Aus der Klinik und Poliklinik fiir
Hals-, Nasen- und Ohrenkrankheiten, plastische und dsthetische
Operationen
der Universitdt Wiirzburg

Direktor: Univ.-Professor Dr. med. Dr. h.c. R. Hagen

Untersuchungen zum Einfluss von Wundsekret auf Zellvermehrung,
Chemoresistenzentwicklung, Zellzyklus und die Induktion einer Epithelial-

mesenchymalen Transition in Tumorzellen von Kopf und Hals

Inaugural-Dissertation

zur Erlangung der Doktorwiirde der
Medizinischen Fakultit
der
Julius-Maximilians-Universitidt Wiirzburg
vorgelegt von
Rafael Eiter
aus Miinchen

Wiirzburg, August 2022

This document is licensed under the Creative Commons Attribution-ShareAlike 4.0 International License (CC BY-SA 4.0):
http://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0 This CC license does not apply to third party material (attributed to another source) in this publication.




Referent: Univ.-Prof. Dr. Norbert Kleinsasser, MHBA
Korreferent: Prof. Dr. med. Siileyman Ergiin
Dekan: Prof. Dr. Matthias Frosch

Tag der miindlichen Priifung: 12.07.2023

Der Promovend ist Arzt.



Meinen Eltern



Inhaltsverzeichnis

1.1

1.2

1.3

1.4

L.5

1.6

2.1

2.2

23

24

2.5

2.6

2.7

2.8

2.9

2.10

2.11

2.11.1
2.11.2
2.11.3

EINICITUNG ...eeiiiiiieee e e 1
WUNARETIUNG ...t 2
WUNASEKIEL ...ttt sttt 4
Epithelial-mesenchymale Transition ..........c.cceceveerieeiienienenienceeeeeseeene 5
ZRIZYKIUS ...ttt ettt e eeee 7
Tumore von Kopfund Hals.........ccccoooiiiiiiiiiiiiicee e 7
Fragestellung der ATDEIt.........cocuieruieiiiiiiieeii et 9
Material und Methoden.............cooooiiiiiriiiiinne e 10
EthiKVOTUIN ..ottt 10
Versuchsaufbau ..........ooiiiiiiiiiiii e 11
Verbrauchsmaterialien...........coeevuiriiiiiniiiiinieeeeeeseeee e 11
Fliissigkeiten, Chemikalien, Nahrmedien..........c.cccoceverviniininiiniencnienne, 13
Laborgerite und SOftWare ........c.cccieeiiiiiiiiieciieeceee e 15

Patientinnen- und Patientenkollektiv und Gewinnung des

WUNASEKIELES ..ottt ettt st 16
ZRlKUIUTTINICN ...ttt 17
ZRlZAhIMESSUNG .......oeeiieiiieiieeie ettt ettt e seaeeteesaae e 18
Proliferationsassay zur Analyse des Zellwachstums...........ccccceceveenieniencnne. 18
Dotblot zur Analyse der Zytokinzusammensetzung des Wundsekrets .......... 19

Fluorescence-activated Cell Scanning zur Zellzyklusanalyse und zur

Untersuchung der APOPOLSEIALE .......ccveeruieeiieriieeiieiieeieeieeeteeieesreeieesiaeens 21
DUrchfluSSZYtOMEIIIC .....c.eeevieiieeiieriie ettt ettt et et e 21
ZRlZyKIUSANALYSE .....eeevvieiiieiieeieeeee et 22

Annexin-V-Apoptosemessung zu Bestimmung der Zellvitalitit .................... 23



2.12
2.12.1

2.12.2
2.12.3

2.13

2.14

2.15

2.15.1
2.15.2

3.1

32

33

3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

4.1

4.2

Polymerase-Kettenreaktion zum Nachweis von Markern einer

epithelial-mesenchymalen TransSition...........ccceecverieerienieeniienie e
GIUNAIAZEN ...ttt e e e b e e e e
Real-Time PCR .....cocoiiiiiiiiiiieieeee et
Real-Time Reverse Transkriptase PCR..........ccoooviiiiiiiiiiiiiinieieeieee

Spheroid-Migrationsanalyse zur Untersuchung der Ausbreitung der
ZRIIBTI ..ottt ettt ettt et

Beobachtung der Zellmorphologie...........cccueeiieniiiiiiiiiieiieiecceeeee

DatenauSWETTUNG ....ccoouvviieiiiiieeeeiteee ettt e e e e s
Graphische Darstellung der Ergebnisse..........ccoecveviiiiieniieniieniieieeieeeee
Statistische Auswertung der Ergebnisse..........ccceevieriieniieniieenienieeieeeeeee.

EIZEDNISSE ..coouiiiiiiiiiiiiieiie et

Auswirkung des Wundsekrets auf die Proliferationsrate der
TUMOTZEIIEN ... e

Zusammensetzung der Zytokine im Wundsekret ..........coccovcveviiviniininnennns
Einfluss des Wundsekrets auf den Zellzyklus der Tumorzellen ....................

Auswirkung des Wundsekrets auf die Sensibilitdt der Tumorzellen
€egeNUDET CIiSPIatin......ceiuiiiiiiiiieiieeie e

Expression von Markern einer epithelial-mesenchymalen Transition
in Tumorzellen nach Behandlung mit Wundsekret.............ccccoecveeiienirencnnne.

Auswirkung des Wundsekrets auf die Migrationsneigung der
TUMOTZEIIEN ...t

Beeinflussung der Zellmorphologie der Tumorzellen durch
WUNASEKICE ...ttt ettt

Zusammenfassung der Ergebnisse .........ccceecvieriieriienieniieenieeieeeeeie e

IS USSION . ..ttt e e ee e e e e eaeeeeeaeeaneaees

Zusammensetzung des WundseKrets.........oovvvvieiiieniiiiiienieeieeiecieeee s

Verinderte Proliferation der Tumorzellen in Abhéngigkeit von der
Wundsekret-Konzentration..............oeeeveeiinienenenieneeeeseeeseseeeeeee e



4.2.1
422
423
4.2.4
4.2.5

4.3

4.3.1
432

4.4

4.5

4.6

4.6.1
4.6.2

4.6.3
4.6.4

4.6.5
4.6.6
4.6.7

4.7

4.8

4.9

4.10

4.11

4.12

4.13

Einfluss von IL-6 auf die Proliferation der Tumorzellen ..........cevvueeeeeeeeeennn.. 52

Einfluss von IL-8 auf die Proliferation der Tumorzellen................cccoeeuune.e. 53
Einfluss von CCL 5/RANTES auf die Proliferation der Tumorzellen............ 54
Einfluss von CCL 2/MCP 1 auf die Proliferation der Tumorzellen................ 55
Einfluss von Leptin auf die Proliferation der Tumorzellen.............cccccceneee. 56

Induktion einer Chemoresistenz der Tumorzellen gegeniiber Cisplatin

durch WundseKret.........oooueiieiiiiiiiiieeeee e 56
Cisplatin und Seine WIrkWeiSe ........cc.eerueeruierieeriienieeieenieeiee e eiee e eeee e 57
Mechanismen der Resistenzentwicklung gegen Cisplatin ..........ccccceecvvenneennee. 57
Auswirkungen des Wundsekrets auf den Zellzyklus der Tumorzellen.......... 59

Verstirkte Migration der Tumorzellen in die Umgebung nach
Wundsekret-Behandlung .............cccoooiiiiiiiiiiiiiiieeceee e 60

Induktion einer epithelial-mesenchymalen Transition in Tumorzellen

durch WUundseKIet...........ocviiiiiiieiiie et 62
Einfluss von IL-6 auf die Induktion einer EMT in Tumorzellen .................... 63
Einfluss von CCL 2/MCP 1 auf die Induktion einer EMT in

TUMOTZEILEN......oiiiiiiiiie e et et e 64
Einfluss von IL-8 auf die Induktion einer EMT in Tumorzellen .................... 65
Einfluss von CCL 5/RANTES auf die Induktion einer EMT in

TUMOTZEILEN......oiiiiiieiie et 66
Einfluss von Leptin auf die Induktion einer EMT in Tumorzellen................. 66
Auslosung eines Phénotyp-Switchs in Tumorzellen durch WS..................... 66
Schlussfolgerung EMT .........ccciiiiiiiiiiieeiieieceeeeee e 67

Unterschiede der Zusammensetzung von Wundsekretra und
WUNASEKICTTAED 1ovvvenvieeitieiie ettt ettt ettt et e 70

Vergleich der Auswirkungen von Behandlung der Tumorzellen mit

Wundsekretragl und WundseKretTagn. .. .oovveeveeeiienieeiiiiiieeieeieeieeee e 71
Interindividualitét der Patientinnen und Patienten .............ccccceevveerienirenennne. 71
Untersuchungen an Tumorzellen in VItro.........ccoeceeviereieenieniiieniesieeeeeene 73
Unterschiede zwischen den Zelllinien.........cocceveeviirieniniiinieneenieneneeienens 73
Limitierungen der Aussagekraft der Ergebnisse ..........cccceveeverienienienienene 73

Ausblick auf potenzielle neue Therapieansatze ..........ccocceveveveevienieneenennns 75



Ausblick auf zukiinftige mogliche Fragestellungen

Zusammenfassung .........cccceeeeveeeeniieeennieeenns

Literaturverzeichnis ........cocoveeveeeeeieeeeeinnn.

4.14
5
6
Appendix
I Abkiirzungsverzeichnis
II Abbildungsverzeichnis
111 Tabellenverzeichnis
v Ergebnistabellen
IV.A Proliferationsassay
IV.B Zellzyklus
IV.C Chemoresistenz Apoptose
IV.D PCR
IV.E Spheroid
\Y% Patientinnen und Patienten
VI Danksagung
Vil Lebenslauf
VIII Publikation

................................

................................



EINLEITUNG

1  FEinleitung

Karzinome von Kopf und Hals sind eine heterogene Gruppe maligner Tumore, die mit
einer 5-Jahres-Uberlebensrate von 51% bei Minnern und 61% bei Frauen eine seit Jahren
stagnierend schlechte Prognose aufweisen (Barnes 2016). Verantwortlich hierfiir ist
insbesondere eine friihe, lokoregiondr lymphogene Metastasierung (Jerjes et al. 2010). Es
ist deshalb von groem wissenschaftlichen Interesse, diese Tumoren genauer zu
untersuchen, ein besseres Verstindnis {iber die Tumorbiologie zu erlangen und daraus
neue Therapieansdtze abzuleiten.

Der wesentliche Therapieansatz neben der Radiochemotherapie ist die chirurgische
Entfernung des Tumors (Johnson et al. 2020). Bei dieser bedeutet eine RO-Resektion
eines Karzinoms eine Entfernung des Tumors im Ganzen, ohne dass mikroskopisches
Tumorrestgewebe im Korper zuriickbleibt (Henne-Bruns 2012). Leider ist es aus
verschiedenen Griinden nicht immer moglich, das Tumorbett komplett frei von
Tumorzellen zuriickzulassen. Einerseits konnen sich im histologischen Priparat positive,
also von Tumorzellen befallene Rénder zeigen. Dies bedeutet, dass nicht garantiert
werden kann, dass der Tumor komplett entfernt worden ist. Karzinome kénnen zudem
Mikrometastasen in der direkten Umgebung des Tumors bilden, die makroskopisch im
Rahmen der Operation vom Operateur nicht identifiziert werden konnen. Diese
verbleiben somit in der Umgebung, auch wenn versucht wird, diesem Problem mittels
eines Sicherheitsabstands um das sichtbare Tumorgewebe zu begegnen. Bei zwar
makroskopisch nicht mehr sichtbarem, histologisch jedoch vorhandenem Resttumor liegt
die Situation einer sog. R1-Resektion vor (Henne-Bruns 2012). Eine R1-Resektion geht
mit einem hoheren lokoregiondren Rezidivrisiko und einer schlechteren Prognose einher
(Kurita et al. 2010). Andererseits kann das Karzinom aufgrund seiner Infiltration der
Umgebung oder Grofle nicht resezierbar sein, sodass nur eine sogenannte
Tumorenukleation durchgefiihrt werden kann. Es wird ein GroBteil des Tumors entfernt,
wihrend ein makroskopisch sichtbarer Anteil im Korper belassen wird, um essenzielle
anatomische Strukturen nicht durch die Operation zu verletzen bzw. entfernen zu miissen.
Dies nennt man eine R2-Resektion (Henne-Bruns 2012). In beiden oben beschriebenen

Fillen befinden sich also postoperativ Karzinomzellen im Kdorper.
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Durch die Operationswunde wird die Wundheilung in Gang gesetzt. Diese stellt einen
komplexen Prozess dar, der auf einem Zusammenspiel verschiedener Fliissigkeiten,
Signalstoffe und Zellen basiert (Broughton et al. 2006). Hieraus bildet sich eine
Fliissigkeit, das Wundsekret (WS). Dieses kann in der Wunde mit Tumorzellen in
Kontakt kommen und diese beeinflussen.

Die Zusammensetzung der Zytokine dieses WS ist bereits untersucht worden. Yager et al.
beschreiben in ihrem Review hohe Konzentrationen an Interleukin 6 und 8 (IL-6/IL-8),
Epithelial Growth Factor (EGF), CC-Chemokinligand 2 (CCL 2), CC-Chemokinligand 5
(CCL 5) und Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a)(Yager et al. 2007). Die jeweiligen
Effekte der einzelnen Zytokine auf Tumorzellen sind bereits beforscht:

So ist beispielsweise gezeigt worden, dass durch IL-6 die Proliferationsrate von
Tumorzellen gesteigert wird (Yadav et al. 2011). Dieselben Beobachtungen sind bei IL-
8 gemacht worden (Liu et al. 2016). IL-6 ist auBerdem als ein Zytokin identifiziert worden,
das in Tumorzellen eine Chemoresistenz gegen gewisse Chemotherapeutika induzieren
kann (Yadav et al. 2011). Zusétzlich wurde sowohl fiir IL-6 als auch IL-8 die Féahigkeit
nachgewiesen, eine epithelial-mesenchymale Transition (EMT) zu induzieren (Yu et al.
2009). Auch eine verstéirkte Tendenz der Tumorzellen aggressiv und invasiv zu wachsen,
ist nach Behandlung mit IL-6 beobachtet worden (Xie et al. 2004).

Es erscheint hier besonders interessant, Versuche mit postoperativ direkt aus der Wunde
gewonnenem WS durchzufiihren. Um die Verdanderungen der Zusammensetzung des WS
und dessen Auswirkung auf seine Effekte zu analysieren, wurde in der vorliegenden
Arbeit der zeitliche Faktor beriicksichtigt und zwischen WS von Tag 1 und WS von Tag

2 unterschieden.

1.1 Wundheilung

Wundheilung ist ein Uberbegriff fiir alle Prozesse, die in einer Wunde nach der
Verletzung des Gewebes einsetzen, um den Defekt wieder zu reparieren und die
Gewebsintegritét wiederherzustellen. Es ist ein komplexer, in mehrere Phasen eingeteilter
Prozess. Diese sind die Hidmostase, Entziindungs-, Proliferations- und
Remodellierungsphase. Sie verlaufen teilweise liberlappend (Broughton et al. 2006). Bei
Entstehen einer Wunde tritt Blut aus, das bei Kontakt mit den Wundréndern gerinnt und

den Gefidlldefekt provisorisch verschlief8t. Die hier verletzten Gefdl3e reagieren sofort mit
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einer transienten Vasokonstriktion. Thrombozyten lagern sich an den verletzten
Gefdfwinden ab und bilden ein Aggregat, das nach Aktivierung der Gerinnungskaskade
um ein Fibrinnetzwerk erweitert wird und damit ein organisiertes Netzwerk bildet. Diese
Struktur dient in den folgenden Schritten als Matrix. Nach ca. zehn Minuten kommt es zu
einer Vasodilatation mit konsekutiver Hautrotung und -erwdrmung. Sie wird durch aus
dem verletzten Gewebe freigesetzte Prostaglandine, Histamin aus Mastzellen und weitere
vasodilatatorisch wirksame Botenstoffe hervorgerufen. Durch eine vermehrte
Permeabilitit der GefaBe tritt Fliissigkeit aus dem Blut in die Umgebung aus und bildet
ein Wundodem. Es folgt die Entziindungsphase, die durch eine chemotaktische
Anlockung von Leukozyten initiiert wird (Wild et al. 2007). In der Folge kommt es zur
Einwanderung von iiberwiegend neutrophilen Granulozyten und anschlieBend von
Makrophagen. Diese sind verantwortlich fiir den Abbau des avitalen Gewebes, von
Bakterien und potenziellem Fremdmaterial. Die Makrophagen spielen eine besondere
Rolle, da sie neben der Wundreinigung auch eine Vielzahl an Zytokinen und
Wachstumsfaktoren ausschiitten. Hierzu gehoren unter anderem Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF), IL-6, TNF-a, Transforming Growth Factor Beta (TGF-f),
Chemokinligand 1 (CDCL 1/GRO) und Platelet Derived Growth Factor (PDGF) (Behm
et al. 2012; Licitra et al. 2011; Ratliff 2008). Diese bewirken ein vermehrtes Einwandern
und eine vermehrte Proliferation von Fibroblasten und Endothelzellen (Bodnar 2015).
Unter hypoxischen Verhiltnissen und bei saurem pH-Wert im Wundmilieu in der
mittlerweile abgedichteten Wunde kommt es zu einer zusitzlichen Stimulation der
Angiogenese und der Fibroblasten. Am 3. Tag nach der Verletzung setzt die ca. 2 Wochen
dauernde Granulationsphase ein, im Rahmen derer es zu einer weiteren Einwanderung
von Makrophagen, Fibroblasten und Myofibroblasten kommt. Diese Zellen wandern
entlang der Extrazelluldrmatrix (ECM) und strukturieren diese um, indem sie die ECM
mittels Matrixmetalloproteasen (MMP) abbauen und ein anschlieBendes Auffiillen mit
frischem Gewebe ermoglichen (Wild et al. 2007). Nach ca. 4 bis 5 Tagen beginnt diese
Proliferationsphase, die mit dem EinsprieBen von Gefdflen in den entstandenen Defekt
(Laplante et al. 2001) und der Vermehrung von Bindegewebe einhergeht, wobei v. a. Typ-
3-Kollagen und Adhisionsmatrixproteine wie Fibronektin eine wichtige Rolle spielen.
Bereits in der Frithphase der Wundheilung setzt leicht versetzt der Prozess der

Wundkontraktion ein, der eine Anndherung der urspriinglichen Wundrénder bewirkt.
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Umgesetzt wird dies durch ein komplexes Zusammenspiel von Myofibroblasten, ECM
und Zytokinen. Myofibroblasten sind tiber kontraktile Aktinfilamente in der Lage, sich
zusammenzuziehen und damit das Volumen der ECM zu verringern. In der letzten Phase
der Wundheilung, der Remodellierungsphase, wird das entstandene Granulationsgewebe
langfristig durch Narbengewebe ersetzt. Gleichzeitig wird das provisorische Typ-3-
Kollagen durch MMP abgebaut und stabileres Typ-1-Kollagen durch Fibroblasten neu
gebildet und vernetzt. Diese Phase kann je nach WundgroéBe bis zu 2 Jahre dauern. Am
Ende liegt eine blasse, gefaBarme Narbe mit grofler Reififestigkeit vor (Wild et al. 2007).
Den proteinabbauenden Enzymen und Zellen kommt des Weiteren eine wichtige Rolle in
der Verhinderung einer Wundinfektion zu, da sie potenziell vorhandene Bakterien

abbauen (Spear 2012).

1.2 Wundsekret

Das Wundsekret (WS) ist eine Mischung aus Blut und von Entziindungszellen
sezernierten Fliissigkeiten, die eine Vielzahl an den oben genannten Zytokinen und
Immunzellen enthilt (Abramovitch et al. 1999).

Gewonnen werden kann dieses Wundsekret {iber die Redon-Drainagen, die im Rahmen
einer Operation in das OP-Gebiet subkutan eingelegt werden und unter Sog Teile des
entstehenden Sekretes ableiten. Dies soll eine Ansammlung von {iberschiissigem Sekret
verhindern und die Abheilung der Wunde unterstiitzen (Fay 1987). Wichtig ist hierbei
eine Differenzierung von chronischem WS und akutem WS. Diese weisen eine
unterschiedliche Zusammensetzung auf und haben in vitro entgegengesetzte Effekte.
Wihrend WS aus akuten Wunden eine Steigerung der Zellproliferation bewirkt (Katz et
al. 1991; Yager et al. 2007), wurde beschrieben, dass chronisches WS die
Zellproliferation von Fibroblasten und Endothelzellen senkt (Bucalo et al. 1993). Die
Zusammensetzungen der WS wurden bereits ausfiihrlich erforscht (Katz et al. 1991;
Kondo et al. 1996; Ratliff 2008; Yager et al. 2007). Unterschiede zwischen chronischen
und akuten Wunden zeigen sich v. a. in den Konzentrationen von IL-6, IL-8 und TNF-a.
In chronischen, schlecht heilenden Wunden zeigten sich stark erhohte Konzentrationen
insbesondere von TNF- a, wie es Henry et al. in ihrem Review zusammengefasst haben

(Henry et al. 2003; Trengove et al. 2000).
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Die Dynamik der Zusammensetzung des WS war ebenfalls bereits Objekt vieler
Untersuchungen. So wurde im Falle von IL-6, IL-8 und TNF-a ein rascher Abfall der
Sekretion innerhalb der ersten Tage nachgewiesen. Auch CCL 2/MCP und CCL 5/
regulated on Activation, normal T cell expressed and secreted (RANTES) wiesen eine

dhnliche Dynamik mit einem etwas schwécheren Abfall auf (Ridiandries et al. 2018).

1.3 Epithelial-mesenchymale Transition

Die EMT ist als Ubergang von Zellen vom epithelialen zum mesenchymalen Zellstatus
definiert (Klymkowsky et al. 2009). Es gibt 3 Arten der EMT. Typ 1 ist ein essenzieller
Vorgang in der Organogenese, da er durch den Wechsel von epithelialem zu einem
mesenchymalen Status der Zellen deren Einwanderung im Rahmen der embryonalen
Entwicklung ermdglicht. Hieran schlie8t sich dann im Zielgewebe entweder das
Verbleiben der Zellen als Mesenchym in Organen oder der Schritt zuriick zum
epithelialen Status an, der analog zur EMT eine mesenchymal-epitheliale Transition
(MET) genannt wird, wie Larue et al. in ihrem Review ausfiihren (Larue et al. 2005).
AuBerdem gibt es den Typ 2, der bei der Gewebereparatur und in der Pathogenese von
Organ-Fibrosen eine Rolle spielt. Bei der Gewebereparatur ist ein Einwachsen von Zellen
und eine gesteigerte Angiogenese notwendig, um die Wunde zu schlieBen und ein
Zusammenwachsen des Gewebes zu ermoglichen. Organische Fibrosen kdnnen im Zuge
von chronischen Entziindungen entstehen, bei denen Zytokine wie TGF-3 eine EMT von
Epithelzellen und das Auswandern dieser als mesenchymale Zellen in das Organ
bewirken, wo sie Bindegewebe produzieren konnen. Der Typ 3, der bei der
Tumorprogression und Metastasierung eine Rolle spielt, ist Thema der vorliegenden
Arbeit (Kalluri et al. 2009). Die EMT fiihrt zu drei groen Verdnderungen an den
Tumorzellen. Erstens verdndert sich die Zellmorphologie: der Zellverband wechselt von
einem pflastersteinartigen, einzelligen Epithel mit apikal-basaler Polaritit hin zu
spindelformigen Mesenchymzellen mit Pseudopodien oder Filopodien. Der Kontakt der
Zellen untereinander nimmt ab und die Zellen werden mobiler und gewinnen an
Invasivitdt. Zweitens kommt es zu Verdnderungen am Zytoskelett, die sich durch einen
Verlust von epithelialen Oberflachenmarkern, darunter E-Cadherin, Claudin 3, 4 und 7,
a-Catenin und y-Catenin, und einer vermehrten Expression von mesenchymalen Markern

wie Vimentin, B-Catenin, N-Cadherin und Fibronectin d&u3ern und so den Klassenwechsel
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der Zellen anzeigen (Scanlon et al. 2013). Drittens gibt es funktionelle Verdnderungen:
Es findet vermehrt Angiogenese statt und die Proteaseaktivitdt ist erhoht, wodurch den
Zellen eine stirkere Invasion durch die Extrazellulirmatrix ermoglicht wird. Auerdem
verringert sich die Apoptoserate der Zellen, wie Kalluri et al. in ihrem Review erkldren
(Kalluri et al. 2009).

Epitheliale Tumorzellen konnen durch Zytokine zu einer EMT stimuliert werden
(Scanlon et al. 2013). Dies bedeutet wie oben beschrieben einen Wechsel vom
epithelialen zum mesenchymalen Status mit verringertem Zellkontakt, vermehrter
Motilitdt und Invasivitét.

Die involvierten Signalwege und Transkriptionsfaktoren lassen sich in drei Gruppen
einteilen. Die Zinkfinger-Proteine Snail und Slug (Cano et al. 2000), die 2-handed
Zinkfinger (homeodomain proteins), zu denen Zinc Finger Enhancer-Box (E-box)-
binding Homeobox 1 (ZEB 1) und ZEB 2 gehoren und die basischen Helix-Loop-Helix-
Proteine Twist 1, Twist 2, E12/E47 und Transcription Factor 3 (Tcf 3). Mittlerweile
wurden bereits mindestens 11 verschiedene Signalwege gefunden, die die EMT
regulieren. Lamouille et al. beschreiben hierbei die starke Aktivierung des Akt-Gens als
Schliisselschritt, das f-Catenin und Snail aktiviert und somit fiir die Induktion der EMT
sorgt (Lamouille et al. 2014).

Ausgelost werden diese Signalwege durch entziindliche Mediatoren, also Zytokine,
Chemokine und MMPs. Die starksten Induktoren sind hierbei der transforming growth
factor B (TGFp), IL-6, IL-8 und EGF (Fernando et al. 2011; Lo et al. 2007; Sullivan et al.
2009).

Die gefundenen Signalwege und Mediatoren konnten zukiinftige Angriffspunkte fiir
spezifische Therapien darstellen, wobei die EZH2 H3k27-Methyltransferase bereits in
laufenden Studien untersucht wird. Ziel dieser Therapieansitze ist es, die EMT zu
inhibieren, um die vermehrte Invasivitit und Metastasierungsfahigkeit zu reduzieren. Ein
Nachteil ist dabei allerdings die beidseitige Richtung der EMT. Es besteht laut Craene et
al. und Du et al. die Gefahr, durch die Aktivierung bzw. Hemmung einzelner Ausloser
oder Effektoren der EMT diese sogar anzusto3en und somit den entgegengesetzten Effekt
zu bewirken (Craene et al. 2013; Du et al. 2016).

Erginzend zu den oben genannten Vorgangen spielen auch epigenetische Verdnderungen

wie Acetylierung, Methylierung, Ubiquitinierung, Phosphorylierung eine Rolle.
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Beispielsweise wird E-Cadherin im Zuge der EMT durch die Histon-Deacetylasen HDAC
1 und 2 und Sirt 1 hypermethyliert und dadurch stillgelegt (Kalluri et al. 2009).

1.4 Zellzyklus

Der Zellzyklus besteht aus einer Abfolge von Phasen, die Zellen bei der Zellteilung
durchlaufen. Nach Ablauf eines Zyklus erfolgt entweder eine erneute Zellteilung oder ein
Ubergang in einen Ruhezustand. Eingeteilt wird der Zellzyklus in die Interphase und die
Mitose. Die Interphase ist weiter unterteilt in G1-Phase, S-Phase und G2-Phase. Die G1-
Phase definiert die Zeit zwischen Mitose und S-Phase und dient der Synthese von
Proteinen fiir die anstehende Replikation der Desoxyribonukleinsidure (DNA) und der
GroBenzunahme der Zelle. Sie dauert ca. elf Stunden und ist damit die ldngste Phase des
Zellzyklus. Nach Durchlaufen der Gl-Phase hat die Zelle noch einen diploiden
Chromosomensatz. Die anschlieBende S-Phase dient wiederum der DNA-Replikation
und dauert ca. acht Stunden. Am Ende dieser Phase ist die Zelle tetraploid: jedes
Chromosom besteht also aus zwei Schwesterchromatiden. Es folgt nun die G2-Phase, die
den Ubergang zur Mitose darstellt. Die Zelle bereitet sich auf die Mitose vor, indem sie
Proteine synthetisiert, die fiir die eigentliche Zellteilung notwendig sind, wie die zum
Spindelapparat gehdrigen Proteine. Diese Phase dauert etwa vier Stunden. AnschlieBend
kommt es zur eigentlichen Zellteilung, der M-Phase bzw. Mitose. Die verdoppelten
Chromatiden werden im Rahmen der Segregation auf die beiden Tochterzellen verteilt.
Darauf folgt die Zytokinese, bei der die beiden Zellen voneinander getrennt werden. Von
allen Phasen ist diese die Kiirzeste mit einer Dauer von ca. einer Stunde. Insgesamt ergibt
sich also eine Gesamtdauer des Zellzyklus von 24 Stunden. Der Prozess des Zellzyklus
wird durch Zykline und Zyklin-abhédngige Kinasen, die durch die Zykline phosphoryliert
werden, reguliert (Cooper 2000).

