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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie der Kopf-Hals-Tumore

Bosartige Neubildungen sind nach Krankheiten des Herzkreislaufsystems die
zweithaufigste Todesursache in Deutschland (DESTATIS, 2015). Davon nehmen
Tumore der Mundhdhle und des Rachens den sechsten Platz der haufigsten
Todesursachen bei Mannern und bei Frauen den 16. Platz ein (Becker &
Holzmeier, 2012). Histologisch setzen sich Kopf-Hals-Tumore zu 85% aus
Plattenepithelkarzinomen zusammen, wahrend die restlichen 15% aus

Sarkomen, Melanomen und Lymphomen bestehen (Kundu & Nestor, 2012).

Im Jahr 2013 sind in Deutschland 12.992 Manner und 4.532 Frauen neu erkrankt,
wahrend 5.494 Manner und 1.689 Frauen an Kopf-Hals-Tumoren gestorben sind.
Die altersstandardisierte Inzidenz fir Manner lag bei 24,3 pro 100.000 Einwohner
und fur Frauen bei 7,3 pro 100.000 Einwohner (DESTATIS, 2015). Damit liegt
Deutschland im europaischen Vergleich im Mittelfeld. Im internationalen
Vergleich hat Melanesien die hochste und Ost-Asien die niedrigste Inzidenz. Die
regionalen Unterschiede korrelieren eng mit der Verteilung von Risikofaktoren.
Auch die geschlechterspezifischen Unterschiede lassen sich grotenteils auf die
unterschiedliche Exposition gegenuber Risikofaktoren, insbesondere Tabak und
Alkohol, zurtckfuhren (Simard et al., 2014; Sturgis & Cinciripini, 2007).

Das durchschnittliche relative 5-Jahres-Uberleben betragt fir Manner 51% und
fur Frauen 61%. Somit sind Kopf-Hals-Tumore die Tumorerkrankung mit dem elft
schlechtesten 5-Jahres-Uberleben (Robert-Koch-Institut, 2014). Das mittlere
Erkrankungsalter liegt fur Manner bei 63,8 Jahren und fur Frauen bei 66,2
Jahren. Trotz der Entwicklung neuer Therapien hat sich die Mortalitat in den
letzten zehn Jahren ahnlich entwickelt, wie die Zahl der Neuerkrankungen.

Hier zeigt sich bei Mannern eine Abnahme der Neuerkrankungen und der
Mortalitat, wahrend bei Frauen eine Zunahme zu verzeichnen ist (Robert-Koch-
Institut, 2016).

Die Entwicklung der Neuerkrankungen unterscheidet sich je nach Lokalisation
des Primartumors stark. So hat die Inzidenz von Karzinomen der Mundhohle und

des Kehlkopfes fur Manner konstant abgenommen, wahrend Karzinome des



Oropharynx, des Zungengrundes und der Tonsillen fur beide Geschlechter
zugenommen haben (Rettig & D'Souza, 2015; Simard et al.,, 2014). Dieser
Anstieg ist insbesondere durch jungere Menschen (>45 Jahre) mit HPV-
assoziierten Tumoren getrieben (Chaturvedi et al., 2008; Hussein et al., 2017;
Mehanna et al., 2013).

1.2 Klassifikation nach dem TNM-System und Einteilung in UICC-
Stadien

Die international verbreitete und klinisch angewandte Klassifikation von malignen
Neoplasien nach dem TNM-System wird regelmaflig von der UICC (Union
internationale contre le cancer) herausgegeben und ist der zentrale
prognostische und pradiktive Faktor in der Onkologie. Somit spielt die

Klassifikation eine zentrale Rolle in der Auswahl der Therapie.

Dabei steht T fur Tumor und bezieht sich auf die GroRe des Primartumors, N fur
Nodus und gibt an, ob und in welchem Ausmal ein Befall der Lymphknoten
vorliegt und M fur Metastase gibt Auskunft Uber das Vorliegen von
Fernmetastasen. Seit der Entwicklung des Systems in den 1940er Jahren durch
Pierre Denoix wurde es mehrfach erweitert. G beschreibt das Grading und gibt
Auskunft daruber, wie stark der Tumor von dem Ursprungsgewebe
entdifferenziert ist. y wird der Klassifikation vorangestellt, wenn ein bereits
therapierter Tumor klassifiziert wird und r beschreibt ein Tumorrezidiv. Der
Zusatz C beschreibt, wie zuverlassig die Einteilung in das jeweilige TNM Stadium
ist. Die Zuverlassigkeit ist von der Methode abhangig, mit der die Einteilung
vorgenommen wurde. Dafur gibt es Zusatze, die beschreiben wie das Staging
vorgenommen wurde. Hierbei steht ¢ fur ein praoperatives Staging mittels
klinischer und bildgebender Untersuchungen, sowie kleinen diagnostischen
Eingriffen. p steht fur eine histopathologische Klassifikation, bei der das Gewebe
postoperativ beurteilt wurde. Des Weiteren kann angegeben werden, ob der
Tumor in umliegendes Gewebe infiltriert. So gibt L Auskunft dariber, ob der
Tumor in Lymphgefal3e, V ob der Tumor in Venen eingewachsen ist und Pn ob
eine Perineuralscheindeninfiltration vorhanden ist. Das Kurzel ECE+ bezieht sich
auf Dbefallene Lymphknoten und beschreibt ein Wachstum Uber die
Lymphknotenkapsel hinaus (Wittekind, 2016).



Das Staging anhand der achten Auflage des TNM Systems ist im Folgenden fur
Plattenepithelkarzinome des Kopf- und Halsbereichs aufgefuhrt. In dieser
Auflage werden erstmal HPV-positive und HPV-negative Tumore aufgrund ihrer
unterschiedlichen Prognose getrennt klassifiziert (Dahlstrom et al., 2013; Huang
& O’Sullivan, 2017).

Tabelle 1: Definitionen der TNM Stadien

T Primartumor

TX Primartumor kann nicht beurteilt werden

T0 Kein Nachweis eines Primartumors

Tis Carcinoma in situ

T1-4 Zunehmende Grolle wund/oder lokale Ausbreitung des
Primartumors

N Regionale Lymphknoten

NX Regionale Lymphknoten nicht beurteilbar

NO Keine regionalen Lymphknotenmetastasen

N1-3 Zunehmender Befall lokaler Lymphknoten

M Fernmetastasen

MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen

G Histopathologisches Grading

GX Grad der Differenzierung kann nicht beurteilt werden

G1 Gut differenziert

G2 MaRig differenziert

G3 Schlecht differenziert

G4 Undifferenziert

L Lymphatische Infiltration

LX Lymphatische Infiltration kann nicht beurteilt werden

LO Keine lymphatische Infiltration

L1 Lymphatische Infiltration

\' Venose Infiltration

VX Vendse Infiltration kann nicht beurteilt werden

VO Keine vendse Infiltration

V1 Mikroskopische vendse Infiltration




V2 Makroskopische vendse Infiltration

R Tumorresiduen

RX Residualtumor kann nicht beurteilt werden
RO Kein Residualtumor

R1 Mikroskopischer Residualtumor

R2 Makroskopischer Residualtumor

In Tabelle 2 sind die T Stadien der Kopf-Hals-Tumoren entsprechend ihrer

Ursprungslokalisation aufgelistet.

Tabelle 2: T Stadien entsprechend ihrer Lokalisation und Grofe

Lippe und Mundhéhle (ICD-O-3 C00, C02-006)

T1 Tumor < 2 cm und < 5 mm Invasionstiefe

T2 Tumor < 2 cm und Invasionstiefe 25 mm aber < 10 mm oder
Tumor = 2 cm aber <4 cm und Invasionstiefe £ 10 mm

T3 Tumor = 4 cm oder Invasionstiefe = 10 mm

T4a Tumorinvasion der Kortikalis, des N. alveolaris inferior, des
Mundbodens oder der Haut des Kinns oder der Nase

T4a Tumorinvasion der Kortikalis der Mandibel oder des Sinus

(Mundhéhle) maxillaris oder Infiltration der Gesichtshaut

T4b (Lippe und Tumorinvasion der Flugelplatten, des Mastikatorraums oder

Mundhdhle) die Schadelbasis oder Umbauung der A. carotis interna

Oropharynx (p16 negativ oder p16 Status unbekannt)

T1 Tumor <2 cm

T2 Tumor 2 2 cm aber <4 cm

T3 Tumor = 4 cm oder Ausdehnung an die linguale Oberflache
der Epiglottis

T4a Tumorinvasion von Larynx, M. genioglossus, hyoglossus,
palatoglossus und styloglossus, medialem Flugelbein,
Hartgaumen oder Mandibel

T4b Tumorinvasion von M. pterigoideus lateralis, Flugelplatte,

lateralem Nasopharynx, Schadelbasis oder Umbauung der A.

carotis




Oropharynx (p16 immunhistochemisch positiv)

T1 Tumor <2 cm

T2 Tumor 22 cm aber <4 cm

T3 Tumor = 4 cm oder Ausdehnung an die linguale Oberflache
der Epiglottis

T4 Tumorinvasion von Larynx, M. genioglossus, hyoglossus,
palatoglossus und styloglossus, medialem Flugelbein, M.
pterigoideus lateralis, lateralem Nasopharynx, Schadelbasis,
Hartgaumen, Mandibel, Schadelbasis oder Umbauung der A.
carotis

Hypopharynx

T Tumor auf einen Teilbereich des Hypopharynx beschrankt
und/oder Tumor <2 cm

T2 Tumorausdehnung in mehr als einem Teilbereich des
Hypopharynx oder Tumor = 2 cm aber < 4 cm ohne Fixation
des Hemilarynx

T3 Tumor =2 4 cm oder mit Fixation des Hemilarynx oder
Ausdehnung bis an den Osophagus

T4a Tumorinvasion von  Schild/Ringknorpel, = Zungenbein,
Schilddruse, Osophagus oder des zentralen
Weichteilkompatiments

T4b Tumorinvasion der pravertebralen Faszie oder mediastinaler
Strukturen oder Umbauung der A. carotis

Nasopharynx

T Tumor beschrankt auf Nasopharynx oder Ausdehnung zum
Oropharynx und/oder Nasenhohle ohne parapharyngeale
Beteiligung

T2 Tumorausdehnung bis in den Parapharyngealraum und/oder
Infiltration des medialen oder lateralen Fligelbeins und/oder
der pravertebralen Muskulatur

T3 Tumorinvasion der kndchernen Strukturen der Schadelbasis,
des Fligelbeins und/oder der Nasenebenhdhlen

T4 Tumor mit intrakranieller Ausdehnung und/oder Beteiligung

der Hirnnerven, des Hypopharynx, der Orbitae, der Parotis
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und/oder Infiltration jenseits der lateralen Oberflache des M.

pterigoideus lateralis

Larynx (ICD-O-3 C32.0-3, C10.1)

Supraglottis

T1

Tumor begrenzt auf einen Teilbereich des Supraglottis mit

normaler Beweglichkeit der Stimmlippen

T2

Tumorinvasion der Schleimhaut von mehr als einem
benachbarten Teilbereich der Supraglottis oder Glottis oder
einer Region aulerhalb der Supraglottis (Schleimhaut der
Zugenbasis, Vallecula epiglottica, mediale Wand des Sinus
piriformis) ohne Fixation des Larynx

T3

Tumor auf Larynx begrenzt mit Fixation der Stimmlippe
und/oder Infiltration von Postkrikoidbereich,
Praepiglottischem Raum, paraglottischem Raum und/oder
des inneren Kortex des Schildknorpels

T4a

Tumorinvasion durch den Schildknorpel und/oder Invasion
des Gewebes jenseits des Larynx z.B. Weichteile des Halses
inklusive  tiefer/aul’erer Muskeln der Zunge, der
infrahyoidalen Muskulatur der Schilddrise oder des
Osophagus

T4b

Tumorinvasion des pravertebralen Raums, mediastinaler

Strukturen oder Umbauung der A. carotis

Glottis

T1a

Tumor begrenzt auf eine Stimmlippe bei normaler

Beweglichkeit

T1b

Tumor begrenzt auf Stimmlippe bei normaler Beweglichkeit
mit Beteiligung beider Stimmlippen

T2

Tumorausdehnung bis zur Supraglottis und/oder Subglottis

und/oder mit eingeschrankter Stimmlippenbeweglichkeit

T3

Tumor auf Larynx beschrankt mit Fixierung der Stimmlippen
und/oder Infiltration des paraglottischen Raums und/oder des
inneren Kortex des Schildknorpels

T4a

Tumorinfiltration des auleren Kortex des Schildknorpels
und/oder Infiltration von Gewebe aulerhalb des Larynx z.B.
Trachea, Weichteile des Halses inklusive tiefer/aullerer
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Muskeln der Zunge, der infrahyoidalen Muskulatur der

Schilddriise oder des Osophagus

T4b Tumorinfiltration des pravertebralen Raums, mediastinaler
Strukturen oder Umbauung der A. carotis

Subglottis

T Tumor begrenzt auf die Subglottis

T2 Tumorausdehnung zu den Stimmlippen mit eingeschrankter
oder normaler Beweglichkeit

T3 Tumor auf Larynx begrenzt mit Stimmlippenfixierung

T4a Tumorinfiltration des auleren Kortex des Schildknorpels
und/oder Infiltration von Gewebe aulerhalb des Larynx z.B.
Trachea, Weichteile des Halses inklusive tiefer/aulRerer
Muskeln der Zunge, der infrahyoidalen Muskulatur der
Schilddriise oder des Osophagus

T4b Tumorinfiltration des pravertebralen Raums, mediastinaler

Strukturen oder Umbauung der A. carotis

In Tabelle 3 findet sich der Nodalstatus in Abhangigkeit der anatomischen

Ursprungsregion.

Tabelle 3: Nodalstatus
Regionare Lymphknoten bei Hypopharynx- und p16 negativen

Oropharynxtumoren

NO

Keine regionaren Lymphknotenmetastasen

N1 Metastase in einem einzelnen ipsilateralen Lymphknoten: <3
cm, ohne extranodale Ausbreitung

N2a Metastase in einem einzelnen ipsilateralen Lymphknoten: > 3
cm aber < 6 cm, ohne extranodale Ausbreitung

N2b Metastasen in mehreren ipsilateralen Lymphknoten: < 6 cm,
ohne extranodale Ausbreitung

N2c Metastasen in bilateral oder kontralateralen Lymphknoten: < 6

cm, ohne extranodale Ausbreitung

12



N3a Metastase in einem Lymphknoten > 6 cm, ohne extranodale
Ausbreitung

N3b Metastase in einem einzelnen oder mehreren Lymphknoten mit
extranodaler Ausbreitung

P16 positive Oropharynxtumore

NO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen

N1 Metastasen in einem oder mehreren unilateralen Lymphknoten,
alle<6cm

N2 Metastasen in kontralateralen oder bilateralen Lymphknoten,
alle <6 cm

N3 Lymphknotenmetastase > 6 cm

Nasopharynx

NO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen

N1 Zervikale Lymphknotenmetastasen und/oder unilaterale oder
bilaterale retropharyngeale Lymphknotenmetastasen < 6cm
oberhalb der kaudalen Grenze des Schildknorpels

N2 Bilaterale zervikale Lymphknotenmetastasen < 6 cm oberhalb
der kaudalen Grenze des Schildknorpels

N3 Zervikale Lymphknotenmetastasen > 6 cm und/oder
Ausdehnung unterhalb der kaudalen Grenze des
Schildknorpels

In Tabelle 4 findet sich die Einteilung in die UICC Stadien in Abhangigkeit des

TNM Status.

Tabelle 4: UICC Stadien

Hypopharynx- und p16 negative Oropharynxtumore

Stadium O Tis NO MO
Stadium | T1 NO MO
Stadium |l T2 NO MO
Stadium I T3 NO MO

T1,T2, T3 N1 MO
Stadium IVA T1,T2, T3 N2 MO

13



T4a NO, N1, N2 MO
Stadium IV B | T4b Jeder N MO
Jeder T N3 MO
Stadium IV C  Jeder T Jeder N M1
P16 positive Oropharynxtumore (klinische Einteilung)
Stadium 0 Tis NO MO
Stadium | T1, T2 NO, N1 MO
Stadium Il T1, T2, N2 MO
T3 NO, N1, N2 MO
Stadium I T1,T2, T3 N3 MO
T4 Jeder N MO
Stadium IV Jedes T Jedes N M1
P16 positive Oropharynxtumore (pathologische Einteilung)
Stadium 0 Tis NO MO
Stadium | T1, T2 NO, N1 MO
Stadium Il T1, T2, N2 MO
T3 NO, N1, N2 MO
Stadium I T3, T4 N3 MO
Stadium IV  Jedes T Jedes N M1
Nasopharynxtumore
Stadium 0 Tis NO MO
Stadium | T1 NO MO
Stadium Il T1 N1 MO
T2 NO, N1 MO
Stadium I T1, T2 N2 MO
T3 NO, N1, N2 MO
Stadium IVA T4 NO, N1, N2 MO
Jeder T N3 MO
Stadium IV B  Jedes T Jedes N M1

14



1.3 Risikofaktoren

Zu den Hauptrisikofaktoren fur Kopf-Hals-Tumore wird aufgrund der
Erkenntnisse der letzten Jahre, zusatzlich zu Tabakkonsum und Alkohol, eine
Infektion des oberen Aerodigestivtrakts mit humanen Papillomviren gezanhlt.
Relevant fur eine virale Onkogenese sind dabei die als Hochrisikotypen
eingestuften Varianten (Shaw & Beasley, 2016).

Die grofldte prospektive Studie zu Kopf-Hals-Tumoren ist die 2014 publizierte
Kohortenstudie von Maasland et al. aus den Niederlanden, bei welcher ein
Kollektiv von 120.852 Probanden Uber einen Zeitraum von 17,3 Jahren
beobachtet wurde. In diesem Zeitraum wurde bei 395 Probanden ein Kopf-Hals-
Tumor diagnostiziert. Davon waren 110 Karzinome der Mundhohle, 83
Karzinome des Oro- und Hypopharynx und 199 Larynxkarzinome. Dabei stellte
sich fortgesetzter Nikotinabusus als der bedeutendste Risikofaktor heraus. So
lag das relative Risiko fur Raucher einen Kopf-Hals-Tumor beliebiger Lokalisation
zu entwickeln bei RR = 4,49 (95% CI 3,11-6,48) mit dem hochsten relativen
Risiko fur Karzinome des Oro- und Hypopharynx (RR = 8,53) und fur
Larynxkarzinome (RR = 8,07). Alkohol erhohte ebenfalls das Karzinomrisiko. Fur
Menschen mit einem Alkoholkonsum von mehr als 30 Gramm pro Tag lag das
relative Risiko einen Kopf-Hals-Tumor beliebiger Lokalisation zu entwickeln bei
RR = 2,74 (95% CI 1,85-4,06), mit der grof3ten Risikoerhdhung fur Karzinome
der Mundhdéhle mit RR = 6,39 (95% CI 3,13-13,03).

Sowohl fur Alkoholkonsum als auch fur Zigarettenrauchen zeigte sich bei
Einteilung in Subgruppen eine Dosis-Wirkungs-Beziehung.

Die haufig vorliegende Kombination aus den Noxen Alkohol- und Tabakkonsum
hat einen multiplikativen Effekt auf das Karzinomrisiko (Hashibe et al., 2009). Bei
Probanden, die sowohl mehr als 15 Gramm Alkohol, als auch mehr als 20
Zigaretten taglich konsumierten lag das relative Risiko bei 16,12 (RR = 16,12,
95% Cl14,31-60,27) fur das Auftreten von Karzinomen des Oro- und Hypopharynx
(Maasland et al., 2014).

Dieser multiplikative Effekt wird in mehreren Studien beschrieben und wird dabei
teilweise noch starker eingeschatzt. So berichteten Blot et al. von einem 35-fach
erhohtem Risiko (Blot et al., 1988).
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Die onkogenen Hochrisikotypen der humanen Papillomviren spielen eine
wesentliche Rolle fur Kopf-Hals-Tumore. Dabei unterscheiden sich HPV-
assoziierte Tumore in ihrer Tumorbiologie deutlich von HPV-negativen Tumoren.
HPV-assoziierte Kopf-Hals-Karzinome treten bei jingeren Patienten auf, sind
haufig am Zungengrund und im Bereich der Tonsillen lokalisiert und sprechen
besser auf konservative Therapie an (Ang et al., 2010; Dayyani et al., 2010).
Charakteristisch fur HPV-positive Tumore ist ein initial kleiner Primarius mit
ausgepragter, fruh auftretender Lymphknotenmetastasierung und einer
geringeren Inzidenz von Fernmetastasen (Huang et al., 2012). Zur Wahrung
einer kurativen Chance bei diesem jungen Patientenkollektiv empfiehlt sich eine
intensivierte Nachsorge zur frihzeitigen Diagnose von Lymphknotenrezidiven.
Eine orale Infektion mit HPV Serotyp 16 ist, unabhangig von Alkohol- und
Tabakkonsum, mit einem massiv erhohten Risiko (RR = 33,4, 95% CI 13,3-84,8)
fur Oropharynxkarzinome assoziiert (D'Souza et al.,, 2007). Eine virale
Onkogenese gilt als gesichert. Dabei kommt es unter anderem zur Inaktivierung
der Tumorsuppressorproteine p53 und pRb durch die viralen Proteine E6 sowie
E7 (Leemans et al.,, 2011; Thomas et al., 1999; von Knebel Doeberitz et al.,
1994).

In einer Metaanalyse wurde bei 21,95% der Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinome
HPV DNA nachgewiesen, dabei war es in 86,69% dieser Falle der HPV Serotyp
16 (Dayyani et al., 2010). Jedoch sind auch andere HPV Hochrisikotypen (18,
31, 33, 35, 39, 45, 52) mit Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinomen assoziiert
(Kreimer et al., 2005). Mittlerweile werden die HPV-positiven Karzinome bei
jungen Patienten als eigene Tumorentitat angesehen, was sich auch in der neuen
TNM Kilassifikation wiederfindet (Gillison, 2004).

Immundefizienz ist ein weiterer Risikofaktor, welcher insbesondere in Bezug auf
HIV-positive, sowie aufgrund einer  Organtransplantation iatrogen
immunsupprimierte Patienten relevant ist. Eine Metastudie kommt zu dem
Ergebnis, dass HIV-positive Patienten ein um das 2,32-fache (95% CI: 1,65-3,25)
erhohtes Risiko haben ein Karzinom der Mundhohle oder des Pharynx zu
entwickeln. Fur Patienten nach Organtransplantation liegt der Wert bei dem 3,23-
fachen (95% CI: 2,40-4,35) (Grulich et al., 2007). Roithmaier et al. kommen in

einer 2007 veroffentlichten Single-Center-Studie mit einem relativen Risiko von
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21,0 fur die Entwicklung von Kopf-Hals-Tumoren bei Transplantationspatienten
auf deutlich hohere Werte (Roithmaier et al., 2007).

1.4 Molekularpathologie

Zur Entstehung eines malignen Tumors sind eine Reihe von Abweichungen von
einer gesunden Zelle notwendig. Weinberg und Hanahan teilen diese
Veranderungen in ,Hallmarks of Cancer: The Next Generation® in zwei
Kategorien auf. Zum einen die schon langer bekannten und anerkannten ,six
Hallmarks of Cancer®, zum anderen stellen sie vier weitere ,Emerging Hallmarks*
VOr.

Die Vermeidung des Zelltods, die Aufrechterhaltung von Wachstumssignalen, die
Vermeidung von Wachstumsinhibitoren, die Induktion von Angiogenese und die
Fahigkeit zur unbegrenzten Zellteilung sowie Invasion und Metastasierung
wurden bereits im Jahr 2000 von Weinberg und Hanahan beschrieben.

Diese Veranderungen gelten ebenfalls als Grundvoraussetzung fur die
Entstehung von Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinomen. Wahrend sich die
ursprunglich beschriebenen Kriterien allein auf die Tumorzellen beziehen, spielt
bei den ,Emerging Hallmarks® die Interaktion mit den umliegenden Geweben eine
wichtige Rolle. Die ,Emerging Hallmarks® sind: das Ausweichen der Kontrolle
durch das Immunsystem, die genetische Instabilitat, die Deregulation des
Zellstoffwechsels und die Induktion einer tumorfordernden Entzindung
(Hanahan & Weinberg, 2000, 2011).

Durch welche Veranderungen der zellularen Signalwege diese ,Hallmarks of
Cancer® bei Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinomen erfullt werden, wurde in den
letzten Jahren zunehmend bekannt. Diese Veranderungen erfolgen in mehreren
Schritten, auch ,multi-step progression“ genannt, welche den Verlust von
Tumorsuppressorgenen und die Uberexpression von Onkogenen beinhaltet
(Califano et al., 1996). Das histologische Korrelat dieser Tumorentstehung sind
Tumorvorlauferlasionen wie Leukoplakien, intraepitheliale Neoplasien und das

Carcinoma in situ.
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Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinome sind haufig von prakanzerés veranderter
Schleimhaut umgeben. Diese Feldkanzerisierung wurde bereits 1953 erstmals
von Slaughter et al. beschrieben. Sie begunstigt eine hohe Rate an
Lokalrezidiven und kann zur Entstehung von voneinander unabhangigen
Karzinomen innerhalb eines Schleimhautbereichs fuhren (Slaughter et al., 1953).
Diese Feldkanzerisierung beruht laut van Houten et al. auf der Veranderung einer
mukosalen Stammzelle, welche unter anderem durch die Mutation des
Tumorsuppressorgens p53 proliferiert und dadurch ein Areal veranderter Zellen
innerhalb der gesunden Schleimhaut bildet. Innerhalb dieses Areals erwerben
die veranderten Zellen weitere Mutationen, bis schlieRlich eine dieser Zellen alle
zur Entstehung eines malignen Tumors nétigen Eigenschaften erworben hat (van
Houten et al., 2002). Fur HPV-positive Tumore haben Leemans et al. ein Modell
der molekularen Pathogenese veroffentlicht (Leemans et al., 2011).

Wichtige Treibermutationen sind die Veranderung des p53 und des
Retinoblastom-Protein-Signalwegs zum Erwerb der Fahigkeit der unbegrenzten
Zellteilung, die Veranderung des EGFR und des TGF-B Signalwegs zur
Aufrechterhaltung von Wachstumssignalen, die Veranderung des VEGFR
Signalwegs zur Induktion der Angiogenese und die Veranderung des PI3K-
PTEN-AKT Signalweges zur Vermeidung des Zelltods. Zum Erwerb der
Fahigkeit zur Invasion und Metastasierung spielt die epithelial-mesenchymale-
Transition eine wichtige Rolle (Leemans et al., 2011).

Durch welche molekularen Mechanismen dieses Ausweichen der Kontrolle des
Immunsystems und die Induktion einer tumorfordernden Entzindung ermaoglicht
werden und von welcher Relevanz dabei das den Tumor umgebende Gewebe
ist, ist derzeit nicht ausreichend bekannt und wird intensiv erforscht.

1.5 Therapie

Die Therapie von Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinomen erfolgt durch eine, oder
eine Kombination, der folgenden Optionen: chirurgische Therapie,
Strahlentherapie, Chemotherapie, Antikorpertherapie sowie begleitende
Supportivtherapie. Die Auswahl der Therapie richtet sich hierbei insbesondere
nach dem Ergebnis des Stagings und damit der Stadieneinteilung. Des Weiteren
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entscheidend sind Alter, Allgemeinzustand, Komorbiditaten und die individuellen
Bedurfnisse des Patienten.

Im UICC Stadium | und Il sind die chirurgische Therapie und die Radiotherapie
hinsichtlich  des  onkologischen = Behandlungsergebnisses  weitgehend
gleichwertig (Mendenhall et al., 2006). Bei Patienten, deren Allgemeinzustand
eine chirurgische Intervention zulasst, wird in der Regel eine Operation in
kurativer Intention angestrebt (Network, 2017). Von groRRer Relevanz ist dabei
das Erreichen einer onkologischen Resektion mit mikroskopisch tumorfreien
Randern im OP-Resektat (RO).

Zusatzlich zur Entfernung des Primartumors wird, je nach Ausdehnung des
Primarius und Bildgebung der Halslymphknoten eine Neck-Dissection
durchgefuhrt, bei welcher Lymphknoten entfernt werden. Sind klinisch bereits
Lymphknotenmetastasen bekannt, so spricht man hierbei von einer kurativen
Neck-Dissection. Ohne bekannte Lymphknotenmetastasen dient die elektive
Neck-Dissection dem Staging des Tumorleidens.

