur um die Zellen aus
den auBeren SPH-Schichten handeln. Thre Zahl nimmt niherungsweise proportional zur SPH-
Oberfliche, d.h. proportional zum Quadrat des SPH-Durchmessers, zu, wiahrend die Gesamt-
zellzahl pro SPH proportional zur 3. Potenz des Durchmessers zunimmt. Dies bedeutet, daf
der Anteil der proliferierenden Zellen umgekehrt proportional zum SPH-Durchmesser ist und
folglich mit der Zeit abnimmt. Die an SPH durchgefiihrten BrdU-Markierungsexperimente
(Abb. 13 und 14) zeigen, daB das Thymidin-Analogon vorzugsweise in die Kerne der dufieren
SPH-Zellen eingebaut wird und somit fiir beide SPH-Typen die Proliferationshypothese (2)
zutrifft (s. dazu auch IV.4, {iber ML und duBlere SPH-Zellen).

Inwiefern fiir die Einschrankung der Proliferation bei den inneren Zellen sterische Behinde-
rungen verantwortlich sind, 148t sich kaum abschétzen, zumal sich beide SPH-Typen in ihrer
inneren Struktur (Packungsdichte) stark unterscheiden und diesbeziigliche Fluktuationen im
Innern nur schwer zu erfassen sind. Es miissen deshalb auch physiologische Faktoren wie An-
derungen im Sauerstoff-Partialdruck oder im pH-Wert, aber auch mangelhafte Nahrstoffver-
sorgung im Innern in Betracht gezogen werden (vgl. Anhang VI.1. "Sphéroide").

Erwéhnenswert scheint in diesem Zusammenhang auch die Beobachtung, daf} das Zellvolumen
der L-Zellen mit zunehmender Tiefe im SPH zunimmt (siehe Tab. 3 im Anhang VI.3.), nicht
aber bei den SV40-3T3-SPH. Da weder die GroBe der SPH noch eine Behinderung des
Néhrstofftransportes durch Matrixmaterial in L-SPH als Erklarung fiir dieses Phédnomen in
Frage kommt, bleibt hierzu zu bemerken, daB auch die Zellen eines Organs wie Herz oder
Leber bei Ischdmie ihr Volumen deutlich vergrofiern (Gersing et al., 1991). Die fehlenden
Zell-Zell-Verbindungen konnten fiir die ungeniigende metabolische Versorgung der L-Zellen
im SPH-Innern verantwortlich sein.
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IV.4. cAMP-Gehalt und Zyklusphasenverteilung in Monolayern und dufleren
Sphéroid-Zellen

Der Hauptaspekt bei der Diskussion der Ergebnisse zur Anderung des cAMP-Gehaltes und
zur Proliferationskinetik betrifft die Zusammenhénge zwischen cAMP, interzelluldrer
Kommunikation, Zyklusphasen-Profil und DNA-Syntheserate in beiden Kultursystemen.

Die ML-Daten zur Dichteabhingigkeit des cAMP-Verlaufes und der Proliferationskinetik
(Abb. 9 und 10) lassen keinen EinfluB der interzelluliren Kommunikation erkennen. Fiir bei-
de Zellinien kommt es mit zunehmender Zelldichte im wesentlichen zu einer cAMP-Abnahme
bei gleichzeitiger Zunahme des Gl-Anteils und einer Abnahme der S-Phasezellen. Dieses
Profil der dichteabhidngigen Proliferations-Inhibierung entspricht den in der Literatur
erhobenen Befunden (z. B. Smets und Van Rooy, 1987).

Beim Vergleich mit dem cAMP-Gehalt und der Phasenverteilung der duBeren SPH-Zellen
fallt auf, daf} die hierfiir erhaltenen Werte identisch sind mit denjenigen konfluenter ML (vgl.
Abbn. 9-12). Da die zugehorigen Zelldichten in beiden Fillen gleich sind (Tab. 1 in II1.1.4.),
148t sich hieraus folgern, da cAMP-Gehalt und Zyklusverteilung unter vergleichbaren phy-
siologischen Bedingungen (ML-Zellen bzw. Zellen an der SPH-Oberfliche) und unabhéngig
vom Kommunikationsvermdgen der Zellen in eindeutiger Weise von der Zelldichte abhingen.

IV.5. Radialprofil von cAMP-Gehalt und Zyklusphasenverteilung in Sphéiroiden

Hier besteht zunédchst ein wesentlicher Unterschied zwischen den beiden SPH-Typen, indem
bei den kommunikationslosen L-SPH der cAMP-Gehalt zum SPH-Zentrum hin abnimmt, bei
gleichzeitigem Anwachsen des G1-Anteils und einem Absinken der S-Population (Abb. 11
und 12). Bei den kommunizierenden SV40-3T3-SPH fehlt hingegen eine solche Radialabhén-
gigkeit. Weder cAMP noch Zyklusverteilung dndern sich in nennenswerter Weise in Abhén-
gigkeit von der Lage der Zellen im SPH (Abb. 11 und 12).

Trotz dieses Unterschiedes ergibt sich fiir beide SPH-Typen ein {ibereinstimmendes Bild, was
die Korrelation zwischen cAMP und der Zyklusverteilung anbetrifft. Bei den L-SPH setzt sich
der im ML bestehende Zusammenhang zwischen cAMP-Abnahme und G1-Zunahme (S-Ab-
nahme) in die Tiefe fort. In SV40-3T3-SPH ist die Radialabhingigkeit zwar nicht zu beobach-
ten, der Zusammenhang zwischen cAMP-Gehalt und Zyklusphasenanteilen bleibt aber
dennoch gewabhrt.
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IV.6. Bestimmung DNA-synthetisierender Zellen in Sphiiroiden

Das Fehlen einer Radialabhidngigkeit von cAMP und Zyklusverteilung in SV40-3T3-SPH er-
schwert die widerspruchsfreie Deutung der hier herrschenden Proliferationsverhéltnisse. Ohne
zusitzliche Daten wiirde eine "naive" Interpretation der fluBcytometrischen Ergebnisse die
Folgerung einer iiber den SPH-Querschnitt konstanten Proliferationsrate erlauben. Zwar stiin-
de dies im Widerspruch zur Form der SPH-Wachstumskurven (Abb. 8), die dann einen expo-
nentiellen Verlauf zeigen miifite, jedoch konnte ihr gekriimmter Verlauf auch im Sinne einer
uniform verringerten Proliferationsrate mit gleichméBiger Verlingerung aller Phasen des Zell-
zyklus bei zunehmender SPH-Gré8e interpretiert werden.

Um zu einer widerspruchsfreien Deutung zu kommen und um zugleich die mogliche Rolle der
interzellularen Kommunikation zu kliren, wurde der BrdU-Einbau in beide SPH-Typen unter-
sucht. Hierbei ergab sich in beiden Fillen ein Einbau des Thymidin-Analogons nur in die
Zellkerne der dufieren Schichten. Die sich bei den SV40-3T3-SPH geringfiigig weiter ins In-
nere erstreckende Markierung ist hierbei auf die gegeniiber den L-Zellen kiirzere Verdopp-
lungszeit zuriickzufiihren (siehe IM1.1.2.). Dieses Ergebnis stiitzt die Interpretation der
Kriimmung der SPH-Wachstumskurven als Folge einer im wesentlichen auf die duBeren Zel-
len beschrinkten Proliferation (s. oben).

Was die radiale Konstanz der Phasenverteilung in SV40-3T3-SPH anbetrifft, so 148t sie in
eindeutiger Weise auf eine gleichmiBige Verlingerung aller Zyklusphasen mit zunehmender
Tiefe schlieBen. Nur eine solche Annahme 148t das Phasenverhiltnis, wie gemessen, unverin-
dert. Bei den L-SPH ergibt sich dagegen das "klassische" Bild einer Proliferations-Inhibierung
der inneren Zellen durch eine Verliangerung der G1-Phase, d.h. durch eine zunehmende Arre-
tierung der Zellen in dieser Phase (Miiller-Klieser, 1987; Sutherland, 1988).

Eine solche Verldngerung der einzelnen Zellzyklusphasen wurde von Wibe et al. (1981) mit
zunchmender Tiefe in SPH einer menschlichen Cervixcarcinom-Zellinie festgestellt, nachdem
auch in diesen SPH kaum ein radialer Gradient im Verlauf der Zellzyklusphasen zu beobach-
ten war. Allison et al. (1983) beobachteten in V79-SPH selbst nach langen Markierungszeiten
mit H3-Thymidin (24 Stunden) nicht-markierte Zellen mit einem DNA-Gehalt, der Zellen in
der S- und G2-Phase entspricht. Sie diskutierten ebenfalls eine starke Verldngerung oder sogar
eine Arretierung des Zellzyklus in allen Zellzyklusphasen. Da zumindest fiir die V79-Zellinie
interzelluldre Kommunikation iiber Gap Junctions nachgewiesen ist (Dertinger und Hiilser,
1982; Yancey et al., 1982; Pitts et al., 1986), unterstiitzen die oben erwiihnten Befunde die
Interpretation einer gleichméfigen Verldngerung aller Zyklusphasen mit zunehmender SPH-
Tiefe.
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IV.7. Deutung des Proliferationsverhaltens von SV40-3T3-Sphiiroiden als Kom-
munikations-abhéngigen Effekt: die Wirkung von Mezerein als Kommunikations-
inhibitor

Durch Anwendung eines Hemmstoffes der interzelluliren Kommunikation sollte die Frage ge-
kldrt werden, ob das ungewéhnliche radiale cAMP- und Proliferationsverhalten in diesen SPH
die Folge eines Gap-Junction-vermittelten Prozesses ist. Hierbei wurde zundchst von der ein-
fachen Vorstellung ausgegangen, daB iiber die Gap-Junction-Kanile die Bildung eines radialen
CAMP-Gradienten verhindert wird, bzw. ein solcher weitgehend abgeflacht wird. Von einer
Behandlung der SV40-3T3-SPH mit dem Tumor-Promotor Mezerein wurde deshalb erwartet,
daff die Schliefung der Gap-Junction-Kandle die Ausbildung eines radialen cAMP- und Pha-
sengradienten bewirkt, wie er in den nicht-kommunizierenden L-SPH auftritt, Sowohl Kurz-
zeit- wie Langzeit-Expositionen (im ersten Fall 2h nach Auswaschen des Mezereins)
bestitigten diese Erwartung (Abbn. 22-25). Demgegeniiber blieb die Mezerein-Behandlung
von L-SPH ohne wesentlichen Einfluf§ auf das Radialmuster der Phasenverteilung. Der gerin-
ge Abfall der S-Population diirfte hier auf den transienten cAMP-Abfall zuriickfiihrbar sein
(Abb. 20 und 21), der auch im ML auftritt (Abb. 19).

Nach Mezereinbehandlung reagieren alle Zellen in L-SPH wie die entsprechend behandelten
ML-Kulturen (Abbn. 19, 20, 21, 26). In SV40-3T3-SPH dagegen verhalten sich nur die
dufleren Zellen wie die entsprechenden ML (Abbn. 19, 22 bis 26). Das unterschiedliche
Verhalten der Zellen in SPH der kommunikationskompetenten Zellen legt die Vermutung
nahe, daB mit zunehmender Tiefe im SPH Zellen in einem abweichenden
"Differenzierungszustand" (hier im weitesten Sinne zu verstehen) vorliegen (s. dazu auch
Anhang VI.1.6.: Zelldifferenzierung in Tumorzell-SPH). Eine "meBbare" Differen-
zierungsleistung von SPH kommunizierender Zellen stellt der Kontakteffekt dar, der fiir
SV40-3T3-SPH ebenfalls nachgewiesen ist (Anderer et al., 1990). Hinweise auf einen
unterschiedlichen "Differenzierungszustand" der Zellen im SPH-Inneren finden sich auch bei
der Betrachtung des cAMP-Gehaltes und des Zyklusverhaltens in SV40-3T3-SPH nach db-
cAMP- bzw. Forskolinbehandlung (Abbn. 29 und 35; siehe auch IV.8.).
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IV.8. Wirkung von db-cAMP und Forskolin.

Die db-cAMP- und Forskolin-Untersuchungen waren als komplementir zu den Mezerein-
Experimenten in diese Arbeit einbezogen worden. Es sollte hiermit das Proliferationsverhalten
von SPH bei verstirkter Zellkommunikation studiert werden, die durch beide Stoffe induziert
wird (Abb. 27 und 33).