1.5 Tumore von Kopf und Hals

Tumoren von Kopf und Hals werden nach ihrer Lokalisation und Héufigkeit eingeteilt u.
a. in Larynx-, Pharynx-, Mundhohlen- und Mundbodenkarzinome eingeteilt. Seltener
kommen andere Lokalisationen vor. Differenziert nach Entititen ist das

Plattenepithelkarzinom mit 90 % der hdufigste histologische Typ. In seltenen Fillen
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treten Adenokarzinome und andere Tumorarten wie Sarkome auf (Guntinas-Lichius et al.
2021).

Die jdhrliche Inzidenz in Deutschland betrigt bei den Plattenepithelkarzinomen von Kopf
und Hals 23,2 Fille/100.000 Einwohnern bei Minnern und 7,2 Fille /100.000
Einwohnern bei Frauen. Sie liegen bei Médnnern mit einem Anteil von 3,7 % auf dem
neunten Rang der haufigsten Tumorlokalisationen. Bei den Frauen haben sie einen Anteil
von 1,6 % und liegen damit auf dem 15. Rang (Robert Koch-Institut 2017; Wienecke et
al. 2019).

Die 5-Jahres-Uberlebensrate betriigt bei Ménnern 51 % und bei Frauen 61 %. Die 10-
Jahres-Uberlebensrate liegt bei Minnern bei 39 % und bei Frauen bei 50 %. Sowohl die
Inzidenz als auch die Sterberaten fiir diese Tumoren haben sich in den letzten Jahren
kaum verdndert, womit die Diagnose eines Karzinoms von Kopf und Hals mit einer
schlechten Prognose verbunden ist (Barnes 2016).

Gemeinsame Risikofaktoren der Karzinome von Kopf und sind der Nikotinabusus und
der regelméBige Genuss von hochprozentigem Alkohol. Des Weiteren ist das Auftreten
eines Nasopharynx-Karzinoms mit einer Infektion mit dem Epstein-Barr-Virus und das
Auftreten eines Oropharynxkarzinom mit einer Infektion mit Humanen Papillomaviren
assoziiert (Lechner et al. 2022). Das Larynxkarzinom kann unter anderem durch
Asbestfasern verursacht werden und damit als Berufskrankheit anerkannt werden. Ein
begiinstigender Faktor bei der Entstehung von Mundhohlenkarzinomen stellt schlechte
Mundhygiene dar (Guntinas-Lichius et al. 2021; Preil et al. 2010). Die kurativen
Grundpfeiler der Therapie von Karzinomen von Kopf und Hals sind die operative
Entfernung des Tumors, ggf. mit adjuvanter Radiochemotherapie oder die primaére
Radiochemotherapie. In einer palliativen Situation wird eine Chemotherapie angewendet.
Im Rahmen des operativen Ansatzes erfolgt mdglichst die Entfernung im Gesunden und
eine Halslymphknotenausrdumung mit Entfernung der zervikalen Lymphknoten. Die
Therapie kann bei Therapieresistenz seit einigen Jahren durch eine Immuntherapie
erginzt werden. Hierfiir stehen aktuell der Anti-EGFR-Antikorper Cetuximab und Anti-
PD-1-Antikdrper wie Nivolumab zur Verfligung (Guntinas-Lichius et al. 2021;
Vasiliadou et al. 2021). Es befinden sich aktuell einige neue Immuntherapien in
fortgeschrittenen Stadien, sodass hier von einem stark vergroBerten Angebot in den

néchsten Jahren gerechnet werden kann, wie Trivedi et al. zusammenfassen (Trivedi et
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al. 2021). Chemotherapeutisch werden Platin-Derivate wie Cisplatin oder Carboplatin
sowohl im palliativen Setting als auch als Radiosensitizer eingesetzt. Sie erhdhen die
Wirksamkeit einer  folgenden  Strahlentherapie.  Alternativ.  kommen das
Pyrimidinanalogon 5-Fluoruracil und die Taxane Paclitaxel und Docetaxel zum Einsatz

(Reif3 2009).

1.6 Fragestellung der Arbeit

Die Effekte einzelner Bestandteile des WS auf Plattenepithelkarzinomzelllinien von Kopf
und Hals konnten eindeutig gezeigt werden (Lindgren et al. 2016; Yadav et al. 2011). Es
kam zu einer vermehrten Zellteilung, gesteigerter Invasivitét der Zellen und zur Induktion
einer Chemoresistenz gegen bestimmte Chemotherapeutika. Ferner wurde bereits
nachgewiesen, dass bei Patientinnen und Patienten nach einer Halslymphknoten-
ausrdumung gewonnenes WS die soeben geschilderten Effekte auf Karzinomzelllinien
von Kopf und Hals in vitro hat (Scherzad et al. 2019; Scherzed et al. 2011). In diesen
Arbeiten wurde nach Ziehen der Redon-Drainage das gesamte WS entnommen und
dessen Effekt auf die Zellen untersucht. Es lag also eine Fliissigkeit vor, die sich tiber ca.
48 Stunden gebildet hatte. Die Wundheilung ist allerdings ein sehr dynamischer Prozess
(Broughton et al. 2006). In dessen Verlauf kommt es zu einem Wandel der Zytokin- und
Zellzusammensetzung bzw. einem Abfall der Zytokinkonzentrationen. Daher stellt sich
die Frage, inwiefern diese potenziell unterschiedlichen Level an Signalstoffen auch
unterschiedlich starke Effekte in den Tumorzellen hervorrufen.

Um diese Frage zu beantworten, wurden fiir diese Arbeit die Redon-Drainagen 24
Stunden nach der Operation gewechselt. So konnte der innerhalb der ersten 24 Stunden
gebildete Teil des Sekretes gewonnen werden (im Folgenden WSrae genannt). Der
zweite Teil wurde nach weiteren 24 Stunden gewonnen und spiegelt die
Zusammensetzung des WS von Stunde 25 bis 48 postoperativ wider (im Folgenden
WSrag genannt). Fiir die Untersuchungen wurden dann 2 Tumorzelllinien von Kopf und
Hals in vitro mit WS von 10 Patientinnen und Patienten inkubiert, um zu untersuchen,
welche Effekte die Sekrete jeweils auf die Tumorzellen haben:

Wie beeinflussen WStae1 und WSrt,e2 das Wachstum der Tumorzellen? Welchen Einfluss
haben WSrtag1 und WSrae auf die Phasenverteilung des Zellzyklus und eine mogliche

Induktion einer Chemoresistenz gegen Cisplatin? Losen W Stag1 und WSrae eine EMT in
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den Tumorzellen aus? Wie entwickelt sich die Zellmorphologie der Tumorzellen nach
Behandlung mit WSrag1 und WStag2. Wie unterscheiden sich die Ergebnisse der
Behandlung mit WStag1 und WStag?

2 Material und Methoden

In der vorliegenden Arbeit wurde das WS von 10 Patientinnen und Patienten am 1. und
2. postoperativen Tag gewonnen und dessen Zytokin-Zusammensetzung im Dotblot-
Assay untersucht. Tumorzelllinien von Kopf und Hals wurden mit WStae1 und WStag2
behandelt und die Effekte des WS auf die Zellen untersucht.

Analysiert wurde der Einfluss des WS auf die Zellproliferation in unterschiedlichen WS-
Konzentrationen, um die ideale WS-Konzentration fiir die weiteren Versuche zu
bestimmen. Mit dieser Konzentration wurde der Effekt des WS auf die Phasenverteilung
des Zellzyklus und die Apoptoserate von Tumorzellen unter Behandlung mit Cisplatin im
Annexin-Apoptose-Assay mittels Durchflusszytometrie im Fluorescence-activated Cell
Sorting (FACS) tberpriift. In der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde die
Expression von Markern einer EMT analysiert. Unter dem Mikroskop wurden die Zellen
auf Verdnderungen der Zellmorphologie untersucht. Zum Abschluss erfolgte ein
Vergleich der Auswirkungen von WStag1 mit denen von WSrag. Eine graphische

Darstellung der Versuchsabldufe zeigt Abbildung 2.1.

2.1 Ethikvotum

Vor Verwendung des Wundsekretes erfolgte eine drztliche Aufklarung der Patientinnen
und Patienten iliber die Versuche und die wissenschaftliche Verwendung des WS mit
schriftlicher Zustimmung zur Studienteilnahme. Die Untersuchungen wurden gemal3 der
Genehmigung durch die Ethikkommission der Julius-Maximilians-Universitidt Wiirzburg,

Aktenzeichen 116/17, durchgefiihrt.
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2.2 Versuchsaufbau
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Abbildung 2.1: Darstellung des Versuchsaufbaus

Nach Gewinnung des WS von 10 Patienten erfolgte die exemplarische Analyse der Zytokin-
Zusammensetzung von WStag1 und WStag2 eines Patienten mittels Dotblot-Assay AnschlieBend wurden
Tumorzelllinien mit WSragt und WStag behandelt und die verschiedenen Effekte auf die Zellen
untersucht. Es erfolgten ein Proliferationsassay zur WS-Konzentrationsbestimmung und mit dieser eine
Zellzyklus-Analyse und nach Cisplatin-Behandlung ein Annexin-Apoptose-Assay per FACS, eine
PCR-Untersuchung auf Marker einer EMT, Untersuchung der Zellmorphologie unter dem Mikroskop
und eine Beobachtung der Zellen im Spheroid-Modell.

2.3 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2.1: Verwendete Verbrauchsmaterialien

(1, 5, 10, 25 ml) Einmalpipetten Corning Incorporated-Life Sciences,
New York City, NY. USA

1,5 ml Collection Tubes QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland

15 ml und 50 ml Cellstar Tubes Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

175 cm? Cellstar Zellkulturflaschen Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

11
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2 ml Eppendorfgefil3

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

4-Well Inkubationswells

RayBiotech Life, Norcross, GA. USA

5 ml Eppendorfgefal3

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

50 ml Leucosep Separationsrohrchen mit

Trennscheibe

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

Deutschland

96-Well PCR-Platten

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

CASY-Cups (Zellcountergefil3e)

Innovatis AG, Reutlingen, Deutschland

Cellstar ~ Zellkulturplatte mit 12 | Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Vertiefungen Deutschland
Cellstar Zellkulturplatte mit 6 | Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Vertiefungen Deutschland
Cellstar ~ Zellkulturplatte mit 96 | Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Vertiefungen Deutschland
Costar  Zellkulturplatte mit 96 | Corning Incorporated-Life Sciences, New

Vertiefungen mit abgerundetem Boden

York City, NY. USA

Deckgléser (24 mm x 32 mm)

Marienfeld, Lauda-Kd&nigshofen,
Deutschland

Filtropur S Steril-Filter 45 um Filtropur S

Sarstedt AG & Co, Niirmbrecht,
Deutschland

Flow Cytometry Rohrchen

Sarstedt, Niirmbrecht, Deutschland

Human Cytokine Antibody Array C3

Membranen

RayBiotech Life, Norcross, GA. USA

Human Cytokine Array C3

RayBiotech Life, Norcross, GA. USA

Objekttrager (ca. 76 mm x 26 mm; cut
edges, frosted end)

R. Langenbrinck, Emmendingen,

Deutschland

Photometerkiivetten UVette

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen, 0,5-10 pl

A. Hartenstein, Wiirzburg, Deutschland

Pipettenspitzen, 200 pl und 1000 pl

Sarstedt AG & Co, Niimbrecht,
Deutschland

Reaktionsgefil3e, 0,5 ml und 2 ml

A. Hartenstein, Wiirzburg, Deutschland

Reaktionsgefalle, 1,5 ml

Sarstedt AG & Co, Niirmbrecht,

12
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Deutschland

RNase-free DNase Kit

QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland

RNeasy Mini Kit

QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland

RNeasy Mini Spin Columns

QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland

Zentrifugenréhrchen 15 ml und 50 ml

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

Deutschland

2.4

Flissigkeiten, Chemikalien, Nahrmedien

Tabelle 2.2: Verwendete Fliissigkeiten, Chemikalien und Nihrmedien

0,25 % Trypsin EDTA 1X

Gibco®, life technologies™ GmbH,
Darmstadt, Deutschland

10X Annexin V Binding Buffer

BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA

1X Blocking Buffer RayBiotech Life, Norcross, GA, USA
20X Wash Buffer I RayBiotech Life, Norcross, GA, USA
20X Wash Buffer 11 RayBiotech Life, Norcross, GA, USA
2X Cell Lysis Buffer RayBiotech Life, Norcross, GA, USA
70% Ethanol J.T. Baker, Griesheim, Deutschland

Albumin aus Rinderserum (BSA)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

APC Annexin V

BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA

Biotinylated Antibody Cocktail

RayBiotech Life, Norcross, GA, USA

Buffer RDD

QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland

Buffer RLT QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland
Buffer RPE QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland
Buffer RW1 QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland
CASY-Ton Innovatis AG, Reutlingen, Deutschland

CDHI1 Taq Man Gene Expression Assay
Hs01023894 ml

Applied Biosystems, Life Technologies,
Foster City, CA, USA

CDH2 Taq Man Gene Expression Assay
Hs00983056 ml

Applied Biosystems, Life Technologies,
Foster City, CA, USA

Destilliertes Wasser

Eigenproduktion

Detection Buffer C

RayBiotech Life, Norcross, GA, USA
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Detection Buffer D

RayBiotech Life, Norcross, GA, USA

DNase I, RNase-Free

QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland

Extracellular Matrix Gel
MaxGel™ ECM

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Fetales Kalbsserum (FCS)

Linaris Biologische Produkte, Wertheim,

Deutschland

GAPDH Taq Man Gene Expression
Assay Hs02758991 gl

Applied Biosystems, Life Technologies,
Foster City, CA, USA

Horseradish Peroxidase (HRP)-

konjugiertes Streptavidin

RayBiotech Life, Norcross, GA, USA

PBS 10X (Phosphatgepufferte

Salzlosung)

Roche Diagnostics, Mannheim,

Deutschland

Penicillin-Streptomycin

Biochrom, Berlin, Deutschland

PI/RNase Staining Buffer

BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA

Propidium Iodid Staining Solution

BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA

Quantiscript RT Buffer, 5x

QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland

RNase-Free Water

QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland

Roswell Park Memorial Institute Medium

(RPMI)-Medium 1640

Biochrom, Berlin, Deutschland

RT Primer Mix

QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland

Separationsmedium

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

Deutschland

SNAI I Taqg Man Gene Expression Assay
Hs00195591 ml

Applied Biosystems, Life Technologies,
Foster City, CA, USA

TagMan Gene Expression Assay Applied

Applied Biosystems, Life Technologies,
Foster City, CA, USA

TagMan Gene Expression Mastermix

Applied Biosystems, Life Technologies,
Foster City, CA, USA

TWIST Taq Man Gene Expression Assay
Hs01675818 sl

Applied Biosystems, Life Technologies,
Foster City, CA, USA
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VIMentin Taqg Man Gene Expression
Assay Hs00958111 ml

Applied Biosystems, Life Technologies,
Foster City, CA, USA

2.5 Laborgerite und Software

Tabelle 2.3: Verwendete Laborgeriite und Software

Accu-jet® pro, Akku-Pipettierhilfe

Accu-jet® Brand GmbH, Wertheim

BD FACS Canto™II Flow Cytometer

BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA

CASY TT Zellzahler

Roche Innovatis Ag, Bielefeld,
Deutschland

CO;-Inkubator CB 210

Binder GmbH, Tuttlingen, Deutschland

Eppendorf Zentrifuge 5810 R

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf Zentrifuge MiniSpin

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Excel 16 Tabellenkalkulationssoftware

Microsoft, Redmond, WA, USA

FACS DIVA-Programm

BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA

Forschungsmikroskop, DMI 4000 B

Leica, Heerbrugg, Schweiz

Graphpad Prism Statistiksoftware

GraphPad Software, San Diego, CA, USA

HERAsafe Sicherheitswerkbank

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,

MA, USA

Bildbearbeitungssoftware ImageJ

Open Source

Lab Dancer Vario Vortexgerit

IKA GmbH & Co. KG, Staufen im Breisgau,
Deutschland

Laborwasserbad

Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach,
Deutschland

Leica Application Suite, LAS V4.8

Leica, Heerbrugg, Schweiz

Lichtmikroskop DMIL LED Leica, Heerbrugg, Schweiz
Priazisionswaage Sartorius AG, Gottingen, Deutschland
Schiittelinkubator Rose Scientific Ltd., Edmonton, AB,

Kanada

Spektralphotometer BioPhotometer

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

15




MATERIAL UND METHODEN

StepOne and StepOnePlus Software | Applied Biosystems, Life Technologies,
v2.3 Foster City, CA, USA

Step-One™ Real-Time PCR System Applied Biosystems, Life Technologies,
Foster City, CA, USA

Vakuumpumpe AEG Electrolux, Stockholm, Schweden
2.6 Patientinnen- und Patientenkollektiv und Gewinnung des
Wundsekretes

Das Wundsekret wurde von 10 Patientinnen und Patienten gewonnen, die sich einer
Halslymphknotenausrdiumung im Rahmen der operativen Therapie von
Plattenepithelkarzinomen von Kopf und Hals unterzogen hatten. Die Patientinnen und
Patienten waren zwischen 51 und 88 Jahre alt, wobei das Durchschnittsalter bei 67,3
Jahren lag. Die Patientinnen- und Patientengruppe bestand aus zwei Frau und acht
Mainnern. Die Patientinnen und Patienten wurden im Vorfeld iiber die Studie aufgeklart
und die schriftliche Einverstidndnis lag vor. Eine Auflistung mit Alter und Geschlecht der
Patientinnen und Patienten befindet sich in der Appendix.

Die wiéhrend der Operation eingelegten Redon-Drainagen fordern im Anschluss an die
Operation das entstandene Wundsekret und verbleibende Blutreste. Die Redon-Flaschen
wurden 24 Stunden nach der Operation gewechselt, ohne beliiftet zu werden. Dasselbe
wurde nach weiteren 24 Stunden durchgefiihrt. Laborarbeiten erfolgten an der HER Asafe
Sicherheitswerkbank (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA).

Das gewonnene Sekret wurde in 50 ml Cellstar Tubes (Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, Deutschland) {iberfiihrt und bei 500 Umdrehungen/Minute fiir 5 Minuten
bei Raumtemperatur mit der Eppendorf Zentrifuge 5810 R (Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland) zentrifugiert. So wurden die verschiedenen Phasen des Wundsekrets
getrennt. Um tiibrig gebliebene Zellen zu entfernen, wurde das WS ein weiteres Mal wie
oben beschrieben zentrifugiert. Hierfir wurden 50 ml-Separationsrohrchen mit
Trennscheibe (Greiner Bio-One GmbH) und Separationsmedium verwendet, in denen das
WS fiir 30 Sekunden bei 1000-facher Fallbeschleunigung (g) mit der Eppendorf
Zentrifuge 5810 R zentrifugiert wurde. Danach wurde das iiberstehende klare Plasma
mittels Filtropul Steril-Filtern mit 45 Mikrometer (um) PorengroBe (Sarstedt AG & Co,

Niirmbrecht, Deutschland) gefiltert. Das Ziel war, ein Serum des Wundsekretes zu
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erzeugen, in dem potenziell vorhandene Botenstoffe verblieben sind. AnschlieBend
wurde das WS bei -20 Grad Celsius in 50 ml Cellstar Tubes im Gefrierschrank
eingefroren, die spéter fiir die durchzufiihrenden Versuche nach langsamem Auftauen bis
auf Raumtemperatur im Laborwasserbad (Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach,

Deutschland) wiederverwendet wurden.

2.7 Zellkulturlinien

Fiir die Versuche wurden 2 Tumorzelllinien von Kopf und Hals, FaDu und HLaC78,
verwendet. FaDu-Zellen sind seit 1972 etablierte Plattenepithelkarzinom-Tumorzellen
aus dem Hypopharynx, die aus einer Probeentnahme bei einem neudiagnostiziertem
Hypopharynxkarzinom-Patienten gewonnen wurden (Rangan 1972). Die Tumorzellen
der HLaC78-Zelllinie wurden 1979 etabliert und stellen Plattenepithelkarzinomzellen des
Larynx dar. Hierfiir wurden isolierte Tumorzellen in eine immundefiziente Maus
transplantiert, worauthin sich ein histologisch dem Ausgangskarzinom entsprechender
Tumor bildete (Zenner et al. 1979).

Die Tumorzelllinien wurden in 175 ¢cm? Cellstar Zellkulturflaschen (Greiner Bio-One
GmbH) mit jeweils 10 ml Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI)-Medium
1640 (Biochrom, Berlin, Deutschland) kultiviert. Es wurden hierfiir 5 x 10° Zellen in den
Kulturflaschen mit 5 ml Einmalpipetten (Corning Incorporated-Life Sciences) ausgesit
und die Flaschen bei 37 Grad Celsius und einer Kohlenstoffdioxid (CO;)-Konzentration
von 5 % fiir ca. 3 Tage im COs-Inkubator CB 210 (Binder GmbH, Tuttlingen,
Deutschland) bebriitet. Bei einer Zelldichte von ca. 80 % wurden die Zellen abgeldst und
passagiert. Zum Passagieren der Zellen wurde das alte RPMI-Medium 1640 abpipettiert
und die Flasche mit phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) 10 X (Roche Diagnostics,
Mannheim, Deutschland) gewaschen. Darauthin wurden 2 ml 0,25 % Trypsin EDTA 1X
(Gibco®, life technologies™ GmbH, Darmstadt, Deutschland) auf die Zellen pipettiert
und die Zellkulturflasche fiir ca. 3 Minuten bei 37 Grad Celsius im CO»-Inkubator
inkubiert. AnschlieBend wurde unter dem Lichtmikroskop DMIL LED (Leica, Heerbrugg,
Schweiz) kontrolliert, ob sich die Zellen abgelost haben. Die Enzymwirkung des Trypsins
wurde durch Zugabe von 8 ml RPMI-Medium 1640 mit 10 % fetalem Kalbsserum (FCS)
(Linaris  Biologische Produkte, Wertheim, Deutschland) abgestoppt. Nach

Resuspendieren der Zellsuspension erfolgte die Uberfiihrung in 15 ml Cellstar Tubes. Es
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wurden nach Zellzihlung zwei neue Zellkulturflaschen mit je 5 x 10° Zellen ausgesiit.

Die restlichen Zellen wurden fiir die jeweils durchgefiihrten Versuche abgezweigt.

2.8 Zellzahlmessung

Die Zellzahlen der abgeldsten Zellen wurden mit dem CASY TT Zellzéhler (Roche
Innovatis Ag, Bielefeld, Deutschland), einem Zellzihlgerét, ermittelt. Das Casy misst im
Durchflussprinzip (OLS OMNI Life Science GmbH & Co KG. 2018). In ein 15 ml
Cellstar Tube mit 10 ml CASYton (Innovatis AG, Reutlingen, Deutschland), einem
isotonischen Puffer, werden 50 pl Zellsuspension hinzugefiigt. Nun wird mittels einer
Pumpe die moglichst gleichmiBig suspendierte Losung durch die Messpore in eine
Messkapillare gezogen. Wenn ein Partikel die Messpore passiert, kommt es zu einem
elektrischen Puls, der als Count gemessen wird. Es werden 1 Million Messungen pro
Sekunde durchgefiihrt, sodass eine genaue Aussage iiber die Zellzahl getroffen werden
kann. Es wird auch die vermehrte Durchldssigkeit von Membranen detektiert, wie sie bei
toten Zellen vorliegt. So kann die Vitalitét der Zellen in derselben Messung bestimmt
werden. Bei einer Vitalitit von iiber 90 % wurden die Zellen weiterverwendet (Cano et

al. 2000).

2.9 Proliferationsassay zur Analyse des Zellwachstums

Der Proliferationsassay wurde exemplarisch mit WSrtae1 von einem der Patienten
durchgefiihrt. HLaC78- und FaDu-Zellen wurden in Cellstar Zellkulturplatten mit 6
Vertiefungen (Greiner Bio-One GmbH) zu jeweils 3 x 10* Zellen ausgesit. Sie wurden
iiber 24 Stunden mit 3 ml RPMI-Medium 1640 mit 10 % FCS behandelt. Dann wurde bei
allen Wells das Medium gewechselt, wobei eine Kontrolle wieder mit reinem RPMI-
Medium 1640 behandelt wurde. Die anderen Wells wurden mit Mischungen aus RPMI-
Medium 1640 und filtriertem WS in den Konzentrationen 1 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %,
50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % und 100 % versetzt. Nach weiteren 24 Stunden Inkubation
im COz-Inkubator CB 210 wurden die Zellen abgelost, indem sie nach Absaugen des
Mediums und Waschen mit 2 ml PBS 10X mit 1 ml 0,25 % Trypsin EDTA 1X fiir 3
Minuten im COs-Inkubator CB 210 behandelt wurden. Nach dem Versetzen mit 2 ml
RPMI-Medium 1640 mit 10 % FCS und Resuspendieren mit der Pipette wurde das Zell-
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Medium-Gemisch in 5 ml-Eppendorf-Gefae (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
iibertragen. Nun erfolgte die Messung der Zellzahl und -vitalitit am Casy Cell Counter.

Durch diesen Versuch wurde die Konzentration an WS im Medium ermittelt, die die
starkste Proliferationssteigerung der Zellen bewirkt und mit der danach die {ibrigen
Untersuchungen durchgefiihrt wurden. Die Ergebnisse werden in 3.1 dargestellt. Eine

tabellarische Darstellung der Einzelwerte befindet sich in der Appendix.

2.10  Dotblot zur Analyse der Zytokinzusammensetzung des

Wundsekrets

Der in dieser Arbeit verwendete Dotblot ist ein Sandwich-Assay, der eine besonders
sensitive Form des semiquantitativen Immunoassays darstellt. Das Grundprinzip ist die
Antigen-Antikorper-Reaktion. Ein Antikorper bindet spezifisch an das zugehdrige
Antigen. Diese Bindung kann {iber verschiedene Mechanismen detektierbar gemacht
werden, wie z. B. iber die Kopplung an Radionuklide, Enzyme oder
Fluoreszenzfarbstoffe. Es werden 2 Antikorper bendtigt, wovon einer fest an eine stabile
Membran oder ein &hnliches Material gebunden ist und der andere einen
Detektionsantikorper darstellt. Die zu untersuchende Losung wird auf die Membran mit
den befestigten Antikorpern aufgetragen, sodass die gesuchten Antigene an diese
Antikorper binden kdnnen. Darauthin wird die tiberschiissige Fliissigkeit abgespiilt und
eine Losung mit 16slichen Antikdrpern auf die Membran gegeben. Diese Antikorper sind
moglichst monoklonal und wie oben beschriecben mit einem Marker wie einem
Fluoreszenzfarbstoff oder einem Enzym versehen. Je mehr Antigen in der zu
untersuchenden Probe enthalten ist, desto stirker ist auch das Detektionssignal. Dieses
sensible Verfahren ldsst auch eine Semiquantifizierung und Vergleichbarkeit der
Ergebnisse zu. (Luttmann et al. 2014)

In der vorliegenden Arbeit wurde der Dotblot benutzt, um Zytokine aus dem Wundsekret
nachzuweisen und zu quantifizieren. Dieses bedient sich einer Nitrozellulose-Membran,
an der die Antikorper befestigt sind und biotinylierten Detektionsantikdrpern, die eine
Chemilumineszenz-Reaktion hervorrufen und so iiber einen Rontgenfilm visualisiert
werden. Das verwendete System ist der Human Cytokine Antibody Array C3-
Immunoassay (RayBiotech Life, Norcross, GA, USA), mithilfe dessen Fliissigkeiten auf

42 humane Proteine untersucht werden konnen.
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Tabelle 2.4: Tabelle der Zytokine des Dotblot-Assays
Tabellarische Darstellung der Dots des Human Cytokine Antibody Array C3-Immunoassays.
Es erfolgt die Darstellung im Sinne von Duplets aus jeweils 2 Dots, die einem Protein zugeordnet sind.

