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Behandlungsbedingte Schidigung des Tumormilieus
fordert die Therapieresistenz von Prostatakrebs durch

WNTI16B

Yu Sun!, Judith Campisi?3, Celestia Higano*>, Tomasz M Beer®’, Peggy Porter!, Ilsa Coleman!, Lawrence True® &

Peter S Nelson4>8

Die erworbene Resistenz gegen Krebstherapien ist ein wesentliches Hindernis fiir die Verringerung der Morbiditit und Mortalitit, die
auf bosartige Tumoren zuriickzufiihren sind. Es ist bekannt, dass Komponenten der Mikroumgebung von Geweben den zellulidren
Phinotyp, einschliefllich der Anfilligkeit fiir toxische Einfliisse, stark beeinflussen. Anhand einer genomweiten Analyse der
Transkriptionsreaktionen auf genotoxischen Stress, der durch Krebstherapeutika ausgeldst wird, haben wir ein Spektrum von
sekretierten Proteinen aus der Tumormikroumgebung identifiziert, zu denen auch das Wnt-Familienmitglied 16B (WNT16B) gehort,
das zur MMTV-Integrationsstelle vom Wingless-Typ gehort. Wir haben festgestellt, dass die Expression von WNT16B durch den
Nuclear Factor of k Light Polypeptide Gene Enhancer in B Cells 1 (NF-kB) nach DNA-Schiden reguliert wird und anschlieflend auf
parakrine Weise Signale zur Aktivierung des kanonischen Wnt-Programms in Tumorzellen sendet. Die Expression von WNT16B in
der Mikroumgebung des Prostatatumors schwichte die Wirkung einer zytotoxischen Chemotherapie in vivo ab und forderte das
Uberleben der Tumorzellen und das Fortschreiten der Krankheit. Diese Ergebnisse beschreiben einen Mechanismus, durch den
genotoxische Therapien, die zyklisch verabreicht werden, die anschlieBende Behandlungsresistenz durch nicht-autonome
Zellwirkungen, die von der Mikroumgebung des Tumors beigetragen werden, verstirken konnen.

Ein Haupthindernis fiir eine wirksamere Krebsbehandlung ist die Fahigkeit
von Tumoren, eine Resistenz gegen zytotoxische und zytostatische
Therapeutika zu entwickeln, eine Entwicklung, die bei Patienten mit
metastasierenden Karzinomen zu Behandlungsfehlern von iiber 90 %
beitragt!. Bemiihungen zur Umgehung der zelluldren
Uberlebensmechanismen nach einer Chemotherapie haben Systeme
definiert, die den Import, Export oder Metabolismus von Medikamenten
durch Tumorzellen modulieren*°. Verbesserte Schadensbehebung und
Modifikationen der Apoptose- und Seneszenzprogramme tragen ebenfalls
zur de novo oder erworbenen Toleranz gegeniiber antineoplastischen
Behandlungen bei*”®. Die Erkenntnis, dass Ex-vivo-Tests zur
Empfindlichkeit gegeniiber Chemotherapie keine genaue Vorhersage des
Ansprechens in vivo erlauben, deutet auflerdem darauf hin, dass auch die
Mikroumgebung des Tumors wesentlich zur Lebensfihigkeit der Zellen nach
toxischen Einwirkungen beitragt>!!. So kann beispielsweise die Zelladhision
an Matrixmolekiilen die Entscheidung iiber Leben und Tod in Tumorzellen
beeinflussen, die auf eine Schidigung reagieren'*!4. Dariiber hinaus fiithrt die
rdumliche Organisation von Tumoren im Verhiltnis zum Gefifisystem zu
Gradienten der Medikamentenkonzentration, der Sauerstoffversorgung, des
Siuregehalts und des Zustands der Zellproliferation, die alle das Uberleben
der Zellen und die anschlieende Kinetik der Tumorrepopulation erheblich
beeinflussen kénnen!>16,

Die  meisten zytotoxischen = Wirkstoffe  zielen  selektiv  auf
Krebserkrankungen ab, indem sie unterschiedliche Merkmale von
Tumorzellen wie hohe Proliferationsraten, Hypoxie und Genominstabilitat
ausnutzen, was zu einem ginstigen therapeutischen Index fiihrt.
Krebstherapien greifen jedoch auch gutartige Zellen an und kénnen die
normale Funktion und Physiologie von Geweben und Organen stéren. Um
eine Letalitit des Wirts zu vermeiden, stiitzen sich die meisten
Krebstherapien nicht auf einzelne, tberwiltigende Behandlungsdosen:
Sowohl die Strahlen- als auch die Chemotherapie werden in Abstdnden

verabreicht, um die Erholung lebenswichtiger normaler Zelltypen zu
ermdglichen. Die Pausen zwischen den Behandlungszyklen ermdglichen es
den Tumorzellen jedoch auch, sich zu erholen, Uberlebensmechanismen zu
aktivieren und auszunutzen und sich gegen nachfolgende therapeutische
Eingriffe zu wehren.

Hier haben wir die Hypothese getestet, dass behandlungsassoziierte DNA-
Schadensreaktionen in gutartigen Zellen, die die Mikroumgebung des
Tumors bilden, die Therapieresistenz und das anschliefende Fortschreiten
des Tumors fordern. Wir liefern in vivo Beweise fiir behandlungsbedingte
Veranderungen im Tumorstroma, die die Expression eines vielfiltigen
Spektrums ~ von  sezernierten Zytokinen und Wachstumsfaktoren
einschliefen. Unter anderem zeigen wir, dass WNT16B in Fibroblasten
durch NF-kB aktiviert wird und im neoplastischen Prostataepithel durch
parakrine Signaliibertragung einen epithelialen zu mesenchymalen Ubergang
(EMT) fordert. Dariiber hinaus fordert WNT16B, das nicht zellautonom
wirkt, das Uberleben von Krebszellen nach einer zytotoxischen Therapie. Wir
kommen zu dem Schluss, dass Ansitze, die auf Bestandteile der
Mikroumgebung des Tumors abzielen, in Verbindung mit konventionellen
Krebstherapeutika die Behandlungsergebnisse verbessern konnen.

ERGEBNISSE

Therapie induziert Schadensreaktionen in der Mikroumgebung des
Tumors

Um festzustellen, ob die Behandlung in gutartigen Zellen, die die
Mikroumgebung des Tumors bilden, eine Schadensreaktion hervorruft,
untersuchten wir Gewebe, das vor und nach der Chemotherapie bei Mannern
mit Prostatakrebs entnommen wurde, die an einer neoadjuvanten klinischen
Studie teilgenommen hatten, bei der das genotoxische Medikament
Mitoxantron (MIT) und das Mikrotubuli-Gift Docetaxel (DOC) kombiniert
wurden (Abb. 1a)'718
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Nach der Chemotherapie fanden wir in Fibroblasten und glatten
Muskelzellen, die das Prostatastroma bilden, Hinweise auf DNA-Schiden,
die durch die Phosphorylierung von Histon H2AX auf Ser139 (y-H2AX)
bestimmt wurden (Abb. 1b). Um die molekularen Folgen von DNA-Schdden
in gutartigen Zellen zu ermitteln, behandelten wir primare Prostata-
Fibroblasten (PSC27-Zellen) mit MIT, Bleomycin (BLEO),
Wasserstoffperoxid (H,O,) oder Gammastrahlung (RAD), die jeweils die
Zahl der y-H2AX-Foci erheblich erhohten (erginzende Abb. la,b). Wir
verwendeten Ganzgenom-Microarrays zur Quantifizierung von Transkripten
in PSC27-Zellen und stellten fest, dass die Spiegel von 727 bzw. 329 mRNAs
infolge dieser genotoxischen Expositionen hiufig erhoht bzw. verringert
waren (Falschentdeckungsrate von 0,1 %) (erganzende Abb. 1c). Um unsere
Studien auf die Faktoren zu konzentrieren, die eindeutig das Potenzial fiir
parakrine Effekte auf Tumorzellen haben, untersuchten wir Gene mit einer
mindestens 3,5-fach erhohten Expression nach genotoxischen Behandlungen,
die fiir extrazellulare Proteine kodieren, die hier zusammenfassend als DNA-
Schadenssekretionsprogramm (DDSP) bezeichnet werden (Abb. 1c). In
Ubereinstimmung mit fritheren Studien waren die Transkripte, die fiir
Matrix-Metalloproteinasen wie MMP1, Chemokine wie CXCL3 und Peptid-
Wachstumsfaktoren wie Ampiregulin kodieren, in PSC27-Fibroblasten nach
genotoxischen Schiden deutlich erhht!*?. Insbesondere die Expression von
WNT16B stieg infolge dieser Behandlungen um das Achtfache bis 64-fache
(P <0,005) (Abb. 1¢,d).