Die Entscheidung uber das Ausmal der Resektion stellt dabei stets eine
Abwagung zwischen onkologischem und funktionellem Ergebnis dar. Dabei wird
zwischen einer radikalen, einer funktionellen und einer selektiven Neck-
Dissection unterschieden.

Die radikale Neck-Dissection schlie3t neben der Entfernung aller Lymphgefalle
die Resektion von Muskeln (u.a. M. Sternocleidomastoideus) Nerven (u.a. N.
Accessorius) und Blutgefalden (u.a. V. Jugularis interna) mit ein. Da dies mit einer
wesentlichen Morbiditat verbunden ist, wird diese OP-Technik nur angewandt,
wenn mehrere Lymphknoten groRRer als drei Zentimeter oder Lymphknoten mit
Fixation oder Infiltration einer der oben genannten Strukturen vorliegen (J. Beck-
Mannagetta, 2011).

Bei der funktionellen Neck-Dissection werden Muskeln, der N. Accessorius und
die V. Jugularis interna geschont. Eine selektive Neck-Dissection beschreibt die
Ausraumung einzelner Lymphknotenlevel im Rahmen einer elektiven Neck-
Dissection. Da die Hierarchie des Lymphabflusses in Abhangigkeit von der Lage
des Primarius bekannt ist, wird auf die Entfernung der nachfolgenden
Lymphknoten verzichtet, unter der Voraussetzung, dass die entfernten
Lymphknoten tumorfrei sind. So kann ein funktionell besseres Ergebnis erzielt

werden.
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Bei nicht operablen Patienten wird in frGhen Stadien (T1-2, NO-1) eine
normofraktionierte intensitatsmodulierte Radiotherapie bis zu einer Dosis von 66-
70Gy, falls moglich mit paralleler Chemotherapie, durchgefuhrt (Stromberger,
2019).

Patienten im lokal fortgeschrittenen Stadium profitieren von einem multimodalen
Vorgehen. Bei operablen Patienten sollte eine OP mit adjuvanter Radiotherapie
erfolgen (Cooper et al., 2012; Mishra et al., 1996). Bei erhdhtem Risiko fur ein
Lokalrezidiv wird eine adjuvante Radiochemotherapie bevorzugt (Bernier et al.,
2004; Seiwert & Cohen, 2005).

Die postoperative Radio- und Radiochemotherapie kann mikroskopische
Metastasen und Tumorresiduen abtoten und reduziert somit das grof3e Risiko fur
Lokalrezidive, welches jene Patienten haben. Die adjuvante Therapie sollte
innerhalb von sechs Wochen nach OP erfolgen. Das Therapieschema beinhaltet
ublicherweise eine Dosis von 54-66 Gy in Einzeldosen von zwei Gy, welche
mittels intensitatsmodulierter Radiotherapie (IMRT) appliziert wird (Awwad et al.,
2002; Blanchard et al., 2016). Bei Patienten mit Risikofaktoren, wie knappen
Resektionsrandern (R1) oder kapseluberschreitendem Wachstum der
Lymphknotenmetastasen (ECE +) wird im Rahmen der adjuvanten
Radiochemotherapie eine Kombination aus 5-Fluorouracil und Cisplatin
angewandt (Fietkau et al., 2006; Jacobs et al., 1992).

Als Alternative fur nicht operable Patienten mit lokal fortgeschrittenen Tumoren
erreicht eine definitive Radio- oder Radiochemotherapie ahnliche Kontroll- und
Uberlebensraten (Mendenhall et al., 2006). Sind keine Kontraindikationen gegen
eine parallele Chemotherapie vorhanden, erfolgt in der Regel eine bimodale
Therapie. Die Abwagung zwischen alleiniger Radiotherapie und
Radiochemotherapie erfolgt individuell. Bei der definitiven Radiochemotherapie
kommen entweder  platinbasierte Chemotherapeutika oder, bei
Kontraindikationen fur diese, Cetuximab als Radioimmuntherapie zum Einsatz
(Bonner et al., 2010; Mehanna et al., 2019). Die Therapie erfolgt in der Regel mit
einer Dosis von 70 Gy in zwei Gray Einzeldosen, kombiniert mit einer Dosis von
100 mg/m? Cisplatin alle drei Wochen (Tag 1, 22 und 43). Alternativ kann
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wochentlich 40 mg/m? Cisplatin verabreicht werden (Chan et al., 2005). Die
wochentliche Gabe geht mit weniger Nebenwirkungen einher als die Bolusgabe
(Szturz et al., 2017). Eine alleinige Radiotherapie erfolgt in der Regel ebenfalls
normofraktioniert mit einer Dosierung von 66 — 70 Gy (Bourhis et al., 2012;
Stromberger, 2019).

Liegen bei Erstdiagnose bereits Fernmetastasen vor, erfolgt eine palliative
Systemtherapie. Auch bei Metastasierung nach initialer Therapie sowie bei
inkurablen Lokalrezidiven ist die palliative Systemtherapie indiziert.

Diese erfolgt mittels eines einzelnen Medikaments oder einer Kombination der
folgenden Medikamentengruppen: konventioneller zytotoxischer
Chemotherapie, PD-L1 Immuncheckpoint-Inhibitoren und zielgerichteten
Antikorpern, insbesondere EGFR-Inhibitoren.

Konventionelle zytotoxische Chemotherapie, insbesondere die platinbasierten
Chemotherapeutika Cisplatin und Carboplatin, waren Uber viele Jahre die
Erstlinientherapie bei primar metastasierten oder rezidivierenden Kopf-Hals-
Tumorerkrankungen (Petrelli et al., 2014). Seit der Einfihrung von EGFR-
Inhibitoren wird haufig eine Kombination aus EGFR-Inhibitor und platinbasiertem
Chemotherapeutikum angewendet. So hat die Kombination von Cisplatin mit
Cetuximab bei Patienten im metastasierten Stadium einen Vorteil im
progressionsfreien Uberleben (Burtness et al., 2005; Vermorken et al., 2008).
Als weitere Option in der palliativen Therapie stehen Immuncheckpoint-
Inhibitoren zur Verfugung. So kann Pembrolizumab bei positivem PD-L1 Status
und Nivolumab bei Progress oder Rezidiv nach platinbasierter Chemotherapie
unabhangig vom PD-L1 Status eingesetzt werden.

1.6 Zielgerichtete Krebstherapie und Krebsimmuntherapie

Der Erkenntnisgewinn durch die Erforschung der molekularen Mechanismen der
Tumorentstehung und Metastasierung fuhrt zu zahlreichen neuen
Angriffspunkten fur Tumortherapeutika. Da diese Medikamente spezifisch an
jenen Stellen der zellularen Signalkaskade angreifen, an denen sich Tumorzellen
von normalen Zellen unterscheiden, werden sie als zielgerichtete Krebstherapie
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bezeichnet. Die Bezeichnung leitet sich aus dem englischen Begriff ,targeted
therapies® ab.

Diese Medikamente lassen sich folgendermallen unterteilen. Erstens:
Antikorper, welche Rezeptoren an der Zelloberflache erkennen. Diese enden auf
-mab, was fur ,Monoclonal Antibody“ steht.

Zweitens: kleine Molekule, welche darauf abzielen eine spezifische zellulare
Signalkaskade zu inhibieren. Sie werden in der Regel als ,Small Molecules®
bezeichnet und enden auf -mib oder -nib.

Die Fortschritte in der Erforschung der Immunonkologie haben zu einer Vielzahl
an neuen Therapieoptionen gefuhrt. Hierbei gibt es folgende Ansatze:
Krebsimpfstoffe, zellulare Immuntherapie, onkolytische Viren, Zytokintherapien

und insbesondere Immuncheckpoint-Inhibitoren.

Im Jahr 2006 wurde der EGRF Antikorper Cetuximab erstmals zur Behandlung
im fernmetastasierten Stadium zugelassen. 2008 wurde er in Kombination mit
Cisplatin oder Carboplatin und 5-Fluorouracil als Erstlinientherapie etabliert.
Dadurch konnte ein signifikanter Uberlebensvorteil erreicht werden (Bonner et
al., 2006; Vermorken et al., 2008). Der Wirkmechanismus basiert darauf, dass
der EGRF Rezeptor bei Uber 90% der Tumore Uberexprimiert ist und dem Tumor
durch die Blockade dieses Signalweges ein wichtiges Wachstumssignal
entzogen wird.

Jedoch kann sich die EGFR Signalkaskade durch Mutationen so verandern, dass
sich die Aktivierung nicht durch eine Blockade des EGF-Rezeptors verhindern
lasst. So konnen sich Resistenzen gegen Cetuximab bilden und es muss auf
einen anderen Angriffspunkt ausgewichen werden (Rebucci et al., 2011).

Bei Krebsimpfstoffen gibt es zum einen prophylaktische Impfungen gegen
onkogene Viren. In Bezug auf Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinome ist hierbei die
Impfung gegen HP-Viren sehr vielversprechend (Berkhof, 2018). Zum anderen
gibt es den Ansatz einer therapeutischen Impfung, bei welcher dendritische
Zellen so modifiziert werden, dass sie tumorspezifische Antigene prasentieren.
Diese stimulieren in vivo die Bildung und Expansion von antitumorésen CD8

positiven T-Zellen (Palucka & Banchereau, 2013).
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Bei zellularen Immuntherapien werden dem Patienten antitumordse T-Zellen
verabreicht. Die T-Zellen kdbnnen entweder ex vivo verandert und spezifisch auf
Tumorantigene abgerichtet werden, diese werden als Chimeric Antigen Receptor
T-Cells (CAR-T-Zellen) bezeichnet. Oder es werden patienteneigene T-Zellen
aus dem Tumor isoliert, die sogenannten tumorinfiltrierenden Lymphozyten
(TILs), ex vivo expandiert und dann wieder dem Patienten zugefuhrt (Busch et
al., 2016).

Onkolytische Viren sind modifizierte Viren, welche durch vorrangige Infektion von
Tumorzellen, durch Immunstimulation oder durch das Einschleusen von
spezifischen Genen ihre antitumorése Wirkung entfalten. Im Jahr 2005 wurde
das erste onkolytische Virus Oncorine in China zugelassen. Durch das
Einschleusen von Wildtyp p53 DNA zielt es darauf ab in den Tumorzellen
Apoptose auszuldsen, welche bis dahin durch eine Mutation des zelleigenen p53
verhindert wurde. Die Zulassung erfolgte fur Karzinome des Nasopharynx (Liang,
2018).

In einer Phase Ill Studie konnte die Kombination aus Cisplatin-basierter
Chemotherapie und dem onkolytischen Virus ein hoheres Ansprechen im
Vergleich zur Standardchemotherapie erzielen (78,8% vs. 39,6%, p < 0,001).
Wahrend derzeit mehrere Phase Il Studien mit verschiedenen onkolytischen
Viren laufen, findet dieses Verfahren keine Anwendung im klinischen Alltag (Bach
et al., 2013; Liang, 2018; Russell et al., 2012; Xia et al., 2004).

Zytokintherapien stimulieren unspezifisch das Immunsystem und rufen so eine,
ebenfalls unspezifische, Immunantwort hervor. Diese Immunantwort kann dazu
fuhren, dass der Tumor, welcher bis dahin dem Immunsystem ausweichen
konnte, angegriffen wird. Angewandt wird beispielsweise das Zytokin IL-2,
welches die T-Zell Population zugunsten von zytotoxischen und zum Nachteil von
regulatorischen T-Zellen stimuliert. Das Wirkprinzip ist ahnlich der Bacille
Calmette-Guérin  (BCG) Instillation bei Blasenkarzinomen (Atkins, 2006;
McDermott & Atkins, 2004).

Insbesondere die Entwicklung und klinische Anwendung von Immuncheckpoint-
Inhibitoren haben in den letzten Jahren eine Vielzahl an neuen Therapieoptionen

eroffnet.
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Immuncheckpoint-Inhibitoren haben aktuell von allen Krebsimmuntherapien das
breiteste Anwendungsgebiet. Als Immuncheckpoint werden bestimmte
Rezeptoren auf der Oberflache von Lymphozyten bezeichnet, deren Aktivierung
eine Suppression der Immunantwort bewirken kann. Diese sind notwendig, um
korpereigene Zellen vor dem Immunsystem 2zu schuatzen und so
Autoimmunreaktionen zu verhindern. Durch die Expression entsprechender
Liganden der Immuncheckpoints machen sich Tumorzellen diesen Mechanismus
zu Nutze, um sich der Immunantwort zu entziehen. Werden diese
Immuncheckpoints durch monoklonale Antikorper inhibiert, so kann eine zuvor
unterdruckte Immunantwort hervorgerufen werden. Da diese Immunantwort
jedoch nicht nur auf den Tumor begrenzt ist, gehoren Autoimmunreaktionen, wie
eine Enterocolitis, Hepatitis oder Pneumonitis zu haufigen Nebenwirkungen
dieser Therapien.

Seit der Zulassung von PD-L1 und PD-1 Checkpoint Inhibitoren fur die
Behandlung des metastasierten Melanoms wurden sie fur viele weitere
Anwendungsgebiete erprobt und konnten dabei positive Ergebnisse vorweisen.
So wurde der PD-1 Antikorper Nivolumab und spater der PD-1 Antikorper
Pembrolizumab in das Repertoire der Standardtherapeutika von Kopf-Hals-
Plattenepithelkarzinomen  aufgenommen. Nivolumab verbesserte das
Gesamtuberleben von Patienten, welche einen Progress oder ein Rezidiv hatten,
nachdem sie eine platinbasierte Chemotherapie erhalten haben, im Vergleich zur
bisherigen Standardtherapie von 5,1 (95% CI1 4.0 - 6.0) Monaten auf 7,5 (95% CI
5.5 - 9.1) Monate (Ferris et al., 2016).

Kurz darauf folgte die Zulassung von Pembrolizumab. Laut der KEYNOTE-048
Studie bietet die zusatzliche Gabe von Pembrolizumab einen Vorteil gegenuber
der bisherigen Standardtherapie mit Cetuximab, Cisplatin und 5- Fluorouracil,
wenn die Auswertung einer Biopsie einen PD-L1 CPS > 1 ergibt (Burtness et al.,
2019). Der PD-L1 combined positive score ist ein Mal® fur die Expression von
PD-L1 auf den Tumorzellen, Makrophagen und Lymphozyten sowie weiterer
Zellen der Tumormikroumgebung in einer Probebiopsie. Er kann als pradiktiver
Biomarker eine Rolle in der Auswahl individualisierter Therapien fur den
einzelnen Patienten spielen.

Jedoch gibt es auch bei diesen PD-1 Immuncheckpoint-Inhibitoren eine gewisse
Rate an Resistenzen, sodass weitere Immuncheckpoint-Inhibitoren in klinischen

Studien erprobt werden. So laufen aktuell Studien zu Ipilimumab und
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Tremelimumab (CTLA-4 Antikorper), sowie zu Durvalumab (PD-L1 Antikorper)
(Antonia et al., 2017; Jenkins et al., 2018; Marin-Acevedo et al., 2018; Moskovitz
et al., 2018). Aul3erdem ist weitere Forschung notwendig, um die Mechanismen
der Resistenzbildung besser zu verstehen.

1.7 Tumorimmunologie

Das Immunsystem spielt eine zentrale Rolle in der Verhinderung und
Bekampfung von Tumoren. Es hat die Fahigkeit veranderte Zellen zu erkennen
und zu eliminieren. Dabei werden nicht nur Zellen erkannt, welche sich aus
aufgrund einer infektidsen Ursache verandert haben und beispielsweise ein
virales Protein exprimieren, sondern auch Zellen, die aufgrund von Schaden in
ihrem Erbgut verandert sind. So gibt es mit dem Immunsystem, zusatzlich zur
zellinternen Kontrolle des Zellzyklus durch Tumorsuppressorgene, eine weitere
Kontrollinstanz, welche die Entstehung von malignen Zellen verhindern kann.
Diese Funktion des Immunsystems und ihre Mechanismen wurden bereits durch
den Immunologen und Nobelpreistrager Sir F. M. Burnet Mitte des letzten
Jahrhunderts erforscht (Burnet, 1957).

Wie Tumore dieser Kontrolle ausweichen, ist seither eine zentrale Frage der
Tumorimmunologie (Gorer, 1956). Fur die Entdeckung der Rezeptoren CTLA-4
und PD-1, ihrer Rolle bei der Tumor-Immunevasion und fur die Beschreibung der
Moglichkeit sich die Hemmung dieser Rezeptoren therapeutisch zu Nutze zu
machen, erhielten 2018 James P. Allison und Tasuku Honjo den Nobelpreis fur
Medizin und Physiologie (Iwai et al., 2002; Leach et al., 1996).

Tumorzellen kdnnen vom Immunsystem auf zwei Arten erkannt werden. Erstens
durch tumorassoziierte Antigene. Das sind Molekule an der Zelloberflache,
welche sowohl auf Tumorzellen als auch auf gesunden Zellen vorkommen. Auf
Tumorzellen kommt es zu einer starken Uberexpression dieser Antigene
(Graziano & Finn, 2005).

Zweitens durch tumorspezifische Antigene, also durch Molekule, welche
ausschlieBlich auf Tumorzellen und nicht auf normalen Zellen zu finden sind
(Vigneron, 2015).
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Eine Subgruppe der Tumorantigene, die besonders fur Kopf-Hals-
Plattenepithelkarzinome relevant ist, beinhaltet die Proteine onkogener Viren.
Die antiapoptotischen Genprodukte von E6 und E7 des humanen Papillomavirus
sind prominente Vertreter viraler Tumorantigene (Zumbach et al., 2000).

Das Prinzip der kontinuierlichen Uberwachung der Kérperzellen wird im
englischen als ,Immunosurveillance® bezeichnet. Wird eine aberrante Zelle
erkannt, gibt es folgende Moglichkeiten:

e Tumorelimination: Die Zerstorung der Zelle, hierdurch ist die Gefahr der
Bildung eines Tumors ausgeraumt.

e Tumorkontrolle: Die Kontrolle der aberanten Zellen durch das
Immunsystem, so kann sich ein okkultes Karzinom bilden, welches
zunachst keine gesundheitliche Relevanz hat, sich jedoch durch
Veranderung des Tumors oder des Immunsystems zu einem manifesten
malignen Tumor transformieren kann (Koebel et al., 2007).

e Tumorevasion: Der Tumor ist so verandert, dass er nicht mehr durch das
Immunsystem kontrolliert werden kann und damit ungehindert
proliferieren kann (Dunn et al.,, 2004). Hierbei gibt es sowohl
Mechanismen, bei denen sich die Tumorzellen selbst verandern, um dem
Immunsystem auszuweichen, als auch Mechanismen, bei welchen das

Immunsystem durch den Tumor supprimiert wird.

Es gibt eine Reihe von Mechanismen der Tumorevasion. Dazu zahlt unter
anderem eine Verringerung der Expression von MHC-Proteinen oder eine
vermehrte Expression von Immuncheckpoint-Rezeptorliganden. Aulierdem
modifizieren Tumore das Immunsystem und fuhren so zu einer lokalen, bei
einigen Tumoren auch zu einer systemischen Immunsuppression (Rabinovich et
al., 2007). Dies wird als Immunoediting bezeichnet (Dunn et al., 2002). Eine Art
des Immunoeditings ist die Ausschuttung von Zytokinen durch Tumorzellen und
durch Zellen der Tumormikroumgebung. Auf diese wird im folgenden Abschnitt

eingegangen.
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1.8 Tumormikroumgebung

In einem Tumor und im unmittelbaren Umfeld finden sich neben Tumorzellen
auch eine Reihe von nicht-malignen Zellen, welche ein spezielles Milieu schaffen.
Dieses Milieu ermdglicht die Tumorentstehung und fordert das Tumorwachstum
und die Metastasierung (Lorusso & Ruegg, 2008). Charakteristisch fur dieses
Milieu ist eine chronische Entzindung, Hypoxie und ein niedriger extrazellularer
pH-Wert (Estrella et al., 2013).

Wichtige nicht-maligne Zelltypen der Tumormikroumgebung sind adaptive
Immunzellen, wie dendritische Zellen, T-Zellen und B-Zellen, welche als
tumorinfiltrierende Lymphozyten (TIL) bezeichnet werden, Und nicht-adaptive
Immunzellen, wie Makrophagen und NK-Zellen (Whiteside, 2008a). Vom Tumor
umprogrammierte Makrophagen werden Tumor-assoziierte Makrophagen (TAM)
genannt. Diese zeichnen sich dadurch aus, dass sie Lymphozyten-inhibierende
Faktoren wie IL-10, Prostaglandine und reaktive Sauerstoffspezies sezernieren
(Martinez et al., 2008). Myeloide Suppressorzellen sind Zellen der myeloischen
Zelllinie, welche aus dem Knochenmark in den Tumor einwandern und dort
insbesondere die Funktion der CD8+ T-Zellen einschranken (Kusmartsev et al.,
2004).

Im Rahmen des oben beschriebenen Immunoeditings konnen sich in der
Tumormikroumgebung die Gewichtungen bestimmter Immunzellphanotypen und
deren Expressionsmuster verschieben. Hierbei kann es zu einer Verschiebung
von pro-inflammatorischen, antitumordsen Subklassen hin zu regulatorischen
und toleranzinduzierenden Expressionsmustern und Phanotypen kommen
(Gajewski et al., 2013; Whiteside, 2014).

Zur Beurteilung der Immunlandschaft der Tumormikroumgebung sind bestimmte
Immunzellsubklassen von NK-, T-, B-Zellen und deren exprimierten Proteine von
besonderem Interesse. Diese lassen sich in eine regulatorische,
toleranzinduzierende und somit tumorbegunstigende und in eine pro-

inflammatorische und antitumordse Gruppe unterteilen.

27



Regulatorisch oder toleranzinduzierend kdnnen folgende Subklassen wirken:

o (CD25: CD25+ T-Zellen kdnnen unter anderem naturliche Killerzellen
inhibieren (Ghiringhelli et al., 2005). Eine Blockade von CD25+ fuhrt zu
einer antitumordsen Immunaktivierung (Rech & Vonderheide, 2009).

e FoxP3: Der Expressionsfaktor FoxP3 definiert regulatorische T-Zellen
(Kryczek et al.,, 2009). Sie stellen den wohl am besten erforschten
toleranzinduzierenden Immunzelltyp dar (Beyer & Schultze, 2006; Curiel,
2008; Shevach, 2000).

e CTLA-4: Der Oberflachenrezeptor CTLA-4, beziehungsweise CD152
fungiert als Immuncheckpoint und kann so eine antitumordse
Immunantwort bremsen (Chambers et al., 1996). Antikorper gegen CTLA-
4 finden bereits klinische Anwendung.

e (CD38: Auch CD38+ T-Helferzellen wird ein immunsupprimierender Effekt
bei malignen Erkrankungen zugeschrieben (Hu et al., 2017; Ye et al,,
2011).

e CD103: Wahrend die Expression von CD103 auf CD8+ TILs ein
prognostisch gunstiges Zeichen ist (Komdeur et al., 2017), haben CD103+
regulatorische T-Zellen eine inhibierende Wirkung auf T-Effektorzellen.
Laut Anz et. al wird die Expression von CD103 auf regulatorischen
Tumorzellen durch TGF-beta gefordert (Anz et al., 2011).

e HELIOS: Uber den Transkriptionsfaktor HELIOS kénnen induzierte
regulatorische T-Zellen, also regulatorische T-Zellen, welche in der
Peripherie zu regulatorischen T-Zellen transformiert wurden, von
regulatorischen T-Zellen unterschieden werden, welche dem Thymus
entstammen. Nur diese exprimieren diesen HELIOS (Thornton &
Shevach, 2016).

o (CD24, CD38: Fur CD24+, CD38+ B-Zellen gibt es Hinweise, dass diese
Zellen, ahnlich wie regulatorische T-Zellen, sowohl direkt als auch indirekt
an der lokalen Immunsuppression der Tumormikroumgebung beteiligt
sind (Flores-Borja et al., 2013; Gheybi et al., 2017).

e CD27: CD27 ist ein Rezeptor der Tumornekrosefaktor-Rezeptor-
Superfamilie. Der Rezeptor und der zugehorige Ligand (CD70) werden auf
B- und auf T-Zellen exprimiert (Prasad et al., 1997). CD27 kommt gehauft

28



auf B-Gedachtniszellen vor und kann CD8+ Zellen aktivieren (Agematsu
et al., 2000; Borst et al., 2005).

e PD-1: Wahrend das Vorkommen und die Funktion von PD-1 auf T-Zellen
gut erforscht ist, gibt es weniger Erkenntnis zu der Funktion von PD-1 auf
B-Zellen. Laut einigen Untersuchungen tragen B-Zellen mit erhdhter PD-
1 Expression zu tumorférdernden Lokalbedingungen bei (Ren et al., 2016;
Sun et al., 2019). Dies geschieht unter anderem durch die Produktion von
immunregulatorischen Zytokinen wie IL-10 (Shalapour et al., 2015).

Dem gegenuber stehen pro-inflammatorische, antitumorose Subklassen und
Proteine:

e CD16: Die CD3-, CD16+ NK-Zellen definieren eine Subgruppe der NK-
Zellen, welche sich durch ihr hohes zytotoxisches Potential auszeichnen.
Dies geschieht sowohl direkt als auch antikorpervermittelt (Mandelboim et
al., 1999; Yeap et al., 2016).

e CD161: CD161+ NK-Zellen definieren eine pro-inflammatorische
Untergruppe der NK-Zellen (Kurioka et al., 2018). Eine Reduktion dieses
Zellphanotyps kann zu einer Einschrankung der Zytotoxizitat der NK-
Zellen fuhren (Konjevic et al., 2007). Es gibt Hinweise darauf, dass dieser
Phanotyp von Tumoren supprimiert werden kann (Adithan et al., 2020).

e HOBIT: ZNF683/HOBIT ist ein Transkriptionsfaktor, der im
Reifungsprozess von NK-Zellen hochreguliert ist (Post et al., 2017).

e HSP70: Das Hitzeschockprotein 70 wird vermehrt bei zellularem Stress
exprimiert (Mayer & Bukau, 2005). Es hat eine antiapoptotische Funktion
und ist ein aktivierendes Signal fur die Immunantwort, insbesondere bei
Expression auf der Zelloberflache (Ravagnan et al., 2001; Vega et al.,
2008).

e Granulysin und Perforin: In der direkten Zytotoxizitdt von NK-Zellen
spielen Perforin und Granulysin eine zentrale Rolle (Clayberger &
Krensky, 2003). Dies trifft auch auf das Abtoten von Tumorzellen durch
NK-Zellen zu (Brodbeck et al., 2014).

e Granzym B: Die Protease Granzym B ist ebenfalls ein wichtiger

Bestandteil in der direkten Zytotoxizitat von NK-Zellen. Jedoch gibt es

29



Hinweise darauf, dass Granzym B die Tumorimmunevasion fordert, wenn

es von T-Helferzellen exprimiert wird (Cao et al., 2007).

Neben den Immunzellen gibt es Karzinom-assoziierte Fibroblasten, diese haben
sich aufgrund von Signalen des Tumors so verandert, dass sie das
Tumorwachstum durch die Sekretion von wachstums- und
angiogenesefordernden Faktoren wie VEGF und PDGF begulnstigen. AuRerdem
sezernieren sie ,Transforming Growth Faktor beta“ (TGF-B), welcher eine Rolle
bei der Induktion von regulatorischen T-Zellen spielt, die Proliferation von B-
Zellen hemmt und aktivierte Makrophagen inaktivieren kann. So tragt das Zytokin
wesentlich zur lokalen Immunsuppression zu Gunsten des Tumors bei (Blobe et
al., 2000; Li & Flavell, 2008). Des Weiteren fordert TGF-B die Epitheliale-
Mesenchymale Transition (EMT) und tragt somit zur Metastasierung,
Resistenzbildung gegenuber Chemotherapeutika und zur Begunstigung von
Rezidiven bei (Thiery et al., 2009).