Zudem bestehen Positivkontrollen POS und Negativkontrollen NEG.

A B C D E F G
1 . . ENA-78 . N f G
> POS POS NEG NEG (CXCLS) GCSF GM-CSF
3 R IL-8
2 IL-2 IL-3 IL-4 IL-5 IL-6 IL-7 (CXCLS)
5 MCP-1 MCP-2 MCP-3 M-CSE MDC MIG MIP-1
6 (CCL2) (CCLSB) (CCL7) (CCL22) [ (CXCL9) delta
; TNF alpha| TNF beta EGF IGF-1 |Angiogenin| OSM TPO
H I J K L
1 GRO a/b/e GRO alpha|I-309 (TCA] IL-1 alpha | IL-1 beta
2 TEEYE (excLy | 3/ccLy | dL-1F | (L1 F2)
3 IL-12 . IFN-
4 1L-10 p40/p70 IL-13 IL-15 gamma
5 RANTES . TARC .
S (CCL5) SCF SDEF-1 (CCL17) TGF beta 1
; VEGF-A | PDGF-BB| Leptin NEG POS

Durchgefiihrt wurde der Dotblot aus 6konomischen Griinden exemplarisch an WStae1 und
WStag2 von einem der 10 Patientinnen und Patienten.

Zur Bestimmung der Zytokinlevel im Wundsekret wurden die Human Cytokine Antibody
Array C3 Membranen (RayBiotech Life) in die im Set enthaltenen 4-Well
Inkubationswells (RayBiotech Life) gegeben und 2 ml 1X Blocking Buffer (RayBiotech
Life) in jedes Well pipettiert. Nach 30 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurde
der Puffer wieder abpipettiert. Damit war der Blockierungsprozess abgeschlossen. Jetzt
wurde je 1 ml WSrae1 und WSTqg, in die Wells gegeben und iiber Nacht bei 4° C im
Kiihlschrank inkubiert. AnschlieBend wurde das Wundsekret wieder abpipettiert. Dann
schloss sich der erste Waschschritt an. Es wurden 2 ml 20X Wash Buffer I (RayBiotech
Life) 1:20 mit destilliertem Wasser verdiinnt und in jedes Well pipettiert und fiir 5
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend wieder abpipettiert. Dieser
Schritt wurde weitere 2 Mal wiederholt. Danach wurden 2 ml 20X Wash Buffer II
(RayBiotech Life) 1:20 mit destilliertem Wasser verdiinnt und in die 4-Well
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Inkubationswells pipettiert, 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschlie3end
abpipettiert. Auch dieser Waschschritt wurde insgesamt 3 Mal durchgefiihrt. Als nidchstes
wurden die Membranen mit dem Biotinylated Antibody Cocktail (RayBiotech Life)
inkubiert. Hierflir wurde 1 ml dieses Cocktails in jedes Well gegeben und wieder iiber
Nacht bei 4° C inkubiert. Dann wurde die Losung wieder abpipettiert. Nun schloss sich
der zweite Waschschritt an, in dem wie bereits oben erwihnt verfahren wurde. Es
erfolgten also jeweils 3 Waschdurchgénge mit Wash Buffer I und Wash Buffer II. Die
Membranen wurden nun mit der beschichteten Seite nach oben auf Zellstofftiicher gelegt
und die Rénder mit Tiichern abgetupft, um letzte Reste der Waschpuffer zu entfernen.
Dann wurden die Membranen auf eine PVC-Platte aufgelegt. Fiir die folgende
Visualisierung der gebundenen Antikdrper musste zundchst aus je 250 pl Detection
Buffer C (RayBiotech Life) und 250 pl Detection Buffer D (RayBiotech Life) eine
Mischung erstellt werden, welcher jeweils in ein Sml Eppendorf-Gefal3 pipettiert wurde.
Diese 500 pl wurden auf die einzelnen die Human Cytokine Antibody Array C3
Membranen aufgetragen und fiir 2 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Eine weitere
PVC-Platte wurde von oben auf diese Membranen gelegt. Durch gleichméfBigen Druck
von oben nach unten wurden eventuell gebildete Luftblasen entfernt, ohne die Antikdrper
zu verschieben. Die Membranen wurden anschlieBend im Fotolabor entwickelt
(RayBiotech, Norcross, GA 2015). Die Auswertung erfolgte mit der
Bildbearbeitungssoftware Image] (Open Source). Hierzu wurde die Dichte der Dots
gemessen und die jeweiligen Proteine in Relation zur Positivkontrolle POS gesetzt und

somit vergleichbar gemacht.

2.11  Fluorescence-activated Cell Scanning zur Zellzyklusanalyse und

zur Untersuchung der Apoptoserate

2.11.1 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist eine Technik, bei der in einer Pufferlosung suspendierte
Zellen beziiglich ZellgroBe, Zellgranulierung und der Fluoreszenz analysiert werden
konnen. Hierfiir werden sie durch einen Laserstrahl geleitet. Beim Auftreffen des Lichts
auf die Zellen kommt es zur Ablenkung der Strahlen, die iiber feine Detektoren, sog.

Photomultiplier, detektiert werden. Es wird hierbei unterschieden zwischen Vorwirts-
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und Seitwirtsstreuung. Vorwértsstreuung bedeutet, dass das Licht relativ gerade durch
die Zelle durchtreten kann, dabei jedoch leicht abgelenkt wird. Durch den Grad der
Ablenkung kann auf die ZellgroBe oder Zelloberfliche geschlossen werden. Die
Vorwirtsstreuung wird durch Sensoren detektiert, die im Strahlengang liegen. Die
Seitwértsstreuung entsteht, wenn das Licht auf intrazelluldre Partikel trifft, die grof
genug sind, um dieses abzulenken. Somit ist die Seitwirtsstreuung ein Mal fiir die innere
Komplexitit der Zelle, die vorwiegend durch die GroBle des Zellkernes und der Granula
bestimmt wird. Um die Seitwirtsstreuung zu messen, werden Detektoren senkrecht zu
den Detektoren fiir die Vorwértsstreuung angebracht. Fiir die genaue Messung einzelner
Zellen werden diese durch eine Kapillare angesaugt und in einen gleichméfigen Fluss
gebracht. Die verwendeten Laser arbeiten meist mit einer Wellenlédnge von 488 nm.
Zudem kann mittels der Detektoren fluoreszierende Strahlung der durchflieBenden
Partikel aufgezeichnet werden und somit mit fluoreszierenden Markern versehene Zellen

bzw. Zellbestandteile analysiert werden (BD Biosciences, San Jose, CA 2002).

2.11.2 Zellzyklusanalyse

Im Laufe des Zellzyklus verdndert sich der DNA-Gehalt der Zelle, sodass dieser mittels
Markierung der DNA durch Propidiumjodid (PI) in der Durchflusszytometrie
nachgewiesen werden kann. So konnen die Zellen den einzelnen Phasen zugeordnet
werden. Damit das Propidiumjodid an die DNA binden kann, muss die Zellmembran
durchgiingig gemacht werden. Dies geschieht iiber Zugabe von 70 % Ethanol (J.T. Baker,
Griesheim, Deutschland).

Zur Beobachtung des Zellzyklus wurden je 1 x 103 Zellen HLaC78 bzw. FaDu in Cellstar
Zellkulturplatten mit 12 Vertiefungen (Greiner Bio-One GmbH) ausgesit und mit 1 ml
RPMI-Medium 1640 24 Stunden im CO»-Inkubator CB 210 inkubiert. Dann erfolgte bei
den Kontrollen ein Medienwechsel. Durchgefiihrt wurden die folgenden Versuche jeweils
mit WSrtag1 und WSrag von 10 Patientinnen und Patienten. Jeweils 2 Wells wurden mit
30 %igem WS-RPMI-Medium 1640-Gemisch von Tag 1 bzw. Tag 2 behandelt. Nach
weiteren 24 Stunden wurden die Zellen gemil3 dem vom Hersteller vorgegebenen FACS-
Protokoll abgeldst, in ein Flow Cytometry-Rohrchen (Sarstedt, Niirmbrecht, Deutschland)
iiberfiihrt und bei 4 Grad Celsius und 500 g fiir 5 Minuten mit der Eppendorf Zentrifuge
5810 R zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand in einen Becher dekantiert und
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der Rand des Flow Cytometry-Rohrchens getrocknet. Nun wurde das Pellet in 2 ml 70 %
Ethanol aufgenommen und wenige Sekunden im Lab Dancer Vario Vortexgerit (IKA
GmbH & Co. KG, Staufen im Breisgau, Deutschland) gemischt. Danach wurde das
Rohrchen erneut bei 4 Grad Celsius und 500 g fiir 5 Minuten mit der Eppendorf
Zentrifuge 5810 R zentrifugiert. Auch das 70% Ethanol wurde in einen Becher dekantiert
und der Rand des Rohrchens mit einem Zellstofftuch getrocknet. Daraufhin wurde das
Pellet mit 500 pl Propidiumjodid-Staining-Solution (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ,
USA) behandelt und bei 4 Grad Celsius fiir 15 Minuten inkubiert. Jetzt wurde am BD
FACS Canto™II Flow Cytometer (BD Biosciences) mithilfe des FACS-DIVA-
Programms (BD Biosciences) die Zellzyklusmessung durchgefiihrt. Dies wurde wie im

Laborhandbuch beschrieben durchgefiihrt.

2.11.3 Annexin-V-Apoptosemessung zu Bestimmung der Zellvitalitét

Der Annexin-V-Apoptose-Test ist eine Methode, mittels derer apoptotische und
nekrotische von vitalen Zellen differenziert werden konnen. Dies geschieht durch den
Nachweis der Bindung von Allophycocyanin (APC) Annexin V an Phosphatidylserin
(PS). Im vitalen Zustand kommt PS nur im Inneren der Zelle auf der Innenseite der
Zellmembran vor und kann somit nicht gebunden werden. Im Rahmen der Apoptose, also
dem programmierten Zelltod, wird das PS allerdings auf die AuBBenseite der Zellmembran
transloziert und kann somit von Annexin V gebunden werden. Im Rahmen einer Nekrose
kommt es zu einem unkontrollierten Absterben der Zelle. Die Membran wird durchlissig
und das Annexin V kann in die Zelle gelangen, um dort an das PS zu binden und es zu
markieren. Somit ist es moglich, sowohl apoptotische als auch nekrotische Zellen zu
identifizieren. Sie konnen allerdings noch nicht voneinander abgegrenzt werden. Daher
wird gleichzeitig zur Annexin-V-Apoptosemessung auch eine Férbung der Zellen mit
Propidiumjodid durchgefiihrt. Dieser Farbstoff kann nur in die Zelle gelangen, wenn die
Zellmembran durchldssig ist, wie es nur bei der Nekrose vorliegt. So kann unter den
Annexin-V-positiven Zellen auch zwischen apoptotischen und nekrotischen Zellen
unterschieden werden (Vermes et al. 1995).

Cisplatin ist ein Zytostatikum, das passiv iiber die Zellmembran diffundiert und dort
reaktive Komplexe in Form von Aquaplatin-Komplexen bildet, die nun kovalent an die

Basen der DNA binden kdnnen und dort zu Quervernetzungen des DNA-Stranges flihren
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(Ott et al. 2006). Dies fiihrt zum Absterben der Zelle, was iiber den Annexin-V-Apoptose-
Test nachgewiesen werden kann. Nun wurde untersucht, wie stark die Vitalitdt von bisher
unbehandelten Tumorzellen bei bestimmten Cisplatin-Konzentrationen reduziert wird.
Im Anschluss wurde diese mit der Vitalitit von Tumorzellen, die bereits mit WS
behandelt wurden, verglichen, um eine mogliche Induktion einer Resistenz gegen
Cisplatin in den Tumorzellen festzustellen. In Vorversuchen waren die mittleren
inhibitorischen Konzentrationen (ICso) von Cisplatin in FaDu- und HLaC78-Zelllinien
bestimmt worden. Diese lagen jeweils bei ca. 50 Mikromolar (uM) Cisplatin-
Konzentration, weswegen die Versuche mit Cisplatin-Konzentrationen von 40 uM, 50
uM und 60 uM durchgefiihrt wurden, um den Bereich um diese Konzentration
abzudecken.

Die Versuche wurden jeweils mit WStag1 und WStag2 von 10 Patientinnen und Patienten
durchgefiihrt. Es wurden je 1 x 10° Zellen HLaC78 bzw. FaDu auf Cellstar
Zellkulturplatten mit 12 Vertiefungen (Greiner Bio-One GmbH) ausgesit und mit 500 pl
RPMI-Medium 1640 behandelt. Nach 24 Stunden wurde das Medium gewechselt, wobei
die Kontroll-Wells mit 500 pl RPMI-Medium 1640 versehen wurden. Die anderen Wells
wurden mit 30 % WS-RPMI-Medium 1640-Mischung behandelt, die jeweils das WStag1
bzw. WSt beinhaltet. Nach weiteren 24 Stunden wurde erneut das Medium
ausgetauscht, wobei nun die zusdtzliche Behandlung mit Cisplatin erfolgte. Dies geschah
nach folgendem Schema: Die Kontrollen wurden mit je 40 uM, 50 uM und 60 uM
Cisplatin inkubiert. Ebenso wurde dies bei den Wells mit dem WSrag1 bzw. WStag
durchgefiihrt. Zusétzlich erfolgte eine Leerkontrolle, die lediglich mit RPMI-Medium
1640 behandelt wurde und Kontrollen mit WStag1 bzw. WSrae2 ohne Cisplatin. Nach
erneuter Inkubation iiber 24 Stunden wurden die Zellen mit 1 ml 0,25 % Trypsin EDTA
1X abgelost und in 2 ml Eppendorf-Gefiale (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
iiberfiihrt. Nun erfolgte gemill Laborhandbuch ein Waschschritt mit Annexin V Binding
Buffer (1X), das durch 1:0-Verdiinnung mit destilliertem Wasser aus 10X Annexin V
Binding Buffer (BD Biosciences) hergestellt wurde. Nach Resuspendieren wurden 100
ul des Zellgemisches in ein Flow Cytometry-Rohrchen gegeben und fiir 5 Minuten bei
500 g mit der Eppendorf Zentrifuge 5810 R zentrifugiert. Der Uberstand wurde
anschlieBend in ein Becherglas dekantiert und das Zell-Pellet in 2 ml 4 Grad Celsius
kaltem Annexin-V-Binding-Buffer (1X) aufgenommen. AnschlieBend wurden 5 pl PI
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Staining Solution (BD Biosciences) und 5 pl APC Annexin V (BD Biosciences)
dazugegeben. Nach kurzem Schiitteln des Rohrchens im lab dancer vario Vortexgerit
wurde es fiir 15 Minuten bei 4 Grad Celsius im Dunkeln inkubiert, worauthin dann die
Messung der Apoptose/Nekrose-Rate und Zellvitalitit der Zellen am BD FACS
Canto™II flow cytometer im Apoptose-Protokoll erfolgte (BD-Biosciences 2006).

2.12  Polymerase-Kettenreaktion zum Nachweis von Markern einer

epithelial-mesenchymalen Transition

2.12.1 Grundlagen

Die PCR, ist eine Untersuchungstechnik, bei der mittels hitzestabiler DNA-Polymerasen
in vitro DNA-Abschnitte vervielfiltigt werden kdnnen. Dies geschieht in 3 Schritten, die
sich nach Abschluss eines Zyklus immer wiederholen. Der erste Schritt dient der
Trennung der beiden DNA-Stringe der zu untersuchenden Probe. Diese Denaturierung
geschieht durch Erhohung der Temperatur auf 94-96 Grad Celsius, bei der die
Wasserstoffbriickenbindungen, die die beiden DNA-Stringe zusammenhalten, gelost
werden. Im nédchsten Schritt wird die DNA wieder schnell auf 65 Grad Celsius abgekiihlt.
Nun kann der Primer, ein Oligonukleotid, das komplementir zum Beginn der gesuchten
DNA-Sequenz ist, an die entsprechende Stelle auf den Einzelstrdngen binden. Dies nennt
sich Primer-Hybridisierung bzw. Annealing. Der dritte und letzte Einzelschritt ist die
Elongation bzw. Extension. Dabei wird die Temperatur wieder je nach benutzter DNA-
Polymerase auf den jeweils idealen Wert erhdht (Solanki 2012). Im Falle des fiir diese
Arbeit genutzten Systems kam die Thermus aquaticus(Taq)-Polymerase zum Einsatz,
welche bei einer Temperatur von 72 Grad Celsius ihr Temperaturoptimum hat (Mullis et
al. 1994). Diese Polymerase erginzt dann die beiden Einzelstringe mit freien Nukleotiden.
Somit liegt am Ende dieses Schrittes die gesuchte DNA-Sequenz in verdoppelter Menge
vor. Jetzt kann der Prozess wieder von vorne beginnen, wobei sich so in jedem Zyklus
der initiale DNA-Gehalt verdoppelt und bei mehrmaliger Ausfiihrung somit eine
exponentielle Vervielfiltigung stattfindet, wie es Solanki in seinem Review erldutert
(Solanki 2012). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Real-Time Polymerase

Kettenreaktion (RT-PCR) verwendet, die im Folgenden beschrieben werden soll.
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2.12.2 Real-Time PCR

Die Real-Time PCR stellt eine Weiterentwicklung der PCR dar und dient der
Quantifizierung von DNA-Proben (Solanki 2012). Dies wird erreicht, indem nach jedem
PCR-Zyklus der neue DNA-Gehalt gemessen wird. Hierfiir werden sogenannte Thermus
aquaticus (TagMan)-Sonden, also fluorogen-markierte Oligonukleotidsonden verwendet,
die, analog zur PCR, komplementér zum Beginn der gesuchten DNA-Abschnitte sind und
diese binden. Im gebundenen Zustand sorgt ein am 3°‘-Ende der Sonde befestigter
Quencher-Farbstoff tiber den Forster-Resonanzenergietransfer (FRET) dafiir, dass der am
5‘-Ende angebrachte fluoreszierende Reporter-Farbstoff eine deutlich verringerte
Fluoreszenz-Aktivitit hat. Wenn nun im Rahmen der PCR die Primerverlingerung
stattfindet, kommt es zur Spaltung der Sonde durch die 5‘-Nukleaseaktivitit der Tag-
DNA-Polymerase. Dadurch kommt es zur Freisetzung des fluoreszierenden Farbstoffes,
der jetzt nicht mehr durch die rdumliche Nihe zu dem Quencher-Farbstoff gehemmt wird.
Proportional zur vorhandenen Menge an Primer-Sequenzen erhdht sich somit die
Fluoreszenzintensitéit, wodurch eine quantitative Messung moglich wird, wie es Didenko
in seinem Review erldutert (Didenko 2001). Uber Messung der relativen Vermehrung der
Fluoreszenz kann auf die Geschwindigkeit der DNA-Replikation geschlossen und somit
auf die Ausgangskonzentration des gesuchten DNA-Abschnittes zuriickgerechnet werden.
Diese Berechnung geschieht iiber den Cycle Threshold-Wert (CT-Wert) bzw.
Schwellenwertzyklus, also den Wert, bei dem die exponentielle Vermehrung der Sequenz
beginnt. Dieser Wert ist ein relatives MaB fiir die Konzentration der Ziel-Sequenz in der
untersuchten Probe und erlaubt somit einen quantitativen Vergleich verschiedener Proben.
Als endogene Kontrollen der Real-Time-PCR dienen vordefinierte Primer mit
zugehoriger Probe, z. B. Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)
(Thermo Fisher Scientific Inc. 2006).

2.12.3 Real-Time Reverse Transkriptase PCR

Die Real-Time Reverse Transkriptase PCR stellt eine zusétzliche Erweiterung der Real-
Time PCR dar. Wéhrend bei der Real-Time PCR eine quantitative Messung des DNA-
Gehaltes erfolgt, ermoglicht die Real-Time Reverse Transkriptase PCR die quantitative

Messung der messenger Riboneucleinsdure (mRNA)-Exprimierung einer Zelle (Solanki
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2012). Moglich wird dies durch ein zusitzliches Enzym, die Reverse Transkriptase,
welche RNA in komplementére DNA umschreibt, die dann im Rahmen einer Real-Time
PCR vervielfiltigt und gemessen werden kann (Doak et al. 2012).

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Marker der EMT, der epithelial-
mesenchymalen Transition, gepriift. Einerseits wurden die mesenchymalen Marker
Vimentin und N-Cadherin und der epitheliale Marker E-Cadherin, andererseits die an der
EMT und ihren Signalwegen beteiligten Proteine Snail 1 und Twist untersucht (Kalluri et
al. 2009). Hierfiir wurde jeweils WStag1 und WSrtag2 von 10 Patientinnen und Patienten
benutzt.

Es wurden je 5 x 10° Zellen FaDu und HLaC78 in Cellstar Zellkulturplatte mit 6
Vertiefungen ausgesit und mit je 2 ml RPMI-Medium 1640 iiber 24 Stunden inkubiert.
AnschlieBend wurde dieses Medium gewechselt, wobei die Kontrollen wieder mit RPMI-
Medium 1640 und die anderen Wells mit 30 %igem WS-RPMI-Medium 1640-Gemisch,
das jeweils das WSrtag1 bzw. WSrag2 beinhaltet, inkubiert. Auf diese Weise wurden die
Zellen wieder 24 Stunden bei 37 Grad Celsius bebriitet. Nach Absaugen des Mediums
wurden die Zellen mit 500 pl 0,25 % Trypsin EDTA 1X abgeldst und resuspendiert. Die
Zellsuspension wurde dann in 15ml Cellstar Tubes bei Raumtemperatur fiir 5 Minuten
bei 500 g mit der Eppendorf Zentrifuge 5810 R zentrifugiert. Das {liberstehende Medium
wurde bis auf einen kleinen Rest aus dem Rohrchen gesaugt und das Rohrchen bei -86
Grad Celsius eingefroren, bis es der PCR zugefiihrt wurde. Zur Durchfiihrung der PCR
musste die mRNA aus den Zellen isoliert werden. Hierflir wurde das RNeasy Mini Kit
(QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland) verwendet. Die eingefrorenen Zelllosungen
wurden wie im Handbuch beschrieben bei 37 Grad Celsius im Laborwasserbad
aufgewdrmt und mit je 600 pl Buffer RLT (QIAGEN GmbH) zur Zelllyse bei 37 Grad
Celsius fiir 30 Minuten im COs-Inkubator CB 210 inkubiert. Durch Auf- und
Abpipettieren wurde die vollstindige Zelllyse kontrolliert. Es wurden 600 pl 70 %
Ethanol zu dem entstandenen Gemisch hinzugefiigt und durch Resuspendieren vermischt.
600 pl dieses Lysats wurden auf die Filtermembran der RNeasy Mini Spin Columns
(QIAGEN GmbH) pipettiert und bei 13.000 rpm fiir 15 Sekunden mit der Eppendorf
Zentrifuge 5810 R zentrifugiert, um die RNA von den Zellresten und der DNA zu trennen.
Nach Dekantieren des Durchflusses wurden die iibrigen 600 pl Lysat auf dieselbe
Filtermembran der RNeasy Mini Spin Columns gegeben und erneut bei 13.000 rpm fiir
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15 Sekunden zentrifugiert. Auch hier wurde der Durchfluss dekantiert und je 700 pl
Buffer RW1 (QIAGEN GmbH) auf die RNeasy Mini Spin Columns gegeben. Erneut
wurde die Mischung bei 13.000 rpm fiir 15 Sekunden zentrifugiert. Der Durchfluss wurde
wieder verworfen. Es wurden 500 pl Buffer RPE (QIAGEN GmbH) auf die RNeasy Mini
Spin Columns gegeben und bei 13.000 rpm fiir 15 Sekunden zentrifugiert. Nach
Dekantieren des Durchflusses wurden weitere 500 pl Buffer RPE auf die RNeasy Mini
Spin Columns pipettiert. Nun wurden diese bei 13.000 rpm fiir 2 Minuten zentrifugiert.
Der Durchfluss wurde wieder verworfen. Um die RNA in ein Eppendorf-Gefi3 zu
iibertragen, wurden die Membranen der RNeasy Mini Spin Columns auf ein 1,5 ml
Eppendorf-Gefdll gesetzt und 50 pl RNase-Free Water (QIAGEN GmbH)
(Diethyldicarbonat (DEPC)-behandeltem Wasser) auf die Mitte der Membran pipettiert.
Das Eppendorf-Gefal wurde bei 13.000 rpm fiir 1 Minute zentrifugiert, sodass sich nun
die RNA im Durchfluss im Eppendorf-Gefia3 wiederfand.

Um eventuell in der Losung verbliebene DNA zu entfernen, wurde das RNase-free DNase
Kit (QIAGEN GmbH) verwendet. Es wurde zuerst die DNase-Losung angesetzt, indem
die DNase I, RNase-Free (QIAGEN GmbH) in 550 pul RNase-Free Water aufgeldst
wurden. 10 pl dieser DNase-Losung wurden nun mit 70 pl Buffer RDD (QIAGEN GmbH)
fiir den DNase 1-Inkubationsmix (80 pl) angesetzt. Dieser Mix wurde auf die Membran
der RNeasy Mini Spin Columns pipettiert und fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieBend wurden 350 pl Buffer RW1 auf die Membran der RNeasy Mini
Spin Columns gegeben und diese fiir 15 Sekunden bei 8.000 g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde dekantiert. Jetzt wurden zwei weitere Waschschritte mit 500 ul Buffer
RPE durchgefiihrt. Um {ibrige Pufferreste zu entfernen, wurden die Filtersdulen in 2 ml
Sammelrohrchen gegeben und bei 8.000 g fiir 1 Minute zentrifugiert. Dann wurden die
RNeasy Mini Spin Columns in neue 1,5 ml Collection Tubes (QIAGEN GmbH)
iibertragen und 50 pl RNase-Free Water direkt auf die Membran pipettiert. Die RNeasy
Mini Spin Columns wurden fiir eine Minute bei 8.000 g zentrifugiert. So wurde letztlich
die zuvor isolierte RNA in dem RNase-Free Water gelost und verfligbar gemacht
(QIAGEN 2012). Fiir alle Zentrifugiervorginge wurde wie anfangs beschrieben die
Eppendorf Zentrifuge 5810 R verwendet.

Die gewonnene RNA musste nun in komplementére DNA, also cDNA, umgeschrieben

werden. Hierfiir diente das Enzym Reverse Transkriptase. Die RNA wurde zunéchst auf
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einheitliche Konzentrationen gebracht. Es wurden 147 pl RNase-Free Water in
Photometer-Kiivetten (Eppendorf AG) pipettiert und 3 pl der RNA hinzugegeben. Im
Spektralphotometer BioPhotometer (Eppendorf AG) wurde dann bei 260 nm die
Extinktion bestimmt. Daraus wurde dann die vorliegende RNA-Konzentration berechnet,
die mit RNase-Free Water so aufgefiillt wurde, um aus allen Proben gleichmiBig die
benoétigte RNA der reversen Transkription zuzufiihren. Es wurde eine Mischung aus 4 pl
MasterMix, der aus 1 pl Quantiscript Reverse Transcriptase, 4 pl Quantiscript RT Buffer,
5x (QIAGEN GmbH) und 1 pl RT Primer Mix (QIAGEN GmbH) besteht, 5 ul RNA-
Suspension und 11 pl RNase-Free Water zusammengestellt. Die je 20 pl der entstandenen
Mischungen wurden in 96-Well PCR-Platten (Eppendorf AG) pipettiert und im Step-
One™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems) mit dem Programm StepOnePlus
(Applied Biosystems) die reverse Transkriptase-Reaktion durchgefiihrt. In der ersten
Phase wurden die Proben fiir 15 Minuten bei 42°C inkubiert, wihrend die reverse
Transkription stattfand. Anschliefend wurde fiir 3 Minuten die Temperatur auf 95°C
erhoht, um das reverse Transkriptase-Enzym zu inaktivieren (QIAGEN 2009).

3 pl der gewonnenen cDNA wurden mit 147 pl RNase-Free Water verdiinnt und bei 320
nm im Photometer die Extinktion gemessen. Die Konzentrationen der DNA wurden dann
auf Konzentrationen von 200 ng/ml gebracht, um die Probenmenge vergleichen zu
konnen.

Mit der nun vorliegenden vereinheitlichten DNA wurde die quantitative Real-Time PCR
durchgefiihrt. Hier wurde die Expression von Snail 1, Snail 2, Twist, Vimentin, E-
Cadherin und N-Cadherin untersucht. GAPDH wurde als Kontrolle gefiihrt, mittels derer
die relative Expression der gesuchten Marker berechnet werden konnte.

