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1.1 Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches

Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches (Head and Neck Squamous Cell Carcinoma;
HNSCC) gehdren zu den Krebserkrankungen des oberen speise- und luftleitenden Systems,
welches die Mundhohle, den Rachen, den Kehlkopf, die Speicheldriisen sowie die Nasenhaupt-
und -nebenhdhlen einbezieht [1]. Sie stellen mit einem histologischen Anteil von tber 90 % den
GroBteil der malignen Neubildungen im Kopf-Hals-Bereich dar [2]. Mit ca. 900.000
diagnostizierten Neuerkrankungen pro Jahr weltweit liegen Plattenepithelkarzinome im Kopf-
Hals-Bereich an sechster Stelle der am haufigsten auftretenden Neoplasien. Regionsabhéngig
liegt die Inzidenzrate zwischen 20 und 30 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner, wobei
Manner wesentlich haufiger betroffen sind als Frauen (3 : @ = 9: 1) [3, 4].

Trotz des enormen Fortschrittes der letzten 30 Jahren im Verstdndnis von Prdvention und
Behandlung vieler Tumorerkrankungen bleibt die 5-Jahres-Uberlebensrate von ca. 50 % nach
Diagnosestellung von HPV-negativen Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich fast
unverandert niedrig [5]. Die geringe Uberlebensrate von HNSCC-Patienten liegt darin
begriindet, dass mehr als 50 % der Patienten bei Diagnosestellung bereits Lymphknoten-
Metastasen aufweisen, was als einer der wichtigsten Faktoren fiir eine schlechte Prognose
angesehen wird [6, 7]. Die Inzidenz von Fernmetastasen variiert je nach Literaturangabe
zwischen 6 und 21 % [8-13], wobei die mediane Uberlebensrate bei Fernmetastasen auf 16
Monate sinkt, im Vergleich zu 66 Monaten bei alleiniger Lymphknoten-Metastasierung [4].
Weitere stadienabhdngige Prognosefaktoren sind die Lokalisation sowie die GroBe des
Primartumors [14].

Wie Untersuchungen sowohl auf histologischer als auch auf molekularer Ebene gezeigt haben,
handelt es sich bei HNSCC um eine sehr heterogene Neoplasie-Form [15, 16]. Trotz dieser
ausgepragten Heterogenitat kénnen der Atiologie nach zwei Hauptgruppen dieser Tumorentitat
unterschieden werden: auf der einen Seite HPV-negative Tumore, welche durch klassischen
Toxine, wie Tabak- und Alkoholkonsum, hervorgerufen werden, auf der anderen Seite HPV-
positive Tumore, welche durch eine persistierende Infektion mit dem Humanen-Papilloma-Virus
(HPV) induziert sind [17]. Diese atiologische Einteilung hat auch prognostische Bedeutung, da
fir Patienten mit HPV-positiven Tumoren eine deutlich héhere Uberlebensrate als bei HPV-
negativen Tumoren nachgewiesen werden konnte [18]. Weitere Risikofaktoren, neben der
Infektion mit den HPV-Typen 16, 18 und 31 sowie dem Tabak- und Alkoholkonsum, sind eine
Infektion mit dem Epstein-Barr-Virus, genetische Dispositionen, Vitamin-A-Mangel, Eisenmangel

beim Plummer-Vinson-Syndrom sowie das Kauen der Betelnuss in Teilen Asiens [2, 15, 19, 20].

(1]
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Die Stadieneinteilung von Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches erfolgt nach der
Systematik des TNM-System der UICC (Union for International Cancer Control), welches die
GroBe des Primartumors (T), das AusmalB der regionalen Lymphknoten-Metastasen (N) und das
Ausmaf der Fernmetastasen (M) beinhaltet. In Abhédngigkeit von dem TNM-System kann eine
prognostische Einteilung in die vier UICC-Stadien (I - IV) vorgenommen werden, wie in Tabelle

1 gezeigt [9, 21].

. 5-Jahres- Ungefdhre
. . Regionale Entfernte ..
Stadium Primartumor Uberlebens- prozentuale
Metastasen Metastasen
rate Fallanzahl
I T1 NO MO 56 - 68,1 %
30-40 %
Il T2 NO MO 454 -52,9 %
T1 N1 MO
T2 N1 MO
I 36,3-563 %
T3 NO MO > 50 %
T3 N1 MO
T4 jedes N MO
v 26,5-389 %
jedes T jedes N M1-3 10 %

Tabelle 1: Allgemeine UICC-Einteilung von Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches

Die Stadieneinteilung erfolgt nach der Systematik des TNM-Systems der UICC und ist fir jede Tumorlokalisation
gesondert definiert. In dieser Tabelle ist die allgemeine Einteilung dargestellt. T1-4: ansteigende GroBe des
Primartumors; jedes T: T1-4; NO: keine regionalen Lymphknoten-Metastasen; NO-3: ansteigende GroBe und Lokalisation
der Lymphknoten-Metastasen; jedes N: N1-3; MO: keine Fernmetastasen; M1-3: Fernmetastasen; [21, 22].

Die Therapie eines Plattenepithelkarzinoms des Kopf-Hals-Bereiches ist sehr komplex und im
standigen Wandel. Abhangig von der Lokalisation des Primartumors sowie des Tumorstadiums
kommen als Therapieoptionen chirurgische, strahlen- sowie chemotherapeutische
Behandlungsstrategien infrage. Da mehr als 50 % aller Patienten mit HNSCC bei
Diagnosestellung Lymphknoten-Metastasen aufweisen, wird meist eine multimodale
Therapiestrategie gewahlt und angewendet [2, 6]. Wahrend in naher Vergangenheit haufig eine
Kombination aus chirurgischem sowie strahlentherapeutischem Vorgehen bevorzugt wurde,
erhalten zunehmend chemo- sowie immuntherapeutische Verfahren Einzug in die Behandlung

dieser Tumorerkrankung [23].

1.2 Chemotherapie bei HNSCC

Waéahrend die seltenen frilhen Tumorstadien | und |l hauptsachlich operativ und
strahlentherapeutisch  behandelt werden, erhalten Patienten mit fortgeschrittenen

Tumorerkrankungen (Stadium Il und V) haufig eine multimodale Therapie, bestehend aus

[2]
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Operation, Bestrahlung und Chemotherapie [24]. Das Indikationsspektrum der Chemotherapie,
die friher groBtenteils auf palliative Behandlungen beschrankt war, wurde somit in den letzten
Jahren auf kurative Behandlungsansadtze ausgeweitet [23]. Berniere et al. sowie Cooper et al.
konnten 2004 unabhangig voneinander belegen, dass durch Addition einer Chemotherapie mit
Cisplatin zur adjuvanten Strahlentherapie bei fortgeschrittenen HNSCCs sowohl eine bessere
lokoregionale Kontrolle als auch eine Zunahme des Gesamtiiberlebens gelang [25, 26]. Zu
demselben Ergebnis gelangte 2007 eine groBe Meta-Analyse von Bourhis et al, welche Daten
von Uber 25.000 Patienten auswertete [27]. Die Chemotherapie kann als adjuvante sowie als
neoadjuvante Behandlungsstrategie angewendet werden. Dabei finden adjuvante
Chemotherapien, meist in Kombination mit einer Bestrahlung, bet primar resektablen Tumoren
Anwendung, wadhrend neoadjuvante Chemotherapien, meist ebenfalls als Radiochemotherapie,
bel primarer Inoperabilitat, groBen Tumormassen (,bulky disease”) sowie zum Organerhalt
eingesetzt werden [26]. AuBerdem gewannen in den letzten Jahren zunehmend
immuntherapeutische Behandlungskonzepte an Bedeutung. Seit der 2006 publizierten Studie
von Bonner et al., in der der EGFR (Epidermal-Growth-Factor-Receptor)-Antikdrper Cetuximab
bei Patienten mit fortgeschrittenen HNSCC zu einer signifikant besseren Gesamtiiberlebensrate
sowie einer besseren lokoregionalen Kontrolle fiihrte, wurde auch dieser Wirkstoff in das
Behandlungsmanagement von HNSCC eingefiihrt [28].

Als Standard-Zytostatikum bei HNSCC gelten Platin-haltige Wirkstoffe, wie z. B. Cisplatin,
Carboplatin und Oxaliplatin [24]. Zur Erzielung der groBten Wirksamkeit und einer ldngeren
Gesamtiiberlebensrate erfolgt haufig eine Kombinationstherapie mit 5-Fluorouracil sowie einem
Taxan (Paclitaxel oder Docetaxel) [24, 29]. Aus diesen Kenntnissen sind verschiedene
Therapiestrategien entwickelt worden, welche bei fortgeschrittenen HNSCC meist eine
Radiochemotherapie mit 5-Fluorouracil, Cisplatin und einem Taxan beinhalten. Die hierdurch
erzielten héheren Gesamtiberlebensraten haben jedoch nicht selten hohe Abbruchraten und
therapiebedingte Todesfille zur Folge [4]. Einen Uberblick Gber die aktuell verwendeten

chemotherapeutischen Wirkstoffe gibt Tabelle 2.

Unerwiinschte

Wirkstoff Wirk- . Therap}e- Arzneimittel- Reststen.z- Referenzen
mechanismus  strategie R mechanismen
wirkungen
5-Fluoro- Antimetabolit 5-Fluorouracil Kardiotoxizitat, Verminderung [29-31]
uracil (Pyrimidin- in Kombination  Ubelkeit, der Aktivierung
analoga, mit Cisplatin/ Erbrechen, von 5-Fluoro-
Hemmung der  Carboplatin Knochenmark- uracil,
Thymidylat- und mit oder suppression, Amplifikation
Synthase) ohne Paclitaxel ~ Thrombo- der
phlebitis, Thymidylat-
Dermatitis Synthase

Fortsetzung von Tabelle 2 auf Seite 4

[3]
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. . Unerwiinschte .
Wirkstoff Wirk- . Therap}e- Arzneimittel- ReStsten.z- Referenzen
mechanismus  strategie R mechanismen
wirkungen
Platin-haltige ~ Vernetzung der  Cisplatin/ Nephrotoxizitat, Intrazelluldre [29-31]
Wirkstoffe DNA-Strange, Carboplatin Ototoxizitat, Zunahme von
(Cisplatin, Induktion der Monotherapie; Neurotoxizitat, Glutathion, SH-
Carboplatin, Apoptose Cisplatin/ Knochenmark- Gruppen
Oxaliplatin) Carboplatin- suppression, tragende
Kombinations-  Erbrechen, Metallproteine,
therapie mit Elektrolyt- Cisplatin-
5-Fluorouracil verschiebungen  resistente Gene
und mit oder
ohne Paclitaxel
Taxane Verhinderung Paclitaxel in Kardiotoxizitat, Vermehrte [29-32]
(Paclitaxel, der Depoly- Kombination Erbrechen, Expression des
Docetaxel) merisation der mit Cisplatin/ Ubelkeit, MDR-1-Gens
Mikrotubuli Carboplatin Knochenmark- und des P-
(Hemmung der  und mit oder suppression, Glykoproteins
Mitose) ohne Neurotoxizitat,
5-Fluorouracil Hepatotoxizitat
Cetuximab Monoklonaler Cetuximab in Atemnot, Uber-  Fehlregulation [28, 30, 33,
EGFR- Kombination empfindlich- der EGFR- 34]
Antikorper mit Strahlen- keitsreaktionen  Internalisierung
therapie, (Fieber, und des
Monotherapie Schuttelfrost, Abbaus, EGFR-
bei Cisplatin- Ubelkeit, abhéngige
resistenz Erbrechen, Aktivierung von
Hautausschlag), = HER3, KRAS-
neuromuskuldre  Mutation
Schwache

Tabelle 2: Aktuelle chemotherapeutische Behandlungsstrategien von Plattenepithelkarzinomen des
Kopf-Hals-Bereiches

Dargestellt sind die wichtigsten aktuellen Chemotherapeutika, die in der Behandlung von HNSCC
Verwendung finden.

EGFR: Epidermal Growth Factor Rezeptor; MDR: Multi Drug Resistance; HER3: Human Epidermal Growth
Factor Rezeptor 3; KRAS: Kirsten Rat Sarcoma. In Anlehnung an [35].

1.3 Allgemeine Tumorbiologie bei HNSCC

Die Kanzerogenese umfasst einen mehrstufigen Prozess, welcher aus einer Haufung von
genetischen sowie epigenetischen Defekten und somit konsekutiv zu einer klonalen Expansion
einer Zellpopulation flhrt (Mehrschritt-Theorie der Krebsentstehung) [36]. Dieser mehrstufige
Prozess bis zum invasiven Karzinom schlieBt Zwischenstufen, sogenannte Dysplasien, ein,

worunter man eine Proliferation atypischer neoplastischer Zellen innerhalb des

Epithelverbandes versteht. Da Dysplasien haufig mit einer abnormen Verhornung und einer

weiBen Verfarbung einhergehen, werden sie auch als Leukoplakien (griech. leukods - ,weiB”,
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griech. plakds - ,Flache”) bezeichnet [37]. Die Transformationrate einer oralen Leukoplakie zu
einem invasiven Plattenepithelkarzinom wird mit einer Frequenz von 1 - 2 % pro Jahr
angenommen [38]. Damit malignes Wachstum moglich ist, werden auf Zellebene sechs
pathophysiologische Veranderungen als notwendig angesehen: autonome Produktion von
Wachstumssignalen,  Unempfindlichkeit gegeniiber = wachstumshemmenden  Signalen,
Umgehung des programmierten Zelltodes (Apoptose), ausgepragte Proliferationsneigung,
anhaltende GefaBneubildung (Angiogenese) sowie Gewebsinfiltration als Teil der
Metastasierung [36]. Fir manche dieser pathophysiologischen Charakteristika sind auf
molekularer Ebene Verdnderungen in Signaltransduktionswegen bei HNSCC nachgewiesen
worden, welche das maligne Verhalten erkldren und neue therapeutische Angriffspunkte
offerieren. Als Beispiele seien an dieser Stelle der ,P53-Pathway” in Bezug auf die ausgepragte
Proliferationsneigung oder der ,EGFR-Pathway” sowie der ,TGF-B-Pathway” in Bezug auf die
veranderte Produktion von Wachstumssignalen genannt [39]. Weiterhin konnten fir
Plattenepithelkarzinomzellen des Kopf-Hals-Bereiches molekulare Strategien aufgezeigt werden,
mit denen sie sich den inhibitorischen oder zytotoxischen Effekten der Zytokine sowie der
Zellen des Immunsystems entziehen und somit ein eigenes Tumormikromilieu schaffen [40]. Auf
dieses Mikromilieu, besonders auf die Zytokine von HNSCC, wird im nun folgenden Kapitel

gesondert eingegangen.

1.4 Zytokine

Zytokine sind l8sliche Proteine niedrigen Molekulargewichtes, welche von vielen Kérperzellen
sowie nahezu allen Zellen des Immunsystems gebildet werden und vielfdltige interzelluldre
Kommunikationsprozesse vermitteln kénnen [41]. Sie sind fahig sowohl stimulierende als auch
inhibitorische Funktionen auf die Proliferation und Differenzierung von Zielzellen auszuldsen.
Weiterhin konnen Zytokine auf verschiedene Zielzellen wirken, d. h. sie sind pleiotrop, und
kdnnen dort spezifische Funktionen vermitteln, d. h. sie sind redundant [42].

Die Klassifikation der Zytokine kann entweder nach der Gruppenzugehorigkeit in
Hamatopoetine/Interleukine (IL), Interferone (IFN), Immunglobuline (Ig), Tumornekrosefaktor
(TNF)-Familie sowie Chemokine oder der immunologischen Funktion nach in T-Helfer (TH) 1
und TH, erfolgen [37, 41]. In dieser Arbeit wird die Einteilung nach der Immunantwort in TH+-

und TH,-Zytokine, wie bei HNSCC gelaufig, verfolgt.
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Abbildung 1: Physiologische Funktion der von T-Helfer-Zellen sezernierten Zytokine

Gezeigt sind die inhibitorischen und stimulatorischen Effekte der von T-Helfer-Zellen gebildeten Zytokine. TH;-Zellen
aktivieren die zytotoxischen T-Lymphozyten und damit die zelluldre Immunantwort, TH,-Zellen die B-Zellen und damit
die Antikdrperbildung fir die humorale Immunantwort. In Anlehnung an [37].

Kommt es, z. B. im Rahmen einer bakteriellen Entziindung, zu einer TH; dominierten
Immunreaktion, werden Zytokine, wie IL-2 oder TNF-o, sezerniert und es erfolgt eine
vorwiegend zelluldre Immunantwort mit Stimulation von zytotoxischen T-Lymphozyten. Bei
Aktivierung einer TH,-Zelle, z. B. im Rahmen einer parasitaren Erkrankung, werden hingegen
B-Zell-aktivierende Zytokine, wie IL-4, gebildet und es kommt Uber das Stadium der Plasmazelle
zur Antikdrperbildung und damit zur humoralen Immunantwort. In gesunden Personen wird ein

Gleichgewicht zwischen den beiden Arten der Immunantwort beobachtet [43].

1.4.1 Zytokine in HNSCC

In Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches konnten hohe Zytokinlevel nachgewiesen
werden, besonders der Zytokine bFGF (basic Fibroblast Growth Factor), GM-CSF (Granulocyte
Macrophage-Colony Stimulating Factor), IL-6 (Interleukin-6), IL-8 (Interleukin-8), PGE,
(Prostaglandin E;) und VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) [41].

Alle HNSCC-relevanten Zytokine mit den ihnen zugeschriebenen Funktionen sind graphisch in

Abbildung 2 (Seite 7) dargestellt sowie in Tabelle 3 (Seite 8) aufgefiihrt.
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Abbildung 2: Auswahl HNSCC-relevanter Zytokine mit ihren Funktionen im Mikromilieu
Graphisch dargestellt sind die HNSCC-relevanten Zytokine mit den ihnen zugeschriebenen Funktionen.

Detaillierte Funktionsbeschreibung siehe Tabelle 2 und Text.

MP: Makrophage; NK: Natirliche Killerzelle; T: T-Lymphozyt; B: B-Lymphozyt; HNSCC: Head and neck squamous cell

carcinoma; Abkirzungen der Zytokine siehe Text zu Tabelle 3.
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Zytokine zugeschriebene Funktionen Referenzen
bFGF Angiogenese, Metastasierung [41, 44, 45]
G-CSF Angiogenese, Proliferation, Migration, Rekrutierung [44-46]
von Entziindungszellen
GM-CSF Mobilisation von CD34"-Zellen, Immunsuppression, [41, 45-50]
Proliferation, Migration, Angiogenese
HGF Angiogenese [41, 44, 51]
IL-1 Zytokinsekretion (IL-4, IL-6, GM-CSF) [48]
IL-1a Angiogenese, Proliferation von HNSCC-Zellen, [41,47, 52, 53]

Uberlebensfihigkeit, Gelatinase-Produktion

IL-1B Tumorprogression, Resistenz gegeniiber NK-Zellen, [53-57]
Metastasierung, Gelatinase-Produktion, Regulation
von Snail und E-Cadherin

IL-4 Immunsuppression [41]
IL-6 Entziindungsregulation, Hemmung der Apoptose, [41, 58-61]
Proliferation, Invasion

IL-8 Angiogenese [47, 62]
IL-10 Immunsuppression [41]

MIF Wachstumsregulation [63]

PDGF Angiogenese [44, 45, 51]
PGE; Immunsuppression [64, 65]
TGF-B Immunsuppression [64]

TNF-a Tumorentstehung, Gelatinase-Produktion [53, 66, 67]
VEGF Angiogenese, Metastasierung, Chemotaxis von [44, 45, 68]

CD34"-Zellen, Proliferation

Tabelle 3: HNSCC-relevante Zytokine mit ihren zugeschriebenen Funktionen

Die tabellarische Auflistung umfasst die fiir Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches wichtigen.

bFGF: basic Fibroblast Growth Factor; G-CSF: Granulocyte-Colony Stimulating Factor; GM-CSF: Granulocyte Macrophage-
Colony Stimulating Factor; HGF: Hepatocyte Growth Factor; IL: Interleukin; MIF: Macrophage Migration Inhibitory Factor;
PDGF: Platelet-Derived Growth Factor; PGE,: Prostaglandin Ey TGF-B: Transforming Growth Factor-f; TNF-o: Tumor
Necrosis Factor-alpha; VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor. In Anlehnung an [41].

