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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Entstehung, Epidemiologie und Therapie von Kopf-Hals-
Tumoren

Damit aus einer gesunden Zelle eine maligne Tumorzelle entsteht, durchlauft sie
eine komplexe Entwicklung. Sie muss zusatzliche Fahigkeiten akquirieren, wie
wachstumshemmenden und apoptoseinduzierenden Signalen zu entgehen und
sich selbst mit Wachstumssignalen zu versorgen. Sie benotigt die Mdglichkeit zur
unbegrenzten Replikation, Gewebeinvasion und Metastasierung. Auf3erdem
muss sie zusammen mit den anderen Tumorzellen die eigene Blutversorgung
aufrechterhalten und die dazu nétige Angiogenese induzieren. Diese
Eigenschaften wurden von Hanahan und Weinberg im Jahr 2000 als die
sogenannten Hallmarks of Cancer beschrieben, ohne die eine gesunde Zelle
nicht zur Tumorzelle werden kann [Hanahan et al., 2000). 2011 erganzten Hanahan et
al. ihre Liste um weitere Punkte: die Fahigkeiten, der Zerstérung durch das
Immunsystem zu entgehen, Veradnderungen im zellularen Metabolismus
vorzunehmen sowie die genetische Instabilitat, die weitere Mutationen begiinstigt
[Hanahan et al., 2011]. BiS heute ist der Prozess der Tumorentstehung (Karzinogenese)
noch nicht im Detail verstanden, fir die Entwicklung neuer Therapieoptionen
jedoch essenziell. Diese sind unter anderem fir Kopf-Hals-Tumore dringend
notig, da deren Diagnose trotz moderner Therapie noch immer mit einer hohen
Morbiditat und Mortalitat einhergehen.

Die 2017 veroffentlichten Zahlen des Zentrums flr Krebsregisterdaten des
Robert Koch-Instituts fassen alle bésartigen Erkrankungen der Mundhdhle und
des Rachens (ICD-10: C00-C14) zusammen. Fur Deutschland zeigte sich im Jahr
2014 eine Erkrankungsrate je 100.000 Personen von 23,00 fir Manner und 9,0
fur Frauen. Davon waren 90 % Plattenepithelkarzinome und etwas mehr als 5 %
Adenokarzinome. Die relative 5-Jahre-Uberlebensrate war mit 48 % bei den
Méannern und 59 % bei den Frauen im bundesdeutschen Durchschnitt nach wie
vor gering. Auch von Larynxkarzinomen waren Manner wesentlich haufiger

betroffen als Frauen. Je 100.000 Personen erkrankten 7,5 Manner bzw. 1,3
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Frauen. Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate lag bei 63 % bzw. 64 % [Kaatsch et al.
2017].

Zu den wichtigsten Risikofaktoren fiir die meisten Kopf-Hals gehoren Nikotin- und
Alkoholkonsum. Diese werden in Landern mit hohem Durchschnittseinkommen
fur 80 %, in Lander mit niedrigem Durchschnittseinkommen fur 42 % der
Todesfélle durch Kopf- und Halstumore verantwortlich gemacht [panaei et al., 2005].
Daneben werden aul3er genetischer Veranlagung noch zahlreiche weitere
Risikofaktoren genannt, wie z. B. eine vitaminarme, fleischreiche Erndhrung,
mangelnde Mundhygiene, Kontakt mit Holzstduben oder bestimmten
Chemikalien. Fur Larynxkarzinome ist ein erhdhtes Risiko bei beruflicher
Exposition gegenuber verschiedenen Stoffen, insbesondere Asbest, bekannt
[Brown et al., 2012; Kaatsch et al., 2017]-

Die Rolle von Infektionen bei der Karzinogenese ist Gegenstand aktueller
Forschung. Von besonderer Bedeutung fir Karzinome vor allem des Oropharynx
sind Infektionen mit einer der Hochrisikogruppen der humanen Papillomaviren
(HPV) [Kaatsch et al., 2017]. In einer Metaanalyse mit Daten aus 148 Studien mit Uber
12.000 Fallen von Kopf-Hals-Tumoren aus 44 Landern lag die HPV-DNA
Pravalenz bei 29,5 %. Man geht davon aus, dass beide zugelassenen HPV-
Impfstoffe, Gardasil und Cervarix, neben dem Schutz vor Zervixkarzinomen
einen positiven Effekt auf die Entwicklung von Tumoren des Oropharynx haben
kénnten. Jedoch fehlen bisher Langzeitstudien und detaillierteres Verstandnis fur
die molekularbiologischen Ahnlichkeiten und Unterschiede zwischen genitalen
und oralen HPV-Infektionen [rakes et al., 2015].

Da HPV-positive Kopf-Hals-Tumore ein besseres Ansprechen auf die Therapie
und damit auch eine bessere Uberlebensrate zeigen, ist eine Diskussion um die
Anpassung der entsprechenden Therapieempfehlungen entstanden [rakhry et al.,
2008; Fung et al., 2017].

Der Grof3teil der Therapien samtlicher Kopf-Hals-Tumore wird nach wie vor auf
Grundlage der drei traditionellen S&ulen bestritten: chirurgische Resektion,
Radiatio und Chemotherapie. Abhéngig von Lokalisation und Stadium des
Tumors wird individuell fir den Patienten die Therapie, haufig bestehend aus

einer Kombination der genannten Optionen, ausgewdahlt. Eine alleinige
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Chemotherapie wird lediglich in palliativen Behandlungssituationen eingesetzt.
Bei fortgeschrittenen Krankheitsverlaufen sind seit einigen Jahren monoklonale
Antikorper zugelassen. Fur Cetuximab, einem Antikdper gegen den Epidermal
Growth Factor Receptor (EGFR), sowie fur die Checkpoint-Inhibitoren Nivolumab
und Pembrolizumab konnte ein positiver Effekt auf die mediane Uberlebensrate
nachgewiesen werden. Als Antikérper gegen das Programmed Death Protein
(PD)-1 reduzieren diese die Fahigkeit der Tumorzellen, der Zerstérung durch das
Immunsystem zu entgehen [Blasco et al., 2017; Kurzweg et al., 2016].

Um die Nebenwirkungen auf den Organismus zu reduzieren und gleichzeitig die
Wirkung auf das Tumorgewebe zu steigern, ist eine mdglichst zielgerichtete
Therapie winschenswert. Ein neuer Ansatz im Sinne der sogenannten Targeted

Therapy stellt die Verwendung mesenchymaler Stammzellen dar [stuckey et al., 2014].

1.2 Mesenchymale Stammzellen in vivo und in vitro

Bevor Uber Stammzellen als Therapieoption nachgedacht werden kann, sollte
ihre physiologische Funktion im menschlichen Kérper betrachtet werden. Ohne
sie ware weder die Entstehung noch der Erhalt eines Organismus mdglich. Ein
Embryo im sogenannten 8-Zell-Stadium besteht aus totipotenten Stammzellen.
Aus ihnen kann sowohl die Plazenta als auch der komplette Embryo entstehen.
Im weiteren Prozess verringert sich die Potenz der Stammzellen. Aus
pluripotenten Stammzellen kénnen alle Zellen des menschlichen Kérpers
hervorgehen, jedoch keine Plazenta. Nach der Geburt sind die Stammzellen im
menschlichen Koérper noch hdochstens multipotent. Dazu zahlen z.B. die
mesenchymalen und hamatopoetischen Stammzellen. Aus diesen kdnnen
weiterhin mehrere verschiedene Zelltypen entstehen. Wenn aus Stammzellen
wenige oder nur ein Zelltyp hervorgehen kann, werden sie als oligo- bzw.
unipotent bezeichnet [Lalimann-Rauch et al., 2015]. Allen Stammzellen gemein sind laut
Lallmann-Rauch die Fahigkeit zur Selbsterneuerung, ein langsam laufender
Zellzyklus sowie ein niedriger Differenzierungsgrad. Dadurch wird die
lebenslange Erneuerung und Regeneration des Organismus gewahrleistet

[Ldllmann-Rauch et al., 2015].
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In der vorliegenden Arbeit wurden humane mesenchymale Stammzellen (MSC)
verwendet. Mesenchym beschreibt zunachst das embryonale Bindegewebe,
welches fur den Rumpf aus dem Mesoderm, dem mittleren Keimblatt, und fur den
Kopf aus der Neuralleiste entsteht, welche wiederum aus dem Ektoderm
hervorgeht. Doch auch im postnatalen Korper bilden sich aus den multipotenten
MSC weiterhin die Zellen des Bindegewebes, Knochens, Knorpels, Fetts und
glatten Muskels [Lallmann-Rauch et al., 2015].
Die Nomenklatur der Zellen ist nach wie vor nicht eindeutig. Die Abkiirzung MSC
wird in der Literatur sowohl fur Mesenchymal Stromal Cells als auch fir
Mesenchymal Stem Cells verwendet und die Bezeichnungen werden wiederum
teilweise synonym verwendet. Horwitz forderte 2005, dass mesenchymale
Stroma-Zellen als Begriff fur alle fibroblastenartigen und plastikadharent
wachsende Zellen angewandt werden sollte, unabhangig davon, aus welchem
Gewebe sie isoliert worden sind. Mesenchymale Stammzellen hingegen
bedurften weiterer Definition und Charakterisierung [Horwitz et al., 200s]. Dafur legten
er (2005) und Dominici (2006) mit der International Society for Cellular Therapy
die folgenden Minimalkriterien fir mesenchymale Stammzellen fest:

— Plastikadharenz unter Standardkulturbedingungen

— spezifisches Expressionsmuster von Oberflachenmarkern (CD, engl.

Cluster of Differentiation)
- positiv fur: CD73, CD90, CD105
- negativ fur: CD34, CD45, CD14 oder 11b, CD79 oder CD19,
HLA-DR
— Differenzierbarkeit in Adipozyten, Osteozyten und Chondrozyten in vitro,
durch histologische Farbung nachweisbar pominici et al., 2006; Horwitz et al., 2005].

Die erste dokumentierte Isolierung von MSC gelang Alexander Friedenstein vor
uber 50 Jahren aus dem Knochenmark von Mausen. Er beobachtete, dass diese
Zellen die Fahigkeit zur Osteogenese besal3en, jedoch nicht zur Hamatopoese
[Friedenstein et al., 1966]. WWeitere Meilensteine in der Forschung zu dieser Zellart legten
unter anderem Owen, der 1988 erste Beweise dafur fand, dass multipotente,
stromale Stammzellen auch au3erhalb des Knochenmarks zu finden seien [owen,

1988) und Caplan, der 1991 bereits das Potential sah, die MSC eines Tages zu
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therapeutischen Zwecken einzusetzen [caplan, 1991]. Pittenger et al. zeigten 1999
die in vitro Differenzierbarkeit der aus humanem Knochenmark gewonnenen
MSC in Adipozyten, Osteozyten und Chondrozyten [pitenger et al., 1999].

Tatséachlich gelang tber die Jahre die Isolierung von MSC aus unterschiedlichen
Geweben: neben Knochenmark vor allem aus Fettgewebe [pubois et al., 2008; Zuk et al.,
2002; Zuk et al., 2001], aber auch aus zahlrechen weiteren, wie z. B. Synovialmembran
[De Bari et al, 2001, Zahnpulpa [Gronthos et al, 2000], Tonsillen [anjanin et al., 2008],
Nabelschnurblut [Erices et al.,, 2000], Nebenschilddriise [shih et al., 2009] und Brustmilch [patki
etal., 2010].

Generell wird derzeit vermutet, dass die meisten MSC perivaskular zu finden
sind, von wo aus sie bei Entziindung oder Gewebeschaden aktiviert werden, sich
teilen, differenzieren und Zytokine sowie Wachstumsfaktoren ausschutten [crisan
et al., 2008; da Silva Meirelles et al., 2008]. Dazu passt die Beobachtung, dass nach einer
Verletzung neugebildete Chondrozyten bzw. Osteoblasten aus markierten
Perizyten entstehen, wie Diaz-Florez bereits 1991 bzw. 1992 schilderte [piaz-Fiores
et al., 1991; Diaz-Flores et al., 1992].

Obwohl intensiv danach geforscht wird, ist es bisher nicht gelungen, einen
gemeinsamen spezifischen Marker fir MSC zu finden [goxall et al., 2012; Busser et al., 2015].
Das Fehlen eines eindeutigen Markers erschwert auch die in vivo Identifikation
und Charakterisierung von MSC, sodass deren physiologische Aufgaben noch
nicht vollstandig untersucht und verstanden wurde, zumal sie sich je nach
Gewebe und Stimuli unterscheiden [keating, 2012; shi, 2012].

Keating sah eine Perspektive in der Identifikation von Transkriptom (Gesamtheit
der vorliegende RNA-Molekule, also transkribierte Gene), Proteom (Gesamtheit
der vorliegenden Proteine) und Sekretom (Gesamtheit aller sezernierten
Zytokine) von MSC und bezog sich dabei auf Ranganath et al., die sich in ihrer
Arbeit bereits der Definition des Sekretoms der MSC und dessen therapeutischen
Potentials naherten [keating, 2012; Ranganath et al., 2012].

Die sezernierten Stoffe der MSC wirken sowohl auto- als auch parakrin und
helfen bei der Begrenzung des Gewebeschadens und der Regeneration. Es gibt
Hinweise, dass sie die lokale Immunreaktion supprimieren, Fibrose und

Apoptose in der Umgebung der Verletzung verhindern, Angiogenese fordern und



Einleitung

gewebeeigene Stammzellen zur Mitose und Differenzierung anregen [caplan et al.,
2006]. Zudem wird ihnen auch eine Rolle bei der Regulierung der Hamatopoese
im Knochenmark zugeschrieben [kfoury et al., 2015; Mendez-Ferrer et al., 2010].

Wie Dvorak bereits 1986 beschrieb, haben Tumore Ahnlichkeit mit einer nicht-
heilenden Wunde [pvorak, 1986]. In diesem Sinne reagieren MSC auf Tumore ahnlich
wie auf Wunden oder Verletzungen. Sie werden sowohl aus dem den Tumor
umgebenden Fettgewebe als auch aus weiter entferntem Knochenmark rekrutiert
und migrieren zum TumMOr [Bergfeld et al., 2010; Kidd et al., 2012; Zhang et al., 2012]. Diese
Eigenschaft der MSC wird als Tumortropismus bezeichnet. Wie die Rekrutierung
aus dem Knochenmark und anderen Organen vermittelt wird und das
sogenannte Homing, der Ubertritt der Zellen vom Blutkreislauf ins Gewebe,
ablauft, ist jedoch noch nicht vollstandig geklart [pe ecker et al., 2016; Droujinine et al., 2013].
Es gewisse Ahnlichkeit zum Homing von Lymphozyten wird angenommen. Die
Hypothese wird durch Versuche im Mausmodell gestarkt, die Hinweise auf die
Substanz P als wichtigen Mediator gaben [Hong et al., 2009; Vishwanath et al., 1996].
Vermutlich wird der Tumortropismus der MSC uber ein komplexes
Zusammenspiel aus Zytokinen, Chemokinen, mechanische Veranderungen des
Blutkreislaufs und weiteren bisher unbekannten Mechanismen gesteuert. Am
Tumor angekommen, integrieren sich die MSC in das Tumorstroma [proujinine et al.,

2013].

1.3 Interaktion von mesenchymalen Stammzellen und
Tumorzellen

Entgegen der landlaufigen Vorstellung, Tumore bestiinden aus Zellen, die vollig
autonom auf Basis von intrazellularen Mutationen ungehemmt proliferieren,
ergibt sich durch die Forschung der letzten Jahre ein immer klarer werdendes
Bild der komplexen Interaktion der Tumorzellen sowohl mit dem Gewebe in der
unmittelbaren Umgebung als auch mit dem gesamten Organismus.

Diese Kommunikation des Tumors mit dem Organismus findet auf zahlreichen
Ebenen statt. So z. B. zwischen Bestandteilen der Extrazellularmatrix, l6slichen
Faktoren sowie verschiedensten Zellklassen, welche in der Lage sind, den

Zellzyklus, die Apoptose und Migration von Tumorzellen zu beeinflussen [Hanahan
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et al., 2011]. Hanahan beschreibt in seiner Arbeit ,Hallmarks of cancer: next
generation“ Tumore als Organ. Die eigentlichen Krebszellen entsprechen dem
Parenchym. Das Stroma, also das Gerustgewebe des Tumors, besteht aus nicht
entarteten Zellen, wie beispielsweise Endothelzellen, Perizyten, Zellen des
Immunsystems, Fibroblasten sowie Extrazellularmatrix. Der Begriff des
Tumormikromilieus beschreibt diese direkte Umgebung des Tumors. Es entsteht
ein komplexes Zusammenspiel zwischen verschiedenen Zellarten. Dies wirft
zahlreiche weitere Fragen auf. So ist z. B. nach wie vor ungeklart, ob das
Fortschreiten des Tumors die Zusammensetzung des Tumormikromilieus
verandert oder dieses die Tumorzellen erst zur Progredienz, Invasion und
Metastasierung anregt [Hanahan et al., 2011].

Auch MSC, die zum Tumor migrieren, integrieren sich in dieses Mikromilieu. Ihre
Funktionen und Wirkungen im ,Organ Tumor® sind vielseitig und unterscheiden
sich je nach Tumor und Herkunft. Zum Beispiel migrierten und proliferierten
intravends applizierte MSC im Mausmodell ausschlief3lich in Tumoren und
durchliefen eine unterschiedliche Differenzierung, je nachdem um welchen
Tumor es sich handelte |(wang et al, 2009]. In einem anderen Versuch fanden sich
nach Veranderung des Tumormikromilieus durch Bestrahlung die applizierten
MSC an unterschiedlichen Stellen im Tumor: ohne Bestrahlung vor allem
perivaskular und nach Bestrahlung hingegen tberwiegend im Tumorparenchym
[Klopp et al., 2007]. In zahlreichen Reviews wird Uber die Rolle von MSC in Tumoren
diskutiert (u. a. [Bergfeld et al., 2014; Bergfeld et al., 2010; Droujinine et al., 2013; Klopp et al., 2011]).

Die Organisation der MSC im Tumor, ihre Lebensdauer sowie ihre
Differenzierung werden von einer Vielzahl an Zytokinen und Wachstumsfaktoren
gesteuert. Interleukin (IL)-6, Wnt5a, Transforming Growth Factor (TGF)-j3,
C-X-C Motif-Chemokin-Rezeptor (CXCR) 4 sind einige Beispiele fur bioaktive
Substanzen, die unter anderem von Myofibroblasten sezerniert werden und in
einem engen Zusammenspiel mit Inhibitoren zur Kommunikation zwischen MSC
und Myofibroblasten beitragen [Quante et al., 2011].

In einer Studie von Kidd et al. 2012 wurde gezeigt, dass die tumorassoziierten
Fibroblasten (TAF) vor allem aus MSC aus dem Knochenmark hervorgehen. Die

Zellen des vaskularen und fibrovaskularen Tumorstromas hingegen bilden sich
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vor allem aus MSC des den Tumor umgebenden Fettgewebes [kidd et al., 2012]. Die
neuen Perizyten ermdglichen in Verbindung mit dem Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF) und anderen, von MSC sezernierten Faktoren, die
Angiogenese des TumMOrsS [Beckermann et al., 2008; Zhang et al., 2012]. Die TAF sind ebenso
sekretorisch aktiv und tragen tber diesen Weg zu Wachstum und Angiogenese

des Tumors bei [orimo et al., 2005].
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Abbildung 1. Funktionen von MSC in Tumoren

Das Schema zeigt Funktionen mit beteiligten Zytokinen und Signalwegen, die MSC
in Tumoren zugeschrieben werden. Diese Arbeit setzt sich vor allem mit dem Aspekt
der Proliferation, unter anderem vermittelt durch ERK1/2 und STAT3, auseinander.
Fur die ausfuhrlichere Beschreibung siehe Text. Diagramm modifiziert nach (gergteid et
al., 2010; Droujinine et al., 2013]

Auch eine Beteiligung der MSC an der Regulierung der Metastasierung wurde
nachgewiesen. Uber Zytokin-Interaktionen wird die sogenannte epitheliale-
mesenchymale Transition und damit Matilitat und Extravasation der Tumorzellen
vermittelt, wobei der Einfluss der MSC sowohl hemmend als auch fordernd sein
kann [Bohrnsen et al., 2015; Karnoub et al., 2007; Scherzed et al., 2013].

Generell wirken MSC immunmodulatorisch. Bei Wunden und Verletzung ist dies

natzlich, da verletzte Zellen vor einem Angriff des Immunsystems geschitzt
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werden, was zur Wundheilung beitragt. Auch im Falle eines Tumors kann diese
Eigenschaft der MSC die Zerstdrung der Tumorzellen durch das Immunsystem
verhindern proujinine et al., 2013]. Dieses Phanomen wird Immunescape genannt. MSC
beeinflussen samtliche Zellen des Immunsystems vor allem Uber Zytokin-
Sekretion, wie z. B. IL-6, IL-10, TGFfB, Prostaglandin (PG)-E2 etc. Dadurch
werden Lymphozyten, neutrophile Granulozyten, T-Helfer- und zytotoxische
T-Zellen, B-Zellen, natirliche Killerzellen sowie dendritische Zellen in
Proliferation, Differenzierung bzw. Wirkung gehemmt [pjouad et al., 2003; Ghannam et al.,

2010; Nauta et al., 2007; Uccelli et al., 2008].

1.4 Interleukin-6 als ein zentraler Mediator

Das Zytokin IL-6 ist an fast allen genannten Vorgangen der Interaktion zwischen
Tumorzellen und MSC beteiligt. Es ist ein Immunmodulator und wichtiger
Mediator bei Entziindungsreaktionen [coussens et al., 2002; Hodge et al., 2005]. |M Blut von
Gesunden ist es nur in sehr geringer Konzentration von ca. 1-5 pg/ml
nachweisbar. Bei samtlichen Krankheiten mit entzindlicher Komponente steigen
die Werte, bei Sepsis bis auf das 1000-fache [waage et al., 1989; wolf et al., 2014]. Auch bei
Tumoren sind erhdhte IL-6-Werte nachweisbar. IL-6 scheint in diesem Kontext
sowohl von Tumorzellen (Rrattigan et al., 2010] als auch von MSC [Liu et al., 2011] bzw. den
von ihnen abstammenden Zellen wie TAF oder Myofibroblasten [quante et al., 2011]
sezerniert zu werden.

Beziuglich des Rezeptors werden zwei Arten unterschieden: ein
membranstandiger Rezeptor (mblL-6R), der physiologisch nur auf wenigen
Zellen, namlich Hepatozyten, Megakaryozyten und einigen Leukozyten,
vorkommt, sowie ein loslicher Rezeptor (sIL-6R). Zusammen mit gebundenem
IL-6 bilden sie einen Komplex, der sich an das ubiquitar vorhandene,
membrangebundene Signalrezeptor-Protein gpl30 anlagert, woraufhin dieses
dimerisiert. Uber den membranstandigen Rezeptor werden vor allem anti-
inflammatorische und regenerative Wirkungen vermittelt. Dieser Weg wird auch
als Classic Signaling bezeichnet. Trans-Signaling beschreibt die Vermittlung des
Signals uber IL-6-Bindung an den sIL-6R und Bindung dieses Komplexes an das

gpl130 an Zellen, die keinen eigenen IL-6 Rezeptor exprimieren [Heinrich et al., 2003;
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Scheller et al., 2011; Scheller et al., 2006]. Uber diesen Signalweg wird insbesondere die pro-
inflammatorische Wirkung von IL-6 umgesetzt. So haben diese beiden
Rezeptoren antagonistische Effekte. Die weitere Signaltransduktion kann tber
die Januskinase (JAK, engl. Just Another Kinase), eine Tyrosinkinase, erfolgen,
die Transkriptionsfaktoren der Signal Transducers and Activators of Transcription
(STAT)-Familie aktiviert. Ein zweiter Signalweg, der durch IL-6 aktiviert wird, ist
die Mitogen-Activated Protein (MAP)-Kinase. Uber diese Signalwege wird die
Genexpression der Zielzellen modifiziert. Auch weitere Signalwege, wie die
Phosphatidylinositol-Triphosphat Kinase (PI3K)-Kaskade kénnen beteiligt sein

[Heinrich et al., 2003; Scheller et al., 2011; Scheller et al., 2006].