Abbildung 1 Genotoxische Schaden an priméren Prostata- a

Mitglieder der Wnt-Familie sind an gut beschriebenen mesenchymalen
und epithelialen Signalereignissen beteiligt, die Entwicklungsbiologie,
Stammzellfunktionen und Neoplasie umfassen?’. Obwohl es nur wenige
Informationen gibt, die die Wnt-Signaliibertragung mit Reaktionen auf
DNA-Schéden in Verbindung bringen, wurde in einer fritheren Studie tiber
eine Uberexpression von WNT16B im Zusammenhang mit stress- und
onkogen-induzierter Seneszenz berichtet’>. Wir bestitigten, dass DNA-
Schiaden die WNT16B-Proteinexpression erhohten und fanden erhéhte
Mengen an extrazellulirem WNT16B im konditionierten Medium von
Prostata-Fibroblasten nach Chemotherapie oder Bestrahlung (Abb. le,f).
Transkripte, die fiir andere Mitglieder der Wnt-Familie kodieren, waren in
den hier untersuchten Prostatafibroblasten nicht wesentlich verandert (Abb.
1g). Im Gegensatz zu den WNT16B-Reaktionen in Fibroblasten konnten wir
in Epithelzellen nur eine geringe Induktion der WNTI16B-Expression
beobachten (Abb. 1h).

Als nichstes wollten wir bestatigen, dass die Expression von WNT16B
durch eine genotoxische Therapie in vivo induziert wird. Wir verwendeten
die Laser-Capture-Mikrodissektion, um Stroma und Epithel getrennt zu
isolieren, und stellten mittels quantitativer RT-PCR (qRT-PCR) fest, dass die
Anzahl der WNTI16B-Transkripte im Prostatastroma nach der
Chemotherapie um etwa das Sechsfache anstieg (P < 0,01) (Abb. 2a und
erginzende Abb. 1d).
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Die Expression anderer Gene, von denen bekannt ist, dass sie auf DNA-
Schiden reagieren, einschliefllich CDKN2A (auch bekannt als p16),
CDKNIA (auch bekannt als p21) und IL8, stieg ebenfalls als Reaktion auf die
Chemotherapie im Prostatastroma an (Abb. 2a)?*. Als nichstes bestitigten
wir  die  Induktion der = WNTI16B-Protein-Expression  durch
Immunhistochemie. Im Vergleich zu unbehandeltem Prostatagewebe war das
WNT16B-Protein nach der Chemotherapie im periglanduldren Stroma, das
Fibroblasten und glatte Muskelzellen enthalt, erheblich und signifikant
erhéht (P < 0,01) (Abb. 2b,c). Im Gegensatz dazu beobachteten wir eine sehr
begrenzte WNT16B-Expression im gutartigen oder neoplastischen Epithel,
und die mRNAs, die fiir andere Proteine der Wnt-Familie kodieren, waren
im Prostatastroma nicht wesentlich verandert (ergdnzende Abb. 1d,e).

Wir bestitigten diese Ergebnisse bei Brust- und Eierstockkarzinomen,
zwei weiteren bosartigen Erkrankungen, die héufig mit zytotoxischer
Chemotherapie behandelt werden. Genotoxische Behandlungen induzierten
die Expression des WNTI16B-Proteins in priméren menschlichen
Fibroblasten, die direkt aus Brust- und Eierstockgewebe isoliert wurden,
sowie in Prostata, Brust und Eierstocken von Mausen, die mit MIT behandelt
wurden (erginzende Abb. 2a-d).
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Die WNT16B-Proteinexpression war im Stroma menschlicher Brust- und
Eierstocktumoren, die mit einer neoadjuvanten Chemotherapie behandelt
wurden, im Vergleich zu Tumoren von Patienten, die keine Behandlung
erhielten, signifikant erhoht (P < 0,001) (Abb. 2). Bemerkenswert ist, dass bei
allen untersuchten Tumorarten eine Bandbreite von fehlender bis starker
WNT16B-Expression zu beobachten war. Da das Ansprechen auf die
Chemotherapie ebenfalls unterschiedlich ausfiel, untersuchten wir, ob die
WNT16B-Expression mit dem klinischen Ergebnis in Verbindung steht. Bei
Patienten mit Prostatakrebs, die mit einer neoadjuvanten Chemotherapie
behandelt wurden, war eine hohere WNTI16B-Immunreaktivitit im
Prostatastroma nach der Behandlung mit einer signifikant hoéheren
Wabhrscheinlichkeit eines Krebsrezidivs verbunden (P = 0,04) (Abb. 2d). Als
Nichstes untersuchten wir, durch welche(n) Mechanismus(e) WNT16B zu
einem Therapieversagen beitragen kénnte.

WNT16B fordert die Proliferation und Invasion von Krebszellen
Mitglieder der Wnt-Familie beeinflussen zelluldre Phianotypen tber B-
Catenin-abhidngige und -unabhingige Wege?!. Wir erzeugten einen Prostata-
Fibroblasten-Zellstamm mit stabiler Expression von WNT16B (PSC27WNT16B)
und Fibroblastenstimme, die shtRNAs spezifisch fiir WNT16B exprimierten
(sShRNAWNTI6B) ' die die Induktion der WNT16B-Expression durch RAD und
MIT blockierten (ergénzende Abb. 3a,b).
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Abbildung 2 Zytotoxische Chemotherapie induziert die WNT16B-Expression in der Mikroumgebung des Tumors. (a) Chemotherapie-induzierte Verdnderungen der
Genexpression im menschlichen Prostatakrebs-assoziierten Stroma, gemessen durch qRT-PCR von mikrodissektierten Zellen. Die Transkriptmengen vor der
Behandlung (x-Achse) sind gegen die Transkriptmengen nach der Chemotherapie (y-Achse) desselben Patienten aufgetragen. Jeder Datenpunkt reprasentiert die
Messungen von einem einzelnen Patienten. Die Ergebnisse sind als PCR-Zykluszahl relativ zum ribosomalen Protein L13 (RPL13) angegeben, das als Referenzkontrolle
diente. Die P-Werte wurden mit dem Student's t-Test berechnet. (b) IHC-Bewertung der prostatastromalen WNT16B-Expression in Prostatektomie-Gewebeproben von
Minnern mit Prostatakrebs, die entweder unbehandelt (n = 30) oder mit Chemotherapie behandelt wurden (n = 50). Die Patienten wurden auf der Grundlage ihrer
stromalen WNT16B-Farbung in vier Kategorien eingeteilt: 0, keine Expression; 1, schwache oder zweideutige Expression; 2, maf3ige Expression; 3, starke Reaktivitit. P <
0,0001 durch ANOVA. (c) Reprisentatives Beispiel einer intensiven WNT16B-Expression im Prostatastroma nach In-vivo-Exposition mit MIT und DOC. Die
schwarzen Pfeile kennzeichnen Bereiche des Stromas mit Fibroblasten und glatter Muskulatur. Beachten Sie die minimale WNT16B-Reaktivitit im Epithel (graue Pfeile).
Mafstabsbalken, 50 um. (d) Kaplan-Meier-Diagramm des biochemischen (Prostata-spezifisches Antigen) rezidivireien Uberlebens basierend auf der Expression von
WNT16B im Prostatastroma nach MIT- und DOC-Chemotherapie (P = 0,04 durch Log-Rank-Test, der die WNT16B < 1 mit WNT16B > 2 Uberlebensverteilungen
vergleicht). DFI, krankheitsfreies Intervall nach der Operation. (e,f) WNT16B-Farbung von Brust- (e) und Ovarialkarzinomen (f) von Patienten, die vor der
chirurgischen Resektion eine neoadjuvante Chemotherapie oder keine Behandlung erhielten. Die Fiarbung wird auf einer 4-Punkte-Skala erfasst: 0, keine Expression; 1,
schwache oder zweideutige Expression; 2, maftige Expression; 3, starke Reaktivitit. Maf3stabsbalken, 50 um. Die P-Werte wurden durch ANOVA berechnet.
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Das mit PSC27WNT168 konditionierte Medium steigerte das Wachstum von
Prostatakrebszellen signifikant (P < 0,01) (Abb. 3a) und erhohte die zelluldre
Migration und Invasion (P < 0,05) im Vergleich zu konditioniertem Medium
aus PSC27-Vektorkontrollen (PSC27€) (Abb. 3b und erginzende Abb. 3¢,d),
was bestatigt, dass WNT16B phénotypische Verdnderungen in Tumorzellen
durch parakrine Mechanismen fordern kann.