Ein weiterer nicht-maligner Zelltyp der Tumormikroumgebung sind
mesenchymale Stammzellen, welche physiologisch insbesondere im
Knochenmark und im Fettgewebe vorkommen, jedoch vermehrt in Tumoren
gefunden werden. Diese Zellen haben das Potential durch ihre Interaktion mit
dem Tumor, das Wachstum, die immunologische Tumorevasion und die

Metastasierung zu fordern (Kansy et al., 2014; Ridge et al., 2017).

1.9 Mesenchymale Fettgewebsstammzellen

Als mesenchymale Stammzellen werden jene adulten Stammzellen bezeichnet,
die aus embryonalem Bindegewebe, dem Mesenchym, stammen (Murphy et al.,
2013). Die International Society of Cellular Therapy hat eine Reihe von Kriterien
definiert, welche Zellen erfullen mussen, um als mesenchymale Stammzellen zu
gelten.
Die Kriterien nach Domici et al. sind folgende:

e Plastikadharentes Wachstum unter normalen Zellkulturbedingungen

e Expression der Oberflachenrezeptoren CD73, CD90, CD105
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e Keine Expression der Oberflachenrezeptoren CD11b, CD14, CD19,
CD34, CD45, CD79a und HLA-DR
e Differenzierungspotential in Adipozyten, Osteoblasten und
Chondroblasten
(Dominici et al., 2006)

Wahrend man davon ausgeht, dass mesenchymale Stammzellen in samtlichem
durchblutetem Gewebe existieren, wurden sie bisher bei Erwachsenen aus
Knochenmark (Friedenstein et al., 1976), dem peripheren Blut (Cao et al., 2005),
der Lunge (Griffiths et al., 2005), dem Herz (Beltrami et al., 2003), der Zahnpulpa
(Ma et al., 2014), der Synovialmembran (De Bari et al.,, 2001) und aus
Fettgewebe isoliert (Fraser et al., 2006).

Bei Neugeborenen gibt es weitere Quellen von mesenchymalen Stammzellen:
Nabelschnurblut (Kern et al., 2006) und Plazenta (Zhang et al., 2004).

Eine besonders reichhaltige Quelle von mesenchymalen Stammzellen bei
Erwachsenen stellt die perivaskulare Fraktion des Fettgewebes dar (Wong et al.,
2015). Diese werden im Englischen als adipose-derived stem cells (ASC)
bezeichnet. Im Deutschen ist die Nomenklatur uneinheitlich und die Begriffe
adipogene Stammzelle, adipdse mesenchymale Stammzelle, mesenchymale
Fettgewebsstammzelle oder mesenchymale Stammzellen aus Fettgewebe
bezeichnen die gleiche Art von Zellen. In dieser Arbeit wird der Begriff
mesenchymale Fettgewebsstammzelle oder die Abkirzung ASC verwendet.

Aus dieser Quelle lassen sich leicht grofie Mengen von Stammzellen gewinnen,
da das Fettgewebe ein leicht zugangliches Gewebe darstellt und ohne relevante
Morbiditat Gewebe entnommen werden kann. Auch das Anlegen von
Primarkulturen ist mit einfachen Mitteln zuverlassig moglich (Zuk et al., 2001).
Aufgrund dessen, sowie aufgrund ihres hohen Proliferations- und
Differenzierungspotentials, werden sie gegenuber anderen adulten Stammzellen
vorrangig erforscht, insbesondere fur die Verwendung in der regenerativen
Medizin (Satish et al., 2015; Strioga et al., 2012).

In der Orthopadie wird die Verwendung mesenchymaler Stammzellen zur
Verbesserung der Knochenheilung bei Frakturen oder Osteonekrosen erforscht.
Bereits angewandt werden sie fur den Wiederaufbau von Knorpel (Murphy et al.,
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2013). Auch die in vitro Herstellung von Knochentransplantaten wird erprobt,
bisher jedoch ohne Erfolg in der klinischen Routineanwendung (Feisst et al.,
2015).

Mesenchymale Stammzellen kommen in Bereichen von verletztem Gewebe
vermehrt vor und unterstutzen unter anderem die Wundheilung durch Férderung
der Angioneogenese (Wong et al., 2015). Es gibt verschiedenen Ansatze, welche
darauf abzielen diese Eigenschaft der mesenchymalen Fettgewebsstammzellen
zu nutzen.

Zum einen geht man davon aus, dass ein groer Teil des Nutzens von
Eigenfetttransplantationen bei der Behandlung von OP- und bestrahlungs-
bedingten Defekten auf die darin enthaltenen Stammzellen zurtckzufihren ist
(Phulpin et al., 2009). Zum anderen gibt es den Ansatz, Eigenfettgewebe zu
verwenden, welches mit mesenchymalen Fettgewebsstammzellen angereichert
wurde (Bielli et al., 2015), oder es werden gezielt Stammzellen isoliert und
verwendet (Pennick, 2017).

Des Weiteren haben ASCs anti-inflammatorische und immunmodulatorische
Eigenschaften, welche in der Behandlung von entzindlichen Erkrankungen und
Autoimmunerkrankungen von Nutzen sein konnten (Feisst et al., 2015). Diese
Eigenschaften werden durch die Sekretion folgender Zytokine vermittelt:

Tabelle 5: Von ASCs sekretierte Zytokine und deren Effekte

Zytokin Zielzellen Effekt
IL-6 Dendritische Zellen,
Makrophagen, Neutrophile
Zellen, T-Zellen
IL-8 Dendritische Zellen, Neutrophile AngiogeneseT,
Zellen, Endothelzellen Sauerstoff RadikaleT,
IL-10T
IL-10 T-Zellen, B-Zellen, Monozyten, TregsT, TNFa |, NK-
dendritische Zellen, NK-Zellen Aktivitat!, B-Zell-
AktivitatT,
VEGF Unspezifisch Angioneogenese
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SDF-1 Dendritische Zellen, 1L10T,

Tumorzellen, B-Zellen Metastasierung®, B-
Zell-AktivitatT
HGF Epithelzellen, Endothelzellen, WundheilungT,
NK-Zellen ZellproliferationT, NK-
Zell-Aktivitaty
FGF-2 Fibroblasten WundheilungT,
Proliferation
PDGF-B8 Mesenchymale  Stammzellen, MigrationT,
Endothelzellen InvasionT,

AngiogeneseT,

Proliferation?

TGF- B T-Zellen, B-Zellen, NK-Zellen, TregsT, B-Zell-
Tumorzellen Aktivitatd, NK-
Zellaktivitat |, Tumor-

EMTT

(Akdis et al., 2000; Brat et al., 2005; Gehmert et al., 2010; Ghiringhelli et al., 2005;
Li et al., 2003; Murphy et al., 2013; Rajarathnam et al., 1994; TAMURA et
al., 1998)

Welchen Einfluss diese immunmodulatorischen Eigenschaften innerhalb der
Tumormikroumgebung auf Tumorzellen haben, ist zum einen deswegen eine
relevante Fragestellung, da mesenchymale Stammzellen vermehrt in der
Tumormikroumgebung vorkommen und sie zum anderen in der Rekonstruktion

von Defekten nach Tumorresektion Anwendung finden (Liotta et al., 2015).

Bezlglich der Frage, ob ASCs einen tumorfordernden oder einen
tumorinhibierenden Einfluss innerhalb der Tumormikroumgebung haben, gibt es
einige Untersuchungen, die jedoch haufig zu widerspruchlichen Ergebnissen
kommen. Einen tumorfordernden Effekt wird der Eigenschaft dieser Zellen
zugeschrieben die Angiogenese zu fordern. Auch gibt es eine Reihe von
Publikationen, welche eine direkte Forderung des Tumorwachstums durch ASCs

in vivo zeigen.
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Eine Forderung des Wachstums von Brustkrebs durch Zytokine zeigten Antoine
et al. (Antoine et al., 2007), sowie Muhlberg et al. (Muehlberg et al., 2009).

Eine auf pro-angiogenetischen Effekten basierende Wachstumsforderung von
Prostatatumoren legen Prantl et al. in ihrem Paper dar (Prantl et al., 2010).
Einen ahnlichen Mechanismus der Tumorforderung schlagen Yu et al. fur
Lungentumore und Gliome vor (Yu et al., 2008). Eine antiapoptotische Wirkung
der ASCs auf Kolonkarzinomzellen berichten Shinagawa et al. (Shinagawa et al.,
2010).

Ein Grolteil dieser Experimente wurde im Maus-Modell mittels Co-Injektion von
Tumorzellen und mesenchymalen Fettgewebsstammzellen durchgefuhrt. Des
Weiteren gibt es Untersuchungen, welche zu dem Urteil kommen, dass
mesenchymale Stammzellen das Tumorwachstum in vitro fordern. Am besten

untersucht ist dies fur Brustkrebs (Trivanovic et al., 2014; Zimmerlin et al., 2010).

Eine lokal immunsuppressive Wirkung von ASCs als tumorfordernder Effekt
beschreiben Razmkhah et al. fur Brustkrebs und Djouad et al. fir Melanome
(Djouad et al., 2003; Razmkhah et al., 2011). Bei Co-Kultivierung mit
mesenchymalen Stammzellen haben eine Reihe von Autoren ein verstarktes
Migrations-und Invasionsverhalten der Tumorzellen nachweisen konnen (Dirat et
al., 2011; Orecchioni et al., 2013; Zhao et al., 2012).

In einigen Publikationen wurde der Einfluss von mesenchymalen Stammzellen
auf Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinome untersucht. So beschreiben Danan et al.
eine Tumorzell-wachstumsfordernde Wirkung in vitro (Danan et al., 2018). Neben
der Sekretion von wachstumsfordernden Zytokinen wird eine, durch Exosomen
vermittelte, tumorfordernde Wirkung fur nasopharyngeale Karzinome
beschrieben (Shi et al., 2016).

Die Untersuchungen von Liotta et al. mit mesenchymalen Stammzellen des
Knochenmarks legen eine immunsuppressive Wirkung durch eine Inhibierung
der T-Zellproliferation nahe. Daruber hinaus gibt es Forschungsergebnisse, die
Hinweise darauf geben, dass mesenchymale Fettgewebsstammzellen die
Invasion und Migration und somit das Risiko fur Metastasierung und
Lokalrezidive erhdhen. Rowan et al. konnten eine erhdohte Rate an

Mikrometastasen im Hirn von Mausen nachweisen, wenn zusatzlich zu der
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HNSCC Zelllinie CAL-27 mesenchymale Stammzellen injiziert wurden (Rowan et
al., 2016).

Dem gegenuber steht Literatur, welche zu dem Urteil kommt, dass
mesenchymale Fettgewebsstammzellen antitumorése Wirkung haben. So
beschreiben Sun et al. eine geringere Tumorgrof3e und eine Reduktion der
Metastasierung bei Co-Injektion von ASCs mit Brustkrebszellen im Mausmodell
(Sun et al.,, 2009). Dies steht im Gegensatz zu den eben beschriebenen
Publikationen.

Entgegen den meisten Quellen beschreiben Otsu et al. einen Angioneogenese
hemmenden Effekt, wenn mesenchymale Stammzellen, in diesem Fall aus
Knochenmark isoliert, in hoheren Konzentrationen zusammen mit
Melanomzellen co-kultiviert wurden. Sie stitzen zwar die gut untersuchte These,
dass mesenchymale Stammzellen Wachstumsfaktoren und pro-angiogenetische
Faktoren ausschutten, beschreiben jedoch, dass mesenchymale Stammzellen
Apoptose bei Endothelzellen induzieren konnen (Otsu et al., 2009). Eine direkten
pro-apoptotischen Effekt von mesenchymalen Fettgewebsstammzellen auf
Pankreastumorzellen in vitro und in vivo zeigten Cousin et al. (Cousin et al.,
2009). Eine lokale Stimulation des Immunsystems, beziehungsweise eine
Erhohung der Zahl von tumorinfiltrierenden Immunzellen, welche zu eine
Reduktion der Tumorgrof3e fuhrt, beschreiben Khakhoo et al.. Sie co-injizierten
mesenchymale Stammzellen mit Karposisarkomzellen in Mause (Khakoo et al.,
2006).

Kurze RNA-Abschnitte, sogenannte microRNA, dienen der Zell-Zell Interaktion.
Lee et al. beschreiben, dass mesenchymale Stammzellen spezielle microRNAs
synthetisieren, welche das Wachstum und die Migration von Gliomzellen
inhibieren (Lee et al., 2013).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Untersuchungsergebnisse uber
die Effekte und Mechanismen der Interaktion zwischen Tumorzellen und
mesenchymalen Stammzellen sehr heterogen und nicht abschlieRend geklart

sind.
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2 Problemstellung und Zielsetzung

Das Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinom ist weiterhin eine Erkrankung mit einer
sehr eingeschrankten Prognose und hohen Rezidivraten. Um auch in Zukunft
weiterhin die Therapiemoglichkeiten verbessern zu konnen, ist es notig die
biologischen Grundlagen dieser Erkrankung besser zu verstehen. In den letzten
Jahren rlckte immer weiter in den Vordergrund, dass das notige Verstandnis der
Tumorbiologie nicht auf die Tumorzellen beschrankt ist, sondern eine Vielzahl
von unterschiedlichen Zelltypen betrachtet werden muss, welche die
Tumormikroumgebung formen. Einer dieser Zelltypen sind mesenchymale

Stammzellen.

Aufgrund ihrer groRen Zahl, ihrer therapeutischen Anwendung und der engen
raumlichen Beziehung zu den meisten Tumoren, sowie dem gehauften
Vorkommen innerhalb von Tumoren kommt der Erforschung von
mesenchymalen Fettgewebsstammzellen hierbei eine herausragende Rolle zu
(Kidd et al., 2012; Liotta et al., 2015). Nach heutigem Stand scheinen
tumorfordernde Effekte von mesenchymalen Stammzellen zu Uberwiegen, wenn
man Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinome betrachtet.

Ziel dieser Arbeit ist es herauszufinden, ob  mesenchymale
Fettgewebsstammzellen die Migration in vitro fordern und somit die
Metastasierung und das Auftreten von Lokalrezidiven begunstigen.

Des Weiteren soll die Frage geklart werden, ob Tumore die Migration von
mesenchymalen Fettgewebsstammzellen fordern und sich dadurch vermehrt
ASCs in der Tumormikroumgebung anreichern konnten.

Eine zentrale Rolle innerhalb der Tumormikroumgebung kommt au3erdem den
Immunzellen zu. Diese verfugen, je nach Differenzierung, zum einen Uber
hochpotente Mechanismen, um Tumorzellen abzutoten, zum anderen kdnnen sie
durch  Immunmodulation innerhalb der  Tumormikroumgebung die
Tumorprogression fordern.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist es, eine Antwort darauf zu finden ob
Tumorzellen, mesenchymale Fettgewebsstammzellen oder Tumorzellen
gemeinsam mit mesenchymalen Fettgewebsstammzellen Immunzellen
zugunsten einer tumor-fordernder Differenzierung beeinflussen. Sollte dies der

Fall sein gilt es zu klaren Uuber welche Zytokine dies geschieht.
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3 Material
3.1 Zelllinien

Es wurden zwei etablierte menschliche HNSCC Zelllinien verwendet. CAL-27
wurde Uber die Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH des Leibniz-Instituts in Braunschweig bezogen. UD-SCC-2 ist eine primar
etablierte Zelllinie aus dem Universitatsklinikum Dusseldorf und wurde von

Professor Henning Bier der Arbeitsgruppe Uberlassen.

Tabelle 6: Verwendete Zelllinien

Name Lokalisation Alter Geschlecht HPV Status
CAL-27 Zunge, gering 56 m negativ
differenziert
UD-SCC-2 Hypopharynx, 58 m positiv
gering
differenziert
Es wurden folgende Primarkulturen von mesenchymalen

Fettgewebsstammzellen angelegt:
Tabelle 7: ASC Primarkulturen

Name Alter Tumor BMI Geschlecht
MTU-ASC- 59 Hypopharynxkarzinom 18,3 m

T10

MTU-ASC- 61 Benigne 28,2 m

N10 Raumforderung
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3.2 Reagenzien

Es wurden folgende Reagenzien fur die Zellkultur verwendet:

Tabelle 8: Reagenzien

Reagenz Hersteller

DMEM (1x) + GlutaMax™ gibeco® by Life Technologies,
Carlsbad, Kalifornien, USA

RPMI gibeco® by Life Technologies,

Carlsbad, Kalifornien, USA

Serum-free Mesenchymal Stem Cell
Medium enhanced

PELOBIOTECH GmbH,
Planegg/Martinsried, Deutschland

Supplements for Serum-free | PELOBIOTECH GmbH,
Mesenchymal Stem Cell Medium Planegg/Martinsried, Deutschland
enhanced

Penicillin 10.000 U/ml / Streptomycin Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland
10.000 pg/ml

aa<<aAnti-Anti

TrypLE™ Express (1X)
Stable Trypsin Replacement Enzyme
(+) Phenol Red

gibeco® by Life

Carlsbad, Kalifornien, USA

Technologies,

L-Glutamin 200mM

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland

DPBS (1x) (-)CaClI2 (-)MgCI2

gibeco® by Life

Carlsbad, Kalifornien, USA

Technologies,

Fetal Bovine Serum

Minimum Essential Medium Non- gibeco® by Life Technologies,
Essential-Aminoacids (100X) Carlsbad, Kalifornien, USA
HBSS (1X) gibeco® by Life Technologies,

Carlsbad, Kalifornien, USA

DMSO Dimethylsulfoxid >99,5%

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Lipofectamine® 2000

Thermo Fisher Scientific

Waltham, Massachusetts, USA

Inc.,

eGFP-Plasmid Stock 2 ug / ml

Invitrogen AG
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Karlsbad, Kalifornien, USA

Gibco Opti-MEM® Thermo  Fisher  Scientific  Inc,,
Waltham, Massachusetts, USA

SYTO™ 9 Green Fluorescent Nucleic Thermo  Fisher  Scientific  Inc.,

Acid Stain Waltham, Massachusetts, USA
Thermo  Fisher Scientific Inc.,

SYTO™ 59 Red Fluorescent Nucleic
Acid Stain

Waltham, Massachusetts, USA

3.3 Verbrauchsmaterialien

Es wurden folgende Verbrauchsmaterialien in der Zellkultur verwendet:

Tabelle 9: Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Hersteller

CELLSTAR® Serologische Pipetten,
steril, 5 ml, 10 ml, 25 mi

Greiner Bio-One International GmbH,

Kremsmiinster, Osterreich

Zellkulturschale CELLSTAR® 10 cm

Greiner Bio-One International GmbH,

Kremsmiinster, Osterreich

Zellkulturschale CELLSTAR® 6-well,
12-well, 24-well

Greiner Bio-One International GmbH,

Kremsmiinster, Osterreich

Cell Strainer, 100 ym

Corning Inc, Corning, New York,
USA

50ml Reaktionsgefaf

Sarstedt AG, Nimbrecht,
Deutschland

15 ml Reaktionsgefald CELLSTAR®
TUBES

Greiner Bio-One International GmbH,

Kremsmiinster, Osterreich

Pipetten Filterspitzen mit
Aerosolbarriere 10 uL, 20 uL, 100 pL,
200 pL, 1000 pL

Peqlab Biotechnologie GmbH,

Erlangen, Deutschland

Injekt® Solo 20 ml Spritze

B. Braun Deutschland GmbH & Co.
KG, Melsungen, Deutschland

Spritzen-Filter 0,22 ym

TPP Techno Plastic Products AG,
Trasadingen, Schweiz
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Mikro-Schraubrohrchen 2mi

Sarstedt AG, Numbrecht,

Deutschland

SafeSeal Reagiergefald 2ml

Sarstedt AG, Nimbrecht,
Deutschland

Cellometer™Zahlkammer SD100

Nexcelom Bioscience LLC,
Massachsetts, USA

Glas Pasteur Pipetten

BRAND GmbH + CO KG, Wertheim,
Deutschland

Culture-Inserts 2 Well fur

Migrationsversuche

ibidi GmbH, Planegg/Martinsried,

Deutschland

Falcon™ Cell Strainers 40um

Corning Inc, Corning, New York,
USA

BD Horizon™ Fixable Viability Stain
510

Becton, Dickinson and Company,

San Jose, Kalifornien, USA

Alexa Fluor® 647 anti-human FOXP3
Antikérper, Lot #: B205584

BioLegend, Inc. San

Kalifornien, USA

Diego,

Alexa Fluor® 647 Mouse IgGH1,
Isotyp-Kontrollantikorper,
Lot #: B241547

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

Alexa Fluor® 700 anti-human CD4
Antikérper, Lot #: B226779

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

Alexa Fluor® 700 anti-human IgM
Antikorper, Lot #: B221598

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

APC anti-mouse/human Helios
Antikérper, Lot #: B222386

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

APC IgG Isotyp-Kontrollantikorper, Lot
#: B222386

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

APC/Cy7 anti-human CD3 Antikorper,
Lot #: B248854

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

APC/Cy7 Mouse IgG2a Isotyp-
Kontrollantikdrper, Lot #: B248854

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

Brilliant Violet™ 421 anti-human
CD25 Antikorper, Lot #: B249792

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA
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Brilliant Violet™ 605 anti-human
CD127 Antikorper, Lot #: B236295

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

Brilliant Violet™ 650 anti-human
CD38 Antikorper, Lot #: B251935

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

Brilliant Violet™ 650 Mouse IgG2b
Isotyp-Kontrollantikorper, Lot #:
B242660

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

Brilliant Violet™ 711 anti-human
CD103 Antikorper, Lot #: B232507

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

Brilliant Violet™ 711 anti-human
CD20 Antikorper, Lot #: B217800

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

Brilliant Violet™ 711 Mouse IgG1
Isotyp-Kontrollantikrper, Lot #:
B254001

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

FITC anti-human CD39 Antikorper,
Lot #: B222084

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

FITC Mouse IgG1 Isotyp-
Kontrollantikérper, Lot #: B206036

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

PE anti-human IL-10 Antikorper, Lot
#: B244023

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

PE Rat IgG1 Isotyp-
Kontrollantikérper, Lot #: B237564

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

PE/Cy7 anti-human CD152 (CTLA-4)
Antikorper, Lot #: B211491

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

PE/Cy7 anti-human IgD Antikérper,
Lot #: B248261

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

PE/Cy7 Mouse IgG2a Isotyp-
Kontrollantikorper, Lot #: B245995

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

PE/Dazzle anti-human CD24
Antikérper, Lot #: B225400

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

PE/Dazzle anti-human IL-10
Antikorper, Lot #: B224146

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

PE/Dazzle Mouse IgG2a Isotyp-
Kontrollantikérper, Lot #: B248544

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA
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PE/Dazzle Mouse IgG1 Isotyp-
Kontrollantikorper, Lot #: B243509

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

PerCP anti-human CD27 Antikorper,
Lot #: B203776

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

PerCP anti-human CD3 Antikorper,
Lot #: B239295

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

PerCP Mouse IgG1
Isotyp-Kontrollantikorper, Lot #:
B226117

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

Alexa Fluor® 488 anti-Hsp70
Antikorper, Lot #: B203498

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

Alexa Fluor® 488 Mouse IgG2a
Isotyp-Kontrollantikrper, Lot #:
B222204

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

Alexa Fluor® 700 anti-human CD90
Antikorper, Lot #: B249723

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

Alexa Fluor® 700 Mouse IgG1
Isotyp-Kontrollantikorper, Lot #:
B243479

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

APC anti-human CD73 Antikorper, Lot
#: B218129

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

APC Mouse IgG1 Isotyp-
Kontrollantikérper, Lot #: B243042

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

APC/Cy7 anti-human CD45
Antikorper, Lot #: B252248

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

APC/Cy7 Mouse IgG1 Isotyp-
Kontrollantikérper, Lot #: B248431

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

Brilliant Violet™ 421 anti-human CD4
Antikorper, Lot #: B244366

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

Brilliant Violet™ 421 Mouse IgG1
Isotyp-Kontrollantikrper, Lot #:
B243838

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

Brilliant Violet™ 510 anti-human HLA-
DR Antikorper, Lot #: B243447

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA
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Brilliant Violet™ 510 Mouse IgG1
Isotyp-Kontrollantikérper, Lot #:
B233387

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

Brilliant Violet™ 510 Mouse IgG2a
Isotyp-Kontrollantikorper, Lot #:
B227376

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

Brilliant Violet™ 605 anti-human
CD279 (PD-1) Antikdrper, Lot #:
B231873

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

Brilliant Violet™ 605 Mouse IgG1
Isotyp-Kontrollantikorper, Lot #:
B245195

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

Brilliant Violet™ 650 anti-human
CD56 Antikorper, Lot #: B233637

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

Brilliant Violet™ 650 Mouse IgG1
Isotyp-Kontrollantikorper, Lot #:
B233637

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

Brilliant Violet™ 711 anti-human
Perforin Antikorper, Lot #: B251360

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

Brilliant Violet™ 711 Mouse IgG2b
Isotyp-Kontrollantikorper, Lot #:
B251360

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

FITC anti-human CD19 Antikérper,
Lot #: B209254

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

FITC Mouse IgG1 Isotyp-
Kontrollantikdrper, Lot #: B199152

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

Pacific Blue™ anti-human/mouse
Granzyme B Antikorper, Lot #:
B236892

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

Pacific Blue™ Mouse IgG1 Isotyp-
Kontrollantikorper, Lot #: B229538

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

PE anti-human CD105 Antikorper, Lot
#: B234473

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

PE anti-human Granulysin Antikorper,
Lot #: B242699

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA
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PE Mouse IgG1 FC Isotyp-
Kontrollantikérper, Lot #: B244595

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

PE Mouse I1gG1 ICFC Isotyp-
Kontrollantikorper, Lot #: B244868

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

PE/Cy7 anti-human CD161
Antikorper, Lot #: B240551

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

PE/Cy7 Mouse IgG1 Isotyp-
Kontrollantikorper, Lot #: B243398

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

PE/Dazzle™ 594 anti-human CD335
Antikérper, Lot #: B202900

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

PE/Dazzle™ 594 Mouse IgG1 Isotyp-
Kontrollantikdrper, Lot #: B248942

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

PerCP anti-human CD3 Antikorper,
Lot #: B239295

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

PerCP Mouse IgG2a Isotyp-
Kontrollantikdrper, Lot #: B227488

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

PerCP/Cy5.5 anti-human CD8
Antikérper, Lot #: B238359

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

PerCP/Cy5.5 Mouse 1gG1 Isotyp-
Kontrollantikdrper Lot #: B245786

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

Brilliant Violet™ 605 anti-human CD8
Antikérper, Lot #: B242755

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

Brilliant Violet™ anti-human CD8
Antikorper, Lot #: B242755

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

eBioscience™ PE anti-human FoxP3
Antikérper Lot #: PCH101

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, Massachusetts, USA

eBioscience™ Foxp3 / Transcription
Factor Staining Buffer Set Lot #:
1972691

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, Massachusetts, USA

Alexa Fluor® 647 anti-human
HOBIT/ZNF683 Antikérper Lot #:
566250

Becton, Dickinson and Company,
San Jose, Kalifornien, USA
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Human TruStain FcX™ FC-

Rezeptorblock

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

LEGENDplex™ Custom Human 11-
plex Panel Kit Lot #: B292449

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

Human IL-6 Capture Beads A5, 13X

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

Human INF-y Capture Beads A6, 13X

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

Human CCL2 (MCP-1) Capture
Beads A8, 13X

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

Human IL-8 Capture Beads B2, 13X

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

Human IL-22 Capture Beads B9, 13X

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

Human EGF Capture Beads A7, 13X

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

Human PD-1 Capture Beads B5, 13X

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

Human VEGF Capture Beads B6,
13X

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

Human CCL20 (Mip-3a) Capture
Beads A4, 13X

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

Human SDF-1 Capture Beads B4,
13X

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA

Human Free active TGF- 3 Capture
Beads A3, 13X

BioLegend, Inc. San Diego,
Kalifornien, USA
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3.4 Laborgerate
Es wurden folgende Laborgerate verwendet:
Tabelle 10: Laborgerate

Laborgerat Hersteller

Eppendorf Research plus Pipetten Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Accu-jet® pro BRAND GmbH & Co KG, Wertheim,
Deutschland

Sterilbank HeraSafe KS Thermo  Fisher Scientific Inc.,
Waltham, Massachusetts, USA

Brutschrank HeraCell 150i CO2 Thermo Fisher Scientific Inc.,

Incubator Waltham, Massachusetts, USA

Zellzahler

Zentrifuge, Rotina 380R Hettich LAB Technology, Tuttlingen,
Deutschland

Wasserbad TW8 JULABO GmbH, Seelbach,
Deutschland

Wasserbad Typ 1003 GFL Gesellschaft fur Labortechnik
mbH, Burgwedel, Deutschland

Vortex Genie 2™ Auer Bittmann Soulié AG, Dietikon,
Schweiz

Stickstoff Freezer LS4800 Taylor-Wharton International LLC

Kleinzentrifuge PerfectSpin Mini Peqlab Biotechnologie GmbH,

Erlangen, Deutschland

Zellzahler Cellometer™ Auto T4 Nexcelom Bioscience LLC,
Massachsetts, USA

Mikroskop Leica DMIG0O00 B Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland

Mikroskopkamera Leica DFC425 C Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland

Lionheart™ FX BioTek Germany, Bad Friedrichshall,
Automatisiertes Mikroskop Deutschland
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Nalgene® Mr. Frosty™ 1°C Freezing

Container

Thermo Fisher Scientific

Waltham, Massachusetts, USA

Inc.,

LSR Fortessa Cell Analyzer

Becton, Dickinson and Company, San
Jose, California, USA

Bestrahlungsgerat
LTD RS225 X-Ray Box

Gulmay Medical

Gulmay Medical LTD, Camberley,

Surrey, England

3.5 Software

Es wurde folgende Software verwendet:
Tabelle 11: Software

Software

Firma

BD FACSDiva

Becton, Dickinson and Company, San
Jose, California, USA

BioTek Gen4 data analysis software

BioTek Germany, Bad Friedrichshall,
Deutschland

EndNote X9

Clarivate Analytics, Philadelphia, USA

Flow-Jo Version 10

Becton, Dickinson and Company, San
Jose, California, USA

GIMP Version 2.9 (GNU
Manipulation Program)

Image

Free Software Foundation, Inc.,

Boston, Massachusetts, USA

GraphPad Prism 9

GraphPad Software, LLC, San Diego,
California, USA

LEGENDplex Data Analysis Software
Suite

BioLegend, Inc. San

Kalifornien, USA

Diego,

Leica Application Suite

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland

Microsoft 365 Microsoft Corporation, Redmond,
Washington, USA
Software Cellometer Auto T4 VWR International, LLC, Radnor,

Pennsylvania, USA
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4 Methoden
4 1 Zellkultur

Die Zellkulturen wurden im Brutschrank unter Standardbedingungen bei 37°C
und bei 5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit inkubiert. Zellkulturarbeiten wurden
unter einer HeraSafe Sterilbank durchgefuhrt. Diese wurde vor Beginn und nach
Ende der Arbeit mit 70% Ethanol wischdesinfiziert. Nach Ende der Arbeit wurde
die Sterilbank zusatzlich jeweils 30 Minuten mit UV-Strahlung desinfiziert. Die
Zellen wurden alle zwei bis drei Tage mit dem Phasenkontrastmikroskop
beurteilt.