Nach den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen wird eine Intensivierung der Zellkommunika-
tion durch MaBnahmen und Behandlungen erzielt, die zu einer Erhohung des zelluliren
CAMP-Gehaltes fiihren (Saez et al., 1986; Santos und Rojas, 1987; Briimmer, 1988). Die
nach db-cAMP-Behandlung bei den SV40-3T3-Zellen beobachtete Verstirkung der
Zellkommunikation (Abb. 27) ist jedoch offenbar nicht direkt auf eine cAMP-Erhdhung
zurlickzufiihren, da die Konzentration dieses Botenstoffes, auBer bei den inneren SPH-Zellen,
nicht zunimmt (vgl. Abb. 31). Insgesamt sind die hier beobachteten Wirkungen des db-cAMP
sehr komplex. Sie beruhen jedoch wahrscheinlich nicht auf direkten "Nebenwirkungen" der
intrazelluldr abgespaltenen Butyryl-Reste, da auch nach Forskolin-Behandlung ein erhohter
Anteil an S-Phase-Zellen im SPH-Innern zu beobachten ist (s. unten). Die Ergebnisse lassen
sich deshalb nicht ohne weiteres auf der Basis reiner cAMP- und Kommunikationseffekte
erklédren,

Ein grundsitzlich interessantes Ergebnis zeigt sich bei der Radialabhdngigkeit von cAMP und
Phasenverteilung in SV40-3T3-SPH (Abb. 31). Hier kommt es nach db-cAMP-Behandlung zu
einem starken cCAMP-Anstieg in den inneren Zellen, die einhergeht mit einer Zunahme der S-
Zellen und einer Abnahme der G1-Zellen. DaB es sich hierbei tatsichlich um eine Stimulie-
rung der Proliferation der inneren Zellen handelt, zeigt der Einbau von BrdU auch in diese
Zellen im SPH-Kern (Abb. 32). Da die Packungsdichte der Zellen in SV40-3T3-SPH sehr ge-
ring ist (s. oben), existieren keine wesentlichen sterischen Behinderungen, die einem Prolife-
rationsschub im Innern dieser SPH im Wege stehen konnten.

Eine solche Proliferationsaktivierung der inneren SV40-3T3-Zellen mit S-Zunahme und Gl1-
Abnahme wird auch nach Forskolin-Behandlung beobachtet (Abb. 35); sie findet in den L-
SPH nicht statt (Abb. 34). Durch das im Vergleich zu db-cAMP "physiologisch" stimulie-
rende Forskolin (vgl. II1.7.) kommt es in ML und SPH beider Zellinien zu einem cAMP-An-
stieg, der bei den SV40-3T3-Zellen zu einer Erhohung der Farbstoff-Kopplung fiihrt.
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IV.9. Schlufifolgerungen

Die aus den Ergebnissen und ihrer Diskussion resultierenden Schluf8folgerungen beziiglich der
Regulation der Zellproliferation im dreidimensionalen Zellverband der SPH seien an dieser
Stelle noch einmal zusammengefafit und den Verhéltnissen im ML gegeniibergestellt.

IV.9.1. cAMP und Zelldichte

Der cAMP-Gebhalt ist in unbehandelten Kulturen eine eindeutige Funktion der Zelldichte. Die-
se Aussage ist beziiglich der SPH nur fiir die duBere Zellschicht zuldssig, da nur die dort be-
findlichen Zellen physiologisch und metabolisch mit ML-Zellen vergleichbar sind. Die
Messungen zeigen, daB§ die Zelldichte der duleren SPH-Schicht derjenigen eines konfluenten
ML entspricht und der cAMP-Gehalt in beiden Fillen gleich ist. Dieses Ergebnis gilt fiir bei-
de Zellinien, d.h. unabhéngig von deren Kommunikationsvermdgen iiber Gap Junctions und
von der inneren Struktur der SPH (Zellpackungsdichte).

1V.9.2. cAMP und Zyklusphasenverteilung

Es besteht eine fiir beide Zellinien und beide Kulturformen durchgéngige Korrelation zwi-
schen zellulirem cAMP-Gehalt und Phasenverteilung., Mit sinkendem cAMP-Gehalt nimmt,
unabhéngig von der Art und Weise des Zustandekommens in unbehandelten Kulturen, der
Anteil der G1-Zellen zu, derjenige der S-Zellen ab. Fiir beide Zellinien haben konfluente ML
und duflere SPH-Zellen gleiche Phasenverteilungen.

1V.9.3. Gap Junctions, cAMP und Zyklusphasenverteilung in Sphiroiden

Das einzige Ergebnis, bei dem sich ein Einflu der interzelluldiren Kommunikation zeigt, ist
das Fehlen einer Radialabhdngigkeit von cAMP und Phasenverteilung in den kommunizieren-
den SV40-3T3-SPH. Durch Behandlung mit dem Tumor-Promotor Mezerein 1d8t sich die
Zellkommunikation hemmen und es kommt zur Ausbildung eines gegen das Sphédroid-Innere
fallenden cAMP-Gradienten sowie zur Zunahme der G1- bzw. Abnahme der S-Phase-Zellen
in dieser Richtung. Es etabliert sich damit ein radiales Muster von cAMP und Phasenvertei-
lung, wie es in den unbehandelten, nicht kommunizierenden L-SPH beobachtet wird. Dies un-
terstiitzt die einfache Hypothese, wonach die fiir cAMP permeablen Gap Junction-Kanéle im
gedffneten Zustand einen Ausgleich der cAMP-Konzentration innerhalb der SV40-3T3-SPH
bewirken. Die interzellulire Kommunikation wirkt damit indirekt, iiber die Steuerung des ra-
dialen cAMP-Profils, auf die Kontrolle der Phasenverteilung im SPH,
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IV.9.4. Besonderheiten der Zellproliferation in Sphiroiden

Aus der Form der SPH-Wachstumskurven und aus den Experimenten zum BrdU-Einbau fiir
beide SPH-Typen resultiert ein eindeutiges Proliferationsbild, bei dem nur die Zellen in den
duBeren SPH-Schichten aktiv proliferieren. Damit ist bei den kommunizierenden SV40-3T3-
SPH das "klassische" Prinzip durchbrochen, wonach die inneren nicht-proliferierenden Zellen
weitgehend in der G1-Phase arretiert sind, wie das bei den L-SPH und den konfluenten ML
beider Zellinien der Fall ist. Die Radialunabhingigkeit der Phasenverteilung in den SV40-
3T3-SPH muf deshalb als Folge einer gleichmifiigen Verldngerung aller Zyklusphasen mit
zunehmender Tiefe im SPH interpretiert werden. Moglicherweise erklért sich hierdurch die
"Proliferationsbereitschaft" der inneren Zellen in diesen SPH, die auf eine Behandlung mit
CAMP- bzw. Kommunikationsstimulatoren (Forskolin, db-cAMP), wie beschrieben, mit einer
Aktivierung der Proliferation reagieren.

Zusammen mit den GesetzméBigkeiten anderer Gap Junction-vermittelter Prozesse, wie der
Kontakt-Resistenz gegeniiber ionisierender Bestrahlung (Dertinger und Hiilser, 1981; Anderer
et al., 1990; Knedlitschek et al., 1990), machen die hier gewonnen Ergebnisse nicht zuletzt
deutlich, daB die physiologische und regulatorische Wirkung dieser Zell-Zell-Verbindungen
an die Existenz eines dreidimensionalen Zellverbandes gebunden ist und deshalb ihre weitere
funktionelle Erforschung bevorzugt am SPH-Modell erfolgen sollte. |
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V. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, das Proliferationsverhalten von Zellen zu untersuchen,
die als multizelluldre Sphéroide (sphérische Aggregate von max. 400 um Durchmesser) kulti-
viert wurden. Das Hauptinteresse richtete sich dabei auf die Rolle der Gap Junction-vermittel-
ten Zellkommunikation, des sekundidren Botenstoffes cAMP und der Sphéroid-typischen
dreidimensionalen Zellarchitektur bei der Regulation der Proliferation, worliber bisher wenig
bekannt ist. Zusitzlich sollte diesbeziiglich ein Vergleich mit der Monolayerkultur erfolgen.

Die Untersuchungen wurden an 2 Fibroblastenlinien der Maus durchgefiihrt, einer Methylcho-
lanthren-induzierten Tumorlinie (L-Zellen) und an SV40-transformierten 3T3 Zellen (SV40-
3T3), wobei nur letztere die Fahigkeit zur interzelluliren Kommunikation iiber Gap Junctions
besitzen. Die Zellproliferation wurde mit Hilfe der FluBcytometrie und anhand der Einbaurate
von Brom-desoxy-Uridin (BrdU) untersucht. Durch Anwendung einer sequentiellen Trypsinie-
rungstechnik war es moglich, das Radialprofil der cAMP-Konzentration und der Zykluspha-
senverteilung in den Sphéroiden zu analysieren. Dem gleichen Ziel diente die Bestimmung des
BrdU-Einbaues mit Hilfe von Cryostatschnitten der Sphiroide. Zusétzlich wurde experimen-
tell und rechnerisch die Zellpackungsdichte in den Sphiroiden, sowie die Flichenbelegung
(Zelldichte) der dufleren SPH-Zellschicht ermittelt. Um die Rolle der Gap Junctions bei der
Proliferationskontrolle abzusichern, wurden der Tumor-Promotor Mezerein als Inhibitor der
interzelluliren Kommunikation eingesetzt, sowie dibutyryl-cAMP (db-cAMP) und Forskolin
als cAMP- und Kommunikations-Aktivatoren. Die Zellkommunikation wurde {iber den Gap
Junction-spezifischen interzelluliren Austausch des Fluoreszenzfarbstoffes Lucifer Yellow und
liber die elektrische Zell-Zell-Kopplung mit Hilfe einer Mikroelektrodentechnik bestimmt.

Es zeigte sich, daB der cAMP-Gehalt in unbehandelten Kulturen (Monolayern und Sphéroi-
den) eine eindeutige Funktion der Zelldichte ist. Diese Aussage ist beziiglich der Sphiroide
auf die duBere Zellschicht zu begrenzen, da nur die dort befindlichen Zellen physiologisch
und metabolisch mit Monolayer-Zellen vergleichbar sind. Die Messungen ergaben, daf die
Zelldichte der dufleren Sphiroidschicht derjenigen eines konfluenten Monolayers entspricht
und der cAMP-Gehalt in beiden Fillen gleich ist. Dieses Ergebnis gilt fiir beide Zellinien,
d.h. unabhingig von deren Kommunikationsvermdgen tiber Gap Junctions und von der inne-
ren Struktur der Sphéroide, fiir die die Zellpackungsdichte ein reprisentatives Ma# ist. Beziig-
lich dieser GroBe unterschieden sich die Sphéiroide beider Zellinien erheblich., Wéhrend in den
L-Sphéroiden etwa 77% des Volumens von den Zellen eingenommen wurde, waren es im Fal-
le von SV40-3T3 nur 22%.

Des weiteren bestand fiir beide Zellinien und beide Kulturformen eine durchgingige Korrela-
tion zwischen zellulirem cAMP-Gehalt und Phasenverteilung. Mit sinkendem cAMP-Gehalt
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nahm, unabhéngig von der Art und Weise des Zustandekommens in unbehandelten Kulturen,
der Anteil der G1-Zellen zu, derjenige der S-Zellen ab. Fiir beide Zellinien hatten konfluente
Monolayer und duflere Sphéroid-Zellen gleiche Phasenverteilungen. Im einzelnen nahm in den
Monolayern beider Zellinien der cAMP-Gehalt mit steigender Zelldichte ab, zugleich der G1-
Anteil zu und der S-Phaseanteil der Zellen ab. Im Innern der nicht kommunizierenden L-
Sphéroide setzte sich dieser Trend fort: es kam zu einem weiteren Absinken des cCAMP mit
zunehmender Tiefe, begleitet von einem weiteren Gl-Anstieg (S-Abnahme). In den
kommunizierenden SV40-3T3-Sphéroiden zeigte sich keine Radialabhidngigkeit von cAMP
und Phasenverteilung. Die Werte entsprachen denjenigen konfluenter Monolayer. Durch
Behandlung dieser Sphédroide mit Mezerein formierte sich jedoch ein radiales cAMP- und
Phasenverteilungsmuster dhnlich wie in den L-Sphéroiden.

Hieraus wurde gefolgert, da die fiir cAMP permeablen Gap Junction-Kandle im gedffneten
Zustand einen Ausgleich der cAMP-Konzentration innerhalb der SV40-3T3-SPH bewirken.
Die interzellulire Kommunikation scheint damit indirekt, iiber die Steuerung des radialen
CAMP-Profils, auf die Kontrolle der Phasenverteilung in Sphiroiden zu wirken.

Die Interpretation einer fehlenden Radialabhingigkeit im Zyklusphasenprofil der SV40-3T3-
Sphidroide ergab sich aus der nicht-exponentiellen Form der Sphiroid-Wachstumskurven und
aus den Experimenten zum BrdU-Einbau fiir beide Sphiroid-Typen, die nur eine Aufnahme
des Thymidin-Analogons in die Kerne der duBeren Zellschichten erkennen lieBen. Sie vermit-
telten damit ein eindeutiges Proliferationsprofil, bei dem nur die Zellen in den dufBeren SPH-
Schichten aktiv proliferierten.

