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1. Abkiirzungsverzeichnis

Abklrzung Erklarung

% Prozent

°C Grad Celcius

<, > Kleiner, gréRer

<, 2 Kleiner gleich, grolder gleich
5-FU 5-Fluorouracil

A. Arteria

Aqua dest. Destilliertes Wasser

ASC Adipogene Stammzellen

Bzw. Beziehungsweise

CA California

CAF Tumor-assoziierte Fibroblasten
CD Cluster of differentiation

CDK Cyclin-Dependent Kinase
cDNA Copy Desoxyribonucleinsaure
Cis Carcinoma in situ

cm Zentimeter

CO2 Kohlenstoffdioxid

CUP Cancer of Unknown Primary
DMEM Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium
DNA Desoxyribonucleinsaure

dNTP Desocyribonukleosidtriphosphat
DPBS Dulbecco’s phosphate-bufferes saline
DPEC Diethylpyrocarbonat

Dr. Doktor

ES5, E6, E7 Early region 5, 6, 7

ebd. Ebenda

ECM Extrazellularmatrix

EDTA Ethyslendiamintetraacetat
EGFR Epidermal Growth Factor Receptor
ELISA

Enzyme Linked Immunosorbent Assay




Extrazellular Signal Regulierte Kinase

Et al. Et alii

FACS Fluorescence activated cell sorting

FBS Fetal bovine serum

FCS Fetal calf serum

FGF-2 Basic Fibroblast Growth Factor

G Grading

Gdf. Gegebenenfalls

GM-CSF Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor

GmbH Gesellschaft mit beschrankter Haftung

Gy Gray

h Stunde

HGF Hepatocyte Growth Factor

HLA Human Leukocyte Antigen

HNO Hals-Nasen-Ohren-Heilkunde

HNSCC Head and Neck Squamous Cell Carcinoma

HPV Humanes Papilloma Virus

IBMX 1-Methyl-3-Isobutylxanthine

IFN-y Interferon-y

IL Interleukin

ISCT International Society of Cellular Therapy

JAK.STAT Januskinase Signal Transducers and Activators of
Transcription

M. Musculus

MA Massachusetts

MDA-7 Melanom Differentiation Assoziiertes Gen-7

mg Milligramm

min. Minute

ml Milliliter

mM Millimolar

MO Missouri

MSC Multipotente Mesenchymale Stromale Zellen




ns Nicht signifikant

oD Optische Dichte

OPSCC Oropharyngeales Plattenepithelkarzinom
p16, p21, p27 Protein 16, 21, 27

PBS Phosphatgepufferte Salzsaure

PCR Polymerase Chain Reaction

PD Privat Dozent

PD-1 Programmed death 1

P13-Kinase Phosphatidylinositol-3 Kinase

PIBK-AKT-mTOR

Phosphatidylinositol-3-kinase-AKT mammalian target

of rapamycin

Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate

PIK3CA-Gen
3-kinase catalytic subunit alpha gene

R Residualtumor

Rb Retinoblastom

RNA Ribonukleinsaure

Rpm Revolutions per minute

RPMI Roswell Park Memorial Institute Medium

SDS Sodium-Dolocyl-Sulfat

sek. Sekunden

STAT3 Signalwandler und Aktivator der Transkription 3

SVF Stromal Vascular Fraction

TAFs Tumor-Associated Myofibroblasts

TGF-B Transforming Growth Factor 3

TME Tumor Mikroenvironment

TNF-a Tumor-Nekrosefaktor-a

TNM Tumor-Klassifikation von Tumorgrofde (T),
Lymphknotenbefall (L) und Metastasen (M)

TP53 Tumor protein 53

uiCC International Union against Cancer

V. Vena

VEGF

Vascular Endothelial Growth Factor




WA

Washington

XF Xeno-Free Mesenchymal Stem Cell Medium
Mg Mikrogramm
pl Mikroliter




2. Einleitung

2.1 Problemstellung

Die bestehenden Forschungsergebnisse und Literatureintrage bezlglich des
Einflusses von Mesenchymalen Stammzellen (MSC) bzw. Adipogenen Stammzellen
(ASC) auf die Entwicklung maligner Tumore, im Sinne von Tumorinitiation,
Tumorwachstum und Metastasierung sind bis dato kontrovers und widersprichlich.
Vielfach und in Bezug auf unterschiedliche Tumorentitdten, beispielweise
Brustkrebs, Ovarialtumore und Kopf-Hals-Tumore wurde bereits bewiesen, dass
ASCs Tumorwachstum und Metastasierung fordern (Dirat et al., 2011; Goldstone &
Austen, 2015; Nowicka et al.,, 2013; Rowan et al., 2014). ASCs unterstutzen
Tumorescape, Progress, Wachstum, Migration sowie Angiogenese durch
immunologische Mechanismen und Sekretion von Zytokinen, Chemokinen und
Wachstumsfaktoren (Goldstone & Austen, 2015; Liotta et al., 2014). Andere
Ergebnisse hingegen deuten darauf hin, dass ASCs das Tumorwachstum inhibieren
und so einen potentiellen therapeutischen Nutzen besitzen (Danan et al., 2018;
Klopp et al., 2010; Lee et al., 2015). Desweiteren zeigen ASCs auch einen positiven
Effekt in Bezug auf entzindliche und autoimmune Erkrankungen, ischamische
Zustande und Wundheilung (Danan et al., 2018; Schweizer et al., 2015).

ASCs besitzen die Fahigkeit zu Tumoren zu migrieren und dann vor Ort durch
autokrine und parakrine Mechanismen Einfluss auf die Tumorentwicklung und das
Tumorwachstum zu nehmen (Nowicka et al., 2013; Zimmerlin et al., 2011), indem
funktionelle und morphologische Veranderungen der Tumorzellen initiiert werden
(Anjanappa et al., 2016; Schweizer et al., 2015). Wahrscheinlich wird durch die
Zellen des Tumormikromileus, zu welchem unter anderem auch ASCs gehoren, das
Tumorwachstum aufrechterhalten (Balkwill et al., 2012). AuRerdem wurde bereits
mehrfach der férdernde Einfluss der ASCs auf das Migrations- und
Invasionsverhalten von Tumorzellen untersucht (Goldstone & Austen, 2015).

In Tumoren, wie Prostata-Karzinomen und Kopf-Hals-Tumoren, werden Zellen, die
als MSCs indentifiziert werden konnten, gefunden, welche zu einer Inhibition der
Produktion von Immunzellen fUhren und aulierdem epitheliale Zellproliferation
verhindern (Liotta et al., 2014; Santamaria-Martinez et al., 2009). Die Tumorgrdfie
scheint zudem mit der Anzahl der im Tumor befindlichen MSCs zu korrelieren (Liotta

et al., 2014). Bestrahlung kann Tumorzellen dahingehend beeinflussen, dass diese
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zur Invasion von MSCs in den Tumor fuhren, welche dann vor Ort das
Tumorwachstum hemmen und somit einen antitumordsen Einfluss haben (Klopp et
al., 2010).

Aulerdem wurden Adipozyten in Mamma-Karzinomen entdeckt, deren Phanotyp
eventuell durch Tumorzellen dahingehend beeinflusst wurde, dass diese Adipozyten
zu einem aggressiveren Tumorwachstum fuhren (Dirat et al., 2011).

Es zeigt sich, dass bis dato nicht bekannt ist, was die eigentliche Funktion der MSCs
bzw. ASCs in Tumoren ist und welchen Einluss sie auf die Entwicklung von Tumoren
haben. Aullerdem ist die tatsdchliche Herkunft der im Tumor befindlichen MSCs
noch ganzlich unerklart; stammen sie aus dem Knochenmark und wandern tber die
Blutbahn in den Tumor ein oder migrieren sie aus dem lokalen, den Tumor
umgebenden, Fettgewebe bzw. dem Tumormikromileu in den Tumor. Auch die
wechselseitige Beeinflussung zwischen Tumorzellen und MSCs ist nicht geklart und
verstanden.

Die folgende Arbeit untersucht die Wechselwirkung zwischen ASCs und Tumorzellen
des Kopf-Hals-Bereichs und legt ein besonderes Augenmerk auf das

Invasionsverhalten der ASCs.

2.2 Grundlagen des Plattenepithelkarzinoms

Kopf-Hals-Tumore umfassen Tumore der Mundhohle, des Nasopharynx, des
Oropharynx, des Hypopharynx, des Larynx, der paranasalen Sinus und der
Speicheldrisen. Die Malignome des Kopf-Hals-Bereichs gehen von epithelialem,
mesenchymalem oder lymphatischem Gewebe aus und werden anhand dessen in
ihre verschiedenen Entitaten eingeteilt.

90 % der Kopf-Hals-Tumore sind Plattenepithelkarzinome und werden im
angloamerikanischen Bereich auch als Head and Neck Squamous Cell Carcinoma
(HNSCC) bezeichnet (Bose et al., 2013). Die WHO definiert diese als maligne
epitheliale Tumore mit plattenepithelialer Differenzierung, charakterisiert durch
Hornbildung und Vorhandensein von Interzellularbriicken (Mast et al., 2005). Sie
gehen, wie dem Namen zu entnehmen ist, vom epithelialen Gewebe des oberen
Aerodigestivtrakts aus und kénnen somit alle Bereiche die von Epithel ausgekleidet
sind betreffen. Dazu gehoéren Lippen, Mundhoéhle, Oro-, Naso- und Hypopharynx,

Larynx, Nase, Nasennebenhdhlen und Speicheldrise (Argiris et al., 2008).



Diese Tumore &hneln sich versténdlicher Weise in Epidemiologie, Atiologie,

Therapie und Prognose.

2.2.1 Epidemiologie

HNSCCs sind die weltweit sechst haufigsten Tumorerkrankungen (Bose et al., 2013)
und damit fur 6 % aller Krebserkrankungen verantwortlich (Argiris et al., 2008). Pro
Jahr werden 630.000 neue Patienten mit einem HNSCC diagnostiziert und 350.000
Patienten versterben jahrlich daran (Vigneswaran & Williams, 2014). In Deutschland
erkrankten im Jahr 2013 13.000 Manner und 4.500 Frauen an bdésartigen Tumoren
des Kopf-Hals-Bereichs, wobei bei 5.500 Mannern und 1.700 Frauen die Erkrankung
die Todesursache darstellte (Robert Koch-Institut, 2016).

Es gibt groRe geographische und geschlechtsspezifische Unterschiede in der
Inzidenz und der anatomischen Lokalisation der HNSCCs (Vigneswaran & Williams,
2014). Diese Abweichungen sind vor allem durch die demographischen
Ungleichheiten in Bezug auf den Konsum von Alkohol und Tabak, den beiden
Hauptrisikofaktoren, zurlckzufthren (ebd.).

Auch innerhalb  Deutschlands sind geographische Unterschiede der
Erkrankungswahrscheinlichkeit deutlich sichtbar. Bei Frauen ist die Sterblichkeit in
Mecklenburg-Vorpommern, Berlin, Hamburg und Bremen am hdchsten, dahingegen
ist bei den Mannern ein Ost-West-Gefalle mit einer 45 % hoheren Sterblichkeit in
den neuen Bundeslandern zu erkennen (Robert Koch-Institut, 2016).

Die meisten Patienten des tabakassoziierten HNSCCs sind bei Diagnosestellung
etwa 60 Jahre alt (Argiris et al., 2008). Es gibt jedoch noch eine jlngere
Patientenkohorte, die an HPV (Humanes Papilloma Virus)-assoziierten HNSCC
Formen erkrankt (Vigneswaran & Williams, 2014). Neben der Noxen assoziierten
Onkogenese ist die virale Onkogenese die zweite grofte und wachsende Gruppe von
HNSCCs (Michmerhuizen et al.,, 2016). Das mittlere Erkrankungsalter liegt in
Deutschland bei den Frauen bei 66,2 Jahren und bei den Mannern, etwas jlinger, bei
63,8 Jahren (Robert Koch-Institut, 2016). Das HNSCC kommt auf alle malignen
Tumorerkrankungen gesehen haufiger bei Mannern mit 5 % der Tumore im
Kopf-Hals-Bereich, gegenuber 2,3 % bei Frauen vor (Mast et al., 2005). In den
Landern mit der hdchsten Inzidenz, wie z.B. Indien, Sri Lanka, Bangladesh und

Pakistan, stellen HNSCCs die haufigste Tumorerkrankung bei Mannern und die
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dritthaufigste bei Frauen dar (Vigneswaran & Williams, 2014). Das hohere Auftreten
bei Mannern, lasst sich, genau wie auch die geographischen Unterschiede, mit dem
wahrscheinlich auch heute noch héheren Konsum von Tabak und Alkohol unter
Mannern erklaren. Die Inzidenz und Sterblichkeit der Kopf-Hals-Tumore in
Deutschland ist bei den Mannern seit 1980 relativ stabil, wohingegen bei den Frauen
ein Anstieg zu verzeichnen ist (Robert Koch-Institut, 2016).

In den vergangenen Jahren konnte eine generelle Zunahme der Inzidenz des
HNSCCs beobachtet werden (Argiris et al., 2008). Hingegen wird in den Uber
Gesundheitsrisiken des Rauchens aufgeklarten Landern, hinsichtlich eines Wandels
des Lebensstils mit zunehmender Reduzierung des Rauchen aufgrund von
Anti-Raucher-Kampagnen, ein vermindertes Auftreten des HNSCCs in der
Mundhohle und des Larynx bekundet (Vigneswaran & Williams, 2014). Im
Gegensatz dazu nimmt die Inzidenz der oropharyngealen HNSCCs, welche mit den
high-risk HPV-Typen assoziiert sind, zu (ebd.).

Zwei Drittel der Patienten haben bei Diagnosestellung bereits ein fortgeschrittenes
Krankheitsstadium mit Metastasen in den regionalen Lymphknoten erreicht (Argiris
et al., 2008). Fernmetastasen hingegen sind bei Erstdiagnose, mit etwa 10 % der

Patienten, deutlich seltener vorhanden (ebd.).

2.2.2 Atiologie und Risikofaktoren

Die bedeutensten Risikofaktoren fur das Auftreten des HNSCCs stellen der Konsum
von Tabak und Alkohol dar. In 75 % der Diagnosestellungen wird ein
Zusammenhang zu diesen gesehen (Argiris et al., 2008). Tabak-Konsum ist ein
kausaler Faktor und bis zu 80 % der HNSCCs sind auf den Kontakt zu Tabak
zuruckzufihren (Bose et al., 2013). Ein hoher Alkohol-Konsum wird auch als
unabhangiger Risikofaktor fiur die erhohte Auftretenswahrscheinlichkeit eines
HNSCCs ausgemacht (ebd.). Desweiteren wird ein synergistischer bzw. sogar
multiplikativer Effekt von Tabak und Alkohol in Kombination beobachtet (Argiris et
al., 2008). Der Konsum von Alkohol und Tabak fuhrt im Gegensatz zu Abstinenzlern
zu einem neunmal hoheren Risiko an einem Malignom zu erkranken (Beck-
Mannagetta et al., 2011).

Das in den asiatischen Landern weit verbreitete Kauen von Betelnussen ist fur die

vor allem in der Mundhohle entstehenden HNSCCs ein zusatzlicher Risikofaktor
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(Argiris et al., 2008), da die in den Kaupackchen enthalten Areca Nisse und der
Tabak als karzinogen eingestuft werden (Vigneswaran & Williams, 2014).

Zudem wurde HPV als relativ neuer Risikofaktor fir das HNSCC, vorwiegend den
Oropharynx betreffend, identifiziert (Michmerhuizen et al., 2016). Im Jahr 1980
waren nur 16 % der oropharyngealen HNSCCs in den USA HPV-positiv,
wohingegen es 2014 bereits Uber 75 % waren (Vigneswaran & Williams, 2014). In
25 % der HNSCCs konnte HPV-DNA isoliert werden und damit eine Korrelation
identifiziert werden (Argiris et al., 2008). HPV-Assoziation ist insbesondere bei
Patienten zwischen 40 und 55 Jahren zu beobachten und mdglicherweise mit einem
Wandel des Sexualverhaltens in Verbindung zu bringen (Bose et al.,, 2013).
HPV-assoziierte HNSCCs werden aufgrund ihrer individuellen Atiologie,
Pathogenese, Klinik und ihres therapeutischen Ansprechens als eigene Entitat
benannt (Vigneswaran & Williams, 2014) und sind prognostisch anders zu bewerten
(Husain & Neyaz, 2017). Der High-risk HPV-Typ HPV16 wird fur Uber 90 % der
HPV-positiven HNSCCs verantwortlich gemacht (Michmerhuizen et al., 2016).

2.2.3 Klassifikation

Die Klassifikation des Plattenepithelkarzinoms des Kopf-Hals-Bereichs erfolgt, wie
auch die der meisten anderen Tumore, nach der aktuellen TNM-Klassifikation
entsprechend der neuesten Version der International Union against Cancer (UICC).
Die Einteilung nach TNM wird anhand von drei Hauptkriterien eingenommen:

T — Tumorausdehnung,

N — Nodus bzw. Lymphknotenmetastasen und

M — Fernmetastasen.

Zudem werden in der Regel zusatzliche Vorsilben bezuglich des Tumorstatdiums
gebraucht:

¢ — klinisches bzw. bioptisches Stadium,

p — histopathologisches Stadium,

y — Stadium nach neoadjuvanter Therapie.

Die folgenden Tabellen stellen die 8. Version der TNM-Klassifikationen und damit die
Klassifikation des Primartumors, der regionalen Lymphknoten und der
Fernmetastasierung dar (Brierley, Gospodarowicz, & Wittekind, 2016; Mast et al.,

2005). In der neuesten TNM-Klassifikation von Dezember 2016 werden zusatzlich
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p16-positive Oropharynxkarzinome (OPSCC) und p16-positive Cancer of Unknown

Primary (CUP) einbezogen.

Tumor — pT-Klassifikation

pTX Primartumor kann histologisch nicht beurteilt werden

pTO Kein histologischer Anhalt flr einen Primartumor

pTis Carcinoma in situ

pT1-4 Zunehmende Grolie und/oder lokale Ausdehnung des Primartumors

Tabelle 1: pT-Klassifikation

In der neuesten TNM-Klassifikation gilt die oben aufgefihrte pT-Klassifikation
ebenso fur p16-positive OPSCC.

Regionare Lymphknoten — pN-Klassifikation

pNX Regionare Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden

pNO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen

pN1 Metastasen in solitdrem ipsilateralen Lymphknoten, <3 cm

pN2a Metastasen in solitarem ipsilateralen Lymphknoten, > 3 cm, < 6 cm
pN2b Metastasen in multiplen ipsilateralen Lymphknoten, <6 cm

pN2c Metastasen in bilateralen oder kontralateralen Lymphknoten, < 6 cm
pN3 Metastase(n) in Lymphknoten > als 6 cm

Tabelle 2: pN-Klassifikation

Regionare Lymphknoten — pN-Klassifikation von p16-positiven OPSCC

pNX Regionare Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden

pNO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen

pN1 Metastasen in solitdrem ipsilateralen Lymphknoten, < 3 cm

pN2 Metastasen in bilateralen oder kontralateralen Lymphknoten, < 6 cm
pN3 Metastase(n) in Lymphknoten > 6 cm

Tabelle 3: pN-Klassifikation von p16-positiven OPSCC
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Fernmetastasen — pM-Klassifikation

pMX Fernmetastasen kdnnen histologisch nicht beurteilt werden
pMO Histologisch keine Fernmetastasen

Histologisch gesicherte Fernmetastase(n), kann erganzt werden durch
pM1 die Bezeichnung des Organs; Lymphknotenmetastasen jenseits der

regionaren Lymphknoten gelten als Fernmetastase

Tabelle 4: pM-Klassifikation

Das Verbleiben eines Residualtumors wird mittels der R-Klassifikation beschrieben,

hat einen wichtigen prognostischen Einfluss und ist dadurch auch flr die weitere

Therapieplanung entscheidend. Dies wird in der folgenden Tabelle dargestellt
(Brierley et al., 2016; Mast et al., 2005).

Residualtumor — R-Faktor

RX Vorhandensein von Residualtumor kann nicht beurteilt werden

RO Kein Residualtumor

R1 Mikroskopischer Residualtumor (laut histologischer Beurteilung)

R2 Makrokopischer Residualtumor (laut intraoperativem, klinischem oder

radiologischem Befund)

Tabelle 5: R-Faktor

Anhand der TNM-Klassifikation erfolg eine Stadieneinteilung, welche in folgenden

Tabellen dargestellt werden (Brierley et al., 2016; Mast et al., 2005).
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Stadieneinteilung
Stadium 0 Tis NO MO
Stadium | T1 NO MO
Stadium I T2 NO MO
T3 NO MO
Stadium Il
T1-T3 N1 MO
T4a NO — N1 MO
Stadium IVA
T1-T4a N2 MO
T4b Alle N MO
Stadium IVB
Ale T N3 MO
Stadium IVC Ale T Alle N M1

Tabelle 6: Stadieneinteilung

Stadieneinteilung der p16-positiven OPSCC
Stadium | T1, T2 NO, N1 MO
Stadium I T1, T2 N2 MO
T3 NO — N2 MO
Stadium Il
T1-T4 N3 MO
T4 NO — N3 MO
Stadium IV
T1-T4 NO — N3 M1

Tabelle 7: Stadieneinteilung der p16-positiven OPSCC

Zusatzlich  zur  TNM-Klassifikation wird der reseziete Tumor nach
histomorphologischen Kriterien einer Malignitatsgraduierung zugeteilt. Diese besitzt
nur einen limitierten prognostischen Nutzen, wobei man tendenziell eine vermehrte
lymphogene Metastasierung in hohergradigen Tumoren erkennen kann
(Vigneswaran & Williams, 2014).