Tabelle 12: Kulturbedingungen

Zelllinie Medium Zusatze

CAL-27 DMEM 10% FBS, 1% Penicillin /
Streptomycin, 1% L-Glutamin

UD-SCC-2 RPMI 10% FBS, 1% Penicillin /

Streptomycin, 1% L-Glutamin
MTU-ASC Serum-free  Mesenchymal 1% AA

Stem Cell Medium

enhanced
MTU-SCC 1- RPMI 10% FBS, 1% Penicillin /
10 Streptomycin, 1% L-Glutamin,

1% Non-Essential-Aminoacids

4.1.1 Auftauen der Zellen

Die in flussigem Stickstoff gelagerten Reagenzrohrchen mit tiefgefrorenen Zellen
wurden im 37°C warmen Wasserbad aufgetaut. Die aufgetauten Zellen wurden
in ein 15 ml Reaktionsgefaly mit 4,5 ml vorgewarmtem Medium gegeben und mit
einer Pipette durchmischt. Pro 10 cm Zellkulturschale wurden 7 ml Medium
vorgelegt und dazu 3 ml der Zellsuspension gegeben. Es wurde auf eine
homogene Verteilung der Zellen geachtet. Die Zellen wurden inkubiert und am
nachsten Tag unter dem Phasenkontrastmikroskop beurteilt und das Medium
gewechselt.
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4.1.2 Mediumwechsel

Falls der Zellrasen in den Kulturschalen nach drei Tagen noch keine mindestens
80%ige Konfluenz erreicht hatte, wurde das Medium abgesaugt, die Zellen mit 5
ml PBS gespdlt und dann das neue Medium hinzugegeben.

4.1.3 Subkultivierung

Wenn die Zellen eine 80%ige Konfluenz erreicht hatten, wurde das Medium
abgesaugt und die Zellen mit 5 ml PBS gespult. Dann wurde die Zellkulturschale
nach Zugabe von ca. 1,5 ml TrypLE™ fur funf Minuten im Brutschrank inkubiert.
Zum Ablosen der Zellen wurde 4,5 ml neues Medium hinzugegeben und die
Zellsuspension in ein 15 ml Reaktionsgefal® Uberfuhrt. Die Zellen wurden
vereinzelt und in gewunschter Menge fur Versuche verwendet, beziehungsweise
weiter kultiviert. Dabei wurde immer so viel Medium in die neuen
Zellkulturschalen vorgelegt, dass das Gesamtvolumen 10 ml betragt.

Um fur Versuche die Zellkonzentration der Suspension zu erhdhen, wurde bei

den ASC Zelllinien zum Ablésen 0,5 ml TrypLE™ und 2,5 ml Medium verwendet.

4.1.4 Einfrieren der Zellen

Die Zellen wurden wie fur die Subkultivierung abgelost, dann in ein 15 ml
Reaktionsgefall gegeben und bei 15.000 RPM zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgesaugt und das Zellpellet in 1,5 ml — 4,5 ml Einfriermedium (FBS mit
5% DMSO) vereinzelt und in 1,5 ml Reagenzrohrchen gefullt. Diese wurden in
einen Mr. Frosty™ Gefrierbehalter gegeben und unverzuglich in den - 80°C
Gefrierschrank gestellt und Uber Nacht eingefroren. Zur Aufbewahrung wurden

die Reagenzrohrchen in flissigen Stickstoff Uberfuhrt.
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4.1.5 Bestimmung der Zellkonzentration

Um die Zellkonzentration in der Suspension zu bestimmen, wurden die Zellen
durch mehrfaches, vorsichtiges Auf- und Abpipettieren vereinzelt und 20 ul in die
Cellometer™ Zahlkammer SD100 gegeben. Diese wurden mithilfe des
Cellometers™ Auto T4 ausgewertet. Jede Zellkonzentration wurde zweifach

bestimmt und der Durchschnittswert verwendet.

4.1.6 Gewinnen von konditioniertem Medium

Um konditioniertes Medium zu gewinnen, wurde das alte Medium abgesaugt, die
Zellkulturschale mit 5 ml PBS gespult und 10 ml neues Medium hinzugegeben.
Hier wurde DMEM ohne weitere Zusatze fur CAL-27 und RPMI ohne weitere
Zusatze fur UD-SCC-2 verwendet. Bei der Gewinnung von konditioniertem
Medium von ASC wurde kein Mesenchymal Stem Cell Medium verwendet, da
dies in Vorversuchen durch seine starken migrationsfordernden Eigenschaften
aufgefallen war. Da diese durch unbekannte Inhaltsstoffe verursacht sind, ist das
Medium fur nachfolgende Versuche ungeeignet. Stattdessen wurde das Medium
entsprechend der Zellen gewahlt, auf die das konditionierte Medium spater
gegeben wurde, das heil3t DMEM ohne weitere Zusatze fur Versuche mit CAL-
27 und RPMI ohne weitere Zusatze fur UD-SCC-2.

Nach 48 Stunden wurde das Medium abpipettiert und mit einer 20 ml Spritze
durch einen Spritzen-Filter (0,22 ym) gedruckt.

Das so gewonnene konditionierte Medium wurde entweder gleich verwendet
oder in 2 ml Reaktionsgefallen im -20°C Kuhlschrank eingefroren.

Um konditioniertes Medium von bestrahlten Zellen zu gewinnen, wurde
unmittelbar nach der Bestrahlung das alte Medium abgesaugt und dann, wie bei
den unbestrahlten Zellen verfahren.

4.1.7 3D Zellkultur

Um die raumliche Organisation realitatsnaher zu reprasentieren als in der
Monolayer-Zellkultur, wurden Spharoide von CAL-27 Monokulturen sowie von
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ASC - CAL-27 Co-Kulturen hergestellt. Dazu wurden zwei verschiedene
Methoden verwendet. Zum einen das Magnetic Levitation Kit von n3D
Biosciences. Diese Methode hat den Vorteil, dass sich groRere Spharoide
herstellen lassen, jedoch st die mikroskopische Beurteilung im
Phasenkontrastmikroskop durch die metallischen Nanopartikel eingeschrankt
und es ist keine Bestrahlung moglich, da bei der Bestrahlung durch die
metallischen Partikel Sekundarelektronen entstehen. Dies fuhrt zu lokalen
Uberdosierungen, sodass die Vergleichbarkeit der Bestrahlungsdosen nicht
mehr gegeben ware.

Zum anderen wurde das GravityPLUS™ und GravityTRAP™ Kit von InSphero
verwendet. Die so erzeugten Spharoide sind kleiner und fragiler als jene, die mit
dem Magnetic Levitation Kit hergestellt wurde, jedoch frei von storenden

Zusatzen.

Die Herstellung der Spharoide mit dem Magnetic Levitation Kit erfolgte nach dem
von William et al. publizierten Protokoll (William et al., 2013). Dazu wurden in das
Medium der ausgewahlten Zellen 400 pl NanoShuttle pro Zellkulturschale
gegeben und Uber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Zellen, an
welchen nun die Nanopartikel gebunden waren, mit 1,5 ml TrypLE abgelost und
die Zellkonzentration bestimmt. Dann wurden 3,50 x 10* Zellen pro Vertiefung in
eine 96-Well Platte gegeben und auf die magnetische Bodenplatte, auf welcher
sich 96 Neodym-Eisen-Bor Magnete befinden, gestellt.

Nach ungefahr 16 Stunden Inkubationszeit formten sich die gewlnschten 3D
Kulturen. Diese lieRen sich ca. eine Woche kultivieren, bevor die Zellen die
Nanopartikel abgaben und die 3D Kulturen zerfielen. Der Mediumwechsel
erfolgte durch vorsichtiges Absaugen des alten Mediums aus der leicht gekippten
96-Well Platte bei angelegter magnetischer Bodenplatte. Dann wurde vorsichtig
neues Medium hinzugegeben und darauf geachtet, dass die 3D Kultur nicht
beschadigt wird.

Die Herstellung der Spharoide mit dem GravityPLUS™ Kit erfolgte gemal’ den
Herstellerangaben von InSphero. Vorbereitend wurde ein Befeuchtungspad in
PBS eingelegt und in die Bodenplatte gelegt. Dann wurden die Zellen mit 1,5 ml
TrypLE abgeldst und die Zellkonzentration bestimmt. Die Zellsuspension wurde
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so verdiinnt, dass sich in 40 pl 2,40x10* Zellen befanden (6x10° Zellen/ml). Die
optimale Zellzahl wurde in einer Vorversuchsreihe ermittelt. Nun wurde mit einer
Multikanalpipette jeweils 40 pl in das GravityPLUS™ Kit gegeben, welche dabei
einen Tropfen formten. Nun wurden das GravityPLUS™ Kit fur drei Tage inkubiert
und dabei regelmaRig kontrolliert, ob sich genligend Flussigkeit in der
Bodenplatte befindet und gegebenenfalls nachgefullt. Dann wurden die
Spharoide durch langsames Hinzugeben von jeweils 70 pl pro Well mit der
Multikanalpipette in das GravityTRAP Kit gespult. Nun wurden die Spharoide
entweder weiter in dem GravityTRAP Kit gemal} den Herstellerangaben kultiviert
oder mithilfe einer 1000 pl Pipette in ein anderes Zellkulturgefald uberfuhrt. Um
sicherzustellen, dass sich die Spharoide nicht am Rand der 24-Well Platten
absetzten, wurden die Spharoide in die fur die Migrationsexperimente
verwendeten 2-Well Culture-Inserts von Ibidi gesetzt. Diese wurden entfernt,

sobald das Spharoid adharent wurde.

4.1.8 Proliferationsanalysen

Um das Proliferationsverhalten der ASC und HNSCC Zelllinien zu untersuchen,
wurden eine definierte Zellzahl pro Vertiefung in eine 6-Well Platte gegeben. Fur
jeden  Auswertungszeitpunkt wurde eine Platte verwendet. Pro
Auswertungszeitpunkt wurden zwei Vertiefungen mit der gleichen Zelllinie
angesetzt. Zu den jeweiligen Auswertungszeitpunkten wurde das Medium
abgesaugt, die Zellen mit 2 ml 4%iger Formaldehydlosung zehn Minuten lang
fixiert und dann mit 2 ml DPBS/0,1% Triton X-100 Losung gespuilt. Die fixierten
Zellen wurden mit 2 ml 0,004% Kiristallviolettlosung 20 Minuten lang eingefarbt.
Nach dreimaligem Spulen mit Aqua dest. wurden die Zellen mit 1% SDS-LAsung
lysiert und auf dem Ruttler fur eine Stunde durchmischt. Pro Vertiefung der 6-
Well Platte wurden drei Vertiefungen einer 96-Well Platte mit 100 pl befullt und
die Extinktion bei 595 nm gemessen. Die Auswertung erfolgte mit Prism 9
(GraphPad Software, San Diego, Kalifornien, USA).
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4.2 Etablierung von Primarkulturen

4.2.1 Etablierung von  mesenchymalen  Fettgewebsstammzell-

Primarkulturen

Die Gewinnung der verwendeten Gewebe- und Patientenproben erfolgte nach
Zustimmung der Ethikkommission der Technischen Universitat Munchen
(Ethiknummern 5623/12 und 1420/05).

Die Kultivierung von ACSs erfolgte nach Protokollen von Zuk et al. und Church
et al. (Church et al.,, 2014; Zuk et al., 2001). Die Biopsien von zervikalem
Fettgewebe wurden unter sterilen Bedingungen mithilfe einer Pinzette, einer
Schere und eines Skalpells in ca. 1-2 mm grol3e Stucke zerkleinert und in ein 15
ml Reaktionsgefall gegeben. Pro Gramm Gewebe wurde 1 ml Verdauungslosung
bestehend aus Kollagenase mit 1% FBS hinzugegeben und fur eine Stunde im
37° C Wasserbad inkubiert. Dann wurde 5 ml DMEM mit 5% FCS hinzugegeben
und das Reaktionsgefald bei 2000 rpm fur 10 Minuten zentrifugiert. Nun wurde
der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet in Serum-free Mesenchymal Stem
Cell Medium resuspendiert und durch einen 40 uym Cell Strainer pipettiert. Die so
gewonnene Zellsuspension wurde in eine Zellkulturschale gegeben. Die daraus
resultierenden ASCs entsprechen der Passage 0. Die Namensgebung MTU-
ASC-T/N setzt sich zusammen aus: Munchen Technische Universitat, Adipose-
derived Stem Cell und T fur Zellen, die aus dem Fettgewebe eines
Tumorpatienten stammen, sowie N fur Zellen von nicht-Tumorpatienten. Um
sicher zu gehen, dass es sich bei den gewonnenen Zellen um ASCs handelt,
wurden bestimmte Oberflachenmarker in der Durchflusszytometrie analysiert
und ihr Differenzierungspotential durch osteogene, chondrogene und adipogene
Differenzierung gezeigt.

4.2.2 Isolation vom Immunzellen des peripheren Blutes

Durch Punktion einer peripheren Vene wurden CPT Rohrchen befullt und nach
spatestens 30 Minuten bei 3000 rpm fur 20 Minuten zentrifugiert. Innerhalb der
nachsten 24 Stunden wurde der Uberstand der CPT Rdéhrchen in ein 50 ml
Reaktionsgefall Uberfuhrt und fur zehn Minuten bei 1200 rpm zentrifugiert. Nun
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wurde der Uberstand abgesaugt und die Zellen in 1 ml PBS resuspendiert und
mit PBS auf ein Volumen von 50 ml aufgefillt. Das Reaktionsgefal® wurde erneut
fur zehn Minuten bei 1200 rpm zentrifugiert und der Uberstand verworfen.
AnschlieBend wurden die Zellen in 2 ml PBS resuspendiert und die
Zellkonzentration mithilfe des Cellometers™ Auto T4 bestimmt. Die Zellen

wurden je nach Experiment weiterverwendet.

4.3 Migrationsexperimente

4.3.1 Migrationsexperimente mit einer Zelllinie

Fur alle Migrationsexperimente wurden die 2-Well Culture-Inserts fur
Migrationsversuche von Ibidi verwendet. Alle Arbeitsschritte wurden unter der
Sterilbank durchgefuhrt. Mithilfe einer Pipette wurde jeweils ein Insert mittig in
eine Vertiefung einer 24-Well Platte gesetzt und mit einer umgedrehten
Pipettenspitze angedruckt. Um sicherzugehen, dass das Silikoninsert
lickenlosen Kontakt mit dem Boden der 24-Well Platte hat, wurde die Platte
umgedreht und die Kontaktflache sorgsam inspiziert. Als Orientierungslinien fur
die spateren mikroskopischen Aufnahmen mit 10-facher Vergrof3erung wurden
zwei Linien pro Insert von unten auf den Boden der 24-Well Platte gezeichnet.

Vertiefung einer
24-Well Platte

2 Well Ibidi-Inserts

Orientierungslinien

Abbildung 1: Versuchsaufbau Migrationsassays

Jeder Ansatz wurde doppelt durchgefihrt und pro Insert wurden drei Aufnahmen
gemacht, sodass man jeweils sechs Werte fur die Migration erhielt.
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Nun wurden die Zellen in die Vertiefungen der Inserts ausgesat. Die optimale
Zellzahl fur vollstandige Konfluenz wurde in Vorversuchen fur jede Zelllinie

bestimmt.

Es ergaben sich folgende Zellzahlen:
Tabelle 13: Zellzahlen

Zelllinie CAL-27 UD-SCC-2  ASC-T10 ASC-N10

Zellzahl 4,0x10* 8,0x 10* 1,2 x 10* 9,5x 103

Es wurde jeweils auf ein Volumen von 70 pl pro Vertiefung mit entsprechendem
Medium aufgefullt. Die Platte wurde fur 24 Stunden inkubiert, dann wurden die
Inserts mit einer Pinzette entfernt. Bei den HNSCC Zelllinien wurde jedes Well
zweimal mit PBS gespult, um nicht adharente Zellen zu entfernen. Bei den ASC-
Zelllinien musste man auf diesen Schritt verzichten, da sich die Zellen beim
Spulen ablosten. Als Nachstes wurde 500 pl konditioniertes Medium
hinzugegeben. Fur die Kontrollen wurde Serum-freies Medium verwendet.
Unmittelbar danach wurden Fotoaufnahmen mit dem Leica Mikroskop in
zehnfacher VergroRerung gemacht (Zeitpunkt Oh), welche nach 8h, 16h und 24h

wiederholt wurden.

Zellflachen
Bereich der mikroskopischen
Aufnahmen

Abbildung 2: Fotoaufnahmen der Migrationsassays

4.3.2 Migrationsexperimente mit zwei verschiedenen Zelllinien
Um die Interaktion zweier Zelllinien in Bezug auf die Migration zu untersuchen,

wurden die zu untersuchenden Zelllinien in je eine Vertiefung der Inserts gesat,
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sodass sich nach dem Entfernen der Inserts die beiden Zelllinien aufeinander zu

bewegen. Dabei wurde Serum-freies Medium hinzugegeben.

AuRerdem wurden Migrationsversuche mit Mischkulturen durchgefuhrt. Dazu
wurden die beiden Zelllinien in definiertem Verhaltnis gemischt, bevor sie in die

Inserts pipettiert wurden.

< << < o0
i 9 ) )
£ £ S =

3 3 3 3
N N N N

Abbildung 3: Migrationsassays in der Einzel- und Co-Kultur

Fur die Auswertung der Migrationsexperimente wurde zu den jeweiligen
Zeitpunkten die zellfreie Flache in GIMP Version 2.9 (GNU Image Manipulation
Program) mit dem Tool freie Auswahl markiert und die Pixelanzahl im
Histogramm bestimmt. So erhielt man fur den jeweiligen Zeitraum eine
Pixelanzahl (Pon, Psn, P1eh, P24n) und die Pixelanzahl des gesamten Bildes (PB).
Damit wurde die Anderung der zellfreien Flache in Prozent der Gesamtflache

berechnet:

(th - POh)

x 1009
PB %

A(%) =

4.3.3 Fluoreszenzfarbungen

Um eine Unterscheidung der beiden Zelltypen zu vereinfachen, erfolgte eine

Farbung der beiden Zelltypen mit unterschiedlichen Lebendfarbstoffen.
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Zur Farbung der Zellen wurden die Nukleinsauren-Farbstoffe SYTO 9 grun und
SYTO 59 rot verwendet.

Die Farbstoffe wurden auf eine Konzentration von 5 pM in dem jeweiligen
Standardmedium verdunnt und fur 30 Minuten bei 37°C mit den Zellen im
Brutschrank inkubiert. Anschliel3end wurden die Zellen dreimal mit PBS gespult
und fur die weiteren Experimente verwendet.

Zur Optimierung erfolgten eine Reduktion der Farbstoffkonzentration auf bis zu
10 nM und eine Verlangerung der Inkubationszeit auf bis zu zwei Stunden.

Die Farbungen erfolgten in den Ibdi Silikoninserts.

Um eine Uber mehrere Passagen hinweg stabile Fluoreszenz zu erhalten, wurde
die Zelllinie CAL-27 mit einem eGFP-Plasmid transfiziert. Die Transfektion
erfolgte gemaf Protokoll mit dem invitrogen™ Lipofectamine® Kit.

Dabei wurden 70 pg der eGFP Plasmid DNA mit 700 ml Opti-MEM® verdunnt
und anschlie®end zu dem Lipofectamine®-Mix hinzugegeben. Dieser bestand
aus 100 pl Lipofectamine® und 700 pl Opti-MEM®. Nach einer 30-minutigen
Inkubationszeit wurde 5600 pl Opti-MEM® hinzugegeben und schlieRlich 1 ml
des Transfektionsgemischs pro Zellkulturschale verwendet und 24 h im
Brutschrank inkubiert. Es folgte eine Antibiotikaselektion mit G418 Geneticin 0,5
pg/ml in DMEM. Zur Erhdhung des Anteils an fluoreszierenden Zellen erfolgte
eine durchflusszytometrische Selektion von GFP positiven Zellen.

4.4 Durchflusszytometrie

4.4 1 Farben der Zellen

Es wurden folgende Reagenzien angesetzt:
- FC-Rezeptor Block Human TruStain FcX™ 1:20 verdinnt in PBS
- Fixable Viability Stain 1:1000 verdunnt in PBS
- Fixation/Permeabilization Konzentrat: 1:4 Verdlnnung mit
Fixation/Permeabilization Diluent
- FACS Puffer: PBS mit 10% FBS und 0,02% Natriumazid
- Permeabilization Buffer 1:9 Vedunnung mit Milipore H20
- Oberflachenantikorper Farbungen 1:200 verdunnt in FACS-Puffer
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- Intrazellulare Antikorper Farbungen fur Zytokine 1:100 in Permeabilization
Buffer
- Intrazellulare Antikorper Farbungen fur Transkriptionsfaktoren 1:50 in

Permeabilization Buffer

Die Konzentration der Zellsuspension wurde so eingestellt, dass sich in 100 pl
die gewunschte Zellzahl fur die Durchflusszytometrieanalyse befindet. Abhangig
von den verfugbaren Zellen und der gewlnschten Analyse waren das zwischen
5,0 x 10* und 1,0 x 10° Zellen.

Es wurden je 100 yl Zellsuspension in die Vertiefungen einer 96-Well Platte
gegeben und die Platte bei 1200 rpm fur funf Minuten zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Danach wurde die Platte mit je 50 ul FC-Rezeptor Block
15 Minuten bei 4°C inkubiert und dann nach Zugabe von 200 upl PBS fur funf

Minuten bei 1200 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen.

Nun wurden alle Farbungen in je 50 ul der Fixable Viability Stain Losung und die
ungefarbten Proben in 50 yl PBS resuspendiert und bei 4°C fur 30 Minuten
inkubiert. Nach erneuter Zugabe von 200 pyl PBS und Zentrifugation far funf
Minuten bei 1200 rpm wurde der Uberstand abermals verworfen. Danach wurden
die zu farbenden Zellen in 50 upl Losung der Oberflachenantikorper Farbungen
resuspendiert und fur 30 Minuten bei 4°C inkubiert. Durch Zugeben von 200 pl
PBS, Zentrifugation fur funf Minuten bei 1200 rpm und Verwerfen des
Uberstandes wurden die (iberschiissigen Antikdrper ausgewaschen.

Um die Zellen fur die intrazellularen Antikorper zu fixieren und zu
permeabilisieren wurden die Zellen in 100 pl Fixation/Permeabilization
resuspendiert und bei Raumtemperatur fur 30 Minuten inkubiert. Nach Zugeben
von 100 ul Permeabilization Buffer wurde die Platte bei 1200 rpm far finf Minuten
zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand verworfen und die Platte nach
Hinzugeben von 100 ul Permeabilization Buffer iber Nacht lichtgeschutzt bei 4°C
gelagert.

Am nachsten Tag wurde die Platte erneut fur funf Minuten bei 1200 rpm
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Fir die intrazelluldren Farbungen
wurden die Zellen in je 50 ul der Antikdrperlosung resuspendiert, bei den anderen

Proben in 50 yl PBS und fur 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach
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wurde je 100 pl Permeabilization Buffer hinzugegeben und die Platte bei 1200

rpm fir finf Minuten zentrifugiert und anschlieend der Uberstand verworfen.
SchlielBlich wurden die Zellen in 100 pl FACS-Puffer resuspendiert und die

durchflusszytometrischen Analysen durchgefuhrt.

Es wurden die folgenden drei Panels analysiert:

Tabelle 14: NK-Zell-Panel

Art der Farbung Antigen Fluorochrom
CD3 PerCP
CD16/32 BV605
CD45 APC-Cy7

Oberflache CD56 BV650
CD161 PE
CD335/NKp46 PE-Dazzle
HSP-70 AF488
Granulysin PE

Intrazellular Granzyme B Pacific Blue
Perforin BV711

Transkriptionsfaktor HOBIT/ZNF683 AF647

Tabelle 15: B-Zell-Panel

Art der Farbung Antigen Fluorochrom
CD19 FITC
CD20 BV711
CD24 PE-Dazzle

Oberflache cbzr Perch
CD38 BV650
CD45 APC-Cy7
CD279/PD-1 BV605
IgD PE-Cy7
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IgM AF700

IL-10 PE
Intrazellular

Granzyme B Pacific Blue
Transkriptionsfaktor FoxP3 AF647

Tabelle 16: T-Zell Panel

Art der Farbung Antigen Fluorochrom

CD3 APC-Cy7

CD4 AF700

CD8 PerCP-Cy5.5

CD25 BVv421
Oberflache CD39 FITC

CD103 BV711

CcD127 BV605

CD45RA BV650

CTLA-4 PE-Cy7
Intrazellular IL-10 PE

FoxP3 PE
Transkriptionsfaktor

HELIOS APC

Tabelle 17: ASC/PBMC-Panel

Art der Farbung Antigen Fluorochrom
CD3 PerCP
Oberflache Cb4 BV421
CD8 BV605
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CD19 FITC
CD45 APC-Cy7
CD56 BV650
CD73 APC
CD90 AF700
CD105 PE
HLA-DR PE-Cy7

4.4.2 Datenauswertung der Durchflusszytometrie

Die durchflusszytometrischen Daten wurden mithilfe von Flow-Jo Version 10
(Becton, Dickinson and Company, San Jose, Kalifornien, USA) fur MacOS
ausgewertet. Die Platzierung der Gates erfolgte Uber ,full stain minus one®
(FMO). Hierbei wurden die Zellen mit allen Markern, bis auf jenen, fur welchen
das Gate platziert werden sollte, eingefarbt. Das Gate wurde so platziert, dass in
diesem Ansatz nahezu keine Events in dieses Gate fielen. Um eine Ubertragung
der so platzierten Gates auf alle Ansatze zu ermoglichen, wurde dieselbe
Einstellung in FACS Diva fur alle Experimente verwendet.