Damit scheint bei den kommunizierenden SV40-3T3-Sphiroiden das "klassische" Prinzip
durchbrochen, wonach die inneren nicht-proliferierenden Zellen weitgehend in der G1-Phase
arretiert sind, wie dies bei den L-Sphiroiden und den Monolayern beider Zellinien der Fall
ist. Die Radialunabhingigkeit der Phasenverteilung in den SV40-3T3-Sphédroiden muB deshalb
als Folge einer gleichméiBigen Verlingerung aller Zyklusphasen mit zunehmender Tiefe im
Sphéroid interpretiert werden, wodurch sich das Phasenverhéltnis nicht dndert.

In der Existenz von S-Phasezellen im Innern der SV40-3T3-Sphiroide konnte eine "Prolifera-
tionsbereitschaft" zum Ausdruck kommen, die erklidren konnte, daB die inneren Zellen auf
eine Behandlung mit den cAMP- bzw. Kommunikationsstimulatoren Forskolin und db-cAMP,
wie in weiteren Experimenten beobachtet, mit einer Aktivierung der Proliferation reagieren,
die bei den L-Sphiroiden nicht beobachtet wurde.

Ein besonders zu betonendes Ergebnis dieser Arbeit ist die Beobachtung, daB eine Abhingig-
keit wichtiger zelluldrer Eigenschaften von der Zellkommunikation nur in Sphiroiden zum
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Ausdruck kommt. Die physiologische und regulatorische Wirkung der Gap Junctions scheint
an die Existenz eines dreidimensionalen Zellverbandes gebunden zu sein, wodurch sie bei bis-
herigen Untersuchungen an Monolayer-Kulturen weitgehend verborgen blieb.
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VI. Anhang

- 81 -




VI.1. Sphiroide
VI.1.1. Aufbau und Gewinnung von multizelluldren Sphéroiden

Multizellulére Sphéroide sind Zellaggregate, in denen die Zellen im Gegensatz zur Einschicht-
kultur einen dreidimensionalen Zellverband aufbauen. Die zumeist kugelformigen Gebilde
enthalten nur "Biomasse" und sind frei von kiinstlichem Stiitzmatrial wie z. B. "Micro-
beads". Diese Kulturform entspricht auf Grund der rdumlichen Anordnung der Zellen eher ei-
nem natiirlichen Gewebeverband als der konventionelle Monolayer. Sphéroide lassen sich aus
normalen Zellen und Tumorzellen wie auch aus etablierten Zellinien gewinnen (Yuhas et al.,
1977, Haji-Karim und Carlsson, 1978; Briuner und Hiilser, 1990).

Erste Versuche mit sphirischen Aggregaten embryonaler Zellen wurden von Holtfreter (1944)
durchgefiihrt. Er erreichte eine Aggregation der Zellen dadurch, daf er ein Anwachsen der
Zellen an der Kulturschale durch eine Agar-Beschichtung verhinderte. Zur weiteren Kultur
wurden diese Schalen dann leicht bewegt, um Wechselwirkungen von Zellen und Substrat zu
verhindern (Holtfreter, 1947). Weiterentwickelt wurde diese Methode von Moscona (1952
+1961), der sowohl die Aggregationsphase der Zellen als auch die weitere Kultivierung in
Erlenmeyerkolben auf einem Schiittler durchfiihrte. Bei Anwendung dieser Methode haben
maligne Zellen ein wesentlich hoheres Potential Aggregate zu bilden als normale Zellen (Hal-
pern et al., 1966). Moglicherweise beruht diese Beobachtung auf einer besonderen Eigen-
schaft von Tumorzellen, der sog. anchorage independence (Weichagarwachstum), die auch
zur Klassifizierung der Krebszellen genutzt wird (Mc Alister et al., 1967), Sutherland und sei-
ne Mitarbeiter kultivierten die Zellaggregate in Spinnerflaschen und prigten auf Grund ihrer
nahezu perfekten sphirischen Form den Ausdruck "multizelluldre Sphéroide" (Sutherland et
al., 1971).

Die Gewinnung und Kultivierung von SPH ist abhdngig von der Zellart und den beabsichtig-
ten Experimenten. Am meisten angewendet werden die "liquid overlay" Kultur (agarbeschich-
tete Petrischalen iiberschichtet mit Zellkulturmedium) und die Kultivierung in Spinner-
flaschen. Oft werden diese beiden Techniken auch kombiniert: Aggregationsphase der SPH
auf agarbeschichteten Petrischalen und weitere Kultivierung in Spinnerflaschen (siche Material
und Methoden). Ist es erforderlich, einzelne SPH i{iber einen lingeren Zeitraum hinaus zu
beobachten, so werden diese in kleinen Petrischalen in "liquid overlay" Technik kultiviert
(Yuhas et al., 1977; Haji-Karim und Carlsson, 1978; Conger und Ziskin, 1983; Carlsson und
Yuhas, 1984). Werden SPH in groBerer Menge und moglichst einheitlicher GroBe benotigt,
ist die Kultivierung in Spinnerflaschen besser geeignet (Sutherland und Durand 1976+ 1984;
Erlichman und Vidgen, 1984; Acker et al., 1984). In Spinnerflaschen ist auch eine bessere
Kontrolle der Wachstumsbedingungen, insbesondere der Sauerstoffversorgung, gewahrleistet
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(Franko et al., 1984),

VI.1.2. Sphiroide als in vitro Tumormodell

Sphiroide werden iiber ihre Oberfliche mit Sauerstoff und Nihrstoffen aus dem Kultur-
medium versorgt, die durch Diffusion in den Zellverband eindringen. Die Zellen in den
duBeren Schichten der SPH, die optimal versorgt sind, zeigen im Gegensatz zu den inneren
Zellen eine hohe Proliferationsaktivitit. Die detaillierte Erforschung dieses radialen Wachs-
tumsprofils ist Gegenstand der vorliegenden Arbeit. Erreichen die Aggregate einen be-
stimmten Durchmesser, kann ein Mangel an Sauerstoff, Glucose und anderen Substraten
auftreten; es kommt zur Ausbildung von radialen Gradienten im Sauerstoffpartialdruck, der
Glucosekonzentration und des pH-Wertes (Carlsson und Acker, 1988). Diese Mangel-
erscheinungen, wie auch die Anhiufung toxischer Stoffwechselprodukte, kénnen zu Zelltod
und Nekrose im Zentrum der Sphiroide fithren (zur Ubersicht siche Miiller-Klieser, 1987 und
Sutherland, 1988). Der Abstand von der SPH-Oberfliche bis zur Tiefe, wo Nekrosen
beobachtet werden, ist abhéngig von Zelltyp und Kulturart und liegt zwischen 25 und 400 um
(Haji-Karim und Carlsson, 1978; Carlsson und Acker, 1988). Bei geniigend langer Kultur-
dauer konnen Sphéroide Durchmesser von 1 bis 4 mm erreichen (Sweigert und Alpen, 1986;
Mueller-Klieser, 1987).

Der Proliferationsgradient eines Sphéroids entspricht etwa dem von Mikrometastasen und in-
tervaskulidren Mikroregionen gréflerer Tumore (Sutherland, 1988): wenige Zellagen neben
den Blutgefifien teilen sich die Zellen exponentiell; mit zunehmendem Abstand von der Quel-
le fiir Sauerstoff, Néihrstoffe und Wachstumsfaktoren nimmt die Wachstumsrate ab, bis sich
die Zellen nicht mehr teilen und auch nekrotische Bereiche zu beobachten sind. Dadurch ent-
steht liber diese Distanz sowohl im Tumor als auch in den Sphéroiden ein typisches Mikro-
milieu, das zu einer Heterogenitiit der Zellen und ihrer Umgebung fiihrt. Aufgrund dieser
Eigenschaften werden die Sphiroide zunehmend als in vitro Tumormodell in der Forschung
eingesetzt (Sutherland et al., 1971; Sutherland und Durand, 1976).

Auch in der experimentellen Tumortherapie hat sich das Spharoidmodell durchgesetzt. Durch
seine proliferationskinetischen Besonderheiten eignet es sich zum Test cytostatisch wirkender
Agenzien, wobei auch Aussagen iiber deren Penetrationsvermégen gemacht werden konnen
(Sutherland, 1986+1988; Nederman et al., 1981; Ehrlichman und Vidgen, 1984; Carlsson
und Nederman, 1989; Schwachéfer, 1990 zur Ubersicht siche Miiller-Klieser, 1987). Auch
als strahlentherapeutisches Testmodell werden Sphiroide hiufig eingesetzt. Hierbei richtet
sich der Augenmerk besonders auf das Verhalten der hypoxischen und deshalb strah-
lenresistenten Tumorzellen, die in groBeren Sphiroiden zu finden sind (Durand und Suther-
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land, 1972; Dertinger und Hiilser, 1981; Dertinger et al., 1983; Hinz und Dertinger, 1983;
Anderer et al., 1990; Knedlitschek et al., 1990; zur Ubersicht siche Miiller-Klieser, 1987 und
Schwachéfer, 1990). SchlieBlich wird auch die Wirkung anderer Therapiemodalititen an
Sphéroiden simuliert wie Hyperthermie oder Kombinationsbehandlungen (Liicke-Huhle und
Dertinger, 1977; Sutherland et al., 1987; Sutherland, 1988; Carlsson und Nederman, 1989;
zur Ubersicht sieche Miiller-Klieser, 1987).

VI.1.3. Sphéroide zum Studium von Invasion und Metastasierung

Zum Studium der Invasion von Tumorzellen in normales Wirtsgewebe wurden verschiedene
in vitro Modelle entwickelt, wobei oft Primérkulturen embryonaler Zellen als Wirt fiir
Tumorzellen dienten (zur Ubersicht sieche Mareel, 1980). Um nun die Vorteile von in vitro
Experimenten mit dem Aufbau und der Gestalt eines in vivo Tumors zu verbinden, wurden
schon bald Gewebeexplantate und Sphiroide auf diesem Forschungsgebiet eingesetzt. Da-
browska-Piaskowska (1959) beobachtete die Invasion von Tumorzellen in Muskelfragmente
der Maus. Schleich (1973) verdeutlicht mit seinen Untersuchungen zur Konfrontation von
normalem Gewebe mit Tumorzellen die Vorteile von SPH gegeniiber Einzelzellsuspensionen
bei der Invasion,

Mareel und seine Mitarbeiter (1979) entwickelten einen 'in vitro Invasionsassay' bei dem sie
vorkultivierte Fragmente embryonaler Hithnerherzen mit Tumorsphdroiden konfrontierten. Sie
zeigten dabei, da 3-dimensionale Kulturen notwendig sind, um die invasive Kapazitit von
Tumoren aufrechtzuerhalten, da keine Invasion zu beobachten war, wenn Tumorzellen in Sus-
pension auf einen Monolayer der Herzzellen aufgebracht wurden. Vergleichende Unter-
suchungen hierzu zeigen eine direkte Korrelation zwischen der Invasion in vitro und der
Bildung invasiver Tumoren in vivo nach Implantation von Tumorzellen in syngeneische Méu-
se (de Rieder und Laerum, 1981).

Briuner und Hiilser (1990) untersuchten den Zusammenhang von Tumorzellinvasion und
Kommunikation liber Gap Junctions, indem sie vorkultivierte Herzfragmente (s. Mareel et al.,
1979) mit SPH aus Tumorzellinien mit unterschiedlichem Kopplungsvermdgen konfrontier-
ten. Sie beobachteten dabei, dal weder Migration noch Proliferation der Zellen einen Einfluf
auf den invasiven Vorgang haben. Nur Tumorzellen, die die Fihigkeit haben, mit ihren
Wirtszellen iiber Gap Junctions zu kommunizieren, konnten aktiv in die "Herz-Zell-SPH"
eindringen.
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Auch in Untersuchungen zur Bildung von Metastasen werden SPH eingesetzt. Umbreit und
Erbe (1979) untersuchten das Ablésen von Zellen von Tumorspharoiden und das Anheften
dieser Zellen an Aggregate aus Hamsterfibroblasten, wobei die Trennung homologer Zellen
und die Verbindung heterologer Zellen eine fiir Krebszellen spezifische Eigenschaft zu sein
scheint. MacDonald und Sordat (1980) implantierten Tumorsphéroide an verschiedenen Stel-
len in Maiusen und konnten daraufhin die Entwicklung verschiedener Metastasentypen
beobachten. Landry et al. (1981) zeigten an EMT6/Ro-SPH in vitro, da§ "cell-shedding", das
Ablosen der Zellen von der SPH-Oberfliche, wahrscheinlich der erste Schritt in der metasta-
sierenden Ausbreitung von Tumorzellen ist. Nach Implantation dieser SPH in die Peritoneal-
héhle von Mdusen erzeugten die von der SPH-Oberfliche abgespaltenen Zellen sekundire
Tumoren in der Bauchhéhle der Tiere.