Fiir die Durchfiihrung der quantitativen PCR wurden 20 pl-Reagenzien angesetzt. Diese
bestanden aus 10 pl TagMan Gene Expression Mastermix (Applied Biosystems, Life
Technologies, Foster City, CA, USA), 1 ul TagMan Gene Expression Assay Applied
Biosystems, Life Technologies), 3 ul cDNA-Probe und 7 ul RNase-Free Water. Diese
Reagenzien wurden in Triplets, also jeweils dreifach, in 96-Well PCR-Platten pipettiert.

Die Durchfiihrung der PCR erfolgte im Step-One™ Real-Time PCR System mit dem
Programm StepOnePlus. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit der AACr-Methode.

Die 3-fach ermittelten Cr-Werte wurden gemittelt und anschlieBend der Mittelwert des
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entsprechenden gemittelten GAPDH-Cr subtrahiert, um den ACt-Wert des jeweils
untersuchten Zielgens zu ermitteln:

ACr (Zielgen) = Cr (Zielgen) - Ct (GAPDH)

So ergaben sich die ACr-Werte von Tag 1, Tag 2 und der Kontrolle, jeweils von den
Zelllinien FaDu und HLaC78. Durch Subtraktion des ACt der unbehandelten Zellen
(Negativkontrolle) von den ACt- Werten des Zielgens der behandelten Zellen ergaben
sich die AACr (Zielgen)-Werte:

AACrt (Zielgen) = ACt (Zielgen) - ACt (Negativkontrolle Zielgen)

Aus diesen Werten konnte die relative Expression der Zielgene im Vergleich zu den
Kontrollen berechnet werden:

Relative Expression = 2 ~AACT (Ziclgen)

Tabelle 2.5: Verwendete Zielsequenzen und TaqgMan Assay IDs (Applied Biosystems)

Zielgen Taq Man Assay ID RefSeq Zielsequenz
Vimentin Hs00958111 ml NM _003380.3
Snail 1 Hs00195591 ml NM_005985.3
Twist Hs01675818 sl NM_000474.3
E-Cadherin Hs01023894 ml NM 001317184.1
N-Cadherin Hs00983056 m1 NM _001308176.1
GAPDH Hs02758991 gl NM _001256799.2

2.13  Spheroid-Migrationsanalyse zur Untersuchung der Ausbreitung der

Zellen

Die Migration der Zellen sollte anhand eines Spheroid-Modells iiberpriift werden. Es
handelt sich hierbei im Gegensatz zur iiblichen Zellkultur um eine mehrschichtige Kultur,
die auf eine Schicht aus ECM gegeben wird, um die Ausbreitung der Zellen innerhalb der
Matrix zu beobachten und zu analysieren. Eine verstirkte Invasion in die Matrix wird laut
Hirschhaeuser et al. v. a. durch Enzyme wie Matrixmetalloproteasen ermoglicht, die eine
Verdauung von Matrixbestandteilen bewirken (Hirschhaeuser et al. 2010; Mueller-
Klieser 1997). Es wurden hierzu je 5 x 10* Zellen FaDu und HLaC78 in Costar
Zellkulturplatte mit 96 Vertiefungen mit abgerundetem Boden (Corning Incorporated-
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Life Sciences) mit 100 pl RPMI-Medium 1640 ausgesit und fiir 24 Stunden bei 37 Grad
Celsius im COz-Inkubator CB 210 inkubiert. Aufgrund des abgerundeten Bodens
wuchsen die Zellen vom tiefsten Punkt der Vertiefung ausgehend annéhernd in runder
Form. Jetzt wurden Cellstar Zellkulturplatten mit 96 Vertiefungen (Greiner Bio-One
GmbH) mit dem Extracellular Matrix Gel MaxGel™ (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
versehen, welches zuvor angesetzt wurde. Dieses wurde mit RPMI-Medium 1640 ohne
FCS 1:80 verdiinnt. Von diesem Extracellular Matrix Gel MaxGel™ ECM wurden je 50
ul auf ein Well der Cellstar Zellkulturplatten mit 96 Vertiefungen gegeben und 2 Stunden
bei Raumtemperatur gelagert. AnschlieBend wurde die iiberschiissige Fliissigkeit
abgesaugt, ohne die Beschichtung des Wells zu beriihren. Nach zweimaliger Spiilung mit
PBS wurde das Extracellular Matrix Gel MaxGel™ ECM mit PBS-Losung mit 1%
Albumin aus Rinderserum (BSA) (Sigma Aldrich) fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur
geblockt und diese anschliefend abgesaugt. Die Zellpellets wurden nun nach
ausreichendem Wachstum unter dem Lichtmikroskop DMIL LED mit einer
Pipettenspitze unter leichter Aspiration aufgenommen und moglichst zentral auf die mit
ECM-Gel versehenen Wells der Cellstar Zellkulturplatten mit 96 Vertiefungen
iibertragen. Je 4 Wells pro Zelllinie wurden mit 100 pl RPMI-Medium 1640 behandelt.
Je 4 Wells wurden mit WSrag1 bzw. WStag2 von jeweils 10 Patientinnen und Patienten
behandelt. Die Spheroide wurden anschlieBend zum Zeitpunkt O unter dem
Forschungsmikroskop DMI 4000 B (Leica) bei 80-facher VergroBerung mit dem
Programm Leica Application Suite LAS V4.8 (Leica) fotografiert. Nach Inkubation {iber
24 Stunden bei 37 Grad Celsius im CO»-Inkubator CB 210 wurden die Spheroide erneut
unter dem Mikroskop fotografiert. Um die Ausbreitung bzw. Invasion der Zellen aus dem
Spheroid zu quantifizieren, wurde die gesamte, von den Zellen eingenommene Fliche

und Dichte mittels der Bildbearbeitungssoftware ImageJ gemessen.

2.14  Beobachtung der Zellmorphologie

Unter dem Forschungsmikroskop Leica DMI 4000 B (Leica) der inversen
Lichtmikroskopie die Zellmorphologie der Tumorzellen ohne Behandlung mit WS mit
der Zellmorphologie nach Behandlung mit WS verglichen. Hierfiir wurden je 5.000
Zellen FaDu und HLaC78 in Cellstar Zellkulturplatten mit 96 Vertiefungen ausgesit, mit
100 pul RPMI-Medium 1640 versehen und fiir 24 Stunden bei 37 Grad Celsius im CO»-

31



MATERIAL UND METHODEN

Inkubator CB 210 inkubiert. Nach 24 Stunden erfolgte ein Medienwechsel bei den Wells,
bei denen keine WS-Behandlung stattfinden sollte. Das RPMI-Medium 1640 wurde
abgesaugt und neue 100 pul RPMI-Medium 1640 auf die Zellen gegeben. Es wurden nun
100 ul RPMI-Medium 1640 mit 30 %iger WS-Konzentration auf die Zellen gegeben, die
mit WSrtag1 und WStag2 behandelt wurden. Nach weiteren 24 Stunden Inkubation bei 37
Grad Celsius im CO»-Inkubator CB 210 wurden die Wells unter dem Mikroskop bei 80-
facher VergroBerung ohne Férbung fotografiert, um die Zellmorphologie und die Zell-
Zell-Kontakte im Zellverbund zu beurteilen. Dies erfolgte mit WStag1 und WStae von 10

Patientinnen und Patienten.

2.15  Datenauswertung

2.15.1 Graphische Darstellung der Ergebnisse

Die graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte mit der Graphpad Prism
Statistiksoftware (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Hierfiir wurden Boxplots
und Sdulendiagramme verwendet Der Boxplot ermdglicht es, zusdtzlich zu den
Mittelwerten auch die Lage und die Streuung der Daten graphisch darzustellen. So wird
in einer sog. Box oder Kasten, der Bereich dargestellt, in dem sich die mittleren 50 % der
Werte befinden. Der Abstand zwischen der 25. und der 75. Perzentile wird
Interquartilenabstand (IQR) genannt und stellt ein MaB fiir die Streuung der Daten dar.
Somit befindet sich das obere Quartil oberhalb und das untere Quartil unterhalb des
Kastens. Weiterhin befinden sich ober- und unterhalb des Kastens die sog. Whisker.
Diese werden durch die Werte gebildet, die maximal das 1,5-fache des IQR sein diirfen.
So zeigt die horizontale Linie am Ende eines Whiskers den letzten Wert an, der innerhalb
dieses Bereichs liegt. Werte, die aulerhalb liegen, werden als Ausreifler bezeichnet und
mit einem Punkt dargestellt. Innerhalb des Kastens befindet sich zudem eine Linie, die
den Median der Werte kennzeichnet und somit eine Grenze bildet, unter- bzw. oberhalb
derer je 50 % der Werte liegen (Tukey 1977) (s. Abb. 2.2). Sdulendiagramme eignen sich
zur Darstellung einer relativen Héufigkeit bei kleiner Versuchszahl, wie bei der

Untersuchung des Dotblots.
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Abbildung 2.2: Schema eines Boxplots, IQR: Interquartilenabstand
2.15.2 Statistische Auswertung der Ergebnisse

Um Ergebnisse statistisch beurteilen zu konnen, muss eine Nullhypothese und eine
Alternativhypothese formuliert werden. Die Nullhypothese bedeutet in der vorliegenden
Arbeit, dass das WS keinen Effekt auf die jeweils untersuchte Variable hat, bzw. dass es
keinen Unterschied zwischen dem Effekt des WStag1 und dem Effekt des WSrag gibt.
Die Alternativhypothese wiederum besagt, dass das WS einen Effekt auf die jeweils
untersuchte Variable hat, bzw. dass es einen Unterschied zwischen den Effekten der
WStag1 und WSrtag gibt. Wenn die Nullhypothese ausgeschlossen werden kann, wird die
Alternativhypothese  angenommen. Zur Uberpriifung, ob die Nullhypothese
ausgeschlossen wird, dienen statistische Verfahren. Diese untersuchen, ob der
Unterschied zwischen den untersuchten Werten signifikant ist. Festgelegt wurde hier ein
Signifikanzniveau von p < 0,05.

Die statistische Auswertung erfolgte wie auch die graphische Darstellung mit dem
Programm GraphPad. Verwendet wurden der Mann-Whitney-U-Test und der Wilcoxon-
Test. Der Mann-Whitney-U-Test ist ein nicht-parametrisches statistisches Verfahren, mit
dem tiberpriift werden kann, ob sich die zentralen Tendenzen in zwei unabhingigen
Gruppen unterscheiden. Hierbei wird keine Normalverteilung der Proben vorausgesetzt,
sie miissen lediglich ordinalskaliert sein. Die einzelnen Proben werden in eine

groBenabhdngige Rangordnung gebracht, jeweils die Ridnge der zu vergleichenden
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Gruppen aufsummiert und miteinander verglichen. Damit wird nur iiberpriift, ob eine
Variable kleiner oder grofer ist als eine andere und nicht, wie grof3 der Unterschied ist
(Mann et al. 1947). Er wurde in dieser Arbeit zur Testung der Signifikanz der Werte der
jeweils einzelnen Untersuchungen mit WS im Vergleich zur Kontrolle ohne WS genutzt.
Auf eine Korrektur einer moglichen Alphafehler-Akkumulation wurde aufgrund der
geringen Probenzahl verzichtet. Auch der Wilcoxon-Test ist ein nicht-parametrisches
statistisches Verfahren. Er dient zum Vergleich zweier gepaarter Stichproben. Hierbei
wird die Differenz je zweier zu vergleichender Werte ermittelt und den Werten ein Rang
zugeordnet, mittels dessen die Signifikanz des Unterschiedes bestimmt werden kann
(Wilcoxon 1945). In der vorliegenden Arbeit wurde er verwendet, um die Ergebnisse der

Behandlung mit WStae1 mit denen der Behandlung mit WSr,g zu vergleichen.
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3 Ergebnisse

Im folgenden Teil werden die Ergebnisse der Untersuchungen dargestellt. Die Ergebnisse
werden als Median der Stichproben angegeben. Eine tabellarische Darstellung der
Einzelwerte befindet sich jeweils in der Appendix.

Es wurde die Proliferationsrate der Tumorzellen mit und ohne WS-Behandlung mittels
Proliferationsassay untersucht. Die Analyse der Zytokinzusammensetzung des WS wurde
per Dotblot durchgefiihrt. Mittels FACS wurden die Verteilung der Zellzyklusphasen mit
und ohne WS-Behandlung in den Tumorzellen und die Apoptoseraten der Tumorzellen
nach Cisplatinbehandlung mit und ohne WS-Behandlung analysiert. In der PCR wurde
die Genexpression von Snail 1, Snail 2, Vimentin, Twist, E-Cadherin und N-Cadherin
durch die Tumorzellen mit und ohne WS-Behandlung untersucht. Unter dem Mikroskop
wurde die Migration der Tumorzellen in die Umgebung mit und ohne WS-Behandlung
analysiert. Des Weiteren wurden die Zellen morphologisch begutachtet. Zuletzt erfolgte
der Vergleich der Ergebnisse zwischen WStag1 und WSrag0.

3.1 Auswirkung des Wundsekrets auf die Proliferationsrate der

Tumorzellen

Zu Beginn wurde die Konzentration an WStae1 untersucht, bei der nach 24-stiindiger
Behandlung mit WS die groBite Proliferation der Tumorzellen zu sehen war. Die
gefundene Konzentration sollte anschlieend fiir die weiteren Versuche verwendet
werden. Untersucht wurden hierfiir WSrag1 von 4 Patientinnen und Patienten. Das grofite
Wachstum der Zellen ergab sich bei beiden Zelllinien bei einer Konzentration des WS
von 30 % gemischt mit 70 % RPMI-Medium 1640. Hier zeigten sich eine relative
Proliferationsrate der Zellen von 2,02 im Vergleich zur Negativkontrolle mit reinem
RPMI-Medium 1640 bei FaDu-Zellen (s. Abb. 3.1) und ein relatives Wachstum von 1,48
im Vergleich zur Negativkontrolle bei HLaC78-Zellen (s. Abb. 3.2). Fiir die folgenden
Versuche wurde deshalb eine WS-Konzentration von 30 % am Nidhrmedium gewéhlt.
Das Medium zur Behandlung der Zellen bestand also bei allen Versuchen aus 30 % WS
und 70 % RPMI-Medium 1640. Die tabellarische Auflistung der Einzelwerte findet sich
in der Appendix unter I[V.A.
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FaDu Wachstum

E 2.0- e -
2 - -
AR I==EE = = =
wn
.2 | 1 | EE RSP SESSEEESSE
=
é 0.5+
0.0 1 1 1 1 1 1 1 1 I L 1
o\ §\° q§\° ﬂ§\° §\° @0\" @o\° ’\Qe\° °§\° q@\° \@e\e

WS-Konzentration

Abbildung 3.1: FaDu Wachstum

Darstellung des relativen Wachstums von FaDu-Zellen bei unterschiedlichen Konzentrationen von WS im

WS-Medium-Gemisch
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Abbildung 3.2: HIaC78 Wachstum

Darstellung des relativen Wachstums von HLaC78-Zellen bei unterschiedlichen Konzentrationen von WS

1m WS-Medium-Gemisch
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3.2 Zusammensetzung der Zytokine im Wundsekret

Das Dotblot wurde durchgefiihrt, um die Konzentrationen der Zytokine im WS zu
untersuchen (s. Abb. 3.3). Die Auswertung erfolgte durch Vermessung der Flachen der
Dots auf der Membran. Die Flidchen der jeweiligen Zytokine wurden in Relation zu den
Flachen der zugehorigen Kontrollen gesetzt. Im WStag1 betrug die relative Konzentration
von IL-6 2,45, im WSrae 1,59. Bei IL-8 lag die relative Konzentration im WSrag1 bei
0,49 und im WSrtag bei 0,34. CCL 2 hatte

im WSrq eine relative Konzentration von 1,30 und im WSr,e von 0,94. Die relative
Konzentration von EGF war im WSrag1 0,60 und im WSt 0,40. Bei CCL 5/RANTES
lag die relative Konzentration im WStag1 bei 0,61 und im WSrag bei 0,45 (s. Abb. 3.4).
Die relative Konzentration von Leptin lag im WSra bei 1,28 und im WSrag bei 0,43.
Die relativen Konzentrationen der Zytokine IL-6, IL-8, CCL 2, EGF, CCL 5 und Leptin
waren jeweils im WSty signifikant niedriger als im WSta. Die relativen
Konzentrationen der iibrigen getesteten Zytokine waren viel niedriger und wurden
deshalb nicht vermessen. Die Positivkontrolle war stark positiv, die Negativkontrolle fiel

negativ aus, sodass die Messung gemafl Handbuch valide war.
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Abbildung 3.3: Dotblot

Dotblot von WSrag: und WSrag2 mit Legende der in dieser Arbeit behandelten Proteine
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Relative Konzentration Zytokine WSt,,; mit WSr,,,
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Abbildung 3.4: Relative Konzentration Zytokine WStag1 mit WSrag
Relative Konzentration der Zytokine im Vergleich zur Positivprobe, jeweils von WSrag1 (rot) und

WSTagZ (blau)

33 Einfluss des Wundsekrets auf den Zellzyklus der Tumorzellen

Die Tumorzelllinien wurden nach Behandlung mit WS im FACS mittels Propidiumjodid-
Testung auf den Effekt auf den Zellzyklus untersucht. Der Zellzyklus wurde in 3 Teile
eingeteilt: die G1-Phase, die S-Phase und die G2/M-Phase. Der Anteil der Zellen in der
jeweiligen Phase wurde prozentual als Anteil des Zellzyklus angegeben. In der Kontrolle
mit alleiniger Behandlung mit RPMI-Medium 1640 befanden sich 46,60 % der FaDu-
Zellen in der G1-Phase (s. Abb. 3.5), 14,65 % in der S-Phase und 33,0 % in der G2/M-
Phase. Nach Behandlung der FaDu-Zellen mit 30 % WSrtag1 befanden sich 43,70 % der
Zellen in der G1-Phase, 19,15 % in der S-Phase und 32,8 % in der G2/M-Phase. Es ergab
sich kein signifikanter Unterschied der Verteilung im Vergleich zur Kontrolle. Nach
Behandlung der FaDu-Zellen mit 30 % WSrag2 befanden sich 49,20 % der Zellen in der
G1-Phase, 14,40 % in der S-Phase und 29,90 % in der G2/M-Phase. Der Unterschied zur
Kontrolle war nicht signifikant. Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen

WStag1 und WSrae2 nachgewiesen werden.
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In der Kontrolle mit Behandlung mit RPMI-Medium 1640 lag der Anteil der HLaC78-
Zellen in der G1-Phase bei 61,50 % (s. Abb. 3.6), 16,60 % befanden sich in der S-Phase
und 22,05 % in der G2/M-Phase. Unter Behandlung der HLaC78-Zellen mit 30 % W Stag1
waren 64,30 % der Zellen in der G1-Phase, 16,30 % in der S-Phase und 20,50 % in der
G2/M-Phase. Der Anteil von Zellen in der G1-Phase war unter den FaDu-Zellen nach
Behandlung mit WSrtag1 und WStag2 jeweils nicht signifikant unterschiedlich. Auch die S-
Phase und die G2/M-Phase zeigten keine signifikanten Unterschiede. Nach Behandlung
der HLaC78-Zellen mit 30 % WSrtae2 war der Anteil der Zellen in der G1-Phase bei
67,05 %, der Anteil der Zellen in der S-Phase 16,55 % und der Anteil der Zellen in der
G2/M-Phase 20,30 %. Der Anteil von Zellen in der G1-Phase war bei HLaC78-Zellen
nach Behandlung mit WSta1 und WStae nicht signifikant verdndert. Auch hier
unterschieden sich die Ergebnisse durch WSrag und WSrag nicht signifikant. Die
Einzelwerte sind tabellarisch in der Appendix unter 1.V.B aufgefiihrt. Die G2/M-Phase
und S-Phase sind graphisch nicht dargestellt.
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Abbildung 3.5: G1 Phase FaDu
Prozentualer Anteil der FaDu-Zellen in der G1 Phase des Zellzyklus ohne Behandlung mit WS, bei
Behandlung mit WStag1 (rot) und bei Behandlung mit WSrag1 (blau), *: Ausreiller
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G1 Phase HlaC78
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Abbildung 3.6: G1 Phase HlaC78
Prozentualer Anteil der HlaC78-Zellen in der G1-Phase des Zellzyklus ohne Behandlung mit WS, bei
Behandlung mit WStag1 (rot) und bei Behandlung mit WSr.g (blau)

34 Auswirkung des Wundsekrets auf die Sensibilitit der Tumorzellen

gegeniiber Cisplatin

Die Auswirkungen des WS auf die Zellvitalitit unter Cisplatin-Therapie wurden anhand
des Annexin-Tests liberpriift. Unter Behandlung der FaDu-Zellen mit 40 uM Cisplatin
lag die Zellvitalitét in der Kontrolle mit Behandlung mit RPMI-Medium 1640 bei 37,15 %.
Bei vorheriger Behandlung mit WSrag1 lag die Vitalitdt bei 52,00 % und nach Behandlung
mit WSra> bei 47,80 % (s. Abb. 3.7) und somit nicht signifikant erhoht. Unter
Behandlung der FaDu-Zellen mit 50 pM Cisplatin lag die Zellvitalitdt in der Kontrolle
mit RPMI-Medium 1640 bei 33,40 %, bei vorheriger Behandlung mit W Stag1 bei 45,90 %
und bei vorheriger Behandlung mit WStag bei 28,15 %. Die Verdnderungen waren auch
hier nicht statistisch signifikant. Bei einer Cisplatin-Konzentration von 60 pM betrug die
Vitalitidt der Zellen bei Kontrolle mit RPMI-Medium 1640 17,85 %, bei vorheriger
Behandlung mit WSta1 20,70 % und bei vorheriger Behandlung mit WSrae 22,15 %.
Die Unterschiede waren ebenfalls nicht statistisch signifikant.

Die Vitalitit von HLaC78-Zellen lag bei Behandlung mit 40 uM Cisplatin bei der
Kontrolle mit RPMI-Medium 1640 bei 57,95 %, nach vorangegangener Behandlung mit
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WSrag1 bei 73,15 % und war damit signifikant erhoht. Nach Behandlung mit WSrae war
die Zellvitalitit mit 65,80 % nicht erhoht (s. Abb. 3.8). Bei Behandlung mit 50 uM
Cisplatin betrug die Vitalitdt der Zellen mit RPMI-Medium 1640 als Kontrolle 58,65 %,
bei vorheriger Behandlung mit WStag1 73,35 % und war damit signifikant erhoht. Bei
vorheriger Behandlung mit WStae war sie mit 66,65 % nicht signifikant erhoht. Bei
Behandlung der Zellen mit 60 uM Cisplatin lag die Vitalitét bei der Kontrolle mit RPMI-
Medium 1640 bei 46,30 %, bei vorausgegangener Behandlung mit WStag1 bei 44,05 %
und damit nicht erhoht. Bei vorausgegangener Behandlung mit W Stag war sie mit 57,05 %
signifikant erhoht. In keiner der Cisplatin-Konzentrationen konnte ein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen WStag1 und WSrag» gezeigt werden. Die Einzelwerte
der Messungen finden sich in der Appendix unter IV.C. Die Zellvitalititen von FaDu-

und HlaC78-Zellen unter Cisplatin-Behandlung mit 50 pM und 60 uM sind graphisch

nicht dargestellt.
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Abbildung 3.7: Zellvitalitit FaDu 40 pM

Prozentueller Anteil der vitalen Zellen an allen FaDu-Zellen ohne Behandlung mit Cisplatin (schwarz),
nach Behandlung mit einer Cisplatin-Konzentration von 40 uM ohne WS (grau), nach Vorbehandlung mit
WStag1 (rot) und anschlieBender Behandlung mit einer Cisplatin-Konzentration von 40 pM und nach
Vorbehandlung mit WSrag2 (blau) und anschlieBender Behandlung mit einer Cisplatin-Konzentration von

40 uM
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Abbildung 3.8: Zellvitalitit HlaC78 40 pnM

Prozentueller Anteil der vitalen Zellen an allen HLaC78-Zellen ohne Behandlung mit Cisplatin (schwarz),
nach Behandlung mit einer Cisplatin-Konzentration von 40 uM ohne WS (grau), nach Vorbehandlung mit
WStag1 (rot) und anschlieBender Behandlung mit einer Cisplatin-Konzentration von 40 pM und nach

Vorbehandlung mit WSrag2 (blau) und anschlieBender Behandlung mit einer Cisplatin-Konzentration von

40 uM, %: p < 0,05 vs. ohne WS.

3.5 Expression von Markern einer epithelial-mesenchymalen

Transition in Tumorzellen nach Behandlung mit Wundsekret

In der PCR wurde die Exprimierung verschiedener Marker der EMT f{iberpriift. Die
Exprimierung dieser Marker in der Kontrolle mit alleiniger Behandlung mit RPMI-
Medium 1640 wurde als Referenzwert verwendet, zu der die Exprimierung der Marker
durch die Zellen nach Behandlung mit WS in Relation gesetzt wurden. Berechnet wurde
diese Relation durch 2 ~24CTwie in 2.12.3 erklart.

Nach Behandlung der FaDu-Zellen mit WStag1 lag die Exprimierung von Snail 1 bei 1,12,
nach Behandlung mit WSrtag bei 1,06. Der Unterschied war nicht statistisch signifikant.
Die relative Genexpression von Snail 2 zeigte sich nach Behandlung mit WStag1 mit 1,93

mit WStag2 mit 1,98 je statistisch signifikant erhoht (s. Abb. 3.9). Vimentin wurde nach
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Behandlung mit WStag1 2,43-fach exprimiert, nach Behandlung mit WSrag 1,92-fach und
war somit jeweils signifikant vermehrt. Die Expression von Twist war nach Behandlung
mit WSrtag1 mit einem Faktor von 1,05 und nach Behandlung mit WStag mit einem Faktor
von 1,06 nicht signifikant unterschiedlich. E-Cadherin wurde nach Behandlung mit
WSrtag1 0,75-fach, nach Behandlung mit WSrag 0,71-fach exprimiert (s. Abb. 3.11). Die
verringerte Exprimierung war statistisch signifikant. Die Expression von N-Cadherin
nach Behandlung mit WSrag1 war 1,21-fach, nach Behandlung mit WSrag 1,08-fach und
damit nicht signifikant unterschiedlich. Die Ergebnisse von WSrag1 und WStae wiesen
keine signifikanten Unterschiede auf.

Nach Behandlung der HLaC78-Zellen mit WSrse wurde Snaill 1,28-fach, nach
Behandlung mit WSt 1,44-fach und damit jeweils signifikant vermehrt exprimiert.
Snail 2 wurde nach Behandlung mit WStag1 2,08-fach, nach Behandlung mit WSrag 2,18-
fach und damit statistisch signifikant vermehrt exprimiert (s. Abb. 3.10). Vimentin wurde
nach Behandlung mit WSrtae1 2,82-fach und damit signifikant stirker exprimiert, nach
Behandlung mit WStag; war die relative Exprimierung mit 2,13 ebenfalls signifikant
erhoht. Die Genexpression von Twist war nach Behandlung mit WSrag1 1,02-fach, nach
Behandlung mit WSrtag 1,22-fach und somit jeweils nicht signifikant verdndert. Die
Expression von E-Cadherin war nach Behandlung mit WStag1 mit 0,74 signifikant
erniedrigt und nach Behandlung mit WSrag2 mit 0,86 nicht signifikant veréndert (s. Abb.
3.12). Die relative N-Cadherin-Expression nach Behandlung mit WSrae1 lag bei 1,07,
nach Behandlung mit WSt bei 0,84 und war nicht signifikant unterschiedlich. Auch
hier zeigte sich kein signifikanter Unterschied der Ergebnisse zwischen WSrtae1 und
WSrag. Eine tabellarische Auflistung der Einzelergebnisse befindet sich in der Appendix
unter [V.D. Die Exprimierung von N-Cadherin, Vimentin, Snail 1 und Twist ist graphisch

nicht dargestellt.
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PCR FaDu Snail 2

Relative Expression [2°99]

Abbildung 3.9: PCR FaDu Snail 2
2ddct (relative Exprimierung) von Snail 2 in FaDu-Zellen nach Behandlung mit WStag1 (rot) bzw. W Stag

(blau), %: p < 0,05 vs. ohne WS.

PCR HlaC78 Snail 2

Relative Expression [2790%)

Abbildung 3.10: PCR HlaC78 Snail 2
2ddct (relative Exprimierung) von Snail 2 in HLaC78-Zellen nach Behandlung mit WStag1 (rot) bzw.