—_— —
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Abbildung 2. IL-6 und wichtige Signalkaskaden

Ubersicht Uber die Aktivierung des JAK/STAT-Signalwegs und der MAP-Kinase-
Kaskade durch IL-6: Der Komplex aus IL-6 und Rezeptor lagert sich an das
Signalrezeptor-Protein gp130 der Zielzelle an. Die weitere Signaltransduktion erfolgt
Uber Januskinasen (JAK), welche u.a. Uber die Aktivierung des STAT3-Signalwegs
und der MAP-Kinase-Kaskade eine Modifikation der Genexpression vermitteln. Fur
die ausfiihrlichere Beschreibung siehe Text. ,P* bezeichnet phosphorylierte Proteine.
Diagramm modifiziert nach [neinrich et al., 2003]-
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Die Mdglichkeiten und Mechanismen der Aktivierung ebenso wie die
Signaltransduktion dieser Kaskaden sind auf3erst zahlreich und komplex. Daher
werden hier nur die wichtigsten kurz beschrieben.

Der STAT3-Signalweg kann neben IL-6 auch durch verschiedene andere
Zytokine und Wachstumsfaktoren aktiviert werden. Diese binden extrazellular an
einen transmembranaren Rezeptor der Zielzelle. Die meisten Rezeptoren dieses
Signalwegs sind, wie auch der oben beschriebene Zytokinrezeptor gp130, zur
Weitergabe des Signals auf die JAK angewiesen. JAK-Tyrosinkinasen sind im
Zytoplasma vorhanden und binden an die intrazellulare Domane des Rezeptors.
Nach Anlagerung eines Liganden an die Extrazellularseite des Rezeptors,
phosphorylieren und damit aktivieren sich die Januskinasen gegenseitig. Die
Weitergabe des Signals erfolgt Uber die Phosphorylierung der Tyrosine des
Rezeptors. An diese kann nun ein STAT-Protein binden und wird ebenso von den
JAK phosphoryliert. Je zwei phosphorylierte STAT-Proteine dimerisieren und
aktivieren sich so gegenseitig. Aufgrund ihrer Gro3e von 90 kDa werden sie aktiv
in den Zellkern transportiert. Dort dienen sie als Transkriptionsfaktoren u. a. fur
Gene, die fiur Anti-Apoptose, Proliferation, Metastasierung und Angiogenese
verantwortlich sind [sromberg et al., 1999; Darnell, 1997; Darnell et al., 1994; Heinrich et al., 2003; Jia et al.,
2016].

Aus der Gruppe der MAP-Kinasen ist insbesondere die Extracellular-Signal
Regulated Kinase (ERK)1/2-Kaskade von groRer Bedeutung fur die
Signaltransduktion von IL-6. Diese Kaskade wird vor allem von Mitogenen,
Zytokinen und Wachstumsfaktoren aktiviert, die an einen extrazellularen
Rezeptor binden. Auf diese Weise wird deren Wirkung auf Wachstum,
Proliferation, Differenzierung und Migration der Zelle vermittelt. Zudem steigert
es die Expression von Genen, welche Zellen vor Apoptose schitzen [Heinrich et al.,
2003]. Eine Dysregulierung dieses Signalwegs kann daher eine entscheidende
Rolle in der Kanzerogenese spielen [philion et al., 2007].

Durch Ligandenbindung wird die Rezeptor-Tyrosinkinase aktiviert, welche so die
Guanosintriphosphat (GTP)-Bindung und damit Aktivierung der Ras-GTPase
ermoglicht. Das aktivierte Ras kann so eine Rapidly Accelerated Fibrosarcoma

(Raf)-Kinase rekrutieren und Uber Phosphorylierung Protein-Protein- und
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Protein-Lipid-Interaktionen aktivieren. In verschiedenen Geweben sind dabei
unterschiedliche Raf-Isoformen zu finden [philion et al., 2007; O'Neill et al., 2004; Wellbrock et al.,
2004]. Ein aktiviertes Raf-Protein phosphoryliert MEK 1 und MEK 2 (MAP/ERK-
Kinase) an Serine 218 und 222, wodurch auch diese aktiviert sind. Diese
aktivieren nun die ERKs, welche auf diese Weise verschiedene Kinasen,
Phosphatasen, Transkriptionsfaktoren in Zytoplasma sowie im Zellkern
phosphorylieren kénnen [voon et al., 2008].

Weiter gibt es zahlreiche Verbindungen zwischen der MAP-Kinase-Kaskade und
dem STATS3-Signalwegs, welche Uber diverse Adapter-Proteine vermittelt
werden. Ein Beispiel ist der Grb2-SOS-Komplex (engl. Growth-Factor-Receptor-
bound Protein/Son of Sevenless), welcher Uber die Src-Homology (SHP)2-
Domane am gpl30-Rezeptor bindet. Uber eine JAK1l-abhangige
Phosphorylierungskaskade wird schlief3lich das Ras-Protein aktiviert, welches so
die Ras-Raf-MEK-ERK-Kaskade auslésen kann [Heinrich et al., 2003].

Fir das Mammakarzinom konnte gezeigt werden, dass IL-6, von Tumorzellen
sezerniert, als ein wichtiges chemotaktisches Signal fiur die MSC dient und ihr
Homing zum Tumor steuert. Zudem steigert es die Produktion des Chemokins
C-X-C Motif Ligand (CXCL)7 durch die MSC. CXCL7 wiederum induziert in den
Tumorzellen die Synthese zahlreicher Zytokine, u. a. von IL-6 und IL-8. Hieraus
ergibt sich ein sogenannter Positive Feedback Loop [Liu et al., 2011].

Wahrend die Wirkung von IL-6 bei Entziindungen und Wunden z. B. durch die
Hemmung von Apoptose der schnelleren Heilung zutraglich ist, kann es bei
Tumorzellen  Proliferation, Metastasierung und Resistenzen gegen

Chemotherapeutika beeinflussen [Hodge et al., 2005].

1.5 Mesenchymale Stammzellen in der zielgerichteten
Tumortherapie

Die oben beschriebenen Eigenschaften der MSC, insbesondere ihre gezielte

Migration sowie die immunmodulatorische Wirkung legen einen therapeutischen

Einsatz nahe. Eine Herausforderung dabei stellt neben der noch nicht im Detail

verstandenen Interaktionen der MSC mit dem Organismus nach wie vor das

sichere und dauerhafte Tracking der Zellen dar. Dies ist nétig, um den Weg, die
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Verteilung und das Uberleben von exogen applizierten MSC im Korper
nachweisen zu kénnen |[amgibay et al, 2016]. Bei einer Recherche in der weltweit
grofdten Datenbank zu klinischen Studien (https://clinicaltrials.gov) findet man
dennoch bereits zahlreiche Studien, bei denen der Einsatz von mesenchymalen
Stammzellen bei unterschiedlichsten Krankheiten am Patienten erprobt wird. In
einigen Studien, wie z. B. zum Herzinfarkt [Hare et al., 2009], zur Prophylaxe von
AbstoRungsreaktionen bei Nierentransplantationen [tan et al, 2012) und bei der
steroidresistenten Graft-versus-Host-Krankheit [kurtzberg et al.,, 2014}, wurden bereits
Erfolge verzeichnet.

Durch ihren Tumortropismus und die Integration ins Tumorstroma sind MSC
besonders in der Onkologie von grol3em Interesse. Dabei werden verschiedene
Herangehensweisen getestet. Eine Mdoglichkeit stellen genetisch modifizierte
MSC dar, die z. B. Prodrug-aktivierende Enzyme [cavarretta et al., 2010] Oder Proteine,
wie den Tumor Necrosis Factor-related Apoptosis-inducing Ligand (TRAIL)
exprimieren und so auf Tumorzellen pro-apoptotisch wirken [Loebinger et al., 2009].
Zudem konnen MSC als Vehikel verwendet werden, die onkolytische Viren
[Komarova et al, 2006; Mader et al, 2009] oder Nanopartikel, welche als Teil eines
sogenannten Drug-Delivery-Systems fungieren, zum Tumor transportieren [cheng
et al.,, 2010; Li et al., 2011; Roger et al., 2010].

Zu Vorsicht mahnen jedoch Untersuchungen, die zeigen, dass MSC am
Tumorprogress beteiligt sein kdnnen bzw. diesen fordern [Quante et al., 2011; Scherzed et
al, 2013. Ergebnisse von Battula et al. stitzen diese Hypothese. Sie konnten
nachweisen, dass Akute myeloische Leukamie (AML)-Zellen die osteogene
Differenzierung von MSC férdern und die adipogene Differenzierung hemmen.
Normale CD34-positive Zellen scheinen dazu nicht in der Lage zu sein. Wahrend
der osteogenen Differenzierung exprimieren die MSC deutlich mehr des
Connective Tissue Growth Factor (CTGF). CTGF gilt als prognostischer Marker
bei AML und scheint an deren Fortschreiten beteiligt zu sein [Battula et al., 2013; Battula
etal., 2017; Lu et al., 2014; Safadi et al., 2003]. Diese Ergebnisse machen deutlich, wie wichtig
es ist, MSC nicht als statische Zellart zu begreifen, sondern ihre

Differenzierungsfahigkeit in die Forschung miteinzubeziehen.
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1.6 Fragestellung und Zielsetzung dieser Arbeit

Aufgrund der hohen Morbiditat und schlechten Uberlebensraten sind fiir an Kopf-
Hals-Tumoren erkrankte Patienten dringend neue Therapieoptionen nétig. Der
Einsatz von MSC stellt hierfiir eine vielversprechende Option dar. Die Ergebnisse
der aktuellen Forschung zur Verwendung von MSC in der onkologischen
Therapie sind jedoch widersprichlich. Es wurden sowohl proliferationssteigernde
als auch -hemmende Einflisse von MSC auf Tumorzellen festgestellt. Diese
Arbeit soll dazu dienen, systematisch die Wirkung von aus Knochenmark
isolierten MSC auf die Proliferation von Tumorzelllinien von Kopf-Hals-Tumoren
zu untersuchen. Da sich in der Literatur die Ergebnisse je nach Art der Exposition
unterscheiden, sollen im Rahmen der Proliferationsassays verschiedene
Moglichkeiten getestet werden: Die Kultur von Tumorzellen mit durch MSC
konditionierten Uberstanden soll ein Bild tiber die Beeinflussung der Tumorzellen
durch die MSC geben. In Co-Kulturen soll die wechselseitige Interaktion
untersucht werden.

Des Weiteren ist die Wirkung der Differenzierung der MSC auf Tumorzellen noch
nicht vollstandig geklart. Ihr wird durch neuere Erkenntnisse eine bedeutende
Rolle in der Interaktion der beiden Zellarten zugeschrieben. Um den Prozess der
Differenzierung der MSC mitabzubilden, sollen die Versuche jeweils mit nativen
sowie adipogen und osteogen andifferenzierten MSC durchgefuhrt werden.

Es wird angenommen, dass ein Grol3teil der Zell-Zell-Interaktion auf Zytokin-
Ebene vermittelt wird. Daher sollen die Zytokin-Muster der unterschiedlichen
Tumorzell-MSC-Kulturen bestimmt und verglichen werden. Da IL-6 eine zentrale
Rolle in der Kanzerogenese zugeschrieben wird, soll hierauf ein besonderes
Augenmerk gelegt werden.

Vorarbeiten der Arbeitsgruppe legen eine Beteiligung der Signalwege ERK1/2
und STAT3 an der Interaktion der MSC mit Tumorzellen nahe. Daher soll deren
Aktivierung untersucht sowie die Mdglichkeit der Hemmung evaluiert werden.
Mit Hilfe der gewonnenen Erkenntnisse soll eine weitere Einschatzung zum

Einsatz von MSC in der Therapie der Kopf-Hals-Tumore erméglicht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Loésungen und Puffer

Tabelle 1. Angesetzte Nahrmedien

Bezeichnung Zusammensetzung
DMEM-Expansionsmedium DMEM-N&hrlésung

10 % FCS

1 % Penicillin/Streptomycin
RPMI-Expansionsmedium RPMI-Nahrlosung

10 % FCS

1 % Penicillin/Streptomycin
1 % Sodiumpyruvat

1 % nicht-essenziellen Aminosauren

Tabelle 2. Angesetzte Losungen und Puffer
H20 steht hier fir Aqua dest.

Bezeichnung Zusammensetzung
Ammoniumperoxidsulfat 10 % in H20
Blot-Puffer 1 25 mM Tris/HCL, pH 10,4
400 ml Methanol (20 %, technisch)
2 1 H20
Blot-Puffer 2 300 mM Tris/HCI, pH 10,4,
400 ml Methanol (20 %, technisch)
2 1 H20
Blot-Puffer 3 40 mM Norleucin
25 mM Tris/HCI, pH 9,6
2|1 H20
Lammli-Puffer 10x 144 g Glycin

30 g Tris/HCL, pH 8,3
10 ml SDS (20 %)
11H20
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RIPA-Puffer

SDS-Laufpuffer

SDS-PAGE-LGsung A

SDS-PAGE-LOsung B

SDS-PAGE-L6sung C

SDS-PAGE-Probenpuffer (2x)

Sammelgel

16

50 mM Tris/HCI, pH 7,5

15 mM NacCl

1 % NP-40 IGEPAL CA-630
0,5 % Na-Desoxycholat

0,1 % SDS

14 g Tris

71,5 g Glycerin

14 g SDS

51 H20

60 g Acrylamid

1,6g N,N’-Bisacrylamid

200 ml H20

18,17 g Tris/HCI, pH 8,8
0,4 g SDS

100 ml H20

6,06 g Tris/HCI, pH 6,8

0,4 g SDS

100 ml H20

20 % Glycerol

4 % SDS

100 mM Tris, pH 6,8

0,002 % Bromophenol blue
1 % B-Mercaptoethanol
H20

1,3 ml SDS-PAGE-L6sung A
2,5 ml SDS-PAGE-L6sung C
6,2 ml H20

20 pl Temed

300 ul APS
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TBST (10x)

TBST** (5x)

Trenngel

2.1.2 Gerate

Tabelle 3. Verwendete Laborgerate

Laborgerat

12,1 g Tris/HCI, pH 8,0

87,7 g NaCl

5,0 g Tween 20

11H20

6,05 g Tris/HCI, pH 8,0
160,75 g NaCl

2,5 g Tween 20

5 g Triton X 100

11H20

10 ml SDS-PAGE-L6sung A
7,5 ml SDS-PAGE-L6sung B
20 ul Temed

300 ul APS

12,4 ml H20

Hersteller, Ort

Absaugpumpe LABOPORT-Membran-
Vakuumpumpe

Akku-Pipettierhilfe Accu-jet pro

Autoklav Laborclav

Brutschrank CB220

CASY Cell Counter and Analyzer
Systems TT
Durchflusszytometer FACSCantoTM

Elektrophoresekammer MTV 1
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Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Brand GmbH + CO KG, Wertheim,
Deutschland

SPH Steriltechnik AG, Magdeburg,
Deutschland

Binder GmbH, Tuttlingen, Deutschland

OLS OMNI Life Science GmbH & Co.
KG, Bremen, Deutschland

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Cti GmbH, Idstein, Deutschland
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Inverses Durchlichtmikroskop DM IL
4000B

Isopropanolbox Cryo 1 % Freezing
Container

Laborwasserbad

Lichtmikroskop 473028

Mikrotiterplattenphotometer Multiscan
Plus

PCR Instrument StepOne Plus

Prazisionspipetten 10 pl, 20 pl, 200 pl,
1000 pl

Prazisionswaage H 110
Schuttelwasserbad SW B25

Semi-Dry-Blotter
Spektralphotometer BioPhotometer
Sterilwerkbank Hera Safe KS

Techne Progene DNA Thermal Cycler
Vortex Genie 2

Zentrifuge 5415R

Zentrifuge 5810R

Zentrifuge MiniSpin
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Leica Microsystems, Wetzlar,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Memmert GmbH + Co. KG,
Schwabach, Deutschland

Carl Zeiss AG, Oberkochen,
Deutschland

Berthold Detection Systems GmbH,
Pforzheim, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Sartorius AG, Gottingen, Deutschland
Thermo Electron GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

Cti GmbH, Idstein, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Marshall Scientific, Hampton NH, USA
Bender & Hobein AG, Zirich, Schweiz
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
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2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 4. Verwendete Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial Hersteller, Ort

12-Well-Platten Corning Inc., Corning, NY, USA

4-Well-Platten Greiner Bio-One GmbH,
Kremsmiinster, Osterreich

CASY Cups Messgefalle OLS OMNI Life Science GmbH & Co.
KG, Bremen, Deutschland

Cellstar Tubes 15 ml, 50 ml Greiner Bio-One GmbH,

Kremsmunster, Osterreich
CryogefalRe Cryovial 2ml Simport Scientific, Saint-Mathieu-de-
Beloeil, QC, Canada
Einmalpipetten 1 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml | Corning Inc., Corning, NY, USA

FACS-Ro6hrchen Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
Deutschland
Falcon-R6hrchen 15 ml, 50 ml Greiner Bio-One GmbH,

Kremsmunster, Osterreich
Falcon-Rdhrchen 50 ml Greiner Bio-One GmbH,
Kremsmiinster, Osterreich
Kuvetten nach Hellendahl Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Nitrocellulose Blotting Membrane GE Healthcare Bio-Science,
Pittsburgh, PA, USA

Parafiim M Pechiney Plastic Packaging, Menasha,
WI, USA

Pasteurpipetten Brand GmbH + CO KG, Wertheim,

Deutschland
PCR-Mikrotiterplatten 96-Well Micro Thermo Fisher Scientific Inc.,
Amp Fast Optical mit Klebefolie Waltham, MA, USA
Pipetten (Glas) 5 ml, 10 ml, 20 ml R. Langenbrinck GmbH,

Emmendingen, Deutschland
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Pipettenspitzen 0,5 pl-10 pl

Pipettenspitzen 20 pul, 200 pl, 1000 pl

Pipettenspitzen 200 pl, 1000 pl

Reagiergefal3e 1,5 mi

ReaktionsgefalRe

1,5 ml (transparent), 1,5 ml (braun)
Transwell Permeable Supports,
Porengréf3e 0,4 um Polyester
Membran

Whatman-Papier
Zellkulturflaschen 25 cm?, 75 cm?,

175 cm?

Zellschaber

2.1.4 Medien und Reagenzien

A. Hartenstein GmbH, Wirzburg,
Deutschland

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht,
Deutschland

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht,
Deutschland

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht,
Deutschland

Greiner Bio-One GmbH,
Kremsmunster, Osterreich

Corning Inc., Corning, NY, USA

Schleicher & Schuell BioScience
GmbH, Dassel, Deutschland
Greiner Bio-One GmbH,
Kremsmunster, Osterreich
Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht,

Deutschland

Tabelle 5. Verwendete Medien und Reagenzien

Reagenz

Hersteller, Ort

1,2-Propandiol

Agarose Standard

Alizarin Red S Solution

Ammonium Persulfate (APS)

BC Assay Reagent A und B
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Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Interchim, Montlugon, Frankreich
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BD FACS Clean

BD FACS Flow

BD Propidiumiodid Staining Solution
(50 pg/ml)

BD Shutdown Solution

Bovines Serum Albumin
Bromphenolblau

CASYclean Capillar- und
Systemreiniger

CASYton Isotone Salzlésung

Dexamethason 1 mM

Diethylpyrocarbonat
Dimethylsulfoxid (DMSO)

DMEM (1x) Dulbeco’s Modified Eagle
Medium, [+] 4,5¢/L D-Glucose, [+] L-
Glutamine, [-] Pyruvate

Ethanol

Fetales Kalberserum

Fixierbad Superfix Plus Rapid Fixer

Ham’s F12 Flissigmedium

Hamatoxylinlésung

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland

OLS OMNI Life Science GmbH & Co.
KG, Bremen, Deutschland

OLS OMNI Life Science GmbH & Co.
KG, Bremen, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland
Tetenal Europe GmbH, Norderstedt,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
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Human Cytokine Antibody Array C3
Human IL-6 ELISA Kit

IBMX (3-Isobutyl-1-methylxanthin)
500 mM

Indomethacin 100 mM

Insulin Solution 5 mg/ml human,
recombinant

Isopropanol

Konservierer fur Wasserbader

L-Ascorbic acid 2-phsophate
sesquimagnesium salt 50 mg/ml

L-Ascorbinsaure

L-Glutamin

N-Acetyl-L-Cystein

Natriumthiosulfat

Non Essential Amino Acids (100x)
Nuclear Fast Red

Oil Red O

Paraformaldehyd

Penicillin-Streptomycin

(2000 U/1000 pg/ml)
Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)
10-fach

22

RayBiotech Inc., Norcross, GA, USA
Diaclone SAS, Besancon, Frankreich
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

GE Healthcare Bio-Science,
Pittsburgh, PA, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland
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Ponceau-S-Ldsung

Protease/Phosphatase Inhibitor
Cocktail (100x)

RNeasy mini Kits

Rodinal Black and White Film
Developer
Rotiphorese Gel 30

RPMI 1640 Medium

with 2,0 g/L NaHCOs, without L-
Glutamine, low endotoxin
SDS-Ldsung

Silbernitrat

Sodium Pyruvat 100 mM
SuperScript VILO MasterMix

SuperSignal West Femto
Chemiluminescent Substrat

Tagman Gene Expression Mastermix
Tetramethylethylendiamin (Temed)

Triton X

Trypsin
B-Glycerophosphat 1 M

B-Mercaptoethanol
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Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Cell Signaling Technology, Danvers,
MA, USA

Quiagen Benelux B.V., Venlo,
Niederlande

Agfa Corporation, Ridgefield Park, NJ,
USA

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland

Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland
Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
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Tabelle 6. Verwendete Antikérper fir Durchflusszytometrie

Antikorper Hersteller, Ort

APC Mouse Anti-Human CD90 Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
(559689) Deutschland

PE Mouse Anti-Human CD73 Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
(550257) Deutschland

PE Mouse Anti-Human CD34 Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
(550761) Deutschland

FITC Mouse Anti-Human CD45 Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
(555482) Deutschland

FITC Mouse Anti-Human CD44 Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,
(555478) Deutschland

PE Mouse Anti-Human CD31 Becton Dickinson GmbH, Heidelberg,

(555446)

Deutschland

Tabelle 7. Verwendete Sonden fur Real-Time PCR

TagMan Gene Expression Assay

Hersteller, Ort

GAPDH, Assay-ID Hs00985639_g1

FABP4, Assay-ID Hs01086177_m1

LPL, Assay-ID HS00173425_m1

LEP, Assay-ID Hs00174877_m1

ALPL, Assay-ID Hs01029144 m1

BGLP, Assay-ID HS01587814 g1

Col 1, Assay-ID HS00164004_m1
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Life Technologies Corp., Carlsbad,

CA, USA

Life Technologies Corp., Carlsbad,

CA, USA

Life Technologies Corp., Carlsbad,

CA, USA

Life Technologies Corp., Carlsbad,

CA, USA

Life Technologies Corp., Carlsbad,

CA, USA

Life Technologies Corp., Carlsbad,

CA, USA

Life Technologies Corp., Carlsbad,

CA, USA


https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Hs00174877_m1?CID=&ICID=&subtype=
https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Hs01029144_m1?CID=&ICID=&subtype=
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RUNX2, Assay-ID HS00231692_m1

Life Technologies Corp., Carlsbad,
CA, USA

Tabelle 8. Verwendete Antikorper fur Western Blot

Antikorper

Hersteller, Ort

Phospho-Stat3 (Tyr705) (D3A7) XP
Rabbit mAb

Phospho-p44/42 MAPK (Erk 1/2)
(Thr202/Tyr204) (D13.14.4E) XP
Rabbit mAb
Peroxidase-conjugated AffiniPure
Goat Anti-Rabbit 1IgG

2.1.5 Software

Tabelle 9. Verwendete Software

Cell Signaling Technology, Danvers,
MA, USA
Cell Signaling Technology, Danvers,
MA, USA

Jackson ImmunoResearch
Laboratories Inc., West Grove, PA,
USA

Software Hersteller, Ort
Word 2016 Microsoft, Redmond, WA, USA
Excel 2016 Microsoft, Redmond, WA, USA

GraphPad Prism 6.00

Inkscape 0.91

ImageJ 1.48v

EndNote X7

StepOne Software 2.2
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GraphPad Software, La Jolla, CA,
USA

Free Software Foundation, Boston,
MA, USA

Rasband, W.S., U. S. National
Institutes of Health, Bethesda, MD,
USA

Clarivate Analytics, Philadelphia, PA,
USA

Life Technologies Corp., Carlsbad,
CA, USA
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2.2 Versuchsaufbau

Die Abbildung 3 gibt einen Uberblick tiber den Versuchsaufbau der vorliegenden
Arbeit (siehe S. 27).