Die folgende Tabelle stellt diese Malignitatsgraduierung dar (Beck-Mannagetta et al.,
2011; Brierley et al., 2016; Mast et al., 2005).
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Histopathologisches Grading — G-Klassifikation

G1

Hoch differenziert — das Karzinomgewebe zeigt Ahnlichkeit zu regular
ausdifferenzierter Plattenepithelschleimhaut mit haufiger Verhornung und
leicht identifizierbaren Interzellularbriicken; die zellulare Pleomorphie ist
gering, manchmal voéllig fehlend, Mitosen sind selten und atypische

Mitosen fehlen

G2

MaRig differenziet — die Hornbildung ist geringer ausgebildet,
Interzellularbriicken sind sparlich nachweisbar, es liegt eine hdhere

Kernpleomorphie und eine héhere Mitoserate vor

G3

Niedrig differenziet — die Zeichen einer plattenepithelialen
Differenzierung liegen nur sparlich oder nicht vor; die Kernpleomorphie ist

hochgradig, die mitotische Aktivitat hoch mit atypischen Mitosen

G4

Undifferenziert — es liegt undifferenziertes anaplastisches Gewebe vor;

der Tumor kann nicht bzw. nur aufgrund von immunhistochemischen

Untersuchungen dem Ausgangsgewebe zugeordnet werden

Tabelle 8: Grading

Die formalen Klassifikationskriterien der UICC sind entscheidend fir die

Therapieentscheidung und —planung, wobei jedoch das klinische Bild des Patienten

sowie die histomorphologischen Kriterien des Tumors immer mit einzubeziehen sind,

um ein individuelles und angepasstes Therpiekonzept erstellen zu kdnnen. Dieses

wird in der Regel im Rahmen einer interdisziplindren Tumorkonferenz diskutiert und

festgelegt um dem Patienten die bestmdgliche, multimodale Therapie ermdglichen

zu konnen.
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2.2.4 Molekularpathologie

Wie die meisten Tumorerkrankungen entwickelt sich auch das HNSCC in mehreren
Schritten durch Inaktivierung von Tumorsuppressoren oder Aktivierung von
Protoonkogenen (Argiris et al., 2008) aus Vorlauferlasionen, wie Leukoplakie und

Erythroplakie (Vigneswaran & Williams, 2014).

Normales " . . Carcinoma Invasives
Plattenepithel BRI - Dy ’ in situ > Karzinom

Abbildung 1: Entstehungsmodell des HNSCC, modifiziert nach Argiris et al., 2008

Die veranderten Kontrollpunkte der Proliferation in HNSCCs sind der epidermale
Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR), Phosphatidylinositol-3-Kinase-AKT-Mammalian
Target von Rapamycin (PI3K-AKT-mTOR) und Janus Kinase-Signal Transducer und
Aktivator der Transkription (JAK-STAT) (Bose et al., 2013).

In 90 % der HNSCCs wird EGFR, welcher in Zellproliferation, Angiogenese,
Migration, Adhasion und Invasion involviert ist, Uberexprimiert und gilt somit als
Onkogen (Argiris et al., 2008; Vigneswaran & Williams, 2014). EGFR ist ein
Transmembran-Rezeptor, welcher nach Ligandenbindung eine Tyrosinkinase
aktiviert, wodurch eine Signakaskade in Gang gesetzt wird (Bose et al., 2013),
welche Zellproliferation, Apoptose, Metastasierung und Angiogenese reguliert
(Argiris et al., 2008).

Die PI3-AKT-mTOR-Signalkaskade ist eine der am haufigsten in Tumoren
Uberaktivierte Signalkaskade und spielt eine bedeutende Rolle flr Zelliberleben,
-proliferation und -differenzierung (Bose et al., 2013). Die haufigste Mutation oder
Amplifikation dieser Signalkaskade, stellt die vom PIK3CA-Gen dar, welches fur die
katalytische Untereinheit der PI13-Kinase kodiert (Michmerhuizen et al., 2016).

Die JAK-STAT-Kaskade fuhrt Uber Transkriptionsinduktion zu Zelliberleben,
Tumorwachstum, Angiogenese und einer Hemmung der Immunkontrolle (Bose et al.,
2013).

Aulerdem sind Mutationen des Tumorsupressor Gens TP53, welches ein wichtiger
Regulator von Zellzyklus und Apoptose ist (Michmerhuizen et al., 2016), eine der

haufigsten und frihesten Alterationen des HNSCCs (Vigneswaran & Williams, 2014).
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Der DNA-Virus HPV induziert die HNSCC-Onkogenese durch seine Produkte E5, E6
und E7 (Bose et al., 2013). Das Onkoprotein E6 fungiert als Ubiquitin Ligase und
hemmt den Tumorsuppressor p53, wodurch Zellzyklus-Arrest und Apoptose inhibiert
werden (ebd.). E7 fuhrt Uber eine Aktivierung der Cyklin-abhangigen Kinase (CDK)
Inhibitoren p21 und p27 zur Zellproliferation und inhibiert zusatzlich den
Tumorsuppressor Retinoblastom (pRb), wodurch es zu einer erhdhten Transkription
von p16 kommt (ebd.). Zudem hemmt E5 den Abbau von EGFR, wodurch es zu

einer EGFR-vermittelten erhdhten Zellproliferation kommt.

2.2.5 Standardtherapie

Die operative Resektion mit dem Ziel der RO-Resektion ist eine der therapeutische
Hauptsaulen des HNSCCs und sollte, wenn es entsprechend dem TNM-Stadium
sinnvoll und moglich ist, vorgenommen werden (Husain & Neyaz, 2017). Haufig sind
die operativen Optionen jedoch durch das grole Ausmal® des Tumors und den
Wunsch des Organerhalts limitiert (Argiris et al., 2008). Im Falle einer primar
operativen Therapie wird haufig zusatzlich eine Neck-Dissection vorgenommen, bei
welcher die Halslymphknoten elektiv, selektiv oder bei ausgepragter Metastasierung
in selbigen radikal entfernt werden, wodurch die Rezidivrate minimiert werden kann
(ebd.). Im Falle von mehreren > 3 cm grof3en oder fixierten Lymphknoten wird eine
radikale Neck-Dissection, mit Ausraumung der Halsweichteile inklusive der
V. jugularis interna, des N. accessorius und des
M. sternocleidomastoideus gewahlt (Beck-Mannagetta et al., 2011). Bei kleineren
oder beweglichen Lymphknoten kann hingegen die schonendere funktionelle
Neck-Dissection vorgenommen werden (ebd.).

Die primare Radiotherapie bei Frihstadien von Tumoren, wie beispielsweise der
Glottis, sowie Radiatio bei inoperablen Primartumoren in Kombination mit einer
Chemotherapie und zugleich die adjuvante Radiotherapie, haben eine grole
Bedeutung und somit stellt die Radiotherapie die zweite therapeutische Hauptsaule
dar (Argiris et al., 2008). Radiotherapie wird typischerweise an funf Tagen der
Woche in taglicher Fraktion von 1,8-2,2 Gy (Beck-Mannagetta et al., 2011), bei einer
mittlere Wochendosis von 10 Gy bis zu einer Maximaldosis von 70 Gy in 7 Wochen

angewandt (Argiris et al., 2008).
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Eine weitere zentrale Saule der Therapie des HNSCCs stellt die Chemotherapie dar.
Es werden platinhaltige Chemotherapeutika, Taxane und Antimetabolite eingesetzt
(ebd.). Cisplatin gilt konstant als Chemotherapeutikum der Wahl in der Therapie des
HNSCCs und sollte, soweit von Patienten toleriert, weiterhin vorgezogen werden
(Benson et al., 2016). Die Chemotherapie wird jedoch hauptsachlich bei inoperablen
Patienten als primare Radiochemotherapie oder im adjuvanten Setting bei positivem
Halslymphknotenbefall mit extrakapsularem Wachstum sowie in der palliativen
Situation angewandt. Ein neoadjuvanter Ansatz wird mancherort verfolgt, ist jedoch
umstritten.

Etwa ein Drittel der Patienten befindet sich bei Diagnosestellung in Stadium | oder Il
und wird somit mit einem kurativen Therapiekonzept behandelt. Dieses umfasst die
operative Resektion oder Radio(chemo)therapie, je nach Tumorlokalisation, in
Kombination mit einer funktionalen Neck-Dissection der ipsilateralen zervikalen
Lymphknoten (Argiris et al., 2008).

In den fortgeschrittenen Stadien Ill oder IV werden die operative Resektion,
Radiotherapie und Chemotherapie als potenziell kurative therapeutische Mittel in
Kombination eingesetzt (ebd.). Nicht-operable Tumore werden vormerklich durch
primare Radiochemotherapie therapiert, dabei wird Radiatio mit 5-Fluorouracil
(5-FU), Cisplatin, Caboplatin oder Mitomycin kombiniert (Husain & Neyaz, 2017).

2.2.6 Neue zielorientierte Therapiemethoden

Vermehrt werden sogenannte ,targeted therapies® entwickelt, welche an
spezifischen molekularen Strukturen angreifen. Es wird erwartet, dass diese Formen
der Therapien in den nachsten Jahren einen gréflReren Stellenwert in der Therapie
des HNSCCs einnehmen werden. Aktuell werden diese sogenannten Biologicals
jedoch hauptsachlich im Rahmen von klinischen Studien oder der palliativen
Therapie angewandt.

Das alteste und bekannteste Therapeutikum der ,targeted therapy“ ist der
monoklonale Antikorper Cetuximab, welcher am EGFR angreift. EGFR ist ein
Tyrosinkinase-Rezeptor, welcher in Uber 90 % der HNSCCs Uberexprimiert wird und
eine Signalkaskade aktiviert, die zur Zellproliferation fuhrt (Husain & Neyaz, 2017).
Cetuximab  blockiert somit diese Signalkaskade und vermindert das

Tumorwachstum. Seit 2006 wird Cetuximab in der Therapie des HNSCCs eingesetzt
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(Bann et al., 2016). Bei refraktaren oder metastasierten Formen des HNSCCs bietet
die Kombination von Cetuximab mit Radiatio oder platinhaltigen Chemotherapeutika
eine vielversprechende Option (Husain & Neyaz, 2017).

Inhibitoren des Programmierter-Zelltod-1 (PD-1) Signalwegs, wie der monoklonale
Antikdrper Pembrolizumab, werden zur Zeit in Studien in Bezug auf den
therapeutischen Einsatz in der Therapie des HNSCCs getestet und sind ein
erfolgversprechender neuer Angriffspunkt (Bauml et al., 2016).

Ein praventiver Ansatz fur die vermehrt vorkommenden HPV-positiven HNSCCs wird
in der HPV-Impfung gesehen. Diese enthalt neutralisierende Antikdrper kann
dadurch einer Infektion mit dem HPV-Virus vorbeugen. Diese Impfung kann durch
den bivalenten Impfstoff Cervarix (GlaxoSmithKline, Brentford, Middlesex, UK)
gegen die hoch-Risiko Typen HPV 16 und 18, welche fur die meisten HPV-positiven
HNSCCs sowie andere HPV-vermittelte Karzinome verantwortlich sind,
vorgenommen werden (Bauml et al., 2016). Aulerdem gibt es den neun-valenten
Impfstoff Gardasil-9 (Merck und Co., Kenilwort, NJ), der gegen die HPV Typen 16,
18, 31, 33, 45, 52 und 58 gerichtet ist (ebd.).

2.2.7 Prognose

In den letzten Jahren wurde die Therapie des HNSCCs durch anatomisch
zielgerichtete Therapien, in Form von Operationen und Bestrahlungen wesentlich
verbessert und somit konnte die therapiebezogene Patientensterblichkeit reduziert
und die therapiebezogene Lebensqualitat der Patienten erhoht werden (Bose et al.,
2013). Nichtsdestotrotz hat sich das Gesamtuberleben, welches bei etwa 50 % liegt,
seit 1960 nicht wirklich verandert (ebd.). Die negative Prognose des HNSCCs ist vor
allem auf die oftmals erst spate Diagnosestellung zurickzuflihren, da bis dato kein
effektives Screeningverfahren vorhanden ist (Husain & Neyaz, 2017).

Der starkste prognostische Faktor des HNSCCs wird durch die Anzahl der
Lymphknotenmetastasen gebildet (Vigneswaran & Williams, 2014). Mit der Anzahl
der befallenen Lymphknoten steigt auch die Rezidivrate und die Rate der
Fernmetastasen, wahrend die Uberlebensrate abnimmt (Beck-Mannagetta et al.,
2011). Vor allem eine bereits eingetretene Fernmetastasierung bei Diagnosestellung

ist mit einer negativen Prognose assoziiert. Die Fernmetastasierung des HNSCCs
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erfolgt als erstes in die Lunge, gefolgt von den mediastinalen Lymphknoten und den
Knochen (Argiris et al., 2008).

Das HNSCC besitzt eine hohe Fruhrezidivrate. Bei mindestens 50 % der Patienten
kommt es innerhalb der ersten zwei Jahren zu einem Rezidiv (Argiris et al., 2008).
Deshalb sollten vor allem in den ersten Jahren nach Therapie regelmafige
Nachsorgen in 6-8 wochigen Abstanden durchgeflihrt werden (Beck-Mannagetta et
al.,, 2011). Insgesamt gilt bisher eine mindestens 5-jahrige Tumornachsorge als
Goldstandard in der Hals-Nasen-Ohren-Heilkunde (HNO), wahrend die Empfehlung
der Gesellschaft fur Strahlentherapie bereits eine lebenslange Nachsorge vorsieht;
nicht zuletzt aufgrund der moglichen Spatschaden der Radiatio.

Der HPV-Status der Patienten stellt einen wichtigen prognostischen Faktor dar.
HPV-positive Tumore zeigen eine weitaus bessere Prognose, da sie ein besseres
Ansprechen auf Strahlen- und Chemotherapie zeigen (Argiris et al., 2008). Das
Drei-Jahres-Uberleben liegt bei 82 % bei HPV-positiven Tumoren, im Vergleich zu
57 % bei den HPV-negativen Tumoren (Vigneswaran & Williams, 2014).
EGFR-Uberexpression ist mit einer negativen Prognose assoziiert (Argiris et al.,
2008). AuRerdem sind Mutationen in der PI3-AKT-mTOR-Signalkaskade mit einem
fortgeschrittenen Tumorstadium, erhdhter lymphogener Metastasierung und

vaskularer Invasion verbunden (Bose et al., 2013).

2.3 Tumormikromilieu

Das ,tumor microenviroment“ bzw. Tumormikromilieu (TME), welches das komplexe
Zusammenspiel zwischen malignen Tumorzellen und nicht-malignen Zellen des
Tumorgebildes darstellt, spielt eine potentiell bedeutende Rolle in der Tumorgenese.
Die nicht-malignen Zellen des TME tragen durch autokrine und parakrine Sekretion
von Zytokinen, Chemokinen, Wachstumsfaktoren und Entzindungsfaktoren zur
Initiation und Aufrechterhaltung der Karzinogenese bei (Balkwill et al., 2012).

Das TME besteht sowohl aus den malignen Tumorzellen als auch aus
Extrazellularmatrix (ECM), Makrophagen, Myofibroblasten, Fibroblasten, Perizyten,
neuroendokrinen Zellen, Adipozyten, Immunzellen, Blutzellen und Zellen des
lymphatischen Systems (Maonan Wang et al., 2017).

Die ECM bildet einerseits das Gerust des Tumors aus Kollagen, Laminin,

Fibronektin, Proteoglykanen und Hyaluron und hat andererseits eine dynamische
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Rolle in der Tumorentwicklung, da es die von den ansassigen Zellen sezernierten
Faktoren, wie Zytokine, Chemokine, Wachstumsfaktoren und Hormone enthalt
(ebd.).

Aktivierte Fibroblasten, Tumor-assoziierte Fibroblasten (CAF) oder Myofibroblasten
genannt, die sich normalerweise vor allem an Orten der Wundheilung formieren,
initiieren und begunstigen das Tumorwachstum und nehmen durch Sekretion von
Wachstumsfaktoren und Zytokinen Einfluss auf den Tumorprogress, indem es zu
einem Umbau der ECM, zur Angiogenese, zum Einwandern von Entzindungszellen
und zur Tumorzellproliferation kommt (Balkwill et al., 2012). Zudem férdern sie auch
das Invasionsverhalten und die Migration von Tumorzellen (Maonan Wang et al.,
2017).

Immunzellen, bestehend aus dem adaptiven Immunsystem, reprasentiert durch
B- und T-Zellen und dem angeborenen Immunsystem, beinhaltend dendritische
Zellen, natirliche Killerzellen, Makrophagen, Granulozyten und Mastzellen,
versuchen entstehende Tumorzellen zu eliminieren, fuhren durch diesen Prozess
jedoch zu einer Selektion von dominanten Zellen, welche letztendlich den Tumor
bilden (Maonan Wang et al., 2017). Somit werden den verschiedenen Immunzellen
heterogene Rollen zugewiesen; einerseits ist ihr Vorkommen mit einer guten
Prognose, andererseits mit einer Beglnstigung des Tumorwachstums assoziiert
(Balkwill et al., 2012).

Tumore sind mit der Bildung eines komplexen Systems von Blutgefallen assoziiert.
Die Formierung von neuen Blutgefalden ist auf die hypoxischen Bedingungen
zurlckzufihren und wird durch den vaskuldren endothelialen Wachstumsfaktor
(VEGF) hervorgerufen (Maonan Wang et al., 2017). Die GefalRe entstehen aus
bereits bestehenden BlutgefaRen und sind chaotisch verwachsen und undicht
(Balkwill et al., 2012). Durch die Undichtigkeit werden einerseits Medikamente wie
Chemotherapeutika schlecht an den Ort des Tumors gebracht und andererseits die
hypoxischen Bedingungen, welche zur Angiogenese fuhren, weiter beglnstigt.

Auch die Formierung von lymphatischen Bahnen wird in Tumoren hochreguliert.
Dadurch kénnen maligne Zellen aus dem Tumor auswandern und zur
Metastasierung flihren. Aulierdem wandern T-Zellen Uber das lymphatische System
in den Tumor ein und tragen dazu bei, dass die malignen Zellen der Elimination des

Immunsystems entgehen (Maonan Wang et al., 2017).
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Fettgewebe und vor allem den darin enthaltenen Adipozyten wird eine Beteiligung an
der Karzinogenese zugeordnet. In Ubergewichtigem adipésem Gewebe kommt es
zur Hypoxie, wodurch Inflammation geférdert wird, welche wiederum die
Tumorentstehung begulnstigt (ebd.). Zudem werden von Adipozyten Zytokine,
Chemokine und hormonahnliche  Faktoren, beispielweise IL-6, IL-8,
Tumor-Nekrosefaktor-a (TNF-a) und VEGF, welche ebenfalls zur Tumorinitiation
fuhren (ebd.), ebenso wie Fettsauren, welche als Nahrstoffe zum Tumorwachstum
beitragen, sezerniert (Balkwill et al., 2012). Desweiteren werden die im Fettgewebe
enthaltenen ASCs mit der Tumorgenese in Verbindung gebracht. Sie spielen eine
Hauptrolle im Tumorprogress, indem sie das TME beeinflussen, Angiogenese
fordern und die Eigenschaft besitzen, sich in karzinomassoziierte Zellen zu
differenzieren (Maonan Wang et al., 2017).

Die hypoxischen und entzidndlichen Bedingungen in Tumoren flhren, Uber eine
Freisetzung von noch unbekannten Faktoren des TME, aullerdem zu einer
Rekrutierung und Invasion von Stammzellen, die potentiell ASCs sind, welche dann

wiederum den Tumorprogress fordern (Sun et al. , 2014).

2.4 Grundlagen der mesenchymalen Stammazellen

Mesenchymale Stammzellen oder auch Multipotente Mesenchymale Stromale Zellen
(MSC) gennant, kdnnen aus dem Knochenmark, sowie aus Fettgewebe, Zahnpulpa
(Wong et al., 2015), Sehnen (Baghaei et al., 2017), Plazenta, Synovial Membran,
Blut, Endometrium und der Nabelschnur isoliert werden (Lv et al., 2014).

Friedstein et al. beschrieb erstmals in den 1960er und 1970er Jahren die Isolation
von plastik-adharenten Stammzellen aus dem Knochenmark, welche die Fahigkeit
zur Differenzierung in Osteoblasten und Bindegewebszellen besitzen (Wong et al.,
2015). Gegen Ende der 1980er Jahre wurde letztendlich die Verbindung zur
Entwicklung in mesenchymales Gewebe im Rahmen der Embryogenese entdeckt
(Murphy et al., 2013).