WSrag2 (blau), %: p < 0,05 vs. ohne WS.
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Abbildung 3.11: PCR FaDu Cadherin E
2ddct (relative Exprimierung) von Cadherin E in FaDu-Zellen nach Behandlung mit WSrag1 (rot) bzw.

WSrag2 (blau), %: p < 0,05 vs. ohne WS.

PCR HlaC78 Cadherin E

Relative Expression [2'dd°t]

Abbildung 3.12: PCR HlaC78 Cadherin E
2ddct (relative Exprimierung) von Cadherin E in HlaC78-Zellen nach Behandlung mit WStag1 (rot) bzw.

WSrag2 (blau), %: p < 0,05 vs. ohne WS.
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3.6 Auswirkung des Wundsekrets auf die Migrationsneigung der

Tumorzellen

FaDu-Zellen wuchsen innerhalb von 48 Stunden unter Behandlung mit reinem RPMI-
Medium 1640 auf einer Fliche von 1,12 mm?. Nach Behandlung mit 30 % WSragi
wuchsen die FaDu-Zellen nach 48 Stunden auf einer Fliche von 1,65 mm?, nach
Behandlung mit 30 % WSrag auf einer Flache von 2,27 mm?. Die migrierte Fliache war
nach Behandlung mit WStag1 und WSrag: jeweils signifikant erhoht (s. Abb. 3.13).
HLaC78-Zellen wiesen unter Behandlung mit reinem RPMI-Medium 1640 innerhalb von
24 Stunden eine migrierte Fliache von 0,83 mm?, nach Behandlung mit WStag1 von 1,70
mm? und nach Behandlung mit WStag von 2,22 mm? auf. Die migrierte Fliche war
sowohl Behandlung mit WSrag1 als auch WSr,e signifikant erhoht (s. Abb. 3.14). Ein
signifikanter Unterschied zwischen WSrae1 und WStae» konnte nicht nachgewiesen
werden. Eine tabellarische Auflistung der Einzelwerte findet sich in der Appendix unter

IV.E.
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Abbildung 3.13: FaDu Spheroid
Migrierte Fliche in mm? im Spheroid-Modell nach 24 Stunden von FaDu-Zellen ohne Behandlung mit WS,
nach Behandlung mit WSrag! (rot) und nach Behandlung mit WSrag (blau), % : p < 0,05 vs. ohne WS.
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Abbildung 3.14: HlaC78 Spheroid
Migrierte Fléiche in mm? im Spheroid-Modell nach 24 Stunden von HLaC78-Zellen ohne Behandlung mit
WS, nach Behandlung mit WSrag! (rot) und nach Behandlung mit WSrag (blau), % : p < 0,05 vs. ohne WS.

3.7 Beeinflussung der Zellmorphologie der Tumorzellen durch

Wundsekret

Unter dem Mikroskop wurden mit 80-facher Vergroferung die Morphologie der Zellen
und die Zellverbindungen beobachtet. Nach 24 Stunden ohne Behandlung mit WS zeigte
sich ein dichter Zellverband mit basal-apikaler Polarisierung mit dichten interzelluldren
Verbindungen und gleichméBig geformten Zellen (exemplarisch s. Abb. 3.15). Bei den
Zellen, die tiber 24 Stunden mit WS behandelt worden waren, zeigte sich ein Auswandern
aus dem Zellverbund, die Zellverbindungen waren nicht mehr eng, es fanden sich freie
Réume zwischen den Zellen, die Zelldichte verringerte sich stark. Weiterhin konnte ein
morphologischer Wandel der Zellen festgestellt werden. So waren die Zellen
ungleichméBiger geformt und bildeten spitz zulaufende Ausliufer im Sinne einer stark

reduzierten Polaritit der Zellen (exemplarisch s. Abb. 3.16).
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Abbildung 3.15: FaDu Zellmorphologie ohne WS
FaDu-Zellen unter 80-facher Vergroferung in der inversen Lichtmikroskopie ohne Farbung nach 24
Stunden Behandlung mit RPMI-Medium 1640 ohne WS-Behandlung
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Abbildung 3.16: FaDu Zellmorphologie mit WS

FaDu-Zellen unter 80-facher Vergroferung in der inversen Lichtmikroskopie ohne Féarbung nach 24
Stunden Behandlung mit 30 % WS-RPMI-Medium 1640-Gemisch

3.8 Zusammenfassung der Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von WS auf Zellvermehrung,
Chemoresistenzentwicklung, Zellzyklus und die Induktion einer EMT in
Plattenepithelkarzinom-Zelllinien von Kopf und Hals, hier FaDu- und HlaC78-Zellen,
untersucht. Zunichst wurde die Zusammensetzung des WS exemplarisch analysiert. Es
zeigten sich erhohte Zytokinlevel an IL-6, IL-8, CCL 5/RANTES, CCL 2/MCP 1 und
EGF. Die Konzentrationen waren jeweils im WSrag1 geringer als im WStag2.

Im Proliferationsassay konnte in beiden Zelllinien eine gesteigerte Zellproliferation unter
Behandlung mit WS nachgewiesen werden. In der Annexin-Durchflusszytometrie zeigte
sich in HlaC78-Zellen ein verminderter Anteil von apoptotischen Zellen nach Cisplatin-
Exposition, sofern die Zellen zuvor mit WS behandelt worden waren. In FaDu-Zellen

konnte dieser Effekt nicht nachgewiesen werden. In der Propidiumjodid-
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Durchflusszytometrie wurde in beiden Zelllinien keine Verdnderung der
Phasenverteilung des Zellzyklus nach Behandlung mit WS nachgewiesen. In der PCR
ergab sich nach Behandlung mit WS sowohl in FaDu- als auch HlaC78-Zellen eine
gesteigerte Expression von Snail 1, Snail 2 und Vimentin. Die Expression von E-Cadherin
war jeweils reduziert, Twist und N-Cadherin wurden unverdndert exprimiert. Im
Spheroid-Modell zeigte sich unter WS-Behandlung eine vermehrte Neigung der
Tumorzellen zum Migrieren in die Umgebung. Morphologisch konnte ein Wandel von
epithelialen Charakteristika zu mesenchymalen Merkmalen gefunden werden.

Der Vergleich der Ergebnisse von WSt und WSt brachte keine signifikanten

Unterschiede.
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4  Diskussion

4.1 Zusammensetzung des Wundsekrets

Im Rahmen des Dotblots wurde die Zusammensetzung des Wundsekrets untersucht. Hier
zeigte sich eine Erhohung der Konzentration von proinflammatorischen Zytokinen, wie
sie im Rahmen der Wundheilung freigesetzt werden. Hierzu zdhlen IL-6, IL-8, CCL
2/MCP 1, CCL 5/RANTES, Leptin, EGF und TNF-o.

In dieser Arbeit konnte eine stark erhohte Konzentration von IL-6 sowohl in WSt als
auch in WSrae nachgewiesen werden. Insgesamt war es das Zytokin mit der groBten
Konzentration der untersuchten Botenstoffe. Das zunéchst sehr hohe Level an IL-6 fiel
im WStag2 um anndhernd die Hélfte gegeniiber dem Level im WSrtag ab. Die Dynamik
der Konzentration bzw. der Sekretion von IL-6 in Wunden wurde bereits ausfiihrlich
erforscht. So wurden beispielsweise bei Frauen, bei denen eine Mastektomie
vorgenommen wurde, die Wundfliissigkeiten abgeleitet und auf ihre IL-6-Konzentration
untersucht. Hier ergab sich in den Untersuchungen von Wang et al. eine zundchst sehr
hohe IL-6-Konzentration am 1. postoperativen Tag, die bereits am 2. Tag auf die Hélfte
gesunken war und im weiteren Verlauf weiterhin stark abfiel (Wang et al. 2015). Mateo
et al. konnten im Tierversuch innerhalb der ersten 48 postoperativen Stunden eine stark
erhohte IL-6-Konzentrationen von bis zu 15x10° U/ml nachweisen, die im Anschluss
innerhalb der folgenden 72 Stunden stark abfiel (Mateo et al. 1994). Kumagai et al.
untersuchten nach Gastrektomie per Wunddrainage aus dem abdominellen
Operationsgebiet abgeleitetes WS auf IL-6. In den ersten 48 Stunden stellte sich hier die
IL-6-Konzentration als am hdchsten heraus. Es lagen hier hohe Level vor, die innerhalb
der ersten 24 Stunden um ca. 50 Prozent abfielen, um in den darauffolgenden 24 Stunden
erneut stark zu sinken (Kumagai et al. 2014). Diese Beobachtungen legen nahe, dass IL-
6 eines der am hdchsten konzentrierten Zytokine in der initialen Phase der Wundheilung
ist, was auch in der vorliegenden Arbeit bestitigt werden konnte. Ebenso ergab sich ein
dhnlich schneller Abfall nach 24 Stunden.

CCL 2/MCP lag in einer hohen Konzentration sowohl im WS, als auch im WSrtae vor,
wobei diese im WSty allerdings bereits absank. CCL 2/MCP ist ein
proinflammatorisches Zytokin, welches v. a. im Rahmen der Inflammationsphase der

Wundheilung exprimiert wird und somit in der Anfangsphase nach einer Verletzung in
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der hochsten Konzentration im WS gefunden werden kann. Auch in der
Proliferationsphase wird es sezerniert, sodass die Konzentration erst in den ersten Tagen
wieder sinkt (Ridiandries et al. 2018). Die hier gefundenen Konzentrationen stimmen also
mit den vorbeschriebenen Beobachtungen iiberein.

CCL 5/RANTES lag im WSty in stark erhohter Konzentration vor, bevor diese im
WSrtag um die Halfte niedriger war. CCL 5 ist ein weiteres proinflammatorisches Zytokin,
welches in der initialen Phase der Wundheilung am stdrksten sezerniert wird, in den
spiteren Phasen der Wundheilung dann eine untergeordnete Rolle zu spielen scheint
(Ridiandries et al. 2018). Erneut bestitigen die Ergebnisse dieser Arbeit also die
vorliegende Forschungsliteratur.

Leptin war in erhdhter relativer Konzentration im WStag1 und WSr,g2 vor. Auch hier war
diese im WSrae etwa halb so hoch. Leptin ist ein Zytokin mit einer Vielzahl an
Funktionen. Untersuchungen iiber den Verlauf der Leptinkonzentration in Wunden liegen
nicht vor. Leptin scheint jedoch im Rahmen von akuten Wunden vermehrt sezerniert zu
werden und eine Rolle bei der Wundheilung zu spielen. (Murad et al. 2003)

Insgesamt stimmen die in dieser Arbeit nachgewiesenen Zytokin-Konzentrationen also
mit denen in der Literatur iiberein, insbesondere im Falle des IL-6, IL-8, CCL 2 und CCL
5. In der exemplarischen Untersuchung des WS fanden sich weder an Tag 1 noch an Tag
2 stark erhohte Konzentrationen an TNF- a, welches in bisherigen Arbeiten gefunden
worden war (Henry et al. 2003; Trengove et al. 2000). Allerdings wurden von Trengove
et al. die erhohten Konzentrationen von TNF-a v. a. in chronischen, schlecht heilenden
Wunden nachgewiesen, wihrend in akuten Wunden noch geringe Level zu finden waren.
Da in der vorliegenden Arbeit iatrogene Wunden ohne Hinweis auf
Wundheilungsstorungen untersucht wurden, ist hier eher von einem Wundmilieu wie in
einer akuten Wunde auszugehen. Somit wiren die hohen Level an I1-6 und IL-8 in

Kombination mit der niedrigen Konzentration an TNF- a erklirbar.

4.2 Veranderte Proliferation der Tumorzellen in Abhéngigkeit von der

Wundsekret-Konzentration

Unter Behandlung mit WS ergab sich eine Erhdhung der Zellzahl. Die Proliferation der
Zellen war unter WS-Einfluss also verstarkt. Die grofite Steigerung der Proliferation fand

sich bei einer WS-Konzentration von 30 % bzw. 40 % im Gemisch mit Kulturmedium.

51



DISKUSSION

Segatto et al. konnten zeigen, dass WS in gesunden, nicht entarteten Zellen und auch in
Tumorzellen die Teilungsaktivitit erhhen kann (Segatto et al. 2014). Hierfiir seien die
im WS enthaltenen Zytokine verantwortlich. Im WS des in dieser Arbeit untersuchten
Patienten lagen diese in hoherer Konzentration vor als in den Standard-Kulturmedien. Im

Folgenden sollen die beobachteten Effekte dargestellt und diskutiert werden.

4.2.1 Einfluss von IL-6 auf die Proliferation der Tumorzellen

Unter den im WS enthaltenen Zytokinen wies IL-6 besonders hohe Konzentrationen auf
und wurde in anderen Publikationen bereits als Induktor einer gesteigerten Proliferation
identifiziert. Yadav et al. konnten diesen Effekt bereits bei Head and Neck Squamous
Cell Carcinoma-Tumorzellen (HNSCC) nachweisen (Yadav et al. 2011). Dies scheint
unter anderem an dem direkten Einfluss des IL-6 auf den Januskinasen (JAK)-Signal
Transducer and Activator of Transcription 3 (STAT 3)-Signalweg zu liegen. Hier
bezeichnen Heinrich et al. IL-6 als den potentesten Aktivator (Heinrich et al. 2003). Zwei
IL-6-Molekiile binden an zwei IL-6-Ra-Untereinheiten, worauthin diese beiden an zwei
glycoprotein (gp) 130-Untereinheiten binden und sich somit ein Hexamer bildet. Es gibt
hier zwei Formen der IL-6-Ra-Untereinheit. Zum einen eine membrangebundene Form,
die nur auf wenigen Zellen, v. a. Lymphozyten, vorhanden ist und gp 130 {iber eine cis-
Konfiguration bindet und zum anderen eine 16sliche IL-6 Ra-Untereinheit, welche die gp
130-Proteine iiber eine trans-Konfiguration bindet. Die membrangebundene gp 130-
Untereinheit scheint ubiquitdr vorzuliegen (Heinrich et al. 2003). Die aktivierte gp 130-
Untereinheit induziert die Aktivierung der JAK 1, 2 und Tyrosinkinase (Tyk) 2 durch
Auto- und Transphosphorylierung. Der intrazelluldre Teil, der jetzt phosphoryliert und
damit aktiviert ist, dient als Andockstelle fiir STAT 3. STAT 3 besitzt eine Src Homology
(SH 2)-Doméne, iiber die er nach Aktivierung durch die JAK, Dimerisierung und
Transport in den Zellkern {iber STAT-Importine oder per Diffusion als
Transkriptionsfaktor wirkt. Hierfiir bindet er an Interferon (IFN)-y aktivierte Sequenzen
(GAS) (Ehret et al. 2001). Diese stellen Enhancer dar, die die Genexprimierung des
zugehorigen Gens verstirken konnen. Die Wirkung des STAT 3 setzt 15-60 Minuten nach
Kontakt mit dem Zytokin ein und hilt iber mehrere Stunden an (Subramaniam et al.
2013). Der Transkriptionsfaktor STAT 3 wird aus dem Zellkern durch das STAT 3-

Exportin ausgeschleust, welches allerdings wiederum durch IL-6 gehemmt wird. Durch
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diese Blockade unter IL-6-Einfluss kommt es zu einer Anhdufung von STAT 3 im
Zellkern (Ehret et al. 2001; Taniguchi et al. 2014). Die vermehrte Anzahl von STAT 3-
Proteinen fiihrt zu einer direkten Aktivierung antiapoptotischer Molekiile, zu denen B-
cell Lymphoma 2 (Bcl-2), Survivin und Myeloid Leukemia Cell Differentiation Protein
(Mcl)-1 gehoren. Gleichzeitig wird die Transkription apoptosefordernder Proteine wie
Bax oder Bad gehemmt. Durch Hochregulierung der Cycline D1, D2 und Bl und
Herabregulierung des Cyclin-dependent Kinase (Cdk)-Inhibitors p21 wird der Eintritt in
den und das Durchlaufen des Zellzyklus beschleunigt, wie es Taniguchi et al. in threm
Review darlegen (Taniguchi et al. 2014). Diese Effekte konnten eine weitere Ursache fiir
die vermehrte Proliferation der Zellen sein. Wang et al. konnten im Rahmen ihrer
Untersuchungen des Effektes von WS auf Ovarialzellkarzinomzellen einen
Zusammenhang  zwischen erhdhten  IL-6-Konzentrationen und  vermehrter
Zellproliferation feststellen, der durch den oben dargelegten JAK/STAT 3-Signalweg
erklairbar wire (Wang et al. 2015). Die Literatur liefert also gute mogliche
Erkldrungsansétze fiir die in der vorliegenden Arbeit beobachteten Effekte auf die

Tumorzellproliferation.

4.2.2  Einfluss von IL-8 auf die Proliferation der Tumorzellen

Ein derartiger Effekt konnte auch bei IL-8 nachgewiesen werden, dessen Konzentration
im in dieser Arbeit untersuchten WS an beiden Tagen ebenfalls stark erhoht war. Von IL-
8 wurde eine chemotaktische Aktivitdt, v. a. auf neutrophile Granulozyten, beobachtet,
die im Laufe der Entziindungsphase der Wundheilung von essenzieller Bedeutung ist
(David et al. 2016). IL-8 vermittelt seine Wirkung iiber zwei Rezeptoren, CXC-Motiv-
Chemokinrezeptor (CXCR) 1 und CXCR 2, die auch IL-8-Rezeptor A und B genannt
werden. Beide Rezeptortypen werden v. a. von neutrophilen Granulozyten, Monozyten
und Mastzellen exprimiert. Nach Bindung und Aktivierung des Rezeptors scheint es zu
einer intrazelluldren Aktivierung des Phosphoinositid 3-Kinase (PI3K)-Signalwegs und
der Induzierung der Mitogen-acitvated Protein Kinase (MAPK) zu kommen (Liu et al.
2016). Uber den PI3K/AKT-Signalweg wird die Transkription einiger Proteine induziert,
die eine Reihe von Auswirkungen auf die Zellen haben. Hierzu z&hlt v. a. der Einfluss
auf die Proliferation, welcher offenbar tiber verschiedene Mechanismen vermittelt wird.

Die Glukosenutzung und -aufnahme der Zellen wird verstérkt, indem Glykogensynthase-
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Kinasen (GSK 3 o und ) phosphoryliert und somit inaktiviert werden. Dadurch kénnen
sie ihren inhibierenden Effekt auf die Glykogensynthasen nicht mehr ausiiben und es
kommt zu einer vermehrten Glykogenproduktion und Glukoseaufnahme in die Zelle
(Cheng et al. 2008). Zudem wird ein Hemmer von Mechanistic Target of Rapamycin
(mTOR), Tuberous Sclerosis Complex 2 (TSC 2), gehemmt, was dessen Aktivitdt erhoht.
mTOR ist ein wichtiger Regulator der Protein-Translation. Durch vermehrte Aktivitit
werden Proteine verstérkt produziert, was eine Proliferation der Zellen vereinfacht (Karar
etal. 2011). Des Weiteren bewirkt die Proteinkinase AKT (auch Proteinkinase B genannt)
eine geringere Sensitivitdt von Tumorzellen auf wachstumshemmende Signale, indem es
Cyclin D 1 stabilisiert und p21 und p27 antagonisiert (Cheng et al. 2008). Ein weiterer
Mechanismus, der die Proliferation von Tumorzellen steigern kann, ist die AKT-
vermittelte Apoptose-Verhinderung durch vermehrte Produktion antiapoptotisch
wirksamer Proteine wie Bcl-2 oder Bel-xL (Cheng et al. 2008). AKT scheint auch Nuclear
Factor Kappa-Light-Chain-Enhancer of activated B-cells (NF-kB) zu induzieren, welches
wiederum die Translation pro-proliferativer Proteine verstirkt (Liu et al. 2016). Ein
zusétzlicher Effekt von AKT ist die Aktivititssteigerung der humanen Telomerase
(hTERT), was den natiirlichen Untergang durch Apoptose von Zellen nach Verbrauch der
Telomere verhindert (Cheng et al. 2008). Liu et al. beschreiben in ihrem Review, wie
iiber den MAPK-Signalweg eine Phosphorylierung von Erk 1/2 verursacht wird, welches
eine vermehrte Produktion von proliferationsfordernden Proteinen bewirkt (Cheng et al.
2008; Liu et al. 2016). Einen weiteren mdglichen Mechanismus der
Proliferationssteigerung durch eine Transaktivierung des EGF-Rezeptors beschreiben
Luppi et al.. Uber eine durch IL-8 bewirkte Transaktivierung werde der EGF-Rezeptor
phosphoryliert und kdnne somit seine Downstream-Signalwege in Gang setzen, die in
vermehrter MAPK-Aktivitét resultieren und eine Steigerung der Proliferation bewirken

(Luppi et al. 2007).

4.2.3 Einfluss von CCL 5/RANTES auf die Proliferation der Tumorzellen

Auch CCL 5/RANTES ist ein Enzym, das im untersuchten WS der vorliegenden Arbeit
eine gesteigerte Konzentration aufwies. Wang et al. konnten einen positiven Einfluss auf
die Proliferationsrate von Osteosarkom-Zellen zeigen (Wang et al. 2012). CC-

Chemokinligand 5 (CCL 5) ist ein Botenstoff, der im Rahmen von
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Entziindungsreaktionen eine chemotaktische Wirkung aufweist. Es kommt zur Attraktion
von Entziindungszellen wie neutrophilen Granulozyten oder Makrophagen (Maghazachi
etal. 1996). Die Wirkung von CCL 5/RANTES wird iiber den CCL 5-Rezeptor vermittelt.
Hierbei kommt es offenbar wie bei IL-8 zur Aktivierung von mTOR (Gao et al. 2013)und
des PI3K/Akt-Signalwegs (Huang et al. 2009). mTOR wirkt als Transkriptionsfaktor und
scheint fiir eine gesteigerte Transkription von Cyclin D1, c-Myelocytomatosis (c-Myc)
und Dolichyl-Diphosphooligosaccharide-Protein Glycosyltransferase Subunit 1 (Dad-1)
zu sorgen und somit die Zellproliferation zu steigern (Murooka et al. 2009). In den Zellen
bewirkt mTOR eine vermehrte Glukoseaufnahme, gesteigerte Glykolyse und eine
vermehrte Produktion von Adenosintriphosphat (ATP), wodurch der Energieumsatz der
Zelle gesteigert wird (Edinger et al. 2002; Gao et al. 2013). CCL 5 ist ebenfalls in der
Lage, tliber eine NF-kB-Aktivierung die Transkription proliferationsférdernder Proteine
zu induzieren und kann somit auch direkt pro-proliferativ wirken (Sun 2009), was ein

Erklarungsansatz fiir die Proliferationssteigerung durch das WS sein konnte.

4.2.4 Einfluss von CCL 2/MCP 1 auf die Proliferation der Tumorzellen

Neben den in 4.2.1 — 4.2.3 diskutierten Zytokinen wies auch CCL 2/MCP im WS des
einen in dieser Arbeit untersuchten Patienten eine erhdhte relative Konzentration auf.
CCL 2/MCP 1 ist ein Zytokin, das im Rahmen von Entziindungsprozessen und der
Wundheilung einen chemotaktischen Faktor zur Attraktion von Makrophagen darstellt
(Loberg et al. 2006). Seine Wirkung vermittelt CCL 2/MCP 1 iiber den CCL 2-Rezeptor
CCR 2 (Hao et al. 2020). Ji et al. konnten zeigen, dass CCL 2/MCP 1 {iber den PI3K/Akt-
Signalweg und die vermehrte Exprimierung von proproliferativen Proteinen die
Proliferation von Tumorzellen von Hals und Kopf steigern kann (Ji et al. 2014). Lee et al.
haben eine Steigerung des Zelliiberlebens und der Proliferation durch CCL 2/CMP
beobachtet (Lee et al. 2015). Ahnlich wie CCL 5/RANTES kann CCL 2/MCP 1 den
Regulationsfaktor mTOR aktivieren und dessen Wirkung als Transkriptionsfaktor, wie in
4.2.3 beschrieben, vermitteln (Murooka et al. 2009). AuBerdem konnte eine
Heraufregulierung von Survivin, einem apoptosehemmenden Protein, und eine
Herabregulierung der Autophagosom-Bildung beobachtet werden, was ein vermehrtes
Zelliiberleben bewirkte (Lee et al. 2015). All diese Beobachtungen stimmen somit mit

den in dieser Arbeit beschriebenen Ergebnissen iiberein.
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4.2.5 Einfluss von Leptin auf die Proliferation der Tumorzellen

Leptin wurde im WS in erhohter relativer Konzentration nachgewiesen. Leptin ist ein
vielseitiges Zytokin, dessen Rezeptoren sowohl zentral als auch im peripheren Gewebe
vorkommen. Seine Hauptwirkung liegt im Bereich der Energichomdostase und der
Appetitregulation, wie Kelesidis et al. in ihrem Review erldutern (Kelesidis et al. 2010).
Es konnte jedoch gezeigt werden, dass Leptin zudem eine wichtige Rolle in der
Wundheilung zukommt, indem es Fibroblasten und die Angiogenese stimuliert und die
Zellproliferation steigert (Murad et al. 2003; Tokuyama-Toda et al. 2016). Seine Wirkung
vermittelt Leptin iiber den Leptinrezeptor, der wiederum mehrere intrazelluldre
Signalwege in Gang setzen kann. Die zwei wichtigsten Signalwege scheinen hier der
JAK-STAT- und der PI3K-MAPK-Akt-Weg zu sein, die iiber Apoptosehemmung und
vermehrte Expression von pro-proliferativen Proteinen eine Steigerung der
Zellproliferation bewirken konnen (Kelesidis et al. 2010). Diese wurden unter 4.2.1 und

4.2.2 bereits diskutiert.

4.3 Induktion einer Chemoresistenz der Tumorzellen gegentiber

Cisplatin durch Wundsekret

In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe konnte unter Behandlung mit WS keine vermehrte
Resistenz von Tumorzellen gegen das Standard-Chemotherapeutikum Paclitaxel
nachgewiesen werden (Scherzed et al. 2011). In der vorliegenden Arbeit sollte nun die
Auswirkung des WS auf die Sensibilitit gegeniiber dem Chemotherapeutikum Cisplatin,
das ebenfalls zu den Standardschemata gehort, getestet werden. Unter Behandlung mit
WS ergab sich bei den vorliegenden Tumorzellen unter anschlieBender Behandlung mit
Cisplatin bei lokal wirksamen Konzentrationen von 40 — 60 umol keine statistisch
signifikant groBere Vitalitdt als bei Zellen, die nicht mit WS behandelt worden waren.

Zunichst sollen in diesem Kapitel der Wirkmechanismus von Cisplatin erldutert und im
Anschluss verschiedene Mechanismen der Resistenzbildung gegeniiber Cisplatin

diskutiert werden (Hsu et al. 2010; Kaufhold et al. 2014; Wheelock et al. 2008).
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4.3.1 Cisplatin und seine Wirkweise

Cisplatin ist ein Zytostatikum und Standardtherapeutikum in der Therapie von HNSCC-
Tumoren, welches seine Wirkung hauptsichlich tliber die Auslosung einer Apoptose von
Zellen sich schnell teilender Zellen ausiibt, wie Dasari et al. es in ihrem Review
beschreiben (Dasari et al. 2014). Nach intravendser Verabreichung diffundiert es passiv
iiber die Zellmembran und bildet dort reaktive Komplexe in Form von Aquaplatin-
Komplexen. Diese konnen nun kovalent an beliebige Basen der DNA binden, Cisplatin-
DNA-Addukte bilden und zu Quervernetzungen des DNA-Stranges fithren und die
Zellteilung hemmen (Ott et al. 2006). Die Aktivierung der Apoptose erfolgt anschlieBend
auf verschiedenen Wegen. So konnen die DNA-Quervernetzungen zu Verdrehungen und
Verformungen fiihren, welche verschiedene intrazelluldre Proteine wie p53 oder MAPK
aktivieren und iiber verschiedene Signalwege letztlich eine Apoptose der Zelle auslosen
(Siddik 2003). Weitere Wirkmechanismen von Cisplatin sind direkter oxidativer Stress
durch vermehrte Bildung von reaktiven Sauerstoffradikalen unter Cisplatin-Einfluss, die
wiederum tiber DNA-Schidigung eine Apoptoseeinleitung bewirken konnen (Dasari et
al. 2014) oder ein von Pabla et al. beschriebener Zellzyklusarrest, der die Zellvermehrung

verhindert (Pabla et al. 2008).