4.5 Zytokinanalyse

Die Analyse der Zytokine der konditionierten Medien der Zellkultur erfolgte mittels
dem Bead-based Multiplex-Immunassay LegendPlex. Damit konnen bis zu
dreizehn verschiedene Analyten in einer Probe nachgewiesen werden.

Als Proben wurden die Uberstande aus der Zellkultur, das konditionierte Medium,
wie oben beschrieben, vorbereitet. Der Assay wurde einmal mit unverdinntem
Medium und mit 1:4 durch Assay-Puffer verdinntem Medium, jeweils in Doublets
durchgefuhrt. Als erster Schritt wurden alle Materialien auf Raumtemperatur
gebracht. Da es sich bei dem LegendPlex um ein individuell zusammengestelltes

Panel handelte, wurden zunachst gemall Herstelleranweisung die einzelnen
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Analyse-Beads zu einem Mastermix vermischt und mit Assay-Puffer verdunnt.
Der Wasch-Puffer wurde 1:19 mit demineralisiertem Wasser verdunnt. Zur
Vorbereitung der Standards wurden die beiden Teile A und B des Standardmix
mit jeweils 125 pl Assay-Puffer aufgelost und miteinander vermischt. Diese
unverdunnte Losung diente als C7 Standard. Fur die Standards C6 bis C1 wurde
jeweils 25 pl des hoheren Standards mit 75 pl Assay-Puffer vermischt, um die
nachstniedrigere Standardkonzentration zu erhalten. Als CO Standard wurde
Assay-Puffer verwendet.

Dann wurden jeweils 25 pl Assay-Puffer in eine V-Bodenplatte gegeben. Des
Weiteren wurden je 25 pl in Doublets fur die Standards und die Proben in die
Vertiefungen gegeben. Nach Zugabe von jeweils 25 yl des Mastermix wurde die
Platte versiegelt und mittels Alufolie vor Licht geschuitzt fur zwei Stunden bei
Raumtemperatur auf dem Schuttler inkubiert.

Danach wurde die Platte bei 1050 rpm fur funf Minuten zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Die Beads wurden dann mit 200 yl Waschpuffer fiir eine
Minuten auf dem Schuttler gewaschen, danach erneut bei 1050 rpm fur funf
Minuten zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Dann wurde je 25 ul des
Detektions-Antikorpers hinzugegeben und die Platte bei Raumtemperatur
lichtgeschutzt auf dem Schuttler inkubiert. Nach einer Stunde wurde je 25 ul des
PE Streptavidins hinzugegeben und die Inkubation fur weitere 30 Minuten
fortgesetzt. Wie eben beschrieben wurden die Proben zentrifugiert, gewaschen
und schlieBlich 150 pl Waschpuffer hinzugegeben. Danach waren die Proben

bereit fur die Analyse am Durchflusszytometer.

4.6 Statistische Auswertung

Die statistischen Auswertungen wurden mithilfe von GraphPad Prism 9
durchgefuhrt. Als Signifikanzniveau wurde 5% (p<0,05) festgelegt. Als
statistischer Test zum Vergleich zweier Mittelwerte wurde, unter Annahme einer
Normalverteilung, der t-Test fur unabhangige Stichproben verwendet. So erfolgte
die Testung auf signifikante Unterschiede in dem Anteil bestimmter PBMC-
Phanotypen in den FACS Experimenten. Beim Vorliegen von unterschiedlichen
Varianzen innerhalb der einzelnen Stichproben wurde der Welch-Test
verwendet. Dies erfolgte fur die Migrationsexperimente und fur den Vergleich der
Zytokinkonzentrationen.
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Der Einstichproben t-Test wurde verwendet, um zu prufen, ob eine statistisch
signifikante relative Veranderung (#1) des Anteils bestimmter PMBC-Phanotypen

vorliegt.

5 Ergebnisse

5.1 Proliferationsanalysen

Das Proliferationsverhalten einer Zelllinie ist ein wichtiges
Grundcharakteristikum. Es bestimmt unter anderem uber welchen Zeitraum man
einen Scratch-Assay als Migrationsassay beobachten kann, bevor die
Proliferation zu einer relevanten Storgrof3e in der Abnahme des zellfreien Spalts
wird.

Die Analyse des Wachstumsverhalten der Tumorzelllinien CAL-27 und UD-SCC-
2 ergab, dass die Zellen sich ca. 48 Stunden in einer ,Lag-Phase” befinden, bevor
sie in die Phase des exponentiellen Wachstums kommen. CAL-27 Zellen sind
groler und zeigen dementsprechend bei gleichen Zellzahlen deutlich friher ein

konfluierendes Wachstum.
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Abbildung 4: Proliferationsanalyse von UD-SCC2 und CAL-27 uber 72 h
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Abbildung 5: Proliferationsanalysen der ASCs Uber 72 h

Bei der Analyse des Proliferationsverhalten der mesenchymalen
Fettgewebsstammezellen fallt auf, dass das Zellvolumen von 12 auf 24 Stunden
bereits deutlich zunimmt. Bei mikroskopischer Beobachtung zeigt sich, dass die
ASCs zunachst adharieren, dann Auslaufer bilden und an ZellgroRe zulegen. Am
ehesten ist diese Zunahme nicht auf eine Zunahme der Zellzahl zurickzufihren,
sondern auf eine Zunahme der GroRRe der einzelnen Zellkorper. Bis ca. 48
Stunden werden Zell-Zellkontakte ausgebildet, danach beginnt die
Proliferationsphase. Eine Inkubationszeit von 24 Stunden ist somit ausreichend,
um von komplett adharenten Zellen auszugehen. Eine Beobachtung im
Migrationsassay bis 48 Stunden nach Aussaat der Zellen fallt noch nicht in die
exponentielle Proliferationsphase, sodass bei einer Abnahme der zellfreien
Flache von Migrationseffekten und nicht Proliferationseffekten ausgegangen

werden kann.
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5.2 Wachstumsmuster von Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinomzellen

und mesenchymalen Fettgewebsstammzellen in der Mischkultur

In der Mischkultur von Tumorzellen und ASCs war fur die mdglichen
Kombinationen aus ASC-T10, ASC-N10, UD-SCC-2 und CAL-27 stets ein sehr
ahnliches Wachstumsmuster zu beobachten. Dabei bildeten sich Gruppierungen
von Tumorzellen, welche von den langgestreckten Zellkérpern der ASCs
umgeben waren.

Bei Kultivierung bis zu einer fast kompletten Konfluenz der
Kulturschalenoberflache bildeten sich teilweise dreidimensionale
Zellaggregationen, wie in Abbildung 6, A2 am linken oberen Bildrand zu sehen
ist. Bei einer Mischkultur Uber wenige Tage zeigten sich beide Zelllinien vital,
sowohl bei Verwendung der Tumorzellmedien (DMEM fur CAL-27 und RPMI fur
UD-SCC-2), als auch bei der Verwendung von mesenchymalem

Stammzellmedium.

A1: CAL-27 in der Co-Kultur mit ASC-T10 bei ca. 80% Konfluenz
A2: UD-SCC-2 in der Co-Kultur mit ASC-N10 bei subtotaler Konfluenz, im oberen

linken Bildbereich erkennt man eine kugelige Tumorzellaggregation

5.3 Migrationsanalysen

5.3.1 Migrationsanalysen Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinomzellen

Um zu evaluieren, ob mesenchymale Fettgewebsstammzellen die Migration von

HNSCC Tumorzellen in vitro durch l6sliche Faktoren beeinflussen, wurde der
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Uberstand der Kulturen von mesenchymalen Fettigewebsstammzellen auf
Tumorzellen gegeben und das Migrationsverhalten unter diesen Bedingungen

mit dem Standardmedium verglichen.

Des Weiteren wurde getestet, inwiefern eine Bestrahlung (einmalig zwei Gray)
der ASCs vor Gewinnung des konditionierten Mediums das Migrationsverhalten
der Tumorzellen beeinflusst.

In der Vorbereitung der Experimente musste man zunachst ein geeignetes
Standardmedium  definieren, da die verschiedenen Zelllinien unter
Normalbedingungen in unterschiedlichen Kulturmedien wachsen.

Zunachst wurde getestet, ob sich das Tumorzellmedium (DMEM fur CAL-27 oder
RPMI fur UD-SCC-2) von dem Stammzellmedium (Serum-free Mesenchymal
Stem Cell Medium enhanced, abgekurzt MSCM) unterscheidet.
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Abbildung 7: Migration unter MSCM

A1: CAL-27 im Insert und Zugaben von DMEM (FCS frei) bzw. MSCM,
Aufnahmen nach 16 Stunden

A2: UD-SCC-2 im Insert, Zugabe von RPMI (FCS frei) bzw. MSCM, Aufnahmen
nach 16 Stunden

Es zeigt sich, dass das Zellkulturmedium der mesenchymalen
Fettgewebsstammzellen (MSCM) die Migration in statistisch signifikantem Mal3e
um etwa das dreifache gegenuber den Tumorzellmedien fordert. Daher ist das
MSCM fur die Gewinnung von konditionietem Medium zum Einsatz in
Migrationsexperimenten ungeeignet. Da der Hersteller keine detaillierte Auskunft
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uber die Zusammensetzung des Mediums gibt, kann nicht evaluiert werden,

wodurch genau die Migration gefordert wird.

Um herauszufinden in welchem Malde FCS die Migration beeinflusst, und ob fur
die Folgeexperimente DMEM und RPMI mit 5% FCS verwendet werden kann
oder auf FCS verzichtet werden muss, wurde eine FCS-Verdlinnungsreihe
durchgefuhrt. Im selben Experiment wurde versucht einen Teil der Ergebnisse
zur bestrahlungsinduzierten Migration von Pickhard et al. im Insert, statt im
Migrationsassay mit Pipetten-Scratch, zu reproduzieren (Pickhard et al., 2011).

A1 CAL-27 FCS Reihe 16h

Zunahme Migration
»H

Abbildung 8: Migration CAL-27

A1: CAL-27 im Insert und Zugabe von DMEM mit FCS in unterschiedlichen
Konzentrationen. Jeweils unbestrahlt und mit einer 2 Gy Bestrahlung vor
Entfernung des Inserts. Aufnahmen nach 16 Stunden

Es zeigte sich ein signifikanter Anstieg der Migration bei Bestrahlung mit zwei
Gray im Vergleich zu den unbestrahlten Ansatzen fur alle drei FCS-

Konzentrationen.

In Bezug auf die bestrahlungsinduzierte Migration entspricht dies dem in der
Literatur vorbeschriebenem Ergebnis (Moncharmont et al., 2014; Pickhard et al.,
2011; Su et al.,, 2012). Da sich im FCS eine Vielzahl von Zytokinen und
Wachstumsfaktoren befinden und die Zellen im FCS freien Ansatz signifikant

weniger migrieren als mit FCS, wurde das FCS freie Tumorzellmedium bei den

67



folgenden Experimenten als Kontrolle und fur die Gewinnung von konditionierten

Medien genutzt, um eine mogliche Beeinflussung auszuschliel3en.

Im Folgenden sind die Migrationsanalysen der Tumorzelllinien mit den

konditionierten Medien der mesenchymalen Fettgewebsstammzellen dargestellt:
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Abbildung 9: Migration UD-SCC-2

A1: UD-SCC-2 im Insert, und Zugabe von mit ASC-N10 prakonditioniertem
Medium, Aufnahmen nach 16 Stunden
A2: UD-SCC-2 im Insert, und Zugabe von mit ASC-T10 prakonditioniertem
Medium, Aufnahmen nach 16 Stunden

Zu beobachten war eine nicht signifikante Abnahme der Migration der HPV-
positiven Tumorzelllinie UD-SCC-2 bei Zugabe von ASC prakonditioniertem
Medium im Vergleich zu dem korrespondierenden Standardmedium. Es konnte
kein Unterschied zwischen den prakonditionierten ASC-Medien erkannt werden,
weder hinsichtlich des Ursprungs und Tumorassoziation der ASCs, noch
bezlglich einer Bestrahlung mit zwei Gy.
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Abbildung 10: Migration CAL-27

A1: CAL-27 im Insert, und Zugabe von mit ASC-N10 prakonditioniertem Medium,
Aufnahmen nach 16 Stunden
A2: CAL-27 im Insert, und Zugabe von mit ASC-T10 prakonditioniertem Medium,
Aufnahmen nach 16 Stunden

Zu beobachten war eine nicht signifikante Abnahme der Migration der HPV-
negativen Tumorzelllinie CAL-27 bei Zugabe von ASC prakonditioniertem
Medium im Vergleich zu dem korrespondierendem Standardmedium. Es konnte
kein Unterschied zwischen den prakonditionierten ASC-Medien erkannt werden,
weder hinsichtlich des Ursprungs der ASCs (peritumoralen vs.  nicht
peritumoralen) noch bezuglich einer Bestrahlung mit zwei Gray. Diese
Ergebnisse sind analog zu den Ergebnissen der HPV-positiven Zelllinie.

Somit lasst sich die Frage, ob mesenchymale Stammzellen Uber I0sliche

Faktoren die Migration von Tumorzellen erh6hen mit nein beantworten.

5.3.2 Migrationsanalysen mesenchymaler Fettgewebsstammzellen

Nachdem die oben aufgefuhrten Versuche gezeigt haben, dass die Migration von
Tumorzellen nicht durch mesenchymale Fettgewebsstammzellen erhoht wurde,
untersuchten die folgenden Experimente, ob Tumorzellen die Migration von

mesenchymalen Fettgewebsstammzellen erhdhen.
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Dazu wurde uber 48h konditioniertes serumfreies Medium von Tumorzellen
gewonnen, welches nach Entfernen der Ibidi Inserts auf ASCs gegeben wurde.
Zunachst wurden die Effekte der HPV-negativen Tumorzelllinie auf die ASCs von

einem Tumorpatienten untersucht.
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Abbildung 11: Migration ASC-T10 unter CAL-27

A1: ASC-T10 im Insert, und Zugabe von mit CAL-27 prakonditioniertem Medium,
Aufnahmen nach 8 Stunden

A2: Wie A1, Aufnahmen nach 16 Stunden

A3: Wie A1, Aufnahmen nach 24 Stunden
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Es zeigte sich ein Anstieg der Migration der mesenchymalen
Fettgewebsstammzellen ASC-T10 durch |8sliche Faktoren der Tumorzelllinie
CAL-27. Dieser Effekt wird durch Bestrahlung mit zwei Gray nicht signifikant
verstarkt.

Nach acht Stunden ist die relative Veranderung des zellfreien Spalts nur gering
verandert und die Standardabweichung entsprechend gro3. Beim Wert acht
Stunden nach Entfernung des Inserts sind keine signifikanten Unterschiede zu
beobachten. Nach 24 Stunden wiederum war der zellfreie Spalt an wenigen
Stellen komplett verschwunden, sodass sich die Zellfronten berihrten. Dies
erschwert die Bestimmung der zellfreien Flache. Nach 16 Stunden zeigt sich eine
bereits deutliche Verkleinerung der zellfreien Flache, ohne dass es zu Kontakt

der Zellfronten kam.

Abbildung 12: Aufnahmen ASC-T10

A1: ASC-T10 und Zugabe von mit CAL-27 prakonditioniertem Medium,
Aufnahmen nach 8 Stunden

A2: Wie A1, Aufnahmen nach 16 Stunden

A3: Wie A1, Aufnahmen nach 24 Stunden
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Die Migrationsassays von ASC-T10 mit prakonditioniertem Medium der HPV-

positiven Zelllinie UD-SCC-2 ergab ein vergleichbares Ergebnis.
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Abbildung 13: Migration ASC-T10 unter UD-SCC-2

A1: ASC-T10 im Insert, und Zugabe von mit UD-SCC-2 prakonditioniertem
Medium, Aufnahmen nach 8 Stunden

A2: Analog A1, Aufnahmen nach 16 Stunden

A3: Analog A1, Aufnahmen nach 24 Stunden

Die relative Erhéhung der Migration ist fur UD-SCC-2 hdher als fir CAL-27.
Eine Erhohung der Migration bei prakonditioniertem Medium von bestrahlten

Tumorzellen im Vergleich zu unbestrahlten Tumorzellen zeichnete sich ab. Diese
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Erhohung bestand unabhangig vom Zeitpunkt, war jedoch zu keinem Zeitpunkt
statistisch signifikant.

Die Analyse der Migration der mesenchymalen Fettgewebsstammzellen eines
Patienten ohne Tumorerkrankung (ACS-N10) zeigte ein ahnliches Muster, wie

die oben aufgefuhrten Experimente.
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Abbildung 14: Migration ASC-N10 unter CAL-27

A1: ASC-N10 und Zugabe von mit CAL-27 prakonditioniertem Medium,
Aufnahmen nach 8 Stunden

A2: Analog A1, Aufnahmen nach 16 Stunden

A3: Analog A1, Aufnahmen nach 24 Stunden
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Bei geringer absoluter Migration nach acht Stunden stellten sich grol3e relative
Unterschiede dar. Die Bestrahlung mit zwei Gray verstarkte, wie in den
Experimenten mit ASC-T10 die Migration. Aufgrund einer hohen
Standardabweichung war dieser Effekt jedoch zu keinem Zeitpunkt statistisch

signifikant.

Analog ist das Verhalten bei UD-SCC-2 und ASC-N10:
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Abbildung 15: Migration ASC-N10 unter UD-SCC-2

A1: ASC-N10 und Zugabe von mit UD-SCC-2 prakonditioniertem Medium,
Aufnahmen nach 8 Stunden

A2: Analog A1, Aufnahmen nach 16 Stunden

A3: Analog A1, Aufnahmen nach 24 Stunden
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Bei den Migrationsassays von ASC-N10 mit prakonditioniertem Medium von UD-
SCC-2 zeigt sich nach 24 Stunden keine signifikante Erhdhung der Migration
durch prakonditioniertes Medium. Zu diesem Zeitpunkt haben die Zellfronten an
einigen Stellen Kontakt, somit kann die Migration nicht mehr klar beurteilt werden.

Zusammenfassend lasst sich die Migration von mesenchymalen Stammzellen
signifikant durch tumorzellkonditioniertes Medium beeinflussen. Erklarbar ware
dies durch losliche Faktoren, welche es noch zu identifizieren gilt. Diese
Erkenntnis unterstitzt die Hypothese, dass Tumore mesenchymale Stammzellen
als Bestandteil der Tumormikroumgebung rekrutieren. Der Effekt wird durch
Bestrahlung der Tumorzellen mit zwei Gray 48h vor Gewinnung des
prakonditionierten Mediums verstarkt. Die Effekte bestehen fur sowohl fur HPV-
positive als auch fur HPV-negative Tumorzellen und mesenchymale
Fettgewebsstammzellen von einem Kopf-Hals-Tumorpatienten unabhangig ihrer

Tumorassoziation.

5.3.3 Migrationsanalysen in der Parallelkultur und Mischkultur

Um die gegenseitige Beeinflussung der Migration genauer zu untersuchen und
die Effekte einer moglichen wechselseitigen Interaktion zu beobachten, wurden
in der linken Kammer der Inserts Tumorzellen ausgesat und in der rechten
Kammer mesenchymale Stammzellen. Dieser Versuchsaufbau wird als
Parallelkultur bezeichnet. Als Kontrolle wurden in beide Kammern des Inserts
ASCs ausgesat, da diese im Vergleich zu Tumorzellen bei gleichen Bedingungen
starker migrieren. So wird eine Zunahme der Migration in der Parallelkultur nicht

uberschatzt, sondern eher unterschatzt. Es ergaben sich folgende Ergebnisse:
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Abbildung 16: Migration Parallelkultur

A1: ASC-T10 in beiden Kammern des Inserts als Kontrolle im Vergleich zu CAL-
27 auf der linken und ASC-T10 auf der rechten Seite, bestrahlt und unbestrahilt.
Aufnahmen nach 8 Stunden. Kultivierung in Serum-freiem DMEM.

B1: Parallelkultur unmittelbar nach Entfernen des Inserts

B2: Parallelkultur nach 8 Stunden

Zu beobachten war ein deutlicher, statistisch signifikanter Anstieg der Migration
bei Parallelkultivierung von ASC-T10 und CAL-27. Dieser Effekt ist starker
ausgepragt als bei Hinzugabe von konditioniertem Medium. Bei Betrachtung der
Bilder zeigt sich, dass die Zunahme der Migration im Wesentlichen auf die
Migration der ASCs zurlckzuflhren ist.
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Eine Markierung der Zellfronten und eine Messung des Abstands der Zellfront
der ASCs zum Zeitpunkt Oh und zum Zeitpunkt 8h war in dem verwendeten
Versuchsaufbau nicht moglich, daher lasst sich diese Aussage nicht metrisch
objektivieren.

In Zusammenschau mit den Ergebnissen der Migrationsexperimente mit
konditioniertem Medium ist davon auszugehen, dass die Zunahme der Migration
in der Parallelkultur auf eine Zunahme der Migration der ASCs und nicht der
Tumorzellen begrundet ist.

Eine Bestrahlung der Parallelkultur mit zwei Gray fuhrte zu einer statistisch nicht
signifikanten Zunahme der Migration im Vergleich zum unbestrahlten Ansatz.

Um zu untersuchen, wie sich die Migration verhalt, wenn bereits zum Zeitpunkt
Oh direkt Zell-Zell-Kontakte zwischen CAL-27 und ASC-T10 bestehen, wurden in
beiden Kammern der Inserts eine 1:10 Mischung von ASC-T10 und CAL-27

ausgesat. Dieser Versuchsaufbau wird als Mischkultur bezeichnet.

Mischkultur 8 h
A1 bestrahlt vs unbestrahilt

]

Zunahme Migration
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CAL-27 & T10 CAL-27 & T10 CAL-27 & T10 CAL-27 & T10

Abbildung 17: Migration Mischkultur 8h

A1: ASC-T10 in beiden Kammern des Inserts als Kontrolle im Vergleich zu 1:10
Mischung aus ASC-T10 und CAL-27 in DMEM, bestrahlt und unbestrahlt.

B1: Mischkultur unmittelbar nach Entfernen des Inserts

B2: Mischkultur nach 8 Stunden

Analog zu den Versuchen in der Parallelkultur zeigt sich eine erhéhte Migration
bei einer Anwesenheit von ASCs und Tumorzellen. Der Effekt ist geringer als in
der Parallelkultur und gréRer als in den Versuchen mit prakonditioniertem
Medium. Auch hier ist die Erhohung der Migration durch die Bestrahlung mit zwei
Gray nicht statistisch signifikant.

In der Mischkultur erfolgte ein erneuter Vergleich zwischen HPV-positiven und
HPV-negativen Tumorzellen und ASCs von einem Kopf-Hals-Tumorpatient und
einem Patienten ohne Tumorerkrankung. Hier ist nicht die relative Erhohung der
Migration dargestellt, da es keine gemeinsame Kontrollgruppe gibt, auf die
normalisiert werden kann. Es ist die Zunahme der Zellflache als prozentualer
Anteil der Gesamtflache des Bildes nach 16 Stunden dargestellt.
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Abbildung 18: Migration Mischkultur 16h

Es war kein signifikanter Unterschied in der Migration bei der Verwendung von
mesenchymalen Fettgewebsstammzellen eines Tumorpatienten im Vergleich zu
einem tumorfreien Patienten zu beobachten. Es zeigte sich ein signifikanter
Unterschied zwischen CAL-27 und UD-SCC-2. Dieser besteht auch in der
Abwesenheit von mesenchymalen Stammzellen. Die relative Veranderung der
Migration, unterscheidet sich nicht signifikant. Bei den verwendeten Zelllinien
zeigt sich kein signifikanter Unterschied in der Anderung des Migrationsverhalten
von UD-SCC-2 und CAL-27 durch mesenchymale Fettgewebsstammzellen.
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Eine direkte Gegenuberstellung der Parallel- und Mischkultur ergab folgendes
Ergebnis:

Mischkultur vs Parallel Kultur 8 h
unbestrahlt

*%

Zunahme Migration

Abbildung 19: Migration Mischkultur gegen Parallelkultur

ASC-T10 in beiden Kammern des Inserts als Kontrolle im Vergleich zur 1:10
Mischkultur (CAL-27 & T10 Misch) und zur Parallelkultur (CAL-27 | T10)

Zusatzlich zu den oben beschrieben Effekten zeichnete sich in dieser
Gegenuberstellung ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen der Misch-
und der Parallelkultur, mit verstarkter Migration in der Parallelkultur ab.

5.3.4 Migrationsanalysen mit fluoreszierenden Zellen

Nachdem in den oben aufgeflihrten Experimenten gezeigt werden konnte, dass

Tumorzellen die Migration von mesenchymalen Fettgewebsstammzellen

anregen und die ASCs in Richtung der Tumorzellen migrieren, sollte ein
Folgeexperiment untersuchen, ob die ASCs in den Tumorzellrasen infiltrieren.
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Um die Unterscheidbarkeit zwischen Tumorzellen und mesenchymalen
Fettgewebsstammzellen sicherzustellen, wurden die Zellen zunachst mit
unterschiedlichen Lebendfarbstoffen innerhalb der Insert-Kammern gefarbt, um

dann die Experimente analog zu den Parallelkulturexperimenten durchzufihren.

CAL-27 ASC-T10 CAL-27 ASC-T10

Abbildung 20: Migration Parallelkultur mit Fluoreszenzfarbstoff

A1: nach Entfernen des Inserts
A2: nach 16 Stunden

Nach 16 Stunden wurde zum einen ein Austausch der Fluoreszenzfarbstoffe
beobachtet, was gegebenenfalls eine Unterscheidung von ASCs und
Tumorzellen bei Einwachsen der mesenchymalen Stammzellen in die
Tumorzellen erschwert. Zum andern kommt durch Zugabe des Farbstoffes die
Migration zum Erliegen. Dieser Effekt besteht auch bei deutlich geringeren
Farbstoffkonzentrationen als hier abgebildet und vom Hersteller empfohlen, bei
welchen die Zellen in der Fluoreszenzmikroskopie nicht mehr gut erkennbar sind.
Daher war eine Untersuchung des Verhaltens der ASCs nach Kontakt der

Zellfronten im Migrationsassay in diesem Versuchsaufbau nicht maglich.

Daraufhin wurde CAL-27 mit einem GFP-Plasmid transfiziert und mittels eines
Antibiotikums selektiert. Dies sollte eine Unterscheidung zwischen Tumorzellen
und ASCs nach Konfluenz der zellfreien Flache im Migrationsassay maoglich

machen.