In HNSCC konnten eine Reihe von Zytokinen gemessen und thnen entsprechende Funktionen
zugeordnet werden. Eine entscheidende Funktion der von HNSCC gebildeten Zytokinen kommt
der Immunmodulation zu [69]. Weiterhin konnte bei Patienten mit einem
Plattenepithelkarzinom im Kopf-Hals-Bereich eine Verschiebung des TH,/TH,-Gleichgewichtes
zugunsten der TH,-Zytokine beobachtet werden. In erhdhten Konzentrationen wurden die
Zytokine IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, HGF, VEGF und GM-CSF nachgewiesen, wohingegen sich die
Konzentrationen von IFN-y erniedrigt zeigten [70, 71]. Fur die Zytokinkonzentrationen mancher
dieser TH,-Zytokine konnte zudem eine Abhangigkeit von dem Tumorstadium gezeigt werden:
fortgeschrittene Tumorstadien (T3/T4) wiesen hdhere IL-6- und IL-10-Konzentrationen auf als
glinstigere T1/T2-Tumorstadien [72]. Aus dieser TH, dominierten Zytokinsekretion ergeben sich

prognostische und therapeutische Konsequenzen: wie gezeigt werden konnte, sind hohe

[8]
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Serumkonzentrationen von bFGF, G-CSF, GM-CSF, HGF und TNF-a mit einer schlechten
Prognose assoziiert [44, 45, 73, 74]. Weiterhin konnte bestdtigt werden, dass eine TH,
dominierte Immunitat spezifische Immuntherapien, wie z. B. mit dendritischen Zellen, negativ
beeintrachtigt [75].

Die immunmodulatorische Wirkung der Zytokine ist dabei nicht nur lokal begrenzt: so werden
CD34"-Progenitorzellen vom tumorgebildeten GM-CSF aus dem Knochenmark in die Blutbahn
geschwemmt und mittels des Zytokins VEGF, welches ebenfalls vom Tumor gebildet wird,
chemotaktisch angelockt [49, 50, 68, 76]. Die Funktion dieser CD34"-Progenitorzellen kann
entweder in der Differenzierung in Endothelzellen und damit in der Angiogenese oder auch in
der Immunmodulation durch Differenzierung in dendritische Zellen liegen [77-79]. Ebenfalls
wird eine Differenzierung dieser tumorinfiltriecrenden Knochenmarks-Stammzelle in eine

Tumorstammzelle diskutiert [80].

1.4.2 Einfluss von Zytostatika auf die Zytokinsekretion

Eine geringe Anzahl von Studien konnte zeigen, dass es bei HNSCC-Patienten unter einer
Radiochemotherapie zu Zytokinveranderungen im Serum kommt. Jedoch liegen keine
Untersuchungsergebnisse unter einer alleinigen Chemotherapie vor, da klinisch haufig eine
Kombination dieser beiden Behandlungsansédtze gewahlt wird. Die meisten Studien beinhalten
die Zytokine IL-6 und IL-8, welche unter einer Radiochemotherapie einen Konzentrationsanstieg
im Serum erfuhren [81, 82]. Auch ein Konzentrationsabfall von TNF-a konnte gemessen werden
[81]. Silver et al. stellten vier Wochen nach einer Radiochemotherapie mit Paclitaxel und
Carboplatin einen Konzentrationsanstieg von IL-6, IL-8, IL-10 und IL-1B fest [82]. Meirovitz et al.
konnten zwei Wochen nach einer Radiochemotherapie, bestehend aus 5-Fluorouracil,
Carboplatin, Cisplatin und Docetaxel, einen Konzentrationsanstieg von IL-6 und IL-8 sowie einen
Abfall von TNF-a ausmachen. Verdnderungen in der Serumkonzentration von IL-1 und IL-10
konnten nicht festgestellt werden. In Bezug auf das Zytokin bFGF divergieren die Angaben in
der Literatur [81, 83].

Studien zu Untersuchungen ex vivo sind kaum vorhanden. Lediglich Poth et al. publizierten eine
erhohte IL-6-Expression sowie verstarktes karzinogenes Potential anhand Cisplatin behandelter
Zellen [84].

[9]



1 Einleitung

1.5 Tumorstammzelltheorie

Bei Stammzellen handelt es sich der Definition nach um eine Subpopulation von
proliferierenden Zellen, die noch gar keinen oder nur einen sehr geringen Differenzierungsgrad,
aber die ausdauernde Fahigkeit zur Bildung verschiedensten Zellen innerhalb eines Gewebes
besitzen. Trotz threr Teilung mit Bildung unterschiedlichster Zellen erhalten sie ihre eigene
Zellpopulation aufrecht und bilden somit das Reservoir zum Ersatz defekter oder abgestorbener
Zellen [85].

Dass ,Krebs” aufgrund einer unreifen Zelle entsteht, wurde schon vor mehr als 150 Jahren von
dem deutschen Pathologen Rudolf Virchow in seiner Theorie Uber die Cellularpathologien
vermutet [86]. Erst knapp 100 Jahre spater, 1959, flhrte Sajiro Makino den Begriff
Tumorstammzelle (Cancer Stem Cell; CSC) fiir eine kleine Subpopulation von Zellen ein, welche
sich durch Unempfindlichkeit und genetische Eigenschaften von der Hauptmasse des Tumors
unterscheiden [87]. Pierce et al. konnten einige Jahre spater anhand mehrerer Tumorentitaten
sowohl eine Heterogenitat maligner Gewebe nachweisen, als auch die Fahigkeit zur Bildung
gutartiger Gewebe durch maligne undifferenzierte Tumorzellen [88, 89]. Seine
Untersuchungsergebnisse veranlassten Pierce als einen der ersten Forscher den Begriff
Tumorstammzelle zu definieren [90]: ,Ein Konzept der Neubildungen, basierend auf
Entwicklungs- und onkologischen Prinzipien, welches besagt, dass Karzinome Karikaturen der
Gewebeerneuerung sind, die zusammengesetzt sind aus vielfaltigen malignen Stammzellen, die
eine bestimmte Fahigkeit zur Proliferation und eine limitierte Kapazitat zur Differenzierung
unter normalen homoostatischen Bedingungen besitzen und moglicherweise gutartige
Tochterzellen dieser malignen Zellen bilden kénnen.”

Die erste Bestdtigung uUber die Existenz von CSC wurde kurz vor der Jahrtausendwende
verodffentlicht: bei der akuten myeloischen Leukdmie konnte gezeigt werden, dass lediglich
durch Transplantation einer CD34'CD38-Subpopulation eine Leukdmie in einer
immundefizienten Maus erzeugt werden kann [91, 92]. Es folgten viele verschiedene Studien,
welche die Existenz einer Subpopulation mit tumorstammzellspezifischen Eigenschaften nicht
nur bei Leukdmieformen, sondern auch bei einer Vielzahl von soliden Tumorentitdten
nachweisen konnten: Bronchial-Karzinom [93], Glioblastom [94], Hepatocellulares Karzinom [95],
Kolorektales Karzinom [96], Malignes Melanom [97], Mamma-Karzinom [98], Pankreas-Karzinom
[99], Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-Bereiches [100], Prostata-Karzinom und Ovarial-
Karzinom [101, 102]. Die meisten Studien beruhten dabei auf der Versuchsdurchfiihrung, dass
ein Marker oder eine Markerkombination, fir welche eine heterogene Expression in Tumoren
nachgewiesen werden konnte, ausgewadhlt wurde. Nach positivem oder negativem
Markernachweis wurden die Zellen durchflusszytometrisch sortiert und in eine immundefiziente

Maus transplantiert. Wochen oder Monaten spater sind Unterschiede in der Tumorinitiierung als

[10]
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Beweis fiir die Existenz von Tumorzellen mit stammzellspezifischen Eigenschaften interpretiert

worden [103].

Folgende Eigenschaften werden fiir tumorstammzellspezifisch gehalten und sind den gesunden

Gewebestammzellen (Somatic Stem Cells; SSC) in Tabelle 4 gegenlibergestellt.

Eigenschaften

Normale
Gewebestammzellen (SSC)

Tumorstammzellen (CSC)

Anteil im Gewebe
Definierende Marker

Differenzierungsgrad
Gewebespezifitat
Homoostatische Kontrolle

Inititerung auf
Einzelzellniveau

Kontrolle der Proliferation

Lebensdauer der
differenzierten Tochterzellen

Resistenz

Selbsterneuerung

Stammzellnische
Teilungsrate

Unsterblichkeit

Subpopulation
GroBtenteils bekannt

Undifferenziert
Vorhanden
Vorhanden

Durch symmetrische Teilung
maglich

Vorhanden
Limitiert

Gegenlber Bestrahlung und
Chemotherapie

vorhanden

Notwendig
Gering

vorhanden

Subpopulation

In intensiver Erforschung,
nur teilweise bekannt

Undifferenziert
Fraglich
Verlust

Durch symmetrische Teilung
moglich

Verlust

Limitiert

Gegenliber Bestrahlung und
Chemotherapie

Unlimitiert vorhanden

Vermutlich

Unterschiedlich: hoch bis
andauernder Ruhezustand

vorhanden

Tabelle 4: Vergleich der Eigenschaften von Gewebestammzellen und Tumorstammzellen [103-105]

Tabellarisch vergleichend dargestellt sind die charakteristischen Eigenschaften von normalen Gewebestammzellen sowie
Tumorstammzellen. Wie zu erkennen ist, weisen beide Stammzellentititen groBe Ahnlichkeiten auf. Dick gedruckt
hervorgehoben sind die unterschiedlichen Eigenschaften beider Stammzellen, welche die homd&ostatische Kontrolle, die
Kontrolle der Proliferation sowie die Teilungsrate umfasst.

Wie aus Tabelle 4 zu erkennen ist, unterscheiden sich die tumorstammzellspezifischen
Eigenschaften in vielen Hinsichten nur geringgradig von denen der Gewebestammzellen, aber
entscheidend im Bezug auf den Kontrollverlust der Proliferation und folglich einer hohen
Teilungsrate (fett gedruckt in Tabelle 4). CSC koénnen jedoch auch in einer Art Ruhezustand
(,dormancy”) verharren, was auf der einen Seite als ein entscheidender Mechanismus fiir die
Resistenz dieser Zellen gegeniber der anti-proliferativen Chemotherapie angesehen wird, auf
der anderen Seite das Auftreten von Lokalrezidiven oder Fernmetastasen lange Zeit nach einer
Behandlung erkldren wiirde [103, 106].
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Diese enge Verwandtschaft zwischen Gewebe- und Tumorstammzellen lasst die Frage nach dem
Ursprungsmechanismus aufkommen. Auch hierfir gibt es bislang nur Hypothesen, die die
Genese erklaren konnten. Drei Hypothesen werden aktuell diskutiert [80, 107]:

* Entstehung aus Gewebestammzellen

* Entstehung aus differenzierten Zellen mit multiplen onkogenen Mutationen

*  Fusion von Stammzellen und Tumorzellen
Fir keine dieser Hypothesen zur Genese von Tumorstammzellen gibt es bisher gesicherte
Nachweise, sodass der Entstehungsmechanismus immer noch insgesamt als unklar eingestuft

werden muss.

Eine weitere Beobachtung, welche die Tumorstammzelltheorie tragt, ist die Heterogenitat,
welche bei allen gangigen Tumorentitdten nachgewiesen werden konnte [103]. Zur Erkldrung
dieser Heterogenitat werden zwei verschiedene Thesen, das stochastische und das hierarchische

Modell, herangezogen, welche nun folgend in Abbildung 3 vorgestellt werden.

Extrinsische und
intrinsische Faktoren

— \.
) . . -
Stochastisches t./‘. h
Modell ‘{(ﬁg
—

Heterogenitat
von Tumoren

¥ Keine
o> 3 — ® — Tumorinitiierung
Hierarchisches ‘L‘a Ny .
Modell ab@ =
Y oA
-ld = \. E— (% ~. =S
o
./
\. = Tumor initierende Zelle . . = Zellen ohne Tumor-initilerende Aktivitat
L]

Abbildung 3: Stochastisches versus hierarchisches Modell der Heterogenitit von Tumoren

Wie viele Studien gezeigt haben, bestehen Tumore aus phénotypisch und funktionell unterschiedlichen Zellen. Zur
Erkldrung dieser Beobachtung werden zwei unterschiedliche Modelle herangezogen, das stochastische und das
hierarchische Modell. Ausfiihrliche Erklarung siehe Text. In Anlehnung an [108].
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Das stochastische oder auch evolutiondre Modell geht davon aus, dass alle Tumorzellen
biologisch dquivalent sind. Dieses bedeutet, dass jede Zelle eines Tumors in der Lage ist das
Tumorwachstum zu beschleunigen und zu initiieren. Die Heterogenitat in diesem Modell wird
durch Einflisse von extrinsischen und intrinsischen Faktoren bestimmt, welche konsekutiv zur
UngleichméaBigkeit in Bezug auf die Expression von Markern, dem Eintritt in den Zellzyklus, die
Fahigkeit zur Tumorinitilerung und somit zu einer Verdnderung des Phanotyps fihren. Im
Gegensatz hierzu beschreibt das hierarchische Modell die Existenz von biologisch verschiedenen
Zellklassen mit unterschiedlichen Differenzierungsgraden und Fahigkeiten. Nur eine
Subpopulation, im minimalen Fall eine CSC, wiirde bei diesem Modell ausreichen, einen Tumor
zu initileren. Der essentielle Unterschied dieser beiden Modelle besteht in der Fahigkeit der
Tumorbildung. Bei dem stochastischen Modell ist es allen Tumorzellen gleichermaBen mdglich
einen Tumor zu erzeugen, wadhrend bei dem hierarchischen Modell nur eine gewisse
Subpopulation von Zellen diese Fahigkeit der Tumorinitiierung besitzt [108]. Welches Modell bei
welcher Tumorentitat Glltigkeit besitzt, ist bislang noch nicht geklart. Bei HNSCC lassen sich
viele der biologischen Phanomene ausreichend durch das stochastische Modell erklaren, wie
praneoplastische Lasionen, lokale Rezidive oder sekunddre Karzinome. Problematisch wird
jedoch auf Grundlage des stochastischen Modells die Erlduterung der zelluldren Heterogenitat
in Tumornestern, welche sich hingegen ausreichend anhand des hierarchischen Modells

verdeutlichen lasst [109].

Weiterhin geht man nach der Tumorstammzelltheorie davon aus, dass die tumordsen
Stammzellen in einer sogenannten Tumorstammzellnische lokalisiert sind. Darunter wird eine
anatomische Struktur verstanden, bestehend aus zelluldren und azelluldren Komponenten,
welche lokale und systemische Faktoren zur Stammzellproliferation, -differenzierung,
-Uberleben und -lokalisation beinhaltet. Als Synonym wird haufig auch der Begriff Mikromilieu
verwendet [110]. Das Konzept der Tumorstammzellnische ist zwar abgeleitet von der
physiologischen Gewebestammzellnische, unterscheidet sich aber in vielen Hinsichten von
dieser entscheidend durch Faktoren, wie Durchblutung, l&slichen Faktoren, aktiven Signalwegen,
beteiligten Zellen, und ermdglicht erst damit eine Kanzerogenese und unkontrollierte
Proliferation [111, 112]. Die Bestandteile einer Tumorstammzellnische unterliegen dynamischen
und individuellen Eigenschaften, dennoch werden folgende Komponenten als
Hauptbestandteile angesehen (Abbildung 4; Seite 14) [110, 113]: die Stammzelle selbst,
Tumorprogenitorzellen, differenzierte Tumorzellen, Stromazellen, Zellen des Immunsystems,

Nervenzellen, l6sliche Faktoren, BlutgefaBe und Zell-Zell-Kontakte.
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Abbildung 4: Bestandteile der Tumorstammzellnische
Schematische Darstellung der komplexen und dynamischen Struktur einer Tumorstammzellnische mit den wichtigsten
Komponenten. Durch dynamischen Verdnderungen sowie unterschiedliche biologische Eigenschaften eines Tumors
variieren die Bestandteile jeder Tumorstammzellnische. Hier gezeigt ist eine stark vereinfachte und allgemeine
Vorstellung einer Tumorstammzellnische. In Anlehnung an [110].

Es wird vermutet, dass die Tumorstammzellnische eine ganz entscheidende Rolle bei der
Tumorinitiierung, Differenzierung, Metastasierung und Resistenz gegeniiber Radio- und
Chemotherapie spielt. Weiterhin ist sie auch unter veranderten homdostatischen Bedingungen
fur die Aufrechterhaltung der Tumorstammzellen verantwortlich. Zu den wichtigsten
Einflussfaktoren auf jenes Milieu zahlen die Entziindung, die epitheliale-mesenchymale

Transition (EMT, siehe Kapitel 1.6.3, Seite 20), die Hypoxie und die Angiogenese [114, 115].

Zusammenfassend wird die Tumorstammzelltheorie und die Erforschung dieser noch als ,in den
Kinderschuhen steckend” bezeichnet, da ein GroBteil der durchgefiihrten Studien an Mé&usen
erfolgte und eine Ubertragbarkeit auf den menschlichen Organismus nur teilweise méglich ist
[116]. Um eine Transplantation auf andere Organismen zu vermeiden und um neue
therapeutische Strategien zu offerieren, waren verldssliche Tumorstammzellmarker zur

Charakterisierung der CSC notwendig [103].
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1.6 Potentielle Tumorstammzellmarker bei HNSCC

Die Erforschung von verldsslichen Markern wird als primédres Ziel der Stammzellforschung
angesehen. Mit Kenntnis von Markern kénnten CSC therapeutisch angegangen und ihre
vielleicht einzigartige Biologie verstanden werden [105]. Als potentielle Tumorstammzellmarker
kommen sowohl Oberflachenmarker als auch spezifische Marker des Metabolismus und der
Signalwege in Frage [109]. Bei der Identifizierung stellt sich hdufig das Problem, dass viele
Marker auch auf gewdhnlichen Zellen exprimiert werden und somit keine Tumorspezifitat
besitzen [80]. Im folgenden Absatz ist eine Auswahl von potentiellen Tumorstammzellmarkern
zusammengefasst, welche aktueller Gegenstand der Forschung sind und im Rahmen dieser

Dissertation Verwendung fanden.

