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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Plattenepithelkarzinome im Kopf-Hals-Bereich

Karzinome im Kopf-Hals-Bereich sind die am achthaufigsten auftretenden malignen
Tumoren des Menschen weltweit mit 390.000 neu registrierten Fallen im Jahr 2000
(STEWART und KLEIHUES 2003). In den USA treten jahrlich ungefahr 30.000 neue
Kopf-Hals-Tumorerkrankungen mit ca. 8.000 assoziierten Todesfallen auf (JEMAL et
al. 2007, JEMAL et al. 2006, JEMAL et al. 2005).

Plattenepithelkarzinome (Head and neck squamous cell carcinomas, HNSCC) bilden
dabei mit Uber 90% aller Kopf-Hals-Karzinome den groften Anteil (METELMANN
und KADUK 2007). HNSCC weisen allgemein vorrangig eine Metastasierung in die
regionaren Lymphknoten auf, bevor es zur Fernmetastasierung in Lunge und Leber
kommt (METELMANN und KADUK 2007). Fasst man alle oropharyngealen
Lokalisationen neu aufgetretener HNSCC zusammen, so haben sich die 5-Jahres-
Uberlebensraten bei derartigen Erkrankungen trotz stetiger Weiterentwicklung der
multimodalen Therapiekonzepte und chirurgisch-rekonstruktiven
Therapiemoglichkeiten in den letzten 40 Jahren kaum verbessert (CARVALHO et al.
2004). Die Erkrankung fuhrt zudem zu einer deutlichen Reduktion der individuellen
Lebensqualitat (SCHLIEPHAKE und JAMIL 2002).

Ein aktueller Forschungsschwerpunkt liegt daher in der Aufdeckung
molekularbiologischer Mechanismen, die bei Entstehung und Progression von
Karzinomen im Oropharynxbereich moglicherweise eine entscheidende Rolle spielen

und Wege fur zukinftige zielgerichtete Therapieverfahren weisen kdénnen.

1.2 Interaktionen von Tumorzellen und Umgebungsgewebe

Von besonderem Interesse sind dabei die Interaktionen des Tumorgewebes mit
seiner unmittelbaren Umgebung, dem Tumorstroma, durch die wesentliche
Tumoreigenschaften wie Invasivitat oder Angioneogenese (DE WEVER und
MAREEL 2003) beeinflusst werden und die damit einen entscheidenden Einfluss auf
den Verlauf einer Tumorerkrankung haben. Dem Tumorstroma scheinen wichtige
Funktionen bezuglich der Regulation verschiedener Tumorwachstums-, Invasions-,
und Metastasierungsprozesse zuzukommen (DIREKZE und ALISON 2006).
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Hauptbestandteil des Tumorstromas sind Zellen mesenchymalen Ursprungs, wie
Fibroblasten und Myofibroblasten, die extrazellulare Matrix synthetisieren und damit
strukturgebend wirken, gleichzeitig aber auch auf unterschiedliche Weise in
parakrine Interaktion mit dem benachbarten Tumorgewebe treten (DE WEVER und
MAREEL 2003).

In experimentellen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Proliferation
von humanen Mammakarzinom-Zelllinien (MCF-7/MCF-10) durch Kokultur mit
humanen mesenchymalen Stromazellen (hMSC) abnimmt (FIERRO et al. 2004,
HOMBAUER und MINGUELL 2000). Ein ahnlicher Effekt lasst sich durch Exposition
der Tumorzellen gegenuber VEGF und IL-7 erzielen (FIERRO et al. 2004). In
neueren Untersuchungen kommt es bei hepatozellularen Karzinomen in vitro und im
Tiermodell zu einer Abnahme der Zellproliferation (QIAO et al. 2008). Gleiches gilt in
Kultur fur Zelllinien der myeloischen Leukamie (ZHU et al. 2009).

Verschiedene ,Cross-Talk“-Mechanismen zwischen Tumor- und Tumorstromazellen
kénnen Uber Zytokine, wie z.B. den Wachstumsfaktor TGF-f3, erfolgen (DERYNCK et
al. 2001), der als Mediator fur definierte Signalkaskaden dient. Hier nimmt der Wnt-[3-
Catenin-Pathway eine Schlusselrolle ein (NISHITA et al. 2000), da er sowohl im
mesenchymalen als auch im epithelialen Gewebe essentielle Funktionen Ubernimmt
(BLANPAIN et al. 2007, DE BOER et al. 2004). Zellen maligner epithelialer Tumoren
und stromale mesenchymale Zellen weisen demnach  gemeinsame
Signaltransduktionswege auf.

Neuere Untersuchungen deuten darauf hin, dass es im Verlauf der
Tumorentwicklung zum Prozess der epithelial-mesenchymalen Transition (EMT)
kommt. Hierbei verlieren Karzinomzellen ihren epithelialen Phanotyp, entwickeln
Motilitat und erhalten damit die notwendigen Eigenschaften fur Invasivitat und
Metastasierung (ACLOQUE et al. 2009, YANG J und WEINBERG 2008). Dieser
Transitionsvorgang ist jedoch nicht tumorspezifisch, sondern tritt auch
physiologischerweise zu verschiedenen Zeitpunkten der Embryogenese auf,
erstmalig wahrend der Gastrulation (KIMELMAN 2006, VIEBAHN et al. 1995). Im Fall
der Tumorgenese existieren verschiedene Erkenntnisse Uber die Rolle der EMT
wahrend der Tumorinvasion und —metastasierung. Bezuglich des Zellverhaltens
zeigen sich Parallelen zur Embryonalentwicklung. So deuten z.B. verschiedene

Beobachtungen auf eine Reversibilitat der EMT (,MET") nach Metastasierung hin
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(FODDE und BRABLETZ 2007, ROSIVATZ et al. 2002, TARIN et al. 2005,
THOMPSON et al. 2005, YANG J et al. 2004). Als Marker fur die epithelial-
mesenchymale Transition gilt der Verlust von Zell-Zell-Kontakten im Tumorgewebe,
der mit einer Expressionsreduktion von E-Cadherin als membranstandigem
Zelladhasionsmolekul  einhergent (CHANG et al. 2007). Bei oralen
Plattenepithelkarzinomzellen wurde eine Korrelation von reduzierter E-Cadherin-
Expression mit  Tumordifferenzierung, Invasivitat und  Auftreten  von
Lymphknotenmetastasen beobachtet (BAGUTTI et al. 1998, KUDO et al. 2004,
MATTIJSSEN et al. 1993, SHINOHARA et al. 1998, THOMAS und SPEIGHT 2001).
Die autokrine und parakrine Interaktion von an der EMT beteiligten Zytokinen und
ihren Rezeptoren, entsprechenden Second Messengers und Transkriptionsfaktoren
stellt ein komplexes regulatives System dar, das bislang nur ansatzweise erforscht
ist. Neben verschiedenen Wachstumsfaktoren wie TGF-, EGF, HGF, IGF und
PDGF stellt Wnt einen wichtigen Liganden dar (CHANG et al. 2007). Intrazellular
kommt es Uber Komponenten des Wnt-Pathways, insbesondere tber p-Catenin, zu
einer Interaktion mit dem bereits oben beschriebenen E-Cadherin (SCHMALHOFER
et al. 2009).

Fir die Entwicklung der Zellinvasivitat werden Matrix-Metalloproteinasen, hier
insbesondere die membranstandige MMP-14 (ROSENTHAL und MATRISIAN 2006),
und weitere lytische Enzyme, wie z.B. Cathepsin B, aktiviert (NOMURA und
KATUNUMA 2005). Dem Transkriptionsfaktor Ets-1 scheint hier ebenfalls eine
wichtige Rolle zuzukommen, da er die Genexpression verschiedener
invasivitatssteigernder Enzyme, vor allem von Matrix-Metalloproteinasen, auf

Transkriptionsebene reguliert (TAKI et al. 2006).

1.3 Die oropharyngeale Plattenepithelkarzinomzelllinie PCI-13

Zur Evaluation von Charakteristika oropharyngealer Plattenepithelkarzinomzellen im
in-vitro-Modell der Zellkultur wurden verschiedene Tumorzelllinien sowohl aus
Primartumoren als auch aus Metastasen etabliert, die bereits fur vielfaltige
Untersuchungen herangezogen wurden (LIN et al. 2007). Als immortalisierte

Zelllinien stellen sie ein wichtiges Mittel zur praklinischen Erforschung molekularer,
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biochemischer, genetischer und immunologischer Eigenschaften von Tumorzellen
dar.

Die der Zelllinie PCI-13 zugrundeliegenden Zellen wurde 1989 aus einem
Plattenepithelkarzinom (Primartumor) der oralen Mukosa im Bereich des Trigonum
retromandibulare bei einem 50-jahrigen mannlichen Patienten gewonnen. Das
Tumorstadium nach UICC war T3sN1Mp (HEO et al. 1989, SNYDERMAN et al. 1994).
PCI-13-Zellen wurden als Modellzellen fir das Verhalten von oropharyngealen
Plattenepithelkarzinomen bereits mehrfach in vitro eingesetzt, unter anderem zur
Untersuchung der Interaktion von oralen Tumorzellen mit T-Lymphozyten und
naturlichen Killerzellen (WHITESIDE et al. 1998) oder zur Beurteilung des Einflusses
der Expression von humanem Interleukin-Rezeptor Alpha auf die Eigenschaften von
Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich (KUHN et al. 2003).

1.4 Humane mesenchymale Stromazellen

Das Konzept der humanen mesenchymalen Stromazelle (hnMSC) wurde bereits vor
40 Jahren mit der Feststellung entwickelt, dass es bei Aussaat von
Knochenmarkstromazellen zu Koloniebildungen mit fibroblastischem Charakter
kommt (FRIEDENSTEIN et al. 1970). Der Anteil dieser Kolonien ist, gemessen am
Gesamtanteil der mononukledren Knochenmarkzellen, mit 0,01% bis 0,001% recht
klein (CASTRO-MALASPINA et al. 1980) und damit deutlich niedriger als der Anteil
der hamatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen mit Anteilen von ca. 1% (CIVIN
et al. 1996). Nachdem es moglich geworden war, Uber spezifische Marker, vor allem
CD73, CD90 und CD105, mesenchymale Stromazellen zu charakterisieren
(HAASTERS et al. 2009, PITTENGER et al. 1999), konnten diese fur in-vitro-Studien
unkompliziert isoliert und expandiert werden.

Die Hauptvorkommen der hMSC befinden sich nach derzeitigem Kenntnisstand vor
allem im Knochenmark (RALLAPALLI et al. 2009), das zum Zweck der
Zellgewinnung z.B. im Bereich des Beckenkamms operativ leicht erreichbar ist.
Mesenchymale Stammzellen wurden ebenfalls bereits aus Nabelschnurblut (ERICES
et al. 2000), Fettgewebe (ZUK et al. 2001) und weiteren Geweben (BARRY und
MURPHY 2004, RALLAPALLI et al. 2009) isoliert.

11
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Populationen mesenchymaler Stromazellen des Knochenmarks besitzen als
pluripotente oder multipotente Zellen die Fahigkeit zur Differenzierung in Knochen-,
Knorpel-, Muskel-, Sehnen-, Fett- und Stromagewebe und tragen zur Regeneration
der jeweiligen Gewebetypen bei (PITTENGER et al. 1999).

FiUr ihren Einsatz zur endogenen Organregeneration durch Gewebeersatz kénnen
hMSC migratorische und invasive Fahigkeiten entwickeln, um sich aus ihrer
Stammzellnische zu entfernen und an den Wirkungsort zu gelangen (KORBLING und
ESTROV 2003). Sowohl an der Steuerung dieser Eigenschaften als auch an der
Regulation der Proliferationsrate ist der Wnt--Catenin-Pathway, hier insbesondere
uber Wnt-3, beteiligt (NETH et al. 2006). Es konnte nachgewiesen werden, dass
Gewebshypoxie, die in der Umgebung maligner Tumoren haufig zu finden ist, die
Migration von hMSC anregt. Gleichzeitig wird Uber die Synthese der Matrix-
Metalloproteinase MMP-14 die Bildung von Kapillaren unterstitzt (ANNABI et al.
2003).

Eine weitere wesentliche Eigenschaft mesenchymaler Stromazellen ist die Fahigkeit,
heterotypische Zell-Zell-Kontakte auszubilden und somit auch in Interaktion mit
epithelialen Zellen zu treten, wie in vitro am Beispiel der Interaktion mit
Mammakarzinomzellen gezeigt werden konnte (HOMBAUER und MINGUELL 2000).
Interessant ist diese Eigenschaft vor allem zur Erklarung der Bildung von
Mikrometastasen maligner Tumoren: Humane mesenchymale Stromazellen scheinen
ein attraktiver Zielzelltyp fur mikrometastatische Mammakarzinomzellen zu sein
(HOMBAUER und MINGUELL 2000). Untermauert wird diese Annahme durch in-
vitro-Ergebnisse, die zeigen, dass Knochenmarkstromazellen von Patienten mit
Mammakarzinom in Kokultur ein anderes Interaktionsmuster mit den Tumorzellen
aufweisen als die entsprechenden Zellen aus dem Knochenmark gesunder Spender
(NICOLA et al. 2003).

1.5 Mediatoren der Tumor-Stroma-Interaktion
1.5.1 Wingless-type MMTYV integration site family, member 3 (Wnt-3)

Wnt-3 gehort als Zytokin zur Wnt-Familie der Liganden fur den kanonischen Wnt-[3-
Catenin-Pathway. Die Abkirzung ,Wnt* entstand aus der Kombination von

,Wingless® und ,Int-1%, als sich herausstellte, dass es sich bei beiden Homologen um
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ein Produkt des gleichen Gens handelte (RIJSEWIJK et al. 1987). Die Bezeichnung
~Wingless-type“ stammt von Beobachtungen an der Fruchtfliege Drosophila
melanogaster, bei der Mutationen im Wingless-Gen zu einer fligellosen Variante der
Fliegen fuhren. Unter der ursprunglichen Bezeichnung ,Int-1“ wurde ein murines
Onkogen gefuhrt (NUSSE et al. 1984).

Wnt bildet den Ausgangspunkt verschiedener Signaltransduktionswege, von denen
der kanonische Wnt-B-Catenin-Pathway im Zusammenhang mit wichtigen
Regulationsmechanismen der Zelldifferenzierung gegenwartig die grof3te Bedeutung
besitzt (FODDE und BRABLETZ 2007, REYA und CLEVERS 2005). Bislang
bekannte Funktionen des Whnt-B-Catenin-Pathways in Vivo sind
Differenzierungsvorgdnge wahrend der Embryonalentwicklung wie z.B. die
Festlegung der Korperachse (MARIKAWA 2006). Eine homozygote Mutation von
Wnt-3 beim Menschen fuhrt zur Tetra-Amelie (NIEMANN et al. 2004), was darauf
hindeutet, dass Wnt-3 bereits in sehr frihen Phasen der embryonalen
Extremitatenentwicklung sowie in der kraniofazialen und urogenitalen Morphogenese
wichtige Funktionen erfullt. Verschiedene Einflisse auf die Karzinogenese wurden
ebenfalls bereits beobachtet (MOON et al. 2004, REYA und CLEVERS 2005), wie
z.B. die Beteiligung des kanonischen Wnt-Pathways bei der zum Kolonkarzinom
fuhrenden Adenomatdsen Polyposis Coli, die auf einem hereditaren Defekt des APC-
Gens beruht (RUBINFELD et al. 1996).

Weitere interessante Aspekte ergeben sich aus der Funktion des Wnt-Pathways in
Geweben, die einer standigen Regeneration Uber Stamm- und Progenitorzellen
unterliegen, wie z.B. Darmepithelien (BATLLE et al. 2002, KORINEK et al. 1998,
PINTO et al. 2003), Haarfollikel (DASGUPTA wund FUCHS 1999) oder
hamatopoetische Zellen (REYA und CLEVERS 2005). Da Wnt dabei die
Differenzierung der jeweiligen Stamm- und Progenitorzelllinien durch autokrine und
parakrine Wirkung auf seinen Rezeptor unterdrickt, ihren multi- bzw. pluripotenten
Charakter bewahrt und sie vor Apoptose schutzt, deutet viel darauf hin, dass es auch
als wichtiger Faktor in der Entwicklung maligner Tumoren angesehen werden kann
(MALANCHI und HUELSKEN 2009, MOON et al. 2004, POLAKIS 2007). Wnt scheint
hier sogar entscheidende Einflisse auszulben: So wurde z.B. bei Mammakarzinom-
Zellinien eine deutlich erhohte Expression von Wnt-1 und Wnt-3 nachgewiesen
(KATOH 2002, KATOH 2003). Dies wurde auch fur Plattenepithelkarzinomzellen des
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Kopf-Hals-Bereichs festgestellt, bei denen die Aktivierung des Wnt-B-Catenin-
Pathways antiapoptotisch und invasivitatsfordernd wirkt (YANG F et al. 2006).
Interessanterweise besitzt Wnt auch Einflisse auf das Migrations- und
Invasionsverhalten sowie die Proliferation und Differenzierung humaner
mesenchymaler Stromazellen, wodurch sich neue Aspekte im Bereich der Tumor-
Stroma-Interaktion und epithelial-mesenchymalen Transformation ergeben (DE
BOER et al. 2004, NETH et al. 2007).