Es ist wahrscheinlich, dass MSCs in allen durchbluteten Geweben des Korpers
vorhanden sind (Lv et al., 2014). Zusatzlich wird eine Korrelation zwischen der
MSC-Anzahl und der Dichte an Blutgefallen in Geweben gesehen (Murphy et al.,
2013), wodurch die Hypothese des perivaskularen Ursprungs in Form von Perizyten

von MSCs bestatigt werden konnte (Wong et al., 2015).
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MSCs mussen laut der International Society of Cellular Therapy (ISCT) bestimmte
Kriterien erfullen um bewiesenermalien als MSCs bezeichnet werden zu dirfen. Sie
mussen unter Standardkulturbedingungen plastik-adharent sein (Dominici et al.,
2006; Wong et al.,, 2015). Die Oberflachenantigene CD105, CD73 und CD90
mussen exprimiert werden, wahrend spezifische Antigene, die Marker fur andere
Zellpopulationen darstellen, fehlen missen. CD45 als Leukozytenmarker, CD34 als
Marker fur hamatopoetische Progenitorzellen und endotheliale Zellen, CD14 oder
CD11b als Monozyten und Makrophagen Marker, CD79a oder CD19 als
B-Zell-Marker werden nicht exprimiert und HLA-DR ist, es sei denn die Zellen
wurden durch den Differenzierungsfaktor Interferon-y (IFN-y) stimuliert, nicht
vorhanden (Baghaei et al., 2017). Des Weiteren mussen sie in der Lage sein sich in
vitro unter Differenzierungskonditionen in Osteoblasten, Adipozyten und
Chrondrozyten zu differenzieren, was durch histologische Farbungen bewiesen

werden kann (Dominici et al., 2006).

1. | Adharent an Plastik unter Standard-Kulturbedingungen
Positiv (295 %): Negativ (<2 %):
CD105 CD45
CD73 CD34
> CD90 CD14 oder CD11b
CD79a oder CD19
HLA Klasse Il
3. | In vitro Differenzierung zu Osteoblasten, Adipozyten, Chrondrozyten

Tabelle 9: Kriterien der MSCs, modifiziert nach Dominici et al., 2006

Im Falle von Gewebeverletzung werden Chemokine freigesetzt, welche zur
Rekrutierung von MSCs flhren (Wong et al., 2015). Die MSCs werden dafir aus
dem Knochenmark freigesetzt und zirkulieren im Blutsystem zum Ort der Lasion
(ebd.). Durch die Sekretion von Chemokinen und Wachstumsfaktoren tragen sie in
Form von Zellproliferation und Angiogenese zur Gewebereparatur bei, zeigen
anti-entzundliche und immunmodulierende Effekte und kdnnen apoptotische Zellen
retten (Murphy et al., 2013).
Das Potential der MSCs sich zu differenzieren sowie ihre Rolle in der
Gewebereparatur, machen sie fur die Therapie von Autoimmunerkrankungen (Wu et
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al., 2014), als auch fur die regenerative Medizin und insbesondere fir den Bereich

des Tissue Engineerings interessant.

2.5 Grundlagen der adipogenen Stammzellen

Fettgewebe stellt ein unabhangiges Organ dar, welches aus Adipozyten,
Makrophagen, Endothelzellen, Fibroblasten, Lymphozyten, Mastzellen, Perizyten,
Muskelzellen und Praadipozyten besteht, die durch gefalRenthaltendes Binde- und
Stutzgewebe zusammengehalten werden (Bellei et al.,, 2018; Scioli et al., 2014;
Yamamoto et al., 2014). 2001 zeigte Zuk et al. erstmals die Mdglichkeit multipotente
mesenchymale Stammzellen aus Lipoaspirat zu isolieren (Zuk et al., 2001).
Aufgrund ihres Ursprungs werden diese Form der Stammzellen Praadipozyten bzw.
Adipogene Stammzellen (ASC) genannt. Fett besitzt im Gegensatz zu Knochenmark
als Quelle von Stammzellen groRe Vorteile in der Gewinnung, da es reichlich im
menschlichen Kdrper vorhanden ist und durch Liposuktion oder Exzision einfach zu
erhalten ist, wodurch die Patientenmorbiditat der Zellgewinnung reduziert wird
(Feisst et al., 2015; Schweizer et al., 2015; Spencer et al., 2008). AuRerdem verfugt
Fettgewebe Uber eine hohere Konzentration an Stammzellen als viele andere
stammzellhaltigen Gewebe (Bellei et al., 2018).

Durch enzymatische Verdauung des Fettes mittels Kollagenase kann die
sogenannte Stromal Vascular Fraction (SVF), welche aus einer homogenen Masse
der ansassigen Zellen besteht, gewonnen werden (Scioli et al., 2014).
Nicht-adharente und nicht-proliferative Zellen kénnen durch Kultivierung der SVF
entfernt werden, wodurch eine gereinigte ASC-Kultur gewonnen wird (Feisst et al.,
2015).

ASCs erfillen die von der ISCT geforderten Stammzell-Kriterien und sind daher wie
verlangt plastik-adharent und in der Lage sich zu Adipozyten, Chrondrozyten und
Osteoblasten zu differenzieren (Grottkau & Lin, 2013; Ritter et al.,, 2015). Des
Weiteren lassen sie sich auch in andere mesenchymale Zelllinien, wie Myozyten,
Kardiomyozyten, Hepatozyten, Melanozyten und Pankreaszellen differenzieren
(Palumbo et al.,, 2018; Yamamoto et al., 2014). Zusatzlich besitzen sie die
Eigenschaft zur Transdifferenzierung und demzufolge zur Differenzierung in
endodermales und ektodermales Gewebe, wie z.B. Neurone und Keratinozyten

(Feisst et al.,, 2015). ASCs besitzen mithin nicht nur eine hoéhere proliferative
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Kapazitat sondern auch ein erhdhtes Differenzierungspotential gegentber anderen
Stammzellen (Satish et al., 2015).

ASCs verandern im Laufe des Kultivierungsprozesses ihre Oberflachenmerkmale
und erfullen insofern anfangs nicht die der ISCT geforderten Kriterien flr
Stammzellen. Sie sind unkultiviert CD34 positiv und CD105 schwach positiv, werden
jedoch nach Kultivierung CD34 negativ und CD105 stark positiv (Feisst et al., 2015).
Nach ein bis zwei Passagen stimmen ihre Oberflachenmerkmale daher zu Uber
90 % mit denen von MSCs Uberein (Scioli et al., 2014). CD34 wird als
nischen-spezifischer Marker von unreifen Zellen bzw. Vorlauferzellen vermutet,
welcher zudem mit hypoxischen Bedingungen in Verbindung gebracht wird (Bora &
Majumdar, 2017).

Die anatomische Ursprungsregion der ASCs kann Einfluss auf die Proliferation,
Funktion und das Differenzierungspotential haben (Schweizer et al., 2015).
Aulerdem kann man Unterschiede zwischen den Eigenschaften von ASCs
verschiedener Patienten beobachten (Feisst et al., 2015), wobei die Funktion und
Proliferationsrate der ASCs mit steigendem Patientenalter und Gewicht abnimmt
(Palumbo et al., 2018).

2.5.1 Therapeutischer Gebrauch

ASCs sind in der Lage sich in verschiedene Zelllinien zu differenzieren,
Vaskularisation und Proliferation zu fordern und Apoptose zu hemmen, was ihnen
einen therapeutischen Nutzen in der regenerativen Medizin und dem Tissue
Engineering verleiht (Ritter et al., 2015). Aulierdem sind ASCs generell sehr robuste
Zellen und imstande unter ischamischen Bedingungen zu Uberleben und sich weiter
zu differenzieren (Girandon et al., 2011).

Das anfangliche Augenmerkt der Forschung in der regenerativen Medizin lag in der
Herstellung von Knorpel und Knochen. In der Knochenregeneration wurden ASCs
vor allem in Kombination mit traditionellen Knochentransplantaten verwendet, jedoch
zeigten sich Limitationen in Bezug auf die Herstellung von grofden 3D Transplantaten
mit genlgender Knochenstabilitat (Feisst et al., 2015; Locke et al., 2011).
Wahrscheinlich regen die von ASCs sezernierten Zytokine und Chemokine

endogene Stammzellen und Progenitorzellen zur Migration an den Ort des
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Knochendefektes an, welche dann die Osteosynthese ausmachen (Thesleff et al.,
2011).
Des Weiteren wurden ASCs aufgrund ihres chondrogenen Potenzials intraartikular in
der Arthrose-Therapie eingesetzt und konnten die Schmerzsymptomatik und
Patientenzufriedenheit verbessern (Feisst et al., 2015; Qomi & Sheykhhasan, 2017).
Es ist jedoch nicht geklart, ob tatsachlich die chondrogene Differenzierung der ASCs
oder aber ihr anti-entztndliches Potential zur Verringerung der Schmerzsymptomatik
beitragen (Locke et al., 2011).
Zudem wird in der plastisch-rekonstruktiven Chirurgie Eigenfett mit Zusatz von ASCs
zum Aufbau von Geweben, wie z.B. der Brust, sowie zur Faltenbehandlung
verwendet. Das Einbringen von ASCs in das aufgearbeitete Lipoaspirat minimiert
das physiologische Zugrundegehen des eingebrachten Fettes durch koérpereigene
Resorption aufgrund von fehlender Neovaskularisation, indem die ASCs die
Angiogenese fordern und die Mitoserate der Adipozyten sowie anderer
ortsansassiger Zellen erhdhen (Bielli et al., 2015; Locke et al., 2011).
Im weiteren Verlauf der Forschung wurde der therapeutische Nutzen der ASCs in
Bezug auf die Beeinflussung des Immunsystems durch Hemmung von
lymphozytaren Reaktionen und Bildung von inflammatorischen Zytokinen gesehen
und der damit potentielle Gebrauch in der Therapie von Autoimmunerkrankungen,
wie Rheumatoide Arthritis, Morbus Crohn und Multiple Sklerose, entdeckt (Feisst et
al., 2015). Vermutlich migrieren ASCs durch Chemotaxis zum Ort der Entzindung,
wo sie durch parakrine Sekretion anti-inflammatorisch wirken und zudem die
Zellteilungsrate der ortsansassigen Zellen fordern.
Durch ihr Differenzierungspotential, ihre anti-entziindlichen Eigenschaften sowie die
Forderung der Angiogenese und Neovaskularisation durch Sekretion von VEGF,
Hepatozyten-Wachstumsfaktor (HGF) (Grottkau & Lin, 2013), Granulozyten-
Makrophagen Kolonie-stimulierendem Faktor (GM-CSF), Transformierender
Wachstumsfaktor R (TGF-) und Fibroblasten Wachstumsfaktor (FGF-2) (Scioli et
al., 2014) begunstigen ASCs die Epithelialisierung und Wundheilung (Feisst et al.,
2015; Nie et al., 2011). Ferner haben ASCs das Potential sich in Keratinozyten zu
differenzieren und ein epidermis-ahnliches System zu bilden (Chavez-Munoz et al.,
2013). Zusammengefasst verleihen diese Eigenschaften ihnen einen potentiellen
therapeutischen Einsatz in der Therapie von Brandnarben und anderen grol3en
Epitheldefekten.
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Auch in der Therapie von Nervenschaden kénnten ASCs in der Zukunft eingesetzt
werden, da sie das Potential besitzen sich in Schwann-Zellen zu differenzieren,
welche die Myelinscheide des peripheren Nervensystems bilden und deswegen fur
die Regeneration von Nerven entscheidend sind (Feisst et al., 2015). Uberdies
sezernieren ASCs neurotrophe und neuroprotektive Faktoren, welche die

Nervenregeneration induzieren und férdern kénnen (Zhang & Rosen, 2018).

2.5.2 Assoziation zu malignen Tumoren

Der Einfluss von ASCs auf maligne Tumore wird bis dato noch sehr widersprichlich
diskutiert, da einige Studien zeigen, dass ASCs die Tumorprogression und
Metastasierung fordern, wohingegen andere Studien das Gegenteil belegen.

Man findet in Tumoren vermehrt ASCs als Teil des TME, da die Tumorzellen diese
durch die Sezernation von Zytokinen, Chemokinen und Wachstumsfaktoren zur
Migration zum Tumor und Invasion in den Tumor anregen (Nowicka et al., 2013; Sun
et al., 2014; Yagi & Kitagawa, 2013).

ASCs sezernieren wiederum selbst verschiedene inflammatorische Zytokine,
Chemokine und Wachstumsfaktoren, welche eine potentielle Rolle in der
Progression und Proliferation von Tumoren haben (Ritter et al., 2015; Scioli et al.,
2014). Ferner fordern ASCs die Neovaskularisation, die Synthese von
Extrazellularmatrix und die Differenzierung von Myofibroblasten, wodurch das
Wachstum von Tumoren zudem positiv beeinflusst wird (Bielli et al., 2015).
Dartberhinaus fihren ASCs zu einer Veranderung der Extrazellularmatrix des
Tumors, wodurch sie womoglich die Metastasierung initiieren (Rowan et al., 2014).
Insofern besteht eine gegenseitige Beeinflussung zwischen Tumorzellen und
Stammzellen, ASCs, durch autokine und parakrine Mechanismen sowie durch
direkten Zell-Zell-Kontakt.

Es wurden auch in HNSCCs bereits vermehrt Stammzellen gefunden und es zeigte
sich, dass die Anzahl der sich im Tumor befindlichen Stammzellen mit der
TumorgroRe korreliert (Liotta et al., 2014) und, dass die aus Tumoren isolierten
Stammzellen das Wachstum von HNSCCs in vivo fordern kdnnen (Kansy et al.,
2014).
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2.6 Zielsetzung

Unter Annahme der Hypothese, dass die in Tumoren und speziell in HNSCCs
gefundenen Stammzellen mdglicherweise nicht ausschliellich, aber auch aus dem
peritumoralen Fettgewebe stammen und somit ASCs darstellen, sollte im Folgenden
die Wechselwirkungen zwischen den ASCs und den Tumorzellen untersucht
werden. Es sollte versucht werden einen Einblick in die Rolle von Stammzellen im
Tumormikromilieu und auf die Tumorzellen selbst zu bekommen.

Die aus Fettgewebe isolierten ASCs sollten zuerst auf ihre Stammzelleigenschaften
getestet werden, um sie sicher als Stammzellen identifizieren und fur die folgenden
Versuche verwenden zu kdnnen.

Ziel war es vor allem die invasiven Eigenschaften der ASCs in Bezug auf etablierte
HNSCC-Zelllinien zu untersuchen, um eine Aussage daruber treffen zu kénnen, ob
die Hypothese, dass die sich im Tumor befindlichen Stammzellen tatsachlich aus
Fettgewebe eingewandert sind, zutreffend sein konnte.

Des Weiteren sollten Veranderungen der ASCs auf molekularer Ebene wahrend und
nach Invasion bzw. Co-Kultivierung mit HNSCC-Zellen untersucht werden.

Durch die Erkenntnisse versprechen wir uns ein weiteres Puzzlestlck fur ein tieferes
Verstandnis der Wechselwirkungen des Tumormikromilieus zu erlangen, um in
Zukunft neue potentielle Angriffspunkte fir die Therapie des HNSCCs zu

identifizierten.
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3. Material und Methoden

Die folgenden Versuche wurden durch das Ethikvotum 1420/05 bewilligt.

3.1 Material

3.1.1 Zelllinien

In der folgenden Tabelle sind alle in der Arbeit verwendeten HNSCC-Zelllinien mit

Lokalisation, Alter und Geschlecht aufgelistet.

Name Lokalisation Alter Geschlecht
Zunge,

Cal27 niedrig differenziertes | 56 Jahre Mannlich
Plattenepithelkarzinom
Sinus piriformis,

UD-SCC2 niedrig differenziertes | 58 Jahre Mannlich

Plattenepithelkarzinom

Tabelle 10: HNSCC-Zelllinien

Cal27 wurden vom Leibnitz-Institut Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und

Zellkulturen GmbH Braunschweig erworben.

Professor Dr.

Dusseldorf bezogen.

UD-SCC2 wurden durch Herrn

med. Henning Bier als Primarkultur des Universitatsklinikums

In der folgenden Tabelle sind alle in der Arbeit verwendeten ASC-Zelllinien mit

Lokalisation, Alter, Geschlecht und BMI aufgelistet.

Name Lokalisation Alter Geschlecht BMI
Hypopharynx

MTU-ASC-T10 yp.p i 59 Jahre Mannlich 18,3
Karzinom
Benigne

MTU-ASC-N11 61 Jahre Mannlich 28,1
Raumforderung

Tabelle 11: ASC-Zelllinien
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Die ASC-Zelllinien wurden aus zervikalem peritumoralem Fett isoliert. Die Zelllinie
MTU-ASC-T10 stellt die ASC-Zelllinie eines Patienten mit malignem Tumorleiden
dar, wahrend MTU-ASC-N11 als ASC-Zelllinie eines tumorfreien Patienten mit

benigner Raumforderung gewahlt wurde.

3.1.2 Medien und Supplemente fur die Zellkultur

In der folgenden Tabelle sind alle in der Arbeit verwendeten Medien und

Supplemente fur die Zellkultur mit dem jeweiligen Hersteller aufgelistet.

Medien und Supplemente Hersteller

DMEM - Dulbecco’s modifiziertes Eagle | GIBCO®, Life Technologies Carlsbad,
Medium CA, USA

FBS — Fetal Bovine Serum Biochrome AG, Berlin, Deutschland
L-Glutamine 200 mM Biochrome AG, Berlin, Deutschland

Mesenchymal Stem Cell Chondrogenic
PromoCell, Heidelberg, Deutschland
Differentiation Medium

Mesenchymal Stem Cell Osteogenic .
PromoCell, Heidelberg, Deutschland
Differentiation Medium

Penicillin/Streptomycin (10 000 U/ml

Penicillin und 10 000 pg/mi Biochrome AG, Berlin, Deutschland
Streptomycin)

RPMI — Roswell Park Memorial Institute | GIBCO®, Life Technologies Carlsbad,
Medium CA, USA

Xeno-Free Mesenchymal Stem Cell PeloBiotech, Plenegg/Martinsried,
Growth Medium (XF) Deutschland

Tabelle 12: Medien und Supplemente fiir die Zellkultur
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3.1.3 Reagenzien und Chemikalien

In der folgenden Tabelle sind alle in der Arbeit verwendeten Reagenzien und

Chemikalien mit dem jeweiligen Hersteller aufgelistet.

Reagenzien und Chemikalien

Hersteller

2-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

AA

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Alcian-Blau-Farbelésung

Merck, Darmstadt, Deutschland

Alexa Fluor® 700 anti-human CD90
Antikdrper

BioLegend, San Diego, CA, USA

Alexa Fluor® 700 Mouse IgG1 Isotyp-

Kontrollantikdrper

BioLegend, San Diego, CA, USA

Alizarin-Rot-S

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Ammonium Hydroxid Lésung NH4OH

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

APC anti-human CD73 Antikorper

BioLegend, San Diego, CA, USA

Brilliant Violet™ 510 anti-human HLA-DR
Antikorper

BioLegend, San Diego, CA, USA

BSA — Bovines Albumin

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Calciumchlorid-Dihydrat

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Collagenase NB 4

Serva, Heidelberg, Deutschland

Crystal-Violett

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Desoxyribonukleotidtriphosphate
(dNTP’s)

GE-Healthcare, Minchen, Deutschland

Dimethylsulfoxid

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

DPBS — Dublecco’s Phosphate Buffered

Saline

GIBCO®, Life Technologies Carlsbad,
CA, USA

Ethanol Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
FKS Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Formaldehyd Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,

Deutschland

Glucose-Monohydrat

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland

Hepes

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland
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Hexnukleotid Mix 10x conc.

Roche, Mannheim, Deutschland

Hoechst 33342 Farbstoff

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Hydrocortison

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

IBMX

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Indomethacin

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Insulin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Interleukin 6 Biomol, Hamburg, Deutschland
Isopropanol Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,

Deutschland

Kaliumchlorid

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland

Kollagenase

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland

LSR Fortessa Cell Analyzer

Becton, Dickinson & Company, San
Jose, CA, USA

Methanol

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Natriumchlorid

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland

Ol-Rot-O

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

PE anti-human CD105 Antikorper

BioLegend, San Diego, CA, USA

Primer IL-20RB

Eurofins Genomics, Ebersberg,

Deutschland

Primer IL-22RA1

Eurofins Genomics, Ebersberg,

Deutschland

Primer IL-24

Eurofins Genomics, Ebersberg,

Deutschland

Primer IL-6

Eurofins Genomics, Ebersberg,

Deutschland

Primer-IL20RA

Eurofins Genomics, Ebersberg,

Deutschland

Reverse Transkriptase

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

RLT-Puffer Qiagen, Dusseldorf, Deutschland
RNase-free Water — DPEC-Wasser Qiagen, Dusseldorf, Deutschland
RPE-Puffer Qiagen, Dusseldorf, Deutschland
RT-Puffer Thermo Scientifix, Waltham, MA, USA
RW1-Puffer Qiagen, Dusseldorf, Deutschland
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Sodium-Dolocyl-Sulfat

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,

Deutschland

SYBR Master Mix

PeglLab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Tag-Polymerase

PeglLab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Triton-X100

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland

a-MEM

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Tabelle 13: Reagenzien und Chemikalien

3.1.4 Gerate

In der folgenden Tabelle sind alle in der Arbeit verwendeten Gerate mit dem

jeweiligen Hersteller aufgelistet.