1.6.1 Potentielle Tumorstammzellmarker der CD-Nomenklatur

Bei der CD- (Cluster of Differentiation) Nomenklatur handelt es sich um ein Einteilungsprinzip
von zelluldren Oberflaichenmarkern, welche auf Leukozyten gefunden wurden. lhre
physiologischen Funktionen sind vielfaltig, sie kdnnen entweder als Rezeptoren oder auch als
Liganden dienen und tragen somit ganz entscheidend zur Regulation des Immunsystems bei
[117]. Aktuell sind tber 500 leukozytare Oberflaichenmolekiile beschrieben und tGber 360 einer
CD-Bezeichnung zugeordnet. Ein groBer Teil dieser CD-Molekiile kann jedoch nicht nur auf

Leukozyten, sondern auch auf vielen anderen Geweben nachgewiesen werden [118].

1.6.1.1 CD34

Bei CD34 handelt es sich um ein Glykoprotein, welches eine Rolle bei der Leukozyten-Migration
und bei der Adhédsion von hamatopoetischen Stamm- und Vorlduferzellen an Stromazellen oder
der extrazelluldren Matrix des Knochenmarks spielt. Neben hdmatopoetischen Stamm- und
Vorlauferzellen wird CD34 auch auf den Endothelzellen vieler Gewebearten gefunden [119, 120].
AuBerdem wird CD34 ein inhibitorischer Effekt bei der hamatopoetischen Differenzierung
zugesprochen, wobei die genaue Funktion aktuell noch nicht vollstandig geklart ist [121]. Als
Stammzellmarker bei der akuten myeloischen Leukdamie hat CD34 Bedeutung in der Onkologie
gewonnen [91].

Bei Patienten mit HNSCC konnte im peripheren Blut eine vermehrte Anzahl von CD34-Zellen
nachgewiesen werden. Die CD34"-Zellen werden durch GM-CSF vom Tumor angelockt, aus dem
Knochenmark in die Blutbahn geschwemmt und reichern sich in diesem an [76, 122]. Die
Anwesenheit von CD34"-Zellen fiihrt u. a. durch eine Aktivitdtsminderung von intratumoralen

und im peripheren Blut befindlichen T-Zellen zur Immunsuppression [123].
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1.6.1.2 CD44

CD44 gehort zu einer Familie von alternativen Splice-Varianten eines transmembranen
Oberflachenglykoproteins und ist an Zell-Zell-Interaktionen, Zellmigration, Angiogenese,
Proliferation, Lymphozyten-Homing und Adhéasionen sowohl bei physiologischen als auch bei
pathologischen Funktionen beteiligt [124, 125]. Alle Isoformen des CD44-Membran-Rezeptors
bilden eine gemeinsame ligandenbindende Region fir Hyaluronsdure, einem
Glykosaminoglykans der extrazelluldren Matrix [125, 126]. Weitere mogliche Bindungen mit dem
CD44-Rezeptor sind fiir Osteopontin, FGF, Selectin, Collagen und Matrix-Metalloproteinasen
beschrieben [126, 127]. Einzug in die Tumorforschung hat CD44 als méglicher Stammzellmarker
erhalten, da viele maligne Eigenschaften, wie Tumor-Progression, Migration, Invasion,
Metastasierung und Chemoresistenz auf diesen Rezeptor zurilickgefiihrt werden [128-130]. In
vielen Tumorentitdten, wie zum Beispiel Colon- [131], Mamma- [98], Pankreas- und Prostata-
Karzinom [99, 101], konnte die Standard-Form von CD44 (CD44s) mit tumorinitiierenden
Eigenschaften in Verbindung gebracht werden.

In HNSCC lieB sich jener Stammzellmarker sowohl in permanenten Zelllinien als auch in
primdren Gewebeproben darstellen [100, 132]. Prince et al. berichteten von einer Subpopulation
von CD44s"-Zellen bei HNSCC-Priméartumoren in einer GréBenordnung von weniger als 10 %,
welcher stammzellspezifische Bedingungen, wie die Selbsterneuerung und Pluripotenz,
zugewiesen werden konnten [100]. Die Literaturangaben in Bezug auf das Expressionsniveau
dieses potentiellen Tumorstammzellmarkers beit HNSCC hingegen divergieren, da verschiedene
Forschungsgruppen, unabhidngig vom Malignitdtsgrad und dem Tumorstadium, nachweisen
konnten, dass der GroBteil der HNSCC-Primartumorzellen nicht nur CD44s sondern auch
CD44v6 exprimiert [133, 134]. Kawano et al. beschrieben durchschnittliche Expressionsraten von
75,4 % bei CD44s und 78,9 % bei CD44v6 [135]. In den Mittelpunkt der Tumorforschung ist die
Splice-Variante CD44v6 geriickt, da eine Abhéngigkeit zwischen Expression und
Metastasierungs- sowie der Uberlebensrate gezeigt werden konnte. Ferner ist sie an einem
stimulierenden Effekt auf die Proliferation beteiligt [136, 137]. Weiterhin ist bekannt, dass die
Expression von CD44s durch den Wnt-Signalweg (siehe Kapitel 1.6.2, Seite 18) und damit die
Selbsterneuerung sowie die Differenzierung von Tumorzellen reguliert ist [138]. Eine Rolle von
CD44s bei der Metastasierung sowie eine Coexpression zwischen CD44 und CD133 ist ebenfalls
beschrieben [139, 140]. Auch konnte anhand von HNSCC-Zelllinien eine signifikant hohere
Expressionsrate von Oct-4 in CD44"-Zellen im direkten Vergleich zu CD44 -Zellen beobachtet
werden [141]. Aktuelle Untersuchungen zeigen ferner, dass lber eine Downregulation von
CD44s das Tumorwachstum effektiv gehemmt werden kann [142].

Jedoch existieren auch widerspriichliche Untersuchungen, die auch CD44s"-Zellen Eigenschaften
wie Chemoresistenz und Selbsterneuerung zuordnen konnten und lassen die Rolle von CD44s

als potentieller Tumorstammzellmarker bei HNSCC komplex erscheinen [143].
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1.6.1.3 CD59

CD59, auch Protectin genannt, ist ein Glycosylphosphatidylinositol-verankertes Protein, welches
die Bildung des terminalen Membranangriff-Komplexes auf Ebene der Assoziation des
Komplementfaktors C9 mit dem Komplex aus C5b, C6, C7 und C8 inhibiert [144, 145]. Auf diese
Art und Weise kénnen sich neoplastische Zellen durch eine Uberexpression der komplement-
abhéngigen Zytotoxizitit entziehen [146]. Eine Uberexpression von Komplementrestriktions-
faktoren konnte sowohl bei HNSCC-Zelllinien als auch bei Gewebeproben von HNSCC-

Primartumoren im Vergleich zu nicht-neoplastischem Plattenepithel gezeigt werden [147].

1.6.1.4 CD117

Bei CD117 handelt es sich um einen transmembranen Tyrosinkinase-Rezeptor, welcher ebenfalls
als c-Kit (zellulares (cellular) Homolog des Katzen-(Kitten) Sarkom-Virus) oder als SCFR (Stem
Cell Factor Receptor) bezeichnet wird. Das Rezeptor-Protein stellt das Gen-Produkt des Proto-
Onkogens c-Kit dar und bindet den Liganden SCF (Stem Cell Factor) [148, 149]. CD117 spielt
eine wichtige Rolle bei der Differenzierung und Proliferation von Stammzellen und ist somit, da
es insbesondere von hamatopoetischen Stamm- und Vorlauferzellen exprimiert wird, notwendig
fir die Hamatopoese und die Angiogenese [150, 151]. Uberexpressionen und Mutationen im
CD117-Proto-Onkogen konnten bei vielen Tumorentitaten nachgewiesen werden, wie z. B. der
Mastzell-Leukdmie und gastrointestinalen Stromatumoren [152, 153].

Auch in Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches konnte man eine Uberexpression

von CD117 zusammen mit SCF nachweisen [154].

1.6.1.5 CD133

CD133, auch als Prominin oder AC133 bezeichnet, ist ein transmembranares Glykoprotein,
welches auf Oberflachen von hdmatopoetischen Stammzellen, auf neuroepithelialen Zellen und
verschiedenen anderen embryonalen Epithelzellen gefunden wurde [155, 156]. Die biologische
Funktion von CD133 ist bisher nicht bekannt, CD133 gilt aber alleine oder in Kombination mit
anderen Markern als Stammzellmarker fir eine Vielzahl von Gewebearten [157-159]. Auch in
vielen Tumorentitdten, inklusive Bronchial- [93], Kolon- [96], Leber- [95], Pankreas- [160],
Prostatakarzinom [161] sowie diversen Gehirntumoren konnte der Marker CD133 identifiziert
und den CD133"-Zellen stammzellspezifische Eigenschaften zugeschrieben werden [94].

Auch in HNSCC-Zelllinien und Tumorgewebeproben gelang der Nachweis des potentiellen
Tumorstammzellmarkers CD133. Des Weiteren konnte nicht nur das Expressionslevel von
Nanog/Oct-4/CD133"-Zellen bei HNSCC mit einer schlechten Uberlebensrate in Verbindung
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gebracht werden, sondern auch signifikant erhdhte CD133-Expressionslevel im Serum von
HNSCC-Patienten gemessen werden [162-164]. Neuere Studien konnten auBerdem zeigen, dass
CD133*-HNSCC-Zellen eine erhdhte Chemoresistenz aufweisen [165].

1.6.2 Potentielle Tumorstammzellmarker des Wnt-Signalweges

Der Name Whnt leitet sich von Wingless und /nt-7 ab, da Mutationen im wingless-Gen der
Taufliege Drosophila melanogaster zu einer fliigellosen Variante und eine Uberexpression des
Proto-Onkogen /nt7 (heute Whnt-7) zu Brustkrebs bei Mausen gefiihrt haben. 1987 fand man
eine Ubereinstimmung dieser beiden Gene und bezeichnete diese als Wnt [166, 167]. Die Wnt-
Glykoproteine fungieren als Liganden und binden mit mehreren Kofaktoren an einem
Transmembranrezeptorkomplex, welcher aus den Frizzled-Proteinen und dem Corezeptor LRP
5/6, einem Protein aus der LDL Familie, besteht [168-170]. Die intrazellulare Fortleitung erfolgt
Uber das Protein Dishevelled und spaltet sich in mehrere Signalwege auf, von denen der
canonische B-Catenin-Signalweg eine zentrale Rolle einnimmt [171]. Zytoplasmatisches
B-Catenin wird bei Inaktivitdit des Signalweges dauerhaft von den Tumorsuppressoren
Adenomatosis polyposis coli (APC) und Axis abgebaut [172]. Die Aktivierung des Wnt-
Signalweges fuhrt zur Akkumulation von B-Catenin zytoplasmatisch und nukledr sowie zur
Komplexbildung mit dem Tcf/Lef-Transkriptions-Faktor. Der B-Catenin/Tcf/Lef-Proteinkomplex
hat die Transkription von Ziel-Genen zur Folge [173]. Die wichtige Funktion des Wnt-
Signalweges wird in der Aufrechterhaltung der Pluripotenz, Selbsterneuerung sowie der
Differenzierung von embryonalen Stammzellen gesehen [174, 175]. Ebenfalls sind funktionelle
Zusammenhange zwischen dem Wnt-Signalweg und den embryonalen Transkriptionsfaktoren
Nanog und Oct-4 beschrieben [176, 177]. Viele Studien konnten zeigen, dass nicht nur
verschiedene onkogene Schlisselgene, wie c-Myc, Cyclin D1 und Cox-2, durch den Wnt/B-
Catenin-Signalweg reguliert werden, sondern auch pluripotente Transkriptionsfaktoren wie z. B.
Oct-4 [176, 178, 179]. Weiterhin konnten abnormale Aktivitdten des Wnt-Signalweges wahrend
der Malignitatsentstehung sowie eine Assoziation von Wnt-Genen mit der Entwicklung von
verschiedenen Tumoren nachgewiesen werden [180-182]. Diese Wnt-Uberexpression hat zudem
in Tumoren Einfluss auf die Aktivitdt des EGF (Epidermal-Growth-Factor)-Rezeptors [183]. Auch
in HNSCC konnte eine abnormale Aktivitat des Wnt/B-Catenin-Signalweg und eine Assoziation

mit der Entwicklung und der Progression von Tumorzellen beobachtet werden [184].
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1.6.2.1 Frizzled-3

Bei Frizzled (FZD) handelt es sich um eine Familie von G-Protein gekoppelten
transmembrandren  Glykoprotein-Rezeptoren, welche mit sekretorischen Whnt-Liganden
interagieren und flr die intrazelluldre SignalUbertragung zusténdig sind [169, 185]. Aktuell sind
zehn Frizzled-Rezeptoren bekannt, denen wichtige Funktionen in der Embryogenese und der
Zellproliferation, aber auch der Karzinogenese zukommen [186]. Dem Frizzled-3-Protein,
welches im Jahre 2000 identifiziert und in sehr hoher Expression im zentralen Nervensystem
identifiziert wurde, konnten viele wichtige Funktionen bei der neuronalen Entwicklung
zugeschrieben werden [187, 188]. In vielen Tumorentitaten, wie dem Ewing Sarkom [189],
hepatozelluldrem Karzinom [190], Osophaguskarzinom [191], Prostatakarzinom [192], konnte
das Frizzled-3-Protein ebenfalls nachgewiesen werden, teilweise sogar mit einer Uberexpression

im Vergleich zum gesunden Gewebe. In HNSCC ist FZD3 bisher noch nicht beschrieben.

1.6.2.2 Frizzled-7

Das Glykoprotein Frizzled-7 ist ein weiteres der bisher zehn bekannten Oberfldchenproteine des
Whnt-Signalweges, welches 1998 von Sagara et al. identifiziert und bisher im gesamten
Gastrointestinaltrakt, im  Pankreas-, Lungen-, Herz-, Skelettmuskel-, Gehirn- und
Plazentagewebe nachgewiesen werden konnte [193, 194]. Ebenfalls hat sich herausgestellt, dass
es sich bei dem Frizzled-7-Rezeptor um ein spezifisches Oberfldchenprotein von embryonalen
Stammzellen handelt, welches eine wichtige Rolle in der Regulation der Selbsterneuerung von
Stammzellen spielt [195]. Auch ein funktioneller Zusammenhang mit dem embryonalen
Transkriptionsfaktor Oct-4 konnte gezeigt werden, da mit einem Knock-out von FZD7 ein
Verlust der Oct-4-Expression sowie der typischen Morphologie undifferenzierter embryonaler
Stammzellen einhergeht [195]. Eine Uberexpression von FZD7 wurde bisher fiir das
hepatozelluldre Karzinom [196], das kolorektale Karzinom [194], die lymphoblastische Leukamie
[197], das Magenkarzinom und das Osophaguskarzinom bestatigt [191, 198]. Als Grund fiir die
Uberexpression wurden Mutationen im APC- oder CTNNB1-Gen beschrieben [199]. Durch eine
Down-Regulation des Frizzled-7-Gens mit siRNAs konnte von verschiedenen Arbeitsgruppen
eine Einschrankung der Tumorinitilerung, der Invasion, der Progression und der Motilitat
nachgewiesen werden [196, 200]. Zudem konnten Merle et al. zeigen, dass durch
pharmakologische Inhibition des Frizzled-7-Proteins die Progression von Tumoren effektiv
gehemmt werden kann [201]. Die angeflihrten Untersuchungen beziehen sich zumeist auf
Neoplasien des Gastrointestinal-Traktes. Jedoch liegt auch eine Studie zur Uberexpression von
FZD7 in HNSCC vor [202].
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1.6.3 Potentielle Tumorstammzellmarker embryonalen Ursprungs
und Epitheliale-mesenchymale-Transition (EMT)

Viele Untersuchungsergebnisse der letzten Jahre haben gezeigt, dass eine verdnderte
Aktivierung eines latenten embryonalen Zellprogramms, bezeichnet als die epitheliale-
mesenchymale Transition (EMT), den Krebszellen Fahigkeiten, wie die Invasion und die
Migration, verleihen kann und damit Prozesse, wie die Metastasierung, unterstiitzt. Die EMT
wurde zuerst 1982 von Greenburg und Hay beschrieben und besitzt entscheidende Funktionen
in der Embryogenese und der Wundheilung [203, 204]. Diese vielschichtige phanotypische
Umwandlung von einem epithelialen in einen mesenchymalen Phanotyp setzt eine organisierte
Veranderung der Signaltransduktion sowie der EMT-Transkriptionsfaktoren voraus und hat
Auswirkungen auf die Zellkontakte, die Differenzierung und die Migration [204, 205]. Wahrend
der Progression von Tumoren wird in der EMT der Schlissel zur Infiltration des umgebenden
Gewebes, der Metastasierung und der Chemoresistenz gesehen [205]. Zudem wurde bestatigt,
dass Tumorzellen mit EMT-Phanotyp stammzellspezifische Eigenschaften sowie erhdhte
Expressionslevel der embryonalen Transkriptionsfaktoren Nanog, Oct-4 und Sox2 aufweisen

[206]. Als Initiatorprotein der EMT konnte bet HNSCC Snail ausgemacht werden [207].

1.6.3.1 E-Cadherin

Bei E-Cadherin (Epithelial Calcium adhering) handelt es sich um ein Calcium-abhangiges
transmembranes Glykoprotein aus der Cadherin-Superfamilie. Seine hauptsachliche Funktion
wird in der Aufrechterhaltung von Zell-Zell-Kontakten gesehen, wobei auch eine Beteiligung an
der Zellpolaritat, der Embryogenese sowie verschiedenen Signaltransduktionen fiir E-Cadherin
beschrieben wurden [208, 209]. E-Cadherin besteht aus zwei Domanen, wobei die extrazelluldre
Domédne mit benachbarten Zell-Rezeptoren interagiert und die zytoplasmatische Domane
B-Catenin (sieche Wnt-Signalweg, Kapitel 1.6.2, Seite 18) bindet [210, 211]. Wahrend der
Tumorentstehung kann E-Cadherin durch verschiedene Mechanismen, einschlieBlich
posttranslationaler Modifikation, somatischer Mutation und/oder transkriptionaler Repression
funktionell inaktiviert oder reduziert sein [212]. Auch das zytoplasmatische B-Cateninlevel,
welches zur Aufrechterhaltung von E-Cadherin notwendig und haufig in HNSCC reduziert ist,
hat direkte Auswirkungen auf die E-Cadherinexpression [202, 213]. Eine Reduktion oder ein
Verlust der E-Cadherin-vermittelten Zell-Zell-Kontakte wird als wichtiger Schritt der Invasion
und Metastasierung von vielen epithelialen Tumorentitdten, einschlieBlich HNSCC, angesehen
[214, 215]. Weiterhin wird in der abnormen Expression von E-Cadherin eine Schlisselrolle der
EMT gesehen [216]. In der Literatur sind Expressionsraten von HNSCC-Primartumoren mit 82,5 —
85 % angegeben, wobei mit dem Auspragungsgrad der lymphogenen Metastasierung das

Expressionslevel von E-Cadherin abnimmt [135, 217].
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1.6.3.2 Snail

Snail ist ein Zinkfinger-Transkriptionsfaktor aus der Snail-Familie (Snail, Snailp, Slug, Scratch1
und Scratch2), welcher 1984 in der Taufliege Drosophila entdeckt wurde [218]. Mittlerweile
gelang auch der Nachweis in vielen verschiedenen anderen Wirbeltieren, einschlieBlich dem
Menschen [219]. Diesem Transkriptionsfaktor konnte eine essentielle Rolle in der Entwicklung
des Mesoderms, Neuroektoderms und einigen Organen zugeschrieben werden [220]. Eine
entscheidende biologische Funktion der Snail-Proteine ist die Inhibition von E-Cadherin auf
Promoter-Ebene, was einen Verlust der epithelialen Adhasionsmolekiile zur Folge hat [221].
Durch diesen Zell-Zell-Kontaktverlust wird Snail als zentraler Regulator der EMT diskutiert und
scheint damit an einigen Pathologien, wie der Fibrose von Organen und der Tumorbiologie,
beteiligt zu sein [222, 223]. In vielen menschlichen Tumorzellen konnte nicht nur Snail
nachgewiesen, sondern diesem Transkriptionsfaktor eine wesentliche Rolle an der EMT-
vermittelten Zunahme der Motilitdt, Progression, Aggressivitdat und Invasion zugeschrieben
werden [220, 221]. Bei Brustkrebs ist dariiber hinaus eine Snail-Uberexpression mit einer
erhohten Rezidivrate assoziiert [224]. Auch in HNSCC konnte Snail nachgewiesen und eine
negative Korrelation zwischen der E-Cadherin- und der Snail-Expression beobachtet werden
[225]. AuBerdem wurde anhand von HNSCC-Zellen gezeigt, dass Snail alleinig in der Lage ist
eine EMT einzuleiten und dass dessen Expressionslevel mit der Invasion, Metastasierung, lokalen
Rezidivrate sowie Chemoresistenz korreliert [207, 226-228]. Induzierbar ist die Uberexpression
von Snail und die Suppression von E-Cadherin in HNSCC durch proinflammatorische Zytokine,
wie z. B. IL-1B [57].