1.5.2 B-Catenin

Die Funktion von B-Catenin in epithelialen Zellen gliedert sich in zwei Bereiche,
abhangig von seiner Lokalisation: Zum einen ist B-Catenin ein wichtiger Bestandteil
der Zell-Zell-Verbindungen Uber Zonulae adhaerentes. E-Cadherin wird hier tUber [3-
Catenin  zusammen mit a-Catenin mit dem Actin-Zytoskelett verbunden
(SCHMALHOFER et al. 2009). Zum anderen wirkt 3-Catenin als wichtigster Second
Messenger des kanonischen Wnt--Catenin-Pathways (NETH et al. 2007). Befindet
sich kein Ligand am Wnt-Rezeptor (Frizzled-Rezeptor+LRP-Korezeptor), so wird das
zytosolische B-Catenin Uber einen ,Destruktionskomplex®, bestehend aus Axin, APC-
Protein und Glycogen-Synthase-Kinase-3p (GSK-3B) phosphoryliert und damit der
Degradation durch Proteasomen zugefuhrt (KIMELMAN und XU 2006). Kommt es zu
einer Aktivierung der Rezeptoren uber Wnt (HE et al. 2004), fuhrt dies Uber mehrere
Zwischenschritte zu einer Relokation von Axin aus dem Destruktionskomplex in die
Zellmembran. B-Catenin akkumuliert im Zytoplasma und transloziert in den Zellkern,
wo es einen Transkriptionsfaktorkomplex mit Proteinen der TCF-/LEF-Familie bildet.
Dieser bindet an Promotoren Wnt-abhangiger Gene und aktiviert deren Transkription
(CADIGAN und NUSSE 1997). An der Progression maligner Tumoren ist f-Catenin
somit zum einen Uber die Differenzierungssteuerung mittels Wnt-Pathway und zum
anderen uber die Interaktion mit Zelladhasionsmolekulen bei der Metastasierung,

hier insbesondere mit E-Cadherin im Bereich der Adhaerens-Junctions, beteiligt.
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Abb 1.1: Der kanonische Wnt-Signaltransduktionsweg. Links: Bei Abwesenheit aktiver Wnt-
Liganden (,Off-Status®) wird 3-Catenin intrazellular in einem Komplex aus Axin, APC und GSK-3f3
fixiert, phosphoryliert und der Degradation zugefuhrt. Wnt-Zielgene werden nicht exprimiert. Rechts:
Bindet Wnt an den Frizzled-Rezeptor (,On-Status®), dann wird 3-Catenin vom Degradationskomplex
abgekoppelt und gelangt in den Zellkern, wo es an Transkriptionsfaktoren der TCF/LEF-Familie
bindet. Wnt-abhangige Gene werden so transkribiert. E-Cadherin ist als B-Catenin-assoziiertes Zell-
Zell-Adhasionsmolekll dargestellt. Abkirzungen: APC: Adenomatdse Polyposis Coli, B-Cat: B-
Catenin, DKK: Dickkopf, DSH: Dishevelled, GSK-3f: Glycogen-Synthase-Kinase-33, LRP5/6: Low-
Density Lipoprotein Receptor-Related Protein 5/6, P: Phosphat, TCF/LEF: T-Cell-Factor/Lymphoid
Enhancer Factor

1.5.3 Matrix-Metalloproteinase 14 (MMP-14)

Unter anderem gesteuert durch Komponenten des Wnt-Pathways besitzen Matrix-
Metalloproteinasen  Schlusselfunktionen im  Vorgang der Invasion und
Metastasierung bei Tumoren im Kopf-Hals-Bereich, indem sie zur Degradation des
umgebenden Stromas beitragen und damit den Weg fir Zellmigration und
Angioneogenese ebnen (ROSENTHAL und MATRISIAN 2006).

MMP-14 (auch: Membrane Type 1-Matrix Metalloproteinase = MT1-MMP) scheint als
membranstandiges Enzym eine Schlusselrolle einzunehmen. MMP-14 gehdrt zur
Familie der zinkabhangigen Endopeptidasen und ist in der Lage, die Kollagene I-llI
neben Gelatin, Fibronectin und Laminin, weiterhin proMMP-2 und proMMP-13,
proteolytisch zu spalten.

Die Expression erfolgt sowohl in Plattenepithelkarzinomzellen des Kopf-Hals-
Bereichs als auch in den assoziierten Fibroblasten des Tumorstromas (KURAHARA
et al. 1999, ROSENTHAL et al. 1999, ROSENTHAL et al. 2004, TOKUMARU et al.

2000). In vitro wurde belegt, dass MMP-14 fur das invasive Tumorwachstum von
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essentieller Notwendigkeit ist, da es durch seine proteolytischen Eigenschaften die
Invasion ins Interstitium ermoglicht. Gleichzeitig begunstigt MMP-14 als tumoreigener
Wachstumsfaktor die invasionstaugliche Tumorzellmorphologie (HOTARY et al.
2003). Durch die Aktivierung von MMP-2 verfugt MMP-14 4ber zusatzliche
proteolytische Aktivitdt (ROSENTHAL und MATRISIAN 2006).

Das Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-Bereichs war eine der ersten
Tumorentitaten, in denen die Expression von MMP-14 nachgewiesen wurde (OKADA
et al. 1995), sie ist in 75%-100% aller Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinome
nachweisbar (BIRKEDAL-HANSEN et al. 2000, KURAHARA et al. 1999).

Die Progredienz maligner Tumoren erfordert neben der Proteolyse des
Umgebungsgewebes eine Angiogenese im umgebenden Stroma, wahrend der eine
Kapillarneubildung aus bereits existierenden GefalRen erfolgt. MMP-14 erfullt hier
mehrere Schlusselrollen im Bereich der Endothelzellaktivierung und —migration, der
Bildung neuer kapillarer Strukturen und der Rekrutierung von notwendigen Zellen
zum Zweck des Gefaliremodelings (GENIS et al. 2006).

Die Expression von MMP-14 wird in Kultur humaner mesenchymaler Stromazellen
unter hypoxischen Bedingungen aktiviert (ANNABI et al. 2003). Moglicherweise
besitzt die Expression von MMP-14 auch in vivo bei Plattenepithelkarzinomen des
Kopf-Hals-Bereichs einen signifikanten Einfluss auf das Metastasierungsverhalten
(WIEGAND et al. 2005).

Auch im Entwicklungsverlauf mesenchymaler Stromazellen, vor allem im
Migrationsverhalten, erfullt MMP-14 wesentliche Aufgaben. So tragt die konstitutive
Expression von MMP-14 in vitro zur Fahigkeit der Zellen bei, Basalmembranen zu
durchwandern (RIES et al. 2007).

Interessante neue Aspekte konnten sich aus der Untersuchung gegenseitiger
Einflusse von Tumorzellen und Tumorstroma uber MMP-14 ergeben, da hier ein

gemeinsamer Mediator zwischen beiden Zellarten in Wechselwirkung tritt.
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Abb. 1.2: Schematische Darstellung der Struktur von MMP-14 in der inaktiven proMMP-14-Form:
Das Protein besteht aus einem Propeptid, einer zinkhaltigen katalytischen Doméane, der Linker-
Sequenz 1 (L-1), einer Hamopexin-ahnlichen Domane aus 4 gleichen Untereinheiten, der Linker-
Sequenz 2 (L-2) am N-Terminus und einer Transmembrandomane (TM) als Verbindungsglied zum
zytoplasmatischen Anteil. Innerhalb der Domanen befinden sich charakteristische Zwischenglieder:
YGYL und RXKR (Furin-Sequenz) und die 8-Aminosauren-Sequenz (8AA). Die Aktivierung der
inaktiven  Vorstufe proMMP-14  erfolgt durch Abspaltung des Propeptids durch
Proproteinkonvertasen.

1.5.4 E-Cadherin

Far die Zell-Zell-Verbindung von epithelialen Zellen mittels Zonulae adhaerentes
besitzt E-Cadherin als dominantester Vertreter der Cadherin-Familie von
calciumbindenden membranstandigen Proteinen eine Schlisselrolle (GUILFORD
1999). Auf der zytoplasmatischen Seite besteht eine Verbindung zum Actin-
Zytoskelett uber Catenine, vor allem Uber das schon beschriebene [-Catenin
(OZAWA und KEMLER 1992, OZAWA et al. 1989). In physiologischen
Epithelzellschichten wird Uber das in der basolateralen Membran in Zonulae
adhaerentes gelegene E-Cadherin die apikobasale Polaritat definiert. Weiterhin
vermittelt E-Cadherin Uber die Verbindung mit B-Catenin nach intrazellular an das
Aktin-Zytoskelett die nétige Stabilitat (PEREZ-MORENO und FUCHS 2006, PEREZ-
MORENO et al. 2003).

FUr die Tumorgenese und Malignitatsentwicklung sind die Funktionen von E-
Cadherin bedeutsam. Im Mausmodell wurde fur Beta-Zell-Tumoren des Pankreas

nachgewiesen, dass der Verlust von E-Cadherin eine der Voraussetzungen fur die
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Progression von Adenomen zu invasiven Karzinomen darstellt (PERL et al. 1998).
Weiterhin wurde bei menschlichen Kolonkarzinomen eine umgekehrte Korrelation
zwischen E-Cadherin-Expression und Uberlebensrate der Tumorpatienten
beobachtet (BIRCHMEIER und BEHRENS 1994). Untersuchungen an
Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereichs zeigen, dass eine
Hypermethylierung des E-Cadherin-Gens CDH1 als epigenetische Alteration haufiger
bei Patienten ohne starken Nikotinkonsum als Risikofaktor zu beobachten ist
(MARSIT et al. 2008). Dies deutet darauf hin, dass die E-Cadherin-
Hypermethylierung als prognostischer Faktor gewertet werden konnte. Die reduzierte
Expression von E-Cadherin korreliert andererseits mit einer verbesserten
Ansprechrate von supraglottischen oropharyngealen Plattenepithelkarzinomen auf
primare Radiotherapie (ERIKSEN et al. 2005). Die E-Cadherin-Expression von
Plattenepithelkarzinomen des Oropharynx kann weiterhin als Gradingmarker
herangezogen werden und korreliert negativ. mit dem Vorhandensein von
Lymphknotenmetastasen zum Zeitpunkt der Diagnosestellung (ERIKSEN et al. 2004,
RODRIGO et al. 2002).

Aggressive Karzinome zeigen verschiedene Dysregulationen der E-Cadherin-
Expression und konsekutive Beeintrachtigungen der Zell-Zell-Adhasion mittels
Zonulae adhaerentes, teilweise verursacht durch genetische Alterationen,
epigenetische Inaktivierungen oder verminderte Transkription von CDH1
(SCHMALHOFER et al. 2009). Weiterhin ist sowohl bei oropharyngealen
Plattenepithelkarzinomen als auch bei dermalen Fibroblasten eine induktive Wirkung
von E-Cadherin auf Matrix-Metalloproteinasen bekannt (BAIR et al. 2001); zusatzlich
korreliert eine hohe MMP/E-Cadherin-Rate mit einer schlechten Prognose bei
Bronchialkarzinomen (HERBST et al. 2000).

Vor  allem in Lymphknotenmetastasen und gering differenzierten
Plattenepithelkarzinomen sinkt der Anteil an membranstandigem E-Cadherin
(ANDREWS et al. 1997, RODRIGO et al. 2002), wodurch sich eine Reduktion der
Zell-Zell-Adhasion und der interzellularen Kommunikation Uber Gap-Junctions
erklaren lasst (JONGEN et al. 1991). Die verminderte Expression von E-Cadherin
aktiviert dartber hinaus fur die Tumorinvasivitat wichtige Integrine (VON SCHLIPPE
et al. 2000).
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Interessant sind Erkenntnisse, nach denen im Rahmen der epithelial-
mesenchymalen Transition eine Suppression der E-Cadherin-Expression in den
metastasierenden Zellen erfolgt. Im Zielgewebe erfolgt zur Etablierung neuer Zell-
Zell-Kontakte eine erneute Expression von E-Cadherin und eine Reversion des
Zellphanotyps von mesenchymal nach epithelial (WELLS et al. 2008).

Wenig erforscht sind bislang die Einflisse mesenchymaler Stromazellen auf die
Expression von E-Cadherin bei epithelialen Tumorzellen, die interessante
Anhaltspunkte fur das Interaktionsmuster des Tumorgewebes mit seiner stromalen

Umgebung liefern kénnten.

1.5.5 Cathepsin B

Cathepsin B ist eine Cysteinprotease aus der Papain-Familie, die in physiologischen
Zellen normalerweise in Lysosomen auftritt und primar mit dem intralysosomalen
Proteinstoffwechsel in Verbindung gebracht wurde (MORT und BUTTLE 1997). Als
vesikulares Enzym wird Cathepsin B zunachst als Praprocathepsin B im rauen
endoplasmatischen Retikulum synthetisiert und cotranslational glykolysiert. Nach
weiterer Modifikation und Phosphorylierung wird Procathepsin B als inaktives Enzym
in normalen Zellen zu <5% sezerniert und zu >95% nach endolysosomal
transportiert, wo es in die ein- oder zweikettige aktive Form Cathepsin B
umgewandelt wird (MACH et al. 1992). Abhangig vom umgebenden pH-Wert kann
Cathepsin B durch Konformationsanderung entweder als Endo- oder Exopeptidase
wirken (ROSHY et al. 2003).

Cathepsin B zeigt bei verschiedenen pathologischen Gewebsprozessen
Auffalligkeiten, wie bei Arthritiden (LANG et al. 2000), aber auch bei malignen
Tumoren, wo vieles darauf hindeutet, dass es durch seine Sekretion oder
Assoziation mit der Zelloberflache an der Degradation der extrazellularen Matrix
beteiligt ist (FROSCH et al. 1999, SLOANE et al. 1994). Die Expression von
Cathepsin B wird dabei teils erheblich ernéht (FROHLICH et al. 2001, LAH et al.
1992, SLOANE et al. 1994), wobei nachgewiesen werden konnte, dass hohe
Expressionsraten bei mehreren Tumorentitaten, wie beispielsweise bei Kolon- oder
Ovarialkarzinomen, mit einer schlechten Prognose flr den Patienten korrelieren
(CAMPO et al. 1994, JOYCE und HANAHAN 2004, SCORILAS et al. 2002).
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Gleiches qilt fir Mamma- und Prostatakarzinome, bei denen Cathepsin B zusammen
mit Cathepsin-L als Marker fur die Rezidivwahrscheinlichkeit eingesetzt werden kann
(NOMURA und KATUNUMA 2005).

Auch beim Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-Bereichs konnten signifikant
hdohere Konzentrationen von Cathepsin B im Tumorgewebe gegenuber den
entsprechenden regularen Plattenepithelien nachgewiesen werden (STROJAN et al.
2000).

Die Cathepsin-B-Expression ist nicht immer im gesamten Tumorgewebe erhoht,
sondern hauptsachlich in Tumorzellen des invasiv wachsenden Randbereichs, also
in Zellen, bei denen Kontakt zur extrazellularen Matrix besteht (DEMCHIK et al.
1999, SAMENI et al. 1995, SINHA et al. 1993). Ob ein Kontakt zu extrazellularen
Matrixproteinen, wie z.B. Kollagen |, oder eine Beeinflussung durch von Stromazellen
sezernierte Mediatoren fur die erhdhte Expression ursachlich ist, konnte bislang nicht
abschlie3end geklart werden.