VI.1.4. Sphiroide zum Studium der Tumor-Wirt-Wechselwirkung

Multizelluldre SPH sind ein gutes Modell zum Studium der Wirtsimmunitdt gegeniiber soliden
Tumoren. Hierzu werden die SPH in die Peritonealhdhle von normalen oder immundefizien-
ten Méusen implantiert, nach unterschiedlichen Zeitintervallen wieder entnommen und auf die
Infiltration von Wirtszellen und die Zerstorung des Tumorgewebes hin untersucht, wobei so-
gar eine quantitative Bestimmung dieser beiden Parameter moglich ist: die Zellen der SPH
konnen durch mildes Trypsinieren in eine Einzelzellsuspension tiberfiihrt werden und alle dar-
in enthaltenen Zellen kénnen ohne Verlust der Vitalitit gewonnen werden. Das SPH-Modell
hat somit grofie Vorteile gegeniliber anderen Modellen. Beim Benutzen der "Schwamm-
Matrix" (ein mit Fibroblasten infiltrierter Celluloseschwamm wird implantiert) kénnen nur die
infiltrierenden Wirtszellen gewonnen werden und es kann keine Wirkung auf das Implantat
selbst beobachtet werden. Aus Gewebetransplantaten kdnnen nur qualitative Schatzungen iiber
die Zerstorung des Tumorgewebes gewonnen werden (Mac Donald und Sordat, 1980; Lord et
al., 1980; Lord und Nardella, 1980; Wilson und Lord, 1987).

VI.1.5. Zell-Zell Kontakte in Sphiiroiden

Die Zellen im Sphdroidverband sind durch extrazellulire Matrix (Nederman et al., 1984;
Landry et al., 1985; Mulcahy et al., 1985; Kawata et al., 1991), Zellfortsitze und eine
Vielzahl von Zell-Zell-Verbindungen (Desmosomen, Tight Junctions und Gap Junctions)
miteinander verbunden (Sutherland et al., 1971; Sutherland und Durand, 1976; Briuner und
Hiilser, 1990; Knuechel et al., 1990; Bridges et al., 1991).
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Extrazelluldire Matrix (ECM) wird in vivo von den Zellen in die Umgebung abgegeben und
dient als amorphe Grundsubstanz der Gewebe. Sie ist wichtig bei der Morphogenese (Toole,
1976; Ekblom et al., 1980; Kawata et al., 1991), Differenzierung und Proliferation von
Zellen (Gospodarowicz et al., 1978; Loring et al., 1982; Grover et al., 1983). Bestandteile
der ECM wie Fibronektin, Laminin, Collagen und Glycosaminoglycane wurden in SPH
verschiedener Tumorzellinien nachgewiesen; zwischen Zellen im ML werden diese
Materialien nicht abgelagert (Nederman et al., 1984).

Gap Junctions sind auf Grund ihrer Eigenschaften von besonderem Interesse (Sutherland,
1988): sie spielen wahrscheinlich eine regulatorische Rolle in der Embryonalentwicklung, in
Wachstum und Differenzierung (siche Anhang VI.2. "Gap Junctions"). Hiilser und Briimmer
(1982) konnten in SPH sogar Unterschiede in der Zell-Zell-Kommunikation in Abhédngigkeit
vom Alter der SPH messen und fiihrten dies auf eine stufenweise erfolgte Schliefung der Gap
Junction Poren zuriick. Die vorliegende Arbeit befafit sich mit ihrer Rolle bei der Regulation
der Zellproliferation.

VI.1.6. Zelldifferenzierung in Tumorzell-Sphiiroiden

Ein besonderes Merkmal der Sphiroide ist die Induktion morphologischer und funktioneller
Zelldifferenzierung. Schon Mc Allister und seine Mitarbeiter (1967) fanden eine ausge-
sprochene Ahnlichkeit zwischen den cytologischen Merkmalen von priméren Tumoren, den
entsprechenden Kolonien in Soft-Agar und den Tumoren, die durch Implantation kultivierter
Zellen induziert wurden. Dies wurde an weiteren Tumorsystemen bestétigt (Yuhas et al.,
1977; Erlichman und Vidgen, 1984; Rofstad und Sutherland, 1989; Knuechel et al., 1990).
Die folgenden Beispiele sollen eine Vorstellung von den in Sphiroiden beobachteten Differen-
zierungsprozessen geben.

Sphiroide menschlicher Darm-Adenocarcinomzellen entwickeln pseudoglanduldre Strukturen
im Bereich der ruhenden Zellen der vitalen Randschicht wie sie Tumoren in vivo zeigen. Sie
produzieren acht mal mehr carcinoembryogenes Antigen als ML und zeigen betréchtliche Un-
terschiede in der Sauerstoffversorgung innerhalb eines Sphiroids (Sutherland, 1988). Acker
und seine Mitarbeiter (1990) konnten eine weitere funktionelle Differenzierung von SPH einer
Darm-Carcinom-Zellinie beobachten: sie untersuchten die Produktion angiogener Faktoren
durch Tumorzellen und beobachteten, daB SPH die Zellteilung von Endothelzellen von
Blutgefdfien in weit groferem MaBstab stimulieren als ML, Donaldson und seine Mitarbeiter
(1990) beobachteten in SPH einer Prostata-Carcinom-Zellinie ebenfalls das typische
Adenocarcinombild und untersuchten die fiir diese Zellen typische p40-Antigen Expression in
Abhéngigkeit von der Lokalisation der Zellen im SPH. In den dufieren Zellen entsprach die
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p40-Aktivitit den ML-Zellen, in Richtung SPH-Mitte war ein 2-facher Anstieg zu
beobachten. Eine Gradientenbildung wurde auch in der metabolischen Aktivitit der Zellen
festgestellt: auBen im SPH sind metabolisch aktive Zellen, innen im SPH sind die Zellen
metabolisch inaktiv.

Grover und seine Mitarbeiter (1983) konnten die Ausbildung eines Epithels in den &ufBeren
Schichten von embryonalen Carcinomzell-SPH beobachten und dabei sechs Stadien unter-
scheiden: Aggregation, Proliferation, Differenzierung, Organisation (Ausbildung einer Basal-
membran), Reifung und Sekretion von Alphafdtoprotein. Dabei konnen die Zellen der
duferen Schicht des 3-dimensionalen Zellverbandes nicht als unabhéngige Zellinie, die Alpha-
fotoprotein synthetisiert, isoliert werden. Diesen Differenzierungsgrad behalten die Zellen nur
im Kontakt mit den inneren, wenig differenzierten Zellen.

Karbach et al. (1991) beobachteten in SPH eines chemisch induzierten Rattenmyosarkoms die
Ausbildung von Myotuben in tiefer liegenden Schichten der SPH. Verbunden mit dieser mor-
phologischen Differenzierung ist eine Reduktion der Proliferation der Tumorzellen.

VI.1.7. Differenzierung in Sphiroiden aus normalen Zellen

Auch aus Zellen, die frisch aus einem Tier isoliert wurden, lassen sich SPH gewinnen und
verschiedene Merkmale des in vivo-Gewebes feststellen. Zellaggregate aus verschiedenen em-
bryonalen Gewebeanlagen von Hiihnchen und Maus differenzieren entsprechend dem in vivo-
Gewebe und zeigen die dafiir typischen morphologischen Strukturen. Die zelluldre Differen-
zierung fotaler Hirnzellen in SPH-Kultur zeigt einen dhnlichen Zeitverlauf in ihrer Entwick-
lung wie das zentrale Nervensystem der Ratte in vivo (Trapp et al., 1979; Matthieu et al.,
1981). Die einfache Handhabung und die Moglichkeit zur Gewinnung ausreichender SPH-
Mengen fiir biochemische und morphologische Analysen erschlossen neue Moglichkeiten in
der Entwicklungsbiologie.

Normale Zellen aus adultem, differenziertem Gewebe konnen in ihrem differenzierten und ak-
tiv funktionierenden Zustand iiber Wochen als SPH kultiviert werden (Schilddriisenzellen-
SPH - Lissitzky et al., 1971; SPH aus Inselzellen des Pankreas - Ono et al., 1979; Hepatocy-
ten-SPH - Landry et al., 1985 + Walser et al., 1991; SPH aus Epithelzellen der Atmungswe-
ge der Nase - Bridges et al., 1991).
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VI1.2. Gap Junctions
VI1.2.1. Einleitung

Gap Junctions (GJ) sind Triger der direkten Zell-Zell-Kommunikation und sind in den mei-
sten Geweben der verschiedensten Tierstimme zu finden. Nur in einigen enddifferenzierten
Zellen (Skelettmuskel, zirkulierende Blutzellen, einige Nervenzellen) sind sie nicht mehr vor-
handen (Griepp und Revel, 1977; Pitts, 1990). Tierische Zellen verschiedenster Arten bilden
auch in Kultur funktionierende Gap Junctions aus (Lawrence et al., 1978; Flagg-Newton et
al., 1981; Dertinger und Hiilser, 1984; Traub et al., 1987; Lasater et al., 1987; Santos und
Rojas, 1987; Briimmer, 1988).

Ihren Namen erhielten diese Junctions nach der Sichtbarmachung auf elektronenmikroskopi-
schen Bildern von Diinnschnitten von Herz- und Leberpripaten, wo ein deutlicher Spalt
(engl.: gap) zwischen benachbarten Zellmembranen zu erkennen war (Revel und Karnovsky,
1967). An Tangentialschnitten im Bereich von Gap Junctions konnten die Autoren hexagonal
gepackte Strukturen erkennen. Weiteren Einblick in den Aufbau und die Struktur der Gap
Junctions lieferten unterschiedliche Fixierungs- und Férbetechniken bei Diinnschnitten (Zam-
pighi und Simon, 1985; Page und Manjunath, 1985; Hanna et al., 1985; Miller und Good-
enough, 1986) sowie Gefrierbruchpriparationen (Hanna et al., 1985; Miller und
Goodenough, 1985+ 1986). Eine exakte Analyse der Struktur wurde durch die Isolation von
Gap Junctions erreicht, die auf der Detergenz- und Alkaliresistenz dieser Membranstrukturen
beruht (Hertzberg, 1984). Sie ermdglichte Rontgenstrukturanalysen (Makowski et al., 1977,
Makowski, 1985) und die Auswertung von Elektronenbeugungsbildern (Unwin und
Zampighi, 1980; Zampighi und Simon, 1985).

VI1.2.2. Struktur der Gap Junctions

Gap Junctions sind Membranbereiche, in denen sich eine Anhdufung von Proteinkanilen be-
findet, die das Cytoplasma benachbarter Zellen direkt verbinden. Dabei wird von jeder Zelle
ein Halbkanal (Connexon; lat.: conexio = Verkniipfung) aus sechs Proteinen (Connexine) ge-
bildet. Diese sechs Untereinheiten sind symmetrisch im Phospholipid-Bilayer der Zellmem-
bran angeordnet (Abb. 1). Jedes dieser Connexine hat einen cytoplasmatischen, einen trans-
membranen und einen extrazelluldren Anteil. Die extrazelluliren Bereiche der Connexone
zweier Zellen lagern sich zusammen und ermdglichen somit die Ausbildung eines trans-
membranen Kanals, wobei der charakteristische Abstand ("gap") von 2-3 nm zwischen den
Zellmembranen erhalten bleibt.
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Die genauen Abmessungen der Kénale sind abhingig von Gewebe, Isolierung und Fixierung.
Ein Connexon hat 6,5-8,5 nm Durchmesser, eine Linge von 7,5 nm und die Entfernung von -
Mittelpunkt zu Mittelpunkt der Connexone betrigt 8-10 nm. Der Porendurchmesser von 1,5 -
2 nm begrenzt die Auswahl der iiber Gap Junctions austauschbaren Molekiile: nur Ionen und
Molekiile mit einer Grofe bis zu 1500 Dalton (anorganische Ionen, Zucker, Aminosduren,
kleine Peptide, Nukleotide, Vitamine) konnen die interzelluldren Kanéle passieren, Makromo-
lekille wie Proteine, Nukleinsduren und Polysaccaride konnen nicht ausgetauscht werden
(Bennett et al., 1981; Pitts et al., 1985; Green, 1988; Ubersicht bei Dermietzel et al., 1990).
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Struktur von Gap Junctions {aus Makowski et al., 1977).