Gerat

Hersteller

Absaugpumpe Vacuumbrand ME2

Vacuumbrand GmbH, Wertheim,

Deutschland

BD LSRFortessa™ Cell Analyzer

BD Life Sciences — Biosciences, San
Jose, CA, USA

Bestrahlungsgerat Gulmay Medical LTD
RS 225 X-Ray Research System

Gulmay Medical LTD, Surrey, England

Bio-Rad C1000™ Thermal Cycler

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Bio-Rad CFX96™ Real-Time System

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Brutschrank HeraCell 150i CO2 Inkubator

Therma Scientific, Wahltham, MA, USA

Cellometer™ Auto T4

PeglLab Biotechnologie GmbH,

Miinchen, Deutschland

ELISA Reader Multiscan FC

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Eppendorf Research Pipetten 1 000 ul,
200 pl, 100 pl, 20 pl, 10 pl

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Gerierschrank Premium No frost

Liebherr, Biberach an der Riss,

Deutschland

Kihlschrank comfort

Liebherr, Biberach an der Riss,

Deutschland
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Laborabzug

Kottemann GmbH & Co. KG, Uetze,

Deutschland

Leica Mikroskop DMI6000 B

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,

Deutschland

Leica Mikroskop DMIL, Objektiv Objektiv
10/0.20 PHACO 1a 160/-

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,

Deutschland

Leica Mikroskopkamera DFC425 C

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,

Deutschland

Magnetrihrer RCT basec

IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen,

Deutschland

Minishaker MS2

IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen,

Deutschland

Mr. Frosty™ Gefrierbehalter

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

NanoDrop Mikrovolumen-

Spektralphotometer und -Fluorometer

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

pH-Meter 766 Calimatic

Knick Elektronische Messgerate GmbH
& Co. KG, Berlin, Deutschland

Prazisionswaage SBC 32

Scaltec, Heiligenstadt, Deutschland

Ruttler Vibrax VXR

IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen,

Deutschland

Sterilbank HeraSafe KS

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Stickstofftank LS 4800

Taylor-Wharton Germany GmbH,

Husum, Deutschland

Thermal Cycler C1000 Real-Time
System CFX96™

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,

Deutschland

Thermomoxer comfort 1,5 ml

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Wasserbad Tyo 1003

GFL, Burgwedel, Deutschland

Zellzahler Cellometer™ Auto T4

PeglLab Biotechnologie GmbH,

Erlangen, Deutschland

Zentrifuge 5430R

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Zentrifuge PerfectSpin Mini

PeglLap Biotechnologie GmbH,

Erlangen, Deutschland

Tabelle 14: Geréte
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3.1.5 Verbrauchsmaterialien

In der folgenden Tabelle sind alle in der Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien

mit dem jeweiligen Hersteller aufgelistet.

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

50 ml Reaktionsgefale

Sarstedt AG & Co., NuUrnbrecht,

Deutschland

1,5 ml Collection Tubes

Qiagen, Dusseldorf, Deutschland

15 ml Reaktionsgefalie

Sarstedt AG & Co., NuUrnbrecht,

Deutschland

2 ml Collection Tubes

Qiagen, Dusseldorf, Deutschland

Corning® BioCote™ Matrigel® Invasion
Chamber

Corning, Bedford, MA, USA

Kryordhrchen

Sarstedt AG & Co., NuUrnbrecht,

Deutschland

Objekttrager Superfrost Plus

Termo Scientific, Wahltham, USA

Parafiim®

Brand GmbH + Co KG, Wertheim,

Deutschland

Pasteurpipetten aus Glas

Brand GmbH + Co KG, Wertheim,

Deutschland

Pipetten-Spitzen 1 000 ul, 200 ul, 100 pl,
20 ul, 10 pl

PeglLab Biotechnologie GmbH,

Erlangen, Deutschland

Spin Columns

Qiagen, Dusseldorf, Deutschland

Tissue Culture Dish 100 x 20 mm

Sarstedt AG & Co., NuUrnbrecht,

Deutschland

Tissue Culture Plate 6-well

Sarstedt AG & Co., NuUrnbrecht,

Deutschland

Tissue Culture Plate 96-well

Sarstedt AG & Co., NuUrnbrecht,

Deutschland

Tissue Culture Plate 96-well U-Bottom

Sarstedt AG & Co., NuUrnbrecht,

Deutschland

Toppits Alufolie

Cofresco Frischhalteprodukte, Minden,

Deutschland
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Wattestabchen DM, Karlruhe, Deutschland

Sarstedt AG & Co., NuUrnbrecht,

Deutschland

Zellschaber

Tabelle 15: Verbrauchsmaterialien

3.1.6 Computerprogramme

In der folgenden Tabelle sind alle in der Arbeit verwendeten Computerprogramme

mit dem jeweiligen Hersteller aufgelistet.

Computerprogramme Hersteller

Microsoft Corporation, Redmond, WA,
USA

Microsoft Office fur Mac 2011

PeglLab Biotechnologie GmbH,

Software Cellometer Auto T4 Erlangen, Deutschland

GraphPad Software Inc., La Jolla, CA
Prism GraphPad 7 for Mac

USA
NanoDrop software Termo Scientific, Wahltham, MA, USA

Bio-Rad Laroratories GmbH, Mlnchen,
Image Lab Software 5.2.1
Deutschland

Bio-Rad CFX Manager 3.1 Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Flowdo™ Becton, Dickinson &
Company, San Jose, CA, USA

FlowJo v 10.4

_ o . Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Leica Application Suite LAS V3.8
Deutschland

Tabelle 16: Computerprogramme
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultur

Alle Arbeiten werden unter sterilen Bedingungen unter der Laminar Flow Hood
durchgefuhrt.

Die Arbeit mit den Zelllinien erfolgt unter Standardkultivierungsmethoden. Dazu
werden alle verwendeten Medien und Supplemente im vorgeheizten 37 °C
Wasserbad aufgewarmt. Die Kultivierung der Zellen erfolgt im Brutschrank bei 37 °C,
5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit.

Die Kultivierung der ASC-Linien erfolgt Serum- bzw. FCS-frei. Da die HNSCC-
Zelllinien Cal27 und UD-SCC2 fur die Adhasion an der Kulturschale Serum
bendtigen, wird am Tag vor den eigentlichen Versuchen das Medium jeweils in ein

Serum- bzw. FCS-freies Medium gewechselt.

3.2.1.1 Medienherstellung
Fir die Kultivierung von Cal27 wird Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium (DMEM)

als Medium verwendet. Dieses wird mit 10 % FCS und 2 mM L-Glutamin und
Penicillin/Streptomycin gemischt. Fiur die Kultivierung von UD-SCC2 wird Roswell
Park Memorial Institute Medium (RPMI) mit 10 % FCS und 2 mM L-Glutamin und
Penicillin/Streptomycin erganzt. AuRerdem wird fur die Versuche mit den HNSCC-
Zelllinien jeweils ein Medium in der wie oben aufgefihrten Zusammensetzung,
jedoch ohne Serum/ FCS, hergestellt. Fir die Kultivierung der ASC-Linien wird

PeloBiotech Xeno-Free Mesenchymal Stem Cell Growth Medium verwendet.

3.2.1.2 Auftauen der Zellen

Es wird ein Auftaumedium aus DMEM mit 20 % FCS hergestellt und davon werden
5 ml in einem 15 ml Zentrifugenréhrchen vorgelegt. Danach wird das Kryoréhrchen
aus dem -196 °C Stickstofftank geholt. Dieses wird durch Schwenken im 37 °C
Wasserbad langsam angetaut bis noch ein kleiner Teil gefroren bleibt. Es wird 1 ml
des Auftaumediums mit einer Pasteurpipette in das Kryordhrchen pipettiert, wodurch
auch der letzte Rest auftaut. Die Zellsuspension wird tropfenweise in das 15 ml

Zentrifugenrohrchen dberfuhrt. Das Zentrifugenréhrchen wird bei 1500 rpm fur



5 Minuten zentrifugiert. Danach wird der Uberstand abgesaugt. Das Zell-Pellet wird
nun in einem geeigneten Volumen vom jeweiligen Medium aufgenommen und in

eine geeignete Kulturschale Uberfuhrt.

3.2.1.3 Splitten der Zellen und Mediumwechsel

Die Zellen sollten vorzugsweise bei 80 % Konfluenz gesplittet werden, da es sonst
zu einer Eigeninhibition des Wachstums und der Proliferation kommt.

Das Medium in der Kulturschale wird vorsichtig vom Rand abgesaugt und dann
werden die am Boden haftenden Zellen durch eine langsame Zugabe von 5 ml
DPBS und vorsichtiges Schwenken gewaschen. Danach wird das DPBS wiederum
vom Rand abgesaugt. Es wird 1 ml Triple E (Trypsin) zu den Zellen gegeben und die
Kulturschale wird fir 5 Minuten im Brutschrank inkubiert, wodurch die Zellen aus
ihrem Zellverband gelést werden. Nach der Inkubationszeit werden 10 ml des
jeweiligen Kulturmediums in die Kulturschale gegeben und durch mehrmaliges
Einziehen in die Pipette werden die Zellen optimal getrennt und durchmischt. Die
Zellsuspension wird in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen Gberfuhrt und nochmals gut
gemischt. 1 ml der Zellsuspension wird in eine Kulturschale gegeben und dazu
werden 9 ml des jeweiligen Kulturmediums hinzugegeben.

Nach 2 Tagen sollte das Medium gewechselt werden, indem dieses vom Rand der

Kulturschale abgesaugt wird und durch 10 ml frisches Medium ersetzt wird.

3.2.1.4 Einfrieren der Zellen

Es wird ein Einfriermedium aus FCS und 5 % Dimethysulfoxid hergestellt. Zum
Einfrieren von Zellen werden die Zellen wie beim Splitten behandelt und vom Boden
der Kulturschale gelést. Die Zellsuspension wird dann jedoch bei 1500 rpm flr
5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wird abgesaugt und das erhaltene Zell-Pellet
wird mit dem zuvor hergestellten Einfriermedium resuspendiert. Die so erhaltene
Suspension wird in 1 ml KryogefalRe abgefullt und bei -80 °C im Mr. Frosty
eingefroren. Nach 5 Tagen werden die Kryogefalde in den -196 °C Stickstofftank
uberfihrt.



3.2.2 Bestrahlung
Fir die Versuche wird das Bestrahlungsgerat RS 225 X-Ray Research System der

Firma Gulmay Medical Systems, Klinikum Rechts der |Isar, Institut flr
Strahlentherapie, Universitatsprofessorin Dr. med. Stephanie E. Combs, verwendet.

Es werden folgende Standardeinstellungen vorgenommen:

Elektrische Spannung 70 kV
Stromstarke 10 mA
Tischhohe 466 cm
Filter Nr. 3

Tabelle 17: Standardeinstellungen der Bestrahlungseinheit

Um eine Strahlendosis von 1 Gy (Gray) zu erreichen, missen die Zellen fur eine
Minute bestrahlt werden.
FUr die Experimente wird eine Dosis von 2 Gy gewahlt, da diese den einzelnen

Fraktionen der Patientenbestrahlung in der Therapie des HNSCC entspricht.

3.2.3 ASC-Isolation

Die Isolation der ASCs wird nach dem etablierten Protokoll vom Patricia Zuk et al.
durchgefuhrt (Zhu, Heydarkhan-Hagvall, Hedrick, Benhaim, & Zuk, 2013; Zuk et al.,
2001).

Als erstes wird die Fettprobe mit Hilfe eines Skalpells zu einem homogenen
Gewebebrei zerkleinert. Der Brei wird mit PBS in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen
gegeben und bei 1500 rpm fur 10 Minute zentrifugiert. Danach wird das PBS
vorsichtig vom Rand abgesaugt. Dieser Waschschritt wird mehrmals wiederholt,
damit Blutzellen und andere unerwlnschten Bestandteile aus der Masse eliminiert
werden.

Es wird ein Kollagen-Verdau-Puffer hergestellt. Dazu wird ein Kollagen Puffer aus
47,6 g Hepes, 14 g Natriumchlorid, 7,2 g Kaliumchlorid, 0,3 g Calciumchlorid-
Dihydrat, 1,98 g Glucose-Monohydrat und 2000 ml Aqua dest. gemischt.
Anschlieend wird 1 g Kollagenase mit 7,5 g BSA gemixt und danach in 500 ml des

zuvor hergestellten Kollagen Puffers aufgelost.
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Nachfolgend wird etwa die doppelte Menge an Kollagen-Verdau-Puffer im Vergleich
zur Zellmasse zu dem Gewebebrei gegeben. Die Probe wird fur 30 Minuten im 37 °C
warmen Wasserbad inkubiert, wodurch die Zellen aus ihrem Verband geldst werden
und eine feine Masse ohne feste Bestandteile entsteht. Um den Verdauvorgang zu
stoppen, wird FCS-haltiges Medium hinzugeflgt.

Das Zentrifugenrohrchen wird nun bei 2000 rpm fir 10 Minuten zentrifugiert,
wodurch sich am Boden des Roéhrchens die Stromal Vascular Fraction (SVF) als
Pellet sammelt. Die SVF besteht aus Immunzellen, endothelialen Progenitor Zellen
und ASCs.

Der Uberstand wird mittels Pasteurpipette abgesaugt, wodurch man die SVF im
Pellet am Grund des Zentrifugenréhrchens erhalt. Das SVF-Pellet wird dann in
PeloBiotech Xeno-free Mesenchymal Stem Cell Growth Medium resuspendiert und
in ein Well einer 6-Well Kulturschale gegeben.

Die Zellen werden fur 24 bis 48 Stunden kultiviert. Nach dieser Zeit wird die
Kulturschale vorsichtig mit PBS gewaschen, um alle nicht-adharenten Zellen zu
eliminieren. Somit erhalt man die ASCs fur die weitere Kultur und nachfolgende

Experimente.

3.2.4 ASC-Differenzierung

Um die Stammzelleigenschaften der ASCs zu untermauern, werden die isolierten
ASC-Zelllinien zu Adipozyten, Osteozyten und Chrondrozyten differenziert.

Die adipogene und osteogene Differenzierungen werden in einer 6-Well-Kulturschale
ausgefuhrt. Pro Zelllinie werden jeweils drei Wells belegt, sodass zwei Wells zur
Differenzierung und ein Well als Negativkontrolle verwendet wird.

Die chrondrogene Differenzierung wird in einer 96-Well-U-Bottom-Kulturschale
ausgefuhrt. Auch hier werden jeweils drei Wells belegt und somit dienen zwei Wells

der Differenzierung und eines als Kontrolle.
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Abbildung 2: Plattenbelegung der adipogenen und osteogenen Differenzierung

3.2.4.1 Adipogene Differenzierung

FUr die adipogene Differenzierung werden zuerst ein Induktionsmedium und ein
Differenzierungsmedium hergestellt.

Ein Induktionsmedium wird hergestellt aus:

DMEM 500ml
FCS 5 %

AA 1%
Insulin 500 pl
Hydrocortison 0,02 mg
IBMX 0,05¢
Indomethacin 0,01g

Tabelle 18: Induktionsmedium der adipogenen Differenzierung

Ein Differenzierungsmedium wird hergestellt aus:

DMEM 500 ml
FCS 5 %
AA 1%
Insulin 500 pl

Tabelle 19: Differenzierungsmedium der adipogenen Differenzierung
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4 x 10* Zellen der ASC-Zelllinien werden pro Well einer 6-Well-Kulturschale
ausgesat. Wenn die Zellen zu 80-90 % konfluent sind, wird ihr Kulturmedium
abgesaugt und durch Induktionsmedium ersetzt; ein Well wird wiederum mit
Kulturmedium beflllt, da dieses als Kontrolle dient. Am dritten Tag des
Differenzierungs-Prozesses wird das Induktionsmedium abgesaugt und durch
Differenzierungsmedium ersetzt. Dieses wird im weiteren Verlauf jeden dritten Tag
gewechselt.

Nach 14 Tagen ist die Differenzierung beendet.

3.2.4.2 Ol-Rot-Farbung

Die Ol-Rot-Farbung dient dazu, die erfolgreiche adipogene Differenzierung zu
beweisen. Ol-Rot farbt die Triglyzeride der Adipozyten leuchtend rot an.

Dazu werden 2,5 g OI-Rot-O in 400 ml Isopropanol unter standigem Riihren auf der
Magnetplatte fur zwei Stunden aufgelost. 1,5 Teile dieser Stocklésung werden mit
einem Teil Aqua dest. in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen gegeben und flr eine Stunde
im Kuhlschrank gelagert, wodurch sich ungeldste Bestandteile am Grund absetzen.
Der Uberstand dieser Lésung wird durch einen Spritzenfilter filtriert und die dabei
erhaltene Losung dient als Farbeldsung.

Die Zellen werden mit einer 10 % Formalin-Losung fixiert, indem 1 ml zu dem
Medium der Kulturschale dazugegeben wird und die Kulturschale fur 15 Minuten im
37 °C Brutschrank inkubiert werden. Danach wird das Medium mit dem Formalin
wieder abgesaugt und abermals 3 ml der 10 % Formalin-Lésung zu jedem Well
gegeben. Die Kulturschale wird dann fir 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschlieend wird das Formalin abgesaugt und folgend werden einige Tropfen der
Ol-Rot-Farbelésung in das Well gegeben, bis der Boden bedeckt ist. Dieses wird fir
10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wird die Ol-Rot-Lésung abgesaugt
und die Zellen mehrmals mit DPBS gewaschen. Nach dem letzten Schritt wird das
DPBS auf den Zellen belassen und die Zellen kdnnen so mithilfe des Mikroskops

analysiert werden.
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3.2.4.3 Osteogene Differenzierung

Es werden 5 x 103 Zellen der ASC-Zelllinien pro Well einer 6-Well-Kulturschale
ausgesat. Wenn die Zellen tUber 100 % konfluent sind, wird das Kulturmedium
abgesaugt und PromoCell Mesenchymal Stem Cell Osteogenic Differentiation
Medium hinzugegeben; ein Well wird wiederum mit Kulturmedium beflllt, da dieses
als Kontrolle dient. Das Medium wird dann jeden dritten Tag gewechselt.

Nach 21 Tagen ist die Differenzierung beendet.

3.2.4.4 Alizarin-Rot-Farbung

Die Alizarin-Rot-Farbung dient zum Beweis der erfolgreichen osteogenen
Differenzierung der ASCs. Durch die Alizarin-Rot-Farbung werden Calcium-
Ablagerungen leuchtend rot-orange unter dem Mikroskop sichtbar.

Es werden 2 g Alizarin-Rot-S in 100 ml Aqua dest. aufgelést. Dann wir der pH-Wert
der Lésung mithilfe von 0,1 % NH4OH an einen pH 4,1-4,3 angeglichen. Somit erhalt
man die Alizarin-Rot-Farbeldsung.

Die Zellen werden mit einer 10 % Formalin-Losung fixiert, indem man 1 ml zu dem
Medium der Kulturschale gibt und die Kulturschale dann fir 15 Minuten im 37 °C
Brutschrank inkubiert. Anschlieend wird das Formalin-Medium-Gemisch abgesaugt
und weitere 3 ml der 10 % Formalin-L6sung zu jedem Well gegeben. Die
Kulturschale wird danach fur 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Das
Formalin wird nach Ablauf der Inkubationszeit vorsichtig abgesaugt und die Zellen
werden mit Aqua dest. gewaschen. Anschliel3end wird tropfenweise die Alizarin-Rot-
Farbeldsung in die Wells gegeben bis alle Zellen bedeckt sind. Die Kulturschale wird
folgend in Alufolie eingewickelt, damit sie komplett abgedunkelt fir 45 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert werden kann. AnschlieRend wird die Alizarin-Rot-Losung
abgesaugt und die Zellen werden viermal mit Aqua dest. gewaschen. Abschlielend
wird etwas DPBS zu jedem Well gegeben und die Zellen kénnen unter dem

Mikroskop analysiert werden.
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3.2.4.5 Chondrogene Differenzierung
Es werden 1 x 10° Zellen der ASC-Zelllinien pro Well in eine 96-Well-U-Bottom-

Kulturschale ausgesat. Durch die Form des U-Bottoms bilden sich am Grund
Spheroide. Nach zwei Tagen wird das Medium vorsichtig abgesaugt und durch
PromoCell Mesenchymal Stem Cell Chondrogenic Differentiation Medium ersetzt;
ein Well wird wieder mit dem Kulturmedium beflllt und dient als negative Kontrolle.
Das Differenzierungsmedium wird jeden dritten Tag gewechselt.

Nach 21 Tagen ist die Differenzierung beendet.

3.2.4.6 Alcian-Blau-Farbung

Alcian-Blau farbt die Proteoglykane der Chondrozyten blau an und gilt somit als
Beweis der erfolgreichen chondrogenen Differenzierung.

Das Medium wird vorsichtig abgesaugt und die Spheroide werden mit DPBS
gewaschen. AnschlieRend werden die Spheroide mit einer 10 % Formalin-Ldsung
fixiert, indem 200 ul der Losung zu jedem Well hinzugegeben werden. Die
Kulturschale wird fur 20 Minuten im 37 °C Brutschrank inkubiert. Danach wird die
Formalin-Lésung abgesaugt und die Spheroide zweimalig mit DPBS vorsichtig
gewaschen. Die Alcian-Blau-Farbelésung wird auf die Spheroide gegeben und flr
20 Minuten inkubiert. Nachfolgend wird die Farbeldsung wiederum abgesaugt und

die Spheroide werden mit Aqua dest. gewaschen.