In Knockout-Mausmodellen konnte nachgewiesen werden, dass bei Mutation oder
eingeschrankter Expression des Cathepsin-B-Gens CTSB bei Pankreastumoren ein
deutlich langsameres Tumorwachstum mit eingeschrankter Angiogenese vorliegt
(GOCHEVA et al. 2006). Bei oralen Plattenepithelkarzinomen férdert ein hypoxisches
Milieu die Cathepsin-B-Expression in vitro ahnlich wie die Expression von MMP-14.
Die gesteigerte Cathepsin-B-Expression fordert wiederum die Invasivitat der
Tumorzellen im  Matrigel-Assay  (WICKRAMASINGHE et al. 2005a,
WICKRAMASINGHE et al. 2005b).

Wenig erforscht sind bislang die Wechselwirkungen von Plattenepithelkarzinomzellen
des Oropharynx Uber Cathepsin B mit ihrer Stromaumgebung und die daraus
resultierenden Einflisse auf ihre Proliferation und Invasivitat. Bekannt ist aus in-vitro-
Daten, dass gingivale Fibroblasten unter proinflammatorischen Stimuli Uber
Interleukine eine erhdhte Cathepsin-B-Expression zeigen (YAMAGUCHI et al. 2008).
Wechselseitige Einflisse von Karzinomzellen des Oropharynx und stromalen Zellen

mesenchymalen Ursprungs sind daher sehr wahrscheinlich.
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1.5.6 V-ets erythroblastosis virus E26 oncogene homolog 1 (Ets-1)

Das Ets-1-Gen wurde zunachst als ein zellulares Protoonkogen des retroviralen v-
ets-Onkogens aus dem aviaren Leukamie-Retrovirus E-26 charakterisiert, das eine
Erythroleukamie bei Huhnern hervorruft (LEPRINCE et al. 1983, WATSON et al.
1985). In weiteren Untersuchungen stellte sich heraus, dass es sich bei Ets-1 um
den Prototyp einer neuen Transkriptionsfaktorfamilie, der Ets-Familie, handelt, die
inzwischen ca. 30 unterschiedliche Faktoren umfasst (OIKAWA 2004, SHARROCKS
2001). Gemeinsam ist allen, dass sie eine spezifische DNA-bindende Domane, die
Ets-Domane, besitzen, die aus 80 Aminosauren mit vier Tryptophan-Repeats besteht
(WASYLYK et al. 1993) und die an doppelstrangige DNA mit einer spezifischen
Kernsequenz (GGAA/T) und verschiedenen flankierenden Sequenzen bindet
(OIKAWA 2004). Die DNA-Bindungsspezifitat wird dabei jeweils zum einen durch die
flankierenden  Sequenzen  determiniert, zum anderen durch  weitere
transkriptionsregulierende Partnermolekile gesteuert (HOLLENHORST et al. 2004,
WASYLYK et al. 1993).

Transkriptionsfaktoren der Ets-Familie werden viele unterschiedliche Funktionen in
verschiedenen Zell- und Gewebetypen zugeschrieben, so unter anderem im Bereich
der Proliferationregulation, der Apoptose oder der Steuerung der Matrixdegradation
(HAHNE et al. 2008). Innerhalb der Ets-Familie wurde Ets-1 bereits ausfuhrlich
untersucht. Die Expression von Ets-1 ist in einer Vielzahl von Zelltypen beobachtet
worden, bei denen eine Beteiligung sowohl an physiologischen als auch an
pathologischen Prozessen auftritt. Ets-1 erflllt bereits wichtige Funktionen wahrend
der Embryonalentwicklung, unter anderem im Bereich der Angiogenese (WERNERT
et al. 1992) oder bei der Steuerung physiologischer invasiver Prozesse, z.B. der
Anordnung der Somiten oder der Wanderung von Neuralleistenzellen in das
mesenchymale Gewebe, ebenso wie bei der Entwicklung der Nierentubuli aus den
Wolffschen Gangen, wo Ets-1 hauptsachlich in benachbarten mesenchymalen Zellen
exprimiert wird (HAHNE et al. 2008).

In malignen Tumoren kann Ets-1 in drei Zelltypen exprimiert werden: in den
Tumorzellen selbst, in Endothelzellen und in Fibroblasten des Tumorstromas, die in
der unmittelbaren Tumorumgebung angesiedelt sind (WERNERT 1997). Dabei

werden verschiedene regulative Funktionen vor allem bei der Expression von fur die
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Tumorinvasivitat wichtigen proteolytisch aktiven Enzymen Ubernommen. Bekannt ist,
dass die Expression von MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-9 und uPA
(Urokinase-Type Plasminogen Activator, der uber Plasmin die proteolytische
Aktivierung der vorangehenden Matrix-Metalloprotinasen aktiviert) Uber Ets-1
reguliert wird (BAILLAT et al. 2002, HAHNE et al. 2008, ITO et al. 2004, NAKAMURA
et al. 2004, YAN und SLOANE 2003). Ebenso erfolgt eine Aktivierung der Expression
von Cathepsin-B, das nachfolgend durch posttranskriptionale Modifikationen sowohl
in membranstandigen als auch in sezernierten Varianten auftreten kann (YAN und
SLOANE 2003).

Interessant ist wiederum die Tatsache, dass Uber Ets-1 aktivierte Signalkaskaden
sowohl in den epithelialen Tumorzellen als auch in den mesenchymalen
Stromazellen Funktionen erfullen. So hat in vitro auch die stromale Expression von
Ets-1 Einflisse auf die Invasivitat maligner Tumorzellen (WERNERT et al. 1994).
Auch wahrend des Vorgangs der epithelial-mesenchymalen Transformation von
Plattenepithelkarzinomzellen kommt es zu einem Anstieg der Ets-1-Expression mit
konsekutiver Aktivierung entsprechender Promotoren (TAKI et al. 2006).

Auch bei Plattenepithelkarzinomzellen des Kopf-Hals-Bereichs scheint Ets-1 wichtige
Funktionen bei der Regulation der Invasivitat und des Metastasierungsverhaltens zu
steuern (HORVATH et al. 2005, PANDE et al. 1999) und steht daher im Focus der

Untersuchungen von Tumor-Stroma-Interaktionen bei dieser Tumorentitat.
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Abb 1.3: Schematische Darstellung der Genexpressionssteuerung von Cathepsin B und Matrix-
Metalloproteinasen ber Ets-1. Uber einen bislang nicht ndher benannten Rezeptor (RX) erfolgt die
Aktivierung der Genexpression von Ets-1 mittels entsprechender Transkriptionsfaktoren (ETF). Ets-
1 wandert seinerseits in den Zellkern und steuert als Transkriptionsfaktor die Genexpression der
inaktiven Vorformen von Urokinase-Type Plasminogen Activator (uPa), Cathepsin B (Cath B) sowie
MMP-1, -2, -3, -7 und -9 (gestrichelte Umrandung). Nach Permeation der Zellmembran in den
Extrazellularraum kommt es zur Modifikation in die entsprechenden aktiven Formen
(durchgezogene Umrandung). Katalytische Prozesse sind durch rot-gestrichelte Pfeile markiert.
Alle hier gezeigten und durch Ets-1 expressionsregulierten Enzyme tragen direkt oder indirekt zur
Degradation der extrazellularen Matrix (ECM) bei und sind daher im Prozess der Tumorinvasion
von besonderer Bedeutung.

23



Einleitung

1.6 Die indirekte Kokultur von PCI-13 und humanen mesenchymalen

Stromazellen (hMSC) als Modell der Tumor-Stroma-Interaktion

Um Interaktionen mesenchymaler Stromazellen mit Zellen maligner Tumoren in vitro
zu untersuchen, bietet die Kokultur der zu evaluierenden Zelltypen wesentliche
Vorteile. Als modellhafte Simulation der Interaktionen Gber Zytokine gewahrleistet die
indirekte Kokultur im Transwell-System, dass beide Zellreihen wahrend der
Proliferation Uber das Medium kommunizieren und Mediatoren austauschen kénnen.
Insbesondere parakrine Einflusse Uber Zytokine und deren regulative Eigenschaften
auf die biologische Aktivitat kdbnnen so unkompliziert evaluiert werden.

Von besonderem Interesse sind die Einflisse der humanen mesenchymalen
Stromazellen als Modellzellen fur das Tumorstroma auf Plattenepithelkarzinomzellen
des Oropharynx, um noch unklare Mechanismen der Proliferations- und
Expressionsregulation naher zu untersuchen. Humane Plattenepithelkarzinomzellen
des Oropharynx wurden bereits indirekt mit Mastzellen kokultiviert und deren
Einflusse auf verschiedene Mediatoren der Apoptoseregulation untersucht, wobei
sich Anderungen der Proliferation und biologischen Aktivitat gezeigt haben (CH'NG
et al. 2006). Ahnliche Untersuchungen wurden in indirekter Kokultur von humanen
mesenchymalen Stromazellen mit natirlichen Killerzellen (SOTIROPOULOU et al.
2006) und mit Mammakarzinomzellen (FIERRO et al. 2004) durchgefuhrt. Die dazu
notwendige indirekte Kokultur stellt inzwischen ein etabliertes, weitgehend
standardisiertes und vergleichbares Verfahren zur Schaffung von interagierenden
Zellpopulationen unter definierten Bedingungen flir die nachfolgende zytologische

und molekularbiologische Analyse dar.

1.7 Aufgabenstellung

Aus dem Dargestellten geht hervor, dass Plattenepithelkarzinomzellen auf vielfaltige
Weise mit dem umgebenden Tumorstroma interagieren. Insbesondere von den oben
genannten Mediatoren Wnt-3, B-Catenin, MMP-14, E-Cadherin, Cathepsin B und
Ets-1 ist bekannt, dass ihre Genexpression grundlegende Eigenschaften maligner
Tumoren beeinflussen kann. Entscheidend ist dabei, dass Tumorzellen eng mit dem
sie umgebenden Tumorstroma mesenchymalen Ursprungs kommunizieren und in

beiden Zelltypen gemeinsame Signalkaskaden und -transduktionswege existieren.
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Um die Bedeutung der Tumor-Stroma-Interaktion bei Plattenepithelkarzinomzellen
des Oropharynx zu evaluieren und ihren mdglichen prognostischen Einfluss zu
erforschen, flhrten wir ein Kokulturexperiment mit der humanen oropharyngealen
Plattenepithelkarzinomzelllinie PCI-13 und humanen mesenchymalen Stromazellen
(hMSC) durch. Es erfolgte ein Vergleich der indirekten Kokultur von PCI-13 und
hMSC mit Einzelkulturen der jeweiligen Zelltypen als Kontrollgruppen. Wir
analysierten die Zellproliferation nach 4, 7 und 14 Tagen in den Versuchs- und
Kontrollgruppen. Weiterhin fuhrten wir an Tag 4, 7 und 14 eine RNA-Isolation aus
den PCI-13-Zellen der Versuchs- und Kontroligruppe mit nachfolgender reverser
Transkription in ¢cDNA durch. Nachfolgend wurde mittels quantitativer PCR eine
relative Quantifizierung der Genexpression von Wnt-3, B-Catenin, MMP-14, E-
Cadherin, Cathepsin B und Ets-1 durchgeflnhrt.

Folgende Fragen sollen in der vorliegenden Arbeit beantwortet werden:

1. Gibt es Unterschiede in der Proliferation der humanen oropharyngealen
Plattenepithelkarzinomzelllinie PCI-13 bei indirekter Kokultur mit humanen

mesenchymalen Stromazellen im Vergleich zur alleinigen Kultur?

2. Beeinflusst die humane oropharyngeale Plattenepithelkarzinomzelllinie
PCI-13 die Proliferation humaner mesenchymaler Stromazellen in der

indirekten Kokultur?

3. Beeinflussen humane mesenchymale Stromazellen in der indirekten
Kokultur die Genexpression der Mediatoren Wnt-3, 3-Catenin, MMP-14, E-
Cadherin, Cathepsin B und Ets-1 bei oropharyngealen

Plattenepithelkarzinomzellen der Zelllinie PCI-13?
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2 Material und Methoden
2.1 Verwendete Zellen
2.1.1 Gewinnung von humanen mesenchymalen Stromazellen

Die verwendeten Zellen wurden aus Beckenkammaspiraten von 7 mannlichen
Patienten mit einem Durchschnittsalter von 30,57 Jahren gewonnen (s. Tabelle 2.1),
bei denen auf Grund verschiedener Indikationen autologe
Beckenkammtransplantationen im Rahmen von  mund-, kiefer- und
gesichtschirurgischen Eingriffen durchgeflihrt wurden. Eine Einverstandniserklarung
der Patienten so wie ein Votum der Ethikkommission der Universitat Gottingen lag
vor (Az. 15/10/01).

Die entnommenen Zellaspirate wurden unmittelbar nach der Entnahme mit 5000 i.E.
Heparin pro ml Aspirat versetzt und unverzlglich der weiteren Aufbereitung

zugefihrt.

Patientennummer Alter
1 8
14
29
11
58
42
52

N O |~ WON

Tabelle 2.1: Spenderpatienten fur
Knochenmarkstromazellen

2.1.1.1 Isolation der mesenchymalen Zellreihe

Die Isolation der mesenchymalen Zellen erfolgte mittels
Dichtegradientenzentrifugation (Lymphoprep®). Hierzu wurde die heparinversetzte
Zellsuspension zunachst 1:1 mit 0,9% NaCl-Lésung verdunnt und anschlieRend 6 ml
der Losung in ein mit 3 ml Lymphoprep gefulltes Zentrifugenréhrchen gefullt, wobei
eine Mischung der Phasen vermieden wurde. Es wurde im Anschluss fur 20 Minuten

bei 800-g und Raumtemperatur zentrifugiert. Nach Abschluss der Zentrifugation
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erfolgte ein vorsichtiges Abbremsen der Zentrifuge. Die sich zwischen lymphozytarer
und erythrozytarer Bande abgrenzende helle mesenchymale Bande wurde mit Hilfe
einer Pasteurpipette abgezogen und anschliefiend wiederum mit 0,9% NaCl-Lésung
verdunnt. Nach erneuter Zentrifugation zur Aufreinigung und Pelletierung der
gewonnenen Zellen (sanfte Zentrifugation bei 300-g fur 5-10 min bis zur
Pelletbildung) erfolgte die Aussaat in Kulturschalen mit 3 ml Embryonal-Stem-Cell-
Medium (ESC-Medium).

2.1.1.2 Kultur der Knochenmarkstromazellen

Die Kultur erfolgte in ESC-Medium bei 37°C unter Begasung mit 5% CO,. Es wurden
tagliche Kontrollen des Zellwachstums und der Zellmorphologie durchgefuhrt. Eine
Adharenz in der Kulturschale liel3 sich in allen Fallen innerhalb von 24 h beobachten.
Nach ca. 8-27 Tagen ergab sich eine Semikonfluenz der Zellkultur (s. Tabelle 2.2),
so dass bei ausreichender Zellzahl die Trypsinierung (s.u.) und Passagierung zum

Einsatz in die Kokultur (Passage 2) erfolgen konnte.

Patientennummer Dauer bis Semikonfluenz [Tage]
1 10

21

20

27

8

13

12

N|{ojlal b~ WIN

Tabelle 2.2: Kulturdauer der Knochenmarkstromazellen bis zur
Semikonfluenz

2.1.1.3 Charakterisierung

Nach erfolgreicher Anzuchtphase erfolgte eine Charakterisierung der Stromazellen
auf mesenchymalen Zellcharakter mittels Durchflusszytometrie (fluorescence
activated cell sorting, FACS). Hierzu wurden mit Fluoresceinisothiocyanat (FITC)
bzw. Phycoerythrin (PE) konjugierte monoklonale Maus-Antikorper gegen die
mesenchymalen Marker CD105, CD90, CD73 und STRO-1 sowie die Marker der
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hamatogenen Reihe CD133, CD271 und CD45 verwendet. Die Analyse wurde in
einem Durchflusszytometer vom Typ Becton-Dickinson ,FACS-Scan® durchgefihrt.
Die anschlielende Auswertung erfolgte mit der frei verfligbaren Software WinDMI.
Zur zusammenfassenden grafischen Darstellung wurde die Software ,Statistica®

benutzt.

2.1.2 Tumorzellen

Als Tumorzellinie fir die Kokultur mit den gewonnenen mesenchymalen
Stromazellen dienten Zellen der etablierten humanen Plattenepithelkarzinomzellinie
PCI-13 (HEO et al. 1989). Das Intervall zwischen Biopsie und erster Passage in
Kultur betrug 2 Monate.