Das DDSP umfasst ein vielfiltiges Spektrum an sekretierten Proteinen, die
das Potenzial haben, den Phénotyp benachbarter Zellen zu verdndern (Abb.
1c). Als Nichstes wollten wir herausfinden, inwieweit WNT16B fiir solche
Effekte im Zusammenhang mit dem durch DNA-Schidden induzierten
Faktorengeflecht verantwortlich ist. Das konditionierte Medium von
bestrahlten PSC27-Fibroblasten (PSC27-RAD), das das vollstindige DDSP
reprasentiert, erhohte die Proliferation (zwischen dem 1,5-fachen und dem 2-
fachen, P < 0,05) und die Invasivitit (zwischen dem 3-fachen und dem 4-
fachen, P < 0,05) von neoplastischen Epithelzellen im Vergleich zum
konditionierten Medium von unbehandelten PSC27-Fibroblasten (Abb. 3¢,d).
Im Vergleich zu bestrahlten PSC27-Zellen, die Kontroll-shRNAs exprimieren,
reduzierte das konditionierte Medium von PSC27-RAD + shRNAWNTI6E.
Fibroblasten diese Reaktionen auf das vollstindige DDSP je nach Zelllinie um
15 bis 35 % (P < 0,05) (Abb. 3c,d).

Um die In-vivo-Folgen der WNT16B-Expression in der
Tumormikroumgebung zu untersuchen, kombinierten  wir
nichttumorigene BPHI- oder tumorigene PC3-Zellen mit

PSC27WNT16B (BPH1+PSC27WNTI6B ynd PC3+PSC27WNTI6E ) oder
PSC27-Kontrollfibroblasten (BPH1+PSC27¢ bzw. PC3+PSC27€)
und implantierten die Rekombinanten unter die Nierenkapsel von
Empfingermiusen (Abb. 3e). 8 Wochen nach der Implantation
waren die BPH1+PSC27WNTIB_Transplantate grofer als die BPH1
+PSC27¢-Transplantate (~200 mm3 im Vergleich zu ~10 mm3; P <
0,001) (erginzende Abb. 3e). PC3+PSC27WNT16B_Rekombinationen
erzeugten sehr grofle, schlecht differenzierte und invasive Tumore
mit einer durchschnittlichen Grofle von 500 mm3, die wesentlich
grofler waren als alle Kontrolltumore (P < 0,001) (Abb. 3f und
erginzende Abb. 3f).

In vivo fithrten PC3-Zellen in Kombination mit PSC27-RAD-
Zellen, die das volle Fibroblasten-DDSP exprimieren,zu wesentlich
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Abbildung 3 WNT16B ist ein wichtiger Effektor des vollstindigen DDSP und foérdert das Wachstum und die Invasion von Prostatakarzinomen. (a) Konditioniertes Medium von WNT16B-
exprimierenden Prostata-Fibroblasten (PSC27WNT168) fsrdert die Proliferation von neoplastischen Prostata-Epithelzellen. sstRNAC, Kontroll-shRNA; shRNAWNTIB%] und shRNAWNTIB42,
WNT16B-spezifische shRNAs. (b) Kratztest, der die erhohte Motilitat von PC3-Zellen zeigt, die dem konditionierten Medium von Prostata-Fibroblasten ausgesetzt waren, die einen
Kontrollvektor (PSC27€) oder Fibroblasten, die WNT16B exprimieren (PSC27WNT1¢B), exprimieren. Mafistabsbalken, 100 pm.

(c) Das durch Strahlung induzierte vollstindige Fibroblasten-DDSP (PSC27-RAD) fordert die Proliferation von tumorigenen Prostataepithelzellen. Die proliferative Wirkung wird durch die
Unterdriickung der schadensinduzierten Expression von WNT16B (PSC27-RAD+shRNAWNT16E) deutlich abgeschwiicht. (d) Das durch Strahlung induzierte, vollstindig parakrin wirkende
Fibroblasten-DDSP (PSC27-RAD) fordert die Invasion neoplastischer Epithelzellen. Die Invasion wird signifikant abgeschwiicht

durch die Unterdriickung der schidigungsinduzierten Expression von WNT16B (PSC27-RAD+shRNAWNTISB) Die Daten in a, ¢ und d sind Mittelwerte + s.e.m. von Triplikaten, wobei die P-
Werte durch ANOVA und anschliefenden t-Test berechnet wurden. (e) Schema des Xenograft-Zell-Rekombinationsexperiments zur Beurteilung der Fihigkeit von WNT16B exprimierenden
Fibroblasten, die Prostatatumorigenese in vivo zu beeinflussen. PFC, Prostata-Fibroblastenzellen; PC, Prostatakrebszellen. (f) Prostata-Fibroblasten, die so verandert wurden, dass sie WNT16B
exprimieren, fordern das Wachstum von Prostatakarzinomen in vivo. Dargestellt sind Transplantate der Nebennierenkapsel, die aus PC3-Prostataepithelzellen allein, PC3-Zellen in Kombination
mit PSC27¢-Kontrollfibroblasten oder PC3-Zellen in Kombination mit PSC27"NT1E-Fibroblasten bestehen. Die griin gestrichelten Linien geben die Grofe des Tumorauswuchses aus der
Nierenkapsel an. (g) Bestrahlte Prostata-Fibroblasten (PSC27-RAD) fordern das Wachstum von Prostatakarzinomzellen in vivo, und dieser Effekt wird durch die Unterdriickung von
Fibroblasten-WNT16B mit WNT16B-spezifischen shRNAs (PSC27-RAD+shRNAWNTI6E) deutlich abgeschwicht (P < 0,05). Dargestellt sind die Tumorvolumina 8 Wochen nach Implantation
von PC3- und PSC27-Zelltransplantaten in die Nierenkapsel. In f und g, horizontale Linien bezeichnen den Mittelwert jeder Gruppe von acht Tumoren, und P-Werte wurden durch ANOVA,