4.3.2 Mechanismen der Resistenzentwicklung gegen Cisplatin

Im WS, das in der vorliegenden Arbeit untersucht wurde, sind u. a. IL-6, IL-8, CCL
2/MCP 1, CCL 5/RANTES, Leptin und EGF in hohen relativen Konzentrationen
vorhanden. In der PCR konnte eine signifikant gesteigerte Expression von Snail 1 und
Snail 2 in HLaC78-Zellen nachgewiesen werden. Snail 1 ist ein Signalprotein mit
Zinkfinger-Doméne und wird durch verschiedene Transkriptionsfaktoren reguliert
(Kaufhold et al. 2014). Es wird u. a. direkt durch STAT 3 aktiviert, welches wiederum
durch mehrere Zytokine aktiviert werden kann. Somit kdnnte es diese Wirkung auf die
Tumorzellen in vitro vermitteln. Wie in 4.2.1 beschrieben ist STAT 3 ein
Transkriptionsfaktor, der die Transkription verschiedener Proteine reguliert. Zum einen
verstirkt STAT 3 direkt die Transkription von Snail 1, zum anderen aktiviert es auch den
Transkriptionsfaktor NF-«kB, der seinerseits einen Snail 1-Promoter bindet und dessen

Aktivierung bewirkt (Yu et al. 2009). In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte eine
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starke Induktion der STAT 3-Expression nachgewiesen worden, die u. a. auf eine starke
IL-6-Konzentration im WS zuriickzufiithren sein konnte, durch die es wohl iliber eine
starke Aktivierung von Snail 1 zur STAT 3-Induktion kommt (Scherzad et al. 2019).
Zusitzlich wird NF-kB wohl auch durch das im in der vorliegenden Arbeit untersuchten
WS in erhohter Konzentration vorliegende CCL 5/RANTES aktiviert (Hsu et al. 2010).
Dies wird tiber den PI3K/Akt-Signalweg vermittelt (Sun 2009). Hsu et al. beschreiben,
dass Snail 1 nun das DNA-Reparatur-Protein Excision Repair Cross Complementation
Group 1 (ERCC 1) iiber Bindung an dessen Promoter induziert. ERCC scheint in der Lage
zu sein, Platin-induzierte DNA-Addukte tiber Nukleotid-Exzision wieder zu entfernen.
Diese Addukte 16sen offenbar in Zellen ohne ERCC-Aktivitit eine Apoptose aus und
sorgen somit fiir das Absterben der Zelle, wobei der genaue Mechanismus der ERCC-
Wirkung noch nicht verstanden ist. Unter ERCC-Aktivitét kann es zu einer verminderten
Rate an Apoptosen unter den Tumorzellen kommen, was eine Erklarung fiir die
verminderte Wirkung von Cisplatin gegeniiber Zellen sein kann, die zuvor mit WS
behandelt worden waren (Hsu et al. 2010). In Ovarialzellkarzinom-Zelllinien konnten
Haslehurst et al. eine Korrelation einer erhéhten Snail 1- und Snail 2-Expression mit einer
Cisplatin-Resistenz nachweisen (Haslehurst et al. 2012). Kurrey et al. konnten belegen,
dass erhohtes Snail 1 und Snail 2 in Ovarialzellkarzinom-Zellen zur Induktion einer
Chemoresistenz flihrte, indem eine p53-vermittelte Apoptose verhindert wurde (Kurrey
et al. 2009).

Es gibt weitere Faktoren, die fiir das schlechtere Ansprechen auf Cisplatin verantwortlich
sein konnten. Die bereits zuvor beschriebene Hemmung der Apoptosen durch die im WS
enthaltenen Zytokine konnte auch die durch Cisplatin induzierten Apoptosen verhindern.
So sorgt IL-6 laut Guo et al. und Taniguchi et al. fiir eine direkte Aktivierung
antiapoptotischer Molekiile wie Bcl-2, Survivin und Mcl-1 und gleichzeitig fiir die
Hemmung der Transkription Apoptose-auslosender Proteine wie Bax oder Bad, was mit
einer vermehrten Chemoresistenz, u. a. auch gegen Cisplatin in Verbindung gebracht
werden konnte (Guo et al. 2012; Taniguchi et al. 2014). Ebenso bewirkt wohl auch STAT
3 eine Induktion der Transkription von Apoptosehemmern wie Bcl-2, Survivin, Mcl-1
und X-linked Inhibitor of Apoptosis Protein (XIAP) und eine Hemmung der
Transkription von Apoptose-auslosenden Proteinen wie Bax und Bad (Taniguchi et al.

2014). Hier ist auch ein weiterer potenzieller Angriffsort des STAT 3 besonders wichtig.
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STAT 3 scheint direkt am p53-Promoter dessen Transkriptionsrate zu hemmen kann
somit dessen Apoptose-auslosende Wirkung unterbinden (Niu et al. 2005). In
Osophagealen Plattenepithelkarzinom-Zelllinien konnte eine IL-6-induzierte Resistenz
gegeniiber Cisplatin iiber die STAT 3-, PI3K-Akt- und Ras-MEK-Signalwege iiber die
vermehrte Expression antiapoptotischer Proteine gezeigt werden (Suchi et al. 2011). CCL
2/MCP 1 nimmt anscheinend iiber den PI3K-Akt-Snail-Pfadweg ebenfalls auf das
Apoptose-System Einfluss. So konnten Ji et al. zeigen, dass es in HNSCC-Tumorzellen
zu einer Heraufregulierung von Survivin und einer Herabregulierung der Autophagosom-
Bildung kommt (Ji et al. 2014).

Leptin scheint iiber die oben beschriebenen JAK/STAT 3- und PI3k-Akt-Signalweg
ebenfalls eine direkte antiapoptotische Wirkung iiber die Induktion apoptosehemmender
Proteine und iiber die Aktivierung von NF-kB zu entfalten (Gorrab et al. 2021). In
Mammakarzinomzelllinien konnte eine reduzierte zytotoxische Wirkung von Cisplatin
unter Leptinbehandlung nachgewiesen werden, die von McGlothen et al. u.a. auf den
JAK/STAT 3-Signalweg zuriickgefiihrt wurde (McGlothen et al. 2011).

All diese Mechanismen konnten die Apoptoserate in den Zellen und somit auch die
Wirkung des Cisplatins reduzieren, welches iiber die Induktion einer Apoptose seine
Wirkung ausiibt.

In der vorliegenden Arbeit konnte lediglich in HlaC78-Zellen eine verminderte
Effektivitdt der zytotoxischen Wirkung von Cisplatin auf die Tumorzellen unter WS-
Behandlung in bestimmen Konzentrationen gezeigt werden. Eine mdgliche Ursache
hierfiir konnte die geringe Versuchszahl sein. Die Ergebnisse wiesen eine grof3e
Spannbreite auf. Die statistisch signifikant erhdhte Expression von Snail 2 spricht jedoch
fiir eine ablaufende Entwicklung einer Chemoresistenz. Hier wiren weitergehende
Untersuchungen moglich, um bspw. ldngere Zeitrdume der WS-Behandlung zu
erforschen oder die Versuche mit hoherer Versuchszahl zu wiederholen, um eine

mogliche Resistenzentwicklung gegen Cisplatin festzustellen.

4.4 Auswirkungen des Wundsekrets auf den Zellzyklus der

Tumorzellen

Die Phasenverteilung des Zellzyklus bei Tumorzellen, die mit WS behandelt worden

waren, wies in den durchgefiihrten Untersuchungen keinen signifikanten Unterschied zu
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den Tumorzellen auf, die nicht mit WS behandelt worden waren. Zudem wiesen die
beiden Tumorzelllinien unterschiedliche Tendenzen auf. HLaC78-Zellen zeigten nach 24
Stunden Behandlung sowohl mit WStag1 als auch mit WS rae einen Anstieg des Anteils
der Zellen in der Gl-Phase und Abnahme des G2/M-Phasen-Anteils gegeniiber
unbehandelten Zellen. Nach 24 Stunden Behandlung mit sowohl mit WStag1 als auch mit
WSrtag2 lag der Anteil von FaDu-Zellen in der G1-Phase unter dem Anteil bei Zellen ohne
Behandlung. Die G2/M-Phase hatte jeweils einen hoheren Anteil als unter den
unbehandelten Zellen. Wie in 4.3.2 beschrieben konnen sowohl IL-6, IL-8 und CCL 2,
als auch CCL 5 und Leptin die Transkription von proproliferativen Proteinen steigern
(Bromberg et al. 1999; Gao et al. 2013; Gorrab et al. 2021; Liu et al. 2016). Zu diesen
gehdren unter anderem die Cycline D1 und D2 (Liu et al. 2016; Vega et al. 2004), welche
eine Schliisselrolle im Progress des Zellzyklus von der G1- zur S-Phase spielen und
diesen beschleunigen. Gleichzeitig konnte von Snail 1 ein hemmender Effekt auf Cyclin
D2 nachgewiesen werden, wodurch Snail einen Zellzyklus-Arrest in der Gl-Phase
induzieren kann (Vega et al. 2004). Snail 1 kann u. a. durch IL-6 induziert werden (Huang
et al. 2009), wodurch IL-6 sowohl einen hemmenden als auch einen férdernden Einfluss
auf die G1-S-Phasen-Progression aufweist. Dies konnte ein Erkldrungsansatz fiir die

kaum verdnderten Zusammensetzungen der Phasen des Zellzyklus sein.

4.5 Verstéirkte Migration der Tumorzellen in die Umgebung nach

Wundsekret-Behandlung

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Tumorzellen beider Zelllinien
in vitro unter Behandlung mit WS im Spheroid-Modell stirker aus dem zentralen
Zellhaufen in die Umgebung auswuchsen. Es kam zu einer starken VergroBerung des
Abstandes zum Ausgangspunkt. Die Zellen wiesen also eine stirkere Motilitdt auf als
unbehandelte Zellen. Dies konnte mit einer vermehrten Invasivitit und Mobilitét der
Zellen begriindet werden, welche sich durch die im WS enthaltenen Zytokine erkldren
lassen kann. Durch eine verminderte Exprimierung von E-Cadherin und vermehrte
Exprimierung von N-Cadherin und Vimentin scheinen die Zellen die starren
Verbindungen untereinander zu verlieren, die einen epithelialen Zellverbund ausmachen
(Leggett et al. 2016). Somit konnen sie besser in die Umgebung wandern. Laut Wheelock

kann bereits eine geringe Steigerung der N-Cadherin-Exprimierung eine gesteigerte
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Motilitdt verursachen, auch wenn E-Cadherin noch nicht signifikant erniedrigt ist
(Wheelock et al. 2008). Es konnte bereits gezeigt werden, dass eine erhohte Expression
von N-Cadherin in Tumorzellen aus nasopharyngealen Plattenepithelkarzinomen mit
einer erhohten Rate an lokaler Metastasierung in Lymphknoten und mit einer
schlechteren Prognose der betroffenen Patientinnen und Patienten korreliert (Sun et al.
2017). Ahnliche Ergebnisse wurden auch im Falle von Plattenepithelkarzinomen der
Zervix gefunden (Jiang et al. 2019).

Zusitzliche Erkldrungsansitze fiir eine verstirkte Invasivitit und ein Einwachsen der
Zellen in die Umgebung konnten weitere Wirkungen der im WS enthaltenen Zytokine
sein. Hierbei spielen v. a. IL-6, CCL 2/MCP 1, CCL 5/RANTES und Leptin eine Rolle,
die im Dotblot des WS Tagiund WS tae in stark erhohter relativer Konzentration
nachgewiesen werden konnten.

So konnten Ling et al. zeigen, dass CCL 2/MCP 1 die Zellmotilitit in
Plattenepithelkarzinomen der Mundhohle verstdrkt und somit deren lokale Invasivitit
erh6hen kann (Ling et al. 2019). Eine weitere Studie ergab, dass CCL 2/MCP 1 iiber eine
Aktivierung des ERK 1/2-MMP 2/9-Signalwegs in Tumorzellen von Kopf und Hals eine
gesteigerte Zellinvasivitdt bewirken kann und die gesteigerte Aktivitit des CCL 2 mit
einer verschlechterten Prognose der Patientinnen und Patienten einhergeht. Yang et al.
erkldren, dass die Matrix-Metalloproteasen fiir den Abbau der Extrazelluldrmatrix
verantwortlich sind und den Tumorzellen so erlauben, sich stirker in die Umgebung
auszubreiten (Yang et al. 2016). In Prostatakarzinomzellen wurde eine vermehrte
Motilitdt beobachtet, die durch CCL 2/MCP 1 induziert wird. So kommt es offenbar zu
einer Induktion der ras Homolog Gene Family Member ¢ (RhoC)-GTPase, die
Zellinvasion und gerichtete Zellmobilitdit fordern kann, indem es eine Aktin-
Umorganisierung und die Bildung von Filopodien bewirkt (van Golen et al. 2008).
Auch von CCL 5/RANTES wurde beobachtet, dass es iiber den PI3K-Signalweg die
Invasivitiat und Proliferation von Zellen erhohen kann, indem es NF-kB aktiviert und
Integrine hochreguliert, was die Tumormigration zu vereinfachen scheint. Es kommt zu
einer Ausbildung einer Zellpolarisation, die Tumorzellen beginnen eine vermehrte
Aktinproliferation und F-Aktin-Formation. Schlussendlich wird die Zellmigration
offenbar direkt durch eine Actinomyosin-Kontraktion und gleichzeitiges Nachziehen des

hinteren Zellendes ermdglicht (Aldinucci et al. 2014).
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Durch CCL 5 kann es ebenfalls zu einer vermehrten Sekretion der Matrix-
Metalloproteasen MMP 2 und 9 kommen, wodurch die Féahigkeit zur Degeneration der
Extrazelluldrmatrix verbessert werden konnte In Lungenkarzinom-Zelllinien konnte eine
gesteigerte Migrationsfahigkeit der Zellen unter CCL 5-Wirkung nachgewiesen werden
(Huang et al. 2009).

IL-6, das unter den getesteten Zytokinen im WS in der groften Konzentration
nachgewiesen wurde, ist iiber den JAK-STAT 3-Signalweg in der Lage, die Transkription
der MMP 2, 7 und 9 zu aktivieren und so wie oben beschrieben eine Invasion in die
umgebende Extrazellulirmatrix zu ermdglichen. In Melanomzellen beispielsweise
konnte eine Induktion einer Metastasierungsfahigkeit iiber diese vermehrte MMP-
Transkription nachgewiesen werden (Xie et al. 2004).

Dem Zytokin Leptin konnte ebenfalls eine Steigerung der Migrationsfdhigkeit von
Tumorzellen nachgewiesen werden. Gorrab et al. beschrieben den JAK/STAT 3-
Signalweg als mdglichen  Ausloser der vermehrten  Migration  von

Prostatakarzinomzelllinien nach Leptinbehandlung (Gorrab et al. 2021).

4.6 Induktion einer epithelial-mesenchymalen Transition in

Tumorzellen durch Wundsekret

Zur Untersuchung einer mdglichen Induktion einer EMT wurden PCR und
lichtmikroskopische Bilder verwendet.

In der PCR wurde in der vorliegenden Arbeit die Transkription verschiedener Proteine
untersucht, die im Laufe einer EMT unterschiedlich stark exprimiert werden. Es wurden
einerseits Proteine ausgewihlt, die im Laufe mdglicher Signalwege im Rahmen der EMT
aktiviert werden, und andererseits Proteine, welche am Anfang und am Ende dieser
Signalkaskaden stehen und charakteristische Ausgangs- und Endpunkte einer EMT
darstellen konnen, ndmlich charakteristische mesenchymale und epitheliale Marker
(Scanlon et al. 2013). Als Proteine der involvierten Signalwege wurden Snail 1 und Twist
ausgewdhlt. Diese beiden Signalproteine sind Teil des JAK/STAT 3-Signalwegs, einem
der wichtigsten Signalwege im Prozess der EMT, der bereits fiir HNSCC-Tumoren
beschrieben wurde (Yadav et al. 2011). Als Marker des epithelialen Zellstatus wurde E-
Cadherin ausgewdhlt, als mesenchymale Marker N-Cadherin und Vimentin. Diese

gehoren zu den wichtigsten eine EMT definierenden Markern (Kalluri et al. 2009). Bei
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Betrachtung dieser Marker nach Behandlung mit WS fillt auf, dass es zu einer vermehrten
Exprimierung v. a. von Snail 1 und des mesenchymalen Markers Vimentin kommt,
wohingegen der epitheliale Marker E-Cadherin vermindert exprimiert wird. Fiir diese
Verdnderung gibt es in der Literatur mehrere Erkldrungsansétze, die im Folgenden

erortert werden.

4.6.1 Einfluss von IL-6 auf die Induktion einer EMT in Tumorzellen

IL-6 lag sowohl im WStag; als auch im WSrag in stark erhohter Konzentration vor. In der
PCR konnte eine starke Zunahme von Vimentin und N-Cadherin bei gleichzeitig
reduzierter Exprimierung von E-Cadherin nachgewiesen werden. Dieser Prozess wird
Cadherin-Switch genannt und ist einer der wichtigsten und ersten Schritte der EMT (Loh
et al. 2019). Wie von Yu et al. untersucht, ist ein moglicher Grund hierfiir die
Hochregulierung des STAT 3-Signalwegs iiber IL-6. Uber diesen werden verschiedene
Signalwege in Gang gesetzt, in denen Snail und Twist eine wichtige Rolle spielen. STAT
3 interagiert mit dem NF-kB-Transkriptionsfaktor und kann diesen dauerhaft aktivieren.
Laut Yu et al. kann NF-xB an einen Snail 1-Promoter binden, wodurch offenbar dessen
Transkription hochreguliert wird (Yu et al. 2009).

Snail 1 ist ein Protein der Snail-Gruppe, die ihre Effekte als Transkriptionsfaktoren tiber
Zinkfinger-Domédnen vermitteln. Es scheint eine essenzielle Rolle im Prozess der EMT
zu spielen. So bewirkt es anscheinend eine starke Unterdriickung der E-Cadherin- und
Claudin-Transkription, zweier wichtiger epithelialer Marker, die fiir Zell-Zell-
Verbindungen verantwortlich sind (Kauthold et al. 2014; Wheelock et al. 2008). E-
Cadherin ist ein Transmembran-Glykoprotein zur Calcium-abhéngigen Zell-Zell-
Adhésion. Bei normalem Vorhandensein und normaler Funktion sorgt es fiir eine
geringere Invasivitit und Migration von Zellen und stéirkt die Stabilitdt des Zellverbundes,
so erkldren es van Roy et al. in ihrem Review (van Roy et al. 2008). Ein Verlust des E-
Cadherin kann somit eine vermehrte Invasivitéit verursachen und korreliert tiberdies mit
reduzierten Uberlebensraten bei Tumorpatientinnen und -Patienten mit HNSCC-
Tumoren (Gao et al. 2016). Es konnte durch Yokoyama et al. gezeigt werden, dass in
Mundboden-Karzinomen Snail 1 und E-Cadherin invers miteinander und gesteigerte
Level an Snail 1 mit einer hoheren Aggressivitit und Invasivitit des Tumors korrelieren

(Yin et al. 2001).
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Zusitzlich induziert Snail 1 wohl die Expression von mesenchymalen Markern wie
Vimentin und N-Cadherin (Cano et al. 2000). Vimentin ist ein Intermedidrfilament in
mesenchymalen Zellen, weshalb sein Vorkommen fiir die Entwicklung eines
mesenchymalen Phénotyps spricht (Yang et al. 2008). Auch eine Hochregulierung von
Vimentin korreliert mit einer schlechteren Prognose bei Tumorpatientinnen und -
Patienten, denn sie kann eine erhohte Migration und vermehrte Invasivitit der
Tumorzellen bewirken (Lang et al. 2002). N-Cadherin ist ein Transmembran-
Glykoprotein in mesenchymalen Zellen, welches eine wichtige Rolle in der Zell-Zell-
Adhision, Migration und Invasion von Tumorzellen spielt und neben E-Cadherin als ein
wichtiger Marker der EMT gilt (Loh et al. 2019). Vermehrte N-Cadherin-Expression
kann eine beschleunigte Migration und Invasion der Tumorzellen bewirken. Dies
resultiert scheinbar aus der Féhigkeit des N-Cadherins, an Stromazellen zu binden und
somit den Kontakt zu umgebenden nicht-tumordsen Zellen herzustellen, wie Christofori
in seinem Review beschreibt (Christofori 2006). Zudem kommt es zu einer Aktivierung
von Co-Repressoren wie ZEB-1, welche die Transkription von E-Cadherin weiter
reprimieren und eine vermehrte Invasivitét der Zellen verursachen kénnen (Comijn et al.
2001). Ein weiterer Erkldrungsansatz fiir die Herabregulierung von E-Cadherin ist der
Twist-Signalweg, der u. a. durch STAT 3 in Gang gesetzt wird und in
Mammakarzinomzelllinien beobachtet wurde (Vesuna et al. 2008). Von Twist konnte
gezeigt werden, dass dieser Transkriptionsfaktor tiber Bindung an den E-Cadherin-
Promoter einen Verlust von E-Cadherin bewirken und gleichzeitig mesenchymale Marker
wie Vimentin und N-Cadherin induzieren und somit die Zellmotilitit erhhen kann (Yang
etal. 2004). In der vorliegenden Arbeit war allerdings keine erhohte Expression von Twist
nachweisbar, sodass dieser Signalweg fiir die beobachteten Effekte nicht verantwortlich

sein dirfte.

4.6.2 Einfluss von CCL 2/MCP 1 auf die Induktion einer EMT in

Tumorzellen

CCL 2/MCP 1 lag sowohl im WS, als auch im WSt in erhohten Konzentrationen
vor. In einer Studie konnte von CCL 2/MCP 1 gezeigt werden, dass es iiber den
PI3K/AKT/Snail-Pfadweg einen EMT-dhnlichen Phénotyp induzieren kann, indem es E-
Cadherin reprimiert und die Vimentin-Transkription induziert (Ling et al. 2019). Unter
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Knockdown von MCP 1 wurde der Prozess der EMT blockiert. CCL 2/MCP 1 wirkt somit
synergistisch mit IL-6 in Richtung einer EMT. In Plattenepithelkarzinomen von Kopfund
Hals wurde eine vermehrte Metastasierungsfdahigkeit unter MCP 1-Einwirkung
nachgewiesen, die mit einer schlechteren Prognose einhergeht (Lee et al. 2015). Als
weiterer Wirkmechanismus von MCP 1 wurde durch Lee et al. eine Aktivierung des
bereits beschriebenen Transkriptionsfaktors Snail 1 beobachtet, welche zu einer EMT-
artigen Verdnderung fithren kann. Es kam offenbar zu einer Hochregulierung von
Fibronektin und einer Reprimierung des epithelialen Markers E-Cadherin. Ebenfalls kam
es zu einer Aktivierung von STAT 3, was iiber denselben Signalweg eine weitere
Induktion einer EMT bewirken kann (Lee et al. 2012; Lee et al. 2015). Ein weiterer
Hinweis auf eine durch MCP 1 induzierte EMT ist im Rahmen der Behandlung von
Prostatakarzinomzellen aufgefallen. Es kam hier anscheinend zu einer Aktivierung der
Ras-related C3 Botulinum Toxin Substrate 1(Rac)-GTPase, welche morphologische
Verdnderungen der Zellen bewirkt und zur Ausbildung von Pseudopodien fiihren kann.
Diese Effekte ermdglichen es den Zellen zusétzlich, per Diapedese durch das Endothel
zu wandern und somit nach Anschluss an das Lymph- bzw. Blutsystem im Organ der
Metastasierung durch das Endothel auszuwandern (van Golen et al. 2008). Somit wéren
diese Signalwege ein weiterer mdglicher Ansatz, die in dieser Arbeit nachgewiesene
signifikant verminderte Exprimierung von E-Cadherin und vermehrte Expression von

Vimentin zu erkliren.

4.6.3 Einfluss von IL-8 auf die Induktion einer EMT in Tumorzellen

Auch IL-8 lag im WS jeweils in erhohten Konzentrationen vor. IL-8 iibt seinen Einfluss
auf die Entstehung einer EMT v. a. iiber den PI3K/Akt-Signalweg aus (Li et al. 2012). So
kann Akt eine Aktivierung von Snail bewirken, welches die Exprimierung von E-
Cadherin reprimieren und die Exprimierung von Vimentin verstirken kann. Somit
bewirkte IL-8 in bisherigen Versuchen einen partiellen Wandel vom epithelialen zum
mesenchymalen Status, was als EMT-artiger Prozess beschrieben wurde (Leroy und
Mostov 2007). Des Weiteren zeigte sich laut Cheng et al. in Untersuchungen eine
vermehrte Induktion eines mesenchymalen Phinotyps in Tumorzellen (Cheng et al. 2014;
Grille et al. 2003). Insgesamt ist IL-8 ein mdglicher unterstiitzender Faktor zur Erklérung

der gefundenen signifikanten E-Cadherin-Suppression und Vimentin-Induktion.

65



DISKUSSION

4.6.4 Einfluss von CCL 5/RANTES auf die Induktion einer EMT in

Tumorzellen

Neben den in 4.2.3 beschriebenen Effekten des im WS erhohten CCL 5 spielt es auch
eine wichtige Rolle in der Entstehung einer EMT. So wurde in Lungenkarzinomzellen
eine Aktivierung des ERK-Signalwegs iiber den CCR 4-Rezeptor beschrieben. Es kam
zu einer bereits beschriebenen Verminderung von E-Cadherin, wihrend die
mesenchymalen Marker N-Cadherin und Vimentin unter CCL 5-Einfluss eine verringerte
Expression aufwiesen. Somit ist CCL 5 augenscheinlich in der Lage, eine EMT-artige
Veridnderung einzuleiten (Zhong et al. 2019). Auch in kolorektalen Karzinomzelllinien
konnte eine Verstirkung der Metastasierungsneigung durch Aktivierung des CCR 4-
Rezeptors beschrieben werden, die scheinbar ebenfalls iiber den ERK/NF-kB-Signalweg
vermittelt wird (Ou et al. 2016). Somit liefert auch das erhdhte CCL 5 einen mdglichen

Erklarungsansatz fiir die verédnderte Protein-Transkription im Sinne einer EMT.

4.6.5 Einfluss von Leptin auf die Induktion einer EMT in Tumorzellen

Wie in 4.2.5 dargelegt scheint Leptin in der Lage zu sein, nach Bindung an den
Leptinrezeptor intrazelluldr den JAK/STAT 3- und PI3K/Akt-Signalweg zu aktivieren
(Kelesidis et al. 2010; Wei et al. 2016). Die Effekte des JAK/STAT 3-Signalwegs wurden
in 4.6.1 diskutiert. Uber PI3K kommt es zu einer Aktivierung von Akt und hieriiber einer
Induktion von NF-kB. NF-kB wiederum ist in der Lage, die Transkription von Snail 1 zu
induzieren und somit die Transkription von mesenchymalen Proteinen wie Vimentin und
N-Cadherin zu aktivieren und gleichzeitig die Transkription von epithelialen Proteinen
wie E-Cadherin zu hemmen. Somit scheint Leptin dazu beizutragen, einen
mesenchymalen Phénotyp im Sinne einer EMT auszuldsen (Olea-Flores et al. 2020; Wei

et al. 2016).

4.6.6  Auslosung eines Phianotyp-Switchs in Tumorzellen durch WS

Lichtmikroskopisch zeigte sich ein Wandel des Phinotyps von eher epithelartig
angeordneten Zellen mit dichten Zell-Zell-Kontakten hin zu einem eigensténdigen, eher
spindelférmigen Aspekt mit unregelméfBiger Form. Dies sind typische Entwicklungen im

Rahmen eciner EMT, die bereits vorbeschrieben sind und mit einem Verlust von E-
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Cadherin und einem Zugewinn von N-Cadherin und Vimentin verbunden sind (Leggett
et al. 2016). So kann es zur Losung der Zellen aus dem epithelialen Verband und einer
Auswanderung in die Umgebung kommen (Leggett et al. 2016; Scanlon et al. 2013;
Shibue et al. 2017). Diese Effekte werden anscheinend direkt durch die EMT-bedingten
Verdnderungen der Oberflaichenmarker verursacht (Scanlon et al. 2013). Zusétzlich
induzierten einige der im WS vorhandenen Zytokine direkt einen Wandel des Phénotyps.
So konnte MCP 1 mit der Induktion eines spindelférmigeren Phéanotyps in HNSCC-
Tumorzellen in Verbindung gebracht werden, der typisch flir die Verdnderungen im
Rahmen einer EMT ist (Lee et al. 2015). Ebenso konnte von IL-8 gezeigt werden, dass
es Uber den PI3K/Akt-Signalweg iiber die Induktion einer EMT einen Wandel von
epithelialem Phénotyp mit oben beschriebenen Eigenschaften hin zu einem
spindelférmigen mesenchymalen Phénotyp induzieren kann (Cheng et al. 2014; Grille et
al. 2003). Auch Leptin triagt offenbar, wie in 4.6.5 beschrieben, zu dem Phénotyp-Switch

von epithelialem zu mesenchymalem Status bei (Olea-Flores et al. 2020).