Die Porenweite der Connexone ist variabel und der Mechanismus zur Regulation ist eine viel-
diskutierte Fragestellung. Moglich wire ein koordiniertes Gleiten und Kippen der Connexine
(Unwin und Zampighi, 1980; Unwin und Ennis, 1984; Zampighi und Simon, 1985). Eine
weitere Kontrollmoglichkeit wire eine "Gating Domain" auf der cytoplasmatischen Seite der
Gap Junctions. Durch lokale Bewegung (Rotation) eines Proteins (6 Untereinheiten mit 1 -
1,5 KD) kénnte die Permeabilitdt des Kanals kontrolliert werden (Makowski, 1985). Auch
andere Mechanismen, wie z. B. die Anordnung der einzelnen Connexone im GJ-Areal,
werden diskutiert (Miller und Goodenough, 1985; Schmitz und Wolburg, 1991; zur Ubersicht
sieche Hanna et al., 1985).
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V1.2.3. Physiologische Funktionen der Gap Junctions

Der Kanaldurchmesser der GJ ermdglicht sowohl eine elektrische als auch eine metabolische
Kopplung der Zellen. In erregbarem Gewebe besteht die Aufgabe der GJ in der Weiterleitung
von Ionen; sie sind somit wichtig fiir die schnelle Ausbreitung von Impulsen (Nervenzellen)
und die Synchronisation gekoppelter Elemente (Herzmuskel). In nicht-erregbarem Gewebe
besteht durch das Netz der GJ ein Transportsystem, das den Austausch verschiedenster Meta-
bolite und Signalstoffe ermdglicht und somit eine Gewebehomgostase, d. h. eine Gleichschal-
tung der Zellen erméglicht (Hertzberg, 1985; Spray und Bennett, 1985; Green, 1988). Als
Beispiel fiir eine metabolische Kopplung sei hier die Augenlinse von Vertebraten erwahnt. Sie
ist relativ groff und nicht vaskularisiert. Hier konnten iliber GJ Néhrstoffe ins Linseninnere
und Abfallprodukte des Stoffwechsels nach aufien in die Epithelschicht transportiert werden
(Revel und Yancey, 1985).

Ein Beispiel fiir ionische und metabolische Kopplung {iber GJ sind die Studien von Lawrence
et al. (1978). In Kokulturen von Granulosazellen (Ratte) und Herzzellen (Maus) kann parallel
zur Ausbildung von GJ eine "Kreuz-Stimulation" der Zellen beobachtet werden. Granulosa-
zellen antworten auf FSH (Folikel-stimulierendes Hormon) mit der Produktion des Plasmino-
genaktivators. Herzzellen, die keinen Rezeptor fiir dieses Hormon haben, erhéhen ihre
Schlagfrequenz nach Zugabe von FSH, wenn GJ zwischen den verschiedenen Zelltypen aus-
gebildet werden. Umgekehrt erh6ht die Zugabe von Adrenalin (stimuliert nur Herzzellen) die
Menge an Plasminogenaktivator in Granulosazellen. Als mdgliches "Kommunikationsmole-
kiil" wird der GJ-permeable second messenger cAMP diskutiert. Sind zwei Herzzellen iiber
eine Granulosazelle gekoppelt, so wird ihr Schlag synchronisiert, was auf den Transfer von
Ionen zwischen den getrennten Herzmuskelzellen hinweist.

VI.2.4. Messung der Zell-Zell-Kommunikation iiber Gap Junctions

Die elektrische und metabolische Kopplung der Zellen iiber GJ ermdglicht die Ergdnzung der
elektronenmikroskopischen Untersuchungen durch physiologische Messungen (Spray und
Bennett, 1985; Green, 1988; siehe auch II.7.). Die Messung der elektrischen Kopplung er-
folgt mit Hilfe der Mikroelektrodentechnik (Dertinger und Hiilser, 1984). Der interzelluldre
Transfer von Farbstoffen mit entsprechend geringem Molekulargewicht, wie z. B. Lucifer
Yellow, kann direkt beobachtet werden (Farbstoffkopplung; Briimmer, 1988) oder es wird die
Weiterleitung radioaktiv markierter Metabolite verfolgt (Autoradiographie; Pitts et al., 1985).
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VI.2.5. Biochemische und molekularbiologische Charakterisierung der Gap Junc-
tion-Proteine

Die Isolierung von Gap Junctions aus verschiedenen Geweben und anschlieBende Gelelektro-
phorese der Proteine (SDS-PAGE) ermoglichte die Bestimmung des relativen Molekular-
gewichtes der Gap Junction Proteine. Zur Zeit umfafit die Connexin-Familie Proteine mit
relativen MGs von 16 KD bis 70 KD. Hierbei ergaben sich nicht nur deutliche Unterschiede
zwischen verschiedenen Geweben sondern auch innerhalb eines Gewebes wurden verschiedene
GI-Proteine gefunden (zur Ubersicht siehe Revel et al., 1985; Beyer et al., 1990 und Der-
mietzel et al., 1990). Am besten untersucht sind die Gap Junctions in Leber, Herz und
Augenlinse.

Die biochemische Analyse der Leber-GJ gibt Hinweise auf zwei Haupt-GJ-Proteine unter-
schiedlicher Grofe: 26-28 KD und 21 KD (Page und Manjunath, 1985; Hertzberg, 1985;
Traub et al., 1982+1987; Nicholson und Zhang, 1988). Der Anteil des 21 KD-Proteins an
der GJ-Fraktion ist artspezifisch. In der Ratte sind es etwa 10%, in der Maus 35-50% der iso-
lierten Gap Junctions (Revel et al., 1986; Nicholson und Zhang, 1988; Traub et al., 1989).
Die Proteine sind gemeinsam in einem GJ-Plaque zu finden, wobei noch nicht eindeutig ge-
kldrt ist, ob die Connexone aus Homopolymeren (Nicholson et al., 1987) oder Heteropolyme-
ren (Traub et al., 1989) bestehen. Das 27 KD-Protein ist auch in vielen anderen Geweben der
Ratte (Bauchspeicheldriise, Niere Magen, Hirn) identifiziert worden (Hertzberg, 1985).

Aus Herz-GJ wurden lange Zeit nur Proteine mit 43-47 KD (Page und Manjunath, 1985; Re-
vel et al., 1986; Yancey et al., 1989) isoliert. Verbesserte Isolationstechniken bei niedriger
Temperatur ermoglichten auch hier das Auffinden eines zweiten GJ-Proteins mit 70 KD
(Harfst et al., 1990). Beide Proteine sind Bestandteile der GJ von Herzmuskelzellen, ob sie
jedoch gemeinsam innerhalb eines GJ-Plaques vorkommen, ist noch nicht geklart.

Aus den Faserzellen der Augenlinse wurden ebenfalls mehrere GJ-Proteine isoliert, von denen
das MIP26 (main intrinsic protein - rel. MG: 26 KD) und das MP70 (membrane protein - rel.
MG: 70KD) mit seinem in vivo Proteolyseprodukt MP38 am haufigsten diskutiert werden
(Gorin et al., 1984; Kistler et al., 1985+ 1988; Revel et al., 1986).

Durch partielle Sequenzierung dieser GJ-Proteine aus Leber, Herz und Augenlinse wurde eine
Homologie zwischen allen Connexinen mit Ausnahme von MIP26 festgestellt (Dermietzel et
al., 1990). MIP26 ist linsenspezifisch. Bei einem von Finbow et al. (1983, 1985, 1990) be-
schriebenen 16 KD GJ-Protein, das in verschiedenen Geweben unterschiedlicher Tierspecies
und auch in Zellkulturen gefunden wird und keinerlei Homologie zu anderen Connexinen auf-
weist, handelt es sich méglicherweise nicht um ein "echtes" GJ-Protein.
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Die biochemischen Unterschiede zwischen den einzelnen Gap Junction-Typen spiegeln sich
auf struktureller und/oder physiologischer Ebene wieder. Elektronenmikroskopische Aufnah-
men isolierter Gap Junction-Bereiche von Leber und Herz zeigen bereits deutliche Unterschie-
de: auf der cytoplasmatischen Seite von Herz-GJ sind "faserige Proteinteile” zu erkennen,
wihrend Leber-GJ eine glatte Plasmamembran im Bereich von Gap Junctions zeigen. Auf Bil-
dern von Gefrierbruchpriparationen ist dieses strukturelle Unterscheidungsmerkmal durch
eine partikulidre (Herz) bzw. eine glatte (Leber) cytoplasmatische Oberfliche zu erkennen
(Page und Manjunath, 1985; Revel et al., 1986). In der Augenlinse sind zwei morphologisch
unterschiedliche Gap Junction-Typen auch physiologisch zu unterscheiden: GJ zwischen
Epithelzellen (homotypische GJ) zeigen eng gepackte Connexone und reversible Entkopplung
bei Erniedrigung des pH-Wertes; GJ zwischen Epithelzellen und Faserzellen (heterotypische
GJ) bzw. zwischen Faserzellen enthalten eine zufallsmédBigere Verteilung der Connexone und
koppeln auch nach Erniedrigung des pH-Wertes (Miller und Goodenough, 1986).

Die Klonierung und Sequenzierung der cDNAs vieler GJ-Proteine (Paul, 1986; Kumar und
Gilula, 1986; Heynkes et al., 1986) ermoglichte die Aufkldrung der vollstindigen Aminoséu-
resequenzen (AS) und anhand dieser Daten die Berechnung der tatsichlichen Molekular-
gewichte. Eine Liste der sich zur Zeit stindig erweiternden Familie der Connexine ist in der
folgenden Tabelle aufgefiihrt (Gorin et al,, 1984; Kistler et al., 1988; Nicholson und Zhang,
1988; Dermietzel et al., 1990; Beyer et al., 1990).

Molekulargewicht [KD]
GJ-Quelle nach SDS-PAGE nach vollst. % der homologen
Sequenzierung Aminosduren

Leber (Ratte) 26-28 Connexin32

21 Connexin26 63% zu Con32
Herz (Ratte) 43-47 Connexind3 43% zu Con32
Augenlinse MIP26 Connexin28 keine!

MP70/MP38 ? Connexin46 zu Con32+43
Leber (Xenopus) Connexin30 71% zu Con32
Oocyten und Embryos Connexin38 40% zu Con32
(Xenopus)

Tab. 1: Molekulargewichte der verschiedenen Connexine und Homologie der Aminoséuren,
In Ergdnzung zur Primérstruktur der Connexine ermdglichten Hydropathie-Plots (Paul, 1986;

Nicholson und Zhang, 1988) und Proteolysestudien in Zusammenhang mit Immuncytochemie
(Zimmer et al., 1987, Hertzberg et al., 1988; Yancey et al., 1989) die Konstruktion eines to-
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pologischen Modells zur Anordnung der Polypeptide in der Zellmembran (Abb. 2). Alle bis-
her sequenzierten Connexine (mit Ausnahme von MIP26) haben vier hydrophobe, transmem-
brane Dominen, die durch hydrophile Bereiche getrennt sind; N- und C-terminales Ende
sowie eine weitere Untereinheit sind auf der cytoplasmatischen Seite lokalisiert. Die Unterein-
heiten der verschiedenen Connexine unterscheiden sich, mit Ausnahme vom Aminoende,
deutlich sowohl in der Linge als auch in der Sequenz. Diese Unterschiede dienen mdglicher-
weise zur Regulation der GJ in unterschiedlichen Geweben (Dahl et al., 1987; Werner et al.,
1991) oder ermoglichen eine physiologische Kontrolle der Porendffnungsweite verschiedener
Connexine innerhalb eines Gewebeverbandes (Traub et al., 1989). Die beiden extrazelluldaren
"loops" haben sich im Verlauf der Phylogenese kaum verandert. Sie zeigen eine starke Homo-
logie in der Aminosduresequenz (ca. 90%) zwischen den verschiedenen Connexinen und
ermdglichen so eine heterologe Interaktion von Connexonen verschiedener Proteine (zur
Ubersicht siehe Hertzberg, 1985; Dermietzel et al., 1990 und Beyer et al., 1990). MIP26 hat
im Gegensatz zu den meisten GJ-Proteinen wahrscheinlich sechs transmembrane Bereiche
(Gorin et al., 1984; Revel und Yancey, 1985; Revel et al., 1986), wobei jeweils vier Proteine
ein Connexon aufbauen (Ehring et al., 1990).
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Abb. 2: Topologisches Modeli der molekularen Anordnung eines einzelnen Connexons. Die vier
transmembranen Connexin-Doménen sind mit A-D bezeichnet. Die AS-Uberginge von der hydrophi-
len extramembranen Doméne zur hydrophoben Doméne sind numeriert. Der untere Teil des Bildes

zeigt die hypothetische Struktur eines Connexon-Halbkanals im Querschnitt (aus Dermietzel, 1990).




VI.2.6. Antikorper gegen Gap Junction-Proteine

Verbesserte Isolationstechniken der GJ-Proteine ermdglichten den Zugriff auf groéBere Pro-
teinmengen und somit die Gewinnung von Antikdrpern gegen das 21 KD- und 27 KD-Leber-
GJ-Protein (Traub et al, 1982; Hertzberg, 1985), gegen das MP70 der Augenlinse (Kistler et
al., 1985) sowie gegen das 43 KD-Herz-GJ-Protein (Yancey et al., 1989). Die Verfiigbarkeit
dieser Antikorper ermoglichte die genauere Untersuchung der Rolle der GJ besonders in Be-
zug auf Zellwachstum und Entwicklung (z. B. Warner et al., 1984; Fraser et al., 1987).

In verschiedenen Primirzellkulturen und in etablierten Zellinien hemmt die Injektion von affi-
nititsgereinigten Antikérpern gegen das 27 KD Leber-GJ-Protein sowohl die Farbstoffausbrei-
tung als auch die elektrische Kopplung (Hertzberg und Spray, 1985; Hertzberg et al., 1985;
Briimmer, 1988). Durch die gezielte Unterbrechung der interzelluliren Kommunikation lber
GJ (Farbstoff- und ionische Kopplung) durch Injektion von Antikérpern gegen das 27 KD
Leber-GJ-Protein in eine bestimmte Zelle im 8-Zell-Stadium des Krallenfrosches Xenopus
konnten Warner et al. (1984) charakteristische Abnormalititen auf Grund fehlender Differen-
zierungsprozesse der entsprechenden Zellen in den sich entwickelten Kaulquappen feststellen
(s. auch VI.2.9.).