3.2.5 Durchflusszytometrie (FACS)

Es werden jeweils 100 ul einer Zellsuspension in die Wells einer 96-Well-Platte
pippetiert und diese fur 5 Minuten bei 1200 rpm zentrifugiert. Anschlielend wird der
Uberstand abgesaugt und verworfen. FC-Rezeptor Block Human TruStain FcX™
wird 1:20 in PBS verdinnt und davon werden jeweils 50 pl in die Wells pipettiert und
dieses fur 15 Minuten bei 4 °C inkubiert. AnschlieRend werden jeweils 200 pl PBS
hinzugegeben und flir 5 Minuten bei 1200 rpm zentrifugiert und folgend der
Uberstand abgesaugt und verworfen.

Fixable Viability Stain wird 1:1.000 in PBS verdlinnt und die Zellen in 50 pl dieser

Ldsung resuspendiert und flr 30 Minuten bei 4 °C inkubiert, um die Zellen fir die
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Farbung vorzubereiten. Die Negativkontrollen werden stattdessen in 50 pyl PBS
resuspendiert. Im Anschlull werden jeweils 200 uyl PBS hinzugegeben und flr
5 Minuten bei 1200 rpm zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt und verworfen.
Danach werden 50 pl der Oberflachenantikérper zu den Zellen pipettiert und diese
so resuspendiert und fur 30 Minuten bei 4 °C inkubiert. Anschlieend werden
nochmals jeweils 200 uyl PBS hinzugegeben und flir 5 Minuten bei 1200 rpm
zentrifugiert und folgend der Uberstand abgesaugt und verworfen, wordurch
Uberschussige Antikorper entfernt werden.

Das Fixation/Permeabilization Konzentrat wird 1:4 mit Fixation/Permmeabilization
Diluent verdiinnt und 100 ul dieses zu den Zellen hinzugegeben und fir 30 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert, wordurch die intrazellularen Antikdrper fixiert und
permeabilisert werden. In der Zwischenzeit wird ein Permeabilization Buffer durch
eine 1:9 Verdinnung mit Milipire H2O hergestellt. Davon werden jeweils 100 pl
hinzugegeben und die Platte wird Uber Nacht bei 4 °C inkubiert.

Am folgenden Tag wird die 96-Well-Platte fir 5 Minuten bei 1200 rpm zentrifugiert
und anschlieBend der Uberstand abgesaugt und verworfen. Es werden jeweils 50 pl
der Antikorperlosung zur Resuspension der Zellen hinzugegeben und diese flr
30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert; die Negativkontrollen werden mit 50 pl
PBS resuspendiert. Danach werden jeweils 100 uyl des Permeabilization Buffer
hinzugegeben und die Platte fur 5 Minuten bei 1200 rpm zentrifugiert und der
Uberstand abgesaugt und verworfen.

Zuletzt wird ein FACS Puffer hergestellt, indem PBS mit 10 % FBS und 0,02 %
Natriumazid versetzt wird. Die Zellen werden in 100 ul dieses resuspendiert und in

der Folge werden die durchflusszytometrischen Analysen durchgefihrt.

3.2.6 Invasionstestung

Um die Invasivitdt der ASC- und HNSCC-Zelllinien zu untersuchen, werden
verschiedene Konstellationen des Invasionsversuchs gewahlt. In der folgenden
Abbildung sind die verschiedenen Versuchsanordnungen dargestellt. In den
vertikalen Kasten sind die Zellen genannt, welche auf ihr invasives Verhalten
getestet werden und somit in die Invasions Kammer gesat werden. In den
horizontalen Kasten sind die Zellen beschrieben, welche in das Well der

Kulturschale ausgesat werden und somit als Attraktion dienen.
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Zuerst wird die Invasivitat von den ASC-Zelllinien MTU-ASC-T10 und MTU-ASC-N11
in Bezug auf die verschiedenen Kulturmedien, DMEM, RPMI und Xeno-Free
Mesenchymal Stem Cell Medium untersucht. Anschliellend wird die Invasivitat der
ASC-Zelllinien in Verbindung mit den Uberstanden der HNSCC-Zelllinien getestet.
Des Weiteren in Kombination mit den HNSCC-Zelllinien Cal27 und UD-SCC2.
AulBerdem wird noch das invasive Verhalten der ASCs in Kombination mit
Uberstanden der gleichen als auch der anderen ASC-Linie getestet; im Anschluf®
noch mit der gleichen als auch der anderen ASC-Zelllinie. In allen
Versuchsanordnungen wird zudem der Einfluss von Bestrahlung untersucht.

Schlief3lich wird noch die Invasivitat von den HNSCC-Zelllinien Cal27 und UD-SCC2

in einem Aufbau mit den ASC-Zelllinien getestet.

ASC-Kulturmedium
ASC-Kulturmedium 2 Gy
Cal27-Kulturmedium
UD2-Kulturmedium

Cal27-Uberstand
Cal27- Uberstand 2 Gy
UD2-Uberstand
UD2-Uberstand 2Gy

MTU-ASC-T10-Uberstand
MTU-ASC-T10-Uberstand 2 Gy
MTU-ASC-N11-Uberstand
MTU-ASC-N11- Uberstand2Gy

T10
N11

MTU-ASC-T10/
MTU-ASC-N11
Cal 27/
ub2

Cal27
Cal27 2 Gy
uD2
uD2 2Gy

MTU-ASC-T10
MTU-ASC-T10 2 Gy
MTU-ASC-N11
MTU-ASC-N11 2 Gy

Abbildung 3: Ubersicht der Kombination der Invasionstestung

Die Invasionstestungen wird anhand der Versuchs-Leitlinien von Corning
durchgefuhrt (Corning, 2013).

Die Corning BioCoat Matrigel Invasion-Chamber wird bei -20 °C gelagert. Zuerst
werden die bendtigten Kammern aus dem Gefrierfach genommen und fur etwa
30 Minuten bei Raumtemperatur aufgetaut. AnschlieRend werden sowohl in das Well
als auch in die Kammer jeweils 0,5 ml Medium gegeben, damit die Matrigel
Membran der Invasions Kammer rehydriert wird. Dies wird fur eine Stunde inkubiert.
Danach wird das Medium aus dem Well und der Kammer vorsichtig abgesaugt. Je
nach Versuchsaufbau wird in das Well entweder 0,5 ml von Medium, Uberstand oder
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einer Zellsuspension gegeben. In manchen Versuchsaufbauten werden die Zellen
bereits 2 Tage vor dem eigentlichen Einsetzen der Invasionskammer in ein Well der
Kulturschale ausgesat und nach einem Tag mit 2 Gy bestrahlt.

SchlieBlich werden die Invasionskammern vorsichtig mit einer Pinzette in ihre
jeweiligen Wells eingesetzt. Eine Zellsuspension mit 5.000 Zellen pro ml wird
hergestellt und 0,5 ml der Suspension werden in die Kammer pipettiert. Die
Kulturschalen werden fir 24 Stunden bei 37 °C und 5 % CO2 im Brutschrank
inkubiert.

In der Folge wird die Invasionskammer mit einer Pinzette entfernt und umgedreht,
um das Medium aus der Kammer zu entleeren. Die nicht-invasiven Zellen auf der
Oberseite der Membran werden durch vorsichtiges Reiben mit einem Wattestabchen
entfernt. Danach wird die Membran mit einem kleinen Skalpell am Rand
ausgeschnitten. Die Zellen werden fur 2 Minuten in 100 % Methanol fixiert. Dann
werden die Zellen fur 2 Minuten mit Hoechst gefarbt. Dazu werden 100 ul DPBS mit
20 plI Hoechst versetzt. Zuletzt wird die Membran in DPBS gewaschen. Die
Membran wird anschlieBend auf einen Objekttrager Uberflhrt. Durch Fluoreszenz

kénnen die Zellen nun mithilfe des Mikroskops ausgezahlt werden.

A

Invasionskammer

Je nach Versuchsaufbau:
ASCs oder HNSCCs (im
jeweiligen FCS-freien
Medium)

Zellen

Matrigelmembran

Invasive Zellen

™~

Je nach Versuchsaufbau:
Medium, Uberstand oder
Zellen (FCS-freies Medium)

Abbildung 4: Aufbau der Invasionstestung
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3.2.7 RNA-Isolation

Aus den folgenden Zellen wird RNA isoliert:

Cal27

Cal27 2 Gy

Cal27 in Co-Kultur mit MTU-ASC-T10

Cal27 2 Gy in Co-Kultur mit MTU-ASC-T10

UD-SCC2

UD-SCC2 2 Gy

UD-SCC2 in Co-Kultur mit MTU-ASC-T10

UD-SCC2 2 Gy in Co-Kultur mit MTU-ASC-T10

MTU-ASC-T10

MTU-ASC-T10 2 Gy

MTU-ASC-N11

MTU-ASC-N11 2 Gy

Cal 27 IL6 stimuliert fir 12 Stunden

Cal 27 IL6 stimuliert fiir 24 Stunden

UD-SCC2 IL6 stimuliert fir 12 Stunden

UD-SCC2 IL6 stimuliert fir 24 Stunden

MTU-ASC-T10 in Co-Kultur mit Cal27

MTU-ASC-T10 in Co-Kultur mit UD-SCC2

Tabelle 20: RNA-Isolation

Fir die angegebenen Co-Kulturen wird der Versuchsaufbau der Invasionskammer
gewahlt, jedoch die RNA der im Well ausgesaten Zellen nach den 24 Stunden
Inkubationszeit isoliert.

Die RNA-Isolation wird nach dem Qiagen RNeasy-Kit Leitfaden durchgefihrt
(QIAGEN, 2012).

Zuerst wird der RPE-Puffer im Verhaltnis 1:5 mit 100 % Ethanol gemischt und
aullerdem der RLT-Puffer mit 1 % R-Mercaptoethanol versetzt um einen Lyse Puffer
zu erhalten. Das Medium wird vorsichtig abgesaugt und die Zellen werden einmalig
mit DPBS gewaschen. AnschlieRend wird der Lyse Puffer hinzugegeben und fir
10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert; pro 6-Well werden 350 ul und pro 24-Well

50 ul des Lyse Puffers hinzugegeben. Je nach Well GroRe werden die Zellen
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entweder mithilfe eines kleinen Zellschabers oder der Rickseite einer Pipettenspitze
vom Schalenboden geldst, wodurch man ein schleimiges Lysat erhalt. Dieses wird in
ein 1,5 ml Zentrifugenréhrchen tberfihrt und mit einem Volumen 70 % Ethanol gut
durchmischt, bis keine Schlieren mehr erkennbar sind. Maximal 700 pl des Lysat-
Ethanol-Gemischs werden auf eine Spin Column pipettiert und fur 15 Sekunden bei
1200 rpm zentrifugiert. Der abzentrifugierte Uberstand wird verworfen. AnschlieRend
werden 700 pyl des RW1-Puffers auf die Spin Column pipettiert und fur 10 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Auch dieses wird fir 15 Sekunden bei 1200 rpm
zentrifugiert und der Uberstand wieder verworfen. Danach werden 500 ul RPE Puffer
auf die Spin Column pipettiert, dieses wieder fir 15 Sekunden bei 1200 rpm
zentrifugiert und der Uberstand ebenso verworfen. Nun wird ein zweites Mal
500 pl RPE Puffer auf die Spin Column pipettiert und dieses fur 1 Minute bei
1200 rpm zentrifugiert und der Uberstand auch verworfen. Zuletzt werden 100 pl bei
RNA-Isolation aus einem 6-Well bzw. 28 ul bei Isolation aus einem 24-Well, DPEC-
Wasser auf die Spin Column pipettiert und fir 2 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Dieses Mal wird fur 1 Minute bei 1200 rpm zentrifugiert. Das Eluat erhalt
die isolierte RNA und wird bei -20 °C gelagert.

3.2.8 Konzentrationsbestimmung der Nukleinsauren

Mit Hilfe des PeqLab NanoDrop Gerats kann die Konzentration und die Qualitat der
isolierten Nukleinsauren in Form von RNA bestimmt werden.

Das Gerat wird mit 1 pl Aqua dest. initialisiert und folgend wird nach der
Gerateanleitung die RNA-Menge pro Mililiter bestimmt. Auflerdem wird der
Reinheitsgrad der Probe mittels OD ermittelt, welcher im Verhaltnis von
0D260/0D280 angegeben wird.
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3.2.9 cDNA-Sythese

Um cDNA aus der isolierten RNA zu synthetisieren, wird als erstes ein RNA-Mix

hergestellt, indem die Bestandteile zusammen auf Eis pipettiert werden.

Der RNA-Mix besteht aus Folgendem:

Reagenz Volumen Konzentration
RNA X pl 250 ng

10x Hexamere 1l 1x

10 mM dNTP’s 1 0,2 mM

Aqua dest. X ul

Tabelle 21: RNA-Mix

Der fertige RNA-Mix, mit einem Gesamtvolumen von 14,5 ul, wird fir 5 Minuten bei

65 °C im Heizblock inkubiert. In der Zwischenzeit wird ein Enzym-Mix hergestellt.

Der Enzym-Mix besteht aus Folgendem:

Reagenz Volumen Konzentration
Enzym 1l 200 Unit

5x RT Puffer 4 ul 1x

Aqua dest. 0,5 ul

Tabelle 22: Enzym-Mix

Der fertige Enzym-Mix, mit einem Gesamtvolumen von 5,5 ul, wird zum RNA-Mix

pipettiert. Dieser wird erst fir 10 Minuten bei 25 °C und dann fir 30 Minuten bei

50 °C inkubiert. AnschlieRend wird eine Enzyminaktivierung fir 5 Minuten bei 85 °C
durchgefuhrt. Das Eluat enthalt die cDNA und wird entweder bei -20 °C gelagert

oder unmittelbar fir die PCR verwendet.
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3.2.10 Quantitative Reverse Transkription-Polymerasekettenreaktion (QRT-PCR)

Die qRT-PCR dient zur Vervielfaltigung bestimmter Genabschnitte und Bestimmung
der Expression der RNA.

Fir die Amplifikation werden folgende Primer verwendet:

Name Primersequenz
Forward | GTCAGGGGTGGTTATTGCAT
Lo Reverse | AGTGAGGAACAAGCCAGAGC
Forward | TAACAGCTCTCAGCATCCGA
L2 Reverse | GCCCTCAAGCATCACTTCCAG
Forward | ACTGGGCTCCACACTAAGAG
L-20RB Reverse | TTCATGTGGTTTTTCTACGCA
Forward | GGTTTAGGCAAACCACCAGA
IL-20RA Reverse | CGACATGTGACCCAGCC
Forward | CAAATCATGATGGTGCCAAG
L-22RAT Reverse | GTCAACCGCACCTACCAAAT

Tabelle 23: Primer fiir die PCR

Zuerst wird ein PCR-Master-Mix hergestellt, der aus Folgendem besteht hergestellt:

Reagenz Volumen Endkonzentration
Aqua dest. 9,5 ul

2x SYBR Master Mix 12,5 ul 1x

Primer forward 20 pmol 0,5 ul 0,4 pmol

Primer reverse 20 pmol 0,5 ul 0,4 pmol
Template 50 ng 2 ul 100 ng

Tabelle 24: PCR-Master-Mix

Der fertige PCR-Master-Mix, mit einem Gesamtvolumen von 23 ul, wird in ein Well
einer 96-Well-Kulturschale pipettiert. Dazu werden 100 ng der cDNA pipettiert und
beides gut durchgemischt. Die Platte wird mit Folie verklebt und zum nochmaligen
Durchmischen im Programm ,short run® zentrifugiert.

AnschlielRend wird folgendes PCR-Programm im Thermocycler CFX96 von BioRad

zur Amplifikation verwendet:
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Temperatur Zeit

95 °C 15 Minuten

95 °C 30 Sekunden

Annealing (60 °C) 30 Sekunden

72 °C 30 Sekunden + Plate read
GOTO 2 44 mal

Melt curve 75 °C - 95 °C 5 Sekunden + Plate read

Tabelle 25: PCR-Programm

3.2.11 Crystal-Violett-Proliferations-Assay
Zur Bestimmung des Proliferationsverhaltens der HNSCC-Zelllinien Cal27 und UD-

SCC2 wird der Crystal-Violett Proliferations Assay gewahlt. In diesem Versuch wird
zusatzlich der Einfluss des Interleukins 6 (IL-6) auf die Proliferation der HNSCCs
getestet.

Durch Zugabe von 5 ul bzw. 12,5 yl IL-6 zu 50 ml der Kulturmedien der HNSCC-
Zelllinien, DMEM und RPMI, erhalt man 10 pg- bzw. 25 pg-haltiges IL-6-
Kulturmedium zur Stimulation der HNSCC-Zelllinien UD-SCC2 und Cal27.

Die UD-SCC2- und Cal27-Zellen werden aus einer 80 % konfluenten
Zellkulturschale abgeldst, die Zellzahl ermittelt und eine Zellsuspension unter
Gebrauch von IL-6-Kulturmedium hergestellt, sodass 5.000 Zellen UD-SCC2 pro ml
bzw. 1.000 Zellen Cal27 pro ml erhalten werden. Je 0,5 ml dieser Lésung werden in
ein Well einer 24-Well-Kulturschale in Duplets in einem doppelten Ansatz pipettiert.
Der folgende Versuchsablauf wird zu den Zeitpunken 0, 24, 48, 72, 96, 120, 144,
168 Stunden wiederholt, damit eine Verlaufsbeobachtung bezuglich des

Proliferationsverhaltens getroffen werden kann.
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Abbildung 5: Plattenbelegung des Crystal-Violet-Proliferationsessays unter IL-6-Stimulation

Das Medium wird abgesaugt und 500 pl einer 4 %-igen Formaldehydlésung pro Well
hinzugegeben. Dies wird fur 5 Minuten inkubiert und dann vorsichtig abgesaugt.
Anschlielend werden 500 pl einer 0,1 %-igen Triton-X100 Loésung pro Well
pipettiert, die Zellkulturplatte geschwenkt und dieses vorsichtig abgesaugt. Danach
werden 500 pl einer 0,04 %-igen Crystal-Violett-Losung pro Well hinzugegeben, fur
10 Minuten inkubiert und vorsichtig abgesaugt; Crystal-Violett farbt als
Lebendfarbstoff alle vitalen Zellen in der Zellkulturplatte an. Es folgen zwei
Waschschritte, in welchen 500 pl Aqua dest. pro Well pipettiert werden, die
Zellkulturplatte geschwenkt wird und dieses wieder abgesaugt wird. Anschliel3end
werden 500 pl einer 1 %-igen SDS-L6sung pro Well gegeben und die Zellkulturplatte
wird fur 20 Minuten auf dem Plattenrittler inkubiert; SDS flhrt zu einer Lysierung der
Zellen.

Die erhaltene Lésung wird fur die Extinktionsmessung im ELISA in eine 96-Well-
Zellkulturplatte umpipettiert. Dazu werden jeweils 100 ul nebeneinander, in Form von
Tripletts, in die Wells der 96-Well-Zellkulturplatte pipettiert. Der Farbumschlag im
Vergleich zu einer Referenzmessung ergibt die Extinktionswerte, wodurch eine

Aussage zur Proliferation getroffen werden kann.
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3.2.12. Statistik

Die Auswertung und Darstellung der Versuchsergebnisse sowie die Berechnung des
p-Wertes wird mittel Graph Pad Prism 7 durchgeflhrt. Zudem wird ebenfalls mit
Graph Pas Prism 7 die Ermittlung der statistischen Signifikanz durchgeflhrt.

Die statistische Auswertung basiert bei allen Versuchen auf paarigen Ansatzen in
doppelter Durchfihrung; zudem werden die Auszahlungen der Invasionsversuche
doppelt gezahlt. In Ricksprache mit PD Dr. Halller des Instituts fir Medizinische
Statistik und Epidemiologie der TUM wird sich fur die Anwendung des t-Testes flr
Mittelwerte unabhangiger Stichproben entschieden. Aufgrund des explorativen
Charakters der Versuche wird kein multiples Testen verwendet (Bender, Lange, &
Ziegler, 2007). Mit Hilfe des ungepaarten t-Tests mit einem 95 % Konfidenzintervall
wird die Signifikanz errechnet. In folgender Tabelle werden die Definitionen der

einzelnen Signifikantniveaus dargestellt.

p-Wert Signifikanzniveau

p> 0,05 Nicht signifikant, ns

p <0,05 Signifikant, *

p <0,01 Sehr signifikant, **

p < 0,001 Hoch signifikant, ***

p < 0,0001 Hochst signifikant, ****

Tabelle 26: Definition des Signifikanzniveaus
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4. Ergebnisse

4.1. ASC-Charakterisierung

Zum Untermauern der Stammzelleigenschaften der isolierten ASC-Zelllinien
MTU-ASC-T10 und MTU-ASC-N11 werden diese mittels Differenzierungsverfahren

sowie Durchflusszytometrie charakterisiert.

4.1.1 ASC-Differenzierung

Mit den zuvor beschriebenen ASC-Differenzierungsverfahren werden die ASC-
Zelllinien entsprechend der Kriterien der ISCT in Adipozyten, Osteozyten und
Chondrozyten differenziert. Im Anschluss an den Differenzierungsprozess werden
die Zellen mithilfe der entsprechenden histologischen Farbungen dargestellt. Zum
Beweis der erfolgten adipogenen Differenzierung wird die OI-Rot-Farbung
ausgewahlt, die osteogene Differenzierung wird mittels der Alizarin-Rot-Farbung
bewiesen und im Anschluss an die abgeschlossene chondrogene Differenzierung
wird eine Alcian-Blau-Farbung der Spheroide durchgefuhrt.