4.6.7 Schlussfolgerung EMT

Es kam zu einer vermehrten Exprimierung einiger EMT-typischer Marker wie u. a. Snail
1. Zudem begann der fiir eine EMT typische Switch der Oberflichenmarker von
epithelialen Markern zu mesenchymalen Markern. Dieser Vorgang war allerdings zum
Zeitpunkt der Untersuchung 24 Stunden nach Behandlung mit WS noch nicht
abgeschlossen, sondern erst eingeleitet, sodass nicht von einer EMT, sondern von einer
EMT-artigen Veranderung der Zellen im Sinne einer partial EMT (pEMT) gesprochen
werden kann, wie es Pastushenko et al. vorschlagen (Pastushenko et al. 2019).
Morphologisch konnten diese Verdnderungen bestdtigt werden. Die typische basal-
apikale Zellpolaritit in einem engen Zellverbund und die engen Zell-Zellkontakte wichen
einer eigenstindigen, unregelmiBigen Anordnung der Zellen, die einen fiir den
mesenchymalen Phénotyp typischen spindelformigen Aspekt mit unregelméBiger Form
und anterior-posteriorer Polaritit aufwiesen, wie es laut Klymkowsky et al
typischerweise stattfindet (Klymkowsky et al. 2009; Leroy et al. 2007).

Insgesamt ldsst sich unter Zusammenschau der Ergebnisse aus PCR und morphologischer
Untersuchung der Tumorzellen der Schluss ziehen, dass durch das WS ein EMT-artiger

Prozess in Gang gesetzt wurde.
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In weiteren Untersuchungen wire hier die Analyse von anderen epithelialen und
mesenchymalen Markern moglich. AuBlerdem wire eine langere Behandlungsdauer mit
WS denkbar.

In Abbildung 4.1 findet sich eine graphische Darstellung der in dieser Arbeit

beschriebenen Signalwege.

68



DISKUSSION

1-ped
2AN-0
aurpk)

UIAIAING

TX-PE
g

A

1.00¥4

[ ]l [ ] | 1 I | - 1
[[| 1oworg-gwN_ | [reoworg-utiaype)-N| vaa [jowoig-utegpe)-F| | [ejowoig-unuamiAf vaa [1jowoid-1 D[ [@owoid-1-g97| |
L | L | L 6 | L I 1 1

f Sun.orunyy

r Sunuwuagy Sunoany_ gun,

w dVIX
Ul T-PN

ISIM] i urAlamg gcd
Lt T

|

i ]
__b.oEoi.a_E _

] I ]
wEoEEm.qum_ |1210woI - AN| vNa
L L J

A

+ [»I\l Bun.arauyy L

ke,

Bunaarayy }

Sunuuuapy *
g¢ pun i
nE NSO /1 OSL [ St H:\4

! M t !

Sunaayy MU Bunaarayy Sunaranyy
/ 7 N p N
JdVIN Jeld

Sun.ouuyy purg

A
|

uosNJId  URIQUIDUIWIdN[PZ _Eﬁcn_E.bﬂrm
N D)

r N
[ mmodxar-vLs ||
C J

Meld M€ld Meld TIAVL _ 13Vl _ TYAL
R ), A =/ \s 2/ AL L \ v,
URIqUIdW[Z ueiq PZ URIqUIDW[P7Z _

s ) 3 N s N f\ N e By s 2 A

o o . b : ’ e e
A8 Y-8~ 11 -7 40D B e) J-undag y-undag 4n-0€143 | An-0¢1d3
AL J \ J 8 J A D \ A J
e ™ & B e N - N I 3 N N\

y . SAINVYI I dOIN d d an qn

8 L 1$7100 27100 PR el 0911 | 04911

s P, \¢ Y, N P \s Y, \ J \e A P
s R R

9-TI 911
N N S

htigsten in dieser Arbeit beschriebenen Signalwege

1c

Darstellung der wi

Abbildung 4.1

Darstellung der wichtigsten in dieser Arbeit beschriebenen Zytokine IL-6, IL-8, CCL 2/MCP 1, CCL

S/RANTES, Leptin, deren jeweiligen Rezeptoren an der Zellmembran, den intrazelluldren Signalwegen

und den Promotern der Zielgene dieser Kaskaden.
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4.7 Unterschiede der Zusammensetzung von Wundsekretragr und

Wundsekretrag

Das WS wies an den beiden exemplarisch untersuchten Tagen unterschiedliche
Beschaffenheiten auf. So konnte ein Absinken der relativen Zytokin-Konzentrationen im
WS der zweiten 24 Stunden postoperativ festgestellt werden. IL-6, 11-8, CCL 2, CCL 5,
Leptin, EGF und TNF-a wiesen alle um ca. die Hélfte reduzierte Konzentrationen auf.
Trotz der abfallenden Konzentrationen, v. a. von IL-6, blieben die relativen
Konzentrationen in einem hohen Bereich. Die in den Versuchen erlangten Ergebnisse
zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen WStag1 und WStag0.

Die Wundheilung ist ein dynamischer Prozess. Es kommt im Verlauf des
Heilungsprozesses zu unterschiedlichen Mechanismen, die mit unterschiedlichen
Konzentrationen an Zytokinen einhergehen. Diese Zytokin-Zusammensetzungen wurden
bereits in verschiedenen Arbeiten analysiert, wie in 4.1 beschrieben. Die hochste
Konzentration an IL-6 im WS wurde 12 Stunden nach einer Gewebsverletzung gemessen
(Kondo et al. 1996; Mateo et al. 1994).

Ein weiterer Ansatz ist der Entnahmezeitpunkt des WS, da das WS nach groflen
Operationen am Hals entnommen wurde, die einen unterschiedlichen postoperativen
Verlauf zeigen konnen. Dies spiegelte sich auch in der Menge des gewonnenen WS und
dessen Farbe bzw. Blutanteil wider. So waren bei einigen Patientinnen und Patienten nach
48 Stunden nur wenige ml WS in den Redon-Drainagen aufgefangen worden, wihrend
die Redon-Drainagen bei anderen noch 200 ml blutiges WS gefordert hatten. Die
Drainagen enthielten nun aber nicht nur das erwiinschte WS, sondern auch Blut aus der
Wunde. So liegt das WS verdiinnt vor, die Konzentration der einzelnen Zytokine wurde
dadurch beeinflusst und schwer einschétzbar. Dieser Effekt zeigt sich auch an Tag 1, hier
lag zwar mehr WS vor, es war allerdings auch unterschiedlich stark mit Blut versetzt. Im
Durchschnitt zeigte sich unter Behandlung mit WS der zweiten 24 Stunden postoperativ
ein dhnlicher Effekt wie unter Behandlung mit WS der ersten 24 Stunden nach

stattgehabter Operation.
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4.8 Vergleich der Auswirkungen von Behandlung der Tumorzellen mit

Wundsekretragi und Wundsekretrag

Im WS wurden hohe relative Konzentrationen an IL-6, IL-8, CCL 2, CCL 5, Leptin und
EGF gefunden. Vor allem im WSrag1 lagen sehr hohe Konzentrationen dieser Zytokine
vor. Auch im WSr,e ergab sich ein dhnliches Bild, wobei die Zytokinlevel aller oben
Genannten im Vergleich zu denen des WStag1 stark verringert waren. Im Falle von IL-6,
IL-8, CCL 2, CCL 5 und Leptin war dieser Unterschied statistisch signifikant. Die in
dieser Arbeit beobachteten Effekte des WS auf Tumorzellen waren sowohl bei
Behandlung mit WSrag1 als auch mit WSrae nachzuweisen. Ein statistisch signifikanter
Unterschied der Wirkung der beiden WS konnte allerdings in keiner der Untersuchungen
nachgewiesen werden.

Wie in den vorhergehenden Abschnitten diskutiert, gibt es in der Literatur gute
Erkliarungsansétze fiir die jeweils unter WS-Einfluss beobachteten Ergebnisse. Eine klare
Differenzierung der Konzentrationen der untersuchten Zytokine findet sich dabei nur
sporadisch. In den vorliegenden Untersuchungen wurde ein relativer Vergleich der
Zytokin-Konzentrationen =~ vorgenommen. Eine  absolute  Bestimmung  der
Konzentrationen wurde nicht durchgefiihrt.

Zur korrekten Beurteilung konnten hier in Zukunft weitere Untersuchungen
angeschlossen werden, um die Ergebnisse in Abhéngigkeit der Zytokinkonzentration der

einzelnen Zytokine zu priifen.

4.9 Interindividualitit der Patientinnen und Patienten

Initial wurde aus wirtschaftlichen Griinden die Zytokin-Zusammensetzung eines
einzelnen Patienten untersucht, um einen Riickschluss auf die allgemeine
Zusammensetzung ziehen zu konnen. Hier ergab sich, wie in 4.1 diskutiert, eine
Zusammensetzung, die mit in der Literatur beschriebenen Werten iibereinstimmte. So
lagen hohe Konzentrationen verschiedener Zytokine wie IL-6, IL-8, CCL 2/MCP 1, CCL
S5/RANTES und Leptin vor, die vom WSrae1 zum WS T4 stark abnahm. Die WS der
Patientinnen und Patienten wiesen teils groBere Unterschiede sowohl in der absoluten
Fliissigkeitsmenge als auch in der makroskopischen Zusammensetzung auf. So war

aufgrund der Farbe eine grobe Abschitzung der Menge an beigemischtem Blut mdglich,
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die evtl. einer kleineren Nachblutung zuzuordnen ist als einem hauptsidchlich der
Wundheilung dienenden Sekret. Eine vermehrte Blutbeimengung wiirde die
Konzentration der Zytokine im entsprechenden WS verringern, da die absolut freigesetzte
Menge tendenziell gleichbliebe. Somit ist durch die nur exemplarisch an einem Patienten
durchgefithrte Uberpriifung der Zusammensetzung des WS nur bedingt eine
allgemeingiiltige Aussage iiber das WS zu treffen. Zusitzlich zu rein makroskopisch
beobachtbaren Unterschieden in der Menge und Zusammensetzung des WS kann auch
ein anderer Faktor eine Rolle spielen. So stellen die untersuchten Patientinnen und
Patienten ein heterogenes Patientinnen- und Patientengut mit unterschiedlichem Alter,
Gesundheits- und Erndhrungszustand dar. Dies konnte folglich auch unterschiedliche
Fahigkeiten der Korper in Bezug auf die Wundheilung bedeuten. Insgesamt waren die
Ergebnisse der Untersuchungen allerdings sehr konsistent, was fiir einen eher
untergeordneten Effekt dieser Einfliisse spricht.

Weitere Einflussgréen sind personliche Faktoren der Patientinnen und Patienten, die im
Rahmen der 10 in dieser Arbeit untersuchten Patientinnen und Patienten jedoch nicht
untersucht wurden. So weisen Patientinnen und Patienten mit einem Diabetes mellitus
Typ 2 eine schlechtere und tragere Wundheilung auf und neigen zu chronischen Wunden
(Nunan et al. 2014). Auch dies konnte einen Einfluss auf die Ergebnisse gehabt haben.
Weiterhin spielen Einfliisse wie das Alter und der Allgemein- bzw. Erndhrungszustand
eine wichtige Rolle bei der Dynamik der Wundheilung, sodass sich hier eine
Einschrinkung der Ergebnisse ergibt. So konnte in Versuchen an Méusen beobachtet
werden, dass im Alter die Effizienz der Signalwege, die durch gewisse Zytokine ausgelost
werden, nachldsst (Dawes et al. 2013). Zudem zeigte eine andere Arbeit, dass das
Einwandern von neutrophilen Granulozyten in die Wunde mit zunehmendem Alter der
Maiuse abnimmt, was den gesamten Prozess der Wundheilung verlangsamen kann (Ebaid
2014). Ein reduzierter Erndhrungszustand bzw. eine Malnutrition gehen mit einer
verzogerten und eingeschriankten Wundheilung einher, was vor allem in Kombination
dieser beiden Faktoren einen starken Einfluss haben kann (Arnold et al. 2006). All diese
Faktoren und deren Einfluss auf die Ergebnisse konnten in weiteren Untersuchungen

beleuchtet werden.
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4.10  Untersuchungen an Tumorzellen in vitro

Allgemein gibt es viele Einfliisse auf die Ergebnisse der Arbeit, die schwer zu
kontrollieren sind und somit toleriert werden miissen. So wurde mit Tumorzelllinien
gearbeitet, die nach Generierung immer weiter passagiert werden und somit einer
Entwicklung unterliegen, die nicht vorhersehbar ist. Die Tumorzelllinien wurden {iber
einen Zeitraum von mehreren Monaten und dementsprechend vielen dazwischen
liegenden Passagen verwendet. Welche Verdnderungen die Zellen dabei durchgemacht
haben, ist nicht absehbar. Es wurden zudem zwei Zelllinien parallel verwendet, sodass
auch hier eine gewisse Variabilitidt anzunehmen ist. Allerdings waren die Ergebnisse der
beiden Zelllinien konsistent, sodass ein Effekt auf die Tumorzellen im Allgemeinen
angenommen werden kann. Zudem stimmen die beobachteten Effekte mit den in der

Literatur beschriebenen weitgehend tiberein, wie in 4.1 — 4.8 beleuchtet.

4.11 Unterschiede zwischen den Zelllinien

Die Ergebnisse der beiden Zelllinien FaDu und HLaC78 waren {iber alle Versuche
hinweg grofBtenteils vergleichbar. Beide Zelllinien stellen etablierte Tumorzelllinien des
Halses dar, FaDu-Zellen entspringen dem Hypopharynx, HLaC78-Zellen stammen aus
dem Larynx (Rangan 1972; Zenner et al. 1979). Fiir beide Lokalisationen sind dieselben
Risikofaktoren bekannt. So ist der Hauptrisikofaktor Zigarettenabusus, gefolgt von
Alkoholabusus. Des Weiteren ist eine HPV-Infektion, insbesondere mit dem HPV-
Subtyp 16, ein potenzieller Faktor bei der Entstehung dieser Karzinome (Wittekindt et al.
2012). Die in den vorliegenden Untersuchungen verwendeten Tumorzelllinien sind
jedoch HPV-negativ, sodass dieser Risikofaktor bei der Bewertung der vorliegenden
Ergebnisse eine untergeordnete Rolle spielt. Auch die Diagnostik und Therapieoptionen
decken sich weitgehend. Grundsitzlich ist auch das Ursprungsgewebe der beiden
Tumoren Plattenepithel, sodass ein dhnliches Verhalten der Tumorzellen auch in vitro zu

erwarten ist.

4.12  Limitierungen der Aussagekraft der Ergebnisse

Unter den Limitierungen der Aussagekraft der vorliegenden Ergebnisse sind besonders

die Folgenden zu nennen: Grundsétzlich bieten in vitro-Versuche eine gute Moglichkeit,
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das Verhalten von Tumorzellen zu beobachten. Diese Versuche finden allerdings unter
Bedingungen statt, die nur bedingt mit denen in vivo zu vergleichen sind. So werden die
Zellen nur den gezielt ausgewéhlten Substanzen und Fliissigkeiten ausgesetzt, die fiir die
jeweiligen Versuche von Bedeutung sind, wéihrend in vivo die Einfliisse auf die Zellen
vielseitig und nur sehr begrenzt steuerbar sind. Somit kénnen im Rahmen von in vitro-
Versuchen grundsitzliche Eigenschaften von Zellen identifiziert, jedoch nur begrenzt auf
die eigentliche Situation im Ko&rper angewandt werden. Es handelt sich somit um
Grundlagenforschung, die einen Weg in Richtung zukiinftiger Fragestellungen und
weiterfiihrender Uberlegungen weisen kann.

Eine weitere Einschrankung der Ergebnisse ergibt sich durch die Behandlung der Zellen
mit dem WS. Das aus der Wunde abgeleitete WS liegt dort in seiner individuellen
Zusammensetzung aus entziindlichem Sekret und Blut vor und kann auf potenziell
verbleibende Zellen wirken. In den Versuchen dieser Arbeit wurde das WS durch
Zentrifugation von den zelluliren Bestandteilen getrennt, gefiltert und mit
Zellkulturmedium in einer Konzentration von 30 % auf die Zellen gegeben, da sich
hierunter die Effekte der im WS enthaltenen Zytokine am besten beobachten lieen.
Allerdings herrschte daher ein anderes Milieu als in der eigentlichen Wunde, wodurch
sich nur bedingt nachvollziehen lidsst, wie genau die Auswirkungen in vivo sind.
Insbesondere das Herausfiltern der im WS enthaltenen Leukozyten und Makrophagen
verfilscht die direkte Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf die in vivo-Situation.
Zusitzliche Einschrinkungen ergeben sich durch die Zeitdauer der Behandlung. So
wurde in den vorliegenden Versuchen jeweils iiber 24 Stunden mit WS behandelt und
anschlieBend die Untersuchungen an den Zellen durchgefiihrt. Hierbei wurde auf eine
gleichbleibende Zusammensetzung der Medienfliissigkeit geachtet. Wie lange Zellen in
vivo mit dem WS in Kontakt kommen, ist unklar. Hier kdnnten weitere Versuche
angesetzt werden, um den Einfluss von unterschiedlichen Einwirkzeiten zu evaluieren.
Leggett et al. konnten nachweisen, dass Snail innerhalb von 72 Stunden eine vollstindige
EMT auslosen kann, im Verlauf derer es zu einem schrittweisen Ablauf kommt (Leggett
et al. 2016). Somit wire ein langerer Behandlungszeitraum mit WS mdglich, um ein
weiteres Voranschreiten der EMT zu eruieren.

In dieser Arbeit wurde das WS aus den Redon-Drainage-Flaschen gewonnen, die

intraoperativ eingebracht worden waren. Diese dienen dazu, Fliissigkeit aus dem
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Operationsgebiet unter Sog abzuleiten, um einer Serom- oder Himatom-Bildung und
auch einer Wundinfektion vorzubeugen. Gleichzeitig kann durch Begutachtung des
Sekrets in der durchsichtigen Flasche ein Riickschluss auf potenzielle Blutungen oder
Infektionen gezogen werden. Diese Drainagen verbleiben typischerweise bis zum 2.
postoperativen Tag in der Wunde (Schumpelick et al. 2006). Dadurch wird ein Grofteil
des Sekrets aus der Wunde abgeleitet und kommt nur im Bereich zwischen dem Austreten
aus der Wunde und dem Eintreten in den Schlauch der Redon-Drainage in Kontakt mit
dem Wundbett und mit potenziell hier verbliebenen Tumorzellen. Das bedeutet eine
relativ kurze Kontaktzeit, die nicht mit den 24 Stunden Einwirkzeit in vitro vergleichbar
ist. Da die Wunde jedoch innerhalb des Zeitraums der Wunddrainage anndhernd
kontinuierlich sezerniert, befindet sich dort iiber diesen Zeitraum jeweils frisch
sezerniertes WS. Dieses hat zwar jeweils vor Ort nur eine kurze Einwirkzeit, liegt dabei
allerdings in der initialen Konzentration vor. Somit diirfte die Konzentration an Zytokinen

in vitro mit denen in vivo anndhernd vergleichbar sein.

4.13  Ausblick auf potenzielle neue Therapieansitze

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte ein EMT-artiger Prozess in den HNSCC-
Tumorzellen gezeigt werden. Die potenziell verantwortlichen Signalwege wurden bereits
diskutiert. Spezifische Therapieansitze sind bereits ausfiihrliches Thema der aktuellen
Forschung.

Aktuell befindet sich die medikamentdse Therapie der Karzinome von Kopf und Hals in
einem starken Umbruch. Seit einigen Jahren stehen im Sinne von Checkpunkt-Inhibitoren
die Anti-PD-1-Antikérper wie Nivolumab und Pembrolizumab zur Verfiigung, die in der
Therapie von rezidivierten oder metastasierten Karzinomen eingesetzt werden (Guntinas-
Lichius et al. 2021; Vasiliadou et al. 2021). Auch PD-L1-Antikorper sind bereits
entwickelt und v. a. in der Therapie von Lungenkarzinomen im Einsatz und konnten in
Zukunft auch in Karzinomen von Kopfund Hals eingesetzt werden (Makuku et al. 2021).
Zudem steht mit Cetuximab ein EGFR-Antikorper zur Verfligung (Kitamura et al. 2020).
Seit 2021 lduft eine Studie, die den therapeutischen Effekt der Kombination aus
Cetuximab und Pembrolizumab untersuchen soll (Sacco et al. 2021).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte ein EMT-artiger Prozess in den HNSCC-

Tumorzellen gezeigt werden. Die potenziell verantwortlichen Signalwege wurden bereits
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diskutiert. Einige Therapieansitze sind bereits in Erforschung, andere bieten weitere
mogliche Angriffspunkte. Das Therapieziel STAT 3 hat bisher wenig zufriedenstellende
Therapieergebnisse erzielen konnen, zuletzt gab es jedoch vielversprechendere
Ergebnisse bei der Therapie des Medulloblastoms mit dem STAT 3-Inhibitor LLL12B
(Chen et al. 2021) und des STAT-Hemmers OPB-51602 (Brambilla et al. 2020). Auch
PI3K-Inhibitoren befinden sich aktuell in der klinischen Erforschung. So konnte von
BEZ235, einem PI3K- und mTOR-Hemmer, gezeigt werden, dass er in der Therapie von
Karzinomen von Kopf und Hals synergistische Effekte mit Docetaxel aufwies und somit
ein potenzielles Therapeutikum darstellen konnte (Chou et al. 2021). Von 2 weiteren
PI3K-Inhibitoren, BKM120 and BYL719, konnte gezeigt werden, dass sie als
Radiosensitizer in Kombination mit Radiotherapie eingesetzt werden konnten (Chuang et
al. 2021). Ein weiterer neuer Therapieansatz wird von Shen et al. beschrieben.
Behandlung mit MicroRNA-149-3p hemmt offenbar die Zellproliferation in oralen
Plattenepithelkarzinomzelllinien iiber die Hemmung von Akt 2 (Shen et al. 2021).

Insgesamt ldsst sich eine Entwicklung in Richtung von immer weiter zielgerichteter
Therapie feststellen, die sich nach dem jeweiligen Mutationsstatus und der Tumorentitét

richtet, wie Kordbacheh et al. in ihrem Review erklaren. (Kordbacheh et al. 2021).

4.14  Ausblick auf zukiinftige mogliche Fragestellungen

Aufbauend auf den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit und den Einschrankungen der
Experimente lassen sich einige weitere Fragestellungen ableiten. So konnte die
Einwirkzeit des WS auf die Zellen variiert werden und somit tiberpriift werden, ob nach
langerer Zeit eine weitere Verstirkung der beobachteten Effekte auftritt.

Des Weiteren wire eine Untersuchung weiterer Marker einer EMT moglich, um die
molekularen Vorgédnge im Rahmen einer WS-Behandlung genauer analysieren zu konnen.
Auch kdnnte die Induktion einer Chemoresistenz gegeniiber weiteren Chemotherapeutika
bzw. neuen Therapieoptionen untersucht werden. Die beiden Standardtherapeutika
Cisplatin und Paclitaxel wurden in dieser Arbeit bzw. in Vorarbeiten der Arbeitsgruppe
bereits untersucht. In Zukunft kdnnten diese Versuche laut einem Review von Bufmann
et al. auf 5-Fluoruracil und v. a. den EGFR-Antikérper Cetuximab als
Alternativtherapeutika bzw. -optionen in Rezidiv-Situationen ausgeweitet werden

(BuBmann et al. 2018).
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5  Zusammenfassung

Tumore von Kopf und Hals stellen eine gro3e Gruppe von Karzinomen dar, die weiterhin
mit einer schlechten Prognose einhergehen. Therapieprinzipien sind die operative
Entfernung des Tumors oder eine Radiochemotherapie. Palliativ steht eine
Chemotherapie zur Verfiigung. Im Rahmen der operativen Therapie tritt Wundsekret
(WS) aus, welches der Wundheilung dient. Im Wundbett tritt es in Kontakt mit potenziell
dort verbliebenen Tumorzellen bzw. Resttumor. Das WS ist bereits gut untersucht worden
und enthélt eine Reihe von Zytokinen, die Effekte auf die Tumorzellen ausiiben konnen.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Frage nach dem Einfluss von Wundsekret
auf Zellvermehrung, Chemoresistenzentwicklung, den Zellzyklus und die Induktion einer

Epithelial-mesenchymalen Transition (EMT) in Tumorzellen von Kopfund Hals gestellt.

Hierfir wurde das WSrs1, das iliber Redon-Drainagen tiber 24 Stunden nach
Tumoroperation aus der Wunde abgeleitet wurde und WSrag2, das nach Flaschenwechsel
iiber weitere 24 Stunden abgeleitet wurde, zunidchst im Dotblot auf seine
Zytokinzusammensetzung analysiert. Zwei Tumorzelllinien von Kopf und Hals, FaDu
und HIaC78, wurden mit WStag1 und WSt behandelt und untersucht, welche Effekte
das WS auf die Zellen hat. Hierfiir wurde zunichst ein Proliferationsassay durchgefiihrt,
um den Einfluss des WS auf die Proliferationsrate der Zellen zu analysieren. Die
Verteilung der Zellzyklusphasen wurde mittels FACS untersucht. Die Apoptoserate der
Tumorzellen nach Cisplatin-Behandlung in Konzentrationen von 40 uM, 50 pM und 60
uM wurde ebenfalls per FACS tiberpriift. Mithilfe der RT-PCR wurde die relative
Genexpression von Snail 1, Snail 2, Vimentin, Twist, E-Cadherin und N-Cadherin, also
von Markern einer EMT, analysiert. Im Spheroidmodell wurde die Migration der
Tumorzellen in die Umgebung beobachtet. Unter dem Mikroskop erfolgte eine

morphologische Analyse der Tumorzellen.

Im WS wurden erhohte Konzentrationen von IL-6, IL-8, CCL 2/MCP 1, CCL 5/RANTES,
Leptin und EGF nachgewiesen. Zellen, die mit WStag1 und WSrtag2 behandelt wurden,
wiesen eine erhohte Proliferationsrate auf. Eine Behandlung mit WStag1 und mit WSrag

fithrte zu keiner verdnderten Verteilung der Zellzyklusphasen. In FaDu-Zellen ergab sich
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keine Induktion einer Resistenz der Tumorzellen gegen das Therapeutikum Cisplatin. In
HlaC78-Zellen konnte dieser Effekt jedoch sowohl nach Behandlung mit WSr,g1 als auch
mit WSrae2 nachgewiesen werden. In der RT-PCR konnte in beiden Tumorzelllinien
sowohl nach Behandlung mit WStag1 als auch mit WStag eine vermehrte Expression von
Snail 1, Snail 2 und Vimentin gezeigt werden. E-Cadherin wurde jeweils vermindert
exprimiert. Twist und N-Cadherin wiesen jeweils keine verdnderte Expression auf. Im
Spheroidmodell fand sich in beiden Zelllinien nach Behandlung mit beiden WS jeweils
eine vermehrte Migration der Tumorzellen in die Umgebung. Unter dem Mikroskop
wiesen beide Zelllinien morphologische Verdnderungen auf. Ein epithelialer Phianotyp
mit klarer Zellpolaritit und dichten interzelluldiren Kontakten ging nach Behandlung mit
WSrtagt und WStag in einen eher mesenchymalen Phanotyp mit vergrofBerten
interzelluldren Abstdnden und Ausbildung von Zellausbreitungen iiber. Es konnte kein
Unterschied der Auswirkungen einer Behandlung mit WStag1 im Vergleich zu einer

Behandlung mit WSr,g nachgewiesen werden.