Zunachst wurden die verwendeten MSC auf die geforderten Minimalkriterien
Uberpruft (vgl. 1.2). Der Nachweis der Plastikadharenz war bereits durch die
Zellkultur in Plastikflaschen erfullt. Die Differenzierbarkeit wurde durch
histologische Farbungen nachgewiesen. Mit Hilfe der Durchflusszytometrie
wurde das Vorhandensein der stammzelltypischen Kombination von
Oberflachenmarkern gezeigt. Zusatzlich wurde eine Real-Time Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) durchgefuhrt, um die Fortschritte der Differenzierung an
Hand von spezifischen Markergenen zu Uberprifen.

Die MSC stammten von zehn verschiedenen Spendern. In den durchgefihrten
Versuchen wurde die Wirkung von nativen MSC mit der osteogen bzw. adipogen
andifferenzierter MSC auf die Tumorzellen verglichen. Zudem wurden sowohl die
Behandlung der Tumorzellen mit konditionierten Uberstanden als auch Co-
Kulturen von Tumorzellen und MSC untersucht.

Die Proliferationsassays wurden jeweils mit drei verschiedenen Tumorzelllinien
von Kopf-Hals-Tumoren durchgefihrt: Cal27, HLaC78 und FaDu.

Als Vorbereitung auf die Proliferationsassays wurden MSC fir die Co-Kultur in
Transwells kultiviert.  Zellkulturflaschen wurden zur Gewinnung von
ausreichenden Mengen von Uberstand eingesetzt. Fiur jede der zehn
Stammzelllinien wurden drei Versuchsreihen durchgefihrt: In der ersten wurde
der Einfluss nativer MSC in Co-Kultur und durch native MSC konditionierter
Uberstande verglichen. In der zweiten Versuchsreihe wurden die Uberstande, in
der dritten Co-Kulturen adipogen und osteogen andifferenzierter MSC getestet.
Jeder Proliferationsassay wurde uUber finf Tage durchgefihrt. Dabei erfolgte
taglich eine Bestimmung der Zellzahl und der Vitalitat der Tumorzellen.

Die im Proliferationsassay konditionierten Uberstande wurden im Dot Blot Assay
auf ihre Zytokin-Muster untersucht. Die Bestimmung der jeweiligen IL-6
Konzentration erfolgte ebenfalls aus den Uberstanden des Proliferationsassays
mit Hilfe eines ELISA. Der Western Blot wurde verwendet, um die Aktivierung der

beteiligten Signalwege ERK1/2 und STAT3 in den unterschiedlichen
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Konstellationen zu bestimmen und die Mdglichkeit der Hemmung der Signalwege

Zu testen.

Differenzierung & Farbung
Charakterisierung der MSC

Durchflusszytometrie Real-Time PCR
native MSC Andifferenzierung der MSC —
Vorbereitung der MSC e i . )
nativ nativ adipogen osteogen adipogen osteogen
Co-Kultur  Ubersténde Uberstande Ubersténde Co-Kultur Co-Kultur

Proliferationsassays
mit Cal27, HLaC78, FaDu

Uberstande
Analyse der Zytokine Dot Blot Assay IL-6 ELISA
Analyse der Signalwege Western Blot -«

Abbildung 3. Versuchsaufbau

Die MSC wurden mit Hilfe der genannten Methoden charakterisiert. Als Vorbereitung
fur die Proliferationsassays wurden MSC in Transwells bzw. Zellkulturflaschen
kultiviert. Es wurde jeweils eine native sowie ein adipogen und osteogen
andifferenzierte Kultur angelegt. Der Proliferationsassay wurde mit den genannten
Tumorzelllinien tber funf Tage durchgefiihrt. Aus den Uberstanden wurden zur
Zytokin-Analyse ein Dot Blot Assay sowie ein IL-6 ELISA durchgefiihrt. Die
Aktivierung beteiligter Signalwege und die Mdglichkeit der Hemmung wurde mit Hilfe
des Western Blots bestimmt. Detailliertere Beschreibung siehe Text. Eigenes
Diagramm.

27



Material und Methoden

2.3 Zellkultur

Grundvoraussetzung fur alle durchgefuhrten Versuche waren gesunde, nicht-
kontaminierte Zellkulturen. Dazu wurden samtliche Experimente, wie
nachfolgend beschrieben, in standardisierten Verfahren unter einer
Sterilwerkbank mit laminarer Luftstromung durchgefuhrt.

2.3.1 Isolierung der Stammzellen aus Spongiosa

Die verwendeten MSC wurden aus der Spongiosa von Huftkdpfen gewonnen, die
im Rahmen von orthopadischen Operationen entnommen worden waren. Die
Spender wurden préaoperativ Uber die Aufarbeitung und Verwendung ihrer Zellen
im Labor aufgeklart und gaben hierzu ihr schriftliches Einverstandnis. Zum
Schutz der Spender wurden deren Daten ausschliel3lich pseudonymisiert
weiterverwendet. Die Durchfiihrung der Versuche erfolgte mit der Genehmigung
der Ethikkommission der Julius-Maximilians-Universitat Wurzburg (Nr. 72/06).
Die Spender waren zum Zeitpunkt der Zellentnahme im Durchschnitt 63,7 Jahre
alt (49,1-77,3 Jahre). Ausschlusskriterien stellten Infektionen mit HIV, Hepatitis
A, B oder C sowie maligne Erkrankungen dar.

Aufgearbeitet wurden die Proben im Labor der Orthopadischen Klinik Konig-
Ludwig-Haus Wirzburg.

Abbildung 4. Prozess der MSC-Gewinnung

Bild A zeigt einen Hiuftkopf ex vivo vor der Aufarbeitung. Die Zellen wurden in
mehreren Schritten aus der Spongiosa gel6st (B) und anschlielend in Medium in die
Zellkulturflaschen tberfihrt (C).
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Die Isolierung erfolgte unter sterilen Bedingungen entweder direkt nach der
Entnahme des Hiftkopfes oder, wenn zeitlich nicht anders méglich, am Folgetag
nach Lagerung bei 37 °C und 5 % CO:2 im Brutschrank.

Zunachst wurde die Spongiosa in 50 ml-Zentrifugenréhrchen tberfihrt und mit
einer 1:1 Mischung von Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), einem
Standardmedium fur Saugetierzellen, mit dem nahrstoffreichen Flussigmedium
Ham’s F12 (DMEM/Ham’s F12) aufgefillt. Um die Zellen aus der Spongiosa zu
l6sen, wurde das Rohrchen kréftig per Hand geschiittelt und bei 1200 rpm (engl.
revolutions per minute) fur 5 min zentrifugiert. AnschlieRend wurde der
Uberstand abgesaugt, erst das Fett, dann das restliche Medium.

Das Rohrchen wurde mit DMEM/Ham’s F12 aufgeftillt und geschiittelt. Nachdem
die Knochen- und Bindegewebsreste sedimentiert waren, wurde das Medium, in
dem nun die Zellen gelést waren, in ein frisches 50 ml Zentrifugenréhrchen
uberfuhrt. Dieser Vorgang aus Schutteln und Uberstande in eigenem Réhrchen
sammeln wurde solange wiederholt, bis die Spongiosa weil3 wurde, also die
Zellen ausgewaschen waren. Die gesammelten Uberstande wurden dann
wiederum bei 1200 rpm furr 5 min zentrifugiert. Der dabei entstandene Uberstand
wurde abgesaugt und das Zellpellet in Expansionsmedium (EM) fur Stammzellen
(DMEM mit 10 % fetalem Kalberserum (FCS) und 1 % Penicillin/Streptomycin =
DMEM-EM) gel6st. Die Zellzahl wurde im Hamacytometer bestimmt. Schlief3lich
wurden jeweils 1x10° Zellen pro 175 cm?-Zellkulturflasche ausgesat und in ca.
25 ml DMEM-EM kultiviert. Um einen mdglichst schonenden Transport zu
gewahrleisten, wurden die Zellkulturflaschen nach Zelladharenz in isolierenden
Styroporboxen verpackt und so in das Labor der Klinik fir Hals-, Nasen- und
Ohrenkrankheiten des Universitatsklinikums Wurzburg transportiert.

Nach drei bis vier Tagen wurde die Zellkultur mit Phosphat gepufferter Salzlésung
(PBS, engl. Phosphate-buffered Saline) gewaschen und mit neuem Medium

versorgt. Fur die Versuche wurden die MSC ab Passage 1 verwendet.

2.3.2 Vitalitatsmessung und Zellzahlung
Die Bestimmung von Zellzahl und Vitalitat erfolgte mit Hilfe eines CASY Cell
Counter and Analyzer Systems (Modell TT). Das Messprinzip dieses Systems

besteht aus einem Kapillarpartikelzdhler mit Pulsflachenanalyse. Hierzu wurden
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jeweils 100 pl (bzw. 50 pl bei Tumorzellen) der zu bestimmenden Zellsuspension
in 10 ml CASYton-Lésung verdunnt. Zellzahl und -vitalitat wurden durch eine

Dreifachmessung des Gerates bestimmt [oLs-omnI-Lifescience, 2016].

2.3.3 Kultivierung der mesenchymalen Stammzellen

Die MSC wurden in 175 cm?-Flaschen mit 25 ml DMEM-EM weiter im
Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO: kultiviert. Das Medium wurde alle drei Tage
ausgetauscht. Bei Erreichen einer Konfluenz von ca. 80 % wurde die
Passagierung der Zellen durchgefuhrt. Dazu wurden sie mit 7 ml PBS
gewaschen und mit 4 ml Trypsin fur 4 min im Brutschrank abgelost. Mit
DMEM-EM wurde die Wirkung des Trypsins abgestoppt und die Zellen im
Medium resuspendiert. Die Bestimmung der Zellkonzentration in dieser Lésung
wurde, wie in Kapitel 2.3.2 beschrieben, durchgefihrt. Davon ausgehend wurde
die Zellensuspension bis zur gewilnschten Konzentration verdinnt und auf

frische Flaschen aufgeteilt.

2.3.4 Verwendete Tumorzelllinien und deren Kultivierung

Fur die Versuche wurden humane Tumorzelllinien von Kopf-Hals-Tumoren
verwendet, die bis zu ihrem Gebrauch in flissigem Stickstoff gelagert wurden.
Bei den FaDu-Zellen handelt es sich um Tumorzellen, die 1968 in Kalkutta,
Indien, aus einem Plattenepithelkarzinom des Hypopharynx eines 56-jahrigen,
mannlichen Patienten isoliert wurden [rangan, 1972].

1979 veroffentlichten Zenner et al., dass es ihnen gelungen war, Tumorzellen
aus einer Lymphknotenmetastase eines Larynx-Plattenepithelzellkarzinoms zu
isolieren und in Kultur zu bringen. Diese Tumorzelllinie ist bekannt als HLaC78
[Zenner et al., 1979].

Cal27 wurde 1982 in Nizza, Frankreich, aus dem OP-Préparat eines gering
differenzierten Zungenkarzinoms eines 56-jahrigen, mannlichen Patienten
gewonnen und kultiviert. Zu diesem Zeitpunkt war der Patient unbehandelt. Er
erhielt neben einer partiellen Glossektomie und Neck-Dissection auch eine
Radiochemotherapie. Dennoch verstarb er sechs Monate nach Diagnosestellung

[Gioanni et al., 1988].
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Die Zellen wurden in 75 cm?-Zellkulturflaschen kultiviert. Dazu wurde Roswell
Park Memorial Institute (RPMI) Medium verwendet, welches mit 10 % FCS und
je 1% Penicillin/Streptomycin, Natrium Pyruvat und nicht-essenziellen
Aminosauren versetzt wurde (RPMI-Expansionsmedium (RPMI-EM)). Das
Medium wurde jeden zweiten Tag ausgetauscht. Bei ca. 70-80 % Konfluenz
wurden die Zellen analog zu den bereits beschriebenen MSC abgeldst und auf
neue Flaschen verteilt. Der einzige Unterschied bestand darin, dass das Trypsin
bereits nach 3 min abgestoppt wurde.

2.3.5 Kryokonservierung von Zellen

Um die Zellen zu konservieren, wurden sie zunachst gezahlt und jeweils das
entsprechende Volumen mit 1x10° Zellen in ein Rohrchen uUberfuhrt. Diese
wurden bei 1500 rpm 5 min lang zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt, das
Zellpellet in 1 ml FCS mit 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO) resuspendiert und in
ein Kryogefald tberfuhrt. Durch die Verwendung einer Isopropanolbox wurde eine
schonende Kihlung um 1 °C/min gewahrleistet. Dazu wurden die Zellen
zunachst in der Box fur ca. 24 h bei -80 °C eingefroren. AnschlieRend wurden sie
in den Kryogefalien in flissigen Stickstoff Uberfuhrt.

Um die Zellen schonend, d. h. rasch, aufzutauen, wurden sie aus dem fllssigen
Stickstoff in ein 37 °C warmes Wasserbad gegeben. Sobald die Zellsuspension
komplett aufgetaut war, wurde sie in 10 ml des jeweiligen EM gegeben und bei
1500 rpm fir 5 min zentrifugiert. Das so entstandene Zellpellet wurde in frisches
EM aufgenommen, resuspendiert und in Zellkulturflaschen ausgesat. Nach einer

Passage wurden die so aufgetauten Zellen fir die Versuche verwendet.

2.4 Methoden zur Charakterisierung der mesenchymalen
Stammzellen

Als Grundlage dienten die in 1.2 beschriebenen Minimalkriterien fiur MSC der

International Society for Cellular Therapy: Plastikadharenz in Zellkultur,

multipotente  Differenzierbarkeit in vitro und Expression bestimmter

Oberflachenmarkern [pominici et al., 2006; Horwitz et al, 2005]. Die verwendeten

mesenchymalen Stammzellen wurden auf das Vorhandensein dieser
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Eigenschaften tberprift. Die geforderte Plastikadhérenz wurde bereits durch die

Zellkultur in Kunststoffflaschen erfillt.

2.4.1 Differenzierung

Um die Stammzellen zu differenzieren, wurden sie jeweils mit spezifischen
Medien behandelt: zur Andifferenzierung fir jeweils sieben Tage, zur
vollstdndigen adipogenen Differenzierung fir 14 Tage bzw. zur osteogenen
Differenzierung fir 21 Tage. Dabei wurde das Medium alle zwei bis drei Tage
erneuert. Als Grundlage der Differenzierungsmedien wurde DMEM-EM
verwendet und mit den entsprechenden Zusatzen versehen (vgl. Tabelle 10 und
Tabelle 11).

Tabelle 10. Herstellung des adipogenen Differenzierungsmediums

Substanz Volumen Endkonzentration
DMEM-EM 10 ml
Dexamethason 10 pl 1uM

Stammlésung 1 mM

MG = 392,5 g/mol

— 0,00393 g in 10 ml 100 % Ethanol

3-Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX) 10 pl 500 pM
Stammlésung 500 mM

MG = 222,2 g/mol

—0,5555 g in 5 ml DMSO

Insulin 10 ul 1 pg/ml
Stammldsung 5 mg/mi

—1mlin 4 ml Aqua dest.

Indomethacin 10 ul 100 uM
Stammlésung 100 mM

MG = 357,8 g/mol

— 0,03578 g in 1 ml DMSO
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Tabelle 11. Herstellung des osteogenen Differenzierungsmediums

Substanz Volumen Endkonzentration
DMEM-EM 10 ml
L-Ascorbinséure-2-phosphat 10 pl 50 pg/ml

Stammldsung 50 mg/ml

MG = 289,5 g/mol

— 2,5 g in 50 ml Aqua bidest.

B-Glycerophosphat 100 pl 10 mM
Stammldésung 1 M

MG = 216,0 g/mol

— 2,16 g in 10 ml Aqua bidest.

Dexamethason 1 pl 100 nM
Stammlésung 1 mM

MG = 392,5 g/mol

— 0,00393 g in 10 ml 100 % Ethanol

2.4.2 Histologische Farbungen

Um die Differenzierungen der MSC besser sichtbar zu machen, wurden drei
verschiedene Farbungen verwendet. Die MSC wurden in 4-Well-Platten
angesetzt. Pro Well wurden 2x10* Zellen ausgesat und mit jeweils 100 pl des
entsprechenden Differenzierungsmediums bzw. Expansionsmedium (EM) fur die
Negativkontrolle kultiviert. Nach vollstandiger Differenzierung wurden die Zellen
stufenweise in Paraformaldehyd (4%ige L6sung) fixiert. Dazu wurden zunachst
30 yl Paraformaldehyd zum Medium gegeben und nach 5 min abgesaugt.
Anschlieend wurden 100 pl einer 1:1-Mischung aus Paraformaldehyd und
DMEM-EM fir 30 min auf die Zellen gegeben, bevor zum Schluss die komplette
4-Well-Platte mit 1 ml des Paraformaldehyds bedeckt wurde. So wurden die
Praparate bis zur Durchfihrung der Farbungen bei +4 °C im Kuihlschrank
gelagert. Vor Beginn der jeweiligen Féarbung wurden die Zellen fir 5 min in
destilliertem Wasser (Aqua dest.) rehydriert. Es wurden drei verschiedene
Farbungen durchgefihrt.

Zwei Methoden dienten der Farbung von Kalzium. Fir die Von-Kossa-Farbung

wurden die Praparate mit 1%iger Silbernitratlosung (1 g Silbernitrat in 100 ml
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Aqua dest.) bedeckt und so fir 20 min mit UV-Licht bestrahlt. Nach einem
Waschschritt mit destilliertem Wasser wurde 5%iges Natriumthiosulfat (59
Natriumthiosulfat in 100 ml Aqua dest.) fur 5 min auf die Zellen gegeben.
Anschlie3end folgte ein weiterer Waschschritt mit Aqua dest. und die Farbung
der Kerne mit Nuclear Fast Red (= Kernechtrot) fir 5 min. Die Praparate wurden
in Aqua dest. gewaschen und in aufsteigender Alkoholreihe mit 70 %, 90 % und
100 % Ethanol dehydriert.

Fur die zweite Farbung von Kalzium wurde Alizarin Red S Solution (2 g in 200 ml
Aqua dest.) auf die Zellen gegeben, nach 5 min abgesaugt und in aufsteigender
Alkoholreihe (70 %, 90 % und 100 % Ethanol) dehydriert.

Zur Farbung der Fettvakuolen wurde die Oil Red O-Farbung verwendet. Dazu
wurden die Praparate fir 5 min in 100 % 1,2-Propandiol inkubiert. Nach dem
Absaugen wurden die Zellen mit einer 60°C warmen 0,5%igen
Oil Red O-L6sung (0,5 g Oil Red O in 100 ml 1,2-Propandiol) bedeckt, 10 min bei
60 °C inkubiert und wiederum abgesaugt. Anschlielend wurde 85%iges 1,2-
Propandiol zu den Zellen gegeben. In dieser Kombination farbte die Oil Red O-
Losung. Es folgten drei Waschschritte mit Aqua dest., bevor die Kerne mit
Hamatoxylinlosung fir 30 sec gefarbt wurden. Nach drei weiteren
Waschschritten wurden die Praparate fur 5 min mit Aqua dest. bedeckt. Gelagert

wurden die Praparate in PBS.

2.4.3 Durchflusszytometrie

Die fluoreszenzbasierte Durchflusszytometrie wurde 1968 an der Universitat
Munster entwickelt und zum Patent angemeldet [pittrich et al., 1971]. Das Prinzip beruht
darauf, dass die Zellen der zu untersuchenden Zellsuspension so durch
Mikrokanale geleitet werden, dass sie einzeln nacheinander durch einen
Laserstrahl flie3en. Dabei wird das Streulicht, das jede Zelle produziert, von zwei
Detektoren (Forward Scatter und Side Scatter) aus verschiedenen Winkeln
aufgezeichnet und ausgewertet. Dieses Streulicht ist u. a. abhangig von der
Grol3e, Oberflachenstruktur und Granularitat der Zelle sowie Grof3e und Struktur
des Zellkerns. Fluoreszenzfarbstoffe kdnnen ebenso detektiert werden.

Bisher wurde noch kein eindeutiger MSC-Oberflachenmarker identifiziert. Daher

wurden die isolierten MSC auf die Prasenz einer stammezelltypischen

34



Material und Methoden

Kombination bestimmter Oberflachenproteine und das Fehlen hamatopoetischer
Marker hin untersucht [pominici et a., 2006). Diese wurden zuvor mit
fluoreszenzgekoppelten Antikorpern markiert. Folgende Oberflachenproteine
wurden untersucht:

— CD31, auch bekannt unter PECAM1 (Platelet/Endothelial Cell Adhesion
Molecule 1 = Thrombozyten-Endothelzellen-Adhasionsmolekul), ist auf
der Oberflaiche von Epithelzellen, Thrombozyten, Monozyten,
neutrophilen Granulozyten und einigen Zellen der T-Zell-Linie zu finden
[RefSeq, 2010].

— CD34 ist typisch fur hamatopoetische Stammzellen [civin et al., 1996]. Auch
frisch isolierte MSC kdnnen diesen Oberflachenmarker exprimieren. Im
Verlauf der in vitro Kultivierung verlieren sie jedoch CD34 als
Oberflachenmarker [kaiser et al., 2007].

— CD44, auch H-Zell-Adhasionsmolekil, wird von zahlreichen Zellarten
exprimiert und ist an verschiedenen Aufgaben beteiligt. So spielt es u. a.
eine Rolle in der Zell-Zell-Interaktion, Zell-Adh&asion und wird auch mit
Tumorzell-Metastasierung in Verbindung gebracht [refseq, 2008a].

— CD45, auch Protein Tyrosin Phosphatase Rezeptortyp C, ist ein Pan-
Leukozytenmarker [pominici et al., 2006]. Ahnlich wie bei CD34 gibt es CD45(+)-
MSC, die in vitro Uber die Zeit ihren Phanotyp andern [kaiser et al., 2007].

— CD73, auch 5-Nukleotidase, Kkatalysiert die Umwandlung von
extrazellularen Nucleotiden zu membrangéngigen Nukleosiden [refseq, 2011].

— CD90, auch Thy-1 Oberflachenantikorper, ist bei zahlreichen Zellen an der
Zelladhasion und -kommunikation beteiligt. Es gibt Hinweise, dass das
Gen bei Nasopharynxkarzinomen als Tumorsuppressor wirkt [refseq, 2015¢].

Fur die Analyse wurde die MSC-Kultur mit PBS gewaschen und mit Trypsin
abgelost, im CASY Cell Counter gezéahlt und je 2x10° Zellen in 1 ml PBS mit 10 %
FCS in ein FACS-R6hrchen gegeben. Nach 1 h auf Eis wurden die Réhrchen bei
1500 rpm und 4 °C fiir 5 min abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das
Zellpellet in je 1 ml PBS mit 0,05 % Triton X gel6st und anschlieRend die

Antikorper zugegeben:
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— APC Mouse Anti-Human CD90 (559689) 1 pl

— PE Mouse Anti-Human CD73 (550257) 20 ul

— FITC Mouse Anti-Human CDA45 (555482) 20 pl

— FITC Mouse Anti-Human CD44 (555478) 20 pl

— PE Mouse Anti-Human CD31 (555446) 20 ul

— PE Mouse Anti-Human CD34 (550761) 20 ul
So wurden die Proben im Dunkeln fur 1 h auf Eis inkubiert. Anschlie3end erfolgte
ein Waschschritt mit PBS: die Proben wurden wie oben beschrieben zentrifugiert,
der Uberstand verworfen, das Zellpellet in PBS resuspendiert und wiederum
abzentrifugiert. Dann wurden die Proben mit Fluoreszenzfarbstoff gebundenem
Antikorper in FACS-L6sung aufgenommen. Die Messung mit Hilfe des
Durchflusszytometers FACSCantoTM durchgefihrt.

2.4.4 Real-Time Polymerase-Kettenreaktion

Um die Expression adipozyten- bzw. osteozytenspezifischer Gene in den
andifferenzierten MSC zu untersuchen, wurde die Methode der TagMan Real-
Time Polymerase-Kettenreaktion verwendet.

Das Grundprinzip der PCR geht auf Kary B. Mullis zurtick, der diese in den
1980er Jahren entwickelte [muliis et al., 1986].

Die wichtigsten Materialien hierzu sind:

— DNA-Probe, in der nach dem zu vervielfaltigenden DNA-Abschnitt,
Template genannt, gesucht wird,

— spezifische Primer fur den gesuchten DNA-Abschnitt, also komplementéare
DNA, die sich an den Beginn des Templates anlagert und so den Start
markiert,

— DNA-Polymerase, ein Enzym, welches die Strangverlangerung
ausgehend vom Primer katalysiert und

— Desoxyribonucleosidtriphosphate (ANTPs), woraus die DNA-Polymerase
den weiteren DNA-Strang bilden kann.