1.6.3.3 Goosecoid

Bei Goosecoid (GSC) handelt es sich um ein Homodoboxgen, welches wéhrend der frihen
Gastrulation exprimiert wird [229]. Die hochste Konzentration wurde in der dorsalen
Urmundlippe im Bereich des Signalzentrums Spemanns Organisator gemessen, weshalb
Goosecoid auch als Spemann Organisator-Gen bezeichnet wird [230]. Uber eine Stimulation des
Protein Forkhead-Box C2 (FOXC2) sowie des TGF-B (Transforming Growth Factor B)-Signalwegs
induziert Goosecoid die EMT und damit die Metastasierung sowie Malignitat von Tumoren [231,

232]. Eine Beschreibung von Goosecoid bei HNSCC liegt bisher nicht vor.

1.6.3.4 Oct-4

Bei dem Protein Oct-4 (Octamer-binding transcription factor 4), welches auch unter den
Synonymen Oct-3 und POUS5F1 (POU Doméne, Klasse 5, Transkriptions-Faktor 1) bekannt ist,

handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor der POU Familie, welcher von dem Gen POUS5F1
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kodiert wird. Durch alternatives Splicing entstehen aus dem Gen POU5F1 drei Varianten: Oct-4A
(POUS5F1_iA), Oct-4B (POUS5F1_iB) und Oct-4B1 (POUS5SF1_iB1) [233]. Oct-4 ist notwendig fiir die
Selbsterneuerung und Pluripotenz von embryonalen Stammzellen [234]. Ein Verlust des Oct-4-
Gens in der friihen embryonalen Phase, wie an einer loss-of-function-Mutation fir Oct-4 an
Mausen nachgewiesen werden konnte, hatte einen letalen Ausgang wegen der ibermaBigen
Differenzierung pluripotenter Ektodermalzellen im Trophektoderm zur Folge [235]. Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass ein bestimmtes Oct-4-Expressionsniveau erforderlich ist, um die
Pluripotenz von embryonalen Stammzellen aufrecht zu erhalten [236]. Mittels einer Ein-Faktor-
Induktion von Oct-4 ist es auBerdem gelungen aus adulten Zellen pluripotente Stammzellen zu
generieren [237].

Vielfaltige Studien an nicht-tumorésem Gewebe sowie an Tumorzellen verdeutlichen, dass
Oct-4 nicht nur in embryonalen Stammzellen, sondern auch in adulten Gewebestammzellen,
immortalisierten nicht-tumordsen Zellen, Tumorzellen sowie Tumorzelllinien, jedoch nicht in
entdifferenzierten Zellen exprimiert wird [163, 238, 239]. Oct-4 spielt somit eine wichtige Rolle
bei der Karzinogenese [238]. Auch in HNSCC konnte sowohl in Zelllinien als auch in
Tumorgewebeproben Oct-4 nachgewiesen sowie eine positive Korrelation zwischen der Anzahl
von Oct-4/Nanog/CD133-dreifach positiven Zellen und fortgeschrittenen Tumorstadium
beobachtet werden [141, 163]. Ferner konnte eine Korrelation zwischen der Expression von
Oct-4 sowie der Invasion bei HNSCC gezeigt werden [240].

Untersuchungen der letzten Jahre konnten bestétigen, dass die Oct-4 typischen Charakteristika,
wie Pluripotenz und Selbsterneuerung, nicht durch alle Oct-4 Isoformen vermittelt werden
kdnnen. Nur die Oct-4A-Isoform mit Lokalisation im Nucleolus wird fir stammzellspezifische
Eigenschaften verantwortlich gemacht, nicht jedoch die Oct-4B-Isoform mit zytoplasmatischer
Lokalisation [241, 242]. Auch die Beteiligung an der Karzinogenese wird als Funktion der
Oct-4A-Isoform angesehen [242]. Da Oct-4B unter zelluldren Stressbedingungen hochreguliert
wird, werden dieser Isoform Funktionen, wie Schutz vor der Apoptose und allgemeine
Zellprotektion gegeniiber Stress, zugeschrieben [243]. Uber die dritte Splice-Variante Oct-4B1
und deren Funktion ist bisher nichts bekannt, sie wird ebenfalls als moglicher Marker fir

stammzellspezifische Eigenschaften diskutiert [244, 245].

1.6.3.5 Sox2

Sox2 (Sry-related HMG-box) ist ein DNA-bindendes Protein, welches zur Familie der HMG (High
Mobility Group) gehort [246]. Der Transkriptionsfaktor Sox2 wird in embryonalen Stammzellen
sowie Blastozysten exprimiert und ist erforderlich fir den Fortbestand von Epiblast sowie
extraembryonalem Ektoderm [247]. Sox2 kann mit Oct-4 und Nanog das undifferenzierte
Stadium von embryonalen Stammzellen aufrechterhalten [248]. Weiterhin wurde bestatigt, dass

Sox2 in Kombination mit Oct-4, c-Myc und KLF4 in der Lage ist, aus adulten Gewebezellen
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pluripotente Stammzellen zu induzieren [249]. Sox2 spielt eine ganz entscheidende Rolle bei der
Neurogenese und bleibt auch in adulten neuronalen Stammzellen detektierbar [250, 251].
Mutationen im Sox2-Gen fiihren neben der Anophthalmie zum beidseitigen Horverlust sowie zu
verschiedenartigen Hirnanomalien [252].

Viele aktuelle Studien konnten zeigen, dass Sox2 nicht nur an der physiologischen
Organogenese, sondern auch an der Karzinogenese beteiligt ist [253, 254]. Neben vielen

Tumorentitaten konnte auch in HNSCC Sox2 nachgewiesen werden [255].

1.6.3.6 Nanog

Der Name Nanog leitet sich ab von 7ir Na Nog, dem Land der ewigen Jugend aus einer irischen
Sage, welchen ihm bet seiner Entdeckung 2003 die Forscher um Mitsui et al. gegeben haben. Bel
Nanog handelt es sich um einen Homoobox Transkriptionsfaktor, welcher neben Oct-4 und
Sox2 als Hauptfaktor fir die Aufrechterhaltung der Pluripotenz angesehen wird [256, 257].
Nanog ist erforderlich fiir die Embryonal- und Keimbahnentwicklung. Ein Mangel an Nanog
resultiert in einem Verlust der Pluripotenz von embryonalen Stammzellen und einer Fixierung in
einem prépluripotenten, undefinierten Stadium [258]. Untersuchungen der letzten Jahre
konnten zeigen, dass Nanog eine wichtige Rolle in der Karzinogenese von soliden Tumoren
spielt. Eine Uberexpression dieses Transkriptionsfaktors konnte fiir viele Tumorentititen
bestatigt werden, wie zum Beispiel fir das kolorektale Karzinom [259], Mammakarzinom [98],

Ovarialkarzinom [260], Prostatakarzinom und nicht zuletzt fir HNSCC [261, 262].

1.6.3.7 Sox17

Beli Sox17 (Sry-related HMG-box) handelt es sich um einen weiteren der insgesamt 20
bekannten Transkriptionsfaktoren der HMG-Familie (High Mobility Group) [263]. Sox17 wird in
den verschiedensten humanen Geweben exprimiert und ist involviert in die Angiogenese, die
Bildung des Endoderms, die Entwicklung von Oligodendrozyten und die Regulation von
Stammzellfunktionen [264-267]. Weiterhin ist gezeigt worden, dass verschiedene Sox-Proteine,
darunter auch Sox17, einen supprimierenden Effekt auf den Wnt/B-Catenin-Signalweg ausiliben
[263]. Uber diesen inhibitorischen Effekt kommt Sox17 eine Tumorsuppressorfunktion zu: so
fihrt eine Down-Regulation von Sox17 Uber eine verstarkte Aktivierung des Wnt-Signalweges
zur Foérderung maligner Progression [268]. Eine Beschreibung von Sox17 bei HNSCC ist in der

Literatur nicht zu finden.
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1.6.3.8 GATA-4

Die GATA-Familie, benannt nach der Féhigkeit die DNA-Sequenz GATA zu binden, beinhaltet
Transkriptionsfaktoren mit einer Zinkfingerdomane [269]. GATA-Proteine spielen eine wichtige
Rolle bei der Embryogenese, Zelldifferenzierung und Genregulation [270, 271]. GATA-4 wird
exprimiert von endodermal-abgeleiteten Organen, einschlieBlich Herz, intestinalen Epithels,
Gonaden, Lungen, Ovarien und Hoden [269, 272-274]. In vielen Neoplasien dieser Gewebearten,
mit Betonung auf den oberen Gastrointestinaltrakt, konnte GATA-4 nachgewiesen und diesem
Transkriptionsfaktor eine tumorsupprimierende Wirkung zugeschrieben werden [275, 276]. In
HNSCC ist GATA-4 bisher nicht beschrieben.

1.6.4 Einfluss von Zytostatika auf die Expression potentieller
Tumorstammazellmarker

Patienten mit fortgeschrittenen HNSCC (UICC [l und V), welche einer priméren
Radiochemotherapie zugefiihrt worden sind, weisen mit einer lokalen Rezidivrate von 56 % und
einer medianen Uberlebenszeit von 34 Monaten eine schlechte Prognose [4]. Folgender Ablauf
wird nach der Tumorstammzelltheorie fiir diese hohen Rezidivraten sowie der damit
vergesellschafteten schlechten Prognose verantwortlich gemacht und ist in Abbildung 5
dargestellt: wenn Tumorreste nach der operativen Resektion in situ verbleiben oder der Tumor
primdr inoperabel ist, fihren Radio- und/oder Chemotherapie zur Reduktion der Tumormasse
(Bulk), es Uberleben jedoch therapieresistente Tumorstammzellen, welche aufgrund ihrer
stammzellspezifischen Eigenschaften in der Lage sind einen neuen Tumor und damit ein Rezidiv

entstehen zu lassen [80].
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Radio- und/oder
Chemotherapie

Der GroBteil der Tumorzellen

Tumor (Bulk) stirbt ab
@\
v o

. - Tumorstammzellen
Ein Tumorrezidiv entsteht iiberleben die Therapie

e

Abbildung 5: Kreislauf der Entstehung von Tumorrezidiven nach der Tumorstammzelltheorie

Nach der Tumorstammzelltheorie geht man davon aus, dass unter Radio- und/oder Chemotherapie eines heterogenen
Tumors die entdifferenzierten Tumorzellen absterben und nur die therapieresistenten Tumorstammzellen Uberleben,
welche flr die Generierung von Rezidiven verantwortlich sind. In Anlehnung an [80].

Die Anzahl von Studien ber den Einfluss von potentiellen Stammzellfaktoren bei HNSCC unter
Radio- oder Chemotherapie ist Uberschaubar. Su et. al. konnten anhand einer HNSCC-Zelllinie
zeigen, dass CD44"-Zellen sowohl gegeniiber einer Bestrahlung als auch gegeniiber den
Zytostatika Cisplatin und Docetaxel hohere Uberlebensraten aufweisen als CD44 -Zellen.
Weiterhin gelang ihnen der Nachweis, dass CD44"-Zellen ein signifikant hoheres Oct-4-
Expressionslevel besitzen als CD44 -Zellen [141]. Eine dhnliche Beobachtung machten Gammon
et al, nur wahlten sie als zytostatischen Wirkstoff Mitomycin C [277]. Yang et al. wiesen mit
einem ahnlichen Versuchsaufbau nach, dass CD133"-Zellen eine hdhere Chemoresistenz
gegeniber den Wirkstoffen 5-Fluorouracil, Cisplatin und Paclitaxel besitzen als CD133"-Zellen
[165]. Felthaus et al. publizierten zum fast identischen Zeitpunkt die Beobachtung, dass mit
Paclitaxelbehandlung einer HNSCC-Zelllinie eine signifikant erhéhte Zellzahl von CD133"-Zellen
angereichert werden konnte [278]. Fur die erhdhte Resistenz gegeniiber einer Chemotherapie
konnten sowohl bei CD44"- als auch bei CD133"-Zellen eine erhéhte Expression der Gene
ABCB1, ABCG2, CYP2C8 und TERT, welche ATP-abhdngige Efflux-Pumpen kodieren,
mitverantwortlich gemacht werden [139]. Des Weiteren lieB sich in HNSCC-Zelllinien eine
tumorstammzellahnliche Population (Hoechst 33342) nachweisen, welche neben einem
erhdhten  Expressionslevel von Oct-4 eine erhdhte Resistenz gegenliber dem
Chemotherapeutikum 5-Fluorouracil zeigte [279]. Ferner konnte in aktuellen Untersuchungen
ein Zusammenhang zwischen einem erhéhten Expressionslevel von CD44"- und Oct-4"-Zellen
sowie einer erhdhten Rate von Lokalrezidiven und ein schlechteren Prognose nach Bestrahlung

hergestellt werden [280].
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1.7 Zielsetzung dieser Arbeit

Besonders in fortgeschrittenen Tumorstadien von Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-
Bereiches (UICC Ill und 1V) stellt die systemische Chemotherapie, meist im Rahmen einer
multimodalen Therapie, eine Behandlungsoption dar [24]. Mit lokalen Rezidivraten von Uber
50 % nach alleiniger Radiochemotherapie ist die Entstehung eines Rezidivs, welches
therapeutisch schwer anzugehen ist, ein haufiges Problem in der Therapie des HNSCC [4, 281].
Die biologischen Auswirkungen einer systemischen Chemotherapie sowohl auf das Mikromilieu
als auch den Tumor selbst sind aber weitestgehend unverstanden.

Die Arbeit gliedert sich in zwet Hauptteile:

1. Einfluss einer in-vitro-Chemotherapie auf die Zytokinsekretion von HNSCC:
Zytokine spielen im Mikromilieu von HNSCC durch die Immunmodulation eine wichtige
Rolle [69]. Bei Patienten mit HNSCC wurde eine Verschiebung des TH;/TH;-
Gleichgewichtes zugunsten der TH,-Zytokine beobachtet [70, 71]. Eine kombinierte
Radiochemotherapie fiihrte zum weiteren Zytokinanstieg der TH,-dominierten
Immunantwort. Die Studien hierzu beschranken sich auf die Bestimmung der
Serumzytokine [81, 82]. Uber lokale Zytokinveranderungen einer Zytostatikabehandlung
und deren Auswirkungen auf das TH:/TH,-Gleichgewicht ist in der Literatur bisher
nichts bekannt. Da diese Zytokin-Inbalance Auswirkungen auf spezifische
Immuntherapien besitzt, galt es das TH/TH,-Gleichgewicht im Rahmen einer lokalen in-

vitro-Chemotherapie zu untersuchen [75].

2. Expression verschiedener potentieller Tumorstammzellmarker in HNSCC und
Einfluss einer in-vitro-Chemotherapie auf die Markerexpression:
In der onkologischen Forschung der letzten Jahre hat sich zunehmend die
Tumorstammzelltheorie durchgesetzt, welche besagt, dass eine kleine Subpopulation
von Tumorzellen fir die malignen Eigenschaften, wie Aufrechterhaltung,
Differenzierung, Initiierung, Resistenz, Selbsterneuerung und nicht =zuletzt die
Metastasierung von Tumorzellen verantwortlich ist [103, 105]. Verldssliche
Tumorstammzellmarker zur Identifizierung und gezielten Behandlung dieser Zellen bei
HNSCC fehlen weitestgehend [80]. Ein wesentlicher Teil dieser Arbeit war es daher,
verschiedene  potentielle = Tumorstammzellmarker in  HNSCC-Zelllinien  und
Tumorgewebeproben  nachzuweisen und das  Expressionsverhalten  dieser
markertragenden, potentiellen Tumorstammzellen unter in-vitro-Chemotherapie zu

untersuchen.
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2 Material und Methoden
2.1 Verwendete Materialien
2.1.1 Verwendete Laborgerate
Gerate Hersteller
AxioCam MRn Carl Zeiss GmbH, Goéttingen

Bio-Plex® — System

BioPhotometer Spectrometer
COs,-Inkubator
Durchflusszytometer FACS Canto'"
Elektrische Feinwaage AK160
Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200M
Kryostat Leica CM3050S

pH-Meter Calimatic 766
Lichtmikroskop Wilovert S
Mikroliterzentrifuge BioFuge Fresco
Microplate Spectrophotometer
Multipette® plus — Pipette
Neubauer — Zahlkammer
Schittelinkubator ST5CAT

Shadon Cytospin Centrifuge 3
Vakuum — Absauggerat

Wasserbad

Zentrifuge Allegra™ 25 R

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Eppendorf AG, Hamburg
Heraeus/Kendro, Hanau

BD Biosciences, San Jose (CA, USA)
Mettler-Toledo GmbH, Giessen

Carl Zeiss GmbH, Gottingen

Leica Microsystems GmbH, Nussloch
Knick, Berlin

Helmet Hund GmbH, Wetzlar
Heraeus/Kendro, Hanau

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Eppendorf AG, Hamburg

Brandt, Ludwigshafen

Neolab Migge GmbH, Heidelberg

ThermoFisher Scientific, Walthm (MA, USA)

Bio-Rad Laboratories GmbH, Milinchen

Kottermann GmbH & Co. KG,
Uetze/Hanigsen

Beckman Coulter, Palo Alto (CA, USA)

Tabelle 5: Verwendete Laborgerite
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2.1.2 Verwendete Software

Software

Hersteller

BD FACS Diva 6.0
Bio-Plex®-Manager
FACP™ Array
GraphPad Prism 5

Image)