2.1.3 Kultur der Tumorzellen

Die Anzucht erfolgte nach Auftauen aus der Kryokonservierung in auf Dulbecco’s
modified Eagle Medium basierendem Medium (im folgenden DMEM genannt, s.u.)
unter Begasung mit 5% CO:

- 6 ml DMEM (37° C) in T25-Kulturflaschen vorlegen

- Gefrorene Zellen im Wasserbad bei 37°C schnell bis zu ca. 90% auftauen und
den Inhalt des Kryorohrchens in T25-Kulturflasche Gberfuhren

- Anzucht der Zellen uUber 5-6 Stunden oder Uber Nacht, dann Mediumwechsel
(jeweils 5 ml DMEM)

Es erfolgten tagliche Kontrollen des Zellwachstums und der Zellmorphologie. Eine
Adharenz der Tumorzellen in der Kulturschale lie3 sich in allen Fallen innerhalb von
24 h beobachten. Der Einsatz in die Kokultur (Passage 2) erfolgte auch hier nach
Beobachtung eines morphologisch unauffalligen Zellwachstums und Erreichen einer

ausreichenden Zellmenge.
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2.1.4 Kokultur im Membraneinsatz-System

Die Kokultur erfolgte in 6-Well-Kulturplatten mit Membran-Kokultureinsatzen
(ThinCerts) unter Verwendung von modifiziertem DMEM mit 10% FCS (s.u.) als
gemeinsames Medium. Dabei wurden die Plattenepithelkarzinomzellen jeweils auf
dem Schalenboden als Monolayer kultiviert, wahrend die Kultur der mesenchymalen
Stromazellen ebenfalls als Monolayer innerhalb der Membraneinsatze erfolgte. Die
freie Zirkulation des Mediums wurde dabei durch die semipermeable Membran des
Bodens der Einsatze gewahrleistet. Es wurden insgesamt 21 Dreifachansatze
gemall Tabelle 2.3 in Kultur gebracht. Um technische Stoéreinflisse auf den
Kulturverlauf zu vermeiden, wurden die Versuchsgruppen und jeweiligen
Kontrollgruppen auf der selben 6-Well-Platte angesetzt, so dass sich pro
Versuchsansatz jeweils eine Kokultur (,Kokultur PCI-13+hMSC") und zwei
Kontrollgruppen ergaben (,Einzelkultur hMSC* ,Einzelkultur PCI-13%). Die
Kontrollgruppe ,Einzelkultur hMSC® wurde in Membran-Kokultureinsatzen bei
gleichem Medium ohne auf dem Schalenboden befindliche PCI-13-Zellen kultiviert.
Umgekehrt wurde bei der Kontroligruppe ,Einzelkultur PCI-13“ die Kultur auf dem
Schalenboden, ebenfalls bei gleichem Medium, mit vorhandenem leerem

Membraneinsatz durchgefuhrt.

Abb. 2.1: Kokultur von PCI-13 und hMSC. A: Versuchsgruppe, Kultur von PCI-13 auf dem Boden der
Kulturschale (schwarz) und hMSC im Membraneinsatz (grau). B: Kontrollgruppe 1, Kultur von PCI-13
auf dem Schalenboden unter leerem Membraneinsatz. C: Kontrollgruppe 2, Kultur von hMSC im
Membraneinsatz Uiber leerem Schalenboden.
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Nr. | Patient Kulturdauer (Tage) Art der Kulturansatze

1 1 4 Kokultur PCI-13+hMSC, Einzelkulturen PCI13/hMSC
2 1 7 Kokultur PCI-13+hMSC, Einzelkulturen PCI13/hMSC
3 1 14 Kokultur PCI-13+hMSC, Einzelkulturen PCI13/hMSC
4 2 4 Kokultur PCI-13+hMSC, Einzelkulturen PCI13/hMSC
5 2 7 Kokultur PCI-13+hMSC, Einzelkulturen PCI13/hMSC
6 2 14 Kokultur PCI-13+hMSC, Einzelkulturen PCI13/hMSC
7 3 4 Kokultur PCI-13+hMSC, Einzelkulturen PCI13/hMSC
8 3 7 Kokultur PCI-13+hMSC, Einzelkulturen PCI13/hMSC
9 3 14 Kokultur PCI-13+hMSC, Einzelkulturen PCI13/hMSC
10 4 4 Kokultur PCI-13+hMSC, Einzelkulturen PCI13/hMSC
11 4 7 Kokultur PCI-13+hMSC, Einzelkulturen PCI13/hMSC
12 4 14 Kokultur PCI-13+hMSC, Einzelkulturen PCI13/hMSC
13 5 4 Kokultur PCI-13+hMSC, Einzelkulturen PCI13/hMSC
14 5 7 Kokultur PCI-13+hMSC, Einzelkulturen PCI13/hMSC
15 5 14 Kokultur PCI-13+hMSC, Einzelkulturen PCI13/hMSC
16 6 4 Kokultur PCI-13+hMSC, Einzelkulturen PCI13/hMSC
17 6 7 Kokultur PCI-13+hMSC, Einzelkulturen PCI13/hMSC
18 6 14 Kokultur PCI-13+hMSC, Einzelkulturen PCI13/hMSC
19 7 4 Kokultur PCI-13+hMSC, Einzelkulturen PCI13/hMSC
20 7 7 Kokultur PCI-13+hMSC, Einzelkulturen PCI13/hMSC
21 7 14 Kokultur PCI-13+hMSC, Einzelkulturen PCI13/hMSC

Tabelle 2.3: Kulturansatze (Versuchs- und Kontrollgruppen), je als Dreifachansatz auf einer 6-Well-
Platte. Bei Patient 1 (Vorversuch) erfolgte eine Untersuchung der Zellproliferation, jedoch keine

Genexpressionsanalyse.

2.1.5 Trypsinierung der Zellen

Nach Ablauf der jeweiligen Kulturdauer wurden die Zellen der Versuchs- und

Kontrollgruppen zunachst durch Trypsinierung aus den Kulturgefal3en isoliert:

- Absaugen des Kulturmediums aus dem Kulturgefa®

- Spulung mit 10 ml PBS, anschlie}end Absaugen

- Zugabe von 2 ml Trypsin-EDTA, kurz schwenken
- Inkubation fur 5 min bei 37°C / Begasung mit 5% CO,
- Abstoppen mit 8 ml DMEM+10% FCS

- Abnahme von 100 pl Zellsuspension zur Zellzahlung (s.u.)

- Pelletierung der Ubrigen Zellsuspension durch Zentrifugation fur 5 min bei 300

rpm

- Entfernung des Uberstands

- Aufnahme des Zellpellets in 1 ml FCS
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- Zugabe von anteilig 15% DMSO kurz vor dem Einfrieren

- Kryokonservierung bei -80°C.
2.1.6 Zellzahlung

Die automatisierte Zellzahlung erfolgte nach dem Widerstandsmessprinzip (Gerat
CASY 1 Model TT, Messkapillare 150 um, Fa. Scharfe System).

Hierbei wurden die Zellen nach Suspension in isotoner Elektrolytldsung durch eine
Messkapillare definierter Geometrie gesaugt, an die Uber Platinelektroden eine
elektrische Spannung angelegt war. Bei Eindringen einer Zelle in die Messkapillare
entstand durch Widerstandsanderung ein elektrischer Puls. Die Anzahl der
gemessenen Pulse entsprach der Zellzahl der Probe.

Die Zellzahlungen erfolgten jeweils bei der Trypsinierung der Kulturansatze nach

Ablauf der jeweiligen Kulturdauer von 4, 7 und 14 Tagen.

Ablauf der Messungen:

- Entnahme von 100 ul Zellsuspension nach Abstoppen der Trypsinierung mit
DMEM+10% FCS (s.o.)

- Zugabe der Zellsuspension zu 10 ml CASYTon-Lésung in CASY-
Probenbecher, Probenbecher verschlieRen und mehrmals schwenken

- Probenbecher unter Messkapillare des CASY-Gerats geben

- 3-fache Messung der Zellzahl

- Reinigung der Messkapillare mit reinem CASYTon nach Abschluss der

Messungen.
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2.2 Quantitativer Genexpressionsnachweis
2.2.1 Isolation von RNA

Die RNA-Isolation aus den Zellkulturen erfolgte mit Hilfe des RNeasy®-Mini-Kits (Fa.

Quiagen, Halden) nach folgendem Protokoll:

- Lysieren der Zellen durch Zugabe von 350 pl (bei <5x10° Zellen) bzw.600
(bei >5x10° Zellen) RLT-Puffer mit B-Mercaptoethanol 100:1 zum Zellpellet,
Mischung durch Vortex und Pipettieren

- Pipettieren des Lysats auf eine ,QlAshredder Spin Column® in einem 2-ml-
Probengefal}

- Zentrifugieren fur 2 min. bei 13200 U/min

- Zugabe von 350 pl 70 % Ethanol, Mischung durch Pipettieren (nicht
zentrifugieren!)

- Pipettieren der Probe, inkl. evtueller Prazipitate, auf eine ,RNeasy Spin
Column® (im Folgenden ,Saule“ genannt) in einem 2-ml-Probengefal3,
vorsichtig schliel3en

- Zentrifugieren fur 15 s bei >10000 U/min

- Verwerfen des Durchflusses

- Zugabe von 700 pl Puffer RW1 auf die Saule, vorsichtig schliel3en.

- Zentrifugieren fur 15 s bei >10000 U/min

- Verwerfen des Durchflusses, dabei beachten, dass die Saule nicht
kontaminiert wird

- Zugabe von 500 ul Puffer RPE auf die Saule. Deckel vorsichtig schlieen und
fur 15 s bei >10000 U/min zentrifugieren (Waschen der Saule)

- Verwerfen des Duchflusses

- Erneute Zugabe von 500 ul Puffer RPE, Deckel vorsichtig schlie®en und fur 2
min bei >10000 U/min zentrifugieren

- Verwerfen des Durchflusses

- Wechsel der Saule in ein neues 2-ml-Reaktionsgefaly, erneute Zentrifugation
fur 1 min bei voller Geschwindigkeit

- Wechsel der Saule in ein 1,5-ml-Reaktionsgefal’
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- Zugabe von 30 yl RNAse-freiem Wasser, Zentrifugation fir 1 min bei >10000
U/min (Eluation der RNA aus der Saule)

- Wiederholung des Zentrifugationsschritts mit dem gewonnenen Eluat zum
Erreichen einer hoheren RNA-Konzentration

- Photometrische Quantifizierung der gewonnenen RNA (s.u.).
2.2.2 DNAse-Verdau

Zur Entfernung von DNA-Kontamination aus den RNA-Proben erfolgte ein Verdau

mit DNAse |. Hierzu wurden die RNA-Proben nach folgendem Protokoll behandelt:

2.2.2.1 DNAse-I-Inkubation

Zugabe pro RNA-Probe von

5 ul Inkubationspuffer
1 ul DNAse | (10Up/pl)
0,5 ul RNAse OUT (40U/ul)

Auffallen mit RNAse-freiem Wasser bis zu einer Gesamtmenge von 50 pl.

2.2.2.2 Reinigung der Probe (Phenol-Chloroform-Extraktion)

Zugabe zur RNA-Probe von:
- 150 yl RNAse-freiem Wasser
- 200 pl (Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol).
Zentrifugieren der Probe bei 13000 U/min bei Raumtemperatur fur 2 Minuten.
Nach Zentrifugierung Abpipettieren der wassrigen (oberen) Phase mit enthaltener

RNA und Transfer in ein 2-ml-Probengefal3.

2.2.2.3 RNA-Prazipitation

- Messung des Volumens der wassrigen Phase
- Zugabe von 1/10 des gemessenen Volumens der wassrigen Phase an 3 M

Natriumacetat mit pH 4,8 (entsprechend einer Endkonzentration von 300 mM)
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- Zugabe der Menge des gemessenen Volumens der wassrigen Phase an
Isopropylalkohol

- Gute Durchmischung (Vortex, kurz anzentrifugieren)

- Inkubation der Proben bei -20 °C fur 30 Minuten

- Zentrifugation der Probe bei 13000 U/min bei 4 °C fur 30 Minuten

2.2.2.4 Reinigen der RNA

- Abnehmen des Uberstands
- Reinigen des RNA-Pellets mit 1 ml 75% Ethanol
- Zentrifugieren der Probe bei 13000 U/min fur 5 min bei 4 °C

- Wiederholung dieser Schritte

2.2.2.5 Wiederauflosen der RNA

- Abnehmen des Uberstands und Trocknen des RNA-Pellets bei 37°C im
Thermoblock

- Resuspendieren des RNA-Pellets mit 50 pl RNAse-freiem Wasser und
Mischen durch wiederholtes Auf- und Abpipettieren

- Auflédsen der RNA durch 10-mindtiges Schatteln bei 42 °C im Thermoblock

- Abnehmen von 2 pl der Probe zur Quantitats- (Photometermessung, s.u.) und
Qualitatskontrolle (RNA-Elektrophorese, s.u.)

- Einfrieren und Lagern der RNA-Proben bei -80 °C

2.2.3 Quantitiats- und Qualitatskontrolle

Es erfolgte eine Quantifizierung der isolierten RNA mittels photometrischer Messung
(Gerat: Eppendorf Biophotometer bei einer Wellenlange von 260 nm) vor und nach
DNAse-Verdau. Dazu wurden die RNA-Proben jeweils 1:100 mit RNAse-freiem
Wasser verdinnt. Weiterhin erfolgte nach DNAse-Verdau eine Qualitatskontrolle der
gewonnenen RNA-Proben durch RNA-Elektrophorese unter Verwendung des Gerats
LAgilent 2100 Bioanalyzer”. Die Messungen wurden nach vom Hersteller

vorgegebenem Protokoll durchgefuhrt.
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2.2.4 Reverse Transkription der gewonnenen RNA in cDNA

Nach erfolgreicher Qualitatskontrolle erfolgte die reverse Transkription der isolierten
RNA unter Verwendung des ,.iScript cDNA Synthesis Kit* der Firma Biorad nach

folgendem Ansatz:

4 ul 5x iScript Reaction Mix
1 ul iScript reverse Transkriptase
200 ng RNA-Probe, in sterilem/nukleasefreiem Wasser geldst

Auf 20 ul Gesamtvolumen mit sterilem und nukleasefreiem Wasser aufflillen

Die Reaktion wurde im Thermocycler (Mastercycler Gradient) nach folgendem
Protokoll durchgefuhrt:

Zyklenanzahl | Temperatur Zeit
1 25°C 5 min
1 42°C 30 min
1 85°C 5 min
1 4°C halten

Tabelle 2.4: Reverse Transkription

Die gewonnene cDNA wurde im Anschluss bei -20°C kryokonserviert.

2.2.5 Primer

Die Lokalisation der Primer flr die nachzuweisenden cDNA-Sequenzen erfolgte mit
Hilfe der Software ,Primer3“ innerhalb der Genomdatenbank des NCBI. Die
Produktgrofie wurde auf maximal 250 bp limitiert, die Schmelztemperatur auf 60°C
festgelegt. Bei der Lokalisationsauswahl wurde des weiteren auf Nahe zur 3'-
untranslatierten Region des zu bestimmenden Transkripts sowie moglichst das
Uberspannen von Exon-Exon-Grenzen geachtet. Das Risiko der Bildung von
Substrukturen zwischen den jeweiligen Primern oder innerhalb eines Primers bzw.
dessen Amplifikationsproduktes konnten mittels der Software ,mfold“ (ZUKER 2003)

minimiert werden. Weiterhin erfolgte eine Spezifitdtsuberprifung jedes einzelnen
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Primers mit Hilfe der ,Basic-Local-Alignment-Search-Tool-“ (,BLAST-") Software des

NCBI. Hergestellt wurden die Oligonukleotide durch die Firma Metabion, die

Lieferung erfolgte in unmodifizierter lyophilisierter Form. Die Proben wurden zur

Herstellung einer 100 yM Stamml6sung in sterilem und DNA-freiem H>O gelost, die

Ldsung wurde fur die Durchfuhrung der Versuche auf 10 yM verdunnt.