In drei Schritten, Denaturierung, Primerhybridisierung und Elongation, welche in
zahlreichen Zyklen wiederholt werden, wird das gesuchte DNA-Fragment

exponentiell vermehrt.
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Die Real-Time PCR ermdglicht eine Quantifizierung des gesuchten DNA-
Abschnitts [Heid et al., 1996]. Dazu werden Fluoreszenzfarbstoffe verwendet, die durch
den Kontakt zu Doppelstrang-DNA aktiviert werden. Durch Standardkurven kann
die Fluoreszenz, die bei jedem Zyklus gemessen wird, in Anzahl der Transkripte
umgerechnet werden. Hier wurde die TagMan Real-Time PCR angewendet. Bei
dieser Methode werden TagMan-Sonden als Primer verwendet. Sie sind an
beiden Enden mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Der eine fungiert als Reporter
und der andere als sogenannter Quencher (engl. to quench: I6schen). Wenn sich
wahrend der Elongation der Quencher vom Reporter entfernt, kann die Emission
des Reporters mit ihrer spezifischen Wellenlange gemessen und somit die
Anzahl der DNA-Replikate bestimmt werden.

Fiur die Proben wurden zunachst MSC fur finf Tage adipogen und osteogen
andifferenziert und anschlieRend Uber 72 h in DMEM-EM kultiviert. Sie wurden
mit Hilfe von Trypsin enzymatisch vom Flaschenboden gel6st, bei 1500 rpm fur
5 min und 37 °C zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die RNA-Isolierung
erfolgte mit Hilfe des Quiagen RNeasy Kits, welches alle im Folgenden
beschriebenen Puffer enthalt. Die Inhaltsstoffe der Puffer kdnnen dem Protokoll
des Herstellers entnommen werden, ihre genaue Zusammensetzung ist jedoch
vertraulich. Zu jedem Zellpellet wurden zur Lyse 600 pl Puffer RLT gegeben, das
Gemisch resuspendiert und in ein Reagiergefald tberfuhrt, bevor es bei 37 °C fir
30 min in einen Schittelinkubator gegeben wurde. Im Anschluss wurde zu jedem
Lysat 600 pl Ethanol (70%ig) dazugegeben. Von diesem Lysat-Ethanol-Gemisch
wurden je 600 ul auf eine RNeasy Spin-Saule pipettiert, fir 15 sec bei
13.000 rpm zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Dies wurde mit den
zweiten 600 pl des Gemisches wiederholt. Danach wurden 700 yl RW1 Puffer
auf die Saulen gegeben, wie oben beschrieben zentrifugiert und der Durchfluss
verworfen. Der Vorgang wurde zwei Mal mit 500 ul Puffer RPE wiederholt, wobei
die Saule beim zweiten Mal fir 2 min zentrifugiert wurde. Im Anschluss daran
wurde die Saule auf ein frisches, autoklaviertes Reagiergefald gesteckt und 35 pl
Diethylpyrocarbonat (DEPC)-behandeltes, also RNAse- und DNAse-freies

Wasser in die Saule gegeben und fir 1 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. So
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wurde die RNA von der Saule gel6st und befand sich nun im Reagiergefal3. 1 pl
RNAse-Inhibitor wurde zur RNA gegeben und diese auf Eis gelagert.

Der RNA-Gehalt jeder Probe wurde nach Verdinnung von je 1 pl der RNA-
Losung in 79 pl DEPC-Wasser photometrisch bestimmt. Daraus wurde die RNA-
Konzentration berechnet. Ausgehend von diesem Ergebnis wurden die weiteren
Proben so stark mit DEPC-Wasser verdinnt, dass sich jeweils 1500 ng RNA in
30 pl befanden, um auf diese Weise eine Konzentration von 50 ng/pl zu
erreichen.

Um die isolierte RNA im nachsten Schritt in komplementare DNA (cDNA)
umzuschreiben, wurde das Enzym Reverse Transkriptase verwendet. Das nétige
Reaktionsgemisch wurde mit den in Tabelle 12 genannten Volumina hergestellt.
Der verwendete VILO SuperScript Mastermix enthélt Tag-DNA-Polymerase,
MgCl2, Desoxyribonucleosidtriphosphate (ANTPs) und Reaktionspuffer.

Tabelle 12. Herstellung des Reaktionsgemisches fir die Reverse Transkription
DEPC-Wasser: mit Diethylpyrocarbonat behandeltes Wasser

Reagenz Volumen

VILO SuperScript Mastermix 4 ul

RNA-Vorlage 2 ul (2100 ng RNA)
DEPC-Wasser 14 pl

Dieses Reaktionsgemisch wurde nun fur jede RNA-Probe in vier Wells einer 96-
Well PCR-Platte aufgetragen. Die PCR-Platte wurde bei 800 rpm flr 3 min
zentrifugiert, bevor sie in das Real-Time PCR-Gerat (StepOnePlus Real-Time
PCR System, Thermo Fisher Scientific) tUberfuhrt wurde. Dort erfolgte das
Umschreiben der RNA in cDNA, wie in Tabelle 13 beschrieben. Die Proben, die
nun die cDNA enthielten, wurden aus den vier Wells, in die sie aufgeteilt worden

waren, wieder zusammenpipettiert und so bei -80 °C eingefroren.
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Tabelle 13. Reaktionsprotokoll der Reversen Transkription
RT: Reverse Transkriptase

Schritt Vorinkubation Reverse Inaktivierung ' Abkuhlung
Transkription | der RT

Dauer 10 min 59 min 5 min 10 min
Temperatur | 25 °C 42 °C 95 °C 4°C

Fur die Durchfihrung der eigentlichen Real-Time PCR wurden die cDNA-Proben
aufgetaut. Je 2 ul der cDNA Probe wurde mit TagMan Gene Expression
Mastermix, der jeweiligen Sonde, also dem TagMan Gene Expression Assay,
und DEPC-Wasser in ein Well gegeben (vgl. Tabelle 14).

Tabelle 14. Herstellung des Reaktionsgemisches fiur die Real-Time PCR
DEPC-Wasser: mit Diethylpyrocarbonat behandeltes Wasser

Reagenz Volumen
cDNA-Vorlage 2 ul
TagMan Gene Expression Mastermix = 10 pl
TagMan Gene Expression Assay 1 pl
DEPC-Wasser 7 u

Fiur jede Probe wurde das Reaktionsgemisch neunfach auf eine 96-Well PCR-
Platte aufgetragen. Die Platte wurde wiederum fir 3 min bei 800 rpm
zentrifugiert, bevor sie im entsprechenden Gerat der Real-Time PCR zugefihrt
wurde.

Die folgenden proteincodierenden Gene wurden auf diese Weise untersucht:

— GAPDH (Glyceraldehyde-3-phosphat-Dehydrogenase) ist ein wichtiges
Enzym der Glykolyse und ubiquitdr vorhanden [refseq, 2014]. ES diente hier
als Referenzwert.

— FABP4 (Fatty Acid Binding Protein 4) wird in Adipozyten exprimiert und ist
an Aufnahme, Transport und Metabolismus von Fettsauren beteiligt [refseq,
2008b].

— LPL (Lipoproteinlipase) katalysiert die Hydrolyse von Triglyceriden aus

Lipoproteinen. Es wird in Muskel- und Fettgewebe exprimiert [refseq, 2008c].
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— LEP (Leptin) ist ein Protein, welches von weil3en Fettzellen sezerniert wird
und Uber verschiedene Signalwege an der Regulation des Fettdepots des
Korpers mitwirkt [refseq, 2017].

— ALPL (Alkalische Phosphatase) wird von Zellen in verschiedenen
Geweben exprimiert und der Knochenmineralisierung zugeschrieben
[RefSeq, 2015a].

— BGLP (Bone Gamma-Carboxyglutamate Protein) wird auch Osteocalcin
genannt. Das Protein wird von Osteoblasten gebildet und reguliert das
Knochen-Remodeling und den Energie-Metabolismus [refseq, 2015b].

— Kollagen 1 ist in verschiedenen Bindegewebe-Arten zu finden, vor allem
in Knochen, Kornea, Dermis und Sehnen. Es besteht aus zwei Alphal-
und einer Alpha2-Kette [palgleish, 2008].

— RUNX2 (Runt-related Transcription Factor 2) spielt eine wichtige Rolle bei
der Osteoblasten-Differenzierung sowie der Skelettbildung und
beeinflusst die weitere Genexpression in Knochenzellen [refseq, 2016].

Die einzelnen Schritte mit Temperatur und Dauer sind in Tabelle 15 beschrieben.
Zunachst erfolgt mit Hilfe des Enzyms Uracil-N-Glycosylase (UNG) ein Verdau
eventueller PCR-Produkte von vorherigen Versuchen [pierce et al., 2004].
AnschlieBend werden die Proben erhitzt, um die UNG zu deaktivieren und die
DNA-Polymerase AmpliTag Gold zu aktivieren. Dann wird die doppelstrangige
DNA-Probe durch hohe Temperaturen denaturiert. Dabei werden die
Wasserstoffbriickenbindungen, die die beiden DNA-Strange zusammenhalten,
aufgetrennt, sodass diese als Einzelstrange vorliegen. Die darauffolgenden
Schritte Hybridisierung und Elongation stellen die eigentliche Polymerase
Kettenreaktion dar und werden insgesamt 40 Mal wiederholt.

Tabelle 15. Reaktionsprotokoll der Real-Time PCR
UNG: Uracil-N-Glycosylase

Schritt UNG-Verdau Enzym-Aktivierung PCR

40 Zyklen
Dauer 2 min 10 min 15 sec 1 min
Temperatur 50 °C 95 °C 95 °C 60 °C
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Die relative Quantifizierung der Zielgene erfolgte nach der 2-22€T Methode. Dabei
wurden die Werte zundchst in Relation zu GAPDH berechnet, welches als
endogener Kontroll- und Referenzwert verwendet wurde. Im néchsten Schritt
wurde die Anpassung an einen zweiten Referenzwert, hier die nativen MSC,
vorgenommen. Daher werden die Ergebnisse der PCR fir die adipogen und
osteogen andifferenzierten MSC im Folgenden in Abhangigkeit von nativen MSC

angegeben [Livak et al., 2001].

2.5 Quantifizierung der Tumorzellproliferation

Um den Einfluss von MSC auf das Tumorzellwachstum zu quantifizieren, wurden
verschiedene Proliferationsassays mit MSC von zehn verschiedenen Patienten
durchgefthrt. Hierzu wurden die Tumorzellen HLaC78, FaDu und Cal27 in einer
12-Well-Platte ausgesat.

Auf Grundlage von Ergebnissen aus Vorexperimenten wurde angenommen,
dass die Cal27-Zellkultur in der Regel etwas langsamer als die anderen beiden
wachst. Daher wurden die Cal27 in einer héheren Konzentration als HLaC78 und
FaDu ausgesét (Cal27: je 2,5x 10* Zellen pro Well, HLaC78 und FaDu je 2x
104 Zellen pro Well).
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Abbildung 5. Beispiel einer 12-Well-Platte im Proliferationsassay
1. Reihe (@) Negativkontrolle, 2. Reihe (A) adipogen, 3. Reihe (O) osteogen
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Nach drei bis vier Stunden wurde unter dem Mikroskop kontrolliert, ob die Zellen
adhariert hatten. Das Medium wurde abgesaugt und die zu untersuchenden
Uberstande bzw. die Co-Kulturen in Transwells dazugegeben. Dabei fungierte
jeweils die erste Reihe als Negativkontrolle und wurde mit 1,5 ml DMEM-EM
beflllt. In den darauffolgenden vier Tagen wurde im Abstand von je ca. 24 h von
jeder Testreihe ein Well abgelost. Dazu wurde das Well mit 300 pul PBS
gewaschen und die Zellen mit 300 pl Trypsin fir 4 min bei 37 °C im Brutschrank
abgelost. Das Trypsin wurde anschliel3end mit 700 ul DMEM-EM abgestoppt und
die Zellen in der Lésung resuspendiert. Aus dieser Losung wurde mithilfe des
CASY Cell Counter die Zellzahl und Vitalitdt der Tumorzellen bestimmt (vgl.
2.3.2).

Unmittelbar vor dem Befullen der Wells (to) und am vierten und letzten Tag (ts)
wurde eine Probe der Uberstande gewonnen und fiir die spatere Analyse im Dot

Blot bzw. ELISA bei -20 °C eingefroren. Ein Medienwechsel erfolgte nach 48 h.

2.5.1 Proliferationsassay der Tumorzellen mit nativen mesenchymalen
Stammzellen

Um die Wirkung nativer MSC, also unbehandelter, undifferenzierter
mesenchymaler Stammzellen, auf das Wachstum und die Vitalitat der
Tumorzelllinien zu untersuchen, wurde dieser Proliferationsassay durchgefihrt.
Dabei wurde der Uberstand nativer MSC (nat-Uberstand) im Vergleich zur Co-
Kultur mit nativen MSC (nat-Co-Kultur) getestet. Der Uberstand wurde von der
Kultur abpipettiert, bei 2000 rpm 5 min lang zentrifugiert und wiederum nur der
Uberstand weiterverwendet. So wurde gewahrleistet, dass der Uberstand frei von
Zellen und Debris ist, bevor er zu den Tumorzellen gegeben wurde (to). Fir die
Co-Kultur wurden jeweils halb so viele Tumorzellen je Well verwendet. Von der
zu untersuchenden MSC-Reihe wurde die gleiche Zellzahl wie Tumorzellen in
einem Transwell ausgesat. So ergab sich nach Einsatz des Transwells in jedem
Well die gleiche Gesamt-Zellzahl wie in Wells mit Uberstand. Damit konnte von
einer vergleichbaren Nahrstoffversorgung der Zellen aus dem Medium
ausgegangen werden. Das Trans-Well-System ermdoglichte durch die

PorengroRe von 0,4 um in einer Polyester-Membran eine standige
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Kommunikation der MSC und Tumorzellen Uber das Medium bei raumlicher

Trennung.

2.5.2 Proliferationsassay der Tumorzellen mit Uberstand andifferenzierter
mesenchymaler Stammzellen

Fur einen Vergleich zwischen dem Uberstand der andifferenzierten MSC wurden
die nativen MSC eine Woche zuvor in mittleren Kulturflaschen (75 cm?) ausgesat
und adipogen bzw. osteogen andifferenziert (vgl. 2.4.1). Am funften Tag wurden
die Zellen mit ca. 5 ml PBS gewaschen und in DMEM-EM fur drei weitere Tage
kultiviert. So wurde sichergestellt, dass der fur den Proliferationsassay
verwendete Uberstand frei von den Zusatzen des Differenzierungsmediums war
und lediglich die Wirkung der von den andifferenzierten MSC sezernierten
Stoffen auf die Tumorzellen evaluiert wurde. Dieser konditionierte Uberstand
wurde am Tag der Aussaat des Proliferationsassays von der Zellkultur
abgenommen, bei 2000 rpm 5 min lang zentrifugiert und der Uberstand
abpipettiert. Die MSC-Kultur wurde wieder mit DMEM-EM versorgt.

Nach der Aussaat der Tumorzellen wie oben beschrieben, wurde die zweite
Reihe der Wells mit jeweils 1,5 ml des Uberstands der adipogen (adipo-
Uberstand) und die dritte Reihe mit osteogen andifferenzierten Zellen (osteo-
Uberstand) inkubiert. 48 h nach Aussaat wurde bei den verbleibenden Wells das

Medium nach dem gleichen Schema wie zu Beginn erneuert.

2.5.3 Proliferationsassay der Tumorzellen in Co-Kultur mit
andifferenzierten mesenchymalen Stammzellen

Im dritten Proliferationsassay sollte die Wirkung der osteogen und adipogen
andifferenzierten MSC in Co-Kultur (adipo-Co-Kultur bzw. osteo-Co-Kultur)
untersucht werden. Dafur wurden die Stammzellen in Transwells ausgesat, fur
eine Woche adipogen bzw. osteogen andifferenziert und wiederum fir drei Tage
in DMEM-EM Kkultiviert (vgl. 2.4.1und 2.5.2). Anschliel3end wurden die Transwells
zu den in halber Konzentration ausgesaten, adharierten Tumorzellen gegeben
und mit DMEM-EM versorgt. Der weitere Ablauf erfolgte wie in den bereits

beschriebenen Proliferationsassays (vgl. 2.5.1 und 2.5.2).
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2.6 Zytokin-Analyse

Um mogliche zellulare Kommunikationswege besser verstehen zu kodnnen,
wurde sowohl eine qualitative als auch quantitative Analyse der Zytokine in den

Zelluberstanden durchgefuhrt.

2.6.1 Dot Blot Assay als Screening fur Zytokine und Wachstumsfaktoren
Zur Ubersicht der Zytokine, die hier die Zell-Zell-Interaktion vermitteln kénnen,
wurde ein Dot Blot Assay durchgefihrt.
Laut Herstellerangaben dient der sogenannte membranbasierte AntikGrperassay
dem Screening und Vergleich von Zytokinen, Wachstumsfaktoren und anderen
Proteinen [raysiotech]. Dabei verbindet es die Methoden des Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) und des Western Blots. Ahnlich dem ELISA wird
auch hier die Methode des Sandwich Immunoassays verwendet (vgl. 2.6.2). Die
Antikorper sind jedoch statt in Wells auf eine Nitrozellulose-Membran
aufgebracht. Die Auswertung erfolgt wie im Western Blot mit Chemolumineszenz
auf Rontgenfilm (vgl. 2.7.4).
Hier wurde das Human Cytokine Antibody Array C3 Kit nach der zugehdrigen
Anleitung  verwendet.  Beispielhaft wurden die Uberstinde des
Proliferationsassay der Tumorzellen Cal27 mit MSC 1050 untersucht. Sie wurden
an to bzw. ta aus dem Assay gewonnen (vgl. Abbildung 3, S. 27) und bei -20 °C
konserviert. Unmittelbar vor dem Versuch wurden sie aufgetaut.
Folgende Uberstande wurden untersucht:

— native MSC to

— adipo-Uberstand to

— osteo-Uberstand to

— Cal27 in Kultur mit DMEM-EM t4

— Cal27 in Kultur mit nativem Uberstand t4

— Cal27 in Kultur mit adipo-Uberstand ta

— Cal27 in Kultur mit osteo-Uberstand t4

— Cal27 in Kultur mit nat-Co-Kultur t4
Auch alle Loésungen des Kits wurden bei Raumtemperatur (RT) verwendet. Je
eine der Membranen wurde mit der beschichteten Seite nach oben in die
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entsprechenden Wells gelegt. Alle Wasch- und Inkubationsschritte erfolgten auf
der Schiittelplatte. Zu Beginn wurden 2 ml Puffer fir 20 min bei RT zum Blocken
auf die Membranen gegeben. Anschliel3end wurde der Puffer abgesaugt, je 1 ml
des zu untersuchenden Uberstands auf die Membran pipettiert und tiber Nacht
bei 4 °C inkubiert. Am nachsten Morgen wurden die Uberstande abgesaugt und
funf Waschschritte fur je 5 min durchgefiihrt. Die ersten drei mit Waschpuffer I,
die restlichen zwei mit Waschpuffer Il. Darauf folgte die Inkubation mit je 1 ml
Detektions-Antikorper-Cocktail bei RT fur 1,5 h. AnschlieRend wurden die flnf
Waschschritte wie oben beschrieben wiederholt, bevor je 2 ml Horseradish
Peroxidase (HRP)-Streptavidin, also Meerrettichperoxidase gebunden an
Streptavidin, fir 2 h bei RT zu den Membranen gegeben wurde. Nach funf
Waschschritten wurden je 500 pyl der Chemolumineszenz-Mischung auf die
Membranen gegeben, diese an Rontgenfilm angelegt und nach 5 min der
Anleitung entsprechend entwickelt.

Mit Hilfe des Programms ImageJ [rasband, 1997-2016) Wurde jeweils in verschiedenen
VergrofRerungen (400 %, 600 % und 800 %) die Intensitat der sechs Dots der
Positivkontrollen sowie die zwei der IL-6-Dots gemessen und deren Mittelwerte
in Relation gesetzt. Die relative Intensitdt der Dots ist proportional zur
Konzentration des jeweiligen Zytokins im untersuchten Uberstand.

Neben IL-6, auf welchem der Fokus bei der Auswertung lag, wurde folgende
Zytokin-Konzentrationen verglichen:

Granulocyte-Macrophage Colony-stimulating Factor (GM-CSF) zahlt zu den
proinflammatorischen Zytokinen [rrancisco-cruz et al, 20147 und kann uUber die
Aktivierung des STAT3- und STAT5-Signalwegs anti-apoptotisch auf die
Zielzellen wirken [amable et al., 2014].

Growth-related Oncogen (GRO) steht fur GRO-a, GRO- und GRO-y. Diese sind
Chemokine, chemotaktische Zytokine, die eine wichtige Rolle bei Angiogenese
und Wundheilung spielen [zaja-Milatovic et al., 2008]. Sie vermitteln Chemotaxis von
Neutrophilen zu Entziindungsherden, wie auch IL-8 [rudack et al., 2003], und sind mit
Metastasierung assoziiert [poli et al., 2010]. GRO-a als Untergruppe der GROs ist ein

autokriner Wachstumsfaktor, der an Wundheilung, Entziindung, Angiogenese,
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Tumorigenese und Metastasierung beteiligt ist. Er wird als Marker fir
altersassoziierte Pathologien, wie z. B. Tumore, diskutiert [rimmel et al., 2007].

IL-8, wie schon oben beschrieben, wirkt als Chemokin. Es gibt Hinweise, dass es
an der Tumorigenese beteiligt ist [poll et al, 2010]. Angiogenin nimmt eine wichtige

Rolle in der Angiogenese €in [kim et al., 2007].

2.6.2 ELISA zur IL-6 Bestimmung
Der Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) ist ein antikérperbasiertes
Nachweisverfahren, mit dessen Hilfe die Konzentration eines Proteins oder einer
niedermolekularen Verbindung in Serum, Plasma, Urin, Zelliberstanden etc.
bestimmt werden kann. Die Methode wurde 1971 von zwei unabhéangigen
Forschergruppen in Schweden und den Niederlanden ausgehend von der
Methode des Radioimmunoassays entwickelt [engvall et al., 1971; Van Weemen et al., 1971].
Dieses Verfahren wurde hier verwendet, um die IL-6 Konzentration in den
Zelliberstanden zu bestimmen, die vor Beginn (to) und am vierten und letzten
Tag (ta) des Proliferationsassays gewonnen worden waren. Es wurde ein Human
IL-6 ELISA Kit von Diaclone mit dem zugehdrigen Protokoll verwendet.
Als Proben dienten die Uberstande aus den Proliferationsassays der zehn MSC-
Linien mit Cal27-Tumorzellen zu to und ts (vgl. Abbildung 3, S. 27) abziglich
denen, die bereits im Dot Blot Assay bzw. in Vorversuchen aufgebraucht worden
waren.
Daraus ergaben sich folgende Proben — jeweils in Verbindung mit einer MSC-
Linie (vgl. Abbildung 3, S. 27):
— Proliferationsassay mit nativem MSC-Uberstand und -Co-Kultur

- nativer Uberstand to

- Cal27 nativ t4

- Cal27 in nat-Co-Kultur t4

- Cal27 mit nat-Uberstand t4

— Proliferationsassay mit Uberstanden andifferenzierter MSC

- adipo-Uberstand to

- osteo-Uberstand to

- Cal27 nativ t4

- Cal27 mit adipo-Uberstand ta
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- Cal27 mit osteo-Uberstand ts
— Proliferationsassay mit Co-Kultur mit andifferenzierten MSC

- Uberstand der adipo-Co-Kultur to

- Uberstand der osteo-Co-Kultur to

- Cal27 nativ t4

- Cal27 in adipo-Co-Kultur t4

- Cal27 in osteo-Co-Kultur ta
Bis zur Durchfihrung des ELISA wurden die Proben bei -20 °C gelagert. Direkt
vor Beginn des Versuchs wurden sie bei Raumtemperatur aufgetaut,
abzentrifugiert und 1:100 bzw. wenn nicht ausreichend, nachtréaglich 1:500 mit
dem mitgelieferten Standard-Verdinnungspuffer verdunnt. Die
Verdinnungsstufe wurde aufgrund von im Vorversuch erhaltenen
Konzentrationen gewahlt. Es wurden jeweils 100 pl der IL-6-Standard-
Verdunnungsreihen, der Kontrollen und der Proben doppelt in Wells der 96-Well-
Platte des Kits aufgetragen, welche mit dem Erstantikbrper, dem sogenannten
Capture Antibody, beschichtet waren. Dieser bindet das gesuchte Antigen aus
dem zugegebenen Zelliberstand bzw. den Kontrollldésungen hochspezifisch.
Dazu wurden im gleichen Schritt jeweils 50 pl verdinntes biotinyliertes Anti-I1L-6,
auch Detektions- oder Zweitantikbper genannt, hinzugefugt. Dieser bindet an ein
weiteres Epitop des Antigens. Nach 1h Inkubationszeit bei RT auf der
Schittelplatte erfolgte der Waschschritt: die Wells wurden ausgeleert und drei
Mal mit Waschpuffer gewaschen. Anschliel3end wurden 100 pl verdinntes HRP-
Streptavidin, also Meerrettichperoxidase gebunden an Streptavidin, in alle Wells
gegeben und fir weitere 30 min bei RT auf der Schittelplatte inkubiert. Jedes
Streptavidin-Protein bindet mit sehr hoher Affinitat an genau ein Biotin-Molekal.
Daher ist die HRP-Konzentration, und damit die Intensitat des Farbumschlags,
direkt proportional zur IL-6 Konzentration. Nach einem weiteren Waschschritt wie
oben beschrieben wurden je 100 ul 3,3',5,5-Tetramethylbenzidin (TMB)-LAsung
in die Wells hinzugegeben und fir 15min im Dunkeln inkubiert. Die
Meerrettichperoxidase aktivierte das TMB, wodurch sich die Lésung blau farbte.
Diese progrediente Farbreaktion wurde durch die Zugabe von 100 pl H2SOa-

Stop-Ldsung abgestoppt. Die Folge war ein Farbumschlag der Lésung ins Gelbe.
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Anschliel3end wurden die Farbintensitaten im Photometer bei 450 nm gemessen.
Die dabei erhaltenen Werte konnten nun in Excel mithilfe der
Standardverdinnungskurve in die entsprechende IL-6 Konzentration in pg/ml

umgerechnet werden.