VI.2.7. Regulation der Permeabilitiit der Gap Junction Kaniile

Der Kommunikationsgrad der Zellen wird durch die Anzahl der Kanile, ihre GroSe, den Off-
nungsgrad und den Zeitraum, in dem sie ge6ffnet sind, bestimmt., Die KanalgroBe ist abhén-
gig vom Connexin-Typ (s. o0.); die drei anderen Faktoren lassen sich auf zwei Arten
regulieren:

(1) Uber die Kurzzeit-Regulation (Sekunden bis Minuten); sie bestimmt den Offnungsgrad
und die Offnungszeit der Kanile ("gating") und beinhaltet alle Mechanismen, die die Mem-
branpermeabilitit direkt am Kanal regulieren. Eine Verringerung der Kanalpermeabilitit kann
bewirkt werden durch eine Erh6éhung der elektrischen Spannung (Furshpan und Potter, 1959;
Spray et al., 1984; Giaume und Korn, 1985; Spray und Bennett, 1985; Campos de Carvalho,
1988), eine (unphysiologische) Erhéhung der Calciumionenkonzentration (Spray et al.,
1984 +1985; Spray und Bennett, 1985; Peracchia, 1987; Zimmer et al., 1987; Campos de
Carvalho, 1988; Spray, 1990) oder eine (ebenfalls unphysiologische) Erniedrigung des pH-
Wertes (Spray et al., 1984 +1985; Campos de Carvalho, 1988; Spray, 1990). Verdnderungen
der Konzentrationen cyclischer Nucleotide konnen ebenfalls die Kanalpermeabilitit dndern
(Lasater und Dowling, 1985; Saez et al., 1986; Lasater, 1987; Traub et al., 1987; De Mello,
1984 +1988; Burt und Spray, 1988; Campos de Carvalho, 1988; Spray, 1990).
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(2) Uber die Langzeit-Regulation (Stunden bis Tage), die die Anzahl der zur Verfiigung ste-
henden Kanile beeinflufit. Hierzu zdhlen Mechanismen, die mit Synthese, Einbau und korrek-
ter Anordnung, sowie Entfernung und Abbau der GJ-Proteine im Zusammenhang stehen. Der
second messenger CAMP wird dabei als ein Hauptregulator von vielen Autoren diskutiert
(Azarnia et al., 1981; Flagg-Newton et al., 1981; Wiener und Loewenstein, 1983; Loewen-
stein, 1985; Cole und Garfield, 1986; Traub et al., 1987; Campos de Carvalho, 1988; Miller
et al., 1988; Spray, 1990). Auch Einfliisse von Adhdsionsmolekiilen (CAMs) oder Kompo-
nenten der Extrazellularmatrix auf die Expression der Connexine bzw. der entsprechenden
mRNA sind hier von Bedeutung (Spray et al., 1987; Watanabe et al., 1987; Mege et al.,
1988).

VI.2.8. Biochemische Entkopplung der Gap Junctions

Eine grofie Anzahl von Stoffen beeinflut die Kopplung von Zellen, wobei groffie Unterschie-
de im Wirkmechanismus bestehen. Die folgende Tabelle enthilt eine Auswahl von Stoffen,
die entkoppelnde Wirkung haben (man bezeichnet sie daher héufig als "Entkoppler") und ihre
in der Literatur diskutierte Wirkungsweise (Mufson et al., 1979; Fitzgerald et al., 1983;
Miyake et al., 1984; Slaga et al., 1980; Jeffrey und Liskamp, 1986; Castagna, 1987; lizuka
et al., 1989; O'Brian und Ward, 1989; Runyan et al., 1990; zur Ubersicht siche Spray und
Bennett, 1985; Briimmer, 1988).

Alle diese Stoffe (siehe nachfolgende Tabelle) beeinflussen auch andere Eigenschaften der

Zelle, wodurch es schwierig ist, einen direkten Zusammenhang der Regulation der GJ zum
untersuchten ProzeB (z. B. Wachstumskontrolle) herzustellen.

-95 -




Entkoppler

Wirkungsweise/ Wirkort

Mezerein

"second-stage" Tumorpromotor

Aktivierung der Proteinkinase C

- Aktivierung der PKA iiber die PKC

- Phosphorylierung des H*/Na*-Carriers durch die PKC
(-> Erniedrigung des pH-Wertes)

Aktivierung der Adenylatcyclase (direkt oder iiber die PKC)

Phorbolester

Tumorpromotoren

Aktivierung der Proteinkinase C (s. Mezerein)

Reduktion der PKC-Aktivitdt nach Aktivierung (Autoregulation)
unspezif. Anlagerung an das GJ-Protein

Reduzierung der funktionsfahigen Kanile

- Internalisierung ganzer GJ-Plaques

- Reduzierte GJ-Bildung

Beeinflussung der Fluiditit der Lipidmolekiile in der Zellmembran
Aktivierung der Nat/K*-ATPase

(-> Erhohung der Na*-Konzentration

-> Erhoéhung der Ca? ™" -Freisetzung aus Mitochondrien)

Retinsiure

Antagonist zu einer Reihe von Tumorpromotoren

direkte Wirkung auf das Kanalprotein ist unwahrscheinlich

indirekte Wirkung iiber Ca®, H* oder cAMP ist unwahrscheinlich
evtl. Einlagerung in die Membran

Chlorpromazin
Trifluoperazin
Calmidazolium

Calmodulin-Antagonisten

Heptanol/Oktanol

- indirekte Wirkung iiber Ca®* oder H™ (intrazelluldrer Wirkort)

- direkte Wirkung auf das Kanalprotein (extrazellulirer Wirkort)

Glutaraldehyd
Formaldehyd

Quervernetzung von Membranproteinen

Tab. 2: Wirkung verschiedener, die interzellulire Kommunikaiton unterbindender Agenzien.
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VIL.2.9. Rolle der Gap Junctions in der Embryonalentwicklung

Die GJ wurden auf Grund ihrer Eigenschaften (passiver Transport von Molekiilen bis 1500 D)
schon bald als mdglicher Weg von Signalstoffen vorgeschlagen, wie sie fiir Zellwachstum,
Ausbildung von Gewebemustern und Differenzierung von Zellen erforderlich sind (zur Uber-
sicht siehe Bennett et al., 1981; Lo, 1985). Die Zell-Zell-Kommunikation ermdglicht jedoch
nicht nur die direkte Weiterleitung solcher Stoffe, sondern auch den Aufbau chemischer Gra-
dienten durch den gezielten Einsatz der GJ, wodurch zu bestimmten Zeiten in der Embryonal-
entwicklung nur zwischen bestimmten Zellen Ionen und Molekiile entsprechender Grofie
ausgetauscht werden konnen. Dies flihrt zu einem rdumlichen Muster verschiedener Zelltypen
durch positionsspezifische Information innerhalb des Embryos (Warner und Lawrence, 1982;
zur Ubersicht siche Caveney, 1985). Fiir die Kompartimentierung und Segmentierung als Fol-
ge einer gezielten Kontrolle der GJ-vermittelten Zellkommunikation gibt es zahlreiche Bei-
spiele (Lo und Gilula, 1979; Warner und Lawrence, 1982; Warner et al., 1984; Fraser et al.,
1987; Winterhager et al., 1988+1991).

VI1.2.10. Rolle der Gap Junctions bei Proliferation und Differenzierung

Aus der Regulation der Zell-Zell-Kommunikation {iber sekundédre Botenstoffe ergibt sich fiir
ein normales Gewebe die Moglichkeit, Zellwachstum, Differenzierung und weitere
Funktionen zu modulieren. Als Beispiel sei hier die Wachstumskontrolle der Haut angefiihrt.
Die Basalzellen der Epidermis zeigen ein kontrolliertes Wachsen und Teilen, das den Verlust
der enddifferenzierten Zellen an der Hautoberfliche ausgleicht. Pitts und Mitarbeiter haben
auf Grund ihrer Untersuchungen (Kam und Pitts, 1988; Pitts, 1990) ein Modell zur Prolifera-
tionskontrolle in der Epidermis vorgeschlagen: in jeder Kommunikationseinheit der Epidermis
diffundieren second messengers, die in der Basalzelle gebildet werden, iiber GJ in die dar-
tiberliegenden differenzierenden Zellen. Erhoht sich die {iber GJ-verbundene Zellzahl, so fallt
die Konzentration des second messengers unter einen Schwellenwert und die Zellteilung wird
gestoppt. Lost sich eine differenzierte Zelle von der Hautoberfliche ab, so kann wieder eine
Zellteilung erfolgen. Diese interzelluldre cytoplasmatische Homdostase einer Proliferations-
einheit auf Grund von GJ fithrt somit zu einer Beeinflussung der durch Wachstumsfaktoren
stimulierten Zellteilung in den Basalzellen durch die Hautdicke.,

VI.2.11. Gap Junctions und Carcinogenese

Stérungen der interzelluliren Kommunikation {iber Gap Junctions werden als eine mogliche
Ursache im mehrstufigen Prozef der malignen Entartung in Betracht gezogen, da bei Krebs-
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zellen verdnderte Eigenschaften der Zell-Zell-Kommunikation im Vergleich zu den entspre-
chenden normalen Zellen festgestellt wurden. Erste Untersuchungen durch Loewenstein und
seine Mitarbeiter (Loewenstein und Kanno, 1966+1967; Loewenstein, 1979) zeigten eine
starke Reduktion oder sogar eine vollstindige Unterbrechung der GJ-vermittelten Zellkommu-
nikation in soliden Tumoren und bei Krebszellen in Kultur. Andere Autoren konnten jedoch
auch an Tumorzellen eine Kopplung iiber GJ nachweisen (Hiilser und Webb, 1973) oder fan-
den Tumore mit unverinderter interzellulirer Kommunikation (Weinstein und Pauli, 1986).
Fiir einen Zusammenhang dieser beiden Faktoren (GJ und Krebs) spricht auch die entkoppeln-
de Wirkung von Tumorpromotoren, wie sie von vielen Autoren beschrieben wird (Murray
und Fitzgerald, 1979; Yotti et al., 1979; Fitzgerald et al., 1983; McKay et al., 1983; Enomo-
to und Yamasaki, 1985; Budunova et al., 1989; Aylsworth et al., 1989). Tatséchlich fiihrt die
Behandlung mit Phorbolestern (Tumorpromotoren der Haut) in Zellen des Chinesischen Ham-
sters (V79) in vitro (Yancey et al., 1982) wie auch in der Epidermis der Maus in vivo (Kalimi
und Sirsat, 1984) zu einer Verringerung der Anzahl von Gap Junctions. Im Einklang mit die-
ser Vorstellung steht auch die Beobachtung, daf eine Behandlung von Ratten mit dem leber-
spezifischen Tumorpromotor Phenobarbital die Menge der mRNA des GJ-Proteins
Connexin32 verringert (Yamasaki, 1990). Dieser hemmende Effekt von Phorbolestern auf die
interzelluldre Kommunikation kann durch Substanzen, die den intrazelluliren cAMP-Gehalt
erhdhen, aufgehoben werden (Gainer und Murray, 1986; Enomoto et al., 1984).

Die Beeinflussung der Zell-Zell-Kommunikation {iber GJ durch Tumorpromotoren und
sekundire Botenstoffe legt eine Verkniipfung mit transmembranen Signalwegen nahe. Diese
"Kommunikationsketten" sind wichtig zur Kontrolle von zelluldirem Wachstum und Differen-
zierung. Viele Bausteine dieser Signalwege kénnen Produkte von Onkogenen sein bzw. durch
solche ersetzt werden. Einige dieser Onkogenprodukte hemmen die Zellkommunikation
gleichzeitig mit einer Wachstumsstimulierung der Zellen (zur Ubersicht siche Trosko et al.,
1990; Yamasaki, 1990).