gefolgt von t-Test bestimmt.
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grofleren Tumoren als PC3-Zellen in Kombination mit unbehandelten = Zusammengenommen zeigen diese Ergebnisse, dass die parakrine WNT16B-
PSC27-Kontrollfibroblasten (P < 0,001) (Abb. 3g). Die Verringerung des  Aktivitdt das Tumorwachstum in vivo fordern kann und eine wesentliche
WNT16B-Beitrags der Fibroblasten schwichte die PSC27-RAD-Effekte ab: Komponente der gesamten DDSP-Wirkung auf das neoplastische Epithel
PC3+PSC27-RAD-Transplantate hatten eine durchschnittliche Grofle von — ausmacht.
380 mm?® wihrend PC3-Zellen in Kombination mit PSC27-RAD WNT16B signalisiert iiber b-Catenin und induziert eine EMT
+ShRNAWNTIS® eine durchschnittliche Groe von 280 mm’ aufwiesen, was  Nachdem wir festgestellt hatten, dass WNT16B das Tumorwachstum durch
einer Verringerung der Tumorgréfie um 25 % entspricht, wenn WNT16B der  parakrine Signale fordern kann, wollten wir als Nachstes den Mechanismus
Fibroblasten unterdriickt wurde (P < 0,02) (Abb. 3g). bzw. die Mechanismen bestimmen, durch den bzw. die es dies tut.
PSC27WNTI6B_konditioniertes Medium aktivierte die kanonische
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Abbildung 4 Genotoxischer Stress reguliert WNT16B tiber NF-kB und signalisiert tiber den kanonischen Wnt-B-Catenin-Signalweg die Proliferation von Tumorzellen und den Erwerb
mesenchymaler Eigenschaften. (a) Untersuchung des kanonischen Wnt-Signalwegs durch Aktivierung eines TCF/LEF-Luciferase-Reporterkonstrukts (TOPflash) oder eines Kontrollreporters
(FOPflash). Die Epithelzellen wurden mit konditioniertem Medium (CM) von PSC27-Prostatafibroblasten, die WNT16B (PSC27WNT168) oder einem Kontrollvektor (PSC27¢) ausgesetzt. Die
Daten sind Mittelwerte + s.e.m. von Triplikaten, und die P-Werte wurden durch ANOVA, gefolgt von einem ¢-Test, bestimmt. (b) QRT-PCR-Bewertung der Expression von B-Catenin-Zielgenen
in Prostatakrebs-Zelllinien (BPH1, M12 und PC3) vor und 72 Stunden nach Exposition mit PSC27"NT1¢5_konditioniertem Medium. Die Daten stellen die mittlere + s.e.m. fache Verinderung
nach im Vergleich zu vor der Exposition fiir drei Replikate dar. (c) Expression von p-Catenin-Zielgenen in menschlichen Prostatakarzinomen in vivo nach neoadjuvanter Behandlung mit MIT
und DOC. Die Log2-Transkriptmengen in den Karzinomzellen nach und vor der Chemotherapie sind im Verhiltnis zur niedrigen (blau) oder hohen (rot) WNT16B-Expression im
Prostatastroma dargestellt. Jeder Datenpunkt steht fiir einen einzelnen Patienten; n = 8 Patienten. Die horizontalen Balken sind Gruppenmittelwerte. *P < 0,05, **P < 0,01 durch ANOVA,
gefolgt von einem t-Test. (d) Der B-Catenin-Signalweg-Inhibitor XAV939 unterdriickt die Proliferation von Prostatakrebszellen als Reaktion auf PSC27WNT16® CM und schwicht die Reaktion auf
das vollstindige DDSP in PSC27-RAD-konditioniertem Medium ab. Die Zellzahlen wurden 72 Stunden nach der Behandlung bestimmt. (e) Quantifizierung von Transkripten in neoplastischen
Prostataepithelzellen, die fiir Proteine kodieren, die mit einem einem EMT-Phinotyp assoziiert sind. Die Messungen stammen von Epithelzellen, die Kontrollmedien (DMEM), Medien, die von
PSC27-Fibroblasten (PSC27¢) konditioniert wurden, oder PSC27-Fibroblasten, die WNT16B exprimieren (PSC27WNT18), ausgesetzt waren. E-cad, E-Cadherin; N-cad, N-Cadherin. (f) Analyse
der EMT-assoziierten Proteinexpression durch Western Blot. M12- oder PC3-Zellen wurden Kontrollmedien, Medien konditioniert mit PSC27-Fibroblasten (PSC27¢), PSC27-Fibroblasten, die
WNT16B exprimieren (PSC27"WNT168) oder PSC27-Fibroblasten, die WNT16B und shRNA, die auf WNT16B abzielt, exprimieren (PSC27s"RNA-WNTI6B) ayggesetzt. (g) Chromatin-
Immunprizipitationstests identifizierten NF-kB-Bindungsstellen innerhalb des proximalen Promotors des WNT16-Gens. PCR-Reaktionsprodukte von Mock (keine DNA-Beladung), NF-kB-
Immunprazipitation, Input-Kontroll-DNA und Kontrolle ohne Antikorper (Ab) vor der Behandlung (Pre) und nach der Bestrahlung (Rad). p1, p2 und p3 bezeichnen Primerpaare, die
mutmafllichen NF-kB-Bindungsregionen in WNT16, IL-6 bzw. IL-8 entsprechen (siehe erginzende Methoden fiir die Primersequenzen). (h) Analyse der WNT16B-Transkript-Expression
mittels gRT-PCR in PSC27-Prostatafibroblasten mit (PSC27'%5¢) oder ohne (PSC27¢) Hemmung des NF-kB-Signals vor und nach DNA-schidigenden Expositionen. (i) Die Hemmung der NF-
kB-Signaliibertragung in Fibroblasten, die auf DNA-Schidden reagieren, schwicht die Wirkung des DDSP auf die Tumorzellproliferation ab. Die Zellzahlen wurden 72 Stunden nach RAD-
Exposition mit konditioniertem Medium von Fibroblasten mit (PSC275) oder ohne (PSC27¢) Hemmung der NF-kB-Signaliibertragung bestimmt. Die Daten in d, e, h und i sind Mittelwerte +
s.e.m. von Triplikaten, und die P-Werte wurden durch ANOVA, gefolgt von einem ¢-Test, bestimmt.
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Wnt-Signalisierung in BPH1-, PC3- und M12-Prostatakrebszellen, wie durch
Assays der p-Catenin-vermittelten Transkription durch T-Zell-Faktor/
Lymphoid Enhancer Binding Factor (TCF/LEF) Bindungsstellen gemessen
wurde (Abb. 4a).Bekannte B-Catenin-Zielgene, darunter AXIN2 und MYC,
wurden nach Exposition mit WNT16B-angereichertem konditioniertem
Medium hochreguliert (etwa um das Fiinffache bzw. iiber das Zehnfache)
(Abb. 4b). In menschlichen Prostatakarzinomen, die mit Chemotherapie
behandelt wurden, lokalisierte sich p-Catenin im Kern der Tumorzellen
(erginzende Abb. 4a). Wir fanden auch, dass B-Catenin tar-get-Gene in
Tumoren mit erhohter stromaler WNT16B-Expression stirker exprimiert
wurden als in solchen mit niedriger WNT16B-Expression (P < 0,05) (Abb.
4c). Um zu bestitigen, dass die P-Catenin-Signaliibertragung zu den
epithelialen Phidnotypen beitrdgt, die sich aus der Exposition gegeniiber
PSC27-RAD-konditioniertem  Medium  ergeben, behandelten — wir
Prostatakrebszellen mit dem Tankyrase-Inhibitor XAV939, der Axin
stabilisiert und die p-Catenin-vermittelte Transkription hemmt?. XAV939
unterdriickte die durch WNT16B induzierten proliferativen und invasiven
Reaktionen vollstindig und schwichte die Auswirkungen des PSC27-RAD-
DDSP deutlich ab (Abb. 4d und ergénzende Abb. 4b).