2.7 Evaluation der pERK1/2- und pSTAT3-Expression im
Western Blot

Die Methode des Western Blots wurde in dieser Arbeit dazu verwendet, den

Phosphorylierungsstatus und damit die Aktivierung der ERK1/2-Kinase und des

STAT3-Signalwegs durch die Zugabe der verschieden konditionierten

Uberstande zu Tumorzellen zu untersuchen.

2.7.1 Herstellung der Proben fur den Western Blot
Bei den im Western Blot untersuchten Proben handelte es sich um
Tumorzelllysate von Cal27, HLaC78 und FaDu, die mit verschiedenen
Uberstanden behandelt wurden. Diese wurden unmittelbar vor den Versuchen
aus der Zellkulturflasche entnommen und bei 2000 rpm und 37 °C fur 5 min
zentrifugiert, um den Zelldebris zu entfernen. Untersucht wurden die Tumorzellen
nach Kultur mit den folgenden vier verschieden konditionierten Uberstanden, im
Vergleich zu unbehandelten Tumorzellen als Negativkontrolle.

— nat-Uberstand

— nat-Uberstand mit 5 ug/ml Anti-IL-6

— adipo-Uberstand

— osteo-Uberstand

— Negativkontrolle: DMEM-EM
Die Tumorzellen wurden mit PBS gewaschen und fir 60 min bei 37 °C und 5 %
CO2 mit den abzentrifugierten Uberstanden bzw. dem DMEM-EM inkubiert.
AnschlieRend wurde der Uberstand abgesaugt und 4°C kaltes PBS
hinzugegeben. Die weitere Aufarbeitung erfolgte auf Eis. Die Zellen wurden mit
Hilfe von Zellschaber mechanisch abgelost und in dem vorhandenen PBS
resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in vorgekuhlte 15 ml Réhrchen

gegeben, bei 1500 rpm und 4 °C fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
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verworfen und die Zellpellets in 50 pl Radioimmunoprecipitation Assay (RIPA)-
Pufferlosung mit 0,5 pl Protease/Phosphatase Inhibitor Cocktail gelést, mit einer
feinen Nadel resuspendiert und bei 12.000 rpm und 4 °C fur 20 min zentrifugiert.
Die so entstandenen Zelllysate wurden in vorgekihlte Reagiergefal3e tberfihrt

und bis zur Verwendung auf Eis gelagert.

2.7.2 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung erfolgte nach der Bicinchoninic Acid (BCA)-Methode.
Hierbei werden zweiwertige Kupferionen zu den Zelllysaten gegeben, welche
durch die Proteine zu einwertigen Kupferionen reduziert werden. Diese geben
zusammen mit der Bicinchoninsaure des Reagenzes der Probe eine violette
Farbung, welche sich direkt proportional zum Proteingehalt der Probe verhalt
[Smith et al., 1985]. Hierfur wurden jeweils 1,5 ul der Proben 1:10 in RIPA-Pufferldsung
verdinnt. Als Standard dienten sogenannte Bradford-Standards in den
Konzentrationen 0,125 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,5 mg/ml, 1 mg/ml und 2 mg/ml. Von
den Standards und den verdiinnten Proben wurden jeweils 5 pl in einer 96-Well-
Platte doppelt aufgetragen. Dazu wurden 200 pl des BCA-Assay-Reagenz-
Gemisch je Well (10 ml Loésung A + 200 pl Losung B) gegeben. Nach 25-
mindtiger Inkubation bei 37 °C wurde die Farbintensitat der Proben
photometrisch bei 570 nm bestimmt. In Excel wurde die Standardgleichung
erstellt, mit deren Hilfe die Umrechnung der gemessenen Extinktionswerte in die
Proteinkonzentration der Probe in mg/ml erfolgte. So konnte nun von allen

Proben die gleiche Proteinmenge auf das Gel aufgetragen werden.

2.7.3 Elektrophorese und Blotten

Um die Proteine der Proben auftrennen und auf Nitrozellulose Ubertragen zu
kénnen, wurde die Methode der diskontinuierlichen Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE, engl. Sodium Dodecyl Sulfate
Polyacrylamide Gel Electrophoresis) nach LAmmli [Laemmii, 1970 verwendet. Fur die
Herstellung der Gele wurden zunachst jeweils zwei Glasplatten mit Hilfe von
Klebeband aneinander befestigt; den Abstand dazwischen sicherten Spacer.
Zum Abdichten wurde erwarmter Agar-Agar eingefillt. Aufgrund des gesuchten
Molekulgewichts (pERK1/2: 44/42 kDa, pSTAT3a/B: 86/79 kDa) wurde ein
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10%iges Trenngel hergestellt. Zu den Bestandteilen des Trenngels siehe Tabelle
2 unter 2.1.1. In noch flissigem Zustand wurde das Gel zwischen die Glasplatten
gegossen und mit Butanol-Wasser-Gemisch bedeckt.

Nachdem das Trenngel ausgehéartet war, wurde das Butanol-Wasser-Gemisch
abgegossen, das Sammelgel (siehe Tabelle 2 unter 2.1.1) wiederum zwischen
die Glasplatten gegeben. In das noch flissige Sammelgel wurde vorsichtig ein
kammfdrmiger Spacer gesteckt und so die Taschen in dem Gel geformt.
Wahrend das Sammelgel aushartete, wurden die Proben mit 5 pg
Natriumdodecylsulfat (SDS)-Probenpuffer (engl. Sodium Dodecyl Sulfate) mit
1 % B-Mercaptoethanol versetzt und fir 5 min bei 95 °C gekocht.

Die zwischen den Glasscheiben befindlichen Gele wurden in die
Elektrophoresekammer eingespannt und diese mit Lammlipuffer befullt. Der
kammférmige Spacer wurde vorsichtig aus dem Gel gezogen. In die erste
Geltasche wurden 7 pl des GrélRenmarkers, genannt Prestained Protein Ladder,
gegeben. Die weiteren Taschen wurden mit dem berechneten Volumen der
Proben beflllt. Anschlie3end wurde der Strom so angelegt, dass die mit SDS
beladenen und dadurch negativ geladenen Proteine nach unten wanderten.
Dabei wurde bei einem Versuch mit zwei Gelen zunachst eine Spannung von
35 mA gewahlt, welche nach ca. 10 min, wenn die Proben die Grenze zum
Trenngel erreicht hatten, auf 40 mA erhoht wurde. So dauerte es ungeféahr eine
Stunde, bis die Proben im Agar-Agar angekommen waren.

Die Proteine wurden durch elektrophoretischen Transfer im Semi-Dry-Verfahren
nach Kyhse-Anderson auf die Nitrozellulose-Membran Ubertragen [kyhse-Andersen,
1984; Towbin et al, 1979]. Dazu wurden diese zwischen neun Lagen Whatman-
Filterpapiere gelegt, wovon drei Lagen und die Nitrozellulose-Membran in
Puffer I, sechs Lagen in Puffer Il und drei Lagen sowie das Gel in Puffer lll
getaucht worden waren. Die Stromstarke zum elektrophoretischen Transfer
wurde in Abhangigkeit der GroRe der Blotmembran gewahlt: Flache der
Whatman-Papierlage in cm?x 0,81 = Stromstérke in mA. Der Strom wurde so
angelegt, dass die negativ geladenen Proteine in Richtung der Anode vom Gel
auf die Nitrozellulose Ubergingen. Dieser Vorgang dauerte 1,5 h. Anschliel3end

wurde die Membran kurz in Ponceau-S-Lésung getaucht. Diese farbte Proteine
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reversibel rot an. So konnte Uberprift werden, ob die Proteine auf die
Nitrozellulose-Membran Ubertragen worden waren. Durch Eintauchen in eine
Pufferlosung aus Tris-gepufferte Kochsalzlosung mit Tween20 (engl. Tris-
buffered Saline with Tween20, TBS-T-Pufferlésung) wurde die Farbung sofort
wieder ausgewaschen. Die Membran wurde fir weitere 5 min bei RT in TBS-
Puffer gereinigt. Wie auch alle folgenden Inkubations- und Waschschritte erfolgte

dies auf der Schuttelplatte.

2.7.4 Antikorper-Inkubation und Chemolumineszenz

Um unspezifische Bindungen zu vermeiden, wurden die Membranen zunachst
mit 5%iger Magermilch in TBS-T-Pufferlésung fiir 1 h bei 4 °C geblockt. Danach
erfolgte der Waschschritt der Blotmembran. Dazu wurde sie drei Mal fir je 5 min
bei RT in TBS-T-Pufferldsung auf der Schittelplatte geschwenkt.

Nun wurden die Membranen tber Nacht bei 4 °C mit dem Erst-Antikorper
inkubiert. Dieser wurde dazu nach Herstellerangaben in 5%igem BSA in TBS-T-
Pufferlosung verdinnt. Am nachsten Morgen wurde der oben beschriebene
Waschschritt wiederholt und anschlieRend der Zweitantikdrper, verdunnt in
5%iger Magermilch in TBS-T-Pufferlésung, zu den Blotmembranen gegeben und
fur 1 h bei RT inkubiert. Zum Abschluss wurde ein weiterer Waschschritt
durchgefihrt.

Fur die verstarkte Chemolumineszenz (engl. Enhanced Chemiluminescence,
ECL) wurden unmittelbar zuvor die beiden Komponenten des ECL-Substrates
gemischt und auf die Membran mit den nun antikbrpermarkierten Proteinen
gegeben. Diese wurde mit Frischhaltefolie bedeckt in einer Réntgenkassette in
den Dunkelraum transportiert. Dort wurde die Kassette gedffnet und ein
Rontgenfilm fur 5 min angelegt.

Zum Entwickeln des Films wurde dieser zun&chst in Rodinal Spezial Entwickler-
Lésung, welche 1:15 mit destilliertem Wasser verdiinnt worden war, gelegt und,
sobald die Banden sichtbar waren, ins Stopp-Bad gegeben. Das Stopp-Bad
wurde aus einer Losung aus Eisessig 1:100 mit destilliertem Wasser hergestellt.
Anschlieiend wurde der Film fir 3 min in das Fixier-Bad gegeben. Dieses
bestand aus der Fixierlosung Superfix Plus, 1:7 verdinnt mit destilliertem

Wasser.
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2.7.5 Densitometrische Auswertung der Banden

Mit Hilfe des Grafikprogramms ImageJ [rasband, 1997-2016] Wurden die Banden des
Western Blots densitometrisch ausgewertet. Die so erhaltenen Werte wurden
jeweils prozentual zur Negativkontrolle, Tumorzellen kultiviert in DMEM-EM,
berechnet. Da von jeder Probe die gleiche Proteinmenge aufgetragen wurde,
erlaubten diese Daten eine semiquantitative Auswertung und damit Vergleiche

zwischen den einzelnen Proben.

2.8 Graphische Darstellung

Zur Erstellung der Graphen wurde das Statistikprogramm Graphpad Prism 6
verwendet. Fir Diagramme, die Ergebnisse mehrerer Versuchsreihen zu einem
Zeitpunkt darstellen, wurde die Boxplot-Darstellung nach Tukey gewahlt. Hierbei
wird die 25. und 75. Perzentile als die untere bzw. obere Begrenzungslinie einer
Box dargestellt, welche somit dem Interquartilsabstand entspricht. Eine
horizontale Linie innerhalb der Box entspricht dem Median. Die T-Linien, genannt
Whisker, reprasentieren die Minimal- bzw. Maximalwerte, die innerhalb des
1,5-fachen Interquartilsabstand liegen. Alle anderen Werte sind als Ausreil3er
definiert und mit sind mit ,°“ gekennzeichnet.

In Diagramme, die zeitliche Verlaufe abbilden, wurden die Mediane der einzelnen
Zeitpunkte durch Linien verbunden dargestellt und die Interquartilsabstéande

O

jeweils durch Whisker angegeben. ,°“ zeigt wiederum Ausreil3er an. Bei
Datensatzen mit zu geringer Probenzahl fir eine aussagekraftige statistische
Auswertung wurde die Mittelwerte bzw. Mediane exemplarisch in

Saulendiagrammen dargestellt.

2.9 Statistische Auswertung

Die Auswertung erfolgte in Absprache mit der statistischen Beratung des Instituts
fur Klinische Epidemiologie und Biometrie der Universitat Wirzburg und wurde
mit Hilfe von Graphpad Prism 6 durchgefihrt. Als signifikant wurden Werte von
p < 0,05 betrachtet und in den Graphen mit einem Sternchen (*) markiert.

Zur statistischen Auswertung wurden der Friedman- und Wilcoxon-Test

verwendet. Der Friedman-Test ist ein nichtparametrisches Verfahren, mit dessen
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Hilfe drei oder mehr gepaarte Versuchsproben auf ihre Signifikanz hin Gberprift
werden kénnen. Um feststellen zu kénnen, zwischen welchen Proben ein
signifikanter Unterschied besteht, ist im Anschluss daran ein weiterer Test nétig.
Dazu wurde der Wilcoxon-Test verwendet. Dieser gehoOrt ebenso zu den
nichtparametrischen Tests. Mit ihm kbénnen jeweils zwei gepaarte

Versuchsproben auf ihre Signifikanz getestet werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der Charakterisierung der mesenchymalen
Stammzellen

3.1.1 Nachweis der Differenzierung anhand von histologischen
Farbungen

Der Erfolg der Differenzierungen konnte mit Hilfe der Farbungen gezeigt werden.

1200{im

i & »

A: native MSC

R I

C: Von-Kossa Farbung D: Alizarin Farbung

Abbildung 6. Farbungen der MSC zum Nachweis der Differenzierung

A: native MSC nach Kultur in DMEM-EM. B: Oil Red O-Farbung der MSC nach
adipogener Differenzierung. Fettvakuolen sind rot angefarbt. C: Von-Kossa-Farbung
der MSC nach osteogener Differenzierung. Kalziumablagerungen sind braun-
schwarz angefarbt. D: Alizarin-Farbung der MSC nach osteogener Differenzierung.
Kalziumablagerung sind orange-rot angefarbt.

Native MSC sind in Abbildung 6, A zu sehen. Die mit adipogenem
Differenzierungsmedium behandelten MSC hatten Lipidvakuolen eingelagert.
Der histologische Nachweis erfolgte mit Hilfe der Oil Red O-Farbung. Dadurch
wurden intrazellulare Lipidvakuolen rot angefarbt und erschienen im Praparat als
Tropfen (vgl. Abbildung 6, B). Analog dazu wurden bei den osteogen
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differenzierten MSC Kalziumablagerungen der extrazellularen Matrix in der
Alizarin-Farbung (rot-orange) und in der Von-Kossa-Farbung (schwarz)
dargestellt (vgl. Abbildung 6, C und D).

3.1.2 Durchflusszytometrische Bestimmung der Oberflachenmarker

In der Durchflusszytometrie wurden die MSC auf ihre Oberflachenmarker hin
untersucht. Dabei zeigte sich, dass an ihrer Oberflaiche CD31, CD34 und CD45
nicht oder nur in sehr geringen Mengen gefunden werden konnte, wohingegen
CD44, CD73 und CD90 exprimiert wurden (siehe Abbildung 7).
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E: MSC positiv fir CD73 PE-A F: MSC positiv fur CD90 APC-A

Abbildung 7. Histogramme der durchflusszytometrische Analyse der Oberflachen-
marker der MSC

MSC sind positiv fur die Oberflachenmarker fir CD44, CD73, CD90 (C, E, F) und
negativ oder schwach positiv fiir CD31, CD34, CD45 (A, B, D).

3.1.3 Real-Time Polymerase-Kettenreaktion der osteogenen und
adipogenen Andifferenzierung

Mit Hilfe der Real-Time PCR wurden die fir eine Woche andifferenzierten MSC
auf die Expression von spezifischen Markergenen untersucht. Dazu wurde das
Fatty Acid Binding Protein 4 (FABP4), Leptin (LEP) und Lipoproteinlipase (LPL)
fur die adipogene Differenzierung analysiert. Flr die osteogene Differenzierung
wurden die alkalische Phosphatase (ALPL), Osteocalcin (BGLP, engl. Bone
Gamma-Carboxyglutamate Protein), Kollagen | und der Transkriptionsfaktor
RUNX2 untersucht. Da die Auswertung nach der 2-22€T Methode erfolgte [Livak et
al., 2001], Sind die Ergebnisse relativ sowohl in Bezug auf GAPDH als auch auf die

nativen MSC angegeben.
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Abbildung 8. Graphische Darstellung der Ergebnisse der Real-Time PCR von
adipogenen und osteogenen Markergenen bei andifferenzierten MSC

Expression spezifischer Markergene von andifferenzierten MSC im Vergleich zu
nativen MSC. Die Auswertung erfolgte nach der 244" Methode, daher wurden die
gemessenen Werte fur die nativen MSC jeweils 1 gleichgesetzt. Alle andere Werte
zeigen die n-fache Expression des entsprechenden Gens.

A: Adipogene Markergene, B: Osteogene Markergene

FABP4: Fatty Acid Binding Protein 4, LPL: Lipoproteinlipase, LEP: Leptin,
ALPL.: alkalische Phosphatase, BGLP: Bone Gamma-Carboxyglutamate Protein,
Coll: Kollagen 1.

Dabei zeigte sich, dass die adipogen andifferenzierten MSC die spezifischen
Markerproteine bereits hoch exprimierten (vgl. Abbildung 8, A), wahrend bei den
osteogen andifferenzierte MSC lediglich ALPL diskret erh6ht war (vgl. Abbildung
8, B).

3.2 Ergebnisse der Proliferationsassays

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Proliferationsassays hach
Versuchsaufbau gegliedert dargestellit.

Zur Auswertung der Zellzahlen wurden diese jeweils prozentual zur
Anfangszellzahl, welche an to ausgesat worden war, berechnet und so

verglichen. Daher wurde die Zellzahl zu to jeweils gleich 100 % gesetzt.
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Um die Ergebnisse auf ihre Signifikanz hin zu Gberprifen, wurde zunachst jeweils
ein Friedman-Test durchgefuhrt. Falls hierbei ein signifikanter Unterschied
nachgewiesen werden konnte, wurden mit Hilfe des Wilcoxon-Tests die
Ergebnisse der einzelnen Proben jeweils als Paare gegeneinander tberpruft. Als

Signifikanzniveau wurde p < 0,05 betrachtet.

3.2.1 Ergebnisse des Proliferationsassays mit nativen mesenchymalen
Stammzellen

In Abbildung 9 sind die jeweils an ts gemessenen Zellzahlen der
Proliferationsassays mit nativen MSC, in Co-Kultur (nat-Co-Kultur) im Vergleich
zur Kultur mit konditioniertem Uberstand der nativen MSC (nat-Uberstand),
abgebildet. In keinem dieser Proliferationsassays zeigten sich statistisch

signifikante Unterschiede.
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Abbildung 9. Proliferationsassays mit nativen MSC, Zellzahl an t,

Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Proben. Zellzahlen
werden jeweils prozentual zu Ausgangszellzahlen an t, angegeben. Die Darstellung
erfolgt als Box-Whisker-Plot nach Tukey.

Bezlglich der Vitalitat der Zellen an t4 ergaben sich signifikant geringere Werte

lediglich fur die Kultivierung der Cal27-Tumorzellen mit nat-Uberstand im

Vergleich zu den unbehandelten Cal27 (vgl. Abbildung 10).
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Abbildung 10. Proliferationsassays mit nativen MSC, Vitalitat an t4

Signifikant war der Unterschied zwischen Cal27 nativ und Cal27 in Kultur mit nat-
Uberstand  (Friedman-Test: p=0,0179, Wilcoxon-Test: p=0,0039); mit ,**
gekennzeichnet. Die Darstellung erfolgt als Box-Whisker-Plot nach Tukey.

Die Cal27-Tumorzelllinie vermehrte sich Uber die vier Tage exponentiell. Dabei
proliferierten die Zellen in nat-Co-Kultur am starksten und jene mit nat-Uberstand
am schwéchsten (vgl. Abbildung 11, A).

Bei der HLaC78-Zelllinie blieben die Zellzahlen im Verlauf des Assays niedrig.
Die nativen Tumorzellen und die Kultur mit nat-Uberstand zeigten @hnlich geringe
Wachstumsraten. Die Tumorzellen in nat-Co-Kultur proliferierten starker (vgl.
Abbildung 11, B).

Im Assay der FaDu-Tumorzellen unterschieden sich die Wachstumsraten der
Proben nur gering voneinander (vgl. Abbildung 11, C).

Die Vitalitat aller Proben sank nach der Aussaat stark ab. Bei der Cal27-
Tumorzelllinie erreichten die nativen Proben bis ts4 die hdchsten Vitalittswerte.
Die Cal27 mit nat-Uberstand zeigten bis zum letzten Tag die geringsten
Vitalitdtswerte (vgl. Abbildung 11, D). Sowohl bei HLaC78 als auch bei FaDu
stagnierte die durchschnittliche Vitalitat bei Werten um die 70 %. Wéahrend bei
HLaC78 noch grolRere Unterschiede zwischen den Proben sichtbar waren,
zeigten die FaDu-Tumorzellen in allen drei Proben weitgehend &hnliche

Vitalitatswerte (vgl. Abbildung 11, E bzw. F).
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Abbildung 11. Proliferationsassay mit nativen MSC; Zellwachstum und Vitalitat to—ts
A-C: Zeigen die Entwicklung der Zellzahlen tber die Zeit. Die Zellzahlen sind jeweils
prozentual zu Ausgangszellzahlen an t, angegeben. D-F: Zeigen die Entwicklung der
Vitalitat der Tumorzellen Uber die Zeit. Dargestellt sind die Mediane der Messungen,
jeweils durch Linien verbunden. Die Whisker zeigen das Minimum und Maximum
innerhalb des 1,5-fachen Interquartilsabstands.
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3.2.2 Ergebnisse des Proliferationsassays mit Uberstand andifferenzierter
mesenchymaler Stammzellen

Im Proliferationsassay mit dem Uberstand von andifferenzierten MSC zeigten die
Cal27- und HLaC78-Tumorzellen mit osteo-Uberstand ein signifikant geringeres
Wachstum als die Tumorzellen, die in DMEM-EM bzw. adipo-Uberstand kultiviert
worden waren. Fur die FaDu-Tumorzelllinie ergaben sich keine signifikanten

Unterschiede (vgl. Abbildung 12).
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Abbildung 12. Proliferationsassays mit konditionierten Uberstanden; Zellzahl an t4
Signifikate Unterschiede zeigten sich bei Cal27 mit konditionierten Uberstanden
(Friedman-Test: p=0,0034): Cal27 nativ und Cal27 mit osteo-Uberstand (Wilcoxon-Test:
p=0,0098), Cal27 mit adipo-Uberstand und Cal27 mit osteo-Uberstand (Wilcoxon-Test:
p=0,0020).