Ein Zusammenhang zwischen Krebsentstehung und Kopplung der Zellen untereinander scheint
hierdurch wiederum bestitigt zu werden. Von besonderer Bedeutung dabei ist u. U. nicht pri-
mér die Kommunikation der Tumorzellen untereinander, sondern die Kopplung von Krebszel-
len mit den umgebenden normalen Zellen. Diese Hypothese der "selektiven interzelluldren
Kommunikation" (Yamasaki, 1990) wird gestiitzt durch Untersuchungen von Mehta et al.
(1986), die verschiedene transformierte Zellen in Kokultur mit den entsprechenden normalen
Zellen beobachteten. Treten die unterschiedlichen Zellen nicht miteinander iber GJ in Kon-
takt, so ist kein verindertes Wachstumsverhalten festzustellen. Werden heterologe GJ (indu-
ziert durch PKA-Aktivatoren) ausgebildet, so ist eine Wachstumshemmung der
transformierten Zellen zu beobachten, Es wére deshalb denkbar, dal GJ-permeable Faktoren
an der Tumor-Suppression beteiligt sind (zur Ubersicht siche Yamasaki, 1990).
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VI1.3. Tabellen

Tab. 1: Wachstumsverhalten der Sphiroide: Mikroskopisch ermitteite SPH-Durchmesser nach
unterschiedlicher Kulturdauer und die sich daraus berechnende Sphéroidoberfliche (O = d?) bzw.
das Sphiroidvolumen (V = n/6 d°). Die Durchmesserangaben sind die Mittelwerte von 2-4

Versuchen mit jeweils 40 Einzelmessungen = Standardabweichung (s).

a) L-Sphéroide:

Kulturzeit Durchmesser/s Oberflgche Volugen
(Tage] (Hm] (Hm™] (pm™]
4 113 + 1,0 40115 755499
5 e e meemm—— e ——
6 146 t 8,6 66966 1629510
7 155 *16,3 75477 1949816
8 _——— emmmem— et crevemm—e——
9 156 * 3,5 76453 1987799
10 164 +17,17 84496 2309564
11 m——— emeeme— mmemae eeme————
12 195 +13,8 119459 3882419
13 m——— eeeeme eseees seeee——-
14 199 +21,9 124410 4126272

b) SV40-3T3-Sphdroide:

Kulturzeit Durchmesser/s Oberfldche Volumen
[Tage] [pm) [um?] [um?)
1 126 1,0 49876 1047394
2 194 +13,3 118237 3822996
3 210 * 4,5 138544 4849048
4 265 + 4,9 220618 9743976
5 292 +16,5 267865 13036084
6 323 +16,8 327759 17644371
7 346 +65,7 376099 21688370
8 ———— emeeem— eneeeeesmmes e e o -
e 380 t44,6 453646 28730912
10 454 14,4 647532 48996623
11 —_—— mee=— mmee—— e
12 507 = ===-- 807543 68237405
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Tab. 2: Morphologische Parameter von Sphéroiden. Die Werte in Spalte 2 wurden mikroskopisch
ermittelt, die Werte in Spalte 3 wurden nach Trypsinierung der SPH mit Hilfe eines Coulter Coun-
ters gezdhlt. In Spalte 7 ist die Anzahl (n) der SPH pro Experiment aufgefiihrt, Fir n>1 enthélt
Spalte 2 volumengemittelte Durchmesser (®). Zur Berechnung der Werte in den Spalten 4 bis 6

siehe Kapitel Ill.1.4. und die Ergdnzung nach Tab. 3 in diesem Anhang.

a) L-Sphéroide:

Exp. (mittlerer) Zellen effekt. effekt. Zell=- n
Nr. SPH-¢ pro SPH Zellvol. Zell=-¢ dichte
3 5 2

[um] [um™) [(Hm] [1072/em®)
1 400 6000 5585 22,1 3,9 1
2 410 4980 7246 24,0 3,3 1
3 379 2774 10276 26,9 2,6 5
4 460 5023 10146 26,8 2,7 1
5 393 5352 5916 22,4 3,8 10
6 373 4505 6032 22,6 3,7 5
Mittelwerte 7534 24,1 3,3
Standardabweichungen +2149 2,2 +0,6

b) SV40-3T3-Sphéroide:

Exp. (mittlerer) Zellen effekt. effekt. Zell- n
Nr. SPH-¢ pro SPH Zellvol. Zell-¢ dichte
3 5 2
[Hm]) [um™] [um] (107Z/cn®)
1 380 4377 6564 23,2 3,5 1
2 340 4242 4815 21,0 4,3 1
3 333 2731 7080 23,8 3,4 5
4 374 3285 8338 25,2 3,0 5
5 390 4277 7262 24,0 3,3 1
6 410 6872 5251 21,6 4,1 1
7 379 2505 11379 27,9 2,5 10
8 428 4211 9749 26,5 2,7 5
Mittelwerte 7559 24,2 3,4
Standardabweichungen +2203 *2,3 +0,6
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Tab. 3: "Wahre" Zelldurchmesser der Zellen mit zunehmender Tiefe in Sphéaroiden. Die Werte wur-
den nach sequentieller Trypsinierung der SPH mikroskopisch ermittelt. Der Durchmesser (®) der
SPH lag im Bereich von 160-400 ym. {SV40-3T3-SPH: Zahl der ausgemessenen Zellen pro SPH-
Schicht (n) = 25-50; L-SPH: n = 10; Gelistet sind die Mittelwerte + Standardabweichung).

wahrer Zelldurchmesser [um] in

SPH-Schicht SV40-3T3~SPH L—-SPH

1 (auflen) 15,75 + 1,58 18,53 * 2,82
2 14,73 = 1,74 19,87 + 2,20
c 23,33 + 3,03
4 14,24 + 1,95 26,58 * 4,29
5 (innen) 13,74 + 1,82 21,49 * 5,07
Mittelwerte 14,62 +* 0,86 21,96 + 3,14

Aus den wahren Zelldurchmessern berechnen sich die

wahren Zellvolumina [ym3] in

SPH~Schicht SV40~-3T3-SPH L~SPH
1 (auBen) 2045, 69 3331, 38
2 1673,42 4107, 64
3 6648,79
4 1511,92 9832, 49
5 (innen) 1358,18 5196,46
Mittelwerte 1647,30 + 295,14 5823,35 + 2564,23

Tab. 4: "Wahre" Zelldurchmesser konfluenter ML-Zellen. Die Werte wurden nach Trypsinierung der
Zellen mikroskopisch ermitteit. Die Daten sind Mittelwerte aus 2 Experimenten = Standardabwei-

chung; Zahl der jeweils ausgemessenen Zellen (n) = 45.
wahrer Zelldurchmesser {um] von
SV40-3T3~Zellen L-Zellen

konfl, ML 15,60 + 1,71 17,5 * 1,54

Aus den wahren Zelldurchmessern berechnen sich die

wahren Zellvolumina [ym3] in
konfl. ML SV40-3T3-Zellen L-Zellen

2082 £ 671 2854 * 756
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In diesem Zusammenhang benutzte Formeln (Ergdnzung zu den vorausgehenden Tab. 2 bis 4 und

Kapitel 1l.1.4. der Ergebnisse):

Wahres Zellvolumen (A):
Effektives Zellvolumen (B):

Effektiver Zelldurchmesser:

Packungsdichte
der Zellen in SPH:

Dicke der &HufBeren
SPH-Zellschicht:

Zellzahl in der &duBeren
SPH-Zellschicht (N):

Zelldichte in der &ufBeren
SPH-Zellschicht (D):

Die &uBere SPH-Zellschicht
Zelldurchmessers der &uBeren SPH-Zellen;
Zentrum betrdgt SPH-Radius minus Zellradius.
Schicht ergibt sich durch Division des Schichtvolumens durch das effektive
Zellvolumen. Die Zelldichte erhdlt man durch Division dieser Zellzahl durch

3 .

V=4/3 m«r mit r = Zellradius

SPH-Volumen/Zellen pro SPH

d=2r
r =3V 3/4 1/m mit V = effekt. Zellvolumen
A/B

entspricht dem effekt. Zelldurchmesser

Schichtvolumen/effekt. Zellvolumen

Oberfliche der &uBeren Zellschicht/N

("Kugelschicht") hat die Dicke des effektiven
ihr mittlerer Abstand vom SPH-
Die Zahl der Zellen in dieser

die Oberfliche der AufBeren Schicht (siehe Tab. 1).
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Tab. 5: cAMP-Gehalt und Zellzyklusverteilung von ML-Zellen bei zunehmender Zelldichte. Die Daten
sind Mittelwerte von zwei Experimenten, s = + Standardabweichung; flr die Zell-zyklusverteilung

der L-ML sind die Daten eines Experiments gelistet.

a) L-Monolayer:

Zelldichte CAMP 8
(Zellen/cm?) [£fmol/10® zellen)
12000 1410 +346,5
26000 1920 +367,7
56000 1660 + 21,2
170000 1250 +113,1
300000 720 *257,1
Zelldichte Gl-Phase S—-Phase G2+M-Phase
[Zellen/cm?) (%] (%) [%)
12000 48 38 14
26000 58 30 12
70000 58 28 14
170000 66 23 11
300000 72 18 10

b) SV40-3T3-Monolayer:

Zelldichte cAMP s
[Zellen/cmz] [fmol/lO6 Zellen])
24000 880 +31,82
37000 790 98,99
75000 740 +35,36
165000 580 77,78
320000 410 +35,36
800000 360 + 0,00
Zelldichte Gl-Phase/s S-Phase/s G2+M-Phase/s
(zellen/cm?) (%] (%] (%)
80000 45 +0,0 45 +0,7 11 +0,7
150000 47 0,0 41 0,0 12 0,0
340000 53 £0,7 , 37 0,7 10 0,0
800000 60 0,7 30 *1,4 10 0,7
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Tab. 6:
{SPH-Schicht 1 =

cAMP-Gehalt und Zellzyklusverteilung der Zellen mit zunehmender Tiefe in Sphéroiden
aullere Zellschicht; SPH-Schicht 5 bzw. 6 = Zellen im SPH-Zentrum; die Zahlen

sind Mittelwerte von drei Experimenten, s = + Standardabweichung ).

a) L-Sphéroide:

SPH-Schicht

1 (auBlen)
3
5 (innen)

SPH-Schicht

(innen)

b) SV40-3T3-Sphéroide:

SPH-Schicht

1 (auBen)
3
5 (innen)

SPH~-Schicht

cAMP
[fmol/10° zellen)

780
520
160

Gl-Phase/s
(%]

73 +5,6
77 +6,2
84 +4,4
89 +1,7
92 +1,7

cAMP
[fmol/10% zellen)

360
260
275

Gl-Phase/s
(%)

59
60
58
60
58
58

[
~ ~

-

+ H H+ H O+
~

-~

o O 0N
-
Ul Oy D ==
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+74,3
21,2
* 0,0
S—-Phase/s G2+M-Phase/s
(%] (%]
16 4,0 11 1,7
13 5,0 10 +1,5
9 +3,0 7 +2,0
6 1,3 5 0,8
4 +0,6 4 *1,5
s
+88,9
+43,6
*49,5
S-Phase/s G2+M-Phase/s
(%] [%]
34 0,6 6 *1,2
33 1,2 7 *1,0
35 +4,9 7 +1,2
34 +1,4 6 +0,0
36 £2,5 6 2,1
35 6,6 7 2,3
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Tab. 7: cAMP-Gehalt und Zellzyklusverteilung von ML-Zellen nach Inkubation mit Mezerein (1 yM -
2 min) und anschlieBender Kultivierung in frischem Medium ohne Mezerein-Zusatz. Die Daten re-

prasentieren die Ergebnisse eines Experiments.

a) L-Monolayerc

cAMP-Gehalt Gl-Phase S-Phase G2+M-Phase
[£fmol/10% zellen) (%] (%] (%]
Kontrolle 1640 50 39 11
sofort 1480 49 39 12
30 min 1790 50 38 12
2 Stunden 1815 44 40 16
4 Stunden 1550 55 27 18
6 Stunden 1625 56 24 20
24 Stundend 1075 62 23 15
Kontrolle
nach 6 Stunden 1700 58 30 14
b) SV40-3T3-Monolayer®
cAMP-Gehalt Gl-Phase S-Phase G2+M-Phase
[fmol/lO6 Zellen) (%) (%) [%]
Kontrolle 630 45 45 10
sofort 750 45 44 11
30 min 600 45,5 44,5 10
2 Stunden 630 37 48 15
4 Stunden 630 46 34 20
6 Stunden 490 57 22 21
24 stundenf 520 50 43 11
Kontrolle
nach 6 Stunden 490 47 41 12
nach 24 Stunden? 490 53 37 10
S 60000 Zellen/cm>

170000 Zellen/cm

100000 Zellen/cm>
400000 Zellen/cm

0
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Tab. 8: cAMP-Gehalt und Zellzyklusverteilung der Zellen in unterschiedlichen Schichten von L-
Sphéroiden nach Behandlung mit Mezerein {1 uM, 5 min) und anschlieBender Kultivierung in
frischem Medium ohne Mezerein-Zusatz. Die cAMP-Werte reprédsentieren 1 Experiment. Fir die
Zellzyklusverteilung sind die Mittelwerte von 2 Experimenten mit der jeweiligen Standard-

abweichung (+ s) gelistet.

a) cAMP-Gehalt von L-SPH-Zellen nach Mezerein

CAMP (fmol/lO6 Zellen}

Kontrolle 20 min 6 Stunden
SPH~Schicht frisches Medium
1 (auflen) 1220 1070 1130
4 970 840 870
6 (innen) 800 570 630

b) Zellzyklusverteilung von L-SPH-Zellen nach Mezerein

SPH~ Gl-Phase/s S-Phase/s G2+M~Phase/s

Schicht (%) (%) (%)