Es ist bekannt, dass Wnt-Signale den Erwerb mesenchymaler
Zelleigenschaften fordern, die das migratorische und invasive Verhalten von
Epithelzellen durch eine EMT beeinflussen kénnen?-%’. Der Verlust von
CDHI (auch bekannt als E-Cadherin), dem prototypischen epithelialen
Adhisionsmolekiil in Adhdsionsverbindungen, und die verstirkte Expression
von CDH2 (auch bekannt als N-Cadherin) gehoren zu den wichtigsten
Merkmalen einer EMT?%%°. Nachdem PC3-Zellen einem mit PSC27WNT16B

konditionierten Medium ausgesetzt wurden, sank die Anzahl der E-
Cadherin-Transkripte um 64%, wihrend die Anzahl der N-Cadherin-
Transkripte um das Vierfache anstieg (P < 0,05). Ahnliche Verinderungen
traten in M12- und BPHI1-Zellen auf (Abb. 4e,f). Die Hemmung des p-
Catenin-Signalwegs mit XAV939 in Epithelzellen blockierte die WNT16B-
induzierte EMT-assoziierte Genexpression (erginzende Abb. 4c). Die
Exposition gegeniiber PSC27WNT16B_konditioniertem Medium forderte auch
mesenchymale Eigenschaften in MDA-MD-231 Brustkrebs- und SKOV3
Eierstockkrebszellen (ergdnzende Abb. 4d).

Genotoxischer Stress induziert die WNT16B-Expression durch NF-kB

Ein wichtiger Weg, der DNA-Schidden mit Apoptose, Seneszenz und DNA-
Reparaturmechanismen verbindet, ist die Aktivierung des NF-xB-
Komplexes**3!. NF-kB spielt auch eine zentrale Rolle bei der Vermittlung der
stressbedingten Induktion von Entziindungsnetzwerken, einschliefllich der
Hochregulierung und Sekretion von Interkeukin-6 (IL-6) und IL-8 (siche
23,32). Wir wollten daher herausfinden, ob die durch DNA-Schaden
induzierte WNT16B-Expression durch NF-«xB vermittelt wird. Wir
identifizierten NF-xB-Bindungsmotive in der WNT16B-Promotorregion und
bestitigten ihre Funktion mit WNT16B-Promotorkonstrukten. Im Vergleich
zu unbehandelten Zellen induzierten sowohl RAD als auch Tumor-Nekrose-
Faktor o (TNF-a), die bekannte NF-kB-Aktivatoren sind, die WNT16B-
Reporteraktivitit (P < 0,01) (Abb. 4g und ergdnzende Abb. 5a-d). Als
Nichstes erzeugten wir PSC27-Prostatafibroblasten mit stabiler Expression
eines mutierten Nuklearfaktor-k-Light-Polypeptid-Gen-Enhancers in B-
Zellen-Inhibitors, a (IkBa) (PSC27™B%), der den IkB-Kinase (IKK)-
abhingigen Abbau von IkBa verhindert und somit die NF-kB-Signalisierung
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Abbildung 5 Parakrin wirkendes WNT16B fordert die Resistenz von Prostatakarzinomen gegen zytotoxische Chemotherapie. (a) Lebensfihigkeit von Prostatakrebszellen 3 Tage nach Behandlung mit
einer halbmaximalen Hemmkonzentration (IC50) von MIT und Medium, das von Fibroblasten mit (PSC27WNT168) oder ohne (PSC27¢) WNT16B. (b) Hellfeldmikroskopische Ansicht von PC3-Zellen, die
mit Kontrollmedium oder mit PSC27"N"168-konditioniertem Medium kultiviert wurden, fotografiert 24 Stunden nach Exposition mit Vehikel oder der ICso von MIT. Pfeilspitzen kennzeichnen
apoptotische Zellkérper. Mafistabsbalken, 50 um. (c) Akute Reaktionen der Tumorzellen auf die Chemotherapie in vitro. Quantifizierung der Apoptose mit Hilfe von Assays, die die kombinierte
Caspase-3- und Caspase-7-Aktivitit widerspiegeln, gemessen 24 Stunden nach der Exposition von PC3-Zellen gegeniiber Vehikel oder der ICs, von MIT. Die Daten in a und ¢ sind Mittelwerte + s.e.m. von
dreifachen Experimenten, und die P-Werte wurden durch ANOVA, gefolgt von einem t-Test, bestimmt. RLU, relative Luziferase-Einheit. (d) In vivo-Reaktionen von PC3-Tumoren auf MIT-
Chemotherapie. Die Transplantate bestanden aus PC3-Zellen allein oder PC3-Zellen in Kombination mit PSC27-Prostatafibroblasten, die einen Kontrollvektor exprimieren (PC3+PSC27¢) oder PSC27-
Prostatafibroblasten, die WNT16B exprimieren (PC3+PSC27WNT168) MIT wurde alle zwei Wochen fiir drei Zyklen verabreicht. Eine Woche nach der letzten MIT-Behandlung wurden die Transplantate
geerntet und das Tumorvolumen bestimmt. Jeder Datenpunkt steht fiir ein einzelnes Xenotransplantat. Die horizontalen Linien sind Gruppenmittelwerte von zehn Tumoren, wobei die P-Werte mittels
ANOVA und anschlieflendem ¢-Test ermittelt wurden. (e) Akute Reaktion der Tumorzellen auf die Chemotherapie in vivo. Quantifizierung der Apoptose durch gespaltene Caspase 3 (C-Caspase 3) IHC
und von DNA-Schiaden durch y-H2AX-Immunfluoreszenz in PC3- und Fibroblasten-Xenografts, gemessen 24 Stunden nach In-vivo-Behandlung mit Vehikel (C) oder MIT. Die Werte beziehen sich auf
mindestens 100 gezihlte Zellen aus jeweils 3-5 Tumoren pro Gruppe. Die Daten sind Mittelwerte + s.e.m., und die P-Werte wurden durch ANOVA, gefolgt von einem ¢-Test, bestimmt.
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abschwicht. Nach der Bestrahlung von PSC27-Zellen translozierte  deutlich geringer. Die PSC27"Be-Zellen mit beeintrichtigter NF-«kB-
NF-xB in den Zellkern und induzierte die NF-kB-Reporteraktivitit ~ Aktivierung wiesen eine signifikante Abschwéichung der Induktion
um das >100-fache (erginzende Abb. 5d,e). Im Vergleich dazu war ~ der WNT16B-Expression nach Behandlung mit H202, BLEO oder

die Menge an nuklearem NF-kB in PSC27™B®-RAD-Zellen RAD auf (P < 0,05) (Abb. 4h).
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Abbildung 6 Chemotherapieresistenz, die durch geschadigte
Fibroblasten gefordert wird, wird durch die Blockierung von v .
WNT16B, p-Catenin oder NF-kB-Signalen abgeschwicht. (a) L Wiccarbuaicins
Lebensfahigkeit von Prostatakrebszellen iiber einen Bereich von
MIT-Konzentrationen mit (PSC27-RAD+shRNAWNTIB) oder
ohne (PSC27-RAD+shRNAC®) die Unterdriickung von
WNT16B in bestrahltem Fibroblasten-konditioniertem
Medium oder mit dem Zusatz des p-Catenin-Signalweg-
Inhibitors XAV939. Die Daten sind Mittelwerte + s.e.m. von _——— . DDSP (WNT168)
Dreifachversuchen. (b) Lebensfihigkeit von Prostatakrebszellen X:sst:;:l;iz (WNT16B) Lty