Auch fiir HLaC78 mit konditionierten Uberstanden konnten signifikante Unterschiede
nachgewiesen werden (Friedman-Test: p=0,0054): HLaC78 nativ und HLaC78 mit
osteo-Uberstand (Wilcoxon-Test: p=0,0195), HLaC78 mit adipo-Uberstand und HLaC78
mit osteo-Uberstand (Wilcoxon-Test: p=0,0039).

Signifikante Unterschiede zwischen zwei Gruppen sind mit ,** gekennzeichnet.
Zellzahlen werden jeweils prozentual zu Ausgangszellzahlen an t, angegeben. Die
Darstellung erfolgt als Box-Whisker-Plot nach Tukey.

Bei der Vitalitatsmessung der Tumorzellen am Endpunkt (ts) wurde deutlich, dass
auch hier alle drei Tumorzelllinien in Kultur mit osteo-Uberstand eine signifikant
schlechtere Vitalitat vorwiesen als die nativen bzw. die Tumorzellen, die unter

dem adipo-Uberstand gewachsen waren (vgl. Abbildung 13).
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Abbildung 13. Proliferationsassays mit konditionierten Uberstanden, Vitalitat an ts
Signifikate Unterschiede zeigten sich fur Cal27 mit konditionierten Uberstanden
(Friedman-Test: p=0,0063): Cal27 nativ und Cal27 mit osteo-Uberstand (Wilcoxon-
Test: p=0,0039), Cal27 mit adipo-Uberstand und Cal27 mit osteo-Uberstand
(Wilcoxon-Test: p=0,0371).

Auch fir HLaC78 mit konditionierten Uberstanden ergaben sich signifikante
Unterschiede (Friedman-Test: p=0,0303): HLaC78 nativ und HLaC78 mit osteo-
Uberstand (Wilcoxon-Test: p=0,0195), HLaC78 mit adipo-Uberstand und HLaC78 mit
osteo-Uberstand (Wilcoxon-Test: p=0,0137),

Ebenso ergaben sich signifikante Unterschiede fur FaDu mit konditionierten
Uberstanden (Friedman-Test: p=0,0002): FaDu nativ und FaDu mit osteo-Uberstand
(Wilcoxon-Test: p=0,0020), FaDu mit adipo-Uberstand und FaDu mit osteo-
Uberstand (Wilcoxon-Test: 0,0039).

Signifikante Unterschiede zwischen zwei Gruppen sind mit ,** gekennzeichnet. Die
Darstellung erfolgt als Box-Whisker-Plot nach Tukey.

Wahrend native Tumorzellen in allen drei Proliferationsassays &ahnliche

Proliferationsraten wie diejenigen mit adipo-Uberstand zeigten, stagnierte das

Wachstum der Tumorzellen, die mit osteo-Uberstand kultiviert worden waren

weitestgehend. Auch die Vitalitéat war bei allen drei Zellarten unter dem osteo-

Uberstand wesentlich geringer und lagen bei 50-60 %. Die hdchsten

Vitalitatswerte zeigten alle drei Tumorzellreihen jeweils in nativem Zustand (vgl.

Abbildung 14).
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Abbildung 14. Proliferationsassay mit konditioniertem Uberstand; Zellwachstum und
Vitalitat to—ts
A-C: Zeigen die Entwicklung der Zellzahlen Uber die Zeit. Die Zellzahlen sind jeweils
prozentual zu Ausgangszellzahlen an to angegeben. D—F: Zeigen die Entwicklung der
Vitalitat der Tumorzellen Uber die Zeit. Dargestellt sind die Mediane der Messungen,
jeweils durch Linien verbunden. Die Whisker zeigen das Minimum und Maximum
innerhalb des 1,5-fachen Interquartilsabstands.
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3.2.3 Ergebnisse des Proliferationsassays in Co-Kultur mit
andifferenzierten mesenchymalen Stammzellen

Fur Cal27 und HLaC78 zeigten beide Co-Kulturen mit andifferenzierten MSC
signifikant starkere Proliferation als die Tumorzellen, die in DMEM-EM kultiviert
worden waren. Zwischen den Co-Kulturen mit adipogen und osteogen
andifferenzierten MSC war kein Unterschied nachweisbar. Die Proliferation der
FaDu-Zelllinie wurde durch die Co-Kultur nicht beeinflusst (vgl. Abbildung 15).

* *
2000+ . 400+ " 800
(-]
S 15004 ° S 3004 S 6004 o °
£ £ £
;—'NU 10004 § 2004 o E 400+
—_ o e =
@ @ a
N 500-; N 100-5 200+
A 0 T T T B O T T T C 0 L] L] T
A 8 S O S S O § &
S S S S S S
@ \9}\& X \l_o\\ i Q’z’o @5\\ Ny
O,CJ O,CJO 000 0;}0 090 090
K ;X @&Q 06&
,\x'b ,\xo q)x"o’ (bxo \)X \)x
&0 & & S &
<< ~2~\’® ~2~\”b &«

Abbildung 15. Proliferationsassays mit konditionierter Co-Kultur, Zellzahl an t4
Signifikante Unterschiede zeigten sich zwischen Cal27 mit konditionierten Co-Kulturen
(Friedman-Test: p=0,0004): Cal27 nativ und Cal27 mit adipo-Co-Kultur (Wilcoxon-Test:
p=0,0039), Cal27 nativ und Cal27 mit osteo-Co-Kultur (Wilcoxon-Test: p=0,0020).
Auch zwischen HLaC78 mit konditionierten Co-Kulturen ergaben sich signifikante
Unterschiede (Friedman-Test: p=0,0259): HLaC78 nativ und HLaC78 mit adipo-Co-
Kultur (Wilcoxon-Test: p=0,0039), HLaC78 nativ und HLaC78 mit osteo-Co-Kultur
(Wilcoxon-Test: p=0,0488).

Signifikante Unterschiede zwischen zwei Gruppen sind mit ,*“ gekennzeichnet.
Zellzahlen werden jeweils prozentual zu Ausgangszellzahlen an to angegeben. Die
Darstellung erfolgt als Box-Whisker-Plot nach Tukey.

Beim Vergleich der Vitalitdt der Tumorzellen an ts zeigte sich lediglich fur Cal27
ein signifikanter Unterschied im Friedman-Test, jedoch nicht im Wilcoxon-Test

(vgl. Abbildung 16).
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Abbildung 16. Proliferationsassays mit konditionierter Co-Kultur; Vitalitat an t4

Die untersuchten Gruppen zeigten im Wilcoxon Test keine statistisch signifikanten
Unterschiede, nur fur Cal27 war der Friedman-Test signifikant (p=0,0456).
Darstellung erfolgt als Box-Whisker-Plot nach Tukey.

In Co-Kultur mit andifferenzierten MSC zeigten vor allem Cal27 und HLaC78-
Tumorzellen ein gesteigertes Wachstum im Vergleich zur unbehandelten
Tumorzell-Kultur. Bei den FaDu-Tumorzellen glich sich dieser Unterschied bis ta
weitestgehend aus. Bei der HLaC78-Tumorzelllinie verringerte sich
durchschnittlich die Zellzahl bis ts. Sowohl bei HLaC78 als auch bei FaDu zeigte
sich ein ,Knick® in der Wachstumskurve an t2 (vgl. Abbildung 17, A-C).

Auch fur die Entwicklung der Vitalitat zeigte sich hier kein klares Bild, sondern
deutliche Schwankungen im Verlauf. Die niedrigsten Vitalitatswerte waren bei
Cal27 und HLaC78 bei den nativen Tumorzellen zu messen (vgl. Abbildung 17,
D—F).
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Abbildung 17. Proliferationsassay mit konditionierter Co-Kultur; Zellwachstum und
Vitalitat to—ts
A-C: Zeigen die Entwicklung der Zellzahlen tber die Zeit. Die Zellzahlen sind jeweils
prozentual zu Ausgangszellzahlen an to angegeben. D—F: Zeigen die Entwicklung der
Vitalitat der Tumorzellen Uber die Zeit. Dargestellt sind die Mediane der Messungen,
jeweils durch Linien verbunden. Die Whisker zeigen das Minimum und Maximum
innerhalb des 1,5-fachen Interquartilsabstands.
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3.3 Ergebnisse der Zytokin-Analyse

3.3.1 Dot Blot Assay: Uberblick tber beteiligte Zytokine
Die Betrachtung und Auswertung der Dots in den entwickelten Assays erfolgte
jeweils in Relation zur Positivkontrolle. Bereits bei reiner Betrachtung fielen

Unterschiede zwischen den Zytokin-Expressionsmuster der Proben auf.

w1 1

nativer Uberstand to Adipo-Uberstand to Osteo-Uberstand to Cal27 mit DMEM-EM t4
Eﬁ"
" P » .
Cal27 mit nativem Cal27 mit adipo- Cal27 mit osteo- CaI27 mit nat Co-Kultur
Uberstand ts Uberstand ts Uberstand ts ta

Abbildung 18. Dot Blot Assay

Cal27 im Proliferationsassay mit verschieden konditionierten Uberstanden und in
MSC-Co-Kultur zu t4 im Vergleich zu den andifferenzierten Uberstanden zu to IL-6 ist
rot hervorgehoben. Fur die densitometrische Auswertung siehe Abbildung 20.
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Abbildung 19. Legende des Dot Blot Assays
Ubersicht nach dem Herstellerprotokoll von Human Cytokine Antibody Array C3 Kit
von RayBiotech.
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Die densitometrische Auswertung der Dots zeigte, dass sich die IL-6
Konzentration in Abhangigkeit vom Uberstand bzw. der Co-Kultur, mit der die

Tumorzellen kultiviert worden waren, veranderte.

3001

200+

100+

realtive IL-6 Konzentration in %

Abbildung 20. Densitometrische IL-6 Konzentration im Dot Blot
Angabe in Prozent zur IL-6 Konzentration in Uberstand der nativen Cal27 an t,.

Zunéchst lieR sich feststellen, dass an to, also vor Zugabe der MSC-Uberstande
zu den Tumorzellen, im untersuchten nat-Uberstand IL-6 hoher konzentriert war
als im adipo- und osteo-Uberstand (vgl. Abbildung 20).

Nach vier Tagen Kultivierung von Cal27-Tumorzellen mit den verschieden
konditionierten Uberstanden bzw. in Co-Kultur zeigte sich, dass die Kultur mit
nat-Uberstand die hochste Konzentration von IL-6 vorwies (247 % der
Konzentration bei Cal27 nativ), gefolgt von der nat-Co-Kultur. Auch die
Kultivierung mit osteo-Uberstand fiihrte zu einer Steigerung der
IL-6 Konzentration im Vergleich zu reinem DMEM-EM; mit adipo-Uberstand blieb
die IL-6 Konzentration auf einem &hnlichen Niveau wie in der Negativkontrolle,
der Cal27 in DMEM-EM.
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Sowohl im adipo- also auch osteo-Uberstand stieg die IL-6 Konzentration durch
die Kultivierung mit Cal27-Tumorzellen bis t4. Auch bei anderen Zytokinen waren
Veranderungen nachweisbar. Dies gilt sowohl proben- als auch zeitibergreifend
(to vs. ta)

Die Konzentration des Granulocyte-Macrophage Colony-stimulating Factor (GM-
CSF) nahm in allen Proben Uber die Zeit von to bis t4 zu, aul3er in der Probe mit
osteo-Uberstand. Hier konnte an ts4 die geringste Konzentration von GM-CSF im
Uberstand gemessen werden.

Growth-related Oncogens (GROs) waren in allen Uberstanden feststellbar; die
hochste Konzentration fand sich bei Cal27 mit nat-Uberstand an ts. Die
Konzentration von GRO-a war bei Proben mit nativen Zellen im Vergleich zu
denen mit andifferenzierten MSC erhdht. IL-8 war in allen Proben vorhanden,
ebenfalls mit leicht unterschiedlicher Intensitat. Angiogenin war ausschlief3lich

bei Cal27 mit osteo-Uberstand t4 deutlich als Dot sichtbar.

3.3.2 Auswertung der IL-6 Konzentration in den Uberstanden durch ELISA
Im ELISA wurden die IL-6 Konzentrationen der Uberstande aus dem
Proliferationsassay bestimmt. Beispielhaft wurden alle vorhandenen Proben der
Zelllinie Cal27 ausgewertet. Die Angabe der Konzentration erfolgt jeweils im
Median.

In Abbildung 21, A sind die IL-6 Konzentrationen der Uberstande vor Beginn der
Proliferationsassays (to) dargestellt. In den adipo-Uberstanden war kein IL-6
nachweisbar (0,0 pg/ml). Sowohl in den nat- als auch in osteo-Uberstanden
zeigte sich eine Streubreite im ahnlichen Rahmen, wobei im Median die
Konzentration in den nat-Uberstanden (7904,44 pg/ml) deutlich héher als in den
osteo-Uberstanden (1108,1 pg/ml) lag.

Am Ende des Proliferationsassays (ts) mit den konditionierten Uberstanden
waren die hochsten IL-6 Werte im Uberstand der Kultur von Cal27 mit nat-
Uberstanden nachweisbar. Diese lagen im Median bei 13221,2 pg/ml. Die beiden
Kulturen mit dem Uberstand andifferenzierter MSC hatten im Median IL-6
Konzentrationen im &hnlichen Rahmen vorzuweisen (3044,3 pg/ml fir die adipo-
Uberstande, 3622,2 pg/ml fir die osteo-Uberstande). Die Streubreite der

69



Ergebnisse

Ergebnisse der Kultur im osteo-Uberstand war jedoch hoher als die beim adipo-
Uberstand (vgl. Abbildung 21, B).

Wie in Abbildung 21, C ersichtlich, waren in den Uberstanden des
Proliferationsassays mit Co-Kultur die héchsten IL-6 Werte in der Probe der
osteo-Co-Kultur messbar (9252,2 pg/ml). In der nat-Co-Kultur lagen die
IL-6 Konzentrationen im Median bei 1189,2 pg/ml, in der adipo-Co-Kultur bei
2358,1 pg/ml.

Abgesehen von einigen Ausreil3ern, waren die IL-6 Konzentrationen in den
Uberstanden der Cal27, die bis t4 in DMEM-EM kultiviert worden waren, sehr

gering.
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Abbildung 21. IL-6 Konzentrationen der Uberstande aus den Proliferationsassays,

bestimmt mit ELISA.
Ausreil3er sind bezeichnet mit ,°“. Darstellung als Box-Whisker-Plot nach Tukey.

3.4 Ergebnisse des Western Blots: Evaluierung proliferations-
fordernder Signalwege

Mit Hilfe des Western Blots wurde untersucht, wie die ERK1/2-Kaskade und der

STAT3 Signalweg der drei untersuchten Tumorzelllinien auf die Inkubation mit

den verschieden konditionierten Uberstanden reagierten. Es wurde jeweils die

phosphorylierte, also aktivierte Form der Signalproteine bestimmt. Fir pERK1/2

entsprach die obere Bande bei 44 kDa der ERK1/p44 und die untere bei 42 kDa
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der ERK2/p42. Auch bei dem pSTAT3-Antikérper reprasentierte die obere Bande
bei 86 kDa die phosphorylierte Isoform a und die untere bei 79 kDa die
phosphorylierte Isoform  (vgl. Abbildung 22).

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Cal 27 Cal 27 oy
pERK 1/2 : ‘ pSTAT 3
HLaC -— HLaC -
pERK 1/2 s pSTAT3 .
FaDu . ' FaDu

- - e -
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Abbildung 22. Western Blot pERK1/2 und pSTAT3

Reihenfolge jeweils Tumorzellen mit (1) DMEM-EM, (2) Uberstand nativer MSC, (3)
Uberstand nativer MSC+Anti-IL-6, (4) Tumorzellen mit Uberstand adipogen
andifferenzierter MSC, (5) Tumorzellen mit Uberstand osteogen andifferenzierter
MSC.

Die Werte der densitometrischen Analyse der Banden wurden in Relation zur
Negativkontrolle (Tumorzelle in DMEM-EM) gesetzt und in Prozent angegeben.

Bei den Cal27-Tumorzellen (vgl. Abbildung 23) bewirkte die Zugabe von
konditionierten Uberstanden eine verstarkte Phosphorylierung von pERKI,
pSTAT3a und -B im Vergleich zur Negativkontrolle. Bei pERK1 war der hdchste
Wert durch die Zugabe von osteo-Uberstand (250 %), bei pSTAT3a durch adipo-
Uberstand (560 %) und bei pSTAT3B, welches insgesamt am stérksten reagierte,
durch adipo-Uberstand (710 %) erreicht worden. Die Steigerung konnte durch
Zugabe von Anti-IL-6 bei allen, aul3er pSTAT3a, verringert werden.

Einzig pERK2 zeigte unter Zugabe der konditionierten Uberstande eine geringere
Konzentration als die Negativkontrolle; die starkste Hemmung war bei der
Zugabe von nativem Uberstand in Kombination mit Anti-IL-6 zu beobachten
(60 %).
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Abbildung 23. Densitometrische Auswertung des Western Blots der Cal27-
Tumorzelllinie

Intensitat jeweils relativ zur Intensitat der Bande bei Cal27 nativ. pERK1 und pERK2
(A) sowie pSTAT3-a und pSTAT3-6 (B).

Die HLaC78-Tumorzelllinien (vgl. Abbildung 24) reagierten mit einer Steigerung
der Konzentration der untersuchten phosphorylierten Signalproteine. Bei pERK1
und pERK2 wurden die hochsten Werte jeweils durch Zugabe von osteo-
Uberstand hervorgerufen (390 % bzw. 450 %). Bei pSTAT3a wurden die
Maximalwerte durch nativen MSC-Uberstand (380 %) und bei pSTAT3B durch
adipo-Uberstand (980 %) erreicht. Als Einziges nicht durch Anti-IL-6-Zugabe
gemindert wurde pSTAT3[3. Gegenteilig zeigten sich damit sogar héhere Werte
als ohne (500 % ohne vs. 670 % mit Anti-IL-6).
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Abbildung 24. Densitometrische Auswertung des Western Blots der HLaC78-
Tumorzelllinie

Intensitat jeweils relativ zur Intensitat der Bande bei HLaC78 nativ. pERK1 und
PERK2 (A) sowie pSTAT3-a und pSTAT3-6 (B).

Fur die FaDu-Tumorzelllinie ergab sich ein ganzlich anderes Bild (vgl. Abbildung
25). Nur vereinzelt reagierten diese Zellen auf die konditionierten Uberstande mit
einer verstarkten Aktivierung der gemessenen Proteine. Fiur pERK1 lagen alle
Werte unterhalb der Negativkontrolle, unter Anti-IL-6-Zugabe zeigte sich die
geringste Hemmung (90 %) mit osteo-Uberstand die starkste (40 %). pERK2
hingegen hatte unter nativem MSC-Uberstand in Kombination mit Anti-IL-6 die
geringsten Werte (50 %). Eine Steigerung der pSTAT3a-Werte ergab sich
lediglich unter Zugabe von nativem Uberstand (160 %). Unter allen weiteren
konditionierten Uberstanden blieben die Werte unverandert. In allen
konditionierten Proben hingegen war pSTAT3 hoher als in der Negativkontrolle.
Die hochsten Werte waren ebenfalls unter der Zugabe des nativen Uberstandes
nachweisbar (410 %), welche in Kombination mit Anti-IL-6 wiederum abnahmen
(160 %).
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Abbildung 25. Densitometrische Auswertung des Western Blots der FaDu-
Tumorzelllinie

Intensitat jeweils relativ zur Intensitat der Bande bei FaDu nativ. pERK1 und pERK2
(A) sowie pSTAT3-a und pSTAT3-6 (B).

3.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die aus der Spongiosa von Huftkopfen isolieten MSC wurden auf das
Vorhandensein der von der International Society for Cellular Therapy geforderten
Minimalkriterien fur diese Zellart Uberpruft. Plastikadharenz war durch die Art der
Zellkultur gegeben. Nach erfolgter Andifferenzierung der MSC lie3en sich
intrazellulare  Lipidvakuolen in der Oil Red O-Farbung bzw. die
Kalziumablagerung in der Alizarin-Farbung und Von-Kossa-Farbung
nachweisen. Durchflusszytometrisch zeigten die MSC die Expression der
Oberflachenmarker CD44, CD73 und CD90. Zugleich waren sie negativ fur die
typischen Oberflachenmarker der hamatopoetischen Stammzellen CD31, CD34
und CD45. Somit erfillten die isolierten MSC die geforderte Kombination von
Oberflachenmarkern fir mesenchymale Stammzellen.

Die spezifischen Markergene der adipogen andifferenzierten MSC waren in der
Real-Time PCR bereits stark exprimiert, wahrend bei den osteogen

andifferenzierten MSC lediglich die alkalische Phosphatase diskret erhéht war.
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Im Proliferationsassay zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen
der Proliferation der nativen Tumorzellen und denen, die in Co-Kultur bzw. mit
dem Uberstand nativer MSC behandelt worden waren. Die Vitalitat war bei Cal27-
Tumorzellen mit nat-Uberstand geringer als bei den unbehandelten Cal27.

Die Cal27- und HLaC78-Tumorzellen mit osteo-Uberstand proliferierten
signifikant geringer Uber die untersuchten finf Tage als die Tumorzellen, die in
adipo-Uberstand bzw. unbehandelt kultiviert worden waren. Keine signifikaten
Unterschiede ergaben sich in dieser Konstellation fir die FaDu-Tumorzelllinie.
Die Vitalitatswerte waren bei allen drei Tumorzellenlinien jeweils in Kultur mit
osteogenem Uberstand am niedrigsten.

In Co-Kultur mit andifferenzierten MSC zeigten Cal27 und HLaC78 ein signifikant
starkeres Wachstum als die unbehandelten Tumorzellen. Fur das Wachstum der
FaDu-Zelllinie sowie die Vitalitat aller Proben lieRen sich keine signifikanten
Unterschiede nachweisen.

Der Dot Blot Assay zeigte, dass sich die Zytokin-Muster in den Uberstanden des
Proliferationsassays auch zwischen den Proben deutlich unterschieden. Die
Konzentration der meisten Zytokinen und Wachstumsfaktoren, die Entziindung,
Proliferation und Migration fordern, wie z. B. IL-6, Granulozyten-Monozyten-
Kolonie-stimulierenden Faktor und Growth-related Oncogens, war erhdht in den
Uberstanden, die aus der Tumorzellkultur mit den konditionierten Uberstanden
gewonnen worden waren.

Auch im ELISA waren die gemessenen IL-6-Konzentrationen in den Kulturen mit
MSC-Uberstanden erhéht. Am hochsten war sie in der Kultur mit nativem MSC-
Uberstand. Fiur die MSC-Co-Kultur war eine deutliche Zunahme nur bei den
osteogen andifferenzierten MSC zu verzeichnen.

Der Western Blot zeigte eine Zunahme der Phosphorylierung von ERK1/2
(Ausnahme FaDu) und STAT3 durch Kultivierung der Tumorzellen mit MSC-
Uberstand. Durch die Zugabe von Anti-IL-6 wurde die Phosphorylierung von
STAT3 und teilweise auch der ERK1/2 gehemmt. Zwischen den Tumorzelllinien

waren auch hier Unterschiede im Ausmald der Reaktion sichtbar.
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4 Diskussion

Die Studienlage bezlglich der Wirkung von mesenchymalen Stammzellen auf
Tumorzellen ist nach wie vor widersprichlich. Ein besseres Verstandnis der
Interaktion der beiden Zellarten ist dringend notwendig, um die Moéglichkeit des
Einsatzes von MSC in der Therapie onkologischer Erkrankungen zu evaluieren.
In dieser Arbeit wurde unter standardisierten Bedingungen die Wirkung von MSC
auf Proliferation und Vitalitat von drei verschiedenen in vitro etablierten Kopf-
Hals-Tumorzelllinien  untersucht. Zunachst wurden rein  quantitative
Proliferationsassays durchgefiihrt. Anschlieend wurde mit Hilfe von Dot Blot
Assay, ELISA und Western Blot nach Zytokinen und Signalwegen gesucht, Uber
die eine mdogliche Proliferationssteigerung vermittelt werden konnte. Darlber
hinaus wurde die Moéglichkeit einer Wirkinhibierung durch die Zugabe von Anti-

IL-6 getestet.