Gen Primerausrichtung und -sequenz Produktlange [bp]
fwd 5-GGCTGTGACTCGCATCATAA-3'
WNT3 245
rev 5-CAGCAGGTCTTCACCTCACA-3'
fwd 5-GAGCTCAGGGCAGTGGATAG-3'
MMP14 172
rev 5-GGTAGCCCGGTTCTACCTTC-3'
fwd 5-GAAACGGCTTTCAGTTGAGC-3'
CTNNB1 166
rev  5-CTGGCCATATCCACCAGAGT-3'
fwd 5-CGGAGAAGAGGACCAGGACT-3
CDH1 185
rev 5-GGTCAGTATCAGCCGCTTTC-3'
fwd 5-AGAATGGCACACCCTACTGG-3'
CTSB 212
rev 5-TGCATTTCTACCCCGATCTC-3'
fwd 5-ACAAGCCTGTCATTCCTGCT-3'
ETS1 187
rev. 5-TTCCTCTTTCCCCATCTCCT-3'
fwd 5-GAGTCAACGGATTTGGTCGT-3'
GAPDH 185
rev 5- GACAAGCTTCCCGTTCTCAG-3'

Tabelle 2.5: Oligonukleotidsequenzen der verwendeten Primer (fwd=forward, rev=reverse,

bp=Basenpaare)

2.2.6 Verifikation der Schmelztemperatur und temperaturabhédngigen Spezifitat

Bei allen Primerpaaren erfolgte eine Verifikation der errechneten Schmelztemperatur

mittels Durchfilhrung einer quantitativen PCR (Gerat: Biorad MylQ®). Fiir alle

Primeretablierungen wurde dieselbe DNA-Poolprobe aus PCI-13-Zellen verwendet.

Fir die Uberpriifung mittels eines Temperaturgradienten wurden die Proben als

Triplets eingesetzt.
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Materialien fur 1 Reaktionsgefal® der 96-Well-Platte:
12,5 pl iQ SYBR Green Supermix

0,4 ul Primer (fwd)

0,4 pl Primer (rev)

10,7 pl DNA-freies steriles Wasser
1 ul cDNA (Poolprobe)

Insgesamt 25 ul Probenvolumen

PCR-Programm zur Temperaturetablierung:

Zyklenanzahl | Temperatur | Zeit Bemerkung

1 98°C 30s

40 94°C 1s

56,8-62,1°C | 15s Temperaturgradient Gber Probentriplet

72°C 1s

1 94°C 15s

1 56,8-62,1°C | 30 s

Bei jeder Wiederholung Temperaturerhohung
85 50-92°C 10 s
um 0,5°C

Tabelle 2.6: PCR-Programm zur Temperaturetablierung

Anhand der Schmelzkurve wurde die temperaturabhangige Spezifitdt jedes
Primerpaars analysiert. Das Optimum lag bei allen Reaktionen bei den errechneten
60°C. Im Anschluss erfolgte zusatzlich eine  Elektrophorese des
Amplifikationsprodukts auf einem 1,5% Agarosegel und ein Vergleich mit der
errechneten  Produktlange. Nebenprodukte konnten fur alle verwendeten

Primerpaare ausgeschlossen werden.
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2.2.7 Verifikation der konzentrationsabhédngigen Spezifitdt und Ermittlung der

Standardkurve

Fir alle verwendeten Primerpaare wurde die konzentrationsabhangige Spezifitat
mittels Durchfiuhrung einer weiteren quantitativen PCR verifiziert. Der
Versuchsansatz flr ein Reaktionsgefald entsprach dabei dem bereits fir die
Temperaturetablierung verwendeten; weiterhin wurde DNA-Material aus der selben
PCI-13-Poolprobe verwendet. Es wurde eine vierstufige Konzentrationsreihe von 1:1
bis 1:1000 durch Verdiunnung der Poolprobe mit sterilem und DNA-freiem Wasser

hergestellt.

PCR-Programm zur Verifikation der konzentrationsabhangigen Spezifitat:

Zyklenanzahl | Temperatur | Zeit Bemerkung

1 98°C 30s
45 94°C 1s

60°C 15 s | Fluoreszenzmessung
72°C 10s
1 94°C 15s
1 60°C 30s

Bei jeder Wiederholung Temperaturerhohung
75 55-92°C 10 s
um 0,5°C

Tabelle 2.7: PCR-Programm zur Verifikation der konzentrationsabhangigen Spezifitat

In der Schmelzkurvenanalyse zeigte sich fur alle verwendeten Primerpaare eine gute
Spezifitdt bis zu einer Konzentration der DNA-Poolprobe von 1:1000. Die
Amplifikationsprodukte wurden wiederum zusatzlich mittels Gelelektrophorese (1,5%

Agarosegel) auf die zu erwartende Produktlange hin Uberpruft.

2.2.8 Quantitative PCR (qPCR)

FUr die einzelnen Versuche wurden 96-Well-Probenplatten verwendet, die nach

einem einheitlichen Pipettierschema fir alle Versuche bestickt und mit einer
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transparenten  Kunststofffolie verschlossen wurden. Die Reaktionen zum
quantitativen Nachweis der cDNA-Sequenzen wurden nach folgendem Ansatz
durchgefuhrt:

Materialien fur 1 Reaktionsgefal® der 96-Well-Platte:
12,5 pl iQ SYBR Green Supermix

0,4 yl  Primer (fwd)

0,4 pl  Primer (rev)

6,7 uI  DNA-freies steriles Wasser
5 ul cDNA-Probe

Insgesamt 25 ul Probenvolumen

Da in den Vorversuchen =zur Ermittlung der konzentrationsabhangigen
Primerspezifitat ein sehr friher Amplifikationsbeginn festgestellt worden war, wurden
die cDNA-Proben 1:5 verdunnt eingesetzt.

Durch Einsatz der etablierten Primerpaare wurde pro Platte die Expression von 7
Genen inklusive GAPDH als Referenzgen (,Housekeeping-Gene®) in Tumorzellen
der Kokulturen mit hMSC gegenlber den Tumorzellen in Einzelkulturen untersucht.
Die cDNA-Proben wurden jeweils als technische Triplikate eingesetzt. Gleichzeitig
enthielt jeder Versuch eine Standardreihe mit in vier Schritten von 1:1 bis 1:1000
verdunnter cDNA-Poolprobe fur jedes Primerpaar. Die eingesetzte cDNA-Poolprobe
war ebenfalls zuvor, wie die zu untersuchenden cDNA-Proben, 1:5 verdinnt worden.
Zum Ausschluss einer Kontamination mit Fremd-DNA wurde pro Primerpaar eine
Negativkontrolle (,No-Template-Control“) mit in die Versuchsanordnung eingebracht,
bei der anstelle der Proben-DNA steriles und nukleinsaurefreies Wasser eingesetzt

wurde.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A WNT3 WNT3 WNT3 WNT3 WNT3 CDH1 CDH1 CDH1 CDH1 CDH1
NTC S1 S2 S3 S4 S1 S2 S3 S4 NTC
B CTSB CTSB CDH1 CDH1 CDH1
S1 S2 S3 S4 NTC
C WNT3 WNT3 CDH1 CDH1
Einzelkultur Kokultur Einzelkultur Kokultur
D CTSB CTSB
Einzelkultur Kokultur
E MMP14 MMP14 ETS1 ETS1
Einzelkultur Kokultur Einzelkultur Kokultur
F CTNNB1 CTNNB1 GAPDH GAPDH
Einzelkultur Kokultur Einzelkultur Kokultur
G MMP14 | MMP14 | MMP14 | MMP14 | MMP14 ETS1 ETS1 ETS1 ETS1 ETS1
NTC S1 S2 S3 S4 S1 S2 S3 S4 NTC
H CTNNB1 | CTNNB1 | CTNNB1 | CTNNB1 | CTNNB1 | GAPDH | GAPDH | GAPDH | GAPDH | GAPDH
NTC S1 S2 S3 S4 S1 S2 S3 S4 NTC

Tabelle 2.8: Plattendesign zur Durchfihrung der gPCR-Versuche (NTC = No-Template-Control =
Negativkontrolle; S1-S4: Verdiinnungsreihe aus Poolproben, S1=1:1, S4=1:1000)

Das folgende PCR-Programm war bereits in Vorversuchen etabliert worden (s. auch
Verifikation der konzentrationsabhangigen Spezifitdt) und wurde fur samtliche

Reaktionen zur cDNA-Quantifikation verwendet:

Zyklenanzahl | Temperatur | Zeit Bemerkung
1 98°C 30s
45 94°C 1s
60°C 15 s | Fluoreszenzmessung
72°C 10 s
1 94°C 15s
1 60°C 30s
25 55.92°C 10s Bei jeder Wiederholung Temperaturerhhung
um 0,5°C

Tabelle 2.9: PCR-Programm zur cDNA-Quantifikation

2.3 Statistische Analyse
2.3.1 Evaluation der Zellproliferationsunterschiede

Die mittels Widerstandsmessprinzip an den entsprechenden Kulturtagen (4, 7, 14)
dreifach gemessenen Zellzahlen sowohl der PCI-13-Zellen als auch der
mesenchymalen Stromazellen wurden zunachst gemittelt. Im Anschluss erfolgte die

statistische Evaluation von Zeit und Versuchsgruppe mit einer zweifaktoriellen
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Varianzanalyse fur longitudinale Daten. Die Proliferationswerte wurden zuvor zur
Basis 2 logarithmiert. Als Signifikanzniveau wurde fur alle Tests a = 5% festgelegt.
Alle Analysen wurden in der freien Software R (Version 2.8, www.r-project.org)

ausgefuhrt.

2.3.2 Evaluation der Genexpressionsunterschiede

Zur relativen Quantifizierung der Genexpressionswerte in den verschiedenen
Versuchsgruppen erfolgte zunachst eine Berechnung der Expressionsrate mit dem
Algorithmus nach PFAFFL (2001). Die erhaltenen Werte wurden zunachst ebenfalls
zur Basis 2 logarithmiert und anschlieRend mit einer zweifaktoriellen Varianzanalyse
fur longitudinale Daten auf Einflisse von Zeit und Versuchsgruppe hin analysiert. Als
Signifikanzniveau wurde auch bei der Expressionsanalyse fur alle Tests a = 5%
festgelegt. Die Analysen wurden ebenfalls in der freien Software R (Version 2.8)

ausgefuhrt.

2.4 Verwendete L6sungen, Chemikalien und Geriéte

2.4.1 Verwendete L6sungen

e Kokulturmedium (DMEM modifiziert)
DMEM (+1000 mg/l Glucose + L-Glutamin + Pyruvat)
10% FCS

2% Gentamicin

e ESC-Medium
DMEM (+4500 mg/l Glucose + L-Glutamin + Pyruvat)
10% FCS
1% NEAA
1% 3-Mercaptoethanol

2% Gentamicin
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10xTBE-Puffer

108 g Tris Base

559g Borsaure

7,44 g EDTA-Dinatriumsalz

Ad 1000 ml Aqua bidest. Fur 5xTBE-Puffer 1:1 mit Aqua bidest verdinnen

Agarosegel

100 ml 5xTBE, 1:10 verdinnt

1,5 g Agarose

5 ul Ethidiumbromid

TBE mit Agarose vermischen und in Mikrowellenherd aufkochen. 5 pl Ethidiumbromid in die
Gelkammer geben, noch heiles Agarosegel einfullen und vermischen, Gelkamm eintauchen

und abkuihlen lassen. AnschlieRend Elektrophorese nach Proben- und Ladungspufferzugabe.

2.4.2 Verwendete Chemikalien

Aqua dest./-bidest.

10x Inkubationspuffer fir DNAse 1

5x iScript Reaction Mix

Agarose

Ampuwa (Aqua dest., steril und pyrogenfrei)

Anti-CD105-Antikorper, monoklonal (Maus), PE-konjugiert
Anti-CD133-Antikérper, monoklonal (Maus), PE-konjugiert
Anti-CD271-Antikérper, monoklonal (Maus), PE-konjugiert

Anti-CD45-Antikdrper, monoklonal (Maus), PE-Konjugiert
Anti-CD90-Antikérper, monoklonal (Maus), PE-konjugiert

eigene Herstellung

Roche Diagnostics, Mannheim
Bio-Rad Laboratories, Miinchen
Bio-Rad Laboratories, Miinchen
B. Braun, Melsungen
Antibodies-online, Aachen
Antibodies-online, Aachen
Becton Dickinson, Heidelberg
Antibodies-online, Aachen
Antibodies-online, Aachen

Anti-STRO-1-Antikérper, monoklonal (Maus), FITC-konjugiert) Antibodies-online, Aachen

Aqua dest., RNAse-frei

Borsaure

CASYton

DMEM GIBCO 1,0 g Glucose

DMEM GIBCO 4,5 g Glucose

DMSO

DNAse 1

EDTA-Dinatriumsalz

Ethanol abs. zur Analyse

Ethidiumbromid

Fetales Kalberserum (FCS)

Gentamicin

Heparin Amp. 5000 i.E.

Immunglobulin Maus-IgG1, monoklonal, FITC-konjugiert
Immunglobulin Maus-lgG1, monoklonal, PE-konjugiert
iQ SYBR Green Supermix

iScript Reverse Transkriptase

Isopropanol

Kulturmedium DMEM 1% Glucose ,,GIBCO*
Kulturmedium DMEM 4,5% Glucose ,,GIBCO*
Ladungspuffer ,Blue Juice®
Lymphoprep-L6sung

Qiagen, Hilden

Merck, Darmstadt

Scharfe System, Reutlingen
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roche Diagnostics, Mannheim
Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Ratiopharm, Ulm
Antibodies-online, Aachen
Antibodies-online, Aachen
Bio-Rad Laboratories, Miinchen
Bio-Rad Laboratories, Miinchen
Merck, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Axis Shield, Oslo
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Puffer RLT

Puffer RPE

Puffer RWA1

Reiniger DNA ExitusPlus
Reiniger RNAse Zap
RNAse OUT

Rotiphenol (Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol)
Tris Base

Trypsin

Wasser, RNAse-frei
B-Mercaptoethanol

2.4.3 Verwendete Geriéte

6-Well-Multiwell-Platten

96-Well-PCR-Platten

cDNA-Synthesekt “iScript cDNA Synthesis Kit”
Durchflusszytometriegerat ,FACS Scan”
Einwegspritzen 5 ml

Eismaschine

Elektrische Pipette ,Accu-Jet*
Erlenmeyerkolben 250 mlI/500 mi
Fluoreszenzkammer ,BioDocAnalyze*
Gelkammer ,Mini 400.000“
Hochspannungstransformator ,Elite 300 plus*
Kihlschrank 4°C/-20°C

Kuhlzentrifuge ,Centrifuge 5415 R*
Latexhandschuhe ,Peha Soft"

Mikroliterpipette 0,5-10 pl ,Eppendorf Reference’
Mikroliterpipette 100 ul ,Eppendorf Reference*”
Mikroliterpipette 1000 pl ,Eppendorf Reference”
Mikroliterpipette 20 ul ,Eppendorf Reference®
Mikroskop ,Axiovert 200M*

Mikrowellenherd

Parafilm

Pasteurpipetten ,Long Size 230 mm*
Photometerkuvetten ,UVette*

Pipettenspitzen 1000 pl ,Biosphere Filter Tips*®
Pipettenspitzen 10ul ,Biosphere Filter Tips*
Pipettenspitzen 100yl ,,Biosphere Filter Tips*®
Prazisionswaage ,PM 460

Probengefalte 10 ml

Probengefalte 50 ml

Reaktionsgefalle ,Lymphoprep®
ReaktionsgefalRe 1,5 ml

Reaktionsgefalle 2 mi
Real-Time-Thermocycler “MylQ”
RNA-Elektrophoresechips
RNA-Elektrophoresegerat ,Bioanalyzer 2100*
RNA-Werkbank ,AirClean 600“

RNEasy Mini Kit

Saulen zur Zelllyse ,QiaShredder Columns*
Serologische Pipette 10 ml

Serologische Pipette 25 ml

Software ,AxioVision®

Software ,|Q5"

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Invitrogen, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Qiagen, Hilden
Sigma-Aldrich, Steinheim

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Bio-Rad Laboratories, Miinchen
Bio-Rad Laboratories, Miinchen
Becton Dickinson, Heidelberg
B. Braun, Melsungen

Ziegra, Isernhagen

Brand, Wertheim

Schott, Mainz

Biometra, Goéttingen

Polymehr, Paderborn
Polymehr, Paderborn

Liebherr, Ochsenhausen
Eppendorf, Hamburg
Hartmann, Heidenheim
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Zeiss, Oberkochen

Medion, Essen

American National Can, Grennwich
WU, Mainz

Eppendorf, Hamburg

Sarstedt, Nimbrecht

Sarstedt, Nimbrecht

Sarstedt, Nimbrecht
Mettler-Toledo, GielRen
Sarstedt, Nimbrecht

Sarstedt, Nimbrecht

Axis Shield, Oslo

Biozym, Hess. Oldendorf
Biozym, Hess. Oldendorf
Qiagen, Hilden

Agilent Technologies, Béblingen
Agilent Technologies, Béblingen
Star Lab, Ahrensburg

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Sarstedt, NUmbrecht

Sarstedt, Nimbrecht

Zeiss, Oberkochen

Qiagen, Hilden
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Software “R”

Software “Statistica”

Software “WinDMI”

Thermoblock/Mixer “Thermimixer Comfort”
Thermocycler “Mastercycler Gradient”
Tiefklihlschrank -80°C

Werkbank flr Zellkulturarbeiten ,EN 12469
Zellkultureinsatze , ThinCerts*
Zellkulturschalen

Zellkulturschrank ,,CO»-Incubator”
Zellzahler ,CASY Model TT*

Zentrifuge ,2K15C*

Zentrifuge ,Centrifuge 5417 C*

Zentrifuge ,Megafuge 1.0

The R Foundation, Wien
Statsoft, Hamburg

Scripps Research Institute, La Jolla
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

GFL, Burgwedel

Clean Air Systems, Chennai
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Sanyo, Miinchen

Scharfe System, Reutlingen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Eppendorf, Hamburg

Heraeus, Hanau
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3 Ergebnisse
3.1 Charakterisierung humaner mesenchymaler Stromazellen

Die bei 4 Patienten (Pat. 4, 5, 6 und 7) vor Einsatz in die Kokultur durchgefiihrte
Charakterisierung der entnommenen Knochenmarkstromazellen mittels Durchfluss-
zytometrie (FACS) ergab nach Auswertung gemittelt in 83,95% eine Positivitat der
entnommenen Zellen flir den mesenchymalen Stromazell-Oberflachenmarker CD105
und in 69,38% fur das mesenchymale Antigen CD90. In 18,56% zeigte sich ebenfalls
eine Positivitat fur den mesenchymalen Marker CD73. Fur das Antigen STRO-1
konnte bei 12,6% der Zellen ein positiver Nachweis gefuhrt werden. Als
Kontrollantigene fir die hamatogene Reihe zeigten die Clustermolekile CD133
(1,81%), CD271 (1,35%) und CD45 (3,84%) eine geringe positive Reaktion.