3 Tage nach der Behandlung mit dem Zweifachen der IC50 von

MIT im Zusammenhang mit konditioniertem Medium von Apoptotische Zelle DDR aktiviert

bestrahlten Prostata-Fibroblasten (PSC27-RAD), die shRNAs ' =)
@ e

exprimieren, die auf WNT16B abzielen und es unterdriicken

(shRNAWNTI6B) "eine Vektorkontrolle (shRNAC) oder

kombiniert mit dem p-Catenin-Signalweg-Inhibitor XAV939.(c) Lebensfihigkeit von Prostatakrebszellen 3 d nach Behandlung mit der ICso von MIT im Zusammenhang mit
konditioniertem Medium von Prostata-Fibroblasten, die mit Strahlung (PSC27-RAD) oder MIT (PSC27-MIT) und mit (PSC27™B<) oder ohne (PSC27¢) die Unterdriickung der NF-xB-
Signalisierung vorbehandelt wurden. (d) Antworten der akuten Tumorzellen auf die Chemotherapie in vitro. Quantifizierung der Apoptose durch die Caspase-3- und -7-Aktivitit,
gemessen 24 Stunden nach der Exposition von PC3-Zellen gegeniiber Vehikel oder der ICs, von MIT. Die Daten fiir b, ¢ und d sind Mittelwerte + s.e.m. von Triplikaten, und die P-
Werte wurden durch ANOVA gefolgt von einem ¢-Test bestimmt. (e,f) In-vivo-Effekte der MIT-Chemotherapie im Zusammenhang mit der Unterdriickung der Induktion der
Expression von WNT16B in Fibroblasten. Die Tumoren bestanden aus PC3-Zellen in Kombination mit bestrahlten (PSC27-RAD) Fibroblasten (e) oder unbestrahlten (PSC27°) (f)
Prostata-Fibroblasten, die sSitRNAs fiir WNT16B (shRNAWNTIB) oder eine Vektor-Kontrolle (shRNA®) exprimieren. MIT wurde alle zwei Wochen fiir drei Zyklen verabreicht, und die
Transplantate wurden geerntet und die Tumorvolumina eine Woche nach der letzten Behandlung bestimmt. Jeder Datenpunkt steht fiir ein einzelnes Xenotransplantat. Die
Tumorvolumina der PSC27%+shRNAC-Transplantate in f betrugen im Durchschnitt 20 mm3 und die Tumorvolumina der PSC27%+shRNAWNTI6ETransplantate betrugen im
Durchschnitt 12 mm? (P < 0,001). Horizontale Linien sind Gruppenmittelwerte, mit n = 10 in e und n = 8 in f. P-Werte wurden durch ANOVA mit anschlieendem #-Test ermittelt.
Die Klammergrenzen in f sind die Gruppenmittelwerte fiir PSC27¢+shRNAC-Transplantate im Vergleich zu PSC27¢4+shRNAWNTIE-Transplantaten, die einen Gréflenunterschied von
40 % aufweisen. Asterisken, wie in der vorherigen Tabelle. (g) Modell fiir nicht-autonome Therapieresistenzeffekte, die von der Mikroumgebung des Tumors als Reaktion auf
genotoxische Krebstherapeutika ausgehen. Die erste Therapierunde 16st eine apoptotische oder Seneszenz-Reaktion in Untergruppen von Tumorzellen aus und aktiviert eine DNA-
Schadensreaktion (DDR) in DDR-kompetenten benignen Zellen (+DDR), die die Mikroumgebung des Tumors bilden. Die DDR umfasst ein Spektrum von autokrin und parakrin
wirkenden Proteinen, die in der Lage sind, einen Seneszenz-Phinotyp in gutartigen Zellen zu verstirken und die Neubesiedlung des Tumors durch Progrowth-Signalwege in
neoplastischen Zellen zu fordern. Parakrin wirkende sekretorische Komponenten wie WNT16B fordern auch die Resistenz gegeniiber nachfolgenden Zyklen zytotoxischer Therapien.
CEC, Krebs-Epithelzelle; BEC, gutartige Epithelzelle; FC, Fibroblastenzelle; -DDR, DDR-inkompetente gutartige Zellen.

Therapie
resistenz

NATURE MEDICINE VOLUME 18 | NUMBER 9 | SEPTEMBER 2012 1365



© 2012 Nature America, Inc. All rights reserved.

&

ARTIKLEN

Als nichstes wurde untersucht, ob die Unterdriickung der Fibroblasten-
NEF-kB-Signalisierung als Reaktion auf DNA-Schidden die proproliferativen
Effekte des PSC27-RAD-DDSP abschwichen wiirde. Wahrend PSC27-RAD-
konditioniertes Medium die Prostataepithelzellproliferation forderte, war
dies bei konditioniertem Medium aus PSC27"®¢-RAD-Zellen nicht der Fall
(Abb. 4i). Diese Experimente identifizieren WNTI6B als ein neues Mitglied
des zelluldren Genomprogramms, das als Reaktion auf DNA-Schaden durch
NEF-kB-Signale reguliert wird.

Parakrines WNT16B schwicht die Wirkung einer zytotoxischen Therapie
ab

Die vorangegangenen Experimente legten nahe, dass das parakrin wirkende
WNT16B neben den tumorférdernden Effekten auch die Reaktion von
Tumoren auf genotoxische Krebstherapien beeinflussen konnte. Um diese
Moglichkeit zu priifen, untersuchten wir MIT, einen Topoisomerase-
Inhibitor vom Typ 2, der DNA-Strangbriiche erzeugt und zu
Wachstumsstillstand, Seneszenz oder Apoptose fithrt. Er wird klinisch zur
Behandlung von fortgeschrittenem Prostatakrebs eingesetzt.
Prostatakrebszellen, die PSC27WNT!E-konditioniertem Medium ausgesetzt
waren, zeigten im Vergleich zum Kontrollmedium durchweg eine signifikante
Abschwichung der Chemotherapie-induzierten Zytotoxizitit iiber einen
Bereich von MIT-Konzentrationen nach 3 d (P < 0,05) (Abb. 5a und
erginzende Abb. 6a). Kurzfristige Zelllebensfahigkeitstests bestatigten, dass
das mit PSC27WNT16E konditionierte Medium im Vergleich zu den Kontrollen
das Uberleben der Krebszellen nach einer akuten 12-stiindigen Exposition
gegeniiber MIT verbesserte (P < 0,01) (ergédnzende Abb. 6b). Apoptotische
Reaktionen, die nach 24-stiindiger MIT-Exposition gemessen wurden,
wurden durch PSC27WNTI6B_konditioniertes Medium erheblich abgeschwicht
(P < 0,01), ein Effekt, der durch die Behandlung mit XAV939 blockiert wurde
(Abb. 5b,c). Um festzustellen, ob diese Beobachtungen fiir die Tumortherapie
in vivo von Bedeutung sind, behandelten wir Méuse mit
Tumortransplantaten, die aus PC3-Zellen und PSC27WNTIB. oder PSC27¢-
Fibroblasten bestanden, mit drei Zyklen von MIT, die alle zwei Wochen
verabreicht wurden. Die MIT-Behandlung fiihrte zu einer deutlichen
Verringerung des Tumorvolumens (P < 0,001). Die Transplantation von
Tumorzellen mit PSC27WNTI®B_Eijbroblasten —schwichte jedoch die
tumorhemmende Wirkung von MIT im Vergleich zu Tumorzellen ab, die mit
PSC27-Kontrollfibroblasten transplantiert wurden: Die Tumoren von PC3
+PSC27¢ und PC3+PSC27WNT1B hatten eine durchschnittliche Grofle von 13
mm3 bzw. 78 mm? (P < 0,001) (Abb. 5d). Experimente mit MDA-MB-231
Brustkrebszellen und Brustfibroblasten ergaben dhnliche Ergebnisse
(erginzende Abb. 6¢c). Um den Einfluss von WNTI16B auf die akuten
Auswirkungen der Chemotherapie zu bewerten, untersuchten wir Kohorten
von PC3+PSC27¢- und PC3+PSC27WNTI6B_Xenografts 24 Stunden nach der
MIT-Behandlung, um DNA-Schidden mittels y-H2AX-Immunfluoreszenz
und Apoptose mittels gespaltener Caspase 3-Immunhistochemie (IHC) zu
quantifizieren. Im Vergleich zu PC3+PSC27¢-Transplantaten gab es keinen
Unterschied in der Anzahl der DNA-Schadensherde in PC3+PSC27WNT16B.
Tumoren, aber es waren signifikant weniger apoptotische Zellen vorhanden
(34 % im Vergleich zu 14 %; P < 0,05) (Abb. 5e).