4.1 Evaluierung der verwendeten Methoden

4.1.1 Andifferenzierung als Mdglichkeit der Modifikation der MSC

Battula et al. fanden Hinweise, dass die malignen Zellen einer akuten
myeloischen Leukadmie (AML) im Gegensatz zu gesunden CD33- oder
CD34-positiven Zellen in der Lage sind, die osteogene Differenzierung von MSC
zu fordern und die adipogene Differenzierung zu hemmen. Der Verdacht liegt
nahe, dass AML-Zellen sich unter anderem auf diese Weise ein Mikromilieu
schaffen, welches ihr Wachstum fordert [gatwia et al, 20177. Daher war es von
Interesse, zu Uberprifen, wie eine beginnende osteogene bzw. adipogene
Differenzierung die Wirkung der MSC auf Tumorzellen verandern kann.
Gleichzeitig stellte die Andifferenzierung eine Mdoglichkeit dar, eine gewisse
Homogenisierung der MSC zu erreichen. Dazu wurde die bewédhrte Methode
nach Pittenger et al. verwendet, bei der MSC in speziellen Medien kultiviert
werden, welche die jeweilige Differenzierung induzieren [pitenger et al., 1999].
Nachgewiesen wurde die beginnende Differenzierung durch Real-Time PCR, die
erfolgte Differenzierung durch Farbungen.

Weiterhin sollten die MSC unter dem Gesichtspunkt einer potenziellen

therapeutischen Verwendung untersucht werden. Fir einen Einsatz als Carrier in
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der Tumortherapie muissen folgende Eigenschaften zwingend erflllt sein:
Tumortropismus in Verbindung mit einer proliferationshemmenden oder
zumindest neutralen Wirkung der MSC auf den Tumor.

In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe wurde bereits festgestellt, dass bei adipogen
differenzierten MSC der Tumortropismus im Vergleich zu nativen ahnlich
ausgepragt ist. Osteogene Differenzierung ging mit einem abgeschwachten
Tumortropismus einher. Bei beiden Differenzierungen zeigte sich eine Hemmung
der sonst pro-angiogenetischen Wirkung der nativen MSC [scherzed et al., 2016].

Es sollte ein geeigneter Zeitpunkt innerhalb der Differenzierung gefunden
werden, welcher die beiden Anforderungen maglichst gut vereinen kénnte. Als
geeignete Methode, um das Fortschreiten der Differenzierung zu beurteilen, gilt
die Analyse der Expression spezifisch adipogener bzw. osteogener Gene mit
Hilfe der Real-Time PCR. Wahrend es fir MSC in adipogener Differenzierung
zum Zeitpunkt der Recherche keine passenden Studien gab, fanden sich fir die
osteogene Differenzierung widerspriichliche Aussagen. Berichtet wurde von
einer verstarkten [syers et al.,, 1999] Wie auch von einer verminderten Expression der
spezifischen Gene [cheng et al., 1996] bis hin zu keinen signifikanten Unterschieden
[Frank et al., 2002] Uber die 21 Tage der Differenzierung hinweg. Zusatzlich wurden in
Studien sowohl interindividuelle Variabilitdt als auch der Einfluss von
Zellkulturbedingungen auf die Expression der differenzierungsspezifischen Gene
beschrieben [Frank et al., 2002; Phinney et al., 1999].

In einer Arbeit von Molloy et al., welche die Wirkung von MSC in osteogener
Differenzierung auf Brustkrebszellen untersuchte, wurde die Zytokin-Sekretion
Uber die 21 Tage der Differenzierung quantifiziert. Dabei konnte zwischen Tag 3
und Tag 14 ein deutlicher Anstieg von pro-tumorigenen Faktoren nachgewiesen
werden [Molloy et al., 2009].

Daher erschien der 7. Tag der Differenzierung als ein guter Ausgangspunkt, um
den Einfluss dieser Zellen auf Tumorzellen im Hinblick auf einen moglichen
Einsatz als Vehikel im Rahmen der sogenannten Targeted Therapy zu testen.
Zum Zweck der besseren Vergleichbarkeit wurde fir die adipogen

andifferenzierten MSC ebenfalls Tag 7 fir alle weiteren Versuche gewabhilt.
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Fur eine weitere Optimierung der proliferationshemmenden Wirkung sollten noch
weitere Zeitpunkte in der Andifferenzierung sowie die Kombination mit Anti-IL-6-

Gabe im Proliferationsassay getestet werden.

4.1.2 Vor-und Nachteile der Zellkultur

Um Wirkweisen von Zellen aufeinander zu untersuchen, sind Versuche mit
Zelllinien hilfreich. 1952 gelang Gey et al. die erste Kultur einer humanen Zelllinie:
Cervixkarzinomzellen, spater bekannt als HelLa [alberts B et al., 2002]. Seither ist die
Zellkultur aus der Forschung nicht mehr wegzudenken. Sie ermoglicht es, zell-
und biotechnologische Zusammenhange gezielt zu untersuchen. Jedoch steht
eine Zellenpopulation im Organismus nie fir sich allein. Sie ist stets eingebettet
in ein komplexes System aus zahlreichen weiteren Zellarten und
Extrazellularmatrix, welches eine einzelne Zellkultur nicht abzubilden vermag
[Schmitz, 2011].

Zudem gibt es bei jeder manuell durchgefihrten Zellkultur gewisse
unbeeinflussbare StérgroRen, wie z. B. der Transport vom Inkubator zur Zellbank
und zurdck, Manipulation beim Medienwechsel, Verzogerungen durch die
Behandlung mehrerer Kulturflaschen, AufRentemperatur, Luftfeuchtigkeit etc.
Ebenso ist die Verwendung verschiedener Chargen von FCS fur das
Expansionsmedium bei langeren Versuchsreihen unvermeidlich. Dies geht
jedoch mit einer veranderlichen Konzentration der Inhaltsstoffe wie Zytokine und
Wachstumsfaktoren im FCS einher [pacini, 2014; wagner et al., 2007].

Die Techniken der Zellkultur werden stetig verbessert, sodass mit Hilfe von
3D-Kulturen und Laborautomation die in vivo Situation in Zukunft immer genauer
nachgebildet werden kann (schmitz, 2011). Bis diese Verfahren jedoch allgemein
verfugbar sind, bleibt die konventionelle Zellkultur weiterhin eine unverzichtbare
Methode, um zellbiologische Zusammenhange zu untersuchen.

4.1.3 Proliferationsassays zur Quantifizierung des Einflusses der
mesenchymalen Stammzellen auf die Proliferation der Tumorzellen

Fur die Proliferationsassays wurde versucht, die genannten Storfaktoren soweit
moglich zu minimieren, um Tendenzen der Wirkung von MSC auf die

verschiedenen Tumorzelllinien zu erkennen. Dazu wurde auf jeder Platte eine
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Kontrollprobe mitkultiviert. Diese entsprach der jeweiligen Tumorzelllinie in Kultur
mit DMEM-EM ohne weitere Zusatze. Jedoch zeigte sich auch fir die
Negativkontrolle in einigen Assays eine grol3e Streubreite, die den Einfluss der
Storfaktoren verdeutlicht. Da in der ersten Versuchsreihe mit nat-Uberstand und
nat-Co-Kultur keine signifikanten Unterschiede in der Proliferation zu den
unbehandelten Tumorzellen nachweisbar waren, wurde in den folgenden
Versuchsreihen die Wirkung von Uberstanden und Co-Kulturen andifferenzierter
MSC verglichen.

Fur jede Kombination aus Tumorzelllinie und nativen bzw. andifferenzierten MSC
wurden jeweils zwei Systeme getestet. Zum einen wurden die Tumorzellen mit
dem Uberstand der MSC, zum anderen in Co-Kultur mit Hilfe von Transwells mit
einer semipermeablen Polyester-Membran mit Poren (Porendurchmesser:
0,4 um, Porendichte 4x10%cm?) kultiviert. Diese Dichte erlaubt nach
Herstellerangaben keine Transmigration von Zellen. So konnte die durch I6sliche
Faktoren vermittelte Wirkung der MSC auf die Tumorzellen quantifiziert werden.
In den mit konditioniertem Uberstand behandelten Tumorzelllinien zeigte sich die
einseitige  Wirkung der Zytokine und Wachstumsfaktoren, die die MSC
unabhangig von den Tumorzellen bereits in den Uberstand sezerniert hatten. In
Co-Kultur hingegen war die Interaktion, d. h. die parakrine Wirkung der
Tumorzellen auf die MSC und umgekehrt, eingeschlossen. Es bleibt zu
bedenken, dass Uberstande einer Momentaufnahme der MSC-Sekretion
entsprechen, da Zytokine nicht kontinuierlich ausgeschuttet werden.

Diese beiden Modelle erlauben, wie jedes in vitro Modell, lediglich eine begrenzte
Aussage, da die Zytokine und Wachstumsfaktoren nur eine Komponente der
Kommunikation darstellen. Zum Beispiel darf die durch Zellkontakte vermittelte
Interaktion nicht vernachlassigt werden, insbesondere da auf diese Weise bereits
tumorinhibierende Wirkung nachgewiesen wurde [khakoo et al., 2006]. Allerdings
erweist sich hierbei die Auswertung der Proliferation als erheblich erschwert. Zur
Ermittlung des Tumorzellwachstums nach gemeinsamer Kultivierung mit MSC
musste das Zellgemisch beispielsweise durchflusszytometrisch getrennt werden.
Um ein besseres Verstandnis fur die Interaktion von MSC mit Kopf- und

Halstumorzellen zu entwickeln, ist es sinnvoll, verschiedene Systeme zu testen
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und sich der Zell-Interaktion auf verschiedenen Ebenen zu nahern. Trotz der
genannten Nachteile erfillten die Proliferationsassays ihren Zweck: Tendenzen

und vor allem Ansatzpunkte fir weitere Experimente aufzuzeigen.

4.1.4 Analyse der Zytokine und Signalwege

Der Dot Blot Assay wurde mit Uberstanden aus den Proliferationsassays
durchgefiihrt, um einen exemplarischen Uberblick (ber die vorhandenen
Zytokine zu erhalten. Hier war ein Abwagen erforderlich: Da eine viertagige Kultur
ohne FCS sowohl das Zellwachstum als auch die Zytokin-Sekretion in
unbekanntem MalRe verandert hatte, wurde entschieden, die Uberstande eines
unter standardisierten Bedingungen mit FCS-haltigem Expansionsmedium
durchgefiihrten Proliferationsassays zu verwenden. Aus diesem Grund muss bei
der Interpretation der Ergebnisse bedacht werden, dass lediglich ein Vergleich
der Werte untereinander zulassig ist, da die Proben durch den FCS-Zusatz eine
unbestimmte Menge verschiedener Zytokine enthielten. Retrospektiv musste
zudem festgestellt werden, dass die Konzentration einiger Zytokine in den
Proben zu hoch war, um eine genaue Aussage treffen zu konnen. Eine
Wiederholung des Tests hétte jedoch weitere Proben verbraucht, welche dann
fur die Durchfihrung des ELISAs nicht mehr zur Verfigung gestanden hatten.
Dennoch genigte der durchgefihrte Dot Blot Assay den aufgefuhrten
Anspriichen: Er ermdglichte eine Ubersicht tiber die Verteilung der wichtigsten
Zytokine in den untersuchten Konstellationen der MSC-Tumorzell-Interaktion.
Im Dot Blot Assay zeigten sich grol3e Unterschiede fir die IL-6 Konzentration.
Aus Vorarbeiten der Arbeitsgruppe war bereits bekannt, dass IL-6 eine
Schlusselrolle bei der Wirkung von MSC auf Kopf-Hals-Tumorzellen einnimmt
[Scherzad et al, 2015], weshalb im weiteren Verlauf ein Schwerpunkt auf die
Untersuchung dieses Zytokin gelegt wurde.

Um genauere Informationen (ber den IL-6-Gehalt in den Uberstanden der
Proliferationsassays zu erhalten, wurde eine densitometrische Analyse mittels
ELISA durchgefuihrt. Da auch diese Uberstande FCS enthalten, missen auch
hier die Ergebnisse, wie bereits im Dot Blot, im Vergleich zur jeweiligen
Negativkontrolle interpretiert werden. Die IL-6 Konzentration in den Uberstanden

wies eine grolRe Streubreite auf. Um Korrelationen des IL-6-Gehalts mit Alter und
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Geschlecht des MSC-Spenders festzustellen, war die Stichprobe (n =10) zu
gering. Jedoch wurde in anderen Studien bereits gezeigt, dass von einem
Zusammenhang zwischen diesen genannten endogenen Faktoren der MSC und
ihrer Funktionalitat und damit auch Zytokin-Expression auszugehen ist. So
konnte bspw. in einer Studie mit 53 verschiedenen MSC-Linien in Co-Kultur mit
aktivierten T-Zellen eine positive Korrelation zwischen steigendem Alter der
MSC-Spender und einer zunehmenden IL-6 Produktion der jeweiligen MSC
gezeigt werden [siegel et al., 2013]. Auch exogene Einflussfaktoren, wie Isolierung,
Passagierung etc., wirken sich auf die MSC-Kultur aus (pacini, 2014. Trotz der
maoglichst standardisierten Durchfiihrung aller Versuche und des @hnlichen Alters
der Stammzell-Spender (49,1-77,3 Jahre zum Zeitpunkt der Entnahme), war die
Spannbreite der Ergebnisse grof3. Ein Zusammenhang zwischen dem
Proliferationsverhalten der Tumorzellen und IL-6 in der jeweiligen Probe war nicht
ersichtlich. Hier wurde wiederum deutlich, wie komplex das Zusammenwirken
von MSC und Tumorzellen ist und dass ein einzelnes Zytokin wie IL-6 noch keine
Ruckschlisse zulasst.

Um die Interaktion zwischen MSC auf einer weiteren Ebene zu untersuchen,
wurden Western Blots der phosphorylierten Signalwege STAT3 und ERK1/2
angefertigt. Diesen beiden Signalwegen wird eine zentrale Rolle in der
Tumorigenese zugeschrieben [Bolrath et al., 2009; Bromberg et al., 1999; Dhillon et al., 2007],
Obwohl mit Hilfe des Western Blots nur semiquantitative Aussagen maoglich sind,
ist er eine sehr sensitive Methode fur den Nachweis von phosphorylierten
Proteinen in Zelllysaten. Diese Signalwege werden von zahlreichen Zytokinen
aktiviert und stellen eine direkte Verbindung zur Genexpression her.

Der Western Blot konnte nicht mit Proben aus Co-Kultur durchgefuhrt werden, da
dafir wesentlich groRere Zellmengen nétig sind, als im Transwell-System
kultiviert werden koénnen. Nach einigen Vorversuchen wurden 60 min als
Inkubationszeit gewahlt. Durch die Kirze der Zeit sollten die Unterschiede
zwischen Co-Kultur und Uberstand kompensiert werden. Hierbei ging es vor
allem darum, zu zeigen, ob und in welchem Ausmal sich die beiden Signalwege
STAT3 und ERK1/2, durch die Zugabe von konditioniertem Uberstand aktivieren
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lassen. Zudem ermdglichte es der Western Blot zu testen, ob diese Aktivierung

durch Anti-IL-6-Zugabe inhibiert werden kann.

4.2 Hinweise flr proliferationshemmende Effekte

In Teilen des Proliferationsassays zeigten die MSC eine hemmende Wirkung auf
die Tumorzellen. So war fur die Kultivierung von Cal27 mit nativem
MSC-Uberstand am vierten Tag zwar keine signifikant niedrigere Proliferation
nachzuweisen, jedoch eine geringere Vitalitat der Tumorzellen. Signifikant
geringere Zellzahlen wurden im Proliferationsassay von Cal27 und HLaC78 mit
osteo-Uberstand erreicht. Dieser Unterschied war signifikant sowohl gegentiber
der Negativkontrolle mit Expansionsmedium als auch zur Kultur mit
adipo-Uberstand. Auch die Vitalitat war bei allen drei Tumorzelllinien durch die
Kultivierung mit osteo-Uberstand signifikant erniedrigt. Die Ergebnisse der
Zytokin-Analyse wie auch des Western Blots zeigten jedoch auch fur jene Proben
hohe IL-6 Werte sowie eine Aktivierung von ERK1/2 und STAT3. Die
wachstumshemmende Wirkung des Uberstands osteogen andifferenzierter MSC
lasst sich daher nicht mit einer verringerten Stimulation dieser Signalwege
erklaren. Im Rahmen der grof3en Streubreite der Ergebnisse zeigten einzelne
Proben auch in anderen Konstellationen eine geringe Proliferation durch Zugabe
konditionierter Uberstande bzw. in Co-Kultur. Da die Proben mit nat-Uberstand
keine signifikante Proliferationshemmung zeigten, kann als mogliche Ursache
eine potenziell erniedrigte Konzentration der Nahrstoffe im Medium der
konditionierten Uberstande ausgeschlossen werden.

Kanazawa et al. konnten zeigen, dass IL-6 auf die Proliferation verschiedener
HNSCC-Zelllinien teils gegensatzlichen Einfluss austbte. Es steigerte bei allen
drei getesteten Zelllinien das Invasionspotential, doch die Proliferation von zwei
der Zelllinien (HSC-2 und SAS) wurde durch IL-6 Zugabe gehemmt. Durch
Zugabe von Anti-IL-6 war dieser Effekt rickgangig zu machen. Es gibt Hinweise,
dass dies durch Downregulation der slL-6-Rezeptor-Expression bei hoher
IL-6/IL-6-Rezeptorbindung vermittelt wird. Die gesteigerte Invasionstendenz wird
als wichtiger Schritt fir die Metastasierung des Tumors gewertet und vermutlich

u. a. durch ERKZ1/2-Aktivierung verstarkt [kanazawa et al., 2007]. Daher kdnnen
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Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit wie auch der von Kanazawa et al. mit
der negativen Korrelation zwischen IL-6 Konzentration im Patientenserum und
dem Uberleben der Patienten in Einklang gebracht werden [pufty et al., 2008].

Eine tumorhemmende Wirkung von MSC wurde in der Literatur bereits mehrfach
beschrieben und mégliche weitere Mechanismen postuliert.

So fanden z. B. Lu et al. heraus, dass durch Co-Kultur mit murinen MSC in den
getesteten Tumorzellen die mRNA-Expression von p21, einem negativen
Regulator des Zellzyklus, sowie von Caspase 3, einer Apoptose-assoziierten
Protease, erhoht wurde. Dies hatte sowohl einen vermehrten Arrest in der
Zellzyklusphase GO/G1 zur Folge als auch eine gesteigerte Apoptoserate [Luetal.,
2008].

Auch fur humane MSC, die aus Tonsillen gewonnen worden waren, konnten in
Co-Kultur der gleiche Effekt und aktivierte Mechanismen auf HNSCC-Zelllinien
(PNUH-12 und SNU-899) nachgewiesen werden [Lim et al., 2012].

Weitere potenzielle Mechanismen, die ein durch MSC vermindertes
Tumorwachstum erklaren kdnnten, wurden beschrieben: So konnte unter
anderem die Sekretion des Dickkopf-related Protein-1 durch MSC zur Hemmung
des Wnt-Signalwegs in den Tumorzellen fluhren. Neben seiner Rolle in der
Embryogenese wurde dem Wnt-Signalweg in der Entstehung und dem Progress
von Tumoren eine wichtige Bedeutung zugeschrieben [qiao et al., 2008a; Qiao et al., 2008b;
zhu et al.,, 2009]. Otsu et al. postulierten, dass MSC in hohen Konzentrationen auch
eine mdgliche anti-angiogenetische Wirkung in der Umgebung des Tumors
entfalten kdnnen [owsu et al, 2009]. Potenziell immunmodulatorische Eigenschaften
der MSC [ohisson et al, 2003] mussen ebenfalls mitbedacht und weiter untersucht
werden.

Welchen Einfluss der Versuchsaufbau auf die Ergebnisse haben kann, zeigte die
Studie von Khakoo et al. Durch direkten Zell-Zell-Kontakt zwischen Kaposi-
Sarkom-Zellen und MSC konnte eine Inhibierung der Proteinkinase B, auch
bekannt als Akt-Proteinkinase, erreicht werden. Der Kinase, die ein Enzym des
PI3K/Akt-Signalweges ist, wird eine wichtige Rolle bei der Progression des

Kaposi-Sarkoms zugeschrieben. Die Inhibierung dieser Proteinkinase korrelierte
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mit der Tumorsuppression bei den anschlieBend durchgefihrten in vivo
Versuchen bei Mausen mit Kaposi-Sarkom [khakoo et al., 2006].

In der vorliegenden Arbeit unterschieden sich die Ergebnisse des
Proliferationsassays mit osteo-Uberstand diametral von denen mit osteo-Co-
Kultur im Transwell-System. Wéahrend durch die Zugabe von osteo-Uberstand
zumindest fur eine Tumorzelllinie eine Proliferationsinhibierung gezeigt werden
konnte, wurde durch Co-Kultur mit osteogen andifferenzierten MSC eine
Proliferationssteigerung erkennbar. Auf welche Weise die jeweiligen Effekte
vermittelt werden ist nach wie vor unklar. Bisher sind nur einige Teilaspekte
bekannt, unter anderem die oben genannten. Wie diese untereinander in

Zusammenhang stehen, ist weitestgehend unbekannt.

4.3 Hinweise fur proliferationssteigernde Effekte

Anders als die Zytokin-Analyse vermuten liel3, zeigte im durchgefuhrten
Proliferationsassay lediglich die Co-Kultur mit andifferenzierten MSC eine
signifikant proliferationssteigernde Wirkung auf die Tumorzelllinien Cal27 und
HLaC78. Der Unterschied zwischen der adipo- und osteo-Co-Kultur war nicht
signifikant. Auch zwischen der Vitalitdt der Zellen bestand keine signifikante
Differenz. Die Beobachtung der Proliferationssteigerung stand im Gegensatz zu
den Ergebnissen aus dem Proliferationsassay mit konditionierten Uberstanden.
Der adipo-Uberstand zeigte keine signifikante Wirkung, wahrend der osteo-
Uberstand bei den Tumorzelllinien Cal27 und HLaC78 zu einer Hemmung der
Proliferation fuhrte.

Dies ist gut mit der von Liu et al. fir das Mammakarzinom beschriebenen
positiven Feedbackschleife vereinbar. Sie konnten zeigen, dass das von
Tumorzellen sezernierte IL-6 die Produktion des Chemokins C-X-C Motif Ligand
(CXCL)7 in MSC induziert. CXCL7 wiederum regt die Tumorzellen zur Sekretion
von zahlreichen Zytokinen an, u. a. IL-6 und IL-8 [Liu et ai,, 20115. Im Uberstand kann
diese Interaktion nur limitiert bzw. innerhalb der Tumorzellpopulation stattfinden,
wahrend sich diese Wirkung in Co-Kultur durch die positive Rickkopplung

potenzieren kann.
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IL-6 ist ein Zytokin, das von den verschiedensten Zellen sezerniert wird und unter
anderem im Bereich der Immunregulation und Hamatopoese wirkt. Auch
HNSCC-Zellen sezernieren IL-6 und unterliegen durch Ausbildung von
IL-6-Rezeptoren entsprechenden auto- wie auch parakrinen Regulationen, die
wiederum Proliferations- und Invasionsverhalten der Zellen beeinflussen kénnen
[Kanazawa et al., 2007; Kishimoto, 1989].

Klinisch wurde die Bedeutung von IL-6 in diesem Kontext bereits nachgewiesen.
In einer prospektiven Kohortenstudie mit 444 Patienten mit HNSCC konnte
gezeigt werden, dass die Serum-IL-6-Konzentration vor Behandlungsbeginn mit
Rezidiven und Uberleben korreliert und daher als Pradiktor dienen kann [pufy et al.,
2008]. Vor diesem Hintergrund wurde IL-6 primar als potenziell tumorférdernd
wirkende Substanz betrachtet.

Das im Dot Blot Assay sichtbare Sekretionsmuster protumorigen wirkender
Substanzen gab Anhalt, von einer insgesamt Uberwiegend tumorférdernden
Wirkung der MSC in samtlichen Konstellationen auszugehen. Hier zeigten sich
in allen Kombinationen mit nativem sowie konditioniertem MSC-Uberstand
hohere IL-6 Werte als bei in DMEM-EM kultivierten Tumorzellen. Die einzige
Ausnahme stellte die Kultur mit adipo-Uberstand dar, hier blieb die
IL-6 Konzentration auf gleichem Niveau. Auch im ELISA lag abgesehen von
einigen Ausreilern bei Cal27 in Expansionsmedium die geringsten
IL-6 Konzentration vor.

Zur Transduktion der Signale von IL-6 bis zur Genexpression wird haufig STAT3
als Transkriptionsfaktor benétigt. Fur Zellen des Multiplen Myeloms wurde bereits
frih gezeigt, wie essentiell die IL-6-abhangige Aktivierung von STAT3 flr
Uberleben und Wachstum ist [srocke-Heidrich et al., 2004; Ji et al., 2014]. Im Verlauf konnte
dies auch fur weitere Tumorentitaten, darunter auch HNSCC, nachgewiesen
werden [Jiet al., 2014].