Zur objektiven Beurteilung der histologischen Farbungen wird zusatzlich zu den mit
Differenzierungsmedium behandelten Zellen in doppeltem Ansatz eine
Negativkontrolle angefarbt, welche wahrend des Differenzierungsprozesses nicht mit
Differenzierunsmedium behandelt wird.

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Differenzierungen sowie der
Negativkontrollen visuell dargestellt.

Die Abbildungen 7 und 8 zeigen die erfolgte Ol-Rot-Farbung nach abgeschlossener
adipogener Differenzierung der zwei ASC-Zelllinien MTU-ASC-T10 und MTU-ASC-
N11 in zwanzigfacher VergroRerung. Im Laufe des Differenzierungsprozesses
wandeln sich die spindelférmigen Praadipozyten, wie in Abbildung 6 zu erkennen, in
multilokulére Zellen mit Lipidtropfen um. Diese stellen sich in der Ol-Rot-Farbung als
leuchtend rot-orange gefarbte kugelige Tropfen innerhalb der ausgereiften
Adipozyten dar, deren Inhalt aus Triglyceriden besteht. In der Zellkulturschale
erkennt man Bereiche mit vielen konzentrierten ausgereiften lipidtrophaltigen
Adipozyten, wohingegen dazwischen bzw. in anderen Bereichen der Zellkulturschale

mehr undifferenzierte Praadipozyten oder untergegangene Zellen enthalten sind.
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Abbildung 6: MTU-ASC-T10 am 6. Ta dr adipogenen Differenierung in zehnfacher
VergréBerung

Abbildung 7: Ol-Rot-Farbung von MTU-ASC-T10 nach adipogener D/fferenZIerung
A: zwanzigfache VergréBerung; B: negative Versuchskontrolle
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Abbildung 8: Ol-Rot-Férbung von MTU-ASC-N11 nach adipogener Differenzierung
A: zwanzigfache VergbRerung; B: negative Versuchskontrolle

Durch die Alizarin-Rot-Farbung wird die Mineralisationsfahigkeit, im Sinne von
gebildeten Kalziumphosphateinlagerungen der ausdifferenzierten Osteoblasten
dargestellt. Die Abbildungen 9 und 10 zeigen, die durch die Osteoblasten grolflachig
gebildeten Auflagerungen, welche durch Alizarin-Rot rot sichtbar angefarbt werden.
Diese Auflagerungen breiten sich im Sinne eines 3D-férmigen Konstruktes mit
zunehmenden Verbindungen und Auflagerungen aus, welche unter dem Mikroskop
deutlich sichtbar werden. Es zeigen sich anfangs Bereiche mit netzartig
angeordnetem Mineral, welche sich mit der Zeit in ein dicht gepacktes Gebilde
umbauen.

In der osteogenen Differenzierung von MTU-ASC-T10, dargestellt in Abbildung 9,
zeigt sich ein netzartiges Gebilde aus Mineral, welches konstant miteinander
verwoben ist. Dahingegen zeigt die Differenzierung von MTU-ASC-N11, dargestellt
in Abbildung 10, ein eher dicht miteinander verschmolzenes Mineral. Dies weist
einerseits daraufhin, dass die Differenzierung von MTU-ASC-N11 am gleichen Tag
bereits weiter fortgeschritten ist und andererseits, dass die Matrix differenzierter
Osteoblasten, welche aus MTU-ASC-N11 differenziert wurden, einen hdheren

Kalziumgehalt besitzt.
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Abbildung 9: Alizarin-Rot-Farbung von MTU-ASC-T10 nach osteogener Differenzierung
A: zehnfache Vergbllerung; B: negative Versuchskontrolle

R = - B T

Abbildung 10: Alizarin-Rot-Farbung von MTU-ASC-N11 nach osteogener Differenzierung
A: zehnfache VergblRerung; B: negative Versuchskontrolle

FUr die chondrogene Differenzierung der ASC-Zelllinien werden Spheroide der ASCs
gebildet, welche sich durch den Zusatz von Differenzierungsmedium in
chondrozytenhaltige Spheroide differenzieren. Die Spheroide der negativen
Versuchskontrolle, welche ausschliellich mit ASC-Kulturmedium XF behandelt
werden, zerfallen im Laufe des Differenzierungsprozesses der anderen Spheroide,
wodurch zum Zeitpunkt der Alcian-Blau-Farbung nur vereinzelte Praadipozyten im
Well adharent sind.

Die ausdifferenzierten Chondrozyten-Spheroide werden mit Alcian-Blau eingefarbt,
um die eingelagerten Proteoglykane sichtbar zu machen. Die Spheroide farben sich

stark blau an, wie in den Abbildungen 11 und 12 dargestellt ist.
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Abbildung 11: Alcian-Blau-Farbung von MTU-ASC-T10 nach chrondrogener Differenzierung
A: positives Versuchsergebnis; B: negative Versuchskontrolle

Abbildung 12: Alcian-Blau-Farbung von MTU-ASC-N11 nach chrondrogener Differenzierung
A: positives Versuchsergebnis; B: negative Versuchskontrolle

Die ASC-Zelllinien MTU-ASC-T10 und MTU-ASC-N11 sind beide in der Lage sich in
Adipozyten, Osteoblasten und Chrondrozyten zu differenzieren, womit sie die
geforderten Differenzierungskriterien fur Stammzellen der ISCT erfullen. Die zwei
untersuchten Zelllinien zeigen zueinander keine Unterschiede in ihren
Differenzierungseigenschaften sowie ihrer Kultivierbarkeit, weshalb sie flr eine

Vergleichbarkeit mittels der folgenden Versuche geeignet sind.
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4.1.2 Durchflusszytometrie (FACS)

Zur Vervollstandigung der Charakterisierung der isolierten ASCs, werden diese
mittels FACS (Fluoreszenz-aktivierter Zellsortierung bzw. Durchflusszytometrie) auf
die Expression der geforderten Stammzellmarker, CD90, CD105, CD73 und
Negativitat von HLA-DR untersucht.

Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 13, 14, 15 und 16 dargestellt und zeigen,
dass die ASC-Zelllinie MTU-ASC-T10 CD90 positiv, CD73 positiv, CD105 positiv und
HLA-DR negativ ist.

In Abbildung 13 zeigt sich, dass sich zwei Populationen der MTU-ASC-T10 bilden,
wovon lediglich 43,2 % der Events eine Positivitat fur CD90 auffweisen. Die
Positivitat fur CD73 ist mit 92,5 % der Events in Abbildung 14 und die Positivitat fur
CD105 mit 99,3 % der Events in Abbildung 15 ist dagegen eindeutiger. Auch die
Negativitat fur HLA-DR ist mit 98,5 % der Events in Abbildung 16 deutlich zu

erkennen.

CD90+
43,2

©. ' ACSCells. . -
' 53,6 .

Abbildung 13: FACS der ASCS-Zelllinie MTU-ASC-T10 fiir CD90
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ACSCells . : - i il HLA-DR-
71,6 LT 98,5

Y
Abbildung 16: FACS der ASCS-Zelllinie MTU-ASC-T10 fiir HLA-DR

Es zeigt sich, dass die isolierten ASC-Zelllinien die Kriterien der MSCs erfullen: sie
sind unter Standard-Kulturbedingungen adharent an Plastik, zeigen sich in der FACS
CD90+, CD73+, CD105+, HLA-DR- und lassen sich zu Osteoblasten, Adipozyten

und Chondrozyten differenzieren.

4.2 Invasionsverhalten der ASCs

Zur Testung des Invasionsverhaltens der ASC-Zelllinien MTU-ASC-T10 und
MTU-ASC-N11 sowie zuletzt auch der HNSCC-Zelllinien Cal27 und UD-SCC2,
werden unterschiedlichste Kombinationen des Invasionsaufbaus gewahlt. Die
Versuche werden jeweils in einem doppelten Ansatz durchgefihrt und zudem
werden die am Schluss erfolgten Auszahlungen der invadierten Zellen doppelt
durchgefuhrt. Der Zeitraum der Invasionstestungen betragt 24 Stunden. Die
Invasionstestungen werden aussschlieRBlich mit Serum-freien Supplementen
durchgefuhrt.

Zunachst wird das Invasionsverhalten der ASC-Zelllinien in Bezug auf ihr eigenes
Medium XF sowie die Medien der HNSCC-Zelllinien DMEM und RPMI getestet, um
eine mogliche Beeinflussung des Invasionsverhaltens durch die Medien selbst zu
evaluieren. Zudem wird der Versuch mit XF durchgefuhrt, welches mit 2 Gy bestrahlt
wird, da in den spateren Versuchsaufbauten auch Bestrahlung der verschiedenen

Zelllinien eingesetzt wird. Die Ergebnisse sind in Abbildun 17 und Tabelle 27
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dargestellt. Durch diesen Versuchsaufbau soll eine starke Invasion der ASCs durch
die Medien ausgeschlossen werden, um in den spateren Versuchsaufbauten die
Invasivitdt der ASCs in Bezug auf Uberstdnde bzw. Zelllinien klar beurteilen zu
kénnen.

Es zeigt sich, dass XF zu der héchsten Invasivitat der ASCs unter den Kulturmedien
fuhrt und sowohl bei MTU-ASC-T10 als auch MTU-ASC-N11 gegenuber der
Invasivitat in Bezug auf DMEM und RPMI signifikant erhoht ist. Die Unterschiede der
verstarkten Invasivitat in Bezug auf XF gegenuber DMEM und RPMI sind bei
MTU-ASC-T10 hoch bzw. hdchst signifikant, wohingegen sie bei MTU-ASC-N11
lediglich signifikant sind. Zudem zeigt sich bei MTU-ASC-T10 interessanterweise

eine hoch signifikant verminderte Invasivitat bei XF, welches mit 2 Gy bestrahlt

wurde.

MTU-ASC-T10 MTU-ASC-N11
XF XF 2 Gy p = 0,004 (***) p =0,0822
DMEM RPMI p=0,1436 p=0,1154
XF DMEM p = 0,0003 (***) p =0,0249 (*)
XF RPMI p =<0,0001 (****) | p=0,0412 (*)

Tabelle 27: Mittels t-Test fiir unabhédngige Stichproben errechnete p-Werte der
Invasionstestung der ASC-Zelllinien MTU-ASC-T10 und MTU-ASC-N11 in einem
Versuchsaufbau mit den Kulturmedien XF, XF bestrahlt mit 2 Gy, DMEM und RPMI
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Abbildung 17: Graphische Darstellung der Invasionstestungen der ASC-Zelllinien
MTU-ASC-T10 und MTU-ASC-N11 in einem Versuchsaufbau mit den Kulturmedien XF, XF
bestrahlt mit 2 Gy, DMEM und RPMI; die p-Wert-Berechnung erfolgt mittels t-Test fiir
unabhéngige Stichproben
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Es folgen die Invasivititstestungen der ASCs in Bezug auf die Uberstdnde der
HNSCC-Zelllinien sowie in Bezug auf die HNSCC-Zelllinien selbst.

derselbigen in Kombination mit einer Bestrahlung von 2 Gy. Die Ergebnisse sind in

Zudem

Tabelle 28 sowie den Abbildungen 18 und 19 dargestellt.

MTU-ASC-T10 MTU-ASC-N11
. Cal27-Uberstand
Cal27-Uberstand p =0,1441 p = 0,0079 (*)
2 Gy
UD-SCC2-
UD-SCC2- ,
. Uberstand p = <0,0001 (****) | p=0,1407
Uberstand
2 Gy
Cal27 Cal27 2 Gy p =0,0670 p = 0,0001 (***)
UD-SCC2 UD-SCC2 2 Gy p =0,3542 p = 0,0032 (**)
Cal27 Cal27-Uberstand p = 0,0521 p = <0,0001 (****)
UD-SCC2-
UD'SCCZ . p = 0’0002 (***) p - <0,0001 (****)
Uberstand
Cal27-Uberstand
Cal27 2 Gy p = 0,0002 (***) p = 0,0005 (***)
2 Gy
UD-SCC2-
UD-SCC2 2 Gy Uberstand p = 0,0020 (**) p = 0,0003 (***)
2 Gy
UD-SCC2 Cal27 p =<0,0001 (****) | p=0,0737
UD-SCC2 2 Gy Cal27 2 Gy p =0.0042 (**) p = 0,0031 (**)

Tabelle 28: Mittels t-Test fiir unabhédngige Stichproben errechnete p-Werte der
Invasionstestung der ASC-Zelllinien MTU-ASC-T10 und MTU-ASC-N11 in einem
Versuchsaufbau mit den Ubersténden der HNSCC-Zelllinien Cal27 und UD-SCC2 sowie der
Zelllinien Cal27 und UD-SCC2, zudem in Kombination mit Bestrahlung der selbigen mit 2 Gy

Es zeigt sich, dass die Invasivitdt von MTU-ASC-T10 in Bezug auf die Ubersténde
der HNSCC-Zelllinien weit niedriger ist als in Bezug auf die HNSCC-Zellen. Dies
leitet zu der Annahme, dass die Zellen Lockstoffe sezernieren, welche entweder in
den Uberstanden zugrunde gehen oder nur von HNSCCs gebildet werden, wahrend

diese sich in der Co-Kultur mit den ASC-Zelllinien befinden. Die Invasivitat von
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MTU-ASC-T10 gegenltber UD-SCC2 sowie UD-SCC2 bestrahlt mit 2 Gy ist hoch
bzw. stark signifikant erhoht gegenuber dem gleichen Aufbau in Bezug auf die
Uberstande von UD-SCC2.

Die Bestrahlung der Uberstande mit 2 Gy fiihrt zu einer verminderten Invasivitat von
MTU-ASC-T10. Bestrahlung der HNSCC-Zelllinien Cal27 und UD-SCC2 scheint
hingegen keinen eindeutigen Effekt zu haben, da die Invasivitat von MTU-ASC-T10
durch eine Bestrahlung von Cal27 erniedrigt wird, wohingegen sie durch eine
Bestrahlung von UD-SCC2 erhdht wird.

Die Invasivitat von MTU-ASC-T10 ist in Bezug auf UD-SCC2 gegenuber der
Invasivitat zu Cal27 hochst signifikant erhoht und in Bezug auf UD-SCC2 mit 2 Gy
bestrahlt gegenluber Cal27 mit 2 Gy bestrahlt sehr signifikant erhoht.
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Abbildung 18: Graphische Darstellung der Invasionstestungen der ASC-Zelllinie
MTU-ASC-T10 in einem Versuchsaufbau mit den Ubersténden der HNSCC-Zelllinien Cal27
und UD-SCC2 sowie den Zelllinien Cal27 und UD-SCC2, zudem in Kombination mit
Bestrahlung derselbigen mit 2 Gy; die p-Wert-Berechnung erfolgt mittels t-Test fiir
unabhéngige Stichproben



Wie zuvor schon bei MTU-ASC-T10 illustiert, zeigt sich ebenso bei MTU-ASC-N11
eine hoch bis hochst signifikant erhdhte Invasivitat in einem Versuchsaufbau der
HNSCC-Zellen im Gegensatz zu den HNSCC-Uberstanden. Es wird vermutet, dass
die HNSCC-Zelllinien einen invasions- bzw. migrationsférdernden Effekt auf die
ASCs haben, indem sie noch ungeklarte parakrine Mechanismen besitzen bzw. noch
unbekannte Stoffe sezernieren.

Der Effekt der Bestrahlung der Zellen sowie der Uberstande mit 2 Gy Iasst sich nicht
eindeutig ermittel. Die Bestrahlung der Uberstédnde von Cal27 fihrt zu einer sehr
signifikant erhdhten Invasivitat von MTU-ASC-N11, wahrend die Bestrahlung der
Uberstande von UD-SCC2 zu einer nicht signifikant verminderten Invasivitat fiihrt.
Die mit 2 Gy bestrahlten Cal27 fuhren zu einer hoch signifikant verminderten
Invasivitat von MTU-ASC-N11, wohingegen die Bestrahlung von UD-SCC2 mit 2 Gy
zu einer sehr signifikant erhdhten Invasivitat fuhrt.

Das unterschiedliche Invasionsverhalten von MTU-ASC-N11 in Bezug auf die zwei
HNSCC-Zelllinien Cal27 und UD-SCC2 zeigt keinen so deutlichen Unterschied wie
das Verhalten von MTU-ASC-T10 zuvor. Lediglich die Invasivitat von MTU-ASC-N11
im Versuchsaufbau mit 2 Gy bestrahlten UD-SCC2 ist stark signifikant erhdht
gegenuber den mit 2 Gy bestrahlten Cal27.
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Abbildung 19: Graphische Darstellung der Invasionstestung der ASC-Zelllinie
MTU-ASC-N11 in einem Versuchsaufbau mit den Ubersténden der HNSCC-Zelllinien Cal27
und UD-SCC2 sowie den Zelllinien Cal27 und UD-SCC2, zudem in Kombination mit
Bestrahlung derselbigen mit 2 Gy; die p-Wert-Berechnung erfolgt mittels t-Test fiir
unabhéngige Stichproben

Folgend wurde das Invasionsverhalten der ASC-Zelllinien in einem Versuchsaufbau
mit dergleichen sowie der anderen ASC-Zelllinie und deren Uberstanden ermittelt.
Abermals wurden diese zusatzlich mit 2 Gy bestrahlt. Tabelle 29 und die

Abbildungen 20 und 21 illustrieren die Ergebnisse.
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MTU-ASC-T10 MTU-ASC-N11
MTU-ASC-T10- MTU-ASC-T10-
. . p = 0,0060 (**) p=0,0119 (*)
Uberstand Uberstand 2 Gy
MTU-ASC-N11- MTU-ASC-N11-
. . p = 0,0465 (*) p = 0,0009 (***)
Uberstand Uberstand 2 Gy
MTU-ASC-T10
MTU-ASC-T10 p=0,0135 (*) p =0,7032
2 Gy
MTU-ASC-N11
MTU-ASC-N11 p =0,3852 p =0,0343 (*)
2 Gy
MTU-ASC-T10-
MTU-ASC-T10 . p = 0,0063 (**) p =<0,0001 (****)
Uberstand
MTU-ASC-N11-
MTU-ASC-N11 . p = 0,0006 (***) p =0,1009
Uberstand
MTU-ASC-T10 MTU-ASC-T10-
, p =0,0768 p =0,2016
2 Gy Uberstand 2 Gy
MTU-ASC-N11 MTU-ASC-N11-
. p =0,0291 (*) p =0,0239 (*)
2 Gy Uberstand 2 Gy
MTU-ASC-T10 MTU-ASC-N11 p=0,0125 (*) p = 0,0597
MTU-ASC-T10 MTU-ASC-N11
p =0,3628 p =0,0972
2 Gy 2 Gy

Tabelle 29: Mittels t-Test fiir unabhédngige Stichproben errechnete p-Werte der
Invasionstestung der ASC-Zelllinien MTU-ASC-T10 und MTU-ASC-N11 in einem
Versuchsaufbau mit den Uberstinden der zwei ASC-Zelllinien MTU-ASC-T10 und
MTU-ASC-N11 sowie dieser selbst, zudem in Kombination mit Bestrahlung derselbigen mit
2 Gy

Die Invasivitat von MTU-ASC-T10 in Bezug auf die Uberstande der ASC-Zelllinien ist
weniger stark als in Bezug auf die Zelllinien selbst. Der Versuchsaufbau mit
MTU-ASC-T10 und MTU-ASC-N11 zeigt eine stark bis hoch signifikant erhdhte
Invasivitdt im Gegensatz zu dem Aufbau mit deren Uberstédnden. Zudem ist die
Invasivitat in Bezug auf MTU-ASC-N11 bestrahlt mit 2 Gy signifikant erhdéht im
Gegensatz zu dem Versuchsaufbau mit dem Uberstand von MTU-ASC-N11 mit 2 Gy
bestrahlt.

Werden die Uberstande der ASCs mit 2 Gy bestrahlt, wird die Invasivitdt von
MTU-ASC-T10 signifikant bis stark erhdht. Die Bestrahlung der ASCs mit
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2 Gy fuhrt hingegen zu einer verminderten Invasivitat; in Bezug auf MTU-ASC-T10
ist diese Verminderung signifikant.

MTU-ASC-T10 zeigt eine signifikant erhdhte Invasivitat im Versuchsaufbau mit sich
selbst im Gegensatz zu einem Aufbau mit MTU-ASC-N11. Dies weist daraufhin,
dass peritumorale Adipozyten moglicherweise andere Eigenschaften bzw. ein
anderes Sekretionsverhalten als Adipozyten aus tumorfreiem Gewebe besitzen

konnten und somit einen invasionsfordernen Einfluss auf ASCs haben konnten.
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Abbildung 20: Graphische Darstellung der Invasionstestungen der ASC-Zelllinie
MTU-ASC-T10 in einem Versuchsaufbau mit den Ubersténden der zwei ASC-Zelllinien
MTU-ASC-T10 und MTU-ASC-N11 sowie dieser selbst, zudem in Kombination mit
Bestrahlung derselbigen mit 2 Gy; die p-Wert-Berechnung erfolgt mittels t-Test fiir
unabhéngige Stichproben

Die Versuchsaufbauten wie oben bereits beschrieben, jedoch mit Testung der
Invasivitat von MTU-ASC-N11, zeigen sehr ahnliche Ergebnisse.