Microsoft Office 2007
OriginPro 8G

BD Biosciences, San Jose (CA, USA)
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
BD Biosciences, San Jose (CA, USA)
GraphPad Software, San Diego (CA, USA)

National Institutes of Heath,
Bethesda (MD, USA)

Microsoft Corporation, Redmont (WA, USA)

OriginLab Corporation,
Northampton (MA, USA)

Zeiss Axio Version Rel. 4.7 Zeiss, Jena
Tabelle 6: Verwendete Software
2.1.3 Verwendete Materialien

Material Hersteller

Chamber Slides (4 Kavitaten)
Combitips® plus — Pipettenspitzen
Deckglaser

Einmalklvetten

Einwegskalpell No. 22
Kryokonservierungsréhrchen

Kunststoffrohrchen (15 ml, 50 ml;
konisch, steril, mit Schraubverschluss)

Mikrotiterplatten (6 bzw. 96 Kavitaten;
Flachboden, mit Deckel)

Pipettenspitzen (10 pl, 200 pl, 1000 pl)
ReaktionsgefaBe (1,5 ml)

Serologische Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)
SuperFrost® plus — Objekttrager

Zell- bzw. Gewebekulturflaschen
(25 cm?, 75 cm?, 125 sz)

Zell- bzw. Gewebekulturschalen (steril)
Zellschaber (25 cm)
Zellsiebe (40 um bzw. 70 um)

BD Biosciences, San Jose (CA, USA)
Eppendorf AG, Hamburg

Menzel-Gléser, Braunschweig

Eppendorf AG, Hamburg

Feather Safety Razor Co,, Ltd., Osaka, Japan
Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht
Menzel-Glaser, Braunschweig

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Falcon, Heidelberg
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht
BD Biosciences, San Jose (CA, USA)

Tabelle 7: Verwendete Materialien
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2.1.4 Verwendete Chemikalien, Reagenzien und Medien

Chemikalien, Reagenzien, Medien

Hersteller

Aceton

Antibiotikum/Antimykotikum
(Penicillin/Streptomycin/Amphotericin B)
Antikdrper-Verdlinnungs-Puffer

Aqua Spillésung

Bio-Rad Protein Assay

Bovines Serum Albumin (BSA)

Bradford Dye Reagent

Collagenase Typ |l

DAPI

Dispase

DMEM + D-Glucose (4,5 g/l) + L-Glutamin
DMSO

Dulbecco’s PBS

Tissue-Tek® 0.C.T.™ compound
Einbettmedium

Eosin G Losung (0,5 %)
Ethanol

Eukitt

FACS Flow™

FKS, inaktiviert
Fluoromount G

Hamalaunldsung, sauer, nach Mayer

Hyaluronidase Typ Is
Methanol
Mycoplasma-Off®
Natriumpyruvat
Paraformaldehyd
Penicillin/Streptomycin
Saponin

Triton X-100 (0,3 %)
Trypanblau (0,4 %)
Trypsin-EDTA

J.T. Baker, Deventer (Niederlande)
PAA Laboratories, Pasching (A)

DCS, Hamburg

Delta Select, Dreieich

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Invitrogen, Eugene (OR, USA)

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Invitrogen, Eugene (OR, USA)

PAA Laboratories, Pasching (A)

Merck, Darmstadt

PAA Laboratories, Pasching (A)

Miles Inc. Elkhart (IN, USA)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Apotheke UK S-H, Campus Libeck
Kindler GmbH

Becton & Dickinson, Heidelberg

GIBCO, New York (CT, USA)
SouthernBiotech, Birmingham (AL, USA)
Dr. K. Hollborn u. S6hne GmbH & Co. KG,
Leipzig

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
J.T. Baker, Deventer (Niederlande)
Minerva Biolabs GmbH, Berlin
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
PAA Laboratories, Pasching (A)

Fluka, Buchs (CH)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
PAA Laboratories, Pasching (A)

Tabelle 8: Verwendete Chemikalien, Reagenzien und Medien
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2.1.5 Zusammensetzung von Medien
Medium, Zusatz Hersteller
500 ml DMEM + D-Glucose (4,5 g/l) + PAA Laboratories, Pasching (A)
L-Glutamin
1TmM Natriumpyruvat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
1 x NEA (nicht-essentielle Aminosauren) GIBCO, New York (CT, USA)
25 mM HEPES PAA Laboratories, Pasching (A)

Tabelle 9: Zellkulturmedium und Zusatze fiir adhédrente Zellen

Medium, Zusatz Hersteller

500 ml DMEM + D-Glucose (4,5 g/l) + PAA Laboratories, Pasching (A)
L-Glutamin

1TmM Natriumpyruvat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
1 x NEA (nicht-essentielle Aminosauren) GIBCO, New York (CT, USA)

25 mM HEPES PAA Laboratories, Pasching (A)

5 % Antibiotikum/Antimykotikum PAA Laboratories, Pasching (A)

(Penicillin/Streptomycin/Amphotericin B)
5 % Penicillin/Streptomycin PAA Laboratories, Pasching (A)

Tabelle 10: Zellkulturmedium und Zusatze fiir Primarkulturen

Medium, Zusatz Hersteller

70 % DMEM + D-Glucose (4,5 g/l) + PAA Laboratories, Pasching (A)
L-Glutamin

20 % FKS, inaktiviert GIBCO, New York (CT, USA)

10 % DMSO (Dimethylsulfonat) PAA Laboratories, Pasching (A)

Tabelle 11: Einfriermedium fiir Zelllinien und Primarkulturen
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2.1.6 Verwendete Puffer und Losungen
Puffer, Losungen Bestandteile
Permeabilisierungspuffer (pH 7,4 - 7,6) 1 % FKS

0,17 % Saponin
PBS

Dispersionsmedium

Dissektionsmedium

1 ml Dispase (33,4 mg/ml)

19 mL 70 % DMEM + D-Glucose (4,5 g/l) +
L-Glutamin

4-6 % Antibiotikum/Antimykotikum
(Penicillin/Streptomycin/Amphotericin B)
4-6 % Penicillin/Streptomycin

1 ml Collagenase (31,5 mg/ml)

1 ml Hyaluronidase (3,99 mg/ml)

8 ml 70 % DMEM + D-Glucose (4,5 g/l) +
L-Glutamin

4-6 % Antibiotikum/Antimykotikum
(Penicillin/Streptomycin/Amphotericin B)
4-6 % Penicillin/Streptomycin

Tabelle 12: Verwendete Puffer und Lésungen

2.1.7 Verwendete Kits

Kits

Hersteller

Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit
Bio-Plex Calibration Kit

Bio-Plex Cytokine Reagent Kit

Bio-Plex Human Serum Diluent Kit
Bio-Plex Validation Kit

CBA Human Immunoglobin Flex-Set
Human Cytokine TH;/TH, Assay

Human Pluripotent Stem Cell Antibody Array

Kit
In vitro Toxikologie Assay Kit (MTT-Test)

Mycoplasma Detection Kit

BD Biosciences, San Jose (CA, USA)

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
BD Biosciences, San Jose (CA, USA)

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
R & D Systems, Minneapolis (MN, USA)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Minerva Biolabs GmbH, Berlin

Tabelle 13: Verwendete Kits
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2.1.8 Verwendete Antikorper

Antikorper

Hersteller

Anti-Human-CD34, mouse, 19G1, PE
Anti-Human-CD44, mouse, 19G1, PE
Anti-Human-CD59, mouse, 19G2a, FITC
Anti-Human-CD117, mouse, IgG1, PE
Anti-Human-CD133, mouse, IgG1, APC
Anti-Human-FZD-3, rat 1gG2a, APC
Anti-Human-FZD-7, rat, IgG2a, PE
Anti-Human-Oct-4, rat, IgG2b, APC
Anti-Human-Oct-4, rat 1gG2b, PerCP

Lineage mix1: Anti-Human-CD3, -CD14, -
CD16, -CD19, -CD20, -CD56, mouse, 1gG1,
FITC

Isotypenkontrolle, mouse 1gG1, APC
Isotypenkontrolle, mouse 1gG1, PE
Isotypenkontrolle, mouse 1gG2a, FITC

Isotypenkontrolle, rat, IgG2a, APC
Isotypenkontrolle, rat, IgG2a, PE
Isotypenkontrolle, rat 1gG2b, APC
Isotypenkontrolle, rat, IgG2b, PerCP

BD Biosciences, San Jose (CA, USA)
BD Biosciences, San Jose (CA, USA)
BD Biosciences, San Jose (CA, USA)
BD Biosciences, San Jose (CA, USA)
Miltenye Biotec GmbH, Bergisch Gladbach

R & D Systems, Minneapolis (MN, USA)
R & D Systems, Minneapolis (MN, USA)
R & D Systems, Minneapolis (MN, USA)
R & D Systems, Minneapolis (MN, USA)
BD Biosciences, San Jose (CA, USA)

BD Biosciences, San Jose (CA, USA)
BD Biosciences, San Jose (CA, USA)
BD Biosciences, San Jose (CA, USA)

R & D Systems, Minneapolis (MN, USA)
R & D Systems, Minneapolis (MN, USA)
R & D Systems, Minneapolis (MN, USA)
R & D Systems, Minneapolis (MN, USA)

Tabelle 14: Verwendete Antikorper fiir die Durchflusszytometrie

Antikérper mit Verdiinnung

Hersteller

Anti-Human-CD34, mouse, 19G1, 1:30
Anti-Human-CD44, rabbit, 1gG, 1:100
Anti-Human-CD44v6, mouse, IgG1, 1:300
Anti-Human-CD59, mouse, 19G2a, 1:20
Anti-Human-CD117, mouse, 1gG1, 1:50
Anti-Human-CD133, mouse, IgG1, 1:200
Anti-Human-Nanog, mouse, 1:100
Anti-Human-Oct-4, rabbit 20ug/ml
Anti-Human-Oct-4 Isoform A, rat, 1:50
Anti-Ki-67, rabbit 1:200

Sekundarantikorper, Anti- mouse-Cy2, goat,
IgG, 1:200
Sekundarantikorper, Anti-rabbit-Cy3, goat,
IgG, 1:100

Acris Antibodies, Hiddenhausen
Epitomics, Inc., Burlingame (CA, USA)
R & D Systems, Minneapolis (MN, USA)
Abcam, Cambridge (MA, USA)

Acris Antibodies, Hiddenhausen
Abcam, Cambridge (MA, USA)
Abcam, Cambridge (MA, USA)
BioVision, Mountain View (CA, USA)
Epitomics, Inc., Burlingame (CA, USA)
Abcam, Cambridge (MA, USA)

Jackso ImmunoResearch/ Dianova, Hamburg

Jackso ImmunoResearch/ Dianova, Hamburg

Tabelle 15: Verwendete Antikorper fiir die Immunhistochemie
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2.1.9 Verwendete Zelllinien

Insgesamt fanden im Rahmen dieser Dissertationsarbeit acht humane permanente HNSCC-
Zelllinien Verwendung, welche in Tabelle 16 zusammenfassend dargestellt sind. Als Ursprung

dienten bei allen acht Zelllinien Plattenepithelkarzinome aus dem Kopf-Hals-Bereich.

Zelllinie Ge’st\cllt::cht Entitit Lokalisation Staging Grading th\el:')a:ie
BHY 65J),; 3 PT Larynx T2NOMO G2 -
PCI-I 521,43 PT Alevolarfortsatz  rTANOMO G1 O

UT-SCC 12A 81J,; ¢ PT Cutis nasi T2NOMO G1 -
UT-SCC 12B 81J,; ¢ LKM Hals rTONTMO G2 -
UT-SCC 60A 59,9 PT Tonsille Li. T4AN1TMO G1 -
UT-SCC 60B 59,9 LKM Hals T4NTMO G1 Rx
UT-SCC 74A 31); 8 PT Zunge T4NTMO G1-2 -
UT-SCC 74B 31); 48 LKM Hals rN2 G2 Rx

Tabelle 16: Verwendete permanente HNSCC-Zelllinien (n = 8)
J.: Jahre; PT: Primartumor; LKM: Lymphknoten-Metastase; -: keine Therapie; O: Operation; Rx: Radiatio

2.1.10 Verwendete Gewebeproben

Neben permanenten Zelllinien wurden ebenfalls Tumor- und Nasenmuschelgewebeproben aus
der Klink fur Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde der Universitdt zu Libeck untersucht. Ein
beflirwortender Ethikantrag der Universitat zu Libeck (Aktenzeichen: 04-158) fir die Entnahme
von Tumorgewebeproben nach vorausgehender schriftlicher Einwilligung der Patienten liegt
vor. Aus datenschutzrechtlichen Griinden erfolgte eine Kennzeichnung der Gewebeentitaten mit
einem Buchstaben (T fir Primartumor und G fir nicht-neoplastisch verdnderte Gewebearten)
sowie flr die Gewebeanzahl eine fortlaufende Nummerierung. Die histopathologische
Befundung aller verwendeten Proben erfolge am Institut flir Pathologie der Universitat zu
Lubeck.
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Nasen- Alter; Klinische Diagnose
muschel Geschlecht
G913 17 ), 9 NM-Hyperplasie, Adenoide
G918 33,9 NM-Hyperplasie
G934 27 ), 9 NM-Hyperplasie bds.
G943 54,9 Nasenseptumdeviation
G961 65 )., 3 Nasenseptumsubluxation
G962 65 )., 3 Nasenseptumdeviation, NM-Hyperplasie
G997 36J),;¢9 Nasenseptumdeviation, NM-Hyperplasie

Tabelle 17: Verwendete Nasenmuschelgewebeproben (n = 7)
G: Gesunde Gewebeprobe; J.: Jahre; NM: Nasenmuschel; bds.: beidseits

;::\:;; GesA:I:T:c:ht Entitat Lokalisation Staging Grading th\el:a:ie
T601 61J),3 PT Zungengrund  cT3cN2bMO G3 O, Rx, G
T800 64 ), Q PT Tonsille pT2pN2bcMO G3 -
T898 721,38 PT Larynx ¢T3 ¢NO cMO G2 Cx
T951 55J),; & PT Hypopharynx  pT2pN2bcMO G2 -
T956 86,3 PT Zungengrund  rpT3rpN1MO G2 O
T969 50J,; 38 PT Uvula pT3pN1cMO G2 -
1977 55J),; & PT Hypopharynx  pT1pNOcMO G3 -
T982 64J,; Q@ PT Oropharynx pT3pN1cMO G2 -
T1005 58J,; & PT Zungengrund  pT2pN2bcM0O G3 -
T1010 65J),; 3 PT Nasopharynx ~ cT1cNOcMO G2 Rx, Cx
T1012 741,38 PT Oropharynx  cT4cN2bcMO G3 -
T1014 501J; % PT Oropharynx cT4cN2cMx G1 -

Tabelle 18: Verwendete HNSCC-Gewebeproben (n = 12)
T: Tumorgewebe; J.: Jahre; PT: Primartumor; O: Operation; Rx: Radiatio; Cx: Chemotherapie; G: G-CSF - Therapie
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2.2 Methoden

2.2.1 Allgemeine Zellkulturarbeiten

Bei allen Zellkulturarbeiten ist auf sterile Bedingungen geachtet worden, indem sterile Medien,
Lésungen und Kulturflaschen nur unterhalb der Sterilbank gedffnet und verwendet wurden. Alle
dabei verwendeten Materialien wurden zuvor entweder im Dampfsterilisator autoklaviert oder
mit 70 %iger Ethanolldsung gereinigt. Um eine Keimzahlreduktion an der Werkbank zu erzielen,
ist vor der Inbetriebnahme eine UV-Bestrahlung sowie eine desinfizierende Reinigung mit

Ethanol und Mycoplasma-Off® durchgefiihrt worden.

2.2.1.1 Kultivierung von HNSCC-Zelllinien

Die Kultivierung der adharenten HNSCC-Zelllinien erfolgte in Zellkulturflaschen im Brutschrank
bei 37°C und 5 % CO,. Verwendung fanden Zellkulturmedien mit Zusatzen fiir adharente
Monolayerkulturen, wobei auf antibiotische und antimykotische Zusatze bei permanenten
HNSCC-Zelllinien verzichtet wurde. Ein Mediumwechsel nach vorherigem Waschen der
adhdrenten Zellen mit vorgewarmten PBS fand in der Regel nach 48 bis 72 Stunden statt.
Abhangig von dem Auspragungsgrad der Konfluenz (> 80 %), welche lichtmikroskopisch
bestimmt wurde, erfolgte in regelmaBigen Abstdnden eine Passagierung der Zelllinien. Hierfir
wurden die adharenten Zellen mit vorgewdrmten PBS gewaschen und die Zell-Zell- sowie die
Zell-Kunststoff-Adhdsionen mittels Trypsin-EDTA geldst. Bei Trypsin handelt es sich um eine
Serinprotease, welche zu den Verdauungsenzymen gehdrt. Wahrend Trypsin Zell-Matrix- sowie
Zell-Kunststoff-Adhasionen 5st, fiihrt EDTA als Ca®*- und Mg®*-Chelator zur Unterbindung von
Zell-Zell-Verbindungen. Erganzend zum L&sungsverfahren mit Trypsin wurde gegebenenfalls ein
Abklopfen der Zellen (Shake-off-Verfahren) eingesetzt. Nach 5 - 8 mindtiger Inkubationszeit mit
Trypsin-EDTA wurde eine Inaktivierung mit FCS haltigem DMEM vorgenommen, die Zellen
resuspendiert und zum Pelletieren zentrifugiert (200 x g, 8 min, 30°C). Nach Entfernung des
Uberstandes wurde die gewiinschte resuspendierte Zellmenge zusammen mit Medium in eine
neue Zellkulturflasche Gberfihrt [282]. Im Rahmen dieser Dissertationsarbeit ist darauf geachtet
worden, dass die permanenten Zelllinien eine Passagenanzahl von 40 nicht Uberschritten.
Mittels Mycoplasmadetektionstest (Mycoplasma Detection Kit) wurden Mycoplasmainfektionen

in den verwendeten Zellen regelmaBig ausgeschlossen.
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2.2.1.2 Herstellung von Primarkulturen

Als Primarkultur versteht man eine Zellkultur, deren Lebensdauer unter in-vitro Bedingungen
limitiert ist. Diese Art der Zellkultur wird gewonnen aus Organen oder Geweben verschiedener
Spenderorganismen, wobei man sich in-vivo dhnliche Eigenschaften und Charakteristika der zu
untersuchenden Zellen erhofft. Abhdngig vom Ausgangsgewebe erhdlt man meist eine
heterogene und vollstdndig dissoziierte Zellpopulation. Zur Herstellung wurde folgenderweise
vorgegangen: die Gewebeprobe wurde in sterilem PBS vom Operationssaal zum Labor
transportiert, unter sterilen Bedingungen mit einem Skalpell manuell zerkleinert, mit PBS
gewaschen und zentrifugiert (1200 x g, 5 min, 30°C). AnschlieBend erfolgte die erste
enzymatische Behandlung mit dem Dissektionsmedium (Tabelle 12, Seite 31) im Wasserbad bei
37°C. Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde wurde durch Zentrifugation das
Dissektionsmedium entfernt und durch Resuspension im Dispersionsmedium (Tabelle 12, Seite
31) die zweite enzymatische Behandlung eingeleitet. Diese zweite enzymatische Phase wurde
nach einer Inkubationszeit von zwei Stunden durch Zentrifugation, Entfernung des Uberstandes
und mehrmaligen Waschvorgangen mit PBS terminiert. Um gréBere Zellverbdnde aus der
anbehandelten Gewebeprobe zu entfernen, wurde eine Filtration zuerst mit einem 70 um- und
danach mit einem 40 pm-Zellsieb durchgefihrt. Nach Bestimmung der Zellzahl mittels Trypan-
blaufarbung (siehe Kapitel 2.2.1.3) wurde eine definierte Zellzahl in ein ZellkulturgefaB

Ubernommen und kultiviert.