Das konditionierte Medium von PSC27-RAD-Zellen, das das vollstindige
Fibroblasten-DDSP reprasentiert, erhohte signifikant die Lebensfihigkeit von
PC3-Krebszellen, die in vitro MIT-Konzentrationen zwischen 0,1-1 pM
ausgesetzt waren (P < 0,01) (Abb. 6a). Im Vergleich zu PSC27-RAD-
konditioniertem Medium verstirkten PSC27-RAD+shRNAWNTI®E. oder
PSC27'B«RAD-Fibroblasten, die so manipuliert wurden, dass sie die
WNT16B-Expression bzw. die NF-xkB-Aktivierung unterdriickten, die
Wirkung von MIT erheblich, indem sie die Apoptose weiter erhéhten und
die Lebensfihigkeit der Tumorzellen um 30-40 % reduzierten. Die
Blockierung der (-Catenin-Signaliibertragung in Karzinomzellen mit
XAV939  schwichte auch die Auswirkungen des PSC27-RAD-
konditionierten Mediums auf die Foérderung des Uberlebens von
Tumorzellen ab (Abb. 6b-d und erginzende Abb. 7a,b). Diese Wirkung von
WNT16B war auch in wvivo zu beobachten. PC3+PSC27-RAD-
Tumortransplantate hatten eine durchschnittliche Gréfle von 300 mm3 im
Vergleich zu 25 mm?® bei Transplantaten mit PC3-Zellen allein (P < 0,001).
Die MIT-Chemotherapie unterdriickte das Wachstum der PC3+PSC27-
RAD-Transplantate, obwohl Resttumore immer noch leicht nachweisbar

waren und eine durchschnittliche Grofle von 55 mm?® aufwiesen (Abb. 6e).
Nach der MIT-Behandlung waren die Resttumore von PC3-Zellen mit
PSC27-RAD + shRNAWNTI®E_Fibroblasten mit abgeschwiachter WNT16B-
Induktion jedoch im Durchschnitt ~33% kleiner als PC3+PSC27-RAD-
Tumore (P < 0,001) (Abb. 6e). Experimente mit MDA-MD-231-Zellen und
Brustfibroblasten ergaben dhnliche Ergebnisse (erginzende Abb. 7c). Um
die klinische Situation der Krebstherapie genauer zu imitieren, verpflanzten
wir auch Tumorzellen mit unbestrahlten PSC27-Fibroblasten (PSC27€) und
folgten demselben Behandlungsschema von drei MIT-Zyklen. Die Tumore
von Miusen, die mit MIT behandelt wurden, waren wesentlich kleiner als die
Tumore von unbehandelten Méusen (P < 0,001). Die Abschwéchung der
WNT16B-Induktion verstirkte die Wirkung der Chemotherapie weiter:
Nach der MIT-Behandlung waren Transplantate aus PC3-Zellen und PSC27¢
+ shRNAWNTI®B jm Durchschnitt 40 % kleiner als Transplantate aus PC3-
Zellen kombiniert mit PSC27¢-Zellen ohne sShRNAWNTI6E (P < 0,001) (Abb.
6f und ergénzende Abb. 7d).

DISKUSSION

Die Optimierung der Strahlen- und Chemotherapie zur Behandlung
bosartiger Neoplasmen beruht auf der iterativen Entwicklung und Priifung
von Modellen, die die Dynamik des Tumorwachstums, die Mutationsraten
und die Kinetik der Zellabttung berticksichtigen. Die theoretisch
wirksamsten Tumorbekdmpfungsstrategien miissen jedoch in der Regel
wegen der nachteiligen Auswirkungen auf den Wirt abgeschwicht werden.
Diese Tatsache hat zur Entwicklung von Therapieschemata gefiihrt, bei
denen die Therapien in Intervallen oder Zyklen verabreicht werden, um
irreparable Schidden an lebenswichtigen Wirtsfunktionen zu vermeiden. Die
Erholung und Wiederbesiedlung von Tumorzellen zwischen den
Behandlungszyklen ist jedoch eine der Hauptursachen fiir das Scheitern der
Behandlung!>!®. Interessanterweise hat sich gezeigt, dass sich die
Wiederbesiedlungsrate von Tumorzellen in den Intervallen zwischen
erfolgreichen Behandlungen beschleunigt, und bei soliden Tumoren kommt
es hiufig zu einem anfinglichen Ansprechen, gefolgt von einem schnellen
Wiederwachstum und einer anschliefenden Resistenz gegen weitere
Chemotherapien. Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass
Schadensreaktionen in gutartigen Zellen, die die Mikroumgebung des
Tumors bilden, direkt zu einer verbesserten Tumorwachstumskinetik
beitragen konnen (Abb. 6g).

Die autokrin und parakrin wirkenden Einfliisse genotoxischer
Stressreaktionen konnen komplexe und potenziell widerspriichliche, nicht
autonome Auswirkungen auf Zellen haben®*. Insgesamt stimmen unsere
Ergebnisse mit Studien iiber DNA-Schiden iiberein, bei denen die
Ausfithrung eines Signalprogramms, das in einem Seneszenz-Phénotyp
gipfelt, von erhohten Konzentrationen spezifischer extrazelluldrer Proteine
begleitet wird, die als ,Seneszenz-Botschaftssekretom® oder ,Seneszenz-
assoziierter sekretorischer Phénotyp“ bezeichnet werden®3%. DNA-
Schadensreaktionen und Seneszenzprogramme koénnen eindeutig auf
zellautonome ,intrinsische Weise wirken, um das Zellwachstum zu stoppen
und die Tumorprogression zu hemmen, wie dies bei pramalignen Navi
beobachtet wurde®. Sekretierte Faktoren wie das Insulin-dhnliche
Wachstumsfaktor-Bindungsprotein 7 (IGFBP7) und die Chemokin-(C-X-C-
Motiv)-Rezeptor-2-(CXCR2)-Liganden IL-6 und IL-8 sind an einer positiven
Riickkopplungsschleife beteiligt, um den durch onkogenen Stress induzierten
Seneszenz-Wachstumsstopp zu verstirken und auch Immunreaktionen zu
fordern, die seneszente Zellen beseitigen und die Tumorregression
verbessern?*3%337. Neben proinflammatorischen Zytokinen umfasst das
Schadensreaktionsprogramm jedoch auch Proteasen und mitogene
Wachstumsfaktoren wie MMPs, Hepatozyten-Wachstumsfaktor (HGF),
vaskuldrer endothelialer Wachstumsfaktor (VEGF) und Liganden des
epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors (EGFR), die eindeutig eine Rolle
bei der Forderung des Tumorwachstums, der Hemmung der
Zelldifferenzierung, der Verstirkung der Angiogenese und der Beeinflussung
der Behandlungsresistenz spielen'®23% Dieses Konzept wird durch Berichte
iiber  gewebespezifische ~ chemoresistente ~ Uberlebensnischen  bei
hiamatopoetischen Neoplasmen, wie z. B. Lymphomen, unterstiitzt39. Die
Situation weist auch Parallelen zu Studien auf, in denen Strahlen- und
Chemotherapie paradoxerweise die Tumorausbreitung fordern®.
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Insgesamt stiitzen diese Studien mehrere Schlussfolgerungen: Erstens
hingen die Ergebnisse einer genotoxischen Exposition gegeniiber einer
bestimmten gutartigen oder neoplastischen Zelle von der Integration der
angeborenen Fihigkeiten zur Schadensbehebung und dem Kontext ab, der
durch die Zusammensetzung der Tumormikroumgebung bestimmt wird;
Zweitens kann eine erworbene Resistenz auch ohne Verdnderungen der
intrinsischen zelluliren Chemosensitivitét auftreten, obwohl eine intrinsische
Medikamentenresistenz bei einigen Krebsarten eindeutig vorhanden ist41,
und unsere Ergebnisse unterstiitzen nachdriicklich frithere Studien, in denen
Bestandteile der Tumormikroumgebung als wichtige Faktoren fiir diese
Resistenz identifiziert wurden42-44; und drittens sind spezifische DDSP-
Proteine der Mikroumgebung, die die Therapieresistenz foérdern, wie
WNT16B, attraktive Ziele fiir die Verstirkung der Reaktion auf allgemeinere
genotoxische Therapeutika. Die Komplexitit des
Schadensreaktionsprogramms spricht jedoch auch fiir Strategien, die sich auf
die Hemmung von vorgelagerten Hauptregulatoren wie NF-kB45
konzentrieren, die méglicherweise effizientere und wirksamere Erginzungen
zu  zytotoxischen Therapien darstellen, sofern ihre Nebenwirkungen
ertriglich sind.