Es zeigt sich eine signifikant erhohte Invasivitat der MTU-ASC-N11 in Bezug auf mit
2 Gy bestrahlte MTU-ASC-N11 verglichen mit dem bestrahlten Uberstand von



MTU-ASC-N11. Die Invasivitat von MTU-ASC-N11 in Bezug auf MTU-ASC-T10
verglichen mit dem Uberstand dieser ist sogar hdchst signifikant erhéht.

Wie oben bereits zu erkennen war, flhrt die Bestrahlung der ASCs mit 2 Gy zu einer
verminderten Invasivitat der ASCs.

Der Effekt der Bestrahlung mit 2 Gy bezogen auf die Uberstande ist jedoch ein
anderer als in den Versuchen zuvor mit MTU-ASC-T10. Die Bestrahlung mit 2 Gy
des Uberstandes von MTU-ASC-T10 fiihrt zur signifkanten Erhéhung der Invasivitat
von MTU-ASC-N11. Dahingegen fiihrt die Bestrahlung des Uberstandes von
MTU-ASC-N11 zu einer hoch signifikanten Verminderung der Invasivitat von
MTU-ASC-N11.

Auch MTU-ASC-N11 zeigt eine, jedoch nicht signifikant erhohte, Invasivitat im
Versuchsaufbau mit MTU-ASC-T10 verglichen mit sich selbst.
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Abbildung 21: Graphische Darstellung der Invasionstestungen der ASC-Zelllinie
MTU-ASC-N11 in einem Versuchsaufbau mit den Ubersténden der zwei ASC-Zelllinien
MTU-ASC-T10 und MTU-ASC-N11 sowie dieser selbst, zudem in Kombination mit
Bestrahlung derselbigen mit 2 Gy; die p-Wert-Berechnung erfolgt mittels t-Test fiir
unabhéngige Stichproben



Abbildung 22 zeigt einen Gesamtiberblick Uber das Invasionsverhalten der ASC-
Zelllinien MTU-ASC-T10 und MTU-ASC-N11 in den oben bereits dargestellten und
analysierten Versuchsaufbauten.

Generell zeigt sich eine erhdhte Invasivitat von MTU-ASC-T10 verglichen mit MTU-
ASC-N11, was die Annahme einer gesteigerten Invasivitat von peritumoralen
Adipozyten unterstitzt.

Zudem ist zu erkennen, dass die ASC-Zelllinien, vormerklich MTU-ASC-T10, die
hochste Invasivitat in der Co-Kultur mit den HNSCC-Zelllinien Cal27 und UD-SCC2
erfahren. Die Hypothese, dass die Tumore selbst die Invasion bzw. Migration der

Stammzellen und vor allem der ASCs initiieren und fordern, wird somit erhartet.
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Abbildung 22: Vergleichsdarstellung der Invasionstestungen der ASC-Zelllinien
MTU-ASC-T10 und MTU-ASC-N11 in den oben bereits aufgezeigten Versuchsaufbauten

Nach Beendigung der Invasionstestungen der ASC-Zelllinien wird zudem die
Invasivitat der HNSCC-Zelllinien Cal27 und UD-SCC2 in Bezug auf die ASCs
getestet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 30 und Abbildung 23 dargestellt.
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Cal27 UD-SCC2

MTU-ASC-T10 MTU-ASC-N11 p =0,5641 p =0,0499 (%)

Tabelle 30: Mittels t-Test fiir unabhédngige Stichproben errechnete p-Werte der
Invasionstestung der HNSCC-Zelllinien Cal27 und UD-SCC2 in einem Versuchsaufbau mit
den ASC-Zelllinien MTU-ASC-T10 und MTU-ASC-N11

Generell zeigt sich kein stark invasives Verhalten der zwei HNSCC-Zelllinien Cal27
und UD-SCC2 in einem Versuchsaufbau mit den ASC-Zelllinien MTU-ASC-T10 und
MTU-ASC-N11. Jedoch ist eine vermehrte Invasivitat in Bezug auf MTU-ASC-T10 im
Vergleich zu MTU-ASC-N11 zu sehen; der gleiche Effekt war bereits in den oben
durchgefuihrten und beschriebenen Versuchsaufbauten der Invasionstestung der
ASCs im Bezug auf dieselbige ASC-Zelllinie und die andere ASC-Zellline

aufgefallen.
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Abbildung 23: Graphische Darstellung der Invasionstestungen der HNSCC-Zelllinien Cal27
und UD-SCC2 in einem Versuchsaufbau mit den ASC-Zelllinien MTU-ASC-T10 und
MTU-ASC-N11; die p-Wert-Berechnung erfolgt mittels t-Test fiir unabhéngige Stichproben

4.3 Interleukin-Genexpression der ASCs und HNSCCs

Um ein Verstandnis fir die genetischen Mechanismen hinter dem unterschiedlichen
Invasionsverhalten der ASC-Zelllinien MTU-ASC-T10 und MTU-ASC-N11 in
Verbindung mit den verschiedenen HNSCC-Zelllinien und deren Uberstéanden zu
erlangen, wird eine Analyse der Interleukin-Genexpression der ASCs und HNSSCs
und der HNSCCs nach Co-Kultur mit der ASC-Zelllinie MTU-ASC-T10 durchgefihrt.

Zudem wird, wie in den vorherigen Versuchen bereits, eine Bestrahlung von 2 Gy



angewandt. Die folgenden Ergebnisse sind auf die Genexpression von Cal27
normalisiert.

In Abbildung 24 ist zu erkennen, dass die Bestrahlung von Cal27 mit 2 Gy zu einer
vermehrten Expression von IL-6, IL-20RB und IL-24 fUhrt. Aullerdem ist eine
vermehrte Expression von IL-24 von unbestrahlten und mit 2 Gy bestrahlten Cal27
nach einer 24-stindigen Co-Kultur mit der ASC-Zelllinie MTU-ASC-T10 zu erkennen.
Die Bestrahlung mit 2 Gy der Cal27 in Kombination mit einer Co-Kultur mit
MTU-ASC-T10 zeigt eine zusatzlich erhdhte Expression von IL-24 im Gegensatz zu
den unbestrahlten, sich in Co-Kultur mit ASCs befindlichen Cal27. Des Weiteren
fuhrt die Co-Kultur von Cal27 mit MTU-ASC-T10 zu einer verminderten Expression
von |L-20RB und dieser Effekt wird wiederum minimal durch die Kombination der
Bestrahlung mit 2 Gy und er Co-Kultur mit MTU-ASC-T10 verstarkt.
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Abbildung 24: Graphische Darstellung Genexpression von Cal27 und Cal27 nach
Bestrahlung mit 2 Gy. Des Weiteren Cal27 sowie Cal27 nach Bestrahlung mit 2 Gy, nach
einer 24-stiindigen Co-Kultur mit der ASC-Zelllinie MTU-ASC-T10; Normalisierung auf Cal27

Abbildun 25 zeigt, dass ebenfalls die Co-Kultur von UD-SCC2 unbestrahlt und
bestrahlt mit 2 Gy zu einer stark erhohten Expression von IL-24 fuhrt, wie zuvor
bereits bei Cal27 erkennbar. Daruber hinaus resultiert die Bestrahlung der
HNSCC-Zellen UD-SCC2 mit 2 Gy, jedoch in keiner Verstarkung der Expression von
IL-24, wie =zuvor bei Cal27 erkennbar. Die Co-Kultur von UD-SCC2 mit
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MTU-ASC-T10 flhrt jedoch zu einer starken Expression von I[L-24 und die
Kombination der Bestrahlung von UD-SCC2 mit 2 Gy und der Co-Kultivierung mit
MTU-ASC-T10 erbringt, wie bereits zuvor bei Cal27 zu erkennen, eine weitere
Verstarkung dieses Effektes.

Die Co-Kultur von UD-SCC2 mit MTU-ASC-T10 resultiert jedoch, wie bereits bei
Cal27 ersichtlich ist, in einer verminderten Expression von |IL-20RB. Ebenfalls, wie
bereits zuvor zu erkennen, fuhrt die Kombination der Bestrahlung mit 2 Gy und der
Co-Kultivierung zu einer verstarkten Verminderung der IL-20RB-Expression.

IL-24 ist generell als Tumorsuppressor bekannt, welcher Apoptose in Tumorzellen
initiert. Die vermehrte Expression von einem Tumorsuppressor in den
HNSCC-Zelllinien Cal27 und UD-SCC2 aufgrund einer Co-Kultur mit der
ASC-Zelllinie MTU-ASC-T10, welche aus peritumoralem Gewebe entstammt, stellt
somit eine interessante Entdeckung dar.

IL-20RB ist Teil des Rezeptordimers, tUber den IL-19, IL-20 und IL-24 wirken.
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Abbildung 25: Graphische Darstellung der Genexpression von UD-SCC2 und UD-SCC2
nach Bestrahlung mit 2 Gy. Des Weiteren UD-SCC2 sowie UD-SCC2 nach Bestrahlung mit
2 Gy, nach einer 24-stiindigen Co-Kultur mit der ASC-Zelllinie MTU-ASC-T10;
Normalisierung auf Cal27



In Abbildung 26 ist zu erkennen, dass die ASC-Zelllinien MTU-ASC-T10 und
MTU-ASC-N11 vormerklich IL-6 exprimieren. MTU-ASC-T10 zeigt eine hdhere
Expression von IL-6 als MTU-ASC-N11. Des Weiteren fuhrt die Bestrahlung der
ASC-Zelllinien mit 2 Gy zu einer verstarkten Expression von IL-6.

IL-6 ist generell als Interleukin des Immunsystems bekannt, welches eine Rolle in

Entzindungsprozessen und Immunreaktionen hat.
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Abbildung 26: Graphische Darstellung der Genexpression von MTU-ASC-T10 und
MTU-ASC-N11, sowie MTU-ASC-T10 und MTU-ASC-N11 nach Bestrahlung mit 2 Gy;
Normalisierung auf Cal27

In Abbildung 27 ist zu erkennen, dass die Co-Kultivierung der ASC-Zelllinie
MTU-ASC-T10 mit den HNSCC-Zelllinien Cal27 und UD-SCC2 keine starken
Veranderungen im Bezug auf die Genexpression zeigt. Es zeigt sich weiterhin eine

starke IL-6-Expression, welche jedoch durch eine Co-Kultivierung mit UD-SCC2

vermindert ist.
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Abbildung 27: Graphische Darstellung der Genexpression von MTU-ASC-T10 nach einer
24-stiindigen Co-Kultur mit den HNSCC-Zelllinien Cal27 und UD-SCC2; Normalisierung auf
Cal27

4.4 Einfluss von IL-6 auf die Genexpression und Proliferation der HNSCCs

Da die ASC-Zelllinien MTU-ASC-T10 und MTU-ASC-N11 eine starke Expression
von |L-6 zeigen, wird als nachster Schritt der Einfluss von IL-6 auf die
Genexpression und das Proliferationsverhalten der HNSCC-Zelllinien Cal27 und
UD-SCC2 getestet.

Um den Einfluss von IL-6 auf die Genexpression der HNSCC-Zelllinien zu beurteilen,
werden die HNSCC-Zelllinien Cal27 und UD-SCC2 12 bzw. 24 Stunden mit IL-6
stimuliert.

In Abbildung 28 ist zu erkennen, dass die IL-6-Stimulation auf Cal27 lediglich einen
geringen Effekt hat; es wird minimal vermehrt IL-20RB exprimiert. Die
IL-6-Stimulation von UD-SCC2 zeigt einen wesentlich starkeren Effekt; es ist eine

starke Expression von IL-20RB zu erkennen.
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Abbildung 28: Graphische Darstellung der Genexpression der HNSCC-Zelllinien Cal27 und
UD-SCC2 nach 12- bzw. 24-stiindiger IL-6-Stimularion; Normalisierung auf Cal27

Zur Testung des Proliferationsverhaltens der HNSCCs wird der
Crystal-Violett-Proliferations-Assay gewahlt. Es werden daflir jeweils 2.500 Zellen
UD-SCC2 bzw. 500 Zellen Cal27 ausgesat. Der Versuch wird jeweils in einem
doppelten Ansatz durchgefuhrt und die Proliferationsmessung zu den Zeitpunkten
0, 24, 48, 72, 96, 120, 144 und 168 Stunden wiederholt.

Wie in Abbildung 29 zu erkennen ist, fuhrt die Stimulation von Cal27 mit IL-6 zu einer
Verminderung der Proliferation. Wahrend die Proliferation in den ersten 120 Stunden
keine eindeutigen Unterschiede zeigt, steigt die Proliferation der unbehandelten
Cal27 ab Stunde 120 an, wohingegen die Proliferation der mit IL-6 stumilerten Cal27

lediglich minimal steigt.
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Abbildung 29: Proliferation von Cal27 unter Stimulation von 10pg und 25pg IL-6

In Abbildung 30 ist zu erkennen, dass die Proliferation von UD-SCC2 im Gegensatz
zu Cal27 grundsatzlich vermindert ist. In den ersten 48 Stunden nimmt die
Proliferation der UD-SCC2 unbehandelt sowie unter IL-6-Stimulation ab. Danach
kommt es zu einer verstarkten Proliferation. Der Einfluss der IL-6-Stimulation ist,

verglichem mit dem Einfluss auf Cal27, jedoch deutlich vermindert.
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Abbildung 30: Proliferation von UD-SCC2 unter Stimultation von 10pg und 25pg IL-6

Die Ergebnisse der Proliferationsanalyse der HNSCC-Zelllinien Cal27 und UD-SCC2
lassen vermuten, dass die IL-6 Expression und womdglich IL-6-Sezernation der
ASCs zummindest keinen proliferationsfordernden Einfluss auf die HNSCCs hat,
eventuell sogar zu einer verminderten Proliferation dieser fuhrt und somit einen

antiproliferativen Einfluss auf Tumore haben kdnnte.
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5. Diskussion

Die Rolle von mesenchymalen bzw. adipogenen Stammzellen in Bezug auf ihren
Einfluss auf maligne Tumore ist bis dato noch nicht eindeutig geklart, da die Literatur
sehr kontroverse Aspekte diskutiert. Einige Autoren haben bereits gezeigt, dass
MSCs Tumorinitiation, -wachstum und -metastasierung férdern (Nowicka et al.,
2013), wohingehen andere Verfasser eine potentielle Rolle der MSCs in der
Therapie von malignen Tumoren vermuten (Schweizer et al., 2015).

In dieser Arbeit sollten die Wechselwirkungen zwischen ASCs und Tumorzellen
untersucht werden. Es wurde ein Augenmerk auf die unterschiedlichen
Eigenschaften von ASCs aus peritumoralem Fettgewebe, verglichen mit ASCs aus
nicht-tumorassoziiertem Fettgewebe stammend gesetzt, um einen Einblick zu
bekommen, ob die ASCs des TME veranderte Eigenschaften verglichen zu ASCs,
die nicht mit Tumorzellen in Verbindung stehen, haben. Das Hauptaugenmerk sollte
der invasiven Kapazitat der ASCs gelten und es sollte versucht werden, neue
Erkenntnisse bezlglich des invasiven Verhaltens von ASCs zu bzw. in maligne
Tumore zu gewinnen. Das Ziel war der Erwerb eines grundlegenden Verstandnisses
der Interaktionen zwischen HNSCCs und ASCs in Bezug auf Tumore und ihr

Wachstum.

5.1 Diskussion der Materialien und Methoden

Die in vitro Kultivierung von Zellen stellt lediglich Grundlagenforschung dar, da sie
keine vollstandige Reprasentation der in vivo Bedingungen bieten kann. In vivo sind
weitaus mehr Zelltypen prasent, welche miteinander agieren und auf ASCs sowie
HNSCCs Einfluss nehmen, als in den vorliegenden Versuchsaufbauten miteinander
in Verbindung gebracht werden konnten. Jegliche Ergebnisse der in vitro Versuche
sind deshalb differenziert zu betrachten und sollten fur weitere Fragestellungen auf
komplexere Versuchsansatze oder in vivo Versuche Ubertragen bzw. ausgeweitet
werden.
Es ist bereits bekannt, dass die Eigenschaften von ASCs, gewonnen aus
unterschiedlichen Lokalisationen und Personen stark differieren (Kansy et al., 2014).
Um die spenderspezifischen Einflisse wie Lokalisation, Geschlecht, Alter und
Gewicht moglichst zu minimieren, wurde versucht diese Eigenschaften der Spender
aneinander anzupassen. Es ist jedoch zu bedenken, dass Patienten mit einem
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malignen Tumorleiden einen oftmals, durch Tumorkachexie bedingten, geringeren
BMI aufweisen, wie auch bei unserem Spender der Zelllinien MTU-ASC-T10 zu
beobachten ist.

Die Isolation der ASCs nach dem Protokoll von Zuk et. al. ist ein gut etabliertes
Protokoll, welches kaum Limitationen darstellt. Die Methodik wurde gewissenhaft
erlernt und konnte reproduzierbar angewandt werden. Es ist zu berlcksichtigen,
dass die bei der Isolation gewonnenen Zellen einerseits aus undifferenzierten und
differenzierten Stammzellen bestehen und der Anteil der undifferenzierten Zellen,
ASCs, unterschiedliche Differenzierungseigenschaften besitzt (Desai et al., 2012).
Die adipogene Differenzierung der ASCs wurde mit einem selbst hergestellten
Differenzierungsmedium durchgefihrt. Dieses Medium war bereits in der
Arbeitsgruppe etabliert und zeigte nur geringe Einschrankungen sowie eine gute
Reliabilitat in der Anwendung. Flr die chondrogene und osteogene Differenzierung
der ASCs wurden hingegen Fertigmedien von PromoCell verwendet, wodurch die
genauen Konzentrationen der Bestandteile nicht nachzuvollziehen sind. Eine
Reproduzierbarkeit der Ergebisse war jedoch gegeben.

Um Serum-Einflisse auf die Zellen zu vermeiden, wurde weitestgehend unter
serumfreien Kulturbedingungen gearbeitet, was jedoch eine Stresssituation fir die
Zellen darstellt und damit einen nicht nachvollziehbaren Einfluss auf das Verhalten
der Zellen haben kénnte (Bellei et al., 2018). Da die HNSCC-Zelllinien lediglich bei
Kultivierung mit serumhaltigem Medium adharent an die Zellkulturschale sind, wurde
das Medium der HNSCCs jeweils im Verlauf der Versuche gewechselt, wodurch
jedoch keine strikt serumfreien Bedingungen erlangt werden konnten. Fir die Kultur
der ASCs wurde nur das serumfreie Xeno-Free Mesenchymal Stem Cell Medium
verwendet.

Es handelt sich um eine explorative Studie, welche zur Verifizierung der Ergebnisse

einen groleren Versuchsaufbau sowie weitere tiefergreifende Versuche bendtigt.

5.2 Einfluss von Bestrahlung

Da Bestrahlung eine der therapeutischen Hauptsaulen der Tumore im Kopf-Hals-
Bereich darstellt, wurden die Versuchsaufbauten jeweils mit einer Bestrahlung von
2 Gy kombiniert.
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Die Bestrahlung der ,anlockenden* ASCs und deren Uberstande in den
Invasionstestungen zeigte keinen eindeutigen Effekt. Wahrend die Bestrahlung der
Uberstande eher zu einer Anregung der Invasion der ASC-Zelllinien MTU-ASC-T10
und MTU-ASC-N11 flhrte, bewirkte die Bestrahlung der ASCs selbst eher eine
Verminderung der Invasion. Die Genexpression wies auf eine verstarkte Expression
von IL-6 der ASCs unter Bestrahlung hin.

Die Bestrahlung der HNSCCs und deren Ubersténde, in den Versuchsaufbauten zur
Testung der Invasion, offenbarte ebenfalls keine wegweisenden Ergebnisse. Die
Bestrahlung der UD-SCC2-Uberstande mit 2 Gy filhrte zu einer verminderten
Invasion von MTU-ASC-T10 und MTU-ASC-N11, wohingegen die Bestrahlung von
Uberstanden von Cal27 mit 2 Gy zu einer verminderten Invasion von MTU-ASC-T10,
jedoch zu einer erhdhten Invasion von MTU-ASC-N11 flhrte. Bezogen auf die
Bestrahlung der HNSCCs selbst sind die Versuche ebenfalls uneindeutig. Die
Bestrahlung von UD-SCC2 resultierte in einer erhéhten Invasion von MTU-ASC-T10
und einer verminderten Invasion von MTU-ASC-N11. Die Bestrahlung von Cal27
fuhrte zu einer erhdéhten Invasion von MTU-ASC-T10 und MTU-ASC-N11.