81 (auBen) 70,0  *1,4 20,5 16,4 9,5 4,9
2 78,0 14,2 14,5 %6,4 7,5 *2,1
3 85,5 4,9 10,0 5,6 4,5 0,7
4 89,0 5,6 7,5  %4,9 3,5 0,7
5 91,5 %3,5 5,5 3,5 3,0 0,0
6 (innen) 92,5 +3,5 5,0 3,9 2,5 %0,3

P1 (auBen) 73,0 8,5 17,5  +0,7 9,5 +7,8
2 79,0  *4,2 13,5 10,7 7,5  *4,9
3 83,5 %3,5 10,0 *0,0 6,5 %3,5
4 88,0 *0,0 7,0 *1,4 5,0 *1,4
5 92,0 0,0 4,5 %0,7 3,5 £0,7
6 (innen) 95,0 +0,0 2,5 0,7 2,5 +0,7

€1(auBen) 75,5  %3,5 12,0 *1,4 12,5 2,1
2 81,0 *1,4 9,8 10,3 9,2 1,8
3 85,5 %0,7 7,0 1,4 7,5 %0,7
4 88,5 12,1 5,5 $2,1 6,0 0,0
5 92,0 +2,8 4,0 2,8 4,0 %0,0
6 (innen) 93,8 +2,5 3,5 2,1 2,7 0,3

a

Kontrolle (unbehandelte Zellen)
2 Stunden frisches Medium

€ 6 Stunden frisches Medium
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Tab. 9: cAMP-Gehalt und Zellzyklhsverteilung der Zellen in unterschiedlichen Schichten von SV40-
3T3-Sphéroiden nach Behandlung mit Mezerein (1 #M, 5 min) und anschlieRender Kultivierung in
frischem Medium ohne Mezerein-Zusatz. Die cAMP-Werte und die Zellzyklusverteilung der
behandelten Zellen repriasentieren 1 Experiment. Fir die Kontrolle der Zyklusphasen sind die Mit-

telwerte von 3 Experimenten mit der jeweiligen Standardabweichung {+ s) gelistet.

a) cAMP-Gehalt von SV40-3T3-SPH-Zellen nach Mezerein

CAMP [£fmol/10° zellen)

Kontrolle/s sofort 2 Stunden 18 stund.
SPH-Schicht nach Mez. frisches Medium
1 (auBen) 360 +88,9 300 640 475
3 260 +43,6 270 570 420
5 ———  mm——— 290 430 360
6 (innen) 275 +49,5 240 580 490

b) Zellzyklusverteilung von $V40-3T3-SPH-Zellen nach Mezerein

SPH- Gl-Phase/s S-Phase/s G2+M-Phase/s

Schicht (%) (%) (%]

21 (auBen) 59 +1,5 34 +0,6 6 +1,2
2 60 2,1 33 +1,2 7 1,0
3 58 +6,1 35 +4,9 7 +1,2
4 60 t1,4 34 +1,4 6 +0,0
5 58 *0,6 36 2,5 6 2,1
6 (innen) 58 +4,5 35 +6,6 7 +2,3

b1(auBen) 53 37 10
2 59 34 7
3 65 29 6
4 69 26 5
5 72 24 4
6 (innen) 75 20 5

€1 (auBen) 63 32 5
2 67 29 4
3 67 29 4
4 69 27 4
5 69 26 5
6(innen) 68 26 6

Kontrolle (unbehandelte Zellen)
2 Stunden frisches Medium

€ 18 Stunden frisches Medium
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Tab. 10: cAMP-Gehalt und Zellzyklusverteilung der Zellen in unterschiedlichen Schichten von

SV40-3T3-Sphiroiden nach unterschiedlichen Behandlungszeiten mit Mezerein (1 yM). Die Daten

reprisentieren 1 Experiment,

a) cAMP-Gehalt von SV40-3T3-SPH-Zellen nach Mezerein

SPH~-Schicht

1 (auBen)
3
5
6 (innen)

CAMP [fmol/lO6 Zellen)

b) Zellzyklusverteilung von SV40-3T3-SPH-Zellen nach Mezerein

SPH-
Schicht

1 (auBen)
2
3
4
5
6

(innen)

57
57
56
56
55
58

Mezerein
Kontrolle 2 Stunden 6 Stunden
360 450 575
260 395 410
—_—— 275 270
275 430 410
Gl-Phase S—-Phase G2+M-Phase
[%) (%] (%]
Mezerein Mezerein Mezerein
2 h 6 h K 2 h 6 h K 2 h 6 h
56 52 36 39 44 7 5 4
56,5 54 34 37 42 9 6,5 4
58,5 59 36 34 37 8 7,5 4
63 61 38 30 33 6 7 6
67 66 38 26 23 7 7 11
62,5 60 38 32 36 4 5,5 4
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Tab. 11: cAMP-Gehalt und Zellzyklusverteilung von ML-Zellen nach Inkubation mit db-cAMP

(0,5mM -10 min) und anschlieBender Kultivierung in frischem Medium ohne db-cAMP-Zusatz. Die

Daten reprédsentieren die Ergebnisse eines Experiments.

a) L-Monolayer®

cAMP-Gehalt Gl-Phase

[£fmol/10° zellen) (%]
Kontrolle 820 65
sofort 1620 66
20 min 600 67
40 min 670 66
60 min 700 64
2 Stunden 740 63
6 Stunden 900 63
Kontrolle 820 68
nach 6 Stunden
b) SV40-3T3-Monolayerd

cAMP~-Gehalt Gl-Phase

[£fmol/10% zellen] (%)
Kontrolle 1045 42
sofort 710 41
20 min 960 42
40 min 930 40
60 min 470 40
2 Stunden 565 41
6 Stunden 920 43
Kontrolle 960 43

nach 6 Stunden

44000 Zellen/cm?
175000 Zellen/cm
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S~Phase
(%]

26
24
24
26
27
27
24

24

S—-Phase

(%]

48
48
49
50
48
48
43

45

G2+M~-Phase
[%]

9
i0
9
8
9
10
13

8

G2+M=-Phase
[%]

10
11

9
10
12
11
14

12




Tab. 12: cAMP-Gehalt und Zellzyklusverteilung von ML-Zellen nach Inkubation mit db-cAMP

{0,5mM - 18 Stunden).

a) L-Monolayer®:

cAMP-Gehalt
[fmol/lO6 Zellen)

Kontrolle 1425
db~cAMP 2320

b) SV40-3T3-Monolayerd:

cAMP-Gehalt
[fmol/10%® zellen)

Kontrolle 1045
Ab-CAMP 910
s 36000 zellen/cm?

150000 Zzellen/cm>

Gl-Phase
(%]

62
61

Gl-Phase
(%]

42
40

- 110 -

S-Phase
[%]

29
17

S—-Phase
(%]

48
47

G2+M-Phase
(%]

9
22

G2+M-Phase
(%]

10
13




Tab. 13: cAMP-Gehalt und Zellzyklusverteilung der Zellen in unterschiedlichen Schichten von
L-Sphéroiden nach Behandlung mit 0,5 mM db-cAMP (20 Minuten und 18 Stunden).

a) cAMP-Gehalt von L-SPH-Zellen nach db-cAMP

SPH-Schicht

1 (auBen)
3
5
6 (innen)

Kontrolle

1320
900
780
460

CAMP [£mol/10° Zellen]

20 min

860
750
625
690

b) Zellzyklusverteilung von L-SPH-Zellen nach db-cAMP

SPH-
Schicht

K

67
70
79
87
91

Gl~Phase
(%)
dbcAMP

20min 18h
76 70
79 76
84 84
91 89,5
95 93

S-Phase
[%]

dbcAMP
K 20min 18h

20 15 11
i8 i3 8
12 10 5
7,5 5 3,5
5 2,5 2,5
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dbcAMP
18 Stunden

1050
1030
845
935

G2+M-Phase
(%]

dbcAMP
K 20min 18h

13 9 19
12 8 16
9 6 11
5,5 4 7

4 2,5 4,5




Tab. 14: cAMP-Gehalt und Zellzykiusverteilung der Zellen in unterschiedlichen Schichten von
SV40-3T3-Sphiroiden nach Behandlung mit db-cAMP (0,5 mM, 18 Stunden). Gelistet sind die Mit-

telwerte von 3 Experimenten mit der jeweiligen Standardabweichung {+ s).

a) cAMP-Gehalt von SV40-3T3-SPH-Zellen nach db-cAMP

SPH-Schicht CAMP [fmol/lO6 Zellen] % Kontrolle®
Kontrolle/s db~cRMP/s

1 (auBen) 360 89 377 100 105%

3 260 44 630 + 71 242%

5 - - 845 +205 -

6 (innen) 275  £50 897  $242 326%

b) Zellzyklusverteilung von SV40-3T3-SPH-Zellen nach db-cAMP

SPH~- Gl-Phase/s S-Phase/s G2+M-Phase/s

Schicht (%] (%) (%]

21 (auBen) 59 +1,5 34 +0,6 6 +1,2
2 60 2,1 33 +1,2 7 +1,0
3 58 6,1 35 +4,9 7 +1,2
4 60 1,4 34 +1,4 6 +0,0
5 58 £0,6 36 +2,5 6 2,1
6 (innen) 58 4,5 35 +6,6 7 +2,3

P31 (auBen) 61 2,0 32 $2,0 7 %0,0
2 64 +4,5 28 4,0 8 +1,0
3 62 +3,6 26 x3,2 12 +2,0
4 57 +7,0 29 4,7 15 2,0
5 49 +5,0 38 £7,6 13 +3,0
6 (innen) 46 +3,6 45 +4,3 9 +2,0

€1 (auBen) 103% 94% 117%

2 107% 85% 114%
3 107% 74% 171%
4 95% 85% 250%
5 84% 106% 217%
6 (innen) 79% 129% 129%

Kontrolle (unbehandelte Zellen)
mit db-cAMP behandelt: absoluter Wert

€ mit db~cAMP behandelt: % der Kontrolle
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Tab. 15: cAMP-Gehalt und Zellzyklusverteilung von ML-Zellen nach Forskolinbehandlung (1 uM)

nach unterschiedlichen Inkubationszeiten.

a) L-Monolayer®:

CAMP
[fmol/lO6 Zellen) % Kontrolle (%K)
0 Stunden 950
1 Stunde 590 62%
2 Stunden 1250 132%
Zeit Gl-Phase S-Phase G2+M-Phase
[%) $K (%) %K (%) $K
0 Stunden 62 28 10
1 Stunde 63 102% 28 100% 9 90%
2 Stunden 56 90% 31 111% 13 130%
b) SV40-3T3-MonolayerJ:
CAMP

[fmol/lo6 Zellen]) % Kontrolle (%K)

0 min 790

30 min 855 ' 108%

1 Stunde 1080 137%

2 Stunden 1120 142%

Zeit Gl-Phase S-Phase G2+M~Phase
(%) $K [%] K (%) $K

0 min 41 49 10

30 min 41 100% 49 100% 10 100%

1 Stunde 37 90% 51 104% 12 120%

2 Stunden 33 80% 53 108% 14 141%

¢ 54000 Zellen/cm?
120000 Zellen/cm
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Tab. 16: cAMP-Gehalt und Zellzyklusverteilung der Sphiroidzellen nach Forskolinbehandlung

{1 M - 1 Stunde) in Abhéngigkeit von ihrer rdumlichen Anordnung im Sphéroid.

a) L-Sphéroide

SPH~-
Schicht

1 (auBen)
2
3
4
5

(innen)

SPH-
Schicht

1
2
3
4
5

(innen)

74
79
89
95
98

CAMP [fmol/10° Zellen]

Kontrolle
990
620
510
Gl-Phase
[%]
Forsk. %K
71 96%
77 97%
88 99%
95 100%
98 100%

b) SV40 3T3-Sphdroide:

SPH-
Schicht

1 (auBen)
3
4
5

(innen)

SPH~
Schicht

(auflen)

62 B SR PV I S I

(innen)

K

59
60
58
60
58

CAMP [fmol/10°

Kontrolle
360
260
275
Gl-Phase
(%]
Forsk. %K
61 103%
59 98%
54 93%
52 87%
50 86%

Forskolin
1430
1160
880
650
S—-Phase
(%]
K Forsk.
17 17
13,5 12
7 7
4 2,5
1 1
Zellen]
Forskolin
500
400
380
280
S=Phase
(%]
K Forsk.
34 33
33 33
35 38
34 41
36 45
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% Kontrolle (%K)

159%

142%

127%

G2+M~Phase
(%]

3K K Forsk. %K
100% 9 12 133%
89% 7,5 11 147%
100% 4 5 125%
63% 1,5 2,5 167%
100% 1 1 100%

% Kontrolle

139%
154%
102%
G2+M-Phase
(%)
%K K Forsk.
97% 6 6
100% 7 8
109% 7 8
121% 6 7
129% 6 5

%K

100%
114%
114%
117%

83%
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