2.2.1.3 Zellzahlbestimmung und Vitalitatstest

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde die biologische Eigenschaft von Trypanblau (syn.
Benzaminblau), einem anionischen Diazo-Farbstoff, ausgenutzt, welche Proteine von
kollagenem Bindegewebe blau farbt und intakte Zellmembranen vitaler Zellen aufgrund seiner
GroBe (M = 960,8 g/mol) nicht durchdringen kann (sog. Ausschlussfarbung). Geschadigte
Zellmembranen von nicht vitalen Zellen, bet denen sich das Zytosol ebenfalls blau farbt, kdnnen
somit von vitalen Zellen optisch mit Hilfe eines Lichtmikroskops und einer Neubauer-
Zahlkammer unterschieden werden (siehe Abbildung 6, Seite 37) [283].

Um die Zellzahl bestimmen zu kénnen, wurde zunachst eine Einzelzellsuspension erstellt, 10 pl
dieser Suspension im Mischungsverhdltnis 1 : 1 mit 10 pl Trypanblau gut durchmischt und
schlieBlich 10 pl dieser Mischung in eine Neubauer Zahlkammer pipettiert. Dieses entspricht
einem Verdliinnungsfaktor von 2 (siehe Formel unten). Mikroskopisch wurden die Zellen mit
intakter Zellmembran mit hellem Zytosol in den vier Eckquadranten der Zahlkammer ausgezahlt
(siehe Abbildung 6, Seite 37).
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Folgende Formel wurde zur durchschnittlichen Zellzahlbestimmung verwendet:

> Zellzahl
Zellen/ml = | — ) X F, X Fg
nQuadrate
mit: Nouadarate = Anzahl der ausgezahlten Quadrate (in einer standardisierten

Neubauer-Zdhlkammer = 4)

Fy

Verdiinnungsfaktor, bei einem 1: 1 — Verhéltnis entspricht dieser ,2"

Fx = Kammerfaktor, bei einer standardisierten Neubauer-Zahlkammer

entspricht dieser ,10*"

f i T f
= Vitale Zellen
L] 3
¥ - Nicht-vitale Zellen

Abbildung 6: Prinzip der Zellzahl- sowie Vitalitatsbestimmung in einer Neubauer-Zdhlkammer
Mikroskopisch wurde ein Quadrat, bestehend aus 4 x 4 kleinen Quadraten (blau), ausgezdhlt und nach der oben
aufgefihrten Formel berechnet. AuBerdem ist eine Vitalitdtsbestimmung mikroskopisch durchfihrbar, indem blau
angeférbte Zellen als nicht-vital sowie nicht angeférbte Zellen als vital eingeordnet wurden. In Anlehnung an [283].

2.2.14 Einfrieren von Zellen

Um eine langerfristige Lagerung von Zellen zu ermdglichen, wurde zundchst eine
Einzelzellsuspension aus Zellen in der exponentiellen Wachstumsphase erstellt, wie zuvor
beschrieben. Nach der Zentrifugation (200 x g, 8 min, 30 °C) wurde das Zellpellet mit DMEM
ohne FCS resuspendiert und in einem 1 : 1 — Verhéltnis mit einem 2-fach-konzentrierten
Einfriermedium versetzt. Das im Einfriermedium enthaltene DMSO (Dimethylsulfoxid), ein
farbloses und fast geruchsloses organisches Losungsmittel, diente dabel als Kryoprotektivum
eingefrorener Zellen. Es penetriert vollstandig in die Zelle und schiitzt die Zellen vor
intrazelluldrer Kristallbildung. Bei Raumtemperatur wirkt es zytotoxisch. Die erstellten
Kryordhrchen, welche eine Zellzahl von ca. 10° Zellen beinhalteten, wurden nach Vermischung
von Zellen und Einfriermedium zunachst fiir 24 Stunden in einem mit Isopropanol gefiillten
Einfrierkarussell auf -80°C herunter gekihlt, bevor sie zur Langzeitkonservierung in Kryoboxen

bei -80°C gelagert werden konnten [283].
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2.2.1.5 Auftauen von Zellen

Die in den Kryordhrchen enthaltenen Zellen wurden zuerst zligig im Wasserbad bei 37°C
aufgetaut, bis sich der groBte Teil des Eiskristalles aufgeldst hatte, und danach in 10 ml
vorgewarmtes Nahrmedium Uberfiihrt. Nach der Zentrifugation (200 x g, 8 min, 30°C) wurde das
Zellpellet im Nahrmedium resuspendiert und in eine Zellkulturflasche pipettiert. Nach 24

Stunden erfolgte zur Elimination von restlichen DMSO-Bestandteilen ein Mediumwechsel [283].

2.2.2 MTT-Zytotoxizitat-Assay

Der MTT-Zytotoxizitdts-Assay (MTT-Test) ist ein kolorimetrischer Test zur Quantifizierung von
lebenden Zellen. Er beruht auf dem Prinzip, dass das gelbe und wasserlosliche Tetrazoliumsalz
MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid) von lebenden Zellen mittels
mitochondrialer Dehydrogenase durch enzymatische Spaltung des Tetrazolrings zum violetten,
wasserunldslichen Formazan reduziert wird. Mosmann beschrieb dieses Testprinzip als Erster bei
Zellkulturen [284]. Methodisch wurde der MTT-Test folgendermalBen durchgefiihrt: 5.000 Zellen
wurden jeweils in eine Kavitat einer 96-Loch-Mikrotiterplatte zusammen mit 100 pl Medium
pipettiert. Nach einer primiren Wachstumszeit von 24 Stunden wurde der Uberstand dekantiert
und 100 pl von dem mit Medium verdinnten Wirkstoff zugefiihrt. Es folgt nach der
gewlinschten Inkubationszeit von 0, 48, 96 und 144 Stunden die Zugabe der MTT-
Gebrauchslésung (5 mg/ml) fir 120 Minuten im Brutschrank. Durch den Zusatz von 100 pl der
MTT-Solubilierungs-Lésung wurde die enzymatische Reaktion beendet. Um eine
Homogenisierung der entstandenen violetten Farbkristalle zu erreichen, wurde fir weitere 24
Stunden unter Lichtausschluss bei Raumtemperatur die 96-Loch-Mikrotiterplatte gleichmaBigen
Schittelbewegungen ausgesetzt. Die Bestimmung der Extinktion bei 570 nm gegen die
Referenzwellenldnge von 690 nm erfolgte im Mikrotiterplattenphotometer (ELISA-Reader).
Dabei ist der elektronisch bestimmte optische Dichteunterschied (DU) direkt proportional zu der
Anzahl vitaler Zellen [284]. Zur statistischen Auswertung wurden die Einzelwerte einer
Mehrfachmessung (n = 3 - 6) prozentual in Relation zur Negativkontrolle nach folgender Formel

gesetzt:

XDUTest

Relative Lebensfahigkeit [%] = —

XDUKontrolle

x 100

mit: Xpy = Mittelwert von DU

DUrest/kontrole = Dichteunterschied des Tests bzw. der Kontrolle
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2.2.3 Bestimmung der Chemosensitivitat

Zur besseren Vergleichbarkeit der Chemosensitivitdt von verschiedenen HNSCC-Zelllinien
wurden die 1Cso- und 1Cy-Werte ermittelt. Als Berechnungsgrundlage diente die ermittelte
relative Lebensfahigkeit, aus der mit Hilfe der Software OriginPro 8 nach Einfligen einer nicht-
linearen Einphasen-exponentiellen Funktion die 1Cso- und 1Cgp-Werte nach folgender Formel

errechnet wurden:
X

mit; A = Anfangskonzentration
Yo = Hintergrundfaktor

k = Inhibitorkonstante

2.2.4 Bestimmung der Zytokinkonzentration von Zellen

Zur Bestimmung der Zytokine fanden im Rahmen dieser Dissertation zwei unterschiedliche
Methoden Verwendung: der BioPlexTM—Assay (BioRad) sowie der Flex-Set-Assay (BD Biosciences).
Beide Methoden basieren auf dem Prinzip des Sandwich-ELISA, in welchem Antikdrper gegen
verschiedene Zytokine eingesetzt werden, die an fluoreszierende Beads (Polystyrenkiigelchen)
gekoppelt sind. Die Durchfiihrungen und Messmethoden dieser beiden Assays unterscheiden
sich. Beide Methoden wurden nach Angaben des Herstellers durchgefihrt.

Insgesamt wurde anhand von acht permanenten HNSCC-Zelllinien das Zytokinsekretions-
verhalten unter in-vitro-Chemotherapie mit drei Zytostatika (5-Fluorouracil, Cisplatin und
Paclitaxel) und drei Inkubationszeitrdumen (0, 48, 96 und 144 Stunden) untersucht. Dafir
wurden 250.000 Tumorzellen mit 5 ml Medium in eine 25 cm’ Zellkulturflasche pipettiert und 24
Stunden inkubiert. AnschlieBend wurde der Uberstand dekantiert, der im Medium verdiinnte
Zytostatika-Wirkstoff in entsprechender Konzentration zugefiihrt und im Brutschrank
aufbewahrt. Nach 0, 48, 96 oder 144 Stunden erfolgte die Abnahme von 200ul-Aliquots in 1,5

ml-ReaktionsgefdBe sowie die Konservierung bei -80°C.

(39]



2 Material und Methoden

2.2.4.1 Bio-Plex™-System

Eingesetzt wurde im Rahmen dieser Arbeit das TH+/TH,-Assay-Kit, welches die Bestimmung der
Zytokine IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFN-y sowie TNF-a beinhaltet. Die einzelnen
Zytokine des enthaltenen Standard-Stocks wurden so verdiinnt, dass der Messbereich in einer
GroBenordnung von 5,0 — 8.000 pg/ml lag. Messergebnisse lber 8.000 pg/ml sind anhand der
erstellten Standardkurve rechnertechnisch ermittelt worden.

Methodisch wurde wie nun folgend aufgefiihrt vorgegangen: 50 pl der zu bestimmenden Probe
oder der seriellen Verdinnung der Standard-Zytokine wurden zusammen mit den Antikdrper-
gekoppelten Beads in eine 96-Loch-Mikrotiterplatte pipettiert und 120 Minuten bei 300 U/min
unter Lichtausschluss bei Raumtemperatur auf einem Schiittler inkubiert. AnschlieBend erfolgte
ein mehrmaliges Waschen in Kombination mit einer Vakuumfiltration. Als ndchster Schritt wurde
der biotinylierte sekundare Detektionsantikorper hinzugefligt und fir weitere 30 Minuten bei
300 U/min inkubiert, bevor wieder ein Waschschritt mit Vakuumfiltration folgte. Der sekundére
Detektionsantikorper richtet sich gegen das zu bestimmende Zytokin und durch Zugabe des PE-
(Phycoerythrin-) markierten Streptavidin an Biotin konnte die durchflusszytometrische Messung
im Bio-Plex-Reader durchgefihrt werden. Anhand der erstellten Standardkurve aus der
Verdiinnungsreihe erfolgte eine Quantifizierung der zu bestimmenden Zytokine in der

Konzentrationseinheit pg/ml.

2.2.4.2 Flex-Set™'-System

Mit Hilfe der Cytometric Bead Array®- Methode wurden die Zytokine IL-1B, IL-6, IL-8, G-CSF und
GM-CSF in den Proben bestimmt. Auch bei dieser Zytokin-Bestimmungsart wurde zuerst eine
Standardkurve fiir die zu messenden Zytokine erstellt, welche einen Konzentrationsbereich von
5,0 - 5.000 pg/ml erfasst. Wie schon bei der Bio-Plex""-Methode wurden auch bei dem Flex-
Set™-System Zytokinkonzentrationswerte oberhalb von 5000 pg/ml rechentechnisch ermittelt.
Ebenfalls wurden zur Bestimmung 50 ul der entsprechenden Probe oder Zytokinstandard mit 50
pl der Mastermix-Lésung vermischt, welche die Beads enthielt. Nach einer Inkubationszeit von
60 Minuten erfolgte ein Waschschritt mit Abzentrifugation sowie eine weitere 120 minitige
Inkubation mit dem entsprechenden biotinylierten PE-konjugierten Detektionsantikdrper unter
Lichtausschluss. Daraufhin wurde ein erneuter Waschschritt mit Abzentrifugation durchgefiihrt,
bevor im PE-Kanal des FACSCanto die Quantifizierung erfolgen konnte. Jede Bead-Population
konnte im FACS-Gerdt einer spezifischen Region zugeordnet und die Fluoreszenzintensitat
mittels der Software FCAP™ anhand der erstellten Standardkurve in eine Konzentrationseinheit

von pg/ml umgerechnet werden.
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2.2.5 Durchflusszytometrie

Bei der Durchflusszytometrie (FACS; Fluorescence Activated Cell Sorting) handelt es sich um
eine  Nachweismethode von molekularen Antigenen, inklusive dem quantitativen

Proteinnachweis.

2.2.5.1 Prinzip

Das Prinzip der Durchflusszytometrie basiert auf der Antigen-Antikorper-Reaktion. Mit
Antikodrper-gekoppelten Fluorochromen werden nach Farbung der Einzelzellsuspension die
Zellen durch hydrodynamische Fokussierung an einem gebiindelten Laserstrahl entsprechender
Wellenldnge vorbeigeleitet. Wenn bei exakter Anregung die Elektronen des
Fluoreszenzfarbstoffes durch den monochromatischen Laserstrahl auf ein hoheres Energieniveau
(Streulichtbildung) angehoben werden, wird dieses von den Photodetektoren gemessen und in
eine Messinformation umgewandelt. Diese beinhalten das Vorwartsstreulicht (Forward Light
Scatter; FSC), welches ein MaB fir das Volumen von Zellen darstellt, und das Seitwartsstreulicht
(Side Scatter; SSC), welches ein MaB fir die Granularitat von Zellen ist. Die vom Photodetektor
registrierten Messinformationen verhalten sich dabei proportional zur Menge an Antikorper-
gebundenen Zellen. Durch die im FACSCanto eingesetzten drei Laser verschiedenfarbiger Art
kdnnen bis zu dret unterschiedliche Fluorochrome in einer Probe bestimmt werden. Mit Hilfe der
Kompensation von Photodetektorkanalen mit gefarbten Kompensationsbeads konnen Artefakte
aus Uberlappenden Fluoreszenzbereichen verringert werden [285]. Zusatzlich wurden zum
Vitalitatsnachweis der untersuchten Zellen Annexin/PI-Farbungen (siehe Kapitel 2.2.6.3, Seite 42)

durchgefiihrt.

2.2.5.2 Durchfiihrung

In einem auf Eis befindlichen FACS-Réhrchen wurden 0,5 - 3 x 10° Zellen pipettiert und die
Uberstande durch Zentrifugation (300 x g, 10 min, 4°C) entfernt. Nach Resuspension in 50 ul PBS
sowie Zugabe des Antikdrpers nach Herstellerangaben erfolgte die Inkubation fir 15 Minuten
bei 4°C. Bei der intrazelluldren Farbung wurde statt der Resuspension in PBS 50 pul der
Permeabilisierungspuffer (Tabelle 12, Seite 31) verwendet. Nach der Inkubationszeit wurde die
Probe mit 2 ml PBS verdiinnt und der Uberstand nach Zentrifugation (300 x g, 10 min, 4°C)
dekantiert. Zur Probenanalyse fand eine erneute Resuspension in 1 ml PBS statt sowie eine
dauerhaften Aufbewahrung bei 4°C. Analog zu diesem Vorgang wurden, um unspezifische
Bindungen zur reduzieren, Isotypen- sowie Negativkontrollen durchgefiihrt. Zur Kompensation

sowie zur Messung und Auswertung wurde die FACSDiva-Software verwendet.

[41]



2 Material und Methoden

2.2.5.3 Annexin/Pl-Farbung

Die Annexin V- und Propidiumjodid- (PI-) Farbung wurde zum Vitalitdtsnachweis von Zellen
durchgefiihrt. Annexin V (FITC) bindet an das Phosphatidylserin, welches physiologisch an der
Innenseite  von  Zellmembranen vorkommt und somit ohne Zugabe eines
Permeabilisierungspuffers bei intakten Zellmembranen vitaler Zellen nicht gebunden werden
kann. Erst Zellen in der frilhen apoptotischen Phase, bei denen es zur zunehmenden
Externalisierung von Phosphatidylserin kommt, kdnnen mittels Annexin V gefarbt werden. Da
bei der Nekrose die Zellmembranintegritat beeintrachtigt ist, kann auch in diesem Fall Annexin
binden, d.h. durch alleinige Zugabe von Annexin V kann nicht zwischen friiher Apoptose und
Nekrose differenziert werden. Erst durch Kombination mit Propidiumjodid, welches selektiv
nukledre DNA-Bestandteile nekrotischer Zellen anfarbt, kénnen Apoptose und Nekrose
unterschieden werden. Drei Konstellationen sind somit mit der Annexin/Pl-Methode denkbar

und in Tabelle 19 aufgefihrt.

Zustand der Zellen Annexin-Farbung Propidiumjodid-Farbung
Vitale Zellen Negativ Negativ

Apoptotische Zellen (friihe Phase) Positiv Negativ

Nekrotische Zellen Positiv Positiv

Tabelle 19: Abgrenzung vitaler Zellen, Apoptose und Nekrose in Abhdngigkeit von der
Annexin/Pl-Farbung.

In zwel FACS-R6hrchen wurden jeweils 10° Zellen in 100 pl Annexin-Binding-Buffer (BB-Puffer)
verdinnt und mit 5 pl Annexin V bzw. Pl gefarbt. Nach einer Inkubationszeit von 15 Minuten
unter Lichtausschluss sowie der Verdiinnung mit 400 ul BB-Puffer pro Réhrchen konnte die

FACS-Analyse durchgefiihrt werden.

2.2.6 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie (IHC) ist ein Sammelbegriff fir spezifische Untersuchungen, welche auf
dem Nachweis von zell- und gewebespezifischen Antigenen durch fluoreszierende Antikorper
beruht. Mit dieser Methode sind die Visualisierung von gebundenen Antikérpern und die

Lokalisierung dieser in Gewebe- oder Zellstrukturen moglich.
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2.2.6.1 Gefrierschnitte

Zur Anfertigung von Gefrierschnitten wurden die Gewebeproben bei -80°C in Einfriermedium
(Tissue-Tek®) in flissigem Stickstoff konserviert und mittels des Kryostaten (Leica CM3050S)
aus dem tiefgefrorenen Gewebeblock 6 pm diinne Gefrierschnitte erstellt. Diese wurden auf

Objekttrager Gbertragen und bis zur Farbung bei -80°C aufbewahrt.