Auf Genebene zeigte sich, dass Bestrahlung zu einer vermehrten Expression von
IL-6, IL-20RB und IL-24 bei Cal27 fuhrt, wohingegen im Falle von UD-SCC2,
IL-20RB vermindert exprimiert wird. Die Co-Kultur mit der ASC-Zelllinie
MTU-ASC-T10 bewirkte in beiden Fallen der HNSCCs eine verminderte Expression
von IL-20RB und eine vermehrte Expression von IL-24. Interessanterweise fuhrt eine
Kombination von Bestrahlung der HNSCCs mit 2 Gy sowie Co-Kultivierung mit
MTU-ASC-T10 zu einer Aggravierung der Reduktion der IL-20RB-Expression und
Verstarkung der IL-24-Expression.

lonisierende Strahlung fuhrt zu DNA-Schadigung innerhalb von Tumorzellen und auf
diesem Wege zu deren Zelltod (Feng et al., 2018; Stefani et al., 2018). MSCs
hingegen sind resistent gegen die Effekte von Bestrahlung, da sie sich in einen
Zellzyklus-Arrest begeben, wodurch ihre Differenzierungseigenschaften und ihre
Proliferationskapazitat ungestort bestehen bleibt (Stefani et al., 2018). Bestrahlung
fuhrt vermutlich zu vielfaltigen Interaktionen zwischen den Zellen des TME,
vormerklich MSCs bzw. ASCs, und den Tumorzellen, wodurch potentiell
antitumordse Effekte eintreten kdnnen.

Eine Bestrahlung von Co-Kulturen von MSCs und Tumorzellen fihrt zu einer
verminderten Phosphorylierung von PI3K-Akt und Extrazellularer Signal Regulierter
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Kinase (ERK), wodurch es zu einer vermehrten Apoptose der Tumorzellen kommt
(Feng et al., 2018). Zudem hemmen bestrahlte MSCs die Angiogenese in Tumoren
(Stefani et al., 2018).

Es wird auBerdem vermutet, dass MSCs bzw. deren Uberstande die
Radiosensitivitdt von Tumoren erhdhen kénnten, indem es zu einer Inhibierung des
Signalwandler und Aktivator der Transkription 3 (STAT3) kommt (He et al., 2018).
Die Versuchsergebnisse zeigten ebenfalls, dass die Bestrahlung der
HNSCC-Zelllinien mit 2 Gy und Kombination dieser mit einer Co-Kultivierung mit der
ASC-Zelllinie MTU-ASC-T10 additive Effekte bezlglich der vermehrten
IL-24-Expression und verminderten IL-20RB-Expression haben. Ob dies jedoch Uber
die STAT3-Signalkaskade vermittelt wird, ist bis dato unklar.

Die Ergebnisse zeigen, dass die ASC-Zelllinien MTU-ASC-T10 und MTU-ASC-N11
nach Bestrahlung mit 2 Gy vermehrt IL-6 exprimieren. IL-6 wirkt Gber die Aktivierung
von JAK-PI3K-STAT proliferations- und differenzierungsfordernd, was somit
allerdings einen positiven Einfluss auf den Tumorprogress hat (Browning et al.,
2018; Kitamura et al., 2017). Es wurden jedoch bereits auch antitumordse Effekte

von IL-6 nachgewiesen (Fisher et al., 2014).

5.3 Invasionverhalten der ASCs

Die oben bereits detailliert beschriebenen Versuchsergebnisse zeigen, dass die
HNSCC-Zelllinien Cal27 und UD-SCC2 zu einer starken Invasion der ASC-Zelllinien
fuhren. Es wurde bereits frih gezeigt, dass ASCs die Kapazitat besitzen zu Tumoren
zu migrieren und in diese einzuwandern (Nowicka et al., 2013). Die weiteren
Interaktionen und Beeinflussungen der ASCs und Tumorzellen sind allerdings nach
wie vor Gebiet der Forschung.

Es wurde bereits mehrfach vermutet, dass ASCs zur Tumorinitiation beitragen, das
Tumorwachstum férdern, sowie die Invasion und Metastasierung von Tumorzellen
positiv beeinflussen (Goldstone & Austen, 2015; Nowicka et al., 2013; Rowan et al.,
2014). Andererseits werden ASCs jedoch aufgrund ihrer invasiven Eigenschaften als
potentielle Vektoren fur Chemotherapeutika gesehen (Klopp et al., 2010; Schweizer
et al, 2015). Einige Studien belegen, dass ASCs die Proliferation und
Metastasierung von Tumorzellen hemmen und zur Apoptose der Tumorzellen flhren

(J. H. Lee et al., 2015; Sun et al., 2014). Die genauen molekularen Mechanismen
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sind in den meisten Fallen nicht verstanden; jedoch werden die vielfaltigen
Eigenschaften der ASCs wahrscheinlich Uber die Sekretion von Zytokinen bestimmt.
Zudem ist zu erkennen, dass die ASC-Zelllinie MTU-ASC-T10, welche aus
peritumoralem Fettgewebe gewonnen wurde, eine hdhere Invasisvitat, verglichen mit
der Zelllinie MTU-ASC-N11, besitzt. Es ware denkbar, dass es zu einer
wechselseitigen Beeinflussung von ASCs des TME und der Tumorzellen selbst
kommt, wodurch die peritumoralen ASCs eine erhohte Invasivitat erlangen. In den
Tumoren erflllen die ASCs dann eventuell eigenstandige Funktionen, wie
Unterstitzung der weiteren Tumorinitierung bzw. des Tumorprogresses, des
Tumorwachstums und der Vaskularisation (Nowicka et al., 2013). Andererseits sind
sie durch ihre hohe invasive Kapazitat ebenso in der Lage antitumords wirkende
Stoffe in die Tumore zu transportieren und den Korper so bei der Bekampfung der

Tumore zu unterstitzen (Klopp et al., 2010).

5.4 Einfluss von IL-6 auf HNSCCs

Die oben beschriebenen Versuche haben gezeigt, dass ASCs, welche sowohl aus
Fettgewebe in Beziehung zu malignen Tumoren stehend gewonnen wurden, wie die
Zelllinie MTU-ASC-T10, als auch aus nicht-tumorassoziiertem Fettgewebe
stammend, wie die Zelllinine MTU-ASC-N11, hohe Konzentrationen des Interleukins
IL-6 exprimieren und somit hochstwahrscheinlich auch sezernieren. Es wurde
ebenfalls bereits in der Literatur beschrieben, dass die in Fettgewebe enthaltenen
ASCs, Endothelzellen und Fibroblasten IL-6 sezernieren (Dirat et al., 2011).

Zudem zeigte die ASC-Zelllinien MTU-ASC-T10 eine vermehrte Expression von IL-6
verglichen mit MTU-ASC-N11. Die Literatur bestatigt diese Ergebnisse ebenfalls, da
die Expressionlevel von IL-6 in Adipozyten eine Korrelation zu Tumorgréf3e und
Lymphknotenmetastasen zeigen (Dirat et al., 2011).

Die Rolle von IL-6 in Bezug auf maligne Tumore ist bis dato nicht endgultig geklart
und weiterhin Gebiet der Forschung und Diskussion, da die Ergebnisse sehr
widerspruchlich und kontrar sind. IL-6 wird einerseits eine tumorunterstutzende
Funktion zugesprochen, andererseits werden auch antitumurdse Effekte in der
Literatur beschrieben.

Das proinflammatorischen Zytokin IL-6 soll eine zentrale Rolle in der Tumorinitiation,

dem Tumorwachstum und der Metastasierung von Tumoren haben (Fisher et
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al.,2014), indem es die JAK-STAT- und PI3K-Akt-mTOR-Kaskaden aktiviert
(Browning et al., 2018; Kitamura et al., 2017; H. H. Lee, Jung, Moon, Kang, & Cho,
2019; Sun et al., 2014). IL-6 fuhrt zu einer Verstarkung von Entzindungen und
Immunitat und regt zudem Tumorzellen zur Proliferation und Invasion an (Fisher et
al., 2014; Zhao et al., 2016). Hohe IL-6-Serumkonzentrationen sollen auf3erdem im
Zusammenhang mit einem verminderten Uberleben bei Patienten mit malignem
Tumorleiden stehen (Zhao et al., 2016).

Andererseits soll IL-6 hingegen die Immunitat gegeniber Tumoren erhéhen, indem
T-Zellen aktiviert und mobilisiert werden und die T-Zell-Proliferation erhdht wird
(Fisher et al., 2014; Lee et al., 2019). Des Weiteren unterstitzt IL-6 die Aktivierung
von Lymphozyten in Lymphknoten und damit ihre Funktion des adaptiven
Immunsystems in der Bekampfung von Pathogenen und Tumorzellen, wodurch es
zu einer Inhibition des Grélkenwachstums kommt (ebd.).

Die Ergebnisse der Crystal-Violett-Proliferationsanalyse zeigen, dass die Stimulation
der HNSCC-Zelllinien UD-SCC2 und Cal27 mit IL-6 womdglich zu einer
verminderten Proliferation, auf jeden Fall jedoch zu keiner Verstarkung der
Proliferation flhrt. Diese Ergebnisse kénnten einen antitumordsen Effekt von IL-6
bestatigen. Jedoch stehen sie damit entgegen der bis dato in der Literatur gezeigten

Ergebnisse bezuglich der proliferationsunterstitzenden Wirkung von IL-6.

5.5 Einfluss von IL-20RB in HNSCCs

Die Versuche haben gezeigt, dass eine 24-stiindige Co-Kultur der HNSCC-Zelllinien
Cal27 und UD-SCC2 mit der ASC-Zelllinie MTU-ASC-T10 zu einer verminderten
Expression des Interleukin-Rezeptors IL-20RB fuhrt. Des Weiteren hat sich jedoch
gezeigt, dass die IL-6 Stimulation der HNSCC-Zelllinien Cal27 und UD-SCC2 zu
einer vermehrten Expression von |IL-20RB flhrt.

IL-20RB ist Teil der Rezeptoren Uber die die Interleukine der IL-10-Familie wirken.
Die zwei bekannten Rezeptoren sind der IL-22R/ |L-20-RB-Rezeptor und der
IL-20RA/ IL-20RB-Rezeptor, welche jeweils aus einer kurzen und einer langen
Untereinheit bestehen (Parrish-Novak et al., 2002; Wang & Liang, 2005). Den beiden
Rezeptoren ist die kurze Untereinheit des IL-20RB somit gemeinsam (Menezes et
al., 2014; Wang & Liang, 2005). Des Weiteren existiert der |6sliche
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IL-20RB-Rezeptor, welcher fur die Blockierung von IL-24 verantwortlich gemacht
wird (Parrish-Novak et al., 2002). Lediglich IL-20 und IL-24 der IL-10-Familie sind in
der Lage uber beide Rezeptoren zu wirken, wahrend die restlichen Vertreter der
IL-10-Familie, AK155, IL-19, IL-22, lediglich Uber den IL-20RA/ IL-20-RB-Rezeptor
wirken kdnnen (Parrish-Novak et al., 2002).

Es wurde bereits gezeigt, dass eine erhdhte IL-20RB-Expression mit einem erhéhten
T-Stadium des Tumors, vermehrten Lymphknotenmetastasen und Fernmetastasen
einhergent (Jia et al, 2016). Aullerdem wird vermutet, dass der
IL-20RA/ IL20-RB-Rezeptor, die durch IL-24 induzierte Wachstumsinhibition
vermittelt (ebd.).

Die verminderte Expression des Rezeptors IL-20RB von den HNSCC-Zelllinien
Cal27 und UD-SCC2, nach Co-Kultur dieser mit der ASC-Zellline MTU-ASC-T10,
lassen somit vermuten, dass die Co-Kultur keinen tumorinduzierenden Effekt mit
sich bringt. Durch die Co-Kultur kommt es zu einer Anderung auf Genebene der
HNSCCs, welche das Gréflenwachstum und die Migration wahrscheinlich negativ

beeinflussen und somit antitumoros sind.

5.6 Einfluss von IL-24 in HNSCCs
Die Versuche haben gezeigt, dass die HNSCC-Zelllinien UD-SCC2 und Cal27 nach

einer 24-stindigen Co-Kultur mit der aus peritumoralem Fettgewebe isolierten
ASC-Zelllinie MTU-ASC-T10 das Interleukin IL-24 vermehrt exprimieren. Bei der
Zelllinie Cal27 hatte die Co-Kultur mit der ASC-Zelllinie etwa den gleichen Effekt auf
die IL-24-Expression wie eine Bestrahlung mit 2 Gy.

IL-24 wurde urspringlich Mitte der 1990er Jahre als Melanom Differentiation
Assoziiertes Gen-7 (MDA-7) identifiziert, welches Einfluss auf die Zelldifferenzierung
haben soll; dieses wurde 2002 anhand seiner Oberflachenrezeptoren zu IL-24
umbenannt (Wang & Liang, 2005). IL-24 gehort mit AK155, IL-19, IL-20 und IL-22
zur IL-10-Familie, dessen Vertreter die Gemeinsamkeit haben Uber die
heterodimeren IL-22R/ 1L-20-RB- und IL-20RA/ IL-20RB-Rezeptoren zu wirken
(Parrish-Novak et al., 2002; Wang & Liang, 2005).

IL-24 wirkt in normalen Konzentrationen Uber seine Rezeptoren als klassisches
Zytokin der Immunantwort, in hohen Konzentrationen wirkt es allerdings intrazellular

mit einem zytotoxischen Einfluss auf Krebszellen (Chada et al., 2004; Wang & Liang,



2005). Dieser antitumordse Effekt wird durch eine Beeinflussung der verschiedenen
zentralen Kennzeichen der Tumorzellentstehung gewahrleistet: IL-24 hemmt die
Proliferation und induziert Apoptose (Jia et al., 2016; Liu et al., 2017), au3erdem
inhibiert es die Migration, Invasion und Angiogenese der Krebszellen (Chada et al.,
2004; Menezes et al., 2014; Panneerselvam et al., 2015).

IL-24 ist teilweise in Karzinomen mit Mikrosatelliteninstabilititen Uberexprimiert
(Wang & Liang, 2005), in vielen Krebsentitaten wird es jedoch vermindert bis gar
nicht exprimiert und seine Wirkung geht somit verloren (Menezes et al., 2014;
Panneerselvam et al., 2015).

IL-24 wird als funktioneller Tumorsuppressor beschrieben, da es zu einer
verminderten Proliferation, vermehrten Apoptose und Metastasierungshemmung in
Tumorzellen fuhrt, wahrend es jedoch keinen Einfluss auf Nicht-Tumorzellen zeigt.
Es ist allerdings lediglich als funktioneller Tumorsuppressor anzusehen, da es
keinerlei genetische Eigenschaften eines Tumorsuppressors, wie
Funktionsverlustmutation, Verlust der Heterozygotie oder Keimbahnmutationen,
besitzt (Wang & Liang, 2005).

IL-24 wird als potentielles, molekular wirkendes Krebstherapeutikum angesehen, da
es vielfaltige antitumordse Eigenschaften besitzt und zudem zu einer erhdhten
Strahlensensibilitdt innerhalb der Tumore flhren soll (Jia et al, 2016;

Panneerselvam et al., 2015).

5.7 Wechselseitiger Einfluss der ASCs und HNSCCs

Die Versuchsergebnisse zeigen, dass HNSCCs die Invasion von ASCs anregen. Es
wurde ebenfalls bereits mehrfach zuvor in der Literatur gezeigt, dass MSCs in der
Lage sind zu Tumoren zu migrieren. Deshalb ist es ihnen mdglich vor Ort direkten
Einfluss auf Tumorzellen zu nehmen und zudem als potentielles Vehikel in der
Tumortherapie genutzt zu werden, um beispielweise Chemotherapheutika in Tumore
zu beférdern.

Die Versuchsergebnisse machen deutlich, dass einerseits ASCs eine hohe
IL-6-Expression zeigen und andererseits eine erniedrigte IL-20RB-Expression.
Zudem ist eine erhdhte IL-24-Expression der HNSCC-Zelllinien nach Co-Kultur mit
ASCs zu erkennen. Die Kombination von Bestrahlung und der Co-Kultivierung der
HNSSCs mit den ASCs zeigt zudem additive Effekte auf die verminderte
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IL-20RB-Expression und erhdhte [L24-Expression.

Daruber hinaus zeigen die Ergebnisse der Crystal-Violett-Proliferationsanalyse, dass
die Stimulation der HNSCC-Zelllinien UD-SCC2 und Cal27 mit dem stark von den
ASCs exprimierten und sezernierten IL-6 keinen proliferationsférdernden Einfluss
hat.

Zudem war jedoch auch erkennbar, dass eine direkte Stimulation der HNSCC-
Zelllinien Cal27 und UD-SCC2 mit IL-6 zu einer vermehrten Expression von |IL-20RB
fuhrt.

IL-24 kann die Expression anderer Zytokine, wie TNF-a oder IL-6 beeinflussen
(Wang & Liang, 2005), weshalb zu vermuten ist, dass diese Beeinflussung auch
gegensatzlich mdglich ist. Somit ware anhand der Versuchsergebnisse denkbar,
dass ASCs IL-6 exprimieren und sezernieren und dadurch zu einer Hochregulation
von IL-24 und Verminderung von IL-20RB in den HNSCC-Zelllinien beitragen, wenn
diese beiden Zellen miteinander in Co-Kultur stehen. Durch das Wiedererlangen der
Expression von IL-24, welche in Tumorzellen, so auch in den HNSCC-Zelllinien,
normalerweise verloren gegangen ist, kann IL-24 seine Funktion als
Tumorsuppressor ausuben. [L-24 kann dann Uber eine Proliferationshemmung
antitumords wirken.

Der vermutete Einfluss von IL-6 aus den ASCs auf eine Hochregulation von IL-24 in
den HNSCCs und dem damit verbundenen antitumorésen Effekt wurde bis dato
nicht beschrieben.

Da die direkte IL-6-Stimulation der HNSSC-Zelllinien Cal27 und UD-SCC2 jedoch
keinen Effekt auf die IL-24-Expression zeigt und zudem zu einer vermehrten
Expression des Interleukin-Rezeptors IL-20RB fuhrt, muss in Erwagung gezogen
werden, dass die gezeigten Effekte der Co-Kultivierung auf die IL-24- und
IL-20RB-Expression eventuell nicht durch die [L-6-Sezernation der ASCs
hervorgerufen sind. Des Weiteren ist es jedoch mdglich, dass das gebrauchte IL-6
zur Stimulation einen molekularen Unterschied zu dem von den ASCs selbst

sezernierten IL-6 besitzt.

5.8 Ausblick

Um diese Ergebnisse weiter verifizieren zu koénnen, sollten die beteiligten

Signalkaskaden, welche zur Expression von IL-24, nach Co-Kultivierung mit den



ASCs, fuhren, eingehend untersucht werden. In einem nachsten Schritt sollte
versucht werden die gesammelten Erkenntnisse auf einen in vivo Versuch zu
Ubertragen und in diesem die Einflisse von ASCs auf die IL-24-Expression in
HNSCCs und die damit verbundenen Wirkungen auf Migration, Invasion,
Tumorwachstum, Apoptose und Angiogense zu untersuchen.

Die Erkenntnisse stellen somit einen neuen potentiellen protektiven bzw.
therapeutischen Nutzen der ASCs dar.
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6. Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, ein grundlegendes Verstandnis des unterschiedlichen
Invasionsverhaltens von aus peritumoralem Fettgewebe gewonnenen ASCs und
nicht mit Tumorzellen assoziierten ASCs zu erlangen. Im Weiteren sollte der Einfluss
der ASCs des TME auf die Tumorzellen untersucht und verstanden werden. Diese
Erkenntnisse sollen dazu beitragen, die vielfaltigen Interaktionen des TME besser zu
verstehen um eines Tages einen neuen therapeutischen Angriffspunkt fir die
Tumortherapie zu erarbeiten.

Es wurde gezeigt, dass HNSCCs die Invasion von ASCs, sowohl aus peritumoralem
Fettgewebe als auch nicht mit Tumorzellen assoziiertem Fettgewebe, fordern. Es
lasst sich allerdings eine hohere invasive Kapazitat der ASCs des peritumoralem
Fettgewebes, und damit wahrscheinlich Teil des TME, erkennen.

Es wird deutlich, dass ASCs hohe Konzentrationen an IL-6 exprimieren und
sezernieren; die IL-6-Expression der ASCs wird zudem durch Bestrahlung mit 2 Gy
erhoht. Es zeigt sich, dass IL-6 keinen proliferationsférdernden Einfluss auf HNSCCs
hat. Inwieweit IL-6 Uber Signalkaskaden in den Stoffwechsel von HNSSCs eingreift,
ist leider noch nicht eindeutig verstanden.

HNSCCs, welche mit der ASC-Zelllinie MTU-ASC-T10 Co-kultiviert werden, zeigen
eine verminderte Expression von IL-20RB. Die Co-Kultur von HNSCCs und ASCs
des TME zeigen somit keinen tumorfordernden Einfluss, sondern es werden
molekulare Anderungen induziert, welche antitumordse Effekte besitzen.

Nach einer Co-Kultur der HNSSCs mit der ASC-Zelllinien MTU-ASC-T10 wird der
funktionelle Tumorsuppressor IL-24, welcher in Tumorzellen eigentlich nicht mehr
exprimiert wird, wieder stark exprimiert. Somit hat die Co-Kultur einen antitumordsen
Effekt, welcher durch eine genetische Anderung der Tumorzellen selbst vermittelt
wird.

Zusammengefasst zeigt sich, dass der Einfluss von ASCs auf HNSCCs nicht, wie
vielfach vermutet, in der Tumorinitiation, Unterstitzung des Tumorwachstums und
der Migration liegt, sondern antitumords ist. Durch noch nicht verstandene
Mechanismen kommt es zu einer Hochregulation des Ublich nicht-exprimierten,
Tumorsuppressors 1L-24 in den HNSCCs, wodurch vermutlich die Proliferation
inhibiert und Apoptose induziert wird, sowie Migration, Invasion und Angiogenese

gehemmt werden.
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