Mesenchymale Charakteristik der
Knochenmarkstromazellen

100 —
o L

0J

80

60 r

40 ¢

20

O Median

@ 25%-75%
| il ‘ ﬁ - ‘ _| Bereich ohne Ausreiller

CD105 CD73 CD133 CD45
CD90 STRO-1 CD271

Abb. 3.1: Ubersicht der Reaktivitat fir Antigene der mesenchymalen und hamatogenen Zellreihe in
der Durchflusszytometrie bei Knochenmarkstromazellen. Grin: Oberflachenantigene der
mesenchymalen Reihe; Rot: Oberflachenantigene der hamatogenen Reihe
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Die folgenden Abbildungen zeigen die Einzelergebnisse der FACS-Analyse zur
Quantifikation von Zellen mit mesenchymalen Oberflachenantigenen als farbcodierte
Dichteplots. Fur die untersuchten Populationen expandierter Knochenmark-
stromazellen wurde zunachst eine nicht antikbrpermarkierte Leerzahlung zur
Ermittlung des Forward Scatter (FSC) als Mal3 fur die ZellgroRe und des Side Scatter
(SSC) als Mal fur die Zellkomplexitat durchgefihrt. Anhand der Auftragung von SSC
uber FSC wurde das Gating fur die folgenden Messungen festgelegt. Es folgten zwei
Isotypkontrollen fur die verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe Fluoresceinisothiocyanat
(FITC) und Phycoerythrin (PE) zur Quadrantendefinition. Die Quadranten wurden so
gewahlt, dass in der Isotypkontrolle mindestens 95% der untersuchten Zellen als
negativ dargestellt wurden. Im Anschluss wurde die Sortierung nach
Antikorpermarkierung fur die entsprechenden Oberflachenmarker CD105, CD90,
CD73, STRO-1, CD133, CD271 und CD45 durchgefiihrt.

3.1.1 Patient 4

3.1.1.1 Patient 4: Leermessung und Isotypkontrollen
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Abb. 3.2 Abb. 3.3:
Patient 4 Patient 4
Leermessung SSC/FSC Isotypkontrolle FITC
Festlegung des Gates (Polygon R1) 2,1% positiv, 97,9% negativ
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3.1.1.2 Patient 4: Bestimmung der Oberflachenantigene
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Patient 4

Anti-CD45 (PE-konjugiert)

1,8% positiv, 98,2% negativ

3.1.2 Patient 5 und 6
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3.1.2.1 Patient 5 und 6: Leermessung und Isotypkontrollen
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Patient 5 und 6
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3.1.2.2 Patient 5: Bestimmung der Oberflachenantigene
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Patient 5

Anti-CD45 (PE-konjugiert)
9,5% positiv, 90,5% negativ

3.1.2.3 Patient 6: Bestimmung der Oberflachenantigene
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Abb. 3.33:

Patient 7

Anti-CD90 (PE-konjugiert)
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Abb. 3.36:
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Patient 7

Anti-CD271 (PE-konjugiert)
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Patient 7
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0% positiv, 100% negativ

57



Ergebnisse

3.2 Zellproliferation in indirekter Kokultur

3.2.1 Proliferation der PCI-13-Zellen

In den beobachteten Kulturansatzen zeigte sich eine kontinuierliche Zellproliferation,
die die Zellzahl Uber den gesamten Beobachtungszeitraum ansteigen lie. Das
Zellwachstum war an den Beobachtungszeitpunkten Tag 4 und Tag 7 zwischen
beiden Gruppen vergleichbar und ohne feststellbare wesentliche Differenzen.
Morphologisch lieRen sich ebenfalls keine wesentlichen Unterschiede zwischen
Versuchs- und Kontrollgruppe feststellen. An Tag 14 fiel eine verminderte
Proliferation der PCI-13-Zellen in Kokultur gegenuber der Kontrollgruppe auf, die sich
in der zweifaktoriellen Varianzanalyse im Gruppenvergleich (Kokultur/Kontrolle,

getrennt nach Beobachtungszeitpunkt) als statistisch signifikant erwies (p=0,0039).

Vergleich der Zellproliferation PCI-13
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Abb. 3.39: Proliferationsvergleich der PCI-13-Zellen zwischen Kokultur- und Kontrollgruppe
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3.2.2 Proliferation der humanen mesenchymalen Stromazellen

Bei der Beobachtung der Zellproliferation der humanen mesenchymalen
Stromazellen fiel zunachst wiederum ein kontinuierlich dber den gesamten Zeitraum
verlaufender Anstieg der gemessenen Zellzahlen auf. An Tag 14 zeigte sich in der
Versuchsgruppe ein tendenziell erhdhtes Zellwachstum, das jedoch im Vergleich zur
Kontrollgruppe keine statistische Signifikanz in der zweifaktoriellen Varianzanalyse
aufwies (p=0,0873). Das Wachstumsverhalten der hMSC wies im Vergleich zu den

PCI-13-Zellen ein gegensatzliches Muster mit Proliferationssteigerung in der
Versuchsgruppe auf.

Vergleich der Zellproliferation hMSC

19
18 ¢
[ ] ,T
17 .
| J .
= |
N 16 | ] - 5
N ] .
>
S
<0 T |
14 +
13 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ O Median
4 7 14 4 7 14 25%-75%
| Bereich ohne Ausreilter
Behandlung: Kokultur Behandlung: Kontrolle

Beobachtungszeitpunkt [Tage]

Abb. 3.40: Proliferationsvergleich der humanen mesenchymalen Stromazellen zwischen Kokultur- und
Kontrollgruppe
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3.2.3 Zusammenfassender Vergleich der Proliferation

Bei der Zellproliferation von PCI-13-Zellen zeigte sich eine im Vergleich zur
Kontrollgruppe statistisch signifikante Reduktion der Zellproliferation an Tag 14 der
Kokultur. An der Beobachtungszeitpunkten Tag 4 und Tag 7 lieRen sich keine
signifikanten Proliferationsunterschiede zwischen beiden Gruppen feststellen. Die
Zellzahl der Tumorzellen war sowohl in der Kokultur- als auch in der Kontrollgruppe
hochsignifikant abhangig vom Beobachtungszeitpunkt (p<0,0001) und stieg Uber den
Beobachtungszeitraum kontinuierlich an.

Bezuglich der Zellproliferation bei humanen mesenchymalen Stromazellen war
festzustellen, dass im Gruppenvergleich eine tendenziell erhdhte Zellzahl an Tag 14
der Kokultur vorlag. Eine statistische Signifikanz war nicht nachweisbar (p=0,0873),
jedoch stand dieses Ergebnis im Gegensatz zur Proliferationsbeobachtung bei den
PCI-13-Zellen. Auch bei den humanen mesenchymalen Stromazellen war eine
kontinuierliche  Zellproliferation Uber den Beobachtungszeitraum hinweg
festzustellen. Die gemessene Zellzahl war in der Kokultur- und Kontrollgruppe

wiederum hochsignifikant abhangig vom Beobachtungszeitpunkt (p<0,0001).
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3.3 Genexpression

3.3.1 Genexpression von WNT3

Bei der relativen Quantifizierung der Genexpression von WNT3 fiel zunachst auf,
dass eine deutliche Abhangigkeit der Expressionsraten vom Beobachtungszeitpunkt
bestand, die auch eine hohe statistische Signifikanz aufwies (p=0,0003). Am
Beobachtungstag 7 kam es in der Kokultur zu einem ausgepragten Einbruch der
Genexpression, der in der Kontrollgruppe nicht nachweisbar war und sich durch eine
statistische Signifikanz im Gruppenvergleich auszeichnete (p=0,0249). An Tag 4 und
14 liel3en sich keine nennenswerten Gruppenunterschiede in der Genexpression von
WNT3 feststellen.

Vergleich der Genexpression WNT3
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Abb. 3.41: Genexpressionsvergleich (relative Quantifizierung) von WNT3 zwischen Kokultur- und
Kontrollgruppe
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3.3.2 Genexpression von MMP14

Betrachtete man die relative Quantifizierung der Genexpression von MMP14, so fiel
auf, dass auch hier eine deutliche Abhangigkeit der Genexpression vom
Beobachtungszeitpunkt bestand, die sich durch eine hohe statistische Signifikanz
belegen liel3 (p<0,0001). Die Streuung zwischen den gemessenen Werten fiel in der
Kontrollgruppe an Tag 7 und Tag 14 deutlich geringer aus. An den Tagen 4 und 7
bestand eine im Gruppenvergleich hochsignifikant verminderte Genexpression von
MMP14 in der Kokulturgruppe (p=0,0004). Die beobachteten Genexpressionsraten
zeigten in beiden Gruppen einen kontinuierlichen Anstieg bei Betrachtung aller

Beobachtungszeitpunkte.
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Abb. 3.42: Genexpressionsvergleich (relative Quantifizierung) von MMP14 zwischen Kokultur- und
Kontrollgruppe
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3.3.3 Genexpression von CTNNB1

Die relative Quantifizierung der Genexpression von CTNNB1 zeigte zunachst keine
signifikante Abhangigkeit vom jeweiligen Beobachtungszeitpunkt (p=0,2105).
Auffallig war jedoch, dass es beim Vergleich von Versuchs- und Kontrollgruppe in der
Kokulturgruppe eine Tendenz zur Verminderung der Genexpression an Tag 7 gab,
wogegen in der Kontrollgruppe die mittlere Genexpression an Tag 7 sogar die an
Tag 14 Uberstieg. Eine statistische Signifikanz wiesen diese Beobachtungen nicht
auf (p=0,0863). Es lag zudem eine relativ grol3e Streubreite der Messwerte in beiden
Gruppen vor, hauptsachlich an Beobachtungstag 7. Ein kontinuierlicher

Genexpressionsanstieg Uber den Beobachtungszeitraum lag in keiner Gruppe vor.

Vergleich der Genexpression CTNNB1
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Abb. 3.43: Genexpressionsvergleich (relative Quantifizierung) von CTNNB1 zwischen Kokultur- und
Kontrollgruppe
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3.3.4 Genexpression von CDH1

Bei der Betrachtung der Genexpression von CDH1 mittels relativer Quantifizierung
fiel zunachst auf, dass sowohl in der Versuchs- als auch in der Kontrollgruppe ein
kontinuierlicher Anstieg der Expressionsraten Uber den Beobachtungszeitraum
vorlag. Die Genexpression korrelierte hochsignifikant mit den
Beobachtungszeitpunkten (p<0,0001). Verglich man Kokultur- und Kontrollgruppe, so
zeigte sich an Tag 7 eine in der Kokulturgruppe signifikant verminderte
Genexpression (p=0,0155). Die Mediane der Expressionraten unterschieden sich
hingegen an Tag 7 kaum und glichen sich an Tag 14 zwischen beiden Gruppen
wieder an. Auffallig war des weiteren die geringe Streubreite der Messwerte an Tag

14 innerhalb der Kontrollgruppe.

Vergleich der Genexpression CDH1
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Abb. 3.44: Genexpressionsvergleich (relative Quantifizierung) von CDH1 zwischen Kokultur- und
Kontrollgruppe
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3.3.5 Genexpression von CTSB

Die Analyse der Genexpression von CTSB zeigte beim Vergleich der
Untersuchungszeitpunkte wiederum einen hochsignifikanten Einfluss auf die
Expressionsraten  (p<0,0001). Der Genexpressionsverlauf zeigte einen
kontinuierlichen ~ Anstieg  Uber den  Beobachtungszeitraum, signifikante
Gruppenunterschiede lielken sich jedoch nicht feststellen (p=0,5193). Auffallig war
jedoch, dass der Median der Expressionsrate an Tag 14 in der Versuchsgruppe
gegenuber der Kontrollgruppe erhdht war und sich daher eine tendenziell erhdhte

Genexpression fur CTSB annehmen liel3.

Vergleich der Genexpression CTSB
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Abb. 3.45: Genexpressionsvergleich (relative Quantifizierung) von CTSB zwischen Kokultur- und
Kontrollgruppe
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3.3.6 Genexpression von ETS1

Die Genexpression von ETS1 zeigte in beiden Gruppen einen zunachst von Tag 4
auf Tag 7 absinkenden Verlauf, die Expressionsrate stieg spater jedoch bis zu Tag
14 stark an. Auch hier waren die Expressionsraten hochsignifikant abhangig von den
Beobachtungszeitpunkten  (p<0,0001).  Signifikante = Expressionsunterschiede
zwischen Versuchs- und Kontrollgruppe konnten fir ETS1 nicht festgestellt werden
(p=0,8865).
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Abb. 3.46: Genexpressionsvergleich (relative Quantifizierung) von ETS1 zwischen Kokultur- und
Kontrollgruppe
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3.3.7 Zusammenfassender Vergleich der Genexpressionsraten

Far die relative Quantifizierung der Genexpression mittels qPCR lief3 sich
zusammenfassend festhalten, dass es statistisch signifikante Unterschiede der
Expressionsraten zwischen Kokultur- und Kontrollgruppe gab. Diese traten an
Beobachtungstag 7 fur die Transkripte WNT3 (fur das Genprodukt Wnt-3) und CDH1
(fir das Genprodukt E-Cadherin) auf. Hierbei zeigte sich in beiden Fallen eine
Verminderung der Genexpression in der Gruppe der mit humanen mesenchymalen
Stromazellen kokultivierten PCI-13-Zellen. Bei dem Transkript MMP14 (fur das
Genprodukt Matrix-Metalloproteinase 14) fiel schon an Tag 4 eine statistisch
signifikante Genexpressionsminderung in der Kokultur auf, die an Tag 7 fortbestand.
An Tag 14 hatten sich fur alle der genannten Transkripte die Expressionsraten im

Gruppenvergleich wieder angeglichen.