Signale, die Proliferation, Apoptose und Migration betreffen, werden auch Uber
ERK1/2 vermittelt. Dysregulationen hierbei tragen haufig zu Entstehung und
Progress einer malignen Erkrankung bei, wie beispielsweise HNSCC [chang et al.,

2014; Dhillon et al., 2007; Kanazawa et al., 2007].

85



Diskussion

Im Western Blot konnten die phosphorylierten und damit aktivierten Proteine von
ERK1/2 und STAT3 besonders in den Proben der Tumorzelllinien Cal27 und
HLaC78 mit den verschiedenen konditionierten Uberstanden in hoherer
Konzentration als in der Negativkontrolle nachgewiesen werden. Die einzige
Ausnahme war pERK2, welches bei Cal27 mit konditionierten Uberstanden
geringer war als in der Probe mit nativen Cal27. Bei der FaDu-Tumorzelllinie
zeigte sich lediglich fur pSTATS3 eine Steigerung der Konzentration durch Zugabe
konditionierter Uberstande. Diese waren jedoch im Vergleich zu den anderen
beiden Tumorzelllinien deutlich geringer ausgepragt.

Dies deckt sich mit unveréffentlichten Ergebnissen der Arbeitsgruppe. Mit Hilfe
der Real-Time PCR konnte gezeigt werden, dass der Epidermal Growth Factor-
Rezeptor (EGFR) sowohl bei Cal27 als auch bei HLaC78 mehr als doppelt so
stark exprimiert wird wie bei FaDu. EGFR ist neben IL-6-Rezeptoren ein weiterer
wichtiger Signaltransduktor zur Aktivierung von STAT3. Die Bedeutung des
EGFR Rezeptors unter anderem auch in der Tumorigenese von HNSCC ist
Thema der Forschung [ceiger et al., 2016]. FUr die Therapie fortgeschrittener HNSCC
wurde bereits der monoklonale Antikorper Cetuximab, ein EGFR-Inhibitor,
zugelassen [Blasco et al., 2017].

Durch Zugabe von Anti-IL-6 konnte bei der Mehrzahl der Proben die Expression

der phosphorylierten Signalproteine verringert werden. Dies ist ein Hinweis
darauf, dass die vermutete Aktivierung tber IL-6 eine Rolle spielt, die sich jedoch

je nach Zelllinie unterscheiden kann.

4.4 Mesenchymale Stammzellen in der Tumortherapie -
Maoglichkeiten und Herausforderungen

Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstreichen die Aussagen in der aktuellen

Literatur. Es zeigte sich keine eindeutige Tendenz, dass MSC entweder

tumorférdernd oder tumorhemmend wirken. Trotz Standardisierung der Isolation

und Kultivierung variieren die Eigenschaften der isolierten MSC [gergfeld et al., 2010;

Droujinine et al., 2013; Klopp et al., 2011; Ridge et al., 2017]. Hierzu gibt es zahlreiche Hypothesen.

So scheinen MSC bereits durch Charakteristika des Spenders, wie z. B. dessen
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Alter, Geschlecht, Grunderkrankungen und Pharmakotherapie beeinflusst zu
werden [Chen et al., 2012; Deasy et al., 2007; Lin et al., 2014, Siegel et al., 2013].

Nach aktuellem Stand sind MSC hauptsachlich perivaskular in sémtlichen
Organen und Gewebearten zu finden. Auch hier gibt es Hinweise auf
Unterschiede, je nachdem aus welchem Gewebe die MSC isoliert wurden [da siva
Meirelles et al., 2006].

Doch selbst wenn MSC Uber einen zeitlichen Verlauf von sechs Monaten aus
Knochenmark vom hinteren Beckenkamm derselben Spender aspiriert, isoliert
und kultiviert wurden, fanden Phinney et al., dass sich die Kulturen bezlglich
Wachstum und Differenzierungsfahigkeit unterschieden (phinney et al., 1999]. Und
sogar Nachkommen einer einzigen mesenchymalen Stammzelle zeigten ein
voneinander abweichendes Differenzierungsverhalten [pigirolamo et al., 1999].

Es gibt Hinweise, dass durch Isolation und Kultur epigenetische Veranderungen
am Genom einzelner MSC hervorgerufen werden und so die Expression von
Genen, die unter anderem Schritte der Differenzierung regulieren, modifiziert
werden [shoshani et al., 2014]. Da MSC in Gewebe in geringer Konzentration vorliegen,
missen sie zum Einsatz in Forschung und perspektivisch Therapie nach der
Isolation in Kultur vermehrt werden.

MSC weisen in ihrer physiologischen Funktion eine hohe Plastizitat auf. Sie
benotigen diese, um ihre Rolle in der Embryogenese im Aufbau verschiedener
Organe sowie in Heilungs- und Erneuerungsprozessen verschiedener Gewebe
im adulten Korper erfullen zu kénnen. Diese Fahigkeit scheinen sie in vitro zu
behalten [zipori, 2006}, SOdass bereits kleinste Veranderungen bei Temperatur, CO2-
Konzentration, Nahrstoffkonzentration im Expansionsmedium usw. bestimmte
Subpopulationen verstarkt zum Wachstum angeregt werden, wahrend andere
weniger stark proliferieren oder sogar apoptotisch werden [pacini, 2014; Pevsner-Fischer et
al., 2011].

Fur den Einsatz als Therapeutikum sind diese bisher unvorhersehbaren
Eigenschaften der MSC nicht hinnehmbar. Aul3erdem war der
Beobachtungszeitraum in den meisten bisher durchgefiihrten Untersuchungen

kurz, im Bereich einiger Tage bis Wochen, sodass in Zukunft vermehrt die
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Langzeitwirkung eines moglichen Einsatzes von MSC als Therapeutikum
untersucht werden muss.

Die Klarung der offenen Fragen sollte auf mehreren Ebenen erfolgen. Klopp et al.
schlugen vor, MSC von Patienten mit besonders hohem Tumorrisiko, wie z. B.
von starken Rauchern, zu untersuchen. So kdnnte festgestellt werden, ob sich
diese MSC von denen einer Vergleichspopulation ohne diese Risikofaktoren
unterscheiden [kiopp et a., 2011. ES gilt herauszufinden, wie die grof3en
interindividuellen Unterschiede in der Wirkung der MSC erklart werden kénnen
und anhand welcher Faktoren sich diese vorhersagen lassen. Neben der Frage
der grof3en interpersonellen Variabliltat muss weiter nach geeigneten und
identifizierbaren, homogenen Subpopulationen mit den gewlnschten
Eigenschaften fur die Tumortherapie innerhalb der heterogenen Gruppe der MSC
gesucht werden. Der Nachweis der geforderten Minimalkriterien [pominici et al., 2006;
Horwitz et al, 2005] ISt hierfir, wie auch in der Divergenz der Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit ersichtlich ist, nicht ausreichend.

Daher muissen neue Methoden, wie beispielsweise der Einsatz eines
sogenannten Cell-Sorters, evaluiert werden. Dieser ist in der Lage MSC anhand
von bestimmten Oberflachenmarkern auszuwahlen, sodass die weiteren
Experimente mit einem homogeneren Zellgemisch durchgefuhrt werden kénnten
[Gang et al., 2007; Psaltis et al., 2010]. SO kdnnten gezielt Subpopulationen kultiviert werden,
in denen sich therapeutisch sinnvolle Eigenschaften verstarkt wiederfinden.
Dafir ist die Suche von passenden Oberflachenmarkern essenziell. Es gibt
Hinweise, dass MSC, die nach Exprimierung des Stro-1-Antigens ausgewahlt
wurden, die Lymphozyten-Proliferation starker hemmen als die Kontroll-MSC.
Dies konnte bei einem moglichen Einsatz der MSC im Rahmen von
Transplantationen zur Senkung der Graft-versus-Host-Reaktion von Vorteil sein
[Nasef et al., 2009].

Es ist notig, die Methoden der Zellkultur weiter zu optimieren, um die in vivo
Situation moglichst naturgetreu abbilden zu kdnnen. Storfaktoren mussen weiter
minimiert werden, um verlasslichere Ergebnisse zu erzielen. Bereits 1972
entwickelten Knazek et al. die Idee, Zellen entlang von kiinstlichen Kapillaren, in

denen Expansionsmedium zirkulierte, wachsen zu lassen. So koénnte eine
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gewebedhnliche Struktur entstehen und zugleich die sezernierten Stoffe in
Echtzeit und ohne Eingriff in die Zellkultur untersucht werden [knazek et al., 1972].
Pacini schlug zur Kultivierung von MSC in Bioreaktoren vor, welche in einem
geschlossenen System und unter standardisierten Bedingungen die Zellen
automatisiert versorgen ([pacini, 2014]. Auch zur Expansion von MSC fur den
klinischen Einsatz ist diese Art von System relevant, insbesondere wegen des
wesentlich geringeren Risikos der Kontamination [Noid et al., 2013]. In der Arbeit von
Nold et al. wurde berlcksichtigt, dass es fur die therapeutische Anwendung von
MSC essentiell ist, Alternativen zum FCS in der Zellkultur zu finden, da dessen
Verwendung mit zahlreichen Risiken behaftet ist. Patienten kénnten sich Uber
das tierische Blutprodukt infizieren, ggf. auch mit Prionen. Zudem kann durch im
Serum geloste Endotoxine eine toxische Reaktion beim MSC-Empfanger
ausgelost werden. Es besteht auf3erdem ein immunologisches Risiko durch
Kontamination mit tierischen Proteinen, Peptiden oder Biomolekilen [sieback et al.,
2009; Herberts et al., 2011; Nold et al., 2013].

Doch selbst in einem geschlossenen 3D-Modell aus Schleimhaut, Matrix- und
Tumorzellen, in das MSC integriert wirden, kénnte nur ein Teilaspekt der
Interaktionen abgebildet und untersucht werden. So ist es zum Beispiel noch
nicht moglich, die Komplexitat des Immunsystems mit darzustellen. Der Einfluss
des Immunsystems ist unumstritten und nachvollziehbar durch die immense
Anzahl an immunwirksamen Zytokinen, die von MSC und Tumorzellen sezerniert
werden (vgl. 3.3.1). Um all diese ineinandergreifenden Systeme zu
berticksichtigen, bleiben nach aktuellem Forschungsstand nur in vivo Versuche.
Waterman et al. gelang es, ihre Ergebnisse aus der in vitro Forschung auch an
Tiermodellen zu reproduzieren. Ihr Ansatzpunkt sind die sogenannten Toll-Like-
Rezeptoren (TLR), welche Gefahrensignale aus der Umgebung wahrnehmen
und entsprechende Adaptationsvorgange sowohl auf zellularer als auch
systemischer Ebene auslosen. TLR sind in der Lage Signalwege wie Akt und
ERK zu beeinflussen. Durch Stimulation von Untergruppen des Rezeptors (TLR3
bzw. TLR4) nahmen sie ein Priming der MSC vor und erhielten so zwei
Subpopulationen, die sie mit den unbehandelten MSC verglichen. Die TLR3-

geprimte MSC zeigten im Folgenden sowohl in vitro als in vivo tumorhemmende
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Eigenschaften, wahrend bei den TLR4-geprimten MSC ebenso wie bei den
unbehandelten MSC die tumorfoérdernde Wirkung Uberwog [Tomchuck et al., 2008;
Waterman et al., 2012; Waterman et al., 2010].

Bis zum flachendeckenden, routinemalRigen Einsatz von MSC in der Therapie
von HNSCC scheint es noch ein weiter Weg zu sein. Doch auch einzelne
Angriffspunkte  im  Bereich der Tumorzell-Stammzell-Interaktion  sind
therapeutisch denkbar, um die Tumorprogression zu hemmen. Beispielsweise
wird die adjuvante Gabe von Anti-IL-6 bereits seit einigen Jahren diskutiert [cuiig,
2013]. Inzwischen wurde die Wirkung von hochaffinen, monoklonalen Anti-IL-6-
Antikdrpern an Mausmodellen mit menschlichem HNSCC-Gewebe mit ersten
Erfolgen getestet [Finkel et al, 2016]. Einen weiteren mdoglichen Ansatz stellt die
Inhibierung von JAK2/STAT3 dar, Dbeispielsweise mit Hilfe des
Malariamedikaments Dihydroartemisinin (DHA). Dies wurde bereits an Hep-2-,
Cal27- und FaDu-Zellen in vitro und in vivo in Xenograft-Mausmodellen getestet.
Darunter konnte u. a. eine Verminderung des Tumorwachstums, der Migration
sowie der Resistenzen gegenuber Chemo- bzw. Radiotherapie beobachtet
werden. Hier zeigte sich, dass FaDu-Zellen am wenigsten sensibel auf die
Apoptose-Induktion durch DHA reagierten [sia et al., 2016), Was sich mit den in dieser
Arbeit gewonnenen Ergebnissen deckt (vgl 3.4). Der Weg fuhrt hier ebenso wie
bei vielen anderen therapeutischen Ansatzen in der Onkologie zur sogenannten
personalisierten Medizin. Hierzu sollten die jeweiligen Tumorzellen maoglichst
genau charakterisiert werden, damit so die Therapie exakt auf den
entsprechenden Patienten zugeschnitten werden kann. Welche Rolle der Einsatz
von mesenchymalen Stammzellen in Zukunft in der Tumortherapie spielen wird,
ist schwer vorherzusagen. Doch die genannten Fortschritte geben Anlass und

Anstol3 zur weiteren Forschung.
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5 Zusammenfassung

Bei Tumoren des Kopf-Hals-Bereichs ist die relative 5-Jahres-Uberlebensrate
auch unter moderner, haufig sehr nebenwirkungsreicher Therapie weiterhin
gering. Daher ist hier die Erforschung neuer Therapieoptionen von grof3er
Bedeutung. Eine Moglichkeit kdnnten mesenchymale Stammzellen (MSC),
beispielsweise aus dem Knochenmark, darstellen, welche derzeit aufgrund ihres
Tumortropismus als ein potenzielles Vehikel fir eine zielgerichtete
Tumortherapie diskutiert werden. In der Literatur werden jedoch sowohl
tumorférdernde als auch -inhibierende Eigenschaften von MSC beschrieben. In
dieser Arbeit sollte die Wirkung von MSC auf Proliferation und Vitalitdt von
Tumorzelllinien von Kopf-Hals-Tumoren systematisch untersucht werden. Die
Differenzierungsfahigkeit der MSC sollte mit abgebildet und verschiedene
Expositionsarten der MSC gegeniber den Tumorzellen getestet werden. Eine
Analyse der beteiligten Zytokine und Signalwege sollte durchgefiihrt werden
sowie eine Moglichkeit der Hemmung dieser Signalwege evaluiert werden.
Dazu wurden MSC aus dem Knochenmark von zehn verschiedenen Patienten
isoliert und kultiviert. Zum Nachweis der geforderten Minimalkriterien von MSC
wurde ihre Differenzierungsfahigkeit durch histologische Farbungen und das
Vorhandensein der typischen Oberflachenmarker-Kombination mit Hilfe der
Durchflusszytometrie bestétigt. Mittels Real-Time PCR wurde die Expression
differenzierungstypischer Gene bei  Andifferenzierung bestimmt. In
Proliferationsassays mit den Tumorzelllinien Cal27, HLaC78 und FaDu wurde die
Wirkung der nativen und andifferenzierten MSC in Co-Kultur bzw. in Kultur mit
deren Uberstand im Vergleich zur Tumorzell-Monokultur untersucht. Die Analyse
beteiligter Zytokine und Wachstumsfaktoren erfolgte mit Dot Blot Assay und IL-6
ELISA. Im Western Blot wurde die Aktivierung der ERK1/2-Kaskade und des
STAT3-Signalwegs in Tumorzellen nach Kultivierung mit MSC-Uberstanden mit
und ohne Anti-IL-6-Zugabe im Vergleich zur Monokultur untersucht.

Die isolierten MSC erfillten alle geforderten Kriterien. Die spezifischen
Markergene der adipogen andifferenzierten MSC waren in der Real-Time PCR
bereits stark exprimiert, wahrend bei den osteogen andifferenzierten MSC

lediglich die alkalische Phosphatase diskret erhéht war. Im Proliferationsassay
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mit nativen MSC zeigten sich keine signifikanten Unterschiede bezlglich der
Proliferation der Tumorzellen. Die Vitalitait war bei Cal27-Tumorzellen mit
Uberstand nativer MSC signifikant niedriger als bei den unbehandelten Cal27.
Beim Vergleich von Kultur mit Uberstanden von adipogen und osteogen
andifferenzierten MSC mit unbehandelten Tumorzellen proliferierten die
Cal27- und HLaC78-Tumorzellen mit Uberstand osteogen andifferenzierter MSC
signifikant geringer als die Tumorzellen, die in Uberstand adipogen
andifferenzierter MSC bzw. unbehandelt kultiviert worden waren. Die
Vitalitditswerte waren bei allen drei Tumorzellenlinien jeweils in Kultur mit
Uberstand osteogen andifferenzierter MSC am niedrigsten. In Co-Kultur mit
andifferenzierten MSC zeigten Cal27 und HLaC78 ein signifikant starkeres
Wachstum als die unbehandelten Tumorzellen. Der Dot Blot Assay wies erhghte
Konzentrationen von proliferations- und migrationsférdernden Zytokinen und
Wachstumsfaktoren bei den Tumorzellkulturen mit konditionierten Uberstanden
nach. Auch im IL-6 ELISA waren die hochsten Werte bei den Kulturen mit
konditionierten Uberstanden messbar. Der Western Blot zeigte eine Zunahme
der Phosphorylierung von ERK1/2, mit Ausnahme der FaDu-Zelllinie, und STAT3
durch Kultivierung der Tumorzellen mit MSC-Uberstand. Durch die Zugabe von
Anti-IL-6 wurde die Phosphorylierung von STAT3 und teilweise der ERK1/2
gehemmt.

Auch in dieser Arbeit waren Hinweise sowohl auf eine mégliche tumorférdernde-
als auch tumorhemmende Wirkung der MSC auf Tumorzellen feststellbar. IL-6
stellt bei der Aktivierung der tumorférdernden Signalwege ERK1/2 und STAT3
einen wichtigen, jedoch nicht den einzigen Mediator dar. Sowohl in den
vorliegenden Ergebnissen als auch in der Literatur gingen hohe IL-6 nicht bei
jeder Zelllinie mit einer hohen Proliferation einher; paradoxe Reaktionen wurden
beobachtet. Insgesamt unterschieden sich die MSC verschiedener Patienten und
unterschiedlicher Proben in Bezug auf ihre Wirkung auf die Tumorzellen trotz
Standardisierung der Methoden deutlich. In zahlreichen Arbeiten mit MSC wird
von diesem Phanomen berichtet, welches Gegenstand weiterer Untersuchungen
ist. MSC nach bestimmten erwiinschten Charakteristika zu selektionieren, ist

eine der grofRen Herausforderungen vor deren therapeutischem Einsatz.
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6 Anhang

6.1 Zusammenstellung der Ergebnisse des Proliferations-
assays und zugehdriger IL-6 Konzentrationen

Ergebnisse des Proliferationsassays und
aus den ELISA fir die einzelnen

Tabelle 16. Zusammenstellung der
zugehorigen IL-6 Konzentrationen
Stammzellenlinien

Die Ergebnisse des Proliferationsassays fur jede Stammzelle ist prozentual zur
Negativkontrolle angegeben. Mit ,x“bezeichnete Proben wurden fur andere Versuche
verwendet und standen nicht mehr fir den ELISA zur Verfligung.
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Zellzahl t4 772 % 939 % 201 %
Vitalitat ts 85,58 % 82,31 % 73,40 %
nativ adipo-Uberstand osteo-Uberstand
Zellzahl ts 230,62 % 488,23 % 112,16 %
Vitalitat ts 81,40 % 81,38 % 49,90 %
nativ adipo-Co-Kultur osteo-Co-Kultur
Zellzahl t4 95,06 % 235,98 % 184,70 %
Vitalitat ts 55,53 % 63,13 % 57,10 %
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nativ adipo-Co osteo-Co
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Vitalitat ts 74,87 % 79,53 % 86,05 %
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nativ nat-Co-Kultur nat-Uberstand
Zellzahl t4 708,24 % 781,04 % 738,92 %
Vitalitat ts 81,12 % 81,41 % 77,08 %
nativ adipo-Uberstand osteo-Uberstand
Zellzahl t4 832,52 % 651,56 % 454,90 %
Vitalitat t4 79,93 % 75,92 % 70,78 %
nativ adipo-Co-Kultur osteo-Co-Kultur
Zellzahl t4 59,44 % 541,42 % 349,54 %
Vitalitat ts 48,35 % 76,37 % 74,05 %
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nativ nat-Co-Kultur nat-Uberstand
Zellzahl t4 230,62 % 420,68 % 419,80 %
Vitalitat ts 74,10 % 75,81 % 52,48 %
nativ adipo-Uberstand osteo-Uberstand
Zellzahl t4 354,48 % 790,92 % 87,83 %
Vitalitat ts 82,06 % 70,95 % 52,99 %
nativ adipo-Co-Kultur osteo-Co-Kultur
Zellzahl t4 200,15 % 483,08 % 383,9 7%
Vitalitat ts 49,27 % 49,30 % 46,32 %
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nativ nat-Co-Kultur nat-Uberstand
Zellzahl t4 607,36 % 785,51 % 1003,08 %
Vitalitat ts 74,81 % 68,99 % 76,71 %
nativ adipo-Uberstand osteo-Uberstand
Zellzahl t4 717,08 % 680,16 % 292,76 %
Vitalitat t4 77,73 % 71,67 % 65,39 %
nativ adipo-Co-Kultur osteo-Co-Kultur
Zellzahl t4 794,04 % 1304,16 % 1531,92 %
Vitalitat ts 75,78 % 73,94 % 68,79 %
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nativ nat-Co-Kultur nat-Uberstand
Zellzahl t4 144,56 % 380,12 % 256,72 %
Vitalitat ts 71,02 % 72,51 % 54,81 %
nativ adipo-Uberstand osteo-Uberstand
Zellzahl t4 111,70 % 160,78 % 154,96 %
Vitalitat t4 73,59 % 60,41 % 63,35 %
nativ adipo-Co-Kultur osteo-Co-Kultur
Zellzahl t4 332,54 % 312,10 % 370,34 %
Vitalitat ts 47,90 % 34,75 % 46,20 %
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nativ nat-Co-Kultur nat-Uberstand
Zellzahl t4 502,22 % 508,98 % 771,68 %
Vitalitat ts 83,40% 79,02% 77,37%
nativ adipo-Uberstand osteo-Uberstand
Zellzahl t4 1145,56 % 1457,56 % 434,20 %
Vitalitat ts 78,83 % 73,55 % 68,37 %
nativ adipo-Co-Kultur osteo-Co-Kultur
Zellzahl t4 212,58 % 715,21 % 637,73 %
Vitalitat ts 79,33 % 85,65 % 81,76 %
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nativ nat-Co-Kultur nat-Uberstand
Zellzahl t4 659,36 % 743,18 % 798,20 %
Vitalitat ts 80,44 % 70,51 % 75,02 %
nativ adipo-Uberstand osteo-Uberstand
Zellzahl t4 921,96 % 271,60 % 62,14 %
Vitalitat ts 77,19 % 49,88 % 57,02 %
nativ adipo-Co-Kultur osteo-Co-Kultur
Zellzahl t4 148,20 % 708,03 % 655,82 %
Vitalitat ts 68,12 % 83,53 % 81,80 %
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nativ nat-Co-Kultur nat-Uberstand
Zellzahl t4 1162,72 % 665,70 % 301,76 %
Vitalitat ts 81,96 % 73,61 % 66,53 %
nativ adipo-Uberstand osteo-Uberstand
Zellzahl t4 1144,00 % 1180,92 % 252,67 %
Vitalitat t4 78,83 % 70,26 % 63,68 %
nativ adipo-Co-Kultur osteo-Co-Kultur
Zellzahl t4 145,91 % 852,38 % 839,59 %
Vitalitat ts 60,79 % 77,70 % 76,52 %
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nativ nat-Co-Kultur nat-Uberstand
Zellzahl t4 423,85 % 336,02 % 228,33 %
Vitalitat ts 84,24 % 67,82 % 64,83 %
nativ adipo-Uberstand osteo-Uberstand
Zellzahl t4 177,01 % 131,87 % 120,69 %
Vitalitat ta 69,68 % 71,08 % 56,90 %
nativ adipo-Co-Kultur osteo-Co-Kultur
Zellzahl t4 200,88 % 841,36 % 808,08 %
Vitalitat ts 73,96 % 80,03 % 76,86 %
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