2.2.6.2 Cytospin-Praparate

Zur Herstellung von Cytospin-Praparaten wurde eine Einzelzellsuspension erstellt, 10* Zellen in
100 ul PBS in den Trichter der Cytospinzentrifuge (Shadon Cytospin Centrifuge 3) pipettiert und
4 Minuten lang bei 800 x g zentrifugiert. Die Aufbewahrung bis zur Férbung erfolgte bei -80°C

nach vorheriger Trocknung der Objekttrager.

2.2.6.3 Durchfiihrung

Zuerst wurde eine Fixierung der zu untersuchenden Objekttrager vorgenommen, indem diese
20 Minuten in Methanol (-20°C) inkubiert und anschlieBend 5 Minuten lang getrocknet wurden.
Danach folgten ein dreimaliger Waschschritt mit PBS sowie die Inkubation in einer feuchten
Kammer bei Raumtemperatur fiir eine Stunde oder 12 - 15 Stunden bei 4°C mit dem
Primarantikorper in der jeweiligen Verdinnung, wie in Tabelle 15 (Seite 32) angegeben. Bei
einer intrazelluldaren Farbung, z. B. bei Oct-4 und Nanog, wurden die Zellen zusatzlich vor
Applikation des Primdrantikdrpers mit 0,3 %igem Triton X-100 permeabilisiert. Nach einem
erneuten Waschschritt mit PBS erfolgte die Inkubation fiir 45 Minuten in einer feuchten Kammer
bet Raumtemperatur mit dem Sekundarantikdrper (Tabelle 15, Seite 32), welcher in der
Antikorperpufferldsung verdinnt wurde. AnschlieBend erfolgten ein erneuter Waschschritt
sowie die Zellkernfarbung mit DAPI in der Konzentration 1 : 5000 (1 pug/ml) fiir eine Minute. Als
nachstes wurde ein dreimaliger Waschschritt mit PBS durchgefiihrt sowie die Objekttrager mit
FluoromountG eingedeckt und getrocknet. Bei Doppelfarbungen wurde zunédchst der erste
Primdr- und Sekundarantikérper, wie zuvor beschrieben, angewendet, bevor tber Nacht (nach
12 - 15 Stunden) bei 4°C der zweite Priméarantikdrper und am folgenden Tag der zweite
Sekundarantikorper folgten. Zum Ausschluss von Farbeartefakten durch unspezifische
Bindungen der Sekundérantikdrper wurde bel jeder Farbung ein gesonderter
Kontrollobjekttrager angefertigt. Die Visualisierung der angefertigten Objekttrdger wurde mit
dem Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Axiovert 200M) mit Hilfe Differentialer Interferenz Kontrast
(DIC) Mikroskopie oder Fluoreszenzmikroskopie unter Verwendung verschiedener Filtersets
durchgefiihrt. Die Fotographien erfolgten mit dem Zeiss AxioCam MRm Rev.3 FireWire und die

Analyse mit der Software Zeiss AxioVision Rel. 4.7.
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2.2.7 Proteome Profiler" Array (R & D System)

Der Proteom Profiler Human Pluripotent Stem Cell Array ist ein Screening-Verfahren zur
Detektion potentieller embryonaler Stammzellmarker mittels geringer Proteinmengen. Der

Aufbau des Arrays mit der Zuordnung der jeweiligen Marker ist in Tabelle 20 dargestellt.

Koordinate Potentielle SZM
A 1,2,7,8 Positivkontrolle
B 1,2 Oct-4

B 3,4 Nanog

B 56 Sox2

B 7,8 E-Cadherin

C 1,2 AFP

C 3,4 Gata-4

C 56 HNF-3B/FoxA2

C 7,8 PDX-1/IPF1

D 1,2 Sox17

D 3,4 Otx2

D 56 TP63/TP31

D 7,8 Goosecoid

E 1,2 Snail

E 3,4 VEGF R2/KDR/Flk-1
E 56 HCG

E 7,8 Negativkontrolle
F 1,2 Positivkontrolle

Tabelle 20: Aufbau des Human Pluripotent Stem Cell Array Kit

Tabellarisch dargestellt sind die Potentiellen Stammzellmarker (SZM) embryonalen Ursprungs mit den zugehorigen
Koordinaten (beztglich der Schablone siehe Abbildung 7, Seite 46), welche in dem Human Pluripotent Stem Cell Array
Kit enthalten sind.

2.2.71 Proteinpraparation

Im Rahmen dieser Dissertationsarbeit wurden sowohl Zelllinien als auch solide
Tumorgewebeproben mittels des Human Pluripotent Stem Cell Array untersucht.

Um Zelllysate aus Zelllinien zu gewinnen, wurde das Néhrmedium aus den Zellkulturflaschen
(125 sz) dekantiert, die adharenten Zellen mehrmalig mit 4°C kaltem PBS gewaschen und mit
50 pl des Lysispuffers 16 aus dem Kit inkubiert. Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten
wurden die noch adhérenten Zellen mittels eines Zellscrapers vom Boden der Zellkulturflasche
geldst und in ein 1,5 ml Eppendorf-GefaB lberfiihrt. Analog zu der beschriebenen Bearbeitung
von Zelllinien wurden auch die Gewebeproben behandelt, jedoch wurden die soliden Tumore
vor der enzymatischen Behandlung manuell mit einem Skalpell zerkleinert und es wurde ein
Volumen von 100 pl Lysispuffer eingesetzt. Nach der Lyse der Proteine erfolgte eine
Zentrifugation der Proben bei 13.000 U/min fiir 10 Minuten bei 4°C sowie die Ubertragung der
Uberstande in ein neues ReaktionsgefdB. Als nichstes erfolgten die Quantifizierung der

Proteinkonzentrationen und die Lagerung in 200 pg-Protein-Aliquots bei -80°C.
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2.2.7.2 Proteinquantifizierung nach Bradford

Die Quantifizierung der Proteine wurde nach der Methode von Bradford mit Hilfe eines Protein-
Assays durchgefiihrt. Bei den Zelllinien-Lysaten wurden hierfir 5 pl einer 1 : 10 - Verdiinnung
mit destilliertem H>O bzw. 5 pl einer 1 : 50 - Verdiinnung bei den Gewebeproben-Lysaten
zusammen mit 250 ul Bradford-Reagenz vermischt und fir 10 Minuten inkubiert. Das Bradford-
Reagenz mit dem Farbstoff Coomassie-Brillantblau (G250) bildet mit Proteinen Komplexe,
welche nach der Inkubationszeit mit dem Microplate Spectrophotometer (Absorptionsmaximum
von 595 nm) photometrisch erfasst werden kénnen [286]. Die Quantifizierung erfolgte im

Vergleich zu einer Standard-Verdiinnungsreihe.

2.2.7.3 Durchfithrung des Human Pluripotent Stem Cell Array

Die Durchfihrung erfolgte nach Angaben des Herstellers: auf der Nitrozellulosemembran des
Arrays befanden sich gespottete Primar- und Kontrollantikorper (capture antibodies) gegen die
zu untersuchenden Stammzellproteine. Zuerst wurde die Nitrozellulosemembran fir 12 - 15
Stunden bei 4°C mit 200 ug Zelllysat inkubiert. Danach erfolgten mehrere Waschschritte, um die
ungebundenen Proteine zu entfernen. Nach der Inkubation mit einem spezifischen
biotinylierten Antikérper und dem Anti-Biotin-Alkalische-Phosphatase-Sekundarantikrper
(Goat-Anti-Biotin-AP-Antibody) wurde die Visualisierung mit dem Alkalische-Phosphatase-
Substrat (AP-Conjugate Substrate Kif) durchgefiihrt. Die Intensitat der Farbung eines Spottes
war dabei direkt proportional zur gebundenen Proteinmenge. Nach dem Trocknen der
Nitrozellulosemembran sind diese hochauflosend eingescannt und mittels des Programms
ImageJ (National Institutes of Health, USA) ausgewertet worden, wobei jede Pixelintensitat in
einem Histogramm einem dimensionslosen Graustufenwert auf einer Skala zwischen 0 (Schwarz)

und 255 (weiB) entsprach.
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Abbildung 7: Auswertung des Human Pluripotent Stem Cell Array Kit

Beispielhaft ist die Schablone (Teilabbildung A) der Membran A200 der Zelllinie PCI-I (Teilabbildung B) mit dem
dazugehorigen Histogramm (Teilabbildung C) von Oct-4 abgebildet. Aus der Pixelintensitdt des Graustufenwertes
(Teilabbildung C, x-Achse) wurde ein Wert einer dimensionslosen Skala zwischen 0 (Schwarz) und 255 (weiB) erstellt. Die
y-Achse in Teilabbildung C gibt die Anzahl der fir den Graubereich gemessenen Pixel wieder. Der erhaltene Mittelwert
(Mean) wurde zur weiteren Berechnung (siehe unten) herangezogen.

Um eine richtige Zuordnung zwischen Pixelintensitdt und Expressionswert zu gewahrleisten,

wurde der Pixelintensitdtswert nach folgender Formel invertiert:

Pliorr. = (Plunkorr. —255) x (-1)

mit: Plunkorr. = unkorrigierte Pixelintensitat

Plior. = korrigierte Pixelintensitat

Der mit der Formel ermittelte korrigierte Pixelintensitatswert wurde auf den Mittelwert der sechs

Positivkontrollen bezogen und auf 100 % nach folgender Formel normiert:

PI
y — _korr. % 100
XpK
mit: Plior. = korrigierte Pixelintensitat
Xpk = Mittelwert der Positivkontrolle
y = Expressionswert [%]

Die ermittelten Werte geben die prozentuale Expression des Stammzellmarkers wieder. Das

identische Procedere wurde zur Expressionsbestimmung jedes Stammzellmarkers angewendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Einfluss von Zytostatika auf das Wachstumsverhalten von
HNSCC-Zelllinien

Um das Ansprechen verschiedener HNSCC-Zelllinien auf ausgewahlte Konzentrationen der drei
Chemotherapeutika 5-Fluorouracil, Cisplatin und Paclitaxel zu untersuchen, wurden insgesamt
acht HNSCC-Zelllinien einer in-vitro-Chemotherapie unterzogen. Im Folgenden sind die
Inkubationszeitrdume 48, 96 und 144 Stunden betrachtet worden. Unter den Zelllinien befanden
sich zwei Primartumor-Zelllinien (BHY, PCI-I) sowie drei Primartumor-Lymphknoten-Metastasen-
Paare (UT-SCC 12A/B, UT-SCC 60A/B, UT-SCC 74A/B). Zur Bestimmung der jeweiligen
Zytostatikaresistenz wurde der MTT-Zytotoxizitats-Assay, wie in Kapitel 2.2.2 (Seite 38)
beschrieben, angewendet. Zur besseren Vergleichbarkeit zwischen den einzelnen Zelllinien
wurden die ICsp- und 1Cqo-Werte (Inhibitory Concentration) ermittelt. Die Werte beschreiben die
Zytostatikakonzentrationen, welche notwendig sind, um im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle 50 bzw. 90 % der Zellen im Wachstum zu hemmen und damit 50 bzw. 10 % der
Ausgangszellanzahl zu erhalten. Sie wurden mit Hilfe der Software OriginPro® sowie GraphPad

Prism® ermittelt.

3.1.1 Wachstumsverhalten unter 5-Fluorouracilbehandlung

Das Zytostatikum 5-Fluorouracil wurde in vier verschiedenen Konzentrationen (10, 50, 100,
200 puM) mit drei unterschiedlichen Inkubationszeitraumen (48, 96, 144 Stunden) eingesetzt. Die
erhaltenen Werte wurden in Konzentrations-Effekt-Kurven als Mittelwerte mit Standard-
abweichungen einer Mehrfachbestimmung (n = 3 - 6) dargestellt, wie am Beispiel von
Abbildung 8 (Seite 48) gezeigt. Anhand der Konzentrations-Effekt-Kurven sind Software-
gestltzt die ICso- und 1Cgo-Werte ermittelt worden. Sowohl die Konzentrations-Effekt-Kurven als
auch die IC-Werte lieBen zwel Variablen mit Einfluss auf die Zytotoxizitdt erkennen: die

Konzentration des Zytostatikums und der Inkubationszeitraum.
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Abbildung 8: Konzentrations-Effekt-Kurven unter 5-Fluorouracilbehandlung am Beispiel der
HNSCC-Zelllinie PCI-I

In eine 96-Well-Platte wurde pro Kavitdt eine Anzahl von 5000 Zellen eingesetzt und mit vier unterschiedlichen
Konzentrationen von 5-Fluorouracil behandelt. Als Inkubationszeitrdume wurden 48, 96 und 144 Stunden gewahlt. Nach
dieser Zeit wurde mittels eines MTT-Zytotoxizitats-Assay der relative Anteil der vitalen Zellen bestimmt. Dargestellt sind
dosisabhangige Konzentrations-Effekt-Kurven der HNSCC-Zelllinie PCI-I unter 5-Fluorouracilbehandlung, welche den
Einfluss sowohl der Inkubationszeit als auch der Zytostatikakonzentration auf die Zytotoxizitat verdeutlichen. Mit Hilfe
der Software GraphPad Prism® wurde aus den erhaltenen Messergebnissen eine Ein-Phasen exponentielle Funktion
berechnet und als Verlaufskurve im Diagramm eingefiigt. Die exponentielle Funktion diente als Grundlage zur
Bestimmung der ICso- und ICoo-Werte. Die graphische Darstellung der Konzentrations-Effekt-Kurven der HNSCC-Zelllinie
PCI-1 soll den Einfluss unterschiedlicher Inkubationszeitraume auf die Zytotoxizitat verdeutlichen.

48h 96h 144h
Zelllinie 1Cso-Wert |Cgo-Wert ICs0-Wert |Cgoo-Wert 1Cso-Wert 1Co0-Wert
[UM] [UM] [UM] [UM] [UM] [UM]
BHY 94,8 - 349 - 26,8 -
PCI-I - - 88 - 87 95,1
UT-SCC 12A - - 90,7 - 34,7 -
UT-SCC 12B - - 24,4 - 239 -
UT-SCC 60A 32,6 - 19,3 - 54 -
UT-SCC 60B - - 27,7 - 3,8 -
UT-SCC 74A - - 17,5 - 13,2 -
UT-SCC 74B 50,9 - 20,9 - 15,6 63,6

Tabelle 21: ICs5o- und 1Cgo-Werte von acht HNSCC-Zelllinien unter 5-Fluorouracilbehandlung
Tabellarisch dargestellt sind die ermittelten ICso- und ICoo-Werte fiir das Zytostatikum 5-Fluorouracil. Die IC-Werte
dienen der besseren Vergleichbarkeit im Hinblick auf die 5-Fluorouracilresistenz. Wegen der subletalen Dosierung sind
die ICg-Werte nur selten ermittelbar gewesen.

Tabelle 21 verdeutlicht anhand von ICsp- und 1Ceo-Werten die Resistenz der acht ausgewahlten
HNSCC-Zelllinien gegeniber 5-Fluorouracil. Zu erkennen ist, dass die 1Cqp-Werte aufgrund der
subletalen Dosierungen haufig nicht erreicht wurden. Daher ist nur ein Vergleich der ICso-Werte
moglich. Die meisten ICso-Werte liegen nach 96-stiindiger Inkubation im Bereich zwischen 17,5
und 34,9 UM und nach 144 Stunden zwischen 13,2 und 26,8 uM. Lediglich die Zelllinien PCI-I
und UT-SCC 60A/B wiesen nach 144 Stunden geringere ICso-Werte auf. Die hdchsten 1Cso-Werte

hingegen konnten bei diesem Zeitraum fiir die Zelllinie UT-SCC 12A ermittelt werden.
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3.1.2 Wachstumsverhalten unter Cisplatinbehandlung

Bei dem Zytostatikum Cisplatin wurden dieselben Inkubationszeitrdume (48, 96, 144 Stunden)
wie bei der 5-Fluorouracilbehandlung gewahlt, jedoch die eingesetzten Konzentrationen
aufgrund der beschriebenen hoheren Toxizitdt mit 1, 10, 20 und 50 uM niedriger angesetzt
[287]. Die Konzentrations-Effekt-Kurven unter Cisplatin wurden analog zu denen unter

5-Fluorouracilbehandlung angefertigt.
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Abbildung 9: Konzentrations-Effekt-Kurven nach 48-stiindiger Cisplatinbehandlung am Beispiel der
beiden HNSCC-Primartumorzelllinien BHY und PCI-I

Der Versuchsdurchfihrung sowie die Graphikerstellung sind identisch zu Abbildung 8 (Seite 48). Der Graph zeigt
dosisabhangige Konzentrations-Effekt-Kurven der Primartumorzelllinien BHY und PCl-I nach einer 48-stiindigen
Cisplatinbehandlung. Veranschaulicht werden soll das andersartige Reaktionsverhalten von zwei HNSCC-
Primartumorzelllinien gegenliber dem Zytostatikum Cisplatin.

48h 96h 144h
Zelllinie 1Cs0-Wert |Cgoo-Wert ICs0-Wert |Coo-Wert 1Cso-Wert 1C90-Wert

[UM] [UM] [UM] [UM] [UM] [UM]

BHY 8,6 62,5 49 28,6 4,8 24,1
PCI-I 1,3 52,2 1,1 16,3 0,1 6,1
UT-SCC 12A 57 44,5 1.3 14,5 0,6 32
UT-SCC 12B 12,1 - 54 20,1 0,7 19,0
UT-SCC 60A 4,6 21,4 24 10,4 0,9 3,6
UT-SCC 60B 13,8 - 51 26,9 2,0 11,6
UT-SCC 74A 44 15,6 3,1 10,6 2,5 8,6
UT-SCC 74B 11,6 559 4.4 15,9 34 12,5

Tabelle 22: ICso- und 1Cgo-Werte von acht HNSCC-Zelllinien unter Cisplatinbehandlung

Die hier dargestellten 1Cso- und ICo-Werte zeigen deutliche Unterschiede der acht untersuchten HNSCC-Zelllinien
bezogen auf die Cisplatinresistenz. Besonders deutlich wird diese beim direkten Vergleich zwischen einer Cisplatin-
resistenten (z. B. BHY, UT-SCC 12B, UT-SCC 60B) und einer Cisplatin-sensiblen Zelllinie (z. B. PCI-I).

Tabelle 22 ermdglicht einen direkten Vergleich der Cisplatinresistenz der acht untersuchten
HNSCC-Zelllinien. Auffallig ist, dass alle Metastasen (UT-SCC 12B, UT-SCC 60B und UT-SCC 74B)
eine deutlich hohere Cisplatinresistenz aufweisen als die dazugehoérigen Primartumore
(UT-SCC 12A, UT-SCC 60A und UT-SCC 74A). Ebenfalls wird aus dieser Tabelle deutlich, dass
erhebliche Unterschiede auch zwischen den einzelnen Primartumoren zu verzeichnen waren, wie

der direkte Vergleich zwischen BHY und PCl-I offenbart (Abbildung 9, siehe oben).
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3.1.3 Wachstumsverhalten unter Paclitaxelbehandlung

In Analogie zu den vorher beschriebenen in-vitro-Chemotherapieversuchen wurde das gleiche
Procedere auch mit dem Zytostatikum Paclitaxel durchgefiihrt. Die eingesetzten vier
Chemotherapeutikakonzentrationen (1, 10, 20, 50 pM) sowie die drei Inkubationszeitraume (48,

96, 144 Stunden) entsprechen denen der unter Kapitel 3.1.2. aufgefiihrten Cisplatinbehandlung.
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Abbildung 10: Konzentrations-Effekt-Kurven nach 48-stiindiger Paclitaxelbehandlung am Beispiel
der Zelllinien UT-SCC 60A/B

Aufgefihrt sind dosisabhangige Konzentrations-Effekt-Kurven des Primartumor-Lymphknoten-Metastasen-Paares
UT-SCC 60A/B nach einem Inkubationszeitraum von 48 Stunden, welche das unterschiedliche Resistenzverhalten
zwischen Primartumor und dazugehdriger Metastase unter Paclitaxelbehandlung bildlich darstellen sollen.