Fir alle Transkripte mit Ausnahme von CTNNB1 (fir das Genprodukt p-Catenin)
zeigt sich ein hochsignifikanter Einfluss des Beobachtungszeitpunkts auf die HOhe
der Expressionsrate. Der Verlauf der Expressionsraten Uber den
Beobachtungszeitraum verlief bei MMP14, CDH1 und CTSB (fir das Genprodukt
Cathepsin B) kontinuierlich ansteigend. Bei WNT3 und ETS1 (fir das Genprodukt
Ets-1) zeigte sich ein in beiden Gruppen auftretender Genexpressionsabfall an Tag
7. Bei CTNNB1 fand sich in der Versuchsgruppe ein Abfall der Expressionsrate an

Tag 7, der in der Kontrollgruppe nicht vorzufinden war.
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4 Diskussion
4.1 Diskussion der Methoden

4.1.1 Durchflusszytometrie (FACS)

Analysen mittels Durchflusszytometrie haben sich als Standardverfahren in vielen
Bereichen der Zellcharakterisierung etabliert (BACHER et al. 2009, BARLOGIE et al.
1983, BUCHNER et al. 1971). Fur die Analyse einer Zellpopulation nach
Vorhandensein bestimmter Oberflachenantigene stellt die FACS-Analyse eine
vorteilhafte Methode dar, da durch sie eine unkomplizierte Beurteilung des
Zellcharakters durch Quantifizierung der vorhandenen Oberflachenantigene mdglich
ist.

Zusatzlich zur durchgefuhrten Dichtegradientenzentrifugation zur Auftrennung des
Knochenmarkstromas (FIERRO et al. 2004) konnte mit Hilfe der
Durchflusszytometrie = der = mesenchymale  Charakter der  gewonnenen
Knochenmarkstromazellen weitgehend bestatigt werden.

Die Zellcharakterisierung der Knochenmarkstromazellen wurde zu Beginn der
Kokultur durchgefuhrt, um den mesenchymalen Zellstatus an diesem Zeitpunkt zu
prufen. Nachteilig ist, dass eventuelle Differenzierungsvorgange wahrend der
spateren Kulturphase nicht molekularbiologisch berticksichtigt werden kénnen. Es
wurde jedoch durch zytomorphologische Kontrollen zu den jeweiligen
Beobachtungszeitpunkten der phanotypische mesenchymale Zellcharakter Uberpruft,

der sich nicht von der Zellmorphologie zum Zeitpunkt der FACS-Analyse unterschied.

4.1.2 Indirekte Kokultur

Als in-vitro-Modell fur die Interaktion von mesenchymalen Stromazellen und
Plattenepithelkarzinomzellen des Oropharynx wurde die indirekte Kokultur im
Transwell-Verfahren gewahlt. Es handelt sich hierbei um eine vielfach erprobte und
etablierte Zellkulturmethode (BOYERA et al. 1993, GACHE et al. 1998, HENEWEER
et al. 2005). Mit Hilfe dieser Methode lasst sich eine separate Kultur beider Zelltypen
realisieren, wobei dennoch eine parakrine Interaktion mittels Mediatoren Uber das

gemeinsame Kulturmedium maoglich ist. Fur die Versuchs- und Kontrollgruppen
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lassen sich mit Hilfe dieses Verfahrens sehr ahnliche, reproduzierbare und gut
kontrollierbare Rahmenbedingungen schaffen. Als einzige Variable zwischen
Kokultur und Kontrolle dient die Prasenz bzw. das Fehlen mesenchymaler
Stromazellen bei ansonsten identischem Versuchsaufbau. Beide Zelltypen lassen
sich durch die Trennung mittels semipermeabler Membran problemlos einzeln
isolieren und fur weitere Versuchsschritte aufarbeiten. Vor allem fir die
durchgefuihrten Zellzahlungen nach 4, 7 und 14 Tagen stellt dies einen
entscheidenden Vorteil dar, da durch die angewandte Methode keine aufwandigen
Trennverfahren notwendig sind.

Als Nachteil der indirekten Kokultur kann angefuhrt werden, dass die Auswirkungen
direkter Zell-Zell-Kontakte zwischen Tumor- und mesenchymalen Stromazellen im
Versuchsaufbau nicht berucksichtigt werden koénnen. Die heterotype Zell-Zell-

Kommunikation erfolgt ausschlief3lich parakrin Uber das Medium.

4.1.3 Reverse Transcription Quantitative PCR (RT-qPCR)

Die Methode der quantitativen Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain
Reaction, PCR) hat sich in weiten Bereichen der molekularbiologischen Forschung
und Diagnostik als Standardverfahren zur relativen und absoluten Quantifikation von
DNA-Sequenzen in Biomaterialien etabliert (KUBISTA et al. 2006). In Kombination
mit der reversen Transkription von RNA in cDNA stellt sie als RT-gPCR ein
natzliches Hilfsmittel zur Quantifikation von Genexpressionsraten sowohl in
Geweben als auch in kultivierten Zellen dar (BUSTIN und MUELLER 2005).

Die Detektion der amplifizierten Gensequenzen erfolgte mittels SYBR-Green als
Fluorophor. Durch eine Fluoreszenz bei Bindung doppelstrangiger DNA Iasst sich die
Amplifikation wahrend der PCR unmittelbar verfolgen sowie photometrisch
quantifizieren. Zur Quantifikation wird der Zyklus, in dem die ermittelte Menge an
amplifizierter DNA der Probe einen bestimmten Messwert Uberschreitet, in
Beziehung zu einer Kontrollprobe gesetzt, deren Schwellenzyklus bekannt ist. Diese
Methode ist der Endpunkt-PCR Uberlegen, bei der eine semiquantitative Anfarbung
einer Gelelektrophoresebande durchgeflhrt wird. Bei der zuletzt genannten Methode
kann nicht nur die eingesetzte DNA-Menge sondern auch die Effizienz der PCR-
Reaktion das Messergebnis beeinflussen (SCHMITTGEN et al. 2000).
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Fir die Detektion doppelstrangiger DNA in Echtzeit existieren mehrere Methoden. In
der durchgefuhrten Untersuchung wurde ein konfektionierter PCR-Kit mit SYBR
Green verwendet, wodurch eine hohe Konsistenz der Probenzusammensetzung
gewabhrleistet wurde. Vorteil der Verwendung von SYBR Green als Fluorophor ist die
hohe Sensitivitat im Vergleich zu Ethidiumbromid und die proportionale
Fluoreszenzaktivitat zur Menge an Doppelstrang-DNA. Einen Nachteil stellt die
Moglichkeit der artifiziellen Beeinflussung des detektierten Signals durch
unspezifische PCR-Produkte dar (SCHNEEBERGER et al. 1995). Nach jeder DNA-
Quantifikation wurde daher eine Schmelzkurvenanalyse durchgefuhrt, um etwaige
unspezifisch amplifizierte Sequenzen auszuschlielen (RIRIE et al. 1997).
Untersuchungen mit TagMan-Sonden kdnnten als alternative Methode zur Detektion
mittels SYBR Green dienen, da sie keine Schmelzkurvenanalyse bendtigen und
damit einen Okonomischeren Arbeitsablauf bieten. Zu bedenken ist jedoch, dass
TagMan-Assays im Vergleich zu SYBR Green Uber eine reduzierte Prazision
verfugen (SCHMITTGEN et al. 2000). Fir die hier vorliegende Arbeit wurde daher
der Analyse mittels SYBR Green und Schmelzkurvenanalyse der Vorzug gegeben. In
den Schmelzkurvenanalysen ergab sich kein Anhalt fir amplifizierte Nebenprodukte,
sodass davon auszugehen ist, dass es sich um einen spezifischen Nachweis der zu
erwartenden Sequenzen handelt.

Bei der RT-gPCR kann mit Hilfe reverser Transkription die Genexpression auf
MmRNA-Ebene untersucht werden. Es konnen somit Transkriptionsunterschiede
zwischen verschiedenen Proben erfasst werden, die regulativ oder durch
genomische Differenzen bedingt sein kdnnen. Im weiteren Verlauf der Translation
kommt es meist zu zusatzlichen regulativen Einflissen auf die Proteinbiosynthese,
so dass Folgerungen bezulglich der Synthese des entsprechend codierten Proteins
nur mit Einschrankungen moglich sind. Funktionelle Konsequenzen lassen sich nur

bei Annahme einer Proportionalitat der Translation zur Transkription erwarten.

4.2 Parakrine Einfliisse humaner mesenchymaler Stromazellen auf die

Proliferation von PCI-13-Zellen

Bei unseren Untersuchungen konnten wir eine gegenuber der Kontrollgruppe
statistisch signifikante Reduktion der Proliferation von PCI-13-Zellen in Kokultur mit

humanen mesenchymalen Stromazellen an Tag 14 feststellen. Demgegenlber
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zeigte sich bei den kokultivierten humanen mesenchymalen Stromazellen eine
Tendenz zur Proliferationszunahme in der Kokultur an Tag 14, die jedoch keine
statistische Signifikanz aufwies. Es wurde sowohl in der Kokultur- als auch in der
Kontrollgruppe eine Uber den Beobachtungszeitraum kontinuierlich zunehmende
Zellzahl bei PCI-13 und bei hMSC beobachtet.

Unsere Beobachtungen weisen erstmals darauf hin, dass zwischen PCI-13-Zellen
und humanen mesenchymalen Stromazellen in indirekter Kokultur gegenseitige
parakrine Einflisse bestehen. Diese fUhren mdglicherweise zur oben beschriebenen
Abnahme der Tumorzellproliferation und zu einer tendenziellen Zunahme der
Stromazellproliferation. Dieser Aspekt spricht gegen eine Konkurrenz der
unterschiedlichen Zelltypen um das Kulturmedium in Kokultur, da es in diesem Fall
zu einer Proliferationabnahme bei beiden Zellpopulationen kommen wurde.

Die Ergebnisse korrelieren mit denen fruherer experimenteller Untersuchungen, die
fur andere maligne Tumorzellentititen eine in Kokultur mit hMSC ahnliche
Proliferationsabnahme gezeigt haben. Dies gilt fir humane Zelllinien des
Mammakarzinoms (FIERRO et al. 2004, HOMBAUER und MINGUELL 2000), fir
Zellen des hepatozellularen Karzinoms (QIAO et al. 2008) und fur Zellen der
myeloischen Leukamie (ZHU et al. 2009).

Far die beobachtete Proliferationsabnahme der oropharyngealen
Plattenepithelkarzinomzellen in der Kokultur kdnnen verschiedene Mechanismen der
heterotyp-parakrinen Zell-Zell-Interaktion als Erklarungsansatz herangezogen
werden. Als Regulatoren der Tumorproliferation und -Differenzierung kommen u.a.
Stufen des Wnt-B-Catenin-Signaltransduktionswegs in Frage. Innerhalb von
malignen Tumorzellpopulationen, so auch beim Plattenepithelkarzinom des Kopf-
Hals-Bereichs, tritt eine erhohte Expression von Wnt und Frizzled-Rezeptoren auf
(DIAZ PRADO et al. 2009, URAGUCHI et al. 2004). Durch Blockierung von Wnt-1
mittels  spezifischer Antikérper konnte in vitro eine Abnahme der
Tumorzellproliferation induziert werden (RHEE et al. 2002). Des weiteren konnte
nachgewiesen werden, dass humane mesenchymale Stromazellen durch Sekretion
des Wnt-Inhibitors Dickkopf-1 (DKK-1) die Tumorzellproliferation hemmen kdnnen
(ZHU et al. 2009).

Aus vorangehenden Untersuchungen ist bekannt, dass tumorassoziierte Fibroblasten

als Bestandteil des Tumorstromas fordernde Einflisse auf die Tumorinvasivitat und
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-angioneogenese besitzen (SHIMODA et al. 2009). Es gibt jedoch Hinweise darauf,
dass fur diese tumorsynergistischen Eigenschaften mesenchymaler Zellen eine
vorherige ,Aktivierung“ durch das Tumorgewebe notwendig ist. Bekannt ist, dass
Karzinomzellen in vitro parakrin eine Umwandlung von Knochenmarkstromazellen in
myofibroblastendhnliche Zellformen induzieren konnen (GUO et al. 2008). Es konnte
weiterhin im Mausmodell nachgewiesen werden, dass gerade
Knochenmarkstromazellen eine wichtige Ursprungspopulation fir Zellen des
Tumorstromas darstellen (DIREKZE et al. 2004). Fur die Initiation dieser
Transdifferenzierung wird in erster Linie die parakrine Wirkung von
Wachstumsfaktoren in unmittelbarer Umgebung des Tumorgewebes verantwortlich
gemacht, hier vor allem von TGF- (SHIMODA et al. 2009).

Die transdifferenzierten Stromazellen wiederum zeigen proangiogenetische
Eigenschaften, wie im Angiogenesemodell an Umbilikalvenenzellen (HUVEC-Zellen)
und humanen mikrovaskuldren Endothelzellen (HMVEC-Zellen) nachgewiesen
werden konnte (GUO et al. 2008, NOMA et al. 2008). Weiterhin wirken sie
unterstutzend auf die Proliferation von Tumorzellen oraler Plattenepithelkarzinome in
vitro (KELLERMANN et al. 2008). In vivo korreliert deren Anzahl im Tumorpraparat
signifikant mit dem N-Stadium, der Rezidivrate, dem Proliferationspotential, der
Invasivitat, der Metastasierung und der Prognose der entsprechenden Tumoren
(KELLERMANN et al. 2008, MAESHIMA et al. 2002, SUROWIAK et al. 2006).

Auch von Zellen mesenchymalen Ursprungs werden Wachstumsfaktoren der TGF-3-
Familie sezerniert. Im Gegensatz zu vielen anderen Zytokinen der IGF-, EGF- oder
FGF-Familie, die im Regelfall die Tumorproliferation steigern, kénnen diese bei
epithelialen Tumorzellen neben einer Proliferationssteigerung ebenso eine
Proliferationsinhibition bewirken (BHOWMICK et al. 2004). Zur Erklarung der in
unseren Kokulturansatzen beobachteten Wachstumsinhibition bei PCI-13-Zellen ist
eine parakrine Mediation Uber TGF-B durchaus denkbar. Verschiedene
Untersuchungen haben gezeigt, dass eine Aktivierung von TGF-B-aktivierten
Signalwegen eine Hemmung der Tumorbildung auslésen kann (BECKER et al. 2004,
DERYNCK et al. 2001), wogegen deren Inhibition die Karzinogenese fordert
(BOTTINGER et al. 1997, GORSKA et al. 2003). Die Wirkung von TGF-f ist
stadienabhangig und entwickelt sich von einer Wachstumsinhibition zu Beginn der

Tumorenststehung zur invasivitatsfordernden Wirkung in spateren Stadien. Es ist
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erwiesen, dass gerade bei der Interaktion epithelialer Tumorzellen mit
mesenchymalen Stromazellen entscheidende Steuerungsfunktionen bezuglich
Proliferation, Invasivitat und Angiogenese uUber TGF-3 reguliert werden (DERYNCK
et al. 2001).

Auswirkungen der Prasenz mesenchymaler Stromazellen auf Invasivitdt oder
Angioneogenese der oropharyngealen Tumorzellen sind im hier analysierten
indirekten  Kokulturmodell jedoch nicht evaluierbar und erfordern weitere

Untersuchungen.

4.3 Parakrine Einfliisse humaner mesenchymaler Stromazellen auf die

Genexpression von PCI-13-Zellen

Die von uns beobachteten signifikanten Unterschiede der Genexpression von
oropharyngealen Tumorzellen bei Prasenz humaner mesenchymaler Stromazellen
spricht flr eine parakrine Interaktion beider Zellpopulationen. Die Wechselwirkung
beeinflusst verschiedene Komponenten intra- und extrazellularer

Signaltransduktionswege auf Ebene der Transkription.

4.3.1 WNT3

Bei der Untersuchung der Genexpression von Wnt-3 fiel ein an Beobachtungstag 7
signifikant vermindertes Auftreten des entsprechenden Transkripts WNT3 in der
Kokultur auf. Die Differenzen der Genexpression an Tag 4 und 14 waren zwischen
Versuchs- und Kontrollgruppe unerheblich.

Wnt-3 als Genprodukt des WNT3-Gens erfullt fur die Signaltransduktion als
Bestandteil des Wnt-B-Catenin-Pathways sowohl bei malignen Tumorzellen als auch
bei mesenchymalen Stromazellen wichtige Aufgaben. Eine Abnahme der
Genexpression von WNT innerhalb der Population von PCI-13-Zellen bei gleichzeitig
verminderter Zellproliferation Iasst sich mit Erkenntnissen aus bereits durchgefuhrten
Studien an anderen Tumorarten vereinbaren (GELEBART et al. 2008, WEI et al.
2009).