81



Abbildung 21: Migration Parallelkultur mit GFP

A1: nach Entfernen des Inserts
A2: nach 8 Stunden

Die Transfektion von CAL-27 mit einem GFP-Plasmid fuhrt nur zu einem
unzureichenden Anteil von fluoreszierenden Zellen. Dadurch ist eine
zuverlassige Unterscheidung zwischen fluoreszierenden Tumorzellen und nicht
fluoreszierenden mesenchymalen Fettgewebsstammzellen nicht moéglich. Auch
durch eine durchflusszytometrische Sortierung und deutlich hohere
Antibiotikakonzentrationen als vom Hersteller empfohlen, konnte kein
hinreichender Anteil an fluoreszierenden CAL-27 Zellen erreicht werden. Somit
war auch die Transfektion mit GFP-Plasmid zur Untersuchung des Verhaltens
von ASCs nach Herstellung von Zell-Zell-Kontakten im Migrationsassay nicht
geeignet. Aullerdem scheinen die GFP-transfizierten CAL-27 Zellen mobiler zu
sein, als regulare CAL-27. Mithilfe der Analysesoftware des Lionheart™ FX wurde

dies untersucht.
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Abbildung 22: Migration CAL-27 GFP, Lionheart FX
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Abbildung 22 zeigt die Zunahme der mit Zellen bewachsenen Flache von CAL-
27 GPF im Vergleich zu CAL-27 in serumfreiem DMEM uber 17 Stunden, in der
automatischen Auswertung des Lionheart™ FX. Bei CAL-27 GFP ist der zellfreie

Spalt nach 14 Stunden verschlossen.
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Abbildung 23: Migration CAL-27 mit MSCM, Lionheart FX

Abbildung 25 zeigt die Zunahme der mit Zellen bewachsenen Flache CAL-27 in
DMEM im Vergleich zu CAL-27 in MSCM uber 17 Stunden, in der automatischen
Auswertung des Lionheart™ FX. Im MSCM ist der zellfreie Spalt nach ca. 15

Stunden verschlossen.
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Abbildung 24: Migration ASC-T10, Lionheart FX

In Abbildung 24 ist die Zunahme der mit Zellen bewachsenen Flache bei ASC-

T10 in den Inserts unter der Zugabe von Serum-freiem DMEM im Vergleich zu
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von CAL-27 prakonditioniertem DMEM abgebildet. Da ASCs langgezogene
Zellkorper besitzen und sich nur schwach zur zellfreien Flache kontrastieren ist
die automatische Auswertung deutlich eingeschrankt. In der Betrachtung schlief3t
sich der zellfreie Spalt kontinuierlich, zwischenzeitliche Ruckgange, wie in dieser

Grafik dargestellt, waren nicht zu beobachten.
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Abbildung 25: Migration Mischkultur gegen Parallelkultur, Lionheart FX

Hier abgebildet ist ein Vergleich von Parallelkultur und Mischkultur. Der relative
Unterschied ist bei gering unterschiedlichen Ausgangswerten etwas hoher, als
dieser Graph suggeriert. In diesem Experiment lie3en sich die Ergebnisse aus

den manuell ausgewerteten Migrationsexperimenten reproduzieren.
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Abbildung 26: Migration ASC-T10 Lionheart FX

Die Abbildung 26 stellt die Zunahme der Zellflache von ASC-T10 in Monokultur
der Abnahme in der Parallelkultur mit CAL-27 gegenuber. Auch die Induktion der
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Migration von ASC-T10 durch CAL-27 in der Parallelkultur, welche sich in den
manuell ausgewerteten Migrationsexperimenten zeigten, lie3 sich reproduzieren.
Betrachtet man die Aufnahmen aus den manuellen Migrationsexperimenten
(Abbildung 16) zeigt sich, dass die Zunahme der Zellflache im Wesentlichen auf
die Migration der ASCs zurtckging. Dies war auch in den
Migrationsexperimenten mit dem Lionheart FX der Fall.

5.4 Dreidimensionale Zellkultur

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Herstellung eines in vitro Modells, welches
die real herrschenden Bedingungen eines Tumors besser reprasentiert als die
zweidimensionale Zellkultur. Dies ist nutzlich, um die Interaktion zwischen den
beiden  Zelltypen, den  Tumorzellen und den mesenchymalen
Fettgewebsstammzellen, weiter zu analysieren. In der konventionellen Zellkultur
wachsen die Zellen in einer 2D-Monolage, welche eine sehr starke
Vereinfachung zu den in vivo Bedingungen darstellt.

Im Vergleich dazu ist die dreidimensionale Zellkultur besser geeignet, die
komplexen Bedingungen eines realen Tumors nachzustellen.

Ziel war es, analog zu Vinci et al., die Migration von Tumorzellen aus Spharoiden
in eine umgebende Extrazellularmatrix, darzustellen und zu quantifizieren (Vinci
et al., 2013).

5.4.1 Magnetic Levitation

Mithilfe des Magnetic Levitation Systems lieRen sich zuverlassig grofRe,
kompakte und zuverlassig koharente Spharoide erzeugen.
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Abbildung 27: Spharoide aus CAL-27

A1: Spharoid aus CAL-27 mit ferromagnetischen Partikeln nach Entfernung aus
dem Magnetic Levitation Kit.
A2: Irregular geformtes Spharoid

Aufgrund der Nachteile dieser Methode, die durch das Vorhandensein der
ferromagnetischen Partikeln bedingt sind, wie die Fehldosierungen bei
Bestrahlung, Verfalschung bei durchflusszytometrischen Analysen und eine
erschwerte Beurteilbarkeit im Phasenkontrastmikroskop, wurde, trotz der
erfolgreichen Generierung relativ groBer (0,6-1,0 mm) 3D Konstrukte, dieser
Versuchsansatz nicht weiterverfolgt.

5.4.2 Hanging Drop

Im Hanging-Drop Kit formen sich die Spharoide durch Zell-Zell-Kontakte ohne
weitere Hilfsmittel. Bei korrekter Handhabung lassen sich so ebenfalls
zuverlassig Spharoide erzeugen, diese sind jedoch fragiler und kleiner als die
Spharoide aus dem Magnetic Levitation Kit. Im Hanging-Drop erzeugte
Spharoide kénnen aus beliebig zusammengesetzten Zellgemischen erzeugt
werden. Sie sind ohne Fehldosierung bestrahlbar und kdénnen nach
mechanischer Lyse durchflusszytometrisch analysiert werden.
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Abbildung 29: Momentaufnahmen CAL-27 GFP Sphéroid

In den Momentaufnahmen des Spharoids aus GFP transfizierten CAL-27 auf
einem Monolayer aus ASC-T10 lasst sich beobachten, wie sich kleine
fluoreszierende Zellverbande aus dem CAL-27-Sparoid herauslésen, von dem
Spharoid entfernen und lhre Fluoreszenz verlieren. Eine Migration von ASCs zu
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dem Spharoid und in das Spharoid hinein, wie man es als Folgerung aus den
zweidimensionalen Migrationsassays erwarten konnte, liel3 sich bildgebend nicht

quantifizieren.

5.5 Durchflusszytometrische Analysen

5.5.1 Gating Hierarchie

Die durchflusszytometrischen Analysen erfolgten in Kooperation mit den
Arbeitsgruppen von Professor Carsten B. Schmidt-Weber am Zentrum far
Allergie und Umwelt der technischen Universitat Munchen und des Helmholtz
Zentrums Munchen, sowie der Arbeitsgruppe von Dr. Mohamed Shamji am
National Heart and Lung Institute des Imperial College London.

Bei allen FACS-Analysen wurden zunachst die Lymphozytenpopulation Uber die
Grofle und Granularitat abgegrenzt, im zweiten Schritt wurden Doublets
exkludiert und im dritten Schritt wurden Uber eine fixierbare lebend/tot Farbung
samtliche toten Zellen aus allen weiteren Analyseschritten ausgeschlossen. Zur
Erhohung der Reinheit der Leukozyten wurden nur CD45+ Zellen weiter

analysiert.

_ . |
250K = : { 250K = 20K

200K =

200K =

150K = 150K =

SSC-A
FSC-H
SSC-A

live cells
98,4

] Single Cells 1
o 4 966 100

sok /

LA B T T T T T
T T 0 50K 100K 150K 200K 250K
200K 250K

104 10

FSC-A Comp-AmCyan-A :: live/dead

250K =

200K =

150K =

SSC-A

100K = CD45+

-10 0 103 104 10

Comp-APC-Cy7-A :: CD45

Abbildung 30: Basisgating
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Diese hier gezeigten vier Schritte erfolgten bei jeder Analyse. Die Ergebnisse der

FACS-Analysen wurden als Prozentwert der jeweiligen Elternpopulation

angegeben. Die lebenden CD45+ Einzelzellen mit Leukozyten-typischer GroRe

und

Granularitat

stellen

hierfir  die

Basispopulation  dar. Die

durchflusszytometrischen Analysen zeigten durchweg einen hohen Anteil an

vitalen Zellen. Es wurden mindesten 5,00 x 10° Zellen pro Durchlauf analysiert,

so konnten auch fur kleine Subpopulationen valide Daten erhoben werden.

Gating NK-Zell-Panel

Das naturliche Killerzellen-Panel wurde gemal folgender Hierarchie gegated:
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Abbildung 31: Gating NK-Zellen
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Nach oben genanntem Basis-Gating wurden mithilfe des CD3-Rezeptors
samtliche T-Zellen ausgeschlossen und anschlieend die NK-Zellen tUber CD56
und CD335 Positivitat selektiert.

Somit sind die CD45+, CD3-, CD56+, CD335+ Zellen als NK-Zellen definiert.
Von diesen Zellen wurde jeweils der Anteil an Granulysin+, Granzym B+
Perforin+, HSP70+ und HOBIT+, CD161+ und CD16+ Zellen angegeben.

Diese Charakterisierung diente der Evaluation der zytotoxischen und
antitumordsen Potenz der NK-Zellen.

In allen Proben konnten zuverlassig und reproduzierbar NK-Zellen und deren
Subtypen identifiziert werden. Fir HSP-70 und CD161+ waren die Anteile an der
Elternpopulation (NK-Zellen) sehr gering. Bei weniger als 0,01% der
Gesamtevents sind diese Populationen vermehrt storanfallig.

Gating B-Zell-Panel

Das B-Zell-Panel wurde gemal} folgender Hierarchie gegated:
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Abbildung 32: Gating B-Zellen

Als B-Zellen wurden die CD45+, CD19+, CD20+ Zellen definiert. Von diesen
Zellen konnte jeweils der Anteil von CD24+, IL-10+, IgD+, FoxP3+ und PD-1
zuverlassig abgegrenzt werden. Es zeigten sich jedoch in allen Ansatzen ein nur

sehr geringer Anteil an CD-27+ und Granzym B+ Zellen.

Gating T-Zell-Panel

Das T-Zell-Panel wurde gemaf folgender Hierarchie gegated:
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Abbildung 33: Gating T-Zellen
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Als T-Zellen wurden die CD45+, CD3+ Zellen definiert. Von diesen Zellen konnte
jeweils der Anteil von CD24+, IL-10+, IgD+, FoxP3+ und PD-1 zuverlassig

abgegrenzt werden. Es zeigte sich jedoch in allen Ansatzen ein nur sehr geringer

Anteil an CD-27+ und Granzym B+ Zellen.
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Gating ASC
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Abbildung 34: Gating mesenchymale Fettgewebsstammzelle

Es konnten die Oberflachenantigene CD105, CD90 und CD73 auf den ASCs
durchflusszytometrisch nachgewiesen werden. Damit konnten neben der
Differenzierung weitere Kriterien erfullt werden, um zu demonstrieren, dass es

sich bei den isolierten Zellen und mesenchymale Stammzellen handelt.

5.5.2 Analyse des Einflusses von Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinomzellen

und mesenchymalen Fettgewebsstammzellen auf Immunzellen

Konditioniertes Medium aus Monokultur

Um den Einfluss von Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinomzellen  und
mesenchymalen Fettgewebsstammzellen, sowohl einzeln als auch im
Zusammenspiel zu untersuchen, waren zunachst einleitende Experimente mit
der Probenzahl n=1 notwendig im Sinne einer Machbarkeitsstudie. Dies diente
zur Prufung der Durchfuhrbarkeit nachfolgender Experimente, indem gezeigt
werden konnte, dass die Immunzellen alle angewandten Kulturbedingungen
tolerierten. Hierzu erfolgten zunachst Versuche mit konditioniertem Medium aus

Monokultur.

93



50% CAL-27 CM 50% DMEM 50% UD-SCC-2 50% RPMI
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Abbildung 35: Gating Einfluss von Tumorzell-konditioniertem Medium auf PBMCs
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Abbildung 36: Gating Einfluss von ASC-konditioniertem Medium auf PBMCs
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B-Zellen wurden als Anteil der CD19+ Zellen der CD45+ Zellen angegeben.
NK-Zellen wurden als Anteil der CD56+ Zellen der lebenden Zellen angegeben.
T-Killer- und T-Helferzellen wurden als CD8+ bzw. CD4+ Zellen der CD3+ Zellen

angegeben.
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Abbildung 37: Einfluss von ASC- und Tumorzell-konditioniertem Medium auf
PBMCs

Nach viertagiger Kultivierung der PBMCs mit Uberstanden von Tumorzellen
zeigten sich nur geringe relative Unterschiede in den Populationen von
CD8+/CD4+ Zellen, B-Zellen und NK-Zellen. Alle Versuchsansatze zeigten einen
hohen Anteil an lebenden Zellen und eine durchweg hohe Ausbeute an
analysierbaren Zellen in Relation zu den ausgesaten Zellen. Es konnte
erfolgreich demonstriert werden, dass die PBMCs unter diesen Bedingungen
mehrere Tage kultiviert werden konnen. Diese Beobachtung macht eine
detaillierte Analyse mit differenzierteren Panels und der Betrachtung einzelner
Phanotypen der PBMCs moglich. Bei n=1 zeigen sich keine validen Unterschiede
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zwischen den Ansatzen, es kann jedoch beobachtet werden, dass die eher pro-

inflammatorischen und antitumorésen Phanotypen NK-,

B-Zellen und T-

Killerzellen einen hoheren Anteil der Elternpopulation darstellen, wenn die

PBMCs mit Uberstanden von Tumorzellen, insbesondere mit der HPV-positiven
Tumorzelllinie SCC-UD-2 kultiviert wurden. Um diese These zu erharten, ist eine

detaillierte Analyse mit einem groReren Kollektiv notwendig.

Co-Kultur von ASCs oder Tumorzellen mit PBMCs

Auf erfolgreiche Vorversuche mit konditioniertem Medium erfolgten Experimente

mit direkter Co-Kultur von ASCs oder Tumorzellen mit den Immunzellen.
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Abbildung 38: Gating Einfluss von Co-Kultivierung auf PBMCs
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Abbildung 39: Einfluss von Co-Kultivierung auf PBMCs

Auch nach einer viertagigen Co-Kultivierung von PMBCs mit ASCs
beziehungsweise Tumorzellen zeigt sich eine hohe Ausbeute an vitalen PBMCs,
welche sich durchflusszytometrisch charakterisieren lielen. Es stellten sich
ebenfalls nur geringe relative und absolute Unterschiede der jeweiligen
Zellpopulationen zwischen den einzelnen Ansatzen dar. Der Anteil der NK-Zellen
an den vitalen Zellen ist fur die Co-Kultur mit ASCs hoher als fur die anderen
Ansatze. Dies steht dem Ergebnis aus der Kultivierung der PBMCs mit

konditionierten Uberstéanden entgegen.

Konditioniertes Medium von Co-Kulturen

Die nachste Stufe der Komplexitat in der Untersuchung der gegenseitigen
Einflusse der drei Zelltypen aufeinander, stellt die Kultivierung von Immunzellen
in den konditionierten Medien der Tumorzell-ASC-Co-Kulturen dar.
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Abbildung 40: Gating Einfluss von Co-Kultur-konditioniertem Medium auf PBMCs

Um zu untersuchen, ob ASCs und Tumorzellen sich in Co-Kultur gegenseitig zur

Sekretion von immunmodulatorischen Zytokinen anregen, wurden PBMCs mit

den Uberstanden von in TCM kultivierten Co-Kulturen aus Tumorzellen und

ASCs inkubiert.
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Abbildung 41: Einfluss von Co-Kultur-konditioniertem Medium auf PBMCs

Auch hier zeigte sich eine gute Auswertbarkeit der PBMCs. Es zeigen sich, wie

bei den vorhergegangenen Experimenten, keine ausgepragten Unterschiede der

einzelnen Zellpopulationen.

Tri-Co-Kultur in TCM

Auch eine direkte Co-Kultivierung aller drei Zelltypen erfolgte im Rahmen der

Vorexperimente. Dieses Experiment liel} sich ebenfalls gut umsetzen und stellt

somit einen potenziellen Ansatz fur die anschlielende Detailanalyse dar.
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Abbildung 42: Gating Einfluss von Tri-Co-Kultivierung auf PBMCs

Reihe 2: Q1: CD8, Q3: CD4+

Um das Tumormikroenvironment in vitro zu simulieren, wurden zu einer 1:10 Co-
Kultur von ASCs und Tumorzellen PBMCs hinzugegeben. Somit konnen
mogliche wechselseitige immunmodulatorische Interaktionen zwischen allen drei

Zelllinien analysiert werden.
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Abbildung 43: Einfluss von Tri-Co-Kultivierung auf PBMCs

Selbst unter diesen komplexen Kulturbedingungen lieen sich die PBMCs
zuverlassig isolieren und analysieren. Sie wiesen nach viertagiger Kultivierung

keine relevante Einschrankung der Vitalitat auf. Auch die Tumorzellen und die

ASCs zeigten sich morphologisch vital.
Es war eine Verminderung des NK-Zellanteils in allen Ansatzen mit drei Zelllinien

zu beobachten.

5.5.3 Modell tumorinfiltrierender Lymphozyten in der dreidimensionalen

Zellkultur

Ziel des hier dargestellten Experiments war ein in vitro Modell zur Untersuchung
von tumorinfiltrierenden Lymphozyten zu etablieren. Die Spharoide behielten
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wahrend der viertagigen Inkubationszeit ihre kugelige Form bei und zeigten sich

am Ende der Inkubationszeit an der Zellkulturschale adharent. Die Spharoide

zeigten sich ausreichend koharent, sodass die Trennung von Lymphozyten,

welche die Spharoide infiltrierten von jenen, welche im umgebenden Medium

verblieben, gelang, ohne die Spharoide zu zerstoren.

Abbildung 44: Spharoide umgeben von PBMCs

CAL-27 Umgebung

CAL-27 Sphéroid

CAL-27+ASC T10
Umgebung

CAL-27+ASC T10
Spharoid

B cells
3,43

B cells
6,17

B cells
51

B cells
5,37

0,16

Q3
61,9

52,4

Q2
0,11

61,2

Q3
55,8

NK cells
0,69

NK cells
1,35

NK cells

0,92

NK cells
1,69

Abbildung 45: Gating PBMCs in der Umgebung verglichen mit in vitro TILs

Reihe 2: Q1: CD8, Q3: CD4+
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Abbildung 46: PBMCs in der Umgebung verglichen mit in vitro TILs

Um  ausreichend Lymphozyten fir die Charakterisierung mittels
Durchflusszytometrie zu erhalten, wurden sieben (CAL-27) beziehungsweise
neun (CAL-27 & ASC-T10) Spharoide verwendet. Die so erreichten Zellzahlen
an CD45+ Lymphozyten betrugen fur CAL-27 Spharoide 18.204 und fur die Co-
Kulturspharoide 17.989. Damit erhielt man auch fur die kleinste Subpopulation
der NK-Zellen folgende Zahlen: 258 (CAL-27) und 308 (CAL-27 & ASC-T10).

Verglichen mit der jeweiligen Umgebung fand sich in den Spharoiden ein hoherer
Anteil an NK-Zellen und an zytotoxischen T-Zellen. Korrespondierend dazu war
der Anteil an T-Helferzellen in dem umgebenden Medium hoher. Ausgepragte
Unterschiede zwischen einem reinen Tumorzellspharoid und einem Co-
Kulturspharoid waren nicht zu erkennen. Diese Ergebnisse demonstrieren die
Durchfuhrbarkeit dieses Experimentaufbaus zur in vitro Simulation von
tumorinfiltrierenden Lymphozyten. Aussagen uber die statistische Signifikanz der

beschriebenen Unterschiede ist bei dieser Pilotstudie (n=1) nicht moglich.

103



554 Detailanalyse des Einflusses von Kopf-Hals-
Plattenepithelkarzinomzellen und mesenchymalen

Fettgewebsstammzellen auf Immunzellen

Zur naheren Untersuchung, welche Rolle ASCs in der Immunmodulation
innerhalb der Tumormikroumgebung haben kdnnten, wurden PBMCs erneut dem
konditionierten Medium von Tumorzellen und von Co-Kulturen von Tumorzellen
und ASCs ausgesetzt. In den folgenden Experimenten erfolgte eine detaillierte
Analyse der Veranderung der Immunzellphanotypen nach viertagiger Co-
Kultivierung. Fur diese Detailanalyse wurde aus den oben aufgefuhrten
Vorexperimenten der Ansatz mit konditioniertem Medium ausgewahlt. Dieser
bietet gegenuber der direkten Co-Kultivierung den Vorteil der deutlich
einfacheren Handhabbarkeit, was bei groReren Versuchsansatzen die
Realisierbarkeit gewahrleistet und die Zuverlassigkeit erhoht.

Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte zum einen als prozentualer Anteil der
jeweiligen Elternpopulation. Zum anderen ist die relative Anderung des Anteils
zu dem entsprechenden Anteil unter Standardbedingungen fur den jeweiligen
Probanden berechnet worden. Da sich die Anteile der einzelnen Phanotypen von
Spender zu Spender unterscheiden, erfolgt durch die Bezugnahme auf den
korrespondierenden Kontrollansatz und der Darstellung der relativen
Veranderungen eine bessere Reprasentation des Effekts, welcher durch das
konditionierte Medium hervorgerufen wurde.
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Abbildung 47: Einfluss von konditioniertem Medium auf den Anteil an NK-Zellen

Fur NK-Zellen (CD3-, CD56+, CD335+) war keine signifikante relative oder

absolute Veranderung zu beobachten. Es war eine geringe, nicht signifikante

Abnahme der NK-Zellen in allen konditionierten Medien zu verzeichnen, mit
Ausnahme des konditionierten Mediums der HPV-positiven Zelllinie.
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Abbildung 48: Einfluss von konditioniertem Medium auf den CD16+ Anteil der
CD3- negativen Zellen

Die CD3-, CD16+ Zellen definieren eine Subgruppe der NK-Zellen mit hohem
zytotoxischem Potential.
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Durch die konditionierten Medien der HPV-positiven Zelllinie gab es eine

signifikante Zunahme dieses Zelltyps. Ob die Tumorzellen allein, oder mit ASCs

co-kultiviert wurden, brachte keinen signifikanten Unterschied.
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Abbildung 49: Expression von HSP70 bei

Lymphozyten
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Lymphozyten und bei CD3-

HSP70 hat eine antiapoptotische Funktion und ist ein aktivierendes Signal fur die

Immunantwort.

Die Quantifizierung des HSP70 auf der Zelloberflache der Lymphozyten zeigte

eine signifikante (p<0,05) Erhohung der Expression auf Lymphozyten nach
Kultivierung mit konditioniertem Medium von CAL-27 & ASC Co-Kulturen. Bei
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Betrachtung der Expression auf CD3-Lymphozyten zeigte sich fur CAL-27
konditioniertes Medium ein signifikanter Anstieg. Es war zu beobachten, dass die
HSP70 Expression durch konditioniertes Medium von Co-Kulturen starker erhdht
war als durch konditioniertes Medium der Tumorzellen. Das konditionierte
Medium von CAL-27 fuhrte zu einer starkeren HSP70 Expression als jenes von
UD-SCC-2.
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Abbildung 50: Expression von Granulysin und Perforin in CD3-, CD56+, CD335+
Lymphozyten

In der direkten Zytotoxizitat von NK-Zellen spielen Perforin und Granulysin eine
zentrale Rolle. In den untersuchten Proben konnte in nahezu allen NK-Zellen
sowohl Perforin als auch Granulysin nachgewiesen werden. Die Kultivierung mit

dem konditionierten Medium hatte darauf keinen Einfluss.
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Abbildung 51: Expression von Granzyme B in CD3-, CD56+, CD335+

Lymphozyten

Die Protease Granzyme B ist ebenfalls ein wichtiger Bestandteil in der direkten

Zytotoxizitat von NK-Zellen. In dem hier aufgefuhrten Experiment wurde die

Granzym B Expression in CD3- Zellen quantifiziert. In diesen Zellen kann

angenommen werden, dass der antitumorose Effekt Uberwiegt. Der Anteil an
Granzym B positiven Zellen erhohte sich durch konditioniertes Medium der HPV-

positiven Zelllinie, die Veranderung war jedoch nicht statistisch signifikant.
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Abbildung 52: Expression von CD161 bei CD3- Lymphozyten
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CD161+ CD3- Zellen definieren eine pro-inflammatorische Untergruppe der NK-
Zellen.

Die Exposition zu konditionierten Medien fuhrte zu keiner signifikanten
Veranderung des Anteils dieses Phanotyps.
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Abbildung 53: Expression von HOBIT in CD3-, CD56+, CD335+ Lymphozyten

HOBIT ist im Reifungsprozess von NK-Zellen hochreguliert. Nach Kultivierung
von PBMCs mit konditioniertem Medium von CAL-27 & ASC-T10 Co-Kulturen,
sowie von UD-SCC-2 Kulturen zeigte sich eine statistisch nicht signifikante
Erhohung dieses Transkriptionsfaktor in NK-Zellen.
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Abbildung 54: Expression von CD4 bei CD3+ Lymphozyten

In der Analyse des Anteils der CD4+ T-Helferzellen ist, wie in den weiter oben
aufgefiihrten Experimenten, keine Anderung zu verzeichnen. Zur genaueren

Untersuchung sind im Folgenden die Subgruppen der T-Helferzellen aufgefuhrt.
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Abbildung 55: Expression von CD25 bei CD3+ Lymphozyten

Bei der Betrachtung der CD4+ CD25+ regulatorischen T-Zellen zeigt sich eine
signifikante Verringerung durch die Kultivierung mit konditioniertem Medium der

HPV-positiven Zelllinie UD-SCC-2 im Vergleich zum Standardmedium. Die mit
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ASC konditioniertem Medium kultivierten PBMCs wiesen den hochsten Anteil an
regulatorischen T-Zellen auf.
Das Medium der Co-Kulturen fuhrte zu einer nicht-signifikanten Steigerung der

regulatorischen T-Zellen gegenuber dem Medium der reinen Tumorzellkulturen.
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Abbildung 56: Expression von FoxP3 bei CD3+ Lymphozyten

Der Transkriptionsfaktor Forkhead-Box-Protein 3  definiert spezifisch
regulatorische T-Zellen. Die Ergebnisse fur die uUber FoxP3 definierten
regulatorischen T-Zellen sind nahezu identisch mit der oben aufgefuhrten
Auswertung der CD25+ regulatorischen T-Zellen. Bei etwas hoheren
Standardabweichungen und kleinem Kollektiv (n=6) zeigten sich hier jedoch
keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 57: Expression von CTLA-4 bei CD3+ CD4+ Lymphozyten

Die Expression des Immuncheckpoint-Rezeptors CTLA-4 war auf den CD4+
Zellen nach Kultivierung mit prakonditioniertem Medium von ASC-T10 statistisch
signifikant um das 1,58-fache gesteigert. Analog zu den Ergebnissen der Marker
regulatorischer T-Zellen wurde die Expression von CTLA-4 durch Medien der Co-
Kultivierung mit ASCs im Vergleich zu Medien von reinen Tumorzellkulturen

erhoht. Diese Unterschiede waren nicht signifikant.
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Abbildung 58: Expression von CD39 bei CD3+ CD4+ Lymphozyten
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CD39+ T-Helferzellen kdnnen einen immunsupprimierenden Effekt haben.
Nach der Kultivierung mit konditioniertem Medium von UD-SCC-2, zeigte sich
signifikant weniger CD39+ auf den untersuchten T-Helferzellen.
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Abbildung 59: Expression von CD103+ bei CD3+ CD4+ Lymphozyten

CD103+ T-Zellen konnen eine inhibierende Wirkung auf T-Effektorzellen haben.
Die Expression von CD103 wir durch TGF-beta gefordert.

Gegenuber dem Kontrollansatz erhohte sich fur alle konditionierten Medien die
CD103 Expression signifikant, aul3er fur das Co-Kulturmedium UD-SCC-2 + T10.
Die deutlichste Erhohung auf das 1,5-fache zeigte sich fur konditionierte Medien
mit CAL-27, sowohl in der Mono- als auch in der Co-Kultur.
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Abbildung 60: Expression von HELIOS in CD3+ CD4+ Lymphozyten

Der Transkriptionsfaktor HELIOS wird von regulatorischen T-Zellen exprimiert,
welche aus Thymus stammen.

Die HELIOS Expression ist in PBMCs, welche mit UD-SCC-2 konditioniertem
Medium kultiviert wurden, signifikant verringert (Faktor 0,83).
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Abbildung 61: Anteil von CD20+, CD19+ von CD45+ Zellen

Fir die Uber CD20+ und CD19+ definierten B-Zellen zeigte sich kein signifikanter
Unterschied zwischen den unterschiedlichen konditionierten Medien.
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Abbildung 62: Anteil von CD24+, CD38+ von CD19+, CD20+ Zellen

CD24+, CD38+ B-Zellen konnen an der lokalen Immunsuppression der
Tumormikroumgebung beteiligt sein.

Die Kultivierung mit konditionierten Medien fuhrte zu keiner signifikanten
Veranderung der CD24+, CD38+ B-Zellen.
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Abbildung 63: Anteil von CD27+ von CD19+, CD20+ Zellen

CD27 kommt gehauft auf B-Gedachtniszellen vor und kann CD8+ Zellen
aktivieren.