Unter Zusammenfiihrung aller erhobenen Ergebnisse ldsst sich sagen, dass WS in
Tumorzellen von Kopf und Hals einen Prozess in Gang setzt, der Charakteristika einer
EMT aufweist und somit als EMT-artig beschrieben werden kann. Das gleichzeitige
Vorhandensein epithelialer und mesenchymaler Eigenschaften der Tumorzellen wird als
partial EMT, pEMT, bezeichnet und bestdtigt die bisherige Forschungsliteratur. So
werden typische in der bisherigen Forschung beschriebene Signalwege dieser Transition
induziert, unter denen v. a. der STAT 3-Snail-Signalweg eine wichtige Rolle spielt.
Gleichzeitig zeigen die Tumorzellen typische morphologische Verianderungen, die im
Laufe einer EMT stattfinden. Auch ein vermehrtes Auswachsen der Zellen in die
Umgebung ist mit dem Ablaufen einer EMT zu vereinbaren, die mit verstdrkter
Invasivitdit von Tumorzellen und einer vermehrten Metastasierungsneigung in
Verbindung gebracht wird. Als moglicher Ausloser dieser Verdnderungen kommen die
im WS nachgewiesenen Zytokine und v. a. IL-6 in Frage, die bereits als Induktoren dieser
Verdnderungen beschrieben wurden. Die vorliegende Arbeit bestétigt die Forschungslage
beziiglich des WS und dessen Bestandteilen grofitenteils und kann einen kleinen

Mosaikstein zur weiteren Forschungsarbeit beitragen. Es sollten weitere Untersuchungen
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folgen, um die genauen Mechanismen und Zusammenhinge besser verstehen zu kdnnen.

Insbesondere wichtig ist die Forschung nach weiteren Therapieansétzen.
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Appendix
I Abkiirzungsverzeichnis
AKT Proteinkinase B
APC Allophycocyanin
ATP Adenosintriphosphat
Bcl-2 B-cell Lymphoma 2
BSA Albumin aus Rinderserum
CCL 2 CC-Chemokinligand 2
CCL 5 CC-Chemokinligand 5/RANTES
CDH1 E-Cadherin
CDH2 N-Cadherin
Cdk Cyclin-dependent Kinase
cDNA Komlementidre DNA
c-Myc c-Myelocytomatosis
CNTO 328 Siltuximab
COz Kohlenstoffdioxid
CT-Wert Cycle threshold-Wert/Schwellenwertzyklus
CXCR 12 CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 1/2
Dad-1 Dolichyl-Diphosphooligosaccharide-Protein
Glycosyltransferase Subunit 1
DEPC Diethylpyrocarbonat
DNA Desoxyribonucleinsdure
E-box Enhancer-box
ECM Extrazellularmatrix
EGF Epithelial Growth Factor
EMT Epithelial-mesenchymale Transition
ERCC 1 Excision Repair Cross Complementation Group 1
FACS Fluorescence-activated Cell Sorting
FCS Fetales Kalbsserum
FRET Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer
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g Fallbeschleunigung

GAPDH Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase

Gp 130 Glycoprotein 130

GRO CXCL1 (CXC-Chemokinligand 1)

HDAC 1 Histon-Deacetylase 1

HNSCC Head Neck Squamous Cell Carcinoma/Karzinome von
Kopf und Hals

HRP Horseradish Peroxidase

IC50 Mittlere inhibitorische Konzentration

IFN Interferon

IL-6/IL-8 Interleukin 6/8

IQR Interquartilenabstand

JAK Januskinase

MAPK/Erk Mitogen-activated Protein Kinase

Mcl-1 Myeloid Leukemia Cell Differentiation Protein 1

MET Mesenchymal-epitheliale Transition

MMP Matrixmetalloprotease

mRNA Messenger Ribonucleinsidure

mTOR Mechanistic Target of Rapamycin

ul Mikroliter

pum Mikrometer

uM Mikromolar

NF-xB Nuclear Factor 'Kappa-Light-Chain-Enhancer' of
activated B-cells

PBS Phosphatgepufferte Salzlosung

PCR Polymerase-Kettenreaktion

PDGF Platelet Derived Growth Factor

PI Propidiumjodid

PI3K Phosphoinositid 3 Kinase

pEMT partial EMT

PS Phosphatidylserin
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Rac-GTPase Ras-related C3 Botulinum Toxin Substrate 1

RANTES Regulated on Activation, normal T cell expressed and
secreted

RhoC Ras Homolog Gene Family Member C

RNA Ribonucleinsdure

Rpm Umdrehungen pro Minute

RPMI Roswell Park Memorial Institut

RT-PCR Real-Time Polymerase-Kettenreaktion

SH 2 Src Homology 2

Sirt 1 Sirtuin-1

STAT Signal Transducer and Activator of Transcription

Taq Thermus aquaticus

TCF 3 Transcription Factor 3

TGF- B Transforming Growth Factor Beta

TNF- a Tumornekrosefaktor-alpha

TSC 2 Tuberous Sclerosis Complex 2

Tyk 2 Tyrosinekinase 2

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor

WS Wundsekret

XIAP X-linked Inhibitor of Apoptosis Protein

ZEB 1/2 Zink Finger (E-box)-binding Homeobox 1/2
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IV Ergebnistabellen

IV.A Proliferationsassay

Tabelle IV 1: Proliferationsassay FaDu
Ergebnisse des Proliferationsassays von FaDu-Zellen. Relatives Wachstum bei unterschiedlichen
Konzentrationen von WS im WS-Medium-Gemisch. Angabe in Prozent. Median, Mittelwert:

Arithmetischer Mittelwert, SD: Standardabweichung.

Probe Kontrolle 1% 10% 20% 30% 40% 50%

1 1.26 1.32 1.56 2.19 2.17 2.17 1.67

2 1.42 1.42 1.52 1.58 1.88 1.88 1.52

3 1.40 1.57 1.42 1.82 2.08 1.75 1.67

4 1.35 1.41 1.48 1.79 1.96 1.84 1.75

Median 1.38 1.42 1.50 1.81 2.02 1.86 1,67

Mittelwert 1.36 1.43 1.50 1.85 2.02 1.91 1.65

SD 0.07 0.10 0.06 0.25 0.13 0.18 0.10
60% 70% 80% 90% 100%
1.35 1.20 1.25 1.29 1,23
1.68 1.36 1.41 1,52 1.31
1.52 1.26 33 1.42 1,19
1.36 1.24 1.31 1.26 1,45
1,44 1.25 1.32 1.36 1,27
1.48 1.27 1.33 1.37 1,30
0.16 0.07 0.07 0.12 0,11

Tabelle IV 2: Proliferationsassay HlaC78
Ergebnisse des Proliferationsassays von HlaC78-Zellen. Relatives Wachstum bei unterschiedlichen
Konzentrationen von WS im WS-Medium-Gemisch. Angabe in Prozent. Median, Mittelwert:

Arithmetischer Mittelwert, SD: Standardabweichung.

Probe Kontrolle 1% 10% 20% 30% 40% 50%

1 1.17 1.16 1.19 1.24 1.41 1.24 1,38

2 1.21 1.18 1.10 1.15 1.28 1.29 1.21

3 1.14 1.15 1.17 1.42 1.65 1.45 1,26

4 1.15 1.20 1.18 1.52 1.54 1.46 1,30

Median 1.16 1.17 1.18 1.33 1.48 1.37 1,28

Mittelwert 1.17 1.17 1.16 1.33 1.47 1.36 1,29

SD 0.03 0.02 0.04 0.17 0.16 0.11 0,07
60% 70% 80% 90% 100%
1.29 1.19 1.24 1.10 0.89
1.24 1.19 1.20 1.17 1.08
1.32 1.25 1.05 1.24 1,10
1,26 1.11 1.30 1.15 1.15
1.28 1.19 1.22 1.16 1,09
1.28 1.19 1.20 1.17 1.06

0.04 0.06 0.11 0.06 0.11
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IV.B Zellzyklus

Tabelle IV 3: Zellzyklus FaDu

Ergebnisse der Analyse der Verteilung der Zellzyklusphasen von FaDu-Zellen nach Behandlung mit
WStag1 bzw. WSrtag2 und ohne Behandlung mit WS per FACS. Angabe in Prozent. Median, Mittelwert:
Arithmetischer Mittelwert, SD: Standardabweichung.

G1 Phase G2/M-Phase S-Phase
ohne } } ohne } . ohne . .
Probe WS WStag1 WSt WS WStagt  WStag2 ws WStag1  WStag2
1 46.20 43,50 41.30 45,60 48.00 50,50 8.20 8.40 8.20
2 40,50 41,90 42.80 52.30 50.50 51.90 7.20 7.60 5.30
3 46,50 38.60 41.80 47,20 55.70 50.90 6,30 5.70 7.20
4 38.30 52.40 38.30 55.00 31.60 55.50 6,70 16,90 6.20
5 66.10 44.40 64.60 20,80 28.10 26.00 13,10 27.40 9.30
6 46,70 47.80 48.50 31.90 34,70 26.50 21.40 17,20 25.00
7 49.70 43,90 50.30 34,10 29.20 28.20 16,20 26.60 21.30
8 48.80 41.80 49.90 29.70 32.90 29.90 21.50 25.20 20.20
9 48.80 42.80 50.10 31.20 31.30 29.90 20.00 25.90 20.00
10 46.20 46,20 52.10 31.20 32,70 28.40 22.70 21.10 19.50
Median 46,60 43,70 49.20 33.00 32.80 29.90 14.65 19.15 14.40
Mittelwert 47,78 4433 47.97 37.90 37.47 37.77 14,33 18.20 14,22
SD 7.39 3.79 7.53 11.28 9.96 12.55 6.83 8.43 7.58

Tabelle IV 4: Zellzyklus HlaC78

Ergebnisse der Analyse der Verteilung der Zellzyklusphasen von HLaC78-Zellen nach Behandlung mit
WStag1 bzw. WSrag2 und ohne Behandlung mit WS per FACS. Angabe in Prozent. Median, Mittelwert:
Arithmetischer Mittelwert, SD: Standardabweichung.

G1 Phase G2/M-Phase S-Phase

Probe O\;mge WSTagt  WSTam O\;m; WSt WSTam O“hnse WSTat  WSTam
] 6350 6810  67.10 2120 1730 1720 1530 1460 15.70

2 6190 6830 68,70 3000 2460 2400 8,10 7.10 7.30

3 6590 6640  67.90 2480 2470 2290 9.20 8.80 9.20

4 6270 6470 67,00 2600 2540 2280 1080 990 1020

5 6160 6570  67.40 2070 2330 2020 1670 1100 1240

6 5000 59040 68,00 2040 1880 1150 2040 2170 19.80

7 5060 6390 5840 2200 1450 18,00 2040 2080 2320

8 5000 6200 5840 2190 1960 2050 1820 1840 21,00

9 6020 6180 59,50 210 1880  19.60 1770 1940 2090

10 6140 6060 6220 210 2140 2040 1650 18,00 1740
Median 6150 6430  67.05 2205 2050 2030 1660 1630 1655
Mittelwert 6157  64.09  64.46 2322 2084 1971 1533 1497 1571

SD 2.08 3.09 4.31 2.91 3.63 3.59 4.46 5.39 5.63
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IV.C Chemoresistenz Apoptose

Tabelle IV 5: Zellvitalitit FaDu im Apoptoseassay

Ergebnisse der Messung der Apoptoserate und Vitalitdt von FaDu-Zellen mit und ohne Behandlung mit
Cisplatin in den jeweiligen Konzentrationen 40 uM, 50 uM und 60 uM nach Behandlung mit WStag1
bzw. WStag2 und ohne Behandlung mit WS per Annexin-V-Apoptosemessung am FACS. Angabe in
Prozent. Median, Mittelwert: Arithmetischer Mittelwert, SD: Standardabweichung.

ohne ohne WS W STagl WSTag2

Probe Cisplatin = 40 M 50 uM 60 uM 40uM 50 M 60 uM 40uM 50 M 60 pM
1 90,70 17,80 14,60 1,40 56,40  37.10 20,00 43.80 46,50 18.30
2 90,90 36,00 18,60 11,40 63.80 43.20 19,20 30,90 30,60 22,40
3 92.40 3530  29.60 18.80 2450 30,20 17,00 45.80 23,00 2440
4 83,10 27,10 23,10 21,10 16,70  19.30 16,70 7,70 7,60 9,20
5 88.90 51,50 39,50 21,40 59.00 5330 37,30 82,80 62,80 21.90
6 89.40 4400 4420 16,90 47,60 48,60 21,40 5280 25,70 21,60
7 88.30 3830 3720 153 62,90 55.70 30,00 49.80 48,50  25.80
8 87.30 49.00 41,60 25.80 70,30 5230 39,30 64,70 44,60  24.80
9 89.40 35.30 29,60 18,80 47,60 48,60 21,40 5280 25,70  21.60
10 87.80 4400 4420 16,90 2450  30.20 17,00 45.80 23,00 2420

Median  89.15 37.15 3340 1785 52,00 4590 20,70 4780 28,15 2215
Mittelwert 88,82 37.83 3222 16,78 4733 4185 2393 47,69 33,80 21.42
SD 2,53 10,11~ 10,78 6.64 18,98 1215 8.50 19.67 16,32 4.80

Tabelle IV 6: Zellvitalit:it HlaC78 im Apoptoseassay

Ergebnisse der Messung der Apoptoserate und Vitalitdt von HLaC78-Zellen mit und ohne Behandlung
mit Cisplatin in den jeweiligen Konzentrationen 40 uM, 50 uM und 60 uM nach Behandlung mit W Stag1
bzw. WStag2 und ohne Behandlung mit WS per Annexin-V-Apoptosemessung am FACS. Angabe in
Prozent. Median, Mittelwert: Arithmetischer Mittelwert, SD: Standardabweichung.

ohne ohne WS WSTagl WSTag2
Probe Cisplatin = 40 uM 50 M 60 uM 40uM  S50uM 60 uM 40uM 50 pM 60 uM
1 90,20 71,30 65,50 52,10 56,40 65,30 42,40 62,60 67,80 64,40
2 91,30 51,90 60,40 32,20 78,60 72,70 42,10 42,70 32,60 57,90
3 74,20 42.20 32,50 29.90 79,50 74,00 65.20 71,20 65,50 56,20
4 91,20 65.40 65,00 47,60 34,10 49.40 30,20 59,30 52,60 30,40
5 91,60 63,90 71,50 57,40 82,50 77,10 53.30 83,20 80,00 65,90
6 88,30 53,60 55,90 46,30 70,00 75,70 58.80 63,10 15,10 38,10
7 92,20 80.40 80,00 64,10 89,50 82,70 23,60 93,50 90,80 81,70
8 83,00 59,50 15.80 12.80 71,80 60,40 38,60 68,50 74,10 61,30
9 84,60 56,40 31,70 16,30 74,50 66,40 45,70 69,70 68,50 4430
10 88,30 53,60 56,90 46,30 70,00 75,70 58,80 63,10 64,70 41,20

Median 89,25 5795  58.65 46.30 73.15 7335 44,05 65.80  66.65  57.05
Mittelwert 87,49 59.82 53,52 40,50 70,69 69,94 4587 67.69 61,17 5414
SD 5,59 10.88 20,29 17,09 15,61 9.73 13,27 13,69 2246 1548
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IV.D PCR

Tabelle IV 7: PCR FaDu 1

Ergebnisse der Analyse der Genexpression von Snail 1, Snail 2, Vimentin und Twist von FaDu-Zellen
nach Behandlung mit WSrag1 bzw. WSrag per RT-PCR. Angabe als relative Genexpression in Bezug
auf unbehandelte Zellen. Median, Mittelwert: Arithmetischer Mittelwert, SD: Standardabweichung.

Snail 1 Snail 2 Vimentin Twist
Probe
V\”STagl V\"STagZ V\‘*STagl V\"'STagZ V\"STagl V\"STagZ \NSTagl V\"’STagZ

1 0,71 0.49 2.90 3.19 0.98 0,79 0,57 0.91
2 0.71 0.83 3.12 2.65 1.04 0.76 0.65 0,73
3 0.73 0.81 2.99 3.24 0.85 0.72 0.98 1.29
4 1.12 1.13 1.89 2.20 1.58 1.55 0.23 0.63
5 1.16 1,19 1,95 2.19 1.59 1.82 1,19 1.04
6 1.20 1.21 2.07 2.12 1.61 1.81 1.19 1,17
7 0,65 0.58 1.48 1.30 1.55 1.65 0.70 0,82
8 0.62 0.68 1.23 1.44 1.32 1.76 1.66 1.68
9 0.59 0,66 1,14 1.24 1.47 1.81 1,22 1.48
10 1.27 1.16 2,13 1.97 3.53 2.30 0,54 0,65
11 1.29 1.16 2.21 1.96 3.70 243 1.12 1,50
12 33 1.43 1.97 1.91 3.32 2.33 0.93 1.17
13 0.96 0.66 0.93 0.68 0.20 0.47 9,00 15.87
14 0,88 0,78 0,87 0,64 0.19 0.43 1.46 1.36
15 0.90 0.64 0.97 0.53 0.19 0.62 1.45 0,73
16 2,12 1.15 2.68 1.96 8.18 5.71 1.60 1,05
17 1.82 1.20 2.50 2.17 8.64 5.26 1.37 1.48
18 1.51 1.19 2.21 2.14 8.11 6.24 1.17 1.59
19 1.16 0.86 1,37 1.81 8,08 9,55 0,81 0,30
20 0,85 1.00 1.46 1.95 8.11 9.38 0.87 0.34
21 0.97 0.97 1.60 1.98 7.88 9.70 0.93 0,65
22 0.95 0.67 1.14 1.01 3.43 1.66 0.95 0.86
23 0,78 0,75 1,14 1.02 3.05 1.19 1,58 0,83
24 0.99 0,77 1,25 1.09 2.99 1.46 1,22 1.07
25 1,14 1.11 2.07 2.33 3.53 2.30 0.79 0.80
26 [.11 1.15 1.91 2.30 3.70 2.43 0.59 1.72
27 1.16 1.28 1.89 2.33 3.32 2.33 33 1.39
28 1.74 1.83 2,20 2,55 1.87 2,02 0,54 0,65
29 1,52 1.93 2.39 2.12 1.88 2.12 1.12 1.50
3 1,49 2.04 2.31 2.59 1.88 2.12 0.93 1.17
Median 1.12 1.06 1.93 1.98 2.43 1.92 1.05 1.06
Mittelwert 1.11 1.04 1.87 1.89 3.26 2.82 1.29 1.55
SD 0.37 0.39 0,63 0.70 2,71 2,67 1,50 2,73




APPENDIX

Tabelle IV 8: PCR FaDu 2

Ergebnisse der Analyse der Genexpression von E-Cadherin und N-Cadherin von FaDu-Zellen nach
Behandlung mit WStagi bzw. WSrag2 per RT-PCR. Angabe als relative Genexpression in Bezug auf
unbehandelte Zellen. Median, Mittelwert: Arithmetischer Mittelwert, SD: Standardabweichung.

E-Cadherin N-Cadherin
Probe
WSTagl WSTag2 WSTag1 WSTag2
1 0,76 0,79 1,29 1,37
2 0,78 0,67 0,98 1,38
3 0,73 0,74 1.10 1,55
4 0.57 0.69 0,69 0,58
5 0.63 0,73 0,81 0,72
6 0,73 0.96 0,71 0,63
7 0,82 0,46 1.61 0,77
8 0,85 0,48 1.38 0,72
9 0,93 0,50 1.24 0,77
10 0,34 0.54 1.29 0,18
11 0,48 0.51 1,21 0,86
12 0,42 0.59 1.22 0,81
13 6,00 3,60 3,44 241
14 5.47 2,74 3,49 2,17
15 4.96 2,28 3,84 2,13
16 0,69 0.96 1,13 1.32
17 0.69 0.90 0,99 1.29
18 0,76 1,06 0,94 1,22
19 0,36 0,51 0.77 0,63
20 0,36 0,38 0,78 0,70
21 0.36 0.39 0,68 0,65
22 1.00 0.74 0,66 0,82
23 0,95 0.77 0,81 0,93
24 0,86 0,86 0,73 0,82
25 0,84 0,70 2,17 1,70
26 0,85 0,71 2,32 1.81
27 0,78 0.78 2.16 1.72
28 0,34 0.54 1.29 0,18
29 0,48 0.51 1,21 0,86
30 0,42 0,59 1,22 0,81
Median 0.75 0,71 1,21 0,84
Mittelwert 1.14 0.89 1.41 1.08

SD 1.49 0.72 0.86 0,57
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Tabelle IV 9: PCR HlaC78 1

Ergebnisse der Analyse der Genexpression von Snail 1, Snail 2, Vimentin und Twist von HlaC78-
Zellen nach Behandlung mit WStag1 bzw. WStag2 per RT-PCR. Angabe als relative Genexpression in
Bezug auf wunbehandelte Zellen. Median, Mittelwert: Arithmetischer Mittelwert, SD:

Standardabweichung.
Snail 1 Snail 2 Vimentin Twist
Probe
\VSTagl “*’YSTagZ V\“YSTagl W"STag_" V\"YSTagl V\“YSTagZ VV‘YSTagl \VSTag_"

1 1,06 1,11 1.40 1,78 2,49 1.81 0.45 0.47

2 0,94 1,10 1,41 1,78 2,42 2,02 0,94 0,92

3 0,93 1,22 1,21 1,74 2,70 1,82 0,93 0,68

4 1,55 1,29 0.81 2.19 2,95 1,60 0.19 0.19

5 1,54 1,29 2,54 2,02 3,28 4,02 0,46 0,34

6 1,44 1,41 1.54 2,06 2,93 2,65 0,32 0,26

7 1.23 1,39 3.38 3,73 3,09 2,09 0.85 031

8 1,34 1,28 3.38 3,95 3,37 2,12 1,64 1,54

9 1,34 1,53 3.67 3,37 3,26 2,10 1.43 1,33
10 0,72 0,77 1,50 1.34 2,05 1,88 0.83 1.13
11 0,71 0,87 1,43 1,47 1,30 1,50 0,87 1,14
12 0,72 1,09 1.46 1,45 1,43 1,62 0.95 1,30
13 0,93 0,77 1.19 1.61 1,79 2,76 0.64 1.81
14 0,87 0,77 1,22 1,52 1,64 2,84 1.86 1,77
15 0,95 0,85 1,22 1,37 1,78 2,72 3,21 3,87
16 1.27 1,46 1.66 1.34 2,92 2,08 0.23 1,04
17 1,39 1,65 1,68 1,40 2,89 1,89 0091 1,66
18 1.47 1,62 1.86 1,38 2,42 2,14 0.96 1.87
19 2.69 3,79 3.88 6,09 441 4,26 0,99 1.29
20 2,78 0,96 3,95 5,48 3,97 4,10 1,57 3,08
21 2.54 7.74 4.17 11,24 4,14 4,05 1.92 2.02
22 0,90 0,61 1.78 2.09 3,90 491 0.13 0,22
23 0,90 0,55 1,87 2,16 2,76 5,04 0,59 0,81
24 0.86 0,57 1,90 2,01 4,23 4,65 0.61 0.80
25 1.74 1.83 2.20 2,55 1,87 2,02 0.61 0.86
26 1,52 1,93 2,39 2,12 1,88 2,12 1,09 0,71
27 1,49 2,04 2.31 2.59 1,88 2,12 1,09 1,32
28 0,90 0,61 1,78 2.09 3,90 491 0.56 0.78
29 0,90 0,55 1,87 2,16 2,76 5,04 1,74 1,73
30 0.86 0,57 1,90 2,01 4,23 4,65 2.15 1,31
Median 1.14 1.16 1.82 2.04 2.82 2.13 0.92 1.14
Mittelwert 1.28 1,44 2.08 2.60 2.82 2.92 1,02 1.22

SD 0,56 1.36 0,93 2,00 0,91 1.25 0,67 0.82
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Tabelle IV 10: PCR HlaC78 2

Ergebnisse der Analyse der Genexpression von E-Cadherin und N-Cadherin von HLaC78-Zellen nach
Behandlung mit WStagi bzw. WSrag2 per RT-PCR. Angabe als relative Genexpression in Bezug auf
unbehandelte Zellen. Median, Mittelwert: Arithmetischer Mittelwert, SD: Standardabweichung.

E-Cadherin N-Cadherin
Probe
V\“’STagl V\""STagl V\v"YSTagl V\v"YSTagZ
| 0.81 0,74 0,79 1,07
2 0.84 0,71 0,92 1.17
3 0.84 0,71 0,82 1.12
4 0,86 0,92 0,76 2.26
5 0,97 1,09 3.17 2.26
6 0.86 1,02 2.65 2,27
7 0,63 0,40 1,01 0.44
8 0,58 0.41 0,78 0.42
9 0,57 0,42 0,74 0.43
10 0,54 0,59 0,55 0.83
11 0.54 0,57 0,55 0,67
12 0.43 0,62 0,60 0,68
3 1.39 0,96 1.96 1,52
14 32 1,06 1.80 1.64
15 1.22 1,21 1.56 1.37
16 0,44 1.48 0,64 1,29
17 0.10 1,37 0,94 1.10
18 0,77 1,52 0,87 1,20
19 0,71 1,17 1,18 1,35
20 0,66 1.16 1.28 1.75
21 0,72 1,20 1,15 1,36
22 0,47 0,77 0,48 0,62
23 045 0,75 0.47 0.61
24 0,49 0,87 0.46 0,58
25 0,54 0,73 0,76 0.84
26 0,52 0,67 0,78 0.86
27 0,49 0,73 0,79 0,88
28 1.17 0,52 1,18 0.83
29 1.17 0,70 1.25 0,62
30 1,13 0,80 1,11 0,87
Median 0.69 0.76 0.84 0.97
Mittelwert 0.74 0.86 1.07 1,10

SD 0.31 0.31 0.63 0.53
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IV.E Spheroid

Tabelle IV 11: Spheroid FaDu

Ergebnisse der Untersuchung der Invasionsfliche in die Umgebung von FaDu-Zellen nach Behandlung
mit WSrag1 bzw. WStag2. Angabe als Fliche in mm?. Median, Mittelwert: Arithmetischer Mittelwert,
SD: Standardabweichung.

Probe ohne WS WSTag 1 WSTag 2

1 1.91 0.98 1.59
2 2.34 1.42 1.34
3 2,54 2.17 3.05
4 1.55 2,25 2.79
5 0.78 3.04 3.20
6 0.55 1.33 2.68
7 0.52 1,63 2.80
8 0.65 1,17 2.53
9 0.87 1.35 2.65
10 0.92 0.77 0.68
11 1.03 0.89 0.75
12 0.78 0.69 0.71
13 1.26 1.57 2,22
14 0.70 2.90 3.03
15 0.99 1.51 2.32
16 0.80 1.65 2.44
17 1.03 1.54 1.79
18 0.94 1.42 1.96
19 1.68 2.04 0.92
20 1.38 1,51 1.99
21 1.46 2.61 243
22 1.23 2.26 3.00
23 1.58 3,26 3.10
24 1.63 3.29 2.55
25 1,22 2,46 1.79
26 1.67 1.65 2.39
27 1.44 2.73 1.86
28 1.79 1,72 1.57
29 0.30 3.06 2.01
30 0,23 2,61 1.60
Median 1.12 1.65 2,27
Mittelwert 1.19 1.92 2.12
SD 0.56 0.76 0.74
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Tabelle IV 12: Spheroid HlaC78

Ergebnisse der Untersuchung der Invasionsfliche in die Umgebung von HLaC78-Zellen nach
Behandlung mit WSte1 bzw. WSrag2. Angabe als Fliche in mm?2. Mittelwert: Arithmetischer
Mittelwert, SD: Standardabweichung.

Probe ohne WS WSTag 1 WSTag 2

1 1.81 2.66 3.42
2 2,61 1.85 3.37
3 2,74 3.76 2.42
4 1,74 444 3.06
5 0,22 3.00 3.97
6 0,16 2.36 3.72
7 1.63 1.47 3.85
8 2,31 1.40 3.92
9 1.28 1.31 3.36
10 0.83 0,65 0.12
11 0,96 0.98 0.12
12 1.48 2.38 2.15
13 1.15 1.41 0.98
14 0.19 1.70 1.11
15 0.76 1.17 2.28
16 0.71 1.72 1.01
17 0.62 0.94 1.64
18 0.86 1.22 3.03
19 0.66 0.77 1.02
20 0.32 1.16 1.48
21 0.82 1.28 3.19
22 0.74 1.39 3.08
23 0.73 1.39 1.58
24 0.67 1.71 1.60
25 0.58 2.06 1.14
26 0.67 3.10 2.12
27 1.46 3.08 243
28 1.03 2.26 3.85
29 0.72 3.14 1.92
30 1.64 2.90 2.13
Median 0.83 1.70 2,22
Mittelwert 1.07 1.95 2.30

SD 0.68 0,94 1.14
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V  Patientinnen und Patienten

Tabelle V 1: Liste der untersuchten Patientinnen und Patienten mit Geschlecht und Alter

1 weiblich 81 Jahre
2 ménnlich 78 Jahre
3 ménnlich 67 Jahre
4 ménnlich 63 Jahre
5 ménnlich 56 Jahre
6 ménnlich 60 Jahre
7 ménnlich 61 Jahre
8 ménnlich 88 Jahre
9 ménnlich 68 Jahre
10 weiblich 51 Jahre
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