Wie bereits beschrieben, kommt bei Tumoren des Kopf-Hals-Bereichs, aber auch bei

anderen malignen Tumoren eine erhohte Genexpression von WNT und Wnt-
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Rezeptoren vor (DIAZ PRADO et al. 2009, KATOH 2003, OSHIMA et al. 2009). Da
WNT auch von hMSC exprimiert wird (NETH et al. 2006), ist nicht auszuschliel3en,
dass ein parakriner Einfluss der mesenchymalen Zellen auf die kokultivierten
Tumorzellen zu einer Hemmung deren Genexpression von WNT3 fuhrt. Zytokine der
Wnt-Familie  besitzen Uber den  kanonischen  Wnt-B-Catenin-Signalweg
entscheidende Einflisse auf das Differenzierungsverhalten von Stammzellen,
Progenitorzellen und malignen Tumorzellen (REYA und CLEVERS 2005). Die in der
vorliegenden Untersuchung aufgetretene Proliferationsabnahme der Tumorzellen an
Tag 14 lielle sich neben anderen Einflussfakturen auch durch die beobachtete
Expressionsabnahme von WNT3 erklaren, da eine verminderte autokrine Wirkung
auf den Wnt-Rezeptor durchaus eine verminderte Proliferationrate und erhohte
Neigung zur Zelldifferenzierung nach sich ziehen konnte. Fur andere maligne
Tumorentitaten wie das Mammakarzinom (SCHLANGE et al. 2007, ZHANG J et al.
2010), das Prostatakarzinom (JIANG et al. 2007) oder das hepatozellulare Karzinom
(WEI et al. 2009) sind Zusammenhange zwischen einer Wnt-Aktivierung und
zunehmender Tumorproliferation oder einer Neigung zur epithelial-mesenchymalen
Transdifferenzierung bekannt.

Als von hMSC exprimiertes Zytokin kommt auch TGF-$ als moéglicher Kandidat fur
eine parakrine Interaktion mit dem Wnt-B-Catenin-Pathway bei PCI-13-Zellen in
Frage. Bekannt ist, dass TGF- sowohl inhibitorische als auch synergistische Effekte
auf den kanonischen Wnt-B-Catenin-Pathway ausiben kann, wobei die molekularen
Mechanismen bislang noch nicht vollstandig geklart sind (DENNLER et al. 2009,
VINCENT et al. 2009). Eine konsekutive Hemmung der Genexpression von WNT3
mit Auswirkungen auf die Zellproliferation koénnte die Folge einer derartigen

Interaktion sein.

4.3.2 CDH1

Ahnlich wie fir WNT3 konnte auch fiir CDH1 ein signifikant vermindertes Auftreten
des Transkripts an Tag 7 in der Kokultur beobachtet werden, wogegen an Tag 4 und
14 kaum Unterschiede in der Genexpression zwischen Versuchs- und Kontrollgruppe
festgestellt werden konnten. Als Erklarungsansatze fur die beobachteten Differenzen
kommen verschiedene parakrine Einflisse der humanen mesenchymalen

Stromazellen in Betracht.
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E-Cadherin erfullt als membranstandiges Protein wichtige Funktionen bei der Bildung
von Zonulae adhaerentes, weiterhin wird es, wie bereits beschrieben, mit
verschiedenen Einflissen auf die Invasivitat, das Metastasierungsverhalten und
damit auch auf die Prognose maligner Tumoren in Verbindung gebracht (VAN ROY
und BERX 2008).

Zwischen dem Wnt-Pathway und E-Cadherin besteht insofern eine Verbindung, als
dass wahrend der Embryonalentwicklung eine Hemmung der Genexpression von E-
Cadherin durch die Aktivierung der kanonischen Wnt-Signalkaskade nachgewiesen
werden konnte (JAMORA et al. 2003). Der Promotor fur die Transkription von CDH1
scheint dabei durch eine Aktivierung des Wnt-abhangigen p-Catenin-Lef-TCF-
Komplexes gehemmt zu werden. Zusatzlich wurde eine inhibitorische Wirkung auf
die CDH1-Expression durch den Transkriptionsfaktor Snail beschrieben, der
seinerseits direkt mit 3-Catenin interagiert (STEMMER et al. 2008). Bekannt ist, dass
bei Spindelzellkarzinomen des Kopf-Hals-Bereichs sowohl E-Cadherin als auch [3-
Catenin vermindert nachgewiesen werden koénnen. Gleichzeitig ist ein vermehrtes
Auftreten von Snail-1 zu beobachten (ZIDAR et al. 2008).

Zusatzlich kénnen verschiedene uber Wachstumsfaktoren aktivierte Signalwege die
Genexpression von E-Cadherin  hemmen, wie EGF, HGF, FGF und auch TGF-3
(VAN ROY und BERX 2008). TGF-f hat sowohl einen hemmenden Einfluss auf die
Expression von E-Cadherin als auch auf 3-Catenin (TAKANO et al. 2007).

Es ist nicht auszuschliel3en, dass auch in der hier vorliegenden Untersuchung eine
parakrine Wirkung von Wachstumsfaktoren, insbesondere von TGF-3, auf die PCI-
13-Zellen in Kokultur eine Minderung der Genexpression von E-Cadherin hervorruft.
Die Regulationsmechanismen Uber verschiedene Signaltransduktionswege ergeben
allerdings ein komplexes Bild und sind teils noch unzureichend bekannt, so dass hier

weiterer Forschungsbedarf besteht.

4.3.3 MMP14

Bei der Untersuchung der Genexpression von MMP-14 konnten wir in der Kokultur
von PCI-13-Zellen mit hMSC sowohl an Tag 4 als auch an Tag 7 ein hochsignifikant
vermindertes Auftreten des entsprechenden Transkripts MMP14 bei den Tumorzellen

feststellen. MMP14 ist damit in der vorliegenden Untersuchung das einzige
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Transkript, das bereits nach 4 Tagen Kokultur deutliche Differenzen der
Genexpression zwischen Kokultur- und Kontrollgruppe aufweist.

Bekannt ist, dass MMP-14 als membranstandige Matrix-Metalloproteinase das
Wachstum und die Invasivitat oropharyngealer Tumorzellen in vitro und im
Mausmodell fordert (ZHANG W et al. 2006). Eine Inhibition der Genexpression von
MMP14 vermindert in vitro die Invasivitat von Ovarialkarzinomzelllinien, gleichzeitig
konnte eine reduzierte Aktivierung von MMP-2 festgestellt werden, deren
proteolytische Aktivierung durch MMP-14 erfolgt. MMP-14 wurde daher bereits als
potentielles Zielenzym fur eine antiproliferative Tumortherapie vorgeschlagen (WU et
al. 2006). Durch MMP-14 scheint ein direkter proliferationsfordernder Effekt auf
Tumorzellen ausgeubt werden, dessen Mechanismus noch nicht vollstandig geklart
ist, der wahrscheinlich aber Uber den zytoplasmatischen Anteil des Enzyms vermittelt
wird (D'ALESSIO et al. 2008). Des weiteren verschafft die proinvasive Wirkung von
MMP-14 malignen Tumorzellen offensichtlich Wachstumsvorteile (HOTARY et al.
2003).

Die Inhibition von MMP-14 kann Uber verschiedene Wege erfolgen: Ein potenter
Inhibitor membranstandiger Matrix-Metalloproteinasen ist TIMP-2 (Tissue Inhibitor of
Metalloproteinases 2) (VISSE und NAGASE 2003). Weiterhin konnte fur das
membranstandige Glykoprotein RECK eine inhibitorische Funktion auf MMP-14
nachgewiesen werden (OH et al. 2001). Die Genexpression von MMP14 korreliert in
vitro auf Transkriptionsebene signifikant mit der Expressionsrate der beiden
Inhibitoren, was auf eine Regulation Uber gemeinsame Signalwege hindeutet
(FIGUEIRA et al. 2009).

Auch mesenchymale Stromazellen synthetisieren MMP-14 und erhalten unter
anderem bei einer chemotaktischen Aktivierung durch Zytokine invasive Fahigkeiten
(RIES et al. 2007). In vitro und im Mausmodell konnte eine proinvasive Wirkung
MMP-14-synthetisierender Fibroblasten auf maligne Tumorzellen nachgewiesen
werden (ZHANG W et al. 2006). Das Tumorstroma scheint daher zusatzlich zu den
Tumorzellen eine wichtige Rolle bei der Bereitstellung invasivitatsfordernder
Mediatoren zu spielen.

Zur Erklarung der in unseren Kokulturexperimenten beobachteten Abnahme der
Genexpression von MMP14 in der Tumorzellpopulation kann durchaus eine

zusatzliche Synthese der Matrix-Metalloproteinase durch die humanen
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mesenchymalen  Stromazellen  herangezogen werden. Diese st Dbei
karzinomassoziierten Fibroblasten, die mittels Lasermikrodissektion aus der
Tumormikroumgebung gewonnen wurden, erhoht (ROSENTHAL et al. 2004). Eine
regulative Reduktion der Transkription in den PCI-13-Zellen ware, wie bereits
beschrieben, mit friheren Erkenntnissen zur parakrinen Kommunikation von Tumor-
und Tumorstromazellen vereinbar. Sekundar waren auch direkte Effekte der
verminderten Genexpression von MMP14 auf die Tumorzellproliferation denkbar, da
nach derzeitigem Kenntnisstand ein unmittelbar proliferationsfordernder Effekt von
MMP-14 hauptsachlich autokrin durch den intrazellularen Proteinanteil vermittelt wird
(D'ALESSIO et al. 2008). Dieser kdnnte bei der in unseren Versuchen verminderten
Genexpression von MMP14 durch die PCI-13-Zellen ebenfalls in reduzierter Menge

vorliegen.

4.4 Mogliche Auswirkungen der beobachteten Modifikationen der

Genexpression auf die Eigenschaften der Tumorzellpopulation

Die von uns erstmals beobachteten Unterschiede der Genexpression innerhalb der
Population von PCI-13-Zellen lassen sich durch parakrine Interaktion mit den
kokultiverten mesenchymalen Stromazellen erklaren. Sie stehen nicht im
Widerspruch zu der ebenfalls beobachteten Proliferationsabnahme der Tumorzellen
in der Kokultur, da sich hierzu fur die differenzell exprimierten Mediatoren durchaus
Parallelen zu frGheren Studien aufzeigen lassen.

Denkbar sind proliferationsmindernde Einflisse durch eine Reduktion der
Genexpression von WNT3 mit konsekutiver Beeinflussung der entsprechenden
Signalkaskaden. Die beobachtete signifikante Expressionsabnahme von MMP14
kommt zur Erklarung einer Proliferationsreduktion der PCI-13-Zellen ebenfalls in
Betracht.

E-Cadherin wird in der Literatur mit multiplen Interaktionen Uber intrazellulare
Signalkaskaden, Wachstumsfaktoren und direkte Zell-Zell-Kontakte in Verbindung
gebracht (VAN ROY und BERX 2008), die ein sehr komplexes Wechselwirkungsbild
ergeben. Vor allem die intrazellulare Interaktion mit B-Catenin und die konsekutlve
Beeinflussung des  Wnt-B-Catenin-Pathways legt  Auswirkungen  einer

Genexpressionsanderung von CDH1 auf die Proliferation der PCI-13-Zellen nahe.
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Eine Reduktion der Genexpression fur die 0.g. Transkripte wurde in Kokultur an den
Beobachtungstagen 4 (nur fur MMP14) und 7 festgestellt, die Grolle der
Tumorzellpopulation zeigte erst an Tag 14 eine Minderung im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Diese Tatsache konnte ein Hinweis darauf sein, dass mogliche
proliferationshemmende Einflisse durch ein vermindertes Auftreten der untersuchten
Mediatoren sich erst mit einer gewissen Verzogerung auswirken. Die
Berucksichtigung der Translation und eventuellen posttranslationalen Modifikation
der Genprodukte konnte hierfur einen Erklarungsansatz liefern.

Die Bedeutung einer parakrinen Beeinflussung von weiteren Eigenschaften der
Tumorzellpopulation durch die Prasenz humaner mesenchymaler Stromazellen in
indirekter Kokultur, wie die Fahigkeit zur Invasivitat oder die Neigung zur

Metastasierung, soll Gegenstand zukunftiger Untersuchungen sein.
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5 Zusammenfassung

Karzinome des Kopf-Hals-Bereichs sind die am achthaufigsten auftretenden
malignen Tumoren des Menschen, die zu erheblichen Einschrankungen der
individuellen Lebensqualitat fihren. Die 5-Jahres-Uberlebensraten haben sich trotz
weiterentwickelter multimodaler Therapiekonzepte in den letzten 40 Jahren kaum
verbessert.  Untersuchungen der Interaktionen von  Tumorzellen und
tumorassoziierten Stromazellen Uber molekularbiologische Mechanismen stellen
derzeit daher einen aktuellen und Klinisch relevanten Forschungsschwerpunkt dar.

Sie konnten madgliche Wege fur zuklnftige zielorientierte Therapieverfahren weisen.

Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, der Frage nachzugehen, ob humane
mesenchymale Stromazellen als Modellzellen fur das Tumorstroma mit
oropharyngealen Tumorzellen in parakrine Wechselwirkung treten. Wenn dies der
Fall ist, sollte evaluiert werden, inwiefern sich das Genexpressionsmuster der

Tumorzellen bezuglich wichtiger Mediatoren der Tumor-Stroma-Interaktion andert.

Wir untersuchten daher die Interaktionen von humanen mesenchymalen
Stromazellen und der oropharyngealen Tumorzelllinie PCI-13 im Modell der
indirekten Kokultur. Die mesenchymalen Stromazellen waren aus humanen
Knochenmarkstromazellen per Durchflusszytometrie charakterisiert worden.

Wir verglichen die Kokulturgruppe mit zwei Kontrollgruppen. Die erste bestand aus
alleinigen Kulturen von PCI-13-Zellen, die zweite aus entsprechenden alleinigen
Kulturen von humanen mesenchymalen Stromazellen. Nach 4, 7 und 14 Tagen
Kulturdauer wurden die Zellzahlen aller Populationen aus Versuchs- und
Kontrollgruppen ermittelt.

Zur Untersuchung der Genexpression wichtiger Mediatoren der Tumorzellen erfolgte
an den Beobachtungstagen eine RNA-Isolation und Untersuchung des
Genexpressionsmusters mittels RT-qPCR. Die Transkripte fur Wnt-3, p-Catenin,
MMP-14, E-Cadherin, und Ets-1 wurden relativ quantifiziert.

Zusammenfassend haben wir durch unsere Untersuchung folgende Erkenntnisse

gewonnen:

79



Zusammenfassung

1. Es gibt Proliferationsunterschiede zwischen indirekt mit humanen
mesenchymalen Stromazellen kokultivierten oropharyngealen Tumorzellen der
Zelllinie PCI-13 und den entsprechend in Einzelkultur kultivierten Tumorzellen.
Die Unterschiede manifestieren sich als signifikante Reduktion der Tumorzellzahl

in der Kokultur an Beobachtungstag 14.

2. Beim Vergleich von mit PCI-13-Zellen indirekt kokultivierten humanen
mesenchymalen Stromazellen mit der entsprechenden Einzelkultur zeigt sich
eine Tendenz zur Zunahme der hMSC-Zellzahl an Beobachtungstag 14. Diese

weist jedoch keine statistische Signifikanz auf.

3. Die Untersuchung der Genexpression von PCI-13-Zellen zeigt eine in indirekter
Kokultur signifikant verminderte Genexpression von Wnt-3 und E-Cadherin an
Tag 7. Fir die Matrix-Metalloproteinase MMP-14 konnte sowohl an Tag 4 als
auch an Tag 7 der Kokultur eine signifikant verminderte Genexpression

festgestellt werden.

Unsere Untersuchung zeigt damit erstmals, dass im Rahmen der parakrinen
Interaktion von humanen oropharyngealen Tumorzellen und humanen
mesenchymalen Stromazellen in indirekter Kokultur ein signifikanter Einfluss sowonhl

auf die Proliferation als auch auf die Genexpression der Tumorzellen ausgeubt wird.

Diese Ergebnisse liefern neue Hinweise darauf, dass die Interaktion von
Karzinomzellen des Oropharynx mit dem Tumorstroma mesenchymalen Ursprungs
im Kontext weiterer Regulationsmechanismen eine relevante Bedeutung fur die

Tumorentwicklung besitzt.
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Anhang: Qualitdtskontrollen der analysierten RNA (RNA-Elektrophorese)
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Patient 3, Tag 7, Kokultur PCI-13+hMSC
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Patient 5
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