Die Expression von CD27 zeigte keine signifikante Veranderung in diesem
Experiment. Die Expression war fur ASC-T10 konditioniertes Medium am
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geringsten und fur das konditionierte Medium der Tumorzellmonokulturen am

hochsten.
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Abbildung 64: Expression von PD1 auf CD19+, CD20+ Zellen

PD-1 Expression auf B-Zellen tragt zu tumorfordernden Lokalbedingungen bei.
Bei hoher Standardabweichung zeigte sich kein signifikanter Unterschied fur die
Expression von PD-1 nach Kultivierung mit konditionierten Medien.

5.6 Zytokinanalyse in konditionierten Medien

Um herauszufinden, Uber welche Botenstoffe in der Interaktion von Kopf-Hals-
Plattenepithelkarzinomen und mesenchymalen Fettgewebsstammzellen mit
Immunzellen reguliert werden konnte, erfolgte eine quantitative Analyse
bestimmter Zytokine. Hierzu wurden zunachst Eichkurven aus einer
Verdunnungsreihe von Doublets erstellt. Danach wurden die konditionierten
Medien unverdunnt und in einer 1:4 Verdunnung (Faktor 5) auf folgende Zytokine
analysiert:

Free-active TGF-beta, IL-6, IL-8, IL-22, INF-gamma, EGF, VEGF, CCL2, SDF-1,
PD-1, MIP3-alpha.
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Das Tissue Culture Medium (TCM) besteht aus DMEM mit hitzeinaktiviertem
humanem Serum. Hierin sollten sich durch Hitzedenaturierung keine funktions-,

beziehungsweise nachweisfahigen Zytokine befinden.
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Abbildung 65: Gating Ubersicht Legendplex

In Abbildung 65 ist oben links die Gesamtzahl der aufgenommenen Events
dargestellt, diese sollten pro spezifischem Bead bei ca. 300 bis 400 liegen, daher
wurden fur das 11-fach Panel 4000 Events aufgenommen. Die Aufteilung in A
und B Beads erfolgte Uber die Grofe und Granularitat. Die Unterteilung in A3 -
A8, beziehungsweise B2, B4 - B6 und B9 erfolgt uber die APC-Intensitat, die
Quantifizierung erfolgt dann Uber die Intensitat des PE-Signals, welches in den

hier abgebildeten Beispielgraphen als ,Density“ bezeichnet wird.

117



Free active TGF-beta
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Abbildung 66: Eichkurve TGF-beta
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Konditioniertes Medium

Abbildung 67: TGF-beta Konzentrationen der konditionierten Medien

Auller den Doublets mit der geringsten Konzentration sind die Datenpunkte von
guter Qualitat. TGF-beta Konzentrationen zwischen 10 pg/ml und 10 ng/ml
lassen sich mit diesem Assay zuverlassig quantifizieren.

Der Graph zeigt, dass die ASCs viel TGF-beta sekretieren. Eine Stimulation der
Sekretion durch Tumorzellen findet nicht statt. CAL-27 sekretiert etwas TGF-
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beta. Im UD-SCC-2 konditioniertem Medium findet sich TGF-beta nur knapp uber
der Nachweisschwelle.

IL-6
IL-6 (A5)
Curve:5PL R2=0.9987 (N=16)
10* E
103 E
(T
= ]
102 E
101 -
v LRALLLL | LENLELEURRLAL | LI R LLLL | LI RLRL | LB LLLL |
10° 10! 102 10° 104
Conc. (pg/mL)

Abbildung 68: Einkurve von IL-6
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Konditioniertes Medium

Abbildung 69: IL-6 Konzentrationen der konditionierten Medien
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Die Datenpunkte sind von guter Qualitat. Konzentrationen zwischen 10 pg/ml und
10 ng/ml lassen sich mit diesem Assay zuverlassig quantifizieren.

Der IL-6 Gehalt von TCM liegt erwartungsgemald unter der Nachweisschwelle.
ASC-T10 sekretiert so viel IL-6, dass nur die 1:4 Verduinnung innerhalb der
Eichkurve lag. Fur die Co-Kultur von T10 und CAL-27 lag selbst die 1:4
Verduinnung an der oberen Schwelle. Die IL-6 Produktion wird durch die Co-
Kultivierung von ASC-T10 und CAL-27 stimuliert, es ist davon auszugehen, dass
der Grolteil des IL-6 in der Co-Kultur von ASCs stammt. Fur die UD-SCC-2 Co-
Kultur besteht dieser Effekt nicht.
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Abbildung 70: Eichkurve von IL-8
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Konditioniertes Medium

Abbildung 71: IL-8 Konzentrationen der konditionierten Medien

Die Datenpunkte bis zur dritten Verdinnung sind von guter Qualitat.
Konzentrationen zwischen 100 pg/ml und 10 ng/ml lassen sich mit diesem Assay
zuverlassig quantifizieren.

Auler bei ASC-T10 traten in allen Proben hohe IL-8 Konzentrationen auf, sodass
nur die Werte der verdunnten Proben verwendet wurden. Besonders hohe
Konzentration von IL-8 kommen durch die Co-Kultivierung von CAL-27 und ASC-
T10 zustande. Hier ist im Gegensatz zu IL-6 davon auszugehen, dass die
Sekretion von CAL-27 stammt.
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IL-22
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Abbildung 72: Eichkurve von IL-22

Die Datenpunkte sind von guter Qualitat. Konzentrationen zwischen 10 pg/ml und
10 ng/ml lassen sich mit diesem Assay zuverlassig quantifizieren.
Die Konzentrationen von IL-22 lagen in allen konditionierten Medien unter der

Quantifizierungsschwelle dieses Assays.
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Abbildung 73: Eichkurve von Interferon gamma

Die Datenpunkte sind von guter Qualitat. Konzentrationen zwischen 10 pg/ml und

10 ng/ml lassen sich mit diesem Assay zuverlassig quantifizieren.
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Die Konzentrationen von Interferon gamma lagen in allen konditionierten Medien

unter der Quantifizierungsschwelle dieses Assays.
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Abbildung 74: Eichkurve von EGF

Die Datenpunkte sind von guter Qualitat. Konzentrationen zwischen 10 pg/ml und
10 ng/ml lassen sich mit diesem Assay zuverlassig quantifizieren.

Die Konzentrationen von EGF lagen in allen konditionierten Medien unter der
Quantifizierungsschwelle dieses Assays.
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Abbildung 75: Eichkurve VEGF
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Konditioniertes Medium

Abbildung 76: VEGF Konzentrationen der konditionierten Medien

Die Datenpunkte sind von guter Qualitat. Konzentrationen zwischen 10 pg/ml und
10 ng/ml lassen sich mit diesem Assay zuverlassig quantifizieren.

In den konditionierten Medien von UD-SCC-2 wurden die hochsten Werte von
VEGF nachgewiesen und fur die reine ASC-Kultur die niedrigsten Werte. Die
Abweichung der Messwerte war jedoch so grof3, dass auch zwischen dem
hochsten und niedrigsten Wert kein signifikanter Unterschied bestand.
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CCL2
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Abbildung 77: Eichkurve von CCL2
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Abbildung 78: CCL2 Konzentrationen der konditionierten Medien

Die Datenpunkte sind von ausreichender Qualitat. Konzentrationen zwischen 10
pg/ml und 1 ng/ml lassen sich mit diesem Assay zuverlassig quantifizieren.

UD-SCC-2 konditioniertes Medium weist CCL2 Werte unter der
Quantifizierungsschwelle auf, wahrend CAL-27, CAL-27+T10 Werte oberhalb
des Quantifizierungsbereichs aufweisen. Fur T10 und UD-SCC2 + T10 wiesen

lediglich die Verdunnungen quantifizierbare Werte auf. Das lasst darauf
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schlielen, dass CAL-27 massiv CCL2 sekretiert und ASC-T10 eine etwas
geringere Menge, wahrend UD-SCC-2 kein, oder sehr wenig CCL2 sekretiert.

SDF-1
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Abbildung 79: Eichkurve von SDF-1

Die Datenpunkte sind von eingeschrankter Qualitat. Konzentrationen zwischen 1
ng/ml und 10 ng/ml lassen sich mit diesem Assay zuverlassig quantifizieren.

Die Konzentrationen von SDF-1 in den konditionierten Medien lagen allesamt
aullerhalb des mit diesen Assay quantifizierbaren Bereichs.
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Abbildung 80: Eichkurve von PD-1
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Abbildung 81: PD-1 Konzentrationen der konditionierten Medien

Die Datenpunkte sind von guter Qualitat. Konzentrationen zwischen 10 pg/ml und
1 ng/ml lassen sich mit diesem Assay zuverlassig quantifizieren. Bei
Konzentrationen zwischen 2 pg/ml und 10 pg/ml ist eine Quantifizierung moglich,
jedoch sind die Werte weniger genau als tber 10 pg/ml.

Der Graph zeigt, dass die PD-1 Konzentration in allen konditionierten Medien
relativ niedrig ist und somit die absoluten Werte nicht zuverlassig sind, die
relativen Unterschiede sind jedoch valide. PD-1 wird durch die Hinzugabe von
ASC-T10 zu Tumorzellkulturen im Vergleich zu den Einzelkulturen vermehrt
sekretiert.
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MIP3-alpha (CCL20)
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Abbildung 82: Eichkurve von MIP-3 alpha/CCL20
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Abbildung 83: MIP-3 alpha/CCL20 Konzentrationen der konditionierten Medien

Die Datenpunkte sind von guter Qualitat. Konzentrationen zwischen 10 pg/ml und
1 ng/ml lassen sich mit diesem Assay zuverlassig quantifizieren. AulRerhalb
dieses Bereichs ist keine valide Quantifizierung maoglich.

MIP-3 alpha beziehungsweise CCL20 wird von CAL-27 exprimiert. Die
Hinzugabe von ASC-T10 fuhrt zu keiner signifikanten Veranderung. Fur das
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konditionierte Medium der UD-SCC-2 und ASC-T10 Co-Kultur zeigt sich die
CCL20 Menge am unteren Rand der Nachweisgrenzen.

6 Diskussion

Bei Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinomen sind die hohe Lokalrezidivrate und die,
insbesondere bei HPV-positiven Tumoren frih auftretende,
Lymphknotenmetastasierung prognosebestimmend. Dieser Herausforderung
wird zum einen durch die Optimierung der chirurgischen und
strahlentherapeutischen Therapie und zum anderen durch die Erforschung der
biologischen Grundlagen begegnet. Hierbei stehen unter anderem das
Migrationsverhalten, die Tumormikroumgebung und die Tumorimmunologie im

Fokus.

Die Fahigkeit in das umliegende Gewebe zu migrieren, ist eine Eigenschaft von
Tumorzellen, welche die Metastasierung ermoglicht und Lokalrezidive begunstigt
(Yamaguchi et al., 2005). Bei korrekter onkologischer Resektion werden fur die
Entstehung von Lokalrezidiven im Wesentlichen 2zwei Mechanismen
verantwortlich gemacht: Zum einen die Feldkanzerisierung mit einer
zeitversetzen Entartung von Vorlauferlasionen und zum anderen der Verbleib
von nicht erkannten mikroskopischen Tumorresiduen in der Umgebung des
Primartumors (Tabor et al., 2004).

Die Tumorzellmigration und weitere wichtige biologische Eigenschaften von
Tumoren, wie die Immunmodulation oder Proliferation hangen nicht allein von
dem Tumor ab, sondern werden durch das umliegende Gewebe, die
Tumormikroumgebung wesentlich beeinflusst (Gajewski et al., 2013; Whiteside,
2008b).

Stammzellen mesenchymalen Ursprungs sind ein Zelltyp, welcher gehauft in der
Tumormikroumgebung vorkommt. Das perivaskulare Fettgewebe ist, neben dem
Knochenmark, eine reichhaltige Quelle von mesenchymalen Stammzellen.
Verschiedene Autoren stellten fest, dass mesenchymale
Fettgewebsstammzellen (ASCs) gehauft in Tumoren vorkommen (Antoine et al.,
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2007; Liotta et al., 2015). Die Frage, ob diese Zellen eine pro- oder antitumordse
Wirkung haben und uUber welche Mechanismen diese Wirkung entfaltet wird, ist
Thema einer anhaltenden Debatte.

Ein Aspekt, welcher der Untersuchung der Interaktion zwischen mesenchymalen
Fettgewebsstammzellen und Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinomzellen besondere
Relevanz verleiht, ist, dass ASCs immunmodulatorische Eigenschaften haben
(Ceccarelli et al., 2020). Die Erforschung dieser Eigenschaften ist unerlasslich,

um die lokale Immunsuppression der Tumormikroumgebung zu verstehen.

Daher hat die vorliegende Arbeit die Interaktion zwischen Kopf-Hals-
Plattenepithelkarzinomzellen und aus Fettgewebe isolierten mesenchymalen
Stammzellen untersucht. Dabei wurde untersucht, ob ASCs die Migration der
Tumorzellen anregen und ob Tumorzellen die Migration der ASCs steigern. Dies
erfolgte zum einen durch die Verwendung von konditioniertem Medium und zum
anderen in zwei Co-Kulturmodellen: der Mischkultur und der Parallelkultur. Dabei
wurde stets darauf geachtet, ob Unterschiede zwischen Fettgewebsstammzellen
peritumoralen Ursprungs und Fettgewebsstammzellen ohne Tumorassoziation
bestehen. Da HPV-assoziierte Tumore eine distinkte Tumorentitat darstellen,
wurde Uberpruft, ob sich diese Andersartigkeit im Migrationsverhalten
abzeichnet.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die ASCs in Richtung der Tumorzellen
migrieren, folgten Experimente zur Evaluation ihrer immunmodulatorischen
Eigenschaften. Abschlieend folgte eine ldentifizierung von Zytokinen, welche
moglicherweise fur die beobachteten Effekte verantwortlich sind.

6.1 Primarkulturen

Die Isolation, Anzucht, Charakterisierung und der Nachweis der
Stammzelleigenschaften der mesenchymalen Fettgewebsstammzellen gelang
erfolgreich. Die Anzucht korrespondierender autologer Tumorzellprimarkulturen
gelang nicht, so konnten keine autologen Co-Kulturmodelle etabliert werden.
Allogene Co-Kulturmodelle sind jedoch weit verbreitet und anerkannt, auch bei
der Kultivierung von PBMCs (Klyushnenkova et al., 2005; Wang et al., 2012; Yu
et al., 2008).
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6.2 Migrationsanalyse

6.2.1 Tumorzellmigration

Die Tumorzelllinien UD-SCC-2 und CAL-27 wurden mithilfe von Ibidi Inserts im
Migrationsassay daraufhin untersucht, ob ihre Migration durch mesenchymale
Fettgewebsstammzellen gefordert wird.

In den im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Experimenten zeigte sich keine
signifikante Veranderung, insbesondere keine Zunahme der Tumorzellmigration
durch mesenchymale Fettgewebsstammzellen. Zu beobachten war ein nicht
signifikanter Trend zugunsten einer verringerten Migration der Tumorzellen durch
das prakonditionierte Medium. Aus den hier aufgefuhrten Experimenten geht
nicht hervor, ob es sich um eine zufallige Beobachtung handelt, oder ob der
verwendete Migrationsassay eine moglicherweise bestehende Reduktion der
Tumorzellmobilitat nicht wiederzugeben vermag. Fur eine Reduktion der
Tumorzellmobilitat sprechen bisher unverodffentlichte  Ergebnisse  der
Arbeitsgruppe, welche eine signifikante Verringerung der Invasion von
Tumorzellen im Invasion-Chamber-Assay durch ASCs beschreiben.

In Bezug auf die moglichen Grinde einer verringerten Tumorzellmobilitat durch
ASCs lassen sich anhand der hier vorliegenden Daten keine Schllsse ziehen.
Auch die Ergebnisse der im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten

Zytokinanalysen liefern diesbezuglich keinen Erklarungsansatz.

Vergleicht man die Migrationsdaten der Tumorzellen unter dem Aspekt, ob
peritumorale mesenchymale Fettgewebsstammzellen oder ASCs eines
tumorfreien Patienten verwendet wurden, ist kein signifikanter Unterschied zu
verzeichnen. Daher ist anhand dieser Daten nicht davon auszugehen, dass
Tumore die Eigenschaften der ASCs in ihrem Umfeld dauerhaft zu Gunsten einer

verstarkten Sekretion von pro-migratorischen Zytokinen verandern.

Die Gegenuberstellung der HPV-negativen Zelllinie CAL-27 und der HPV-
positiven Zelllinie UD-SCC-2 zeigt CAL-27 als grundlegend migrationsfreudiger.
Jedoch sind die relativen Unterschiede, die durch das konditionierte Medium der

ASCs hervorgerufen wurden, weitestgehend gleich. Hieraus Iasst sich schliel3en,
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dass der HPV-Status keine Bedeutung fur die Beeinflussbarkeit der Migration
durch mesenchymale Fettgewebsstammzellen hat.

Eine Bestrahlung der ASCs vor Gewinnung des konditionierten Mediums brachte
keine signifikante Veranderung der Migration der Tumorzellen. Aufgrund dessen
ist davon auszugehen, dass die bestrahlungsinduzierte Migration, welche unter
anderem von Schiefler et al. beschrieben wurde, in vitro nicht zusatzlich durch
ASCs gefordert wird. (Schiefler et al., 2014).

Vergleicht man die Ergebnisse dieser Arbeit mit der bestehenden Literatur, dann
fallt auf, dass sich eine Reihe von Autoren findet, die eine Forderung der
Migration und Metastasierung von Tumorzellen durch ASCs beschreiben. So
beschreiben Rowan et al. eine Erhohung der Migration in vitro und eine
vermehrte Metastasierung in vivo fur Brustkrebs und fur Kopf-Hals-
Plattenepithelkarzinomen (Rowan et al., 2014; Rowan et al., 2016) und Nowicka
et al. gesteigerte Migration fur Ovarialkarzinome in vitro durch mesenchymale
Stammzellen (Nowicka et al., 2013).

Im Gegensatz dazu gibt es deutlich weniger Literatur, die, wie in der hier
vorliegenden  Arbeit, eine Abnahme oder ein Gleichbleiben des
Migrationsverhaltens beschreibt. Ein Beispiel hierfur findet sich bei Sun et al.. Sie
beschreiben eine Abnahme des Wachstums und der Metastasierung von
Mammakarzinomzellen im Mausmodell bei Co-Injektion von aus Fettgewebe
isolierten mesenchymalen Stromazellen (Sun et al., 2009). Mdglicherweise
werden negative Ergebnisse, wie das Nichtvorhandensein einer signifikanten
Veranderung des Migrationsverhaltens, seltener publiziert.

Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern keine Hinweise darauf, dass eine
Verwendung von mesenchymalen Fettgewebsstammzellen in  der
rekonstruktiven Chirurgie bei Tumorpatienten negative onkologische Effekte
durch eine verstarkte Migration moglicher Tumorresiduen haben konnte.

132



6.2.2 Mesenchymale Fettgewebsstammzellenmigration

Um herauszufinden, ob die Migration von ASCs durch Tumorzellen stimuliert
wird, wurde von Tumorzellen konditioniertes Medium auf mesenchymale
Fettgewebsstammzellkulturen gegeben.

Hierbei zeigte sich eine signifikante Zunahme der Migration. Die Beobachtung,
dass die Migration der ASCs durch Tumorzellen geférdert wurde, war
unabhangig von der verwendeten Tumorzell- und Fettgewebsstammzelllinie und
war zu allen Auswertungszeitpunkten zu beobachten, wenn auch mit
unterschiedlichem Signifikanzniveau.

Der migrationsfordernde Effekt von Tumorzelluberstanden auf ASCs wurde
durch eine Bestrahlung der Tumorzellen mit zwei Gy zusatzlich verstarkt.

Der gleiche Effekt konnte in den Parallelkultur-Experimenten verzeichnet werden,
in denen Tumorzellen auf der einen und mesenchymale Fettgewebsstammzellen
auf der anderen Seite der Ibidi-Chambers ausgesat wurden. Hier waren die
relativen Unterschiede noch starker ausgepragt als in den Experimenten mit
konditioniertem Medium.

Wurde auf beiden Seiten eine Mischung aus Tumor- und mesenchymalen
Fettgewebsstammzellen ausgesat, blieb eine signifikante Zunahme der Migration

aus.

Aus diesen Ergebnissen kann geschlussfolgert werden, dass eine Chemotaxis,
also eine Anlockung der mesenchymalen Fettgewebsstammzellen durch
Zytokine der Tumorzellen vorliegt. Damit lieferten die Experimente
ubereinstimmende Ergebnisse mit publizierten Untersuchungen zu anderen

Tumorentitaten.

Es gibt eine solide Evidenz, dass mesenchymale Stammzellen in verletztes oder
entzindetes Gewebe einwandern (Fu et al., 2009; Sasaki et al., 2008).

Das lokale Milieu von beschadigtem Gewebe hat Gemeinsamkeiten mit der
Tumormikroumgebung. Bereits 1986 beschrieb Dvorak Tumore als Wunden,
welche nicht heilen (Dvorak, 1986). Auch in der Eigenschaft mesenchymale
Stammzellen anzulocken, ahneln sich verletztes Gewebe und die
Tumormikroumgebung. Kidd et al. konnten im Mausmodell per Biolumineszenz

sichtbar machen, wie mesenchymale Stammzellen von Brustkrebstumoren
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rekrutiert werden (Kidd et al., 2009). Fur andere Tumorentitaten konnte ebenfalls
gezeigt werden, dass mesenchymale Stammzellen von Tumoren rekrutiert
werden. Nowicka et al. demonstrierten dies fur Ovarialkarzinome und ASCs in
vitro und in vivo (Nowicka et al., 2013) und Liotta et al. fanden eine Anreicherung
von mesenchymalen Stammzellen in Kopf-Hals-Tumoren von Patienten (Liotta
et al., 2015).

Bei der Untersuchung der Interaktion zwischen Kopf-Hals-Tumoren und
mesenchymalen Fettgewebsstammzellen konnte diese Arbeit Ergebnisse liefern,
welche untermauern, dass auch fur diese Art von mesenchymalen Stammzellen
und fur diese Tumorentitdt, mesenchymale Stammzellen in die
Tumormikroumgebung rekrutiert werden.

Dabei scheint der Effekt weder von dem HPV-Status der Tumoren noch davon
abzuhangen, ob es sich um peritumorale mesenchymale

Fettgewebsstammzellen handelt oder um Zellen eines tumorfreien Patienten.

Eine Zunahme der Rekrutierung von mesenchymalen Stammzellen in die
Tumormikroumgebung durch Bestrahlung beschreibt Klopp et al. far
Mammakarzinome im Mausmodell und fuhrt diesen Sachverhalt auf die
vermehrte Ausschuttung des pro-entzundlichen Zytokins TGF-beta und auf eine
gesteigerte Ausschuttung von Wachstumsfaktoren, unter anderem VEGF und
PDGF, zurtck (Klopp et al., 2007). In den oben aufgefuhrten Experimenten zeigte
sich ebenfalls eine Verstarkung des Effekts durch die Bestrahlung mit zwei Gray,
diese war jedoch statistisch nicht signifikant.

6.2.3 Migrationsexperimente mit fluoreszierenden Zellen

Um die Frage zu klaren, wie sich die mesenchymalen Fettgewebsstammzellen
verhalten, nachdem sie in den Migrationsexperimenten die Tumorzellen erreicht
haben, das heil3t, nachdem sich der zellfreie Spalt geschlossen hat, war es
notwendig die Zellen eindeutig unterscheiden zu konnen. Dies ist per
Phasenkontrastmikroskop im konfluenten Zellrasen nicht mdoglich. Daher erfolgte

die Farbung der beiden Zelltypen mit Fluoreszenzfarbstoffen. Da jedoch die
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Migrationseigenschaften dadurch stark verandert wurden, war einen Auswertung
nicht moglich.

Als weitere Methode wurde mittels GFP-Transfektion eine CAL-27 Zelllinie mit
Fluoreszenz  kreiert. Die transfizierten Zellen glichen in ihren
Migrationseigenschaften den urspringlichen Zellen weitestgehend, jedoch
konnte keine ausreichende Farbintensitat fur eine zuverlassige Unterscheidung

zwischen ASCs und Tumorzellen erreicht werden.

6.3 3D Kultur

Die realen Bedingungen von Tumoren sind durch eine dreidimensionale
Zellkultur besser reprasentiert als durch einen einschichtigen Zellrasen. So
unterscheidet sich das Ansprechen auf Chemotherapie oder Bestrahlung
derselben Zelllinie in der 2D und 3D Kultur (Hagemann et al., 2017; Melissaridou
et al., 2019; Sowa et al., 2010).

Fur Kopf-Hals-Tumore konnte zudem gezeigt werden, dass Stammzellmarker,
sowie Marker der epithelial-mesenchymalen Transition vermehrt in 3D Kulturen
exprimiert werden (Melissaridou et al., 2019). Daher war ein Ziel dieser Arbeit die
Etablierung eines zuverlassigen und vielseitigen 3D Modells.

Dies gelang uber die ,Hanging-Drop“ Methode. Damit lieRen sich mit hoher
Zuverlassigkeit dreidimensionale Tumorzellmodelle und Co-Kulturmodelle
generieren. Diese ca. 0,6 mm grol3en Spharoide zeigten sich nach dem Transfer
aus dem hangenden Tropfen in Standardkulturschalen auch nach mehrtagiger
Kultivierung koharent und formstabil. Hiermit wurde erfolgreich ein
dreidimensionales Co-Kulturmodell etabliert, welches fur weitere Experimente
verwendet werden kann und somit einen Mehrwert in der in vitro Erforschung der

Interaktionen der verschiedenen Zelltypen in der Tumormikroumgebung bietet.

6.3.1 Migration in 3D Kultur

Eine Zielsetzung war die Etablierung eines dreidimensionalen Migrationsassays,
in welchem ausgewertet werden sollte, wie stark Tumorzellen aus dem Sphéaroid

in die umgebenden ASCs einwandern.
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Eine Quantifizierung war mit dem durchgefuhrten Experiment nicht moglich, da
die fluoreszierenden Tumorzellen, welche sich aus dem Spharoid herausgelost
hatten, ihre Fluoreszenz verloren und damit keine Unterscheidbarkeit per
Mikroskop gegeben war.

Umgekehrt war es ebenfalls nicht moglich die ASCs zu quantifizieren, die in das
Spharoid eingewandert waren.

6.4 Immunmodulatorische Effekte von mesenchymalen

Fettgewebsstammzellen und Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinomzellen

Nachdem in den Migrationsexperimenten nachgewiesen werden konnte, dass
sich die mesenchymalen Fettgewebsstammzellen auf die Tumorzellen
zubewegen und in der Literatur berichtet wird, dass sich in Kopf-Hals-Tumoren
eine Anreicherung von ASCs findet (Liotta et al., 2015), kann geschlussfolgert
werden, dass ASCs aktiv in die Tumormikroumgebung rekrutiert werden.

Daher stellte sich die Frage, welche Rolle die ASCs innerhalb der
Tumormikroumgebung einnehmen.

Das Immunsystem ist unter physiologischen Bedingungen in der Lage aberrante
Zellen zu erkennen und diese abzutéten, um eine ungebremste Vermehrung zu
verhindern. Diese Funktion des Immunsystems wird jedoch von Tumoren
umgangen (Hanahan & Weinberg, 2011).

Bei der lokalen Immunmodulation hin zu einem tumorférdernden Milieu wird die
Rolle von mesenchymale Stammzellen kontrovers diskutiert.

Die Uberwiegende Mehrheit der Autoren geht von einer immunsupprimierenden
und somit tumorférdernden Rolle von mesenchymalen Stammzellen und ASCs
aus (Guan & Chen, 2013).

Dabei werden unter anderem eine Inhibition der T-Zell Antwort (Krampera et al.,
2003; Liotta et al., 2015), der B-Zell Proliferation (Tabera et al., 2008), sowie der
Reifung und Funktion von dendritischen Zellen beschrieben (Jiang et al., 2005).
In der Tumorimmunologie spielen die regulatorischen T-Zellen, kurz Tregs, eine
herausragende Rolle, da sie gehauft in soliden Tumoren vorkommen, ein
tumorforderndes Milieu kreieren und die Inhibition dieser Zellen ein zentraler
Mechanismus moderner Immuntherapien ist (Beyer & Schultze, 2006; Tanaka &

Sakaguchi, 2017). Daher stellt die Forderung von regulatorischen T-Zellen durch
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mesenchymale Stammzellen, welche unter anderem von Prevosto et al. und
Patel et al. beschrieben wird, einen interessanten moglichen Ansatzpunkt fur
Therapeutika dar (Patel et al., 2010; Prevosto et al., 2007).