METHODEN
Die Methoden und alle zugehorigen Referenzen sind in der Online-Version
des Papiers verfiigbar.

Zugriffsnummern. Die Microarray-Daten sind in der Gene Expression
Omnibus-Datenbank unter dem Zugangscode GSE26143 hinterlegt.

Hinweis: Erginzende Informationen sind in der Online-Version des Papiers verfiigbar.
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ONLINE-METHODEN

Zellkulturen und Behandlungen. Wir erhielten Epithelzelllinien von der
American Type Culture Collection und kultivierten sie nach den
empfohlenen Protokollen. Die Fibroblasten wurden geziichtet, bis sie zu 80 %
konfluent waren, und dann mit 0,6 mM Wasserstoffperoxid (PSC27-H,0,),
10 pg ml! Bleomycin (PSC27-BLEO), 1 uM Mitoxantron (PSC27-MIT) oder
ionisierender Strahlung durch eine '*’Césiumquelle bei 743 rad min'!
(PSC27-RAD) behandelt. Weitere Einzelheiten zu den Zellkulturmethoden
sind in den ergidnzenden Methoden enthalten.

Analyse der Genexpression. Wir extrahierten die gesamte RNA aus PSC27-Zellen mit
dem RNeasy-Kit (QIAGEN), wandelten die mRNAs in komplementire DNAs (cDNAs)
um und amplifizierten die cDNAs in einer Runde mit dem MessageAmp aRNA-Kit
(Ambion), gefolgt von der Aminoallyl-UTP-Inkorporation in einer zweiten Runde der
Amplifikation der RNA. Die Proben wurden mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert und
gemifl den Anweisungen des Herstellers (Agilent Technologies) auf 44K Whole Human
Genome Expression Microarray Objekttriager hybridisiert. Zusétzliche Untersuchungen
der Transkriptabundanz wurden mittels qRT-PCR durchgefithrt (erginzende
Methoden).

Immunhistochemie. Wir verwendeten einen monoklonalen Maus-Antikorper gegen
WNT16B (Produktnummer 552595, Klon F4-1582, BD Pharmingen) in einer
Verdiinnung von 1:16.000 zur Immunlokalisierung des WNT16B-Proteins mit einer
indirekten dreistufigen Avidin-Biotin-Peroxidase-Methode gemify den Anweisungen
des Herstellers (VECTASTAIN Elite ABC Kit, Vector Labs). Die Expression von
WNT16B durch Epithel oder fibromuskuldre Stromazellen in jedem Gewebeschnitt
wurde auf einer 4-Punkte-Skala wie folgt erfasst: 3 fiir stark exprimiert, 2 fiir mafig
exprimiert, 1 fiir schwach oder mehrdeutig exprimiert und 0 fiir keine Expression von
WNT16B durch irgendwelche Stromazellen. Weitere Einzelheiten sind in den
erginzenden Methoden enthalten.

Charakterisierung der Zellphinotypen. Wir bewerteten die Zellproliferation mit dem
CellTiter 96 AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (MTS), wobei die Signale
mit einem 96-Well-Plattenlesegerit erfasst wurden. Fiir Transwell-Migrations- und
Invasionstests wurden serumstarrende Zellen in die oberen Kammern von Cultrex 24-
Well Cell Migration Assay-Platten (8 um Porengrofle) gegeben, die mit oder ohne
Basenmembran-Extrakt beschichtet waren, der als 0,5-fache Stammlosung hergestellt
wurde. Nach 12 bzw. 24 Stunden wurden die migrierenden oder eindringenden Zellen
in den unteren Kammern angefirbt und die Absorption der Platte aufgezeichnet.
Chemoresistenztests wurden mit Epithelzellen durchgefiihrt, die entweder mit DMEM
und niedrigem Serum (0,5 % FCS) (hier als ,DMEM® bezeichnet) oder mit
konditioniertem Medium kultiviert wurden, das aus PSC27-Zellen gewonnen wurde, die
Vektorkontrollen, WNT16B oder shRNAs exprimieren. Die Zellen wurden 12, 24 oder
72 Stunden lang mit Mitoxantron in Konzentrationen nahe der ICs, jeder einzelnen
Zelllinie behandelt.

Der prozentuale Anteil lebensfihiger Zellen wurde berechnet, indem die Ergebnisse
jedes Experiments mit den Ergebnissen der mit Vehikel behandelten Zellen verglichen
wurden. Jeder Test wurde mindestens dreimal wiederholt, wobei die Ergebnisse als
Mittelwerte + s.e.m. angegeben wurden.

In-vivo-Studien. Das Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC) des Fred
Hutchinson Cancer Research Center priifte und genehmigte die Tierprotokolle und -
verfahren, wobei die Operationen gemifl dem Leitfaden fiir Labortiere der US National
Institutes of Health durchgefiihrt wurden. Zur Herstellung von Geweberekombinanten
wurden 250.000 Fibroblasten (PSC27-Serie) und Epithelzellen im Verhiltnis 1:1 in
Kollagengelen gemischt. Minnliche ICR-Mause mit schwerem kombiniertem
Immundefizit (SCID), die von Taconic, Inc. bezogen wurden, wurden mit Isofluran
betdubt, und es wurde ein schriger Einschnitt (<1 ¢cm) an der Nierenkapseloberfliche
parallel und neben der Langsachse jeder Niere vorgenommen. Die Zellen wurden mit
einer stumpfen 25-Gauge-Nadel und einer Hamilton-Glasspritze unter die Kapsel
injiziert. Die Niere wurde in den Retroperitonealraum zuriickgebracht, und die Haut
wurde mit chirurgischen Klammern verschlossen. Das Wachstum der Xenotransplantate
wurde in wochentlichen Abstinden iiberpriift, und die Méduse wurden 8 Wochen nach
der Transplantation getotet. Jeder Xenotransplantat-Arm umfasste 5-8 Miuse pro
Xenotransplantat-Typ, entweder aus einzelnen Zellen oder aus Kombinationen von
Fibroblasten und Epithelzellen. Weitere Einzelheiten sind in den ergénzenden
Methoden enthalten.

Fir die Chemotherapiestudien erhielten die Mause Zelltransplantate wie oben
beschrieben und wurden 2 Wochen lang beobachtet, damit sich der Tumor entwickeln
konnte. Ab der dritten Woche nach der Transplantation erhielten die Miuse
Mitoxantron in einer Dosis von 0,2 mg pro kg intraperitoneal am ersten Tag der dritten,
fiinften und siebten Woche (Ref. 46). Insgesamt wurden drei zweiwdchige Zyklen
verabreicht, nach denen die Mause get6tet und ihre Nieren fiir Tumormessungen und
histologische Analysen entfernt wurden. Jeder Versuchsarm umfasste 5-8 Méuse pro
Behandlungskohorte. Weitere Einzelheiten sind in den erginzenden Methoden zu
finden.

Statistische Analysen. Alle In-vitro-Experimente wurden mindestens dreimal
wiederholt, und die Daten werden als Mittelwerte + s.e.m. angegeben. Unterschiede
zwischen den Gruppen und Behandlungen wurden durch ANOVA, gefolgt von t-Tests,
bestimmt. P < 0,05 wurde als signifikant angesehen.

Zusitzliche Methoden. Die detaillierte Methodik ist in den erginzenden
Methoden beschrieben.

46. Alderton, P.M., Gross, J. & Green, M.D. Comparative study of doxorubicin,
mitoxantrone, and epirubicin in combination with ICRF-187 (ADR-529) in a chronic
cardiotoxicity animal model. Cancer Res. 52, 194-201 (1992).
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