Ergebnisse, welche eine immunstimulierende Wirkung von mesenchymalen
Stammzellen beschreiben, gibt es nur vereinzelt. Mcintosh et. al beschreiben
eine Stimulation der T-Zell Proliferation durch frisch isolierte ASCs und von ASCs
in Passage 1. Die Folgegenerationen jenseits von Passage 1 dieser
Primarkulturzellen zeigten jedoch wieder ein immunsuppressives Verhalten
(Mcintosh et al., 2006).

Mesenchymale Fettgewebsstammzellen stellen nur eine Untergruppe der
mesenchymalen Stammzellen dar und in vielen tumorimmunologischen
Publikationen wurden mesenchymale Stammzellen des Knochenmarks
untersucht. Daher stellen die Ergebnisse von Puissant et al., in denen gezeigt
wurde, dass sich ASCs und mesenchymale Stammzellen des Knochenmarks
hinsichtlich ihrer immunmodulatorischen Eigenschaften stark ahneln, eine
wichtige Erkenntnis dar (Puissant et al., 2005). Zu diesem Schluss kommen auch
Yoo et al. in einem Vergleich mesenchymaler Stammzellen unterschiedlichen

Ursprungs (Yoo et al., 2009).

In den oben aufgeflhrten Migrationsexperimenten hatten sich mesenchymale
Fettgewebsstammzellen von Tumorpatienten und von tumorfreien Patienten
gleich verhalten. Dieser Vergleich soll auch bei der Evaluation der
immunmodulatorischen Eigenschaften gezogen werden. Razmkhah et al.
veroffentlichten Ergebnisse, laut denen ASCs von Brustkrebspatienten
fortgeschrittenen Stadiums eine starkere pro-apoptotische Wirkung auf

Lymphozyten haben (Razmkhah et al., 2018).

6.4.1 Einfluss von konditioniertem Medium und Co-Kultivierung auf

Immunzellen

Ziel war es die immunmodulatorischen Eigenschaften der ASCs, der Kopf-Hals-
Plattenepithelkarzinomzellen und beider Zelltypen gemeinsam zu evaluieren.

Dabei war die Hypothese, dass ASCs uber die Forderung von regulatorischen
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Lymphozyten einen immunsupprimierenden Effekt haben und sich dieser
verstarkt, wenn Tumorzellen und ASCs co-kultiviert werden. Es wurden jeweils
eine HPV-positive und eine HPV-negative Zelllinie mit der Hypothese verwendet,
dass die HPV-positive Ziellinie immunogener ist.

Zunachst konnte in Vorexperimenten gezeigt werden, dass die Lymphozyten
sowohl in der Kultivierung mit konditioniertem Medium als auch in der direkten
Co-Kultur vital blieben und eine Auswertung der Subgruppen erlauben.

Die Anteile der Subpopulationen B-Zellen, T-Helfer und T-Killerzellen sowie NK-
Zellen anderten sich nicht in relevantem Malle durch die Exposition zu
konditioniertem Medium, zu ASCs, zu Tumorzellen oder zu Co-Kulturen. Zu
beobachten war jedoch ein Trend hin zu hoheren Anteilen von B-Zellen und NK-
Zellen in den Versuchsansatzen mit der HPV-positiven Zelllinie, sowie ein
geringerer Anteil von NK-Zellen in den Versuchsansatzen mit der ASC-
Tumorzell-Co-Kultur. Bei Betrachtung der Ergebnisse lasst sich jedoch sagen,
dass die Auswertungsgrofie der Lymphozytensubgruppen fur die Quantifizierung
der immunmodulatorischen Eigenschaften zu grob ist. Daher war zur weiteren
Untersuchung dieser Effekte eine detailliertere Analyse einzelner Phanotypen

der Lymphozytensubgruppen notwendig.

6.4.2 In vitro tumorinfiltrierende Lymphozyten

In der Tumorimmunologie nehmen die Lymphozyten, die innerhalb der Tumore
gefunden werden, sogenannte tumorinfiltrierende Lymphozyten, eine
herausragende Stellung ein. In der Serie von Publikationen ,Focus on TILs" wird
die prognostische Relevanz unterschiedlicher Lymphozyten fur eine Reihe von
Tumoren untersucht, so auch fur Kopf-Hals-Tumore (Uppaluri et al., 2008). Auch
hier ist das Bild nicht einheitlich. Haufig korrelieren tumorinfiltrierende CD3+ und
insbesondere CD8+ Lymphozyten mit einer besseren Prognose (Nguyen et al.,
2016; Pages et al., 2010). Hohe Level von FoxP3+ oder PD-1+ Lymphozyten
korrelieren teilweise mit einer glinstigen Prognose (Kim et al., 2016). Vereinzelt
wird jedoch berichtet, dass diese regulatorischen Marker einen negativen
prognostischen Marker darstellen (de Ruiter et al., 2017).
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Der Hauptfokus liegt in der Untersuchung von tumorinfiltrierenden T-Zellen.
Bezlglich B-Zellen und NK-Zellen gibt es deutlich weniger Literatur. Dabei ist aus
der Transplantations-, Autoimmunitats- und Allergieforschung bekannt, dass B-
Zellen eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung von T-Zell-Antworten spielen
(Nelson, 2010). Daruber hinaus kann eine spezifische Subgruppe von
regulatorischen B-Zellen die lokale Immunevasion begunstigen (Olkhanud et al.,
2011).

NK-Zellen werden mit ihren zytolytischen Eigenschaften als eine potentiell
potente antitumordse Subgruppe betrachtet (Habif et al., 2019).

Mithilfe der Spharoide war es moglich in vitro tumorinfiltrierende Lymphozyten zu
kreieren und auszuwerten, indem die PBMCs mit den Spharoiden co-kultiviert
wurden. Nach einer bestimmten Zeit wurden die Spharoide geerntet und
mechanisch vereinzelt, sodass die darin enthaltenen Lymphozyten
durchflusszytometrisch analysiert werden konnten. Mit dieser Methode konnte
ein einfach zu reproduzierendes und zuverlassiges Verfahren etabliert werden.
Mithilfe dieses Verfahrens kann man die Effekte von unterschiedlichen
Bedingungen und Therapeutika auf die tumorinfiltrierenden Lymphozyten testen.
Aufgrund der vergleichsweisen geringen Anzahl an Lymphozyten, die aus einem
einzelnen Spharoid gewonnen werden konnen, ist diese Methode jedoch mit
einem hohen Arbeitsaufwand verbunden.

Ein Vergleich der in vitro tumorinfilirierenden Lymphozyten mit jenen
Lymphozyten, die sich im umgebenden Medium befinden, ergab héhere Anteile
von NK-Zellen und CD8+ T-Zellen innerhalb des Spharoids. Dies liel3e sich damit
erklaren, dass ein allogener Tumor fur PBMCs eine Immunogenitat aufweist.
Jedoch wurden in diesem Experiment lediglich die Subpopulationen B-Zellen, T-
Helfer- und T-Killerzellen sowie NK-Zellen in geringer Probenzahl betrachtet.
Daher waren keine relevanten Unterschiede zwischen dem reinen
Tumorzellspharoid und dem ASC-Tumorzell-Co-Kulturspharoid zu beobachten.
So konnte zwar ein geeignetes 3D-Modell zur Uberprifung der Hypothese, dass
ASCs die lokale Immunevasion begunstigen, etabliert werden, geklart werden
konnte diese Hypothese anhand dieser Daten jedoch nicht.

Die Untersuchung von in vitro tumorinfiltrierenden Lymphozyten in Co-Kultur

stellt somit weiterhin eine interessante Fragestellung dar. Hier sind weitere
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Experimente mit detaillierteren Analysepanels und einer groReren Anzahl an
Proben notwendig.

6.4.3 Detailanalyse des Einflusses von Kopf-Hals-
Plattenepithelkarzinomzellen und mesenchymalen

Fettgewebsstammzellen auf Immunzellen

Die alleinige Analyse der Subgruppen NK-Zellen, B-Zellen, T-Helfer- und T-
Killerzellen stellt eine simple und relativ grobe Methode dar. Um qualifizierte
Aussagen uber die Immunmodulation von ASCs und Tumorzellen zu treffen, ist
eine Detailanalyse einzelner Phanotypen notwendig. Hierzu wurden
Lymphozyten von funf Individuen nach Kultivierung in konditioniertem Medium
von ASCs, Tumorzellen und Co-Kulturen mithilfe von drei Panels, bestehend aus
insgesamt 35 Markern, analysiert. Hierbei lag der Fokus auf Markern, welche
Lymphozyten charakterisieren, die entweder regulatorische und somit die
Immunantwort bremsende Eigenschaften haben, oder auf Markern, die

antitumorose beziehungsweise zytotoxische Immunzellen kennzeichnen.

Bezlglich der Hypothese, dass die HPV-positive Zelllinie UD-SCC-2 eine hohere
Immunogenitat aufweist, liel sich beobachten, dass nach Kultivierung mit UD-
SCC-2 konditioniertem Medium statistisch signifikant mehr CD3-, CD16+
Lymphozyten vorkamen. Diese Zellen stellen eine Subgruppe mit hohem

zytolytischen und somit anti-tumordsen Potential dar (Mandelboim et al., 1999).

Daruber hinaus zeigten sich fur UD-SCC-2 statistisch signifikant weniger CD39+
und CD25+ T-Zellen. CD25+ T-Helferzellen spielen eine SchlUsselrolle in der
Tumorimmunevasion und konnen durch TGF-beta induziert werden (Liu et al.,
2007). Die immunsuppressive Wirkung von CD25 ist so stark, dass eine
Blockade zu einer Lyse von Tumoren fuhren kann (Vargas et al., 2017).

Auch die Abnahme der CD39+ Lymphozyten weist auf eine hohere
Immunogenitat der UD-SCC-2 Zellen hin, da auch diese Subgruppe einen

immunsupprimierenden Effekt hat.
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Pruft man die Hypothese, dass ASCs an der lokalen Immunsuppression der
Tumormikroumgebung beteiligt sind, sollte man die immunmodulatorischen
Phanotypen CD25, FoxP3, CD39 und CTLA-4 und PD-1 betrachten.

Ein gleichformiges, wenn auch statistisch nicht signifikantes Muster fur die
Expression von CD25, FoxP3 und CTLA-4, bei welchem das konditionierte
Medium der Co-Kulturen und der ASCs jeweils zu einer verstarken Expression
fuhrt, spricht fur eine Immunsuppression durch ASCs.

Insbesondere die signifikante Erhohung der Expression von CTLA-4 durch
konditioniertes Medium von ASCs unterstutzt diese Hypothese. Dies ist von
besonderer Relevanz fur das Verstandnis der Rolle von ASCs innerhalb der
Tumormikroumgebung, da mit Ipilimumab ein CTLA-4 Antikorper zur Verfligung
steht, welcher in der Kombination mit Nivolumab in einer Phase Il Studie als
neoadjuvante Therapie fur Kopf-Halstumore in der Rezidivsituation erprobt wird
(Zuur et al., 2018).

Eine weitere Fragestellung war, ob die immunmodulatorischen Eigenschaften
von ASCs durch die Interaktion mit Tumorzellen zusatzlich gefordert werden.
Vergleicht man hierfur die Expression der regulatorischen Marker auf den
Lymphozyten, die mit konditioniertem Medium von ASCs Monokulturen inkubiert
wurden mit jenen, welche mit konditioniertem Medium der Co-Kulturen inkubiert
wurden, so weisen die Co-Kulturen relativ zu der ASC-Kultur keine verstarkten
immunsuppressiven Eigenschaften auf. Die Co-Kulturen und die ASC-
Monokultur scheinen uber ihr konditioniertes Medium ein ahnliches Mal} an
immunsuppressiver und toleranzinduzierender Wirkung auf die Immunzellen zu

haben.

Hier konnte man nun argumentieren, dass die Unterschiede zwischen dem
konditionierten Medium der Tumorzellmonokulturen und der Co-Kulturen
zugunsten der Expression von immunmodulatorischen Markern lediglich ein
proportionaler Effekt der Hinzugabe von ASCs sind. Zu beachten ist jedoch, dass
sich in den Co-Kulturen lediglich 10% ASCs und 90% Tumorzellen befunden
haben.

Dies macht es unwahrscheinlich, dass es sich bei dem beobachteten
immunmodulatorischen Wandel des konditionierten Mediums der Co-Kulturen

um einen Effekt handelt, welcher ebenfalls durch eine anteilige Mischung der
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konditionierten Monokulturmedien erreicht werden konnte, sondern um einen
Effekt, der auf einer Interaktion zwischen Tumorzellen und ASCs beruht.
Zusammenfassend ist anhand der vorliegenden Daten davon auszugehen, dass
die immunmodulatorischen Eigenschaften des konditionierten Mediums der Co-
Kulturen starker und komplexer sind als die Addition der Monokulturmedien.

Somit kann anhand dieser Arbeit argumentiert werden, dass unter Co-
Kulturbedingungen eine Forderung der immunmodulatorischen Eigenschaften
der ASCs durch die Interaktion mit Tumorzellen vorliegt. Alternativ konnte auch
eine Induktion von immunmodulatorischen Eigenschaften bei den Tumorzellen

durch ASCs vorliegen.

6.5 Zytokinanalyse in konditionierten Medien

In den Migrationsexperimenten konnte gezeigt werden, dass Tumorzellen und
deren konditionierte Medien die Migration von ASCs verstarken.

In  den Analysen der immunmodulatorischen Eigenschaften der
prakonditionierten Medien von ASCs, Tumorzellen und deren Co-Kulturen wurde
eine Veranderung hin zu regulatorischen Lymphozytenpopulationen beobachtet.
Aus diesen Ergebnissen ergibt sich die Frage durch welche Zytokine diese
Effekte vermittelt werden konnten.

Hierzu wurden einige Zytokine und I0sliche Rezeptoren ausgewahlt, welche Teil
jener zellularen Wege sind, die fur die oben genannten Ergebnisse von
Bedeutung sind.

Mit dem verwendeten Assay konnen dabei nur Konzentrationen in einem
gewissen Bereich quantifiziert werden. Die untere Nachweisgrenze lag dabei bei
ca. einem Hundertstel der oberen Nachweisgrenze. Durch die Verwendung von
verdinntem und unverdunntem prakonditionietem Medium wurde der
quantifizierbare Bereich nochmals um Faktor funf erweitert.

Fur IL-22, INF-gamma, EGF, und SDF-1 lagen die Konzentrationen der
prakonditionierten Medien unter der jeweiligen Nachweisgrenze.

Da der vom Hersteller festgelegte Nachweisbereich des Assays speziell fur
Zellkulturmedien und Blutplasma gewahlt ist, bedeutet ein Wert unter der
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Nachweisgrenze, dass fur die oben genannten Zytokine keine biologisch
relevante Rolle anzunehmen ist.

Fir die im Folgenden aufgefuhrten Zytokine wurden relevante Mengen
nachgewiesen.

CCL-2 ist ein Zytokin, welches die Rekrutierung von myeloiden Suppressorzellen
und Tumor assoziierten Makrophagen in die Tumormikroumgebung fordert und
somit zu immunsuppressiven Lokalbedingungen fuhren kann (Huang et al., 2007;
Zhou et al., 2019). Hier gab es gravierende Unterschiede in der Ausschuttung
dieses Zytokins. Wahrend die HPV-positive Zelllinie UD-SCC-2 CCL-2 unterhalb
der Nachweisschwelle sekretierte, zeigten sich bei CAL-27 Werte oberhalb der
Quantifizierungsschwelle. Im konditionierten Medium von ASC-T10 wurde
ebenfalls viel CCL-2 detektiert. Diese Ergebnisse unterstutzen die These, dass
HPV-positive Tumore starker immunogen sind und, dass die Zugabe von ASCs

die Immunogenitat reduziert.

Mit TGF-beta und IL-6 wurden zwei Zytokine untersucht, welche als Treiber der
epithelial-mesenchymale Transition identifiziert wurden (Wendt et al., 2009;
Yadav et al., 2011).

Beide Zytokine werden in hohem Malle von mesenchymalen
Fettgewebsstammzellen  ausgeschittet und  konnten  Treiber  einer
Tumorprogression sein. Diese Beobachtung stimmt unter anderem mit den
Ergebnissen von Kang et al. Uberein (Kang et al., 2008).

Einen weiteren Hinweis, dass das Vorkommen von ASCs in der
Tumormikroumgebung eine durch I0sliche Faktoren verursachte lokale
Tumorprogression und die EMT fordern kann, ergibt sich aus der vermehrten
Ausschuttung von IL-8 in Co-Kulturen (Chan et al., 2016; Palena et al., 2012).

Die hohe TGF-beta Konzentration im konditionierten Medium von ASCs ist nicht
nur im Hinblick auf die EMT interessant, sondern konnte auch ein Weg sein, Uber
den ASCs regulatorische T-Zellen fordern (Huber et al., 2004; Shevach et al.,
2008). Ein weiteres Zytokin, welches die Rekrutierung von regulatorischen T-
Zellen fordern kann, ist CCL20, auch MIP-3 alpha genannt (Liu et al., 2011). Die
Sekretion von CCL20 durch CAL-27 kann ein weiterer Faktor sein, der zu einer

starkeren Tumorimmunevasion von HPV-negativen Tumoren beitragt.
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7 Zusammenfassung

Das ubergeordnete Ziel dieser Arbeit war ein Erkenntnisgewinn Uber die
Interaktion zwischen Kopf-Hals-Tumoren und mesenchymalen
Fettgewebsstammzellen vor dem Hintergrund des gehauften Vorkommens von
mesenchymalen Fettgewebsstammzellen in der Tumormikroumgebung und ihrer
unklaren Aufgabe in dieser.

Dabei sollte zum einen die gegenseitige Beeinflussung der Migration quantifiziert
werden und zum anderen sollte untersucht werden, welche Effekte diese beiden
Zelltypen auf Immunzellen haben, um so mogliche immunmodulatorische
Eigenschaften aufzuzeigen. Anschliefend sollten Zellbotenstoffe identifiziert
werden, welche fur die Beobachtungen der vorausgegangenen Experimente
mitverantwortlich sein konnten.

Dabei wurde zusatzlich analysiert, ob systematische Unterschiede zwischen
einer HPV-positiven Zelllinie und einer HPV-negativen Tumorzelllinie und
zwischen peritumoralen mesenchymalen Fettgewebsstammzellen und Zellen

von tumorfreien Patienten bestehen.

In den Migrationsexperimenten zeigte sich, dass es zu keiner Forderung der
Tumorzellmigration kam, weder durch konditioniertes Medium der
mesenchymalen Fettgewebsstammzellen noch durch eine direkte Co-
Kultivierung der beiden Zelltypen.

Dieses Ergebnis war unabhangig von der Tumorassoziation der mesenchymalen
Stammzellen. Es zeigte sich ebenfalls kein Unterschied zwischen den beiden
verwendeten Tumorzelllinien.

Damit liefert diese Arbeit keinen Hinweis darauf, dass durch die Verwendung von
mesenchymalen Fettgewebsstammzellen in der rekonstruktiven Chirurgie
negative onkologische Effekte aufgrund einer Forderung von Invasion und

Metastasierung residualer Tumorzellen zu erwarten ist.

Die Migration der mesenchymalen Fettgewebsstammzellen hingegen wurde
signifikant durch Tumorzellen erhoht. Dieser Effekt war unabhangig von dem

144



HPV-Status der Tumorzellen und von der Tumorassoziation der
Fettgewebsstammzellen. Das gesteigerte Migrationsverhalten zeigte sich,
verglichen mit konditioniertem Medium, verstarkt in der direkten Co-Kultur. Fir
Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinomzellen ist eine strahleninduzierte Migration
bereits bekannt. In den hier aufgefuhrten Experimenten war ebenfalls eine
Verstarkung der Migration durch Bestrahlung der Co-Kulturen und der

Tumorzellkulturen vor Gewinnung des konditionierten Mediums zu beobachten.

Die durch Tumorzellen gesteigerte Migration der mesenchymalen
Fettgewebsstammzellen legt in Zusammenschau mit den Beobachtungen des
gehauften Vorkommens dieser Zellen in und um Kopf-Hals-Tumore eine aktive

Rekrutierung in die Tumormikroumgebung nahe.

Bezuglich der Frage, welche Rolle die mesenchymalen Fettgewebsstammzellen
in der Tumormikroumgebung einnehmen, wurden in dieser Arbeit die
Auswirkungen auf das zellulare Immunsystem in vitro untersucht. Hierbei konnte
die These erhartet werden, dass mesenchymale Fettgewebsstammzellen durch
Immunmodulation, wie beispielsweise die signifikante Steigerung der CTLA-4
Expression auf T-Zellen, eine lokale Immunsuppression fordern.

Des Weiteren gab es Hinweise, dass mesenchymale Fettgewebsstammzellen
einen starkeren immunmodulatorischen Effekt haben, wenn sie mit Tumorzellen
interagieren.

Zur Uberprifung dieser These sind weitere Experimente notwendig, welche eine
genauere Quantifizierung der immunsupprimierenden Eigenschaften der Co-
Kulturen in Abhangigkeit der Zellmenge der Tumor- und Fettgewebsstammzellen
liefern.

In der Analyse der konditionierten Medien stellte sich heraus, dass die
mesenchymalen Fettgewebsstammzellen mit IL-6, TGF-beta und IL-8 vermehrt
Botenstoffe exprimieren, welche Treiber der epithelial-mesenchymale Transition
darstellen und an Mechanismen der lokalen Immuntoleranzinduktion beteiligt
sind. Hervorzuheben ist dabei, dass fur IL-6 und IL-8 in der Co-Kultur signifikant
hohere Konzentrationen bestimmt wurden, als die Kombination der Monokulturen

erwarten liel3.
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Daruber hinaus konnte erfolgreich ein Modell der Tumormikroumgebung etabliert
werden, welches die in vitro Nachbildung von tumorinfiltrierenden Lymphozyten,

deren Isolierung und Analyse ermoglicht.

Diese Ergebnisse sind ein Beitrag zur Etablierung von mesenchymalen
Fettgewebsstammzellen  als  bedeutsame  Akteure innerhalb  der
Tumormikroumgebung. Sie unterstutzen die These, nach welcher die
mesenchymalen Fettgewebsstammzellen aktiv durch Kopf-Hals-Tumore
rekrutiert werden und legen eine tumorfordernde Wirkung durch Unterstitzung
der lokalen immunsuppressiven Immunmodulation und der epithelial-

mesenchymale Transition nahe.
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9 Appendix

9.1 Weitere Experimente

8.1.1 Methodik: Etablierung von Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinomzell-

Primarkulturen

Die Tumorbiopsien wurden unter sterilen Bedingungen mithilfe von Pinzette,
Schere und Skalpell zerkleinert bis die einzelnen Stucke ca. 1-2 mm grol waren.
Dann wurden die Tumorstuckchen eines Tumors auf die Vertiefungen einer 6-
Well Platte gegeben, deren Boden davor mit einem Skalpell leicht gitterformig
eingeritzt wurde, sodass die Tumorstuckchen besser hafteten. Die 6-Well Platte
wurde nun ohne Medium fur 15 Minuten im Brutschrank inkubiert, damit das
Gewebe am Boden der Schale anhaftete. Dann wurde RPMI mit 10% FBS, 1%
Penicillin / Streptomycin, 1% L-Glutamin und 1% Non-Essential-Aminoacids
hinzugegeben und wieder im Brutschrank inkubiert. Das Wachstum wurde
zunachst taglich unter dem Phasenkontrastmikroskop beurteilt.

Um den Anteil an Tumorzellen zu erhohen und den Anteil an Fibroblasten zu
verringern wurden verschiedene Methoden angewandt. Zunachst wurde
versucht den Anteil an Tumorzellen durch fortlaufendes Passagieren zu erhdhen.
Dabei sollten sich die immortalisierten Tumorzellen gegenuber den Fibroblasten
durchsetzen. Dazu wurden die Primarkulturen Uber einen Zeitraum von vier
Monaten zwei- bis viermal pro Woche subkultiviert. Da Krebszellen und
insbesondere Cancer stem-like Zellen in Kultur weniger adharent sind als
Fibroblasten (Morata-Tarifa et al., 2016) wurde bei der Subkultivierung einiger
Zelllinien, nicht wie ublich, funf Minuten mit TrypLE™ inkubiert, sondern nur zwei
Minuten. Es wurden die Zellen subkultiviert, die sich bereits nach dieser Zeit
ablosten. Aulderdem wurde jede Primarkultur einmal mit RPMI und einmal mit
DMEM kultiviert. Es wurden jeweils die Kulturschalen subkultiviert, in welchen die
meisten Zellen bei Beurteilung mit dem Phasenkontrastmikroskop ein
pflastersteinartiges und damit plattenepithelkarzinomtypisches
Wachstumsmuster zeigten. Des Weiteren wurden die Zellen beim Subkultivieren
stark vereinzelt, um beurteilen zu konnen, ob sich einzelne Kolonien mit

tumortypischem Wachstumsmuster hervortun.
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9.1.2 Ergebnis: Etablierung von Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinomzell-

Primarkulturen

Ziel war es aus Operationsresektaten Tumorzellen zu isolieren und von diesen
immortalisierte Zellkulturen anzulegen. Von den Patienten wurde neben dem
Tumor auch peritumorales Fettgewebe entnommen, um mesenchymale
Fettgewebsstammzellen zu isolieren. So sollte ein autologes Modell von

Tumorzellen und mesenchymalen Fettgewebsstammzellen etabliert werden.

Dazu wurden nach oben genannter Methode Primarkulturen angelegt.

,r,\
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Abbildung 84: Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinomzell-Primarkulturen

A1: MTU-SCC-3 Passage 6
A2: MTU-SCC-7 Passage 6
B1: MTU-SCC-3 Passage 10
B2: MTU-SCC-10 Passage 10

Es zeigten sich friih adharent wachsende Zellen. Die meisten Zellen dhnelten in
ihrem Wachstumsmuster Fibroblasten. Es zeigten sich jedoch, wie in den oben

177



aufgefuihrten Bildern, einige Zellen, welche ein fur Plattenepithelkarzinomzellen
typisches, pflastersteinartiges Wachstum aufwiesen.

Unter der Annahme, dass die Karzinomzellen immortalisiert sind und die
Fibroblasten nicht, wurden die Zellen tber vier Monate mehrfach wdchentlich
subkultiviert. Es wurden Kulturen in DMEM und in RPMI angelegt. Des Weiteren
wurde selektive Trypsinierung angewandt, um die weniger adharenten
Tumorzellen von den Fibroblasten zu isolieren (Carey et al., 1994; Wong et al.,
1990).

Abbildung 85: Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinomzell-Primarkulturen in hohen

Passagen
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A1: MTU-SCC-3 DMEM, selektive Subkultivierung, Passage 32

A2: MTU-SCC-3 RPMI, Passage 28

B1: MTU-SCC-3 DMEM, Passage 31; B2: MTU-SCC-3 DMEM, Passage 31
C1: MTU-SCC-8 RPMI selektive Subkultivierung, Passage 33

C2: MTU-SCC-8 RPMI, Passage 31

Das Wachstum der Zellen verlangsamte sich im Laufe der Zeit und mit
zunehmender Passagezahl. Ab Passage 25-28 erfolgte lediglich eine
Subkultivierung pro Woche. Eine Selektion von pflastersteinartigen Zellen war
nicht moglich. Die Zellkérper der kultivierten Zellen wurden zunehmend grofRer
und da sich vermehrt devitale und pra-apoptotische Zellen zeigten, wurde das
Projekt der Etablierung von Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinomzellen nach 19
Wochen und je nach Zelllinie ca. 30 Passagen erfolglos eingestellt.

Da die Etablierung von Tumorzellprimarkulturen nicht moglich war, konnte keine
autologe Co-Kultur von ASCs und Tumorzellen erfolgen. Daher entschieden wir

uns fur eine allogene Co-Kultur mit bereits etablierten Tumorzelllinien.

9.2 Veroffentlichung
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