48h 96h 144h
Zelllinie 1Cso-Wert |Cg9o-Wert ICso-Wert |Cg9o-Wert 1Cso-Wert 1Cg9o-Wert
[HM] [UM] [UM] [UM] [HM] [HM]
BHY 6,7 73,0 0,8 51,6 0,3 57
PCI-I 0,5 43,2 0,5 27,2 0,3 1.1
UT-SCC 12A 11,3 67,3 4,1 62,1 0,5 15,9
UT-SCC 12B 11,0 64,9 3,3 17,9 0,5 1,7
UT-SCC 60A 2,8 79,8 0,2 2,0 0,1 0,5
UT-SCC 60B 259 - 2,3 59,4 0,2 2,8
UT-SCC 74A 04 61,7 04 11,8 0,1 8,1
UT-SCC 74B 2,8 41,4 1,2 31,1 0,8 9,9

Tabelle 23: ICs5o- und 1C9o-Werte von acht HNSCC-Zelllinien unter Paclitaxelbehandlung

Zur besseren Vergleichbarkeit in Bezug auf die Paclitaxelresistenz sind die ICso- sowie ICoo-Werte dargestellt und lassen
Unterschiede, wie z. B. unterhalb der Primartumor-Metastasen-Paare UT-SCC 12A/B und UT-SCC 60A/B, offensichtlich
werden.

Bei Betrachtung der Tabelle 23 wird deutlich, dass die Metastasen UT-SCC 60B und UT-SCC 74B
ein deutlich hoheres Resistenzverhalten gegenlber Paclitaxel prasentieren als die
dazugehdrigen Primartumore. Bei dem Zelllinien-Paar UT-SCC 12A/B hingegen zeigte sich der
Primartumor resistenter gegenliber dem Zytostatikum als die entsprechende Metastase. Auch
bet den beiden Primartumor-Zelllinien BHY und PCI-I konnte ein deutlicher Unterschied der
Resistenz gegenilber Paclitaxel nachgewiesen werden, wie bei der Cisplatinbehandlung zuvor
beobachtbar.

(50]



3 Ergebnisse

3.14 Vergleich der verwendeten Zytostatika anhand von IC-Werten

Ein direkter Vergleich der IC-Werte lasst ersichtlich werden, dass die hdchsten IC-Werte bei dem
Zytostatikum 5-Fluorouracil nachgewiesen werden konnten. Andererseits sind die niedrigsten
IC-Werte, abgesehen von wenigen 1Cqo-Werten nach 48- und 96-stiindiger Inkubationszeit unter
Cisplatintherapie, unter Paclitaxel zu beobachten gewesen. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass
die meisten HNSCC-Zelllinien am sensibelsten auf den Mitosehemmstoff Paclitaxel ansprechen.
Des Weiteren ist beim Vergleich der Zytostatikaresistenz der untersuchten HNSCC-Zelllinien
auffallig, dass gegeniber 5-Fluoruracil und Paclitaxel die Zelllinie UT-SCC 12A am resistentesten
war, wohingegen bet der Cisplatinbehandlung die hdchste Resistenz der Primartumorzelllinie

BHY zuzuweisen war.

3.2 Einfluss von Zytostatika auf die Zytokinsekretion von
HNSCC-Zelllinien

Um Aussagen Uber Zytokinsekretionsveranderungen unter einer in-vitro-Chemotherapie treffen
zu kdnnen, wurde eine definierte Anzahl von Zellen der zuvor erwdhnten acht HNSCC-Tumor-
Zelllinien (BHY, PCI-I, UT-SCC 12A/B, UT-SCC 60A/B, UT-SCC 74A/B) fiir 48, 96 und 144 Stunden
inkubiert, um anschlieBend die Zytokine in den Uberstinden mittels Bio-Plex-System™ und Flex-
Set-System™ zu messen, wie in Kapitel 2.2.4.1 und 2.24.2 (Seite 40) beschrieben. Als
Ausgangskonzentrationen dienten Zellproben in Zytostatika-freiem Medium, bei welchen die
gleichen Inkubationszeitraume wie bei den Zytostatika-behandelten Proben eingesetzt wurden.
Um Zytokinsekretionsveranderungen durch mikrobielle Verkeimungen ausschlieBen zu kdnnen,
wurden, neben einer grindlichen mikroskopischen Prifung vor der Probenentnahme,
stichpunktartig Uberstande zur mikrobiellen Untersuchung entnommen und an das Institut fiir
medizinische Mikrobiologie und Hygiene des Universitatsklintkum Schleswig-Holstein, Campus
Libeck, versendet. Fir keine der eingesendeten Proben konnte ein Keimnachweis erbracht
werden, sodass die Schlussfolgerung gezogen wird, dass die Zytokinsekretionsveranderungen
sowohl auf die Inkubationszeit als auch auf die eingesetzten Zytostatika zurtickzufiihren sind.
Ebenfalls konnte ein positiver Zytokinnachweis durch das Inkubationsmedium sowie die
Zytostatikazusatze durch negativ ausgefallende Kontrollmessungen ausgeschlossen werden.
Folgende Zytokine wurden ausgewahlt und in den Uberstinden untersucht: G-CSF, GM-CSF,
IFN-y, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13 und TNF-a.
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Zytokin
. ™ GM-
Bio-Plex-System CSE IFN-y IL-2 IL-4 IL-5 IL-10 IL-12 IL-13  TNF-a
Nachweisbarkeit + - - - - - - _ +
™ GM-
Flex-Set-System G-CSF CSE IL-1B IL-6 IL-8
Nachweisbarkeit + + + + +

Tabelle 24: Nachweisbarkeit von Zytokinen in den untersuchten HNSCC-Zelllinieniiberstinden

In den eingefrorenen Uberstandsproben (n = 320) der untersuchten Zelllinien BHY, PCI-I, UT-SCC 12 A/B, UT-SCC 60 A/B
und UT-SCC 74 A/B konnten die mit einem Kreuz (+: > 5 pg/ml/10° Zellen) versehenen Zytokine nachgewiesen werden.
Die mit einem Strich (-) gekennzeichneten Zytokine lagen unterhalb der Nachweisgrenze. Das Zytokin GM-CSF wurde
mit beiden Methoden, d. h. sowohl mit dem Bio-Plex-System™ als auch dem Flex-Sets-System'" analysiert.

Wie in Tabelle 24 aufgefiihrt, konnte nur ein Teil der Zytokine durch die gemessene
Fluoreszenzintensitat detektiert und anhand der erstellten Standardkurve in eine
Konzentrationseinheit (pg/ml) umgerechnet werden. Mittels eines im Verhaltnis von Zellzahl zu
Zytostatikakonzentration  sowie  Verdinnungsmedium identisch  angesetztem  MTT-
Zytotoxizitats-Assay wurde zu jeder Inkubationszeit sowie bei jedem Zytostatikum die Zahl der
vitalen Zellen bestimmt und die Zytokinkonzentration auf 10° Zellen berechnet. Da die Zytokine
IFN-y, IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12 sowie IL-13 in keiner der untersuchten Proben (n = 320)
nachgewiesen werden konnten, werden sie im weiteren Verlauf dieser Arbeit nicht mehr
erwahnt und es wird sich auf die Zytokine G-CSF, GM-CSF, IL1-B, IL-6, IL-8 sowie TNF-a
konzentriert. Auch wird im weiteren Verlauf dieser Arbeit aus Griinden der Ubersichtlichkeit nur
der 144-stiindige Inkubationzeitraum behandelt, da sowohl die Zytokinkonzentrations-
veranderungen als auch die zytotoxischen Effekte der Chemotherapeutika nach einer

Inkubationszeit von 144 Stunden die aussagekraftigsten Werte boten.

3.2.1 Zytokinsekretion ohne Zytostatikabehandlung

Nach Inkubation in einem Wachstumsmedium (DMEM) sezernierten die untersuchten HNSCC-
Tumorzelllinien die in Tabelle 24 aufgeflhrten Zytokine. Die  gemessenen
Zytokinkonzentrationen sind nun folgend Konzentrationsbereichen zugeordnet und tabellarisch

dargestellt worden (Tabelle 25, Seite 53).
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Zytokine
P ™
Blo_?;éi?:;_em Flex—S(.et—S)_/stemTIvI
Laboratories) (BD Biosciences)

Zelllinien GM-CSF TNF-a G-CSF GM-CSF IL-1B IL-6 IL-8
BHY ++ - +++ ++ ++ +++ ++++
PCI-I - + - - - + +++

UT-SCC 12A +++ - + +++ ++ ++ ++++
UT-SCC 12B ++++ - +++ +++ +++ ++++ ++++
UT-SCC 60A ++ + +++ +++ ++ ++++ ++++
UT-SCC 60B ++++ ++++ ++++ ++++ +++ ++++ ++++
UT-SCC 74A +++ - +4+++ +++ +++ ++++ +++++
UT-SCC 74B - ++ + ++ + +++ ++++

Tabelle 25: Zytokinsekretion von permanenten HNSCC-Zelllinien nach 144 stiindiger Inkubation im

Wachstumsmedium (DMEM)

Mittels des Bio-Plex-Systems™ konnten die Zytokine GM-CSF und TNF-a nachgewiesen werden, sowie mittels des Flex-
Set-Systems™ die Zytokine G-CSF, GM-CSF, IL-1B, IL-6 und IL-8. Folgende Konzentrationsbereiche in pg/ml/10° Zellen
wurden gewahlt: -: < 5; +: 5 - 10; ++: 10 - 100; +++: 100 - 1000; ++++: 1000 - 10000; +++++: 10000 - 100000.

Wie aus Tabelle 25 hervorgeht, ist die Sekretion der hier untersuchten Zytokine von den
ausgewahlten acht HNSCC-Zelllinien sehr heterogen, sowohl die Art als auch die absolute Hohe
der Zytokinkonzentration betreffend. Auch fanden sich geringfiigige Differenzen aufgrund der
unterschiedlichen Nachweismethodik bei dem doppelt bestimmten GM-CSF. Die Zytokine
GM-CSF und IL-1B werden von allen Zelllinien auBer von PCI-1 und UT-SCC 74B gebildet. Mittels
der Flex-Set-System™-Nachweismethode, anders als mit der Bio-Plex-System' -Methode,
konnte jedoch eine GM-CSF-Konzentration bei UT-SCC 74B nachgewiesen werden. Das Zytokin
G-CSF wurde in sehr heterogenen Konzentrationslevel von allen Zelllinien, mit Ausnahme von
PCl-l, sezerniert. Die Variationsbreite erstreckte sich dabei von 2,6 pg/ml/10° Zellen
(UT-SCC 74B) bis zu 1857,9 pg/ml/106 Zellen (UT-SCC 74A). Die Zytokine IL-6 und IL-8 wurden
in den Proben aller Zelllinien gefunden, TNF-a hingegen nur bei PCI-I, UT-SCC 60A/B sowie bei
UT-SCC 74B. Auffallig bei dem Zytokin TNF-a ist, dass die Konzentration von UT-SCC 60B
(7300,4 pg/ml/106 Zellen) deutlich hoher ausfiel als die der restlichen drei Zelllinien (PCI-I:
2,4 pg/ml/10° Zellen; UT-SCC 60A: 7,2 pg/ml/10° Zellen; UT-SCC 74B: 29,0 pg/ml/10° Zellen).

3.2.2 Zytokinsekretion unter 5-Fluorouracilbehandlung

Ausgehend von den Zytokinkonzentrationen ohne Zytostatikabehandlung wurden die
identischen Konzentrationen sowie Zeitrdume, wie in Kapitel 3.1.1 (Seite 47f) beschrieben,
gewahlt und anhand der zuvor beschriebenen acht HNSCC-Zelllinien untersucht. Exemplarisch
dargestellt sind die Zytokinsekretionsveranderungen anhand der Zelllinie UT-SCC 60A und beim

Primartumor-Metastasen-Vergleich in Kombination mit UT-SCC 60B.
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Abbildung 11: Zytokinsekretion unter 5-Fluorouracilbehandlung

Die Diagramme zeigen dosisabhangige Konzentrationsverlaufskurven der Zytokine G-CSF, IL-1B, IL-6, IL-8 in der
Teilabbildung A, GM-CSF in Teilabbildung B sowie TNF-a in Teilabbildung C. Als Beispiel diente die HNSCC-Zelllinie
UT-SCC 60A in Teilabbildung A sowie in Teilabbildung B und C in Kombination mit UT-SCC 60B. An der Priméarachse ist
die relative Lebensfahigkeit in Prozent aufgetragen (schwarz), an der Sekundarachse die jeweilige Zytokinkonzentration
in pg/ml/10° Zellen (grau). Zur Symbolverkniipfung der relativen Lebensfahigkeit wurde eine Ein-Phasen exponentielle
Funktion errechnet und in der Graphik eingefiigt, wie zuvor in Kapitel 3.1. (ab Seite 47). In allen drei Teilabbildungen
wurde zur besseren Darstellung der entscheidenden subletalen 5-Fluorouracilkonzentration (10 pM) eine Segmentierung
der X-Achse vorgenommen. Bis auf die GM-CSF-Werte (MW + SD, n = 2 - 3) handelt es sich bei allen dargestellten
Zytokinwerten um Einmalmessungen. In Teilabbildung A sind diejenigen Zytokine gezeigt, die bei allen Zelllinien unter
in-vitro-Chemotherapie das gleiche Verlaufsmuster aufweisen. In Teilabbildung B und C ist der Primartumor
vergleichend mit der Metastase abgebildet, da sich bei den Zytokinen GM-CSF (B) und TNF-a (C) das
Zytokinsekretionsverhalten nach 5-Fluorouracilbehandlung zwischen Primédrtumor und Metastase unterschieden hat.
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Abbildung 11 mit Teilabbildung A prasentiert diejenigen Zytokine, deren Konzentrations-
verdnderungen bei allen Zelllinien, d. h. sowohl bei den Primdrtumoren als auch bei den
Lymphknoten-Metastasen, gleichartig verliefen: unter zunehmenden 5-Fluorouracil-
konzentrationen kam es zum Absinken der IL-1B-Konzentration. Bei G-CSF und IL-6 hingegen
zeigte sich ein Konzentrationsanstieg unter subletalen 5-Fluorouracilkonzentrationen
(besonders 10 uM). Das Zytokin IL-8 lag trotz der Einwirkung von 5-Fluorouracil dauerhaft in so
hohen Konzentrationen vor, dass messtechnisch die normalen Standardkurven nicht
ausreichend waren und die Konzentrationen Software-gestiitzt ermittelt wurden. Die
errechneten  Zytokinwerte zeigten keine Veranderungen durch das einwirkendende
Zytostatikum (Abbildung 11, Teilabbildung A). Da ein Unterschied zwischen Primartumor und
entsprechender Lymphknoten-Metastase bei den Zytokinkonzentrationsverdanderungen von
GM-CSF und TNF-a vorlag, sind diese beiden Zytokine separat in Teilabbildung B (GM-CSF) und
Teilabbildung C (TNF-a) gezeigt. Wahrend subletale 5-Fluorouracilkonzentrationen bei den
Primartumor-Zelllinien (im Beispiel UT-SCC 60A) einen Sekretionsanstieg von GM-CSF und
TNF-a bewirkten, reagierte die Lymphknoten-Metastasen-Zelllinie (im Beispiel UT-SCC 60B) mit
einem Sekretionsabfall auf steigende Zytostatikakonzentrationen. Dieser Effekt des Zytokins
GM-CSF war ebenfalls bei der Zelllinie UT-SCC 12A/B nachweisbar, jedoch nicht bet UT-SCC
74A/B, wo auch bei der Metastase ein Konzentrationsanstieg zu verzeichnen war (Daten nicht
gezeigt). Da nur bei dem Primartumor-Metastasen-Paar UT-SCC 60A/B beide Partner TNF-a
bildeten, konnte dieser Effekt nicht direkt durch ein zweites Zelllinienpaar bestatigt werden.
Interessanterweise prasentierte die Primartumor-Zelllinie PCI-I auf ansteigende 5-Fluoruracil-
konzentrationen ebenfalls einen Zytokinanstieg von TNF-a und auch die Metastase UT-SCC 74B
einen Konzentrationsabfall, womit eine indirekte Bestdtigung fiir diesen unterschiedlichen

Primartumor-Metastasen-Effekt gefunden werden konnte (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Zytokinsekretion des Zytokins TNF-a der HNSCC-Zelllinien PCI-1 und UT-SCC 74B
unter 5-Fluorouracilbehandlung

Der Aufbau der Graphik entspricht der Beschreibung von Abbildung 11 (Seite 54). Dargestellt ist eine dosisabhangige
Konzentrationsverlaufskurve des Zytokins TNF-a von dem Primartumor PCI-I und der Metastase UT-SCC 74B. Wie zuvor
beim Zelllinien-Paar UT-SCC 60A/B (Abbildung 11, Teilabbildung C, Seite 54), zeigte der Primartumor als Reaktion auf
ansteigende 5-Fluorouracilkonzentrationen eine Konzentrationszunahme von TNF-a, wahrend bei der Metastase ein
Konzentrationsabfall von TNF-a nachzuweisen war. Zu beachten ist die Skalierung von TNF-a mit Einmalmessungen an
der Sekundérachse, welche den niedrigen Konzentrationswerten von TNF-a angepasst werden musste.
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3.2.3 Zytokinsekretion unter Cisplatinbehandlung

In dieser Versuchsdurchfiihrung fanden die gleichen Zelllinien, Inkubationszeitrdume sowie
Cisplatinkonzentrationen Verwendung, wie in Kapitel 3.1.2 (Seite 49f) beschrieben. Exemplarisch
wurde, wie zuvor bei der 5-Fluorouracilbehandlung, die HNSCC-Primartumor-Zelllinie
UT-SCC 60A ausgewahlt und deren Zytokinsekretionsveranderungen unter Cisplatin-
behandlung in Abbildung 13 dargestellt. Bel unterschiedlichem Verhalten zwischen Primartumor

und Metastase wurde ebenfalls eine kombinierte Darstellung mit UT-SCC 60B gewabhlt.
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Abbildung 13: Zytokinsekretion unter Cisplatinbehandlung

Bezliglich der graphischen Darstellung siehe Text zu Abbildung 11 (Seite 54). Teilabbildung A zeigt dosisabhédngige
Konzentrationsverlaufskurven der Zytokine G-CSF, IL-1B, IL-6 und IL-8 mit Einmalmessungen am Beispiel der Zelllinie
UT-SCC 60A. Alle anderen untersuchten Zelllinien zeigten, wenn sie das jeweilige Zytokin sezernierten, gleichartige
Verlaufe dieser vier Zytokine. In Teilabbildung B und C sind die Zytokine GM-CSF (Doppelmessung) und TNF-a
(Einmalmessung) separat im direkten Vergleich zwischen Primartumor (UT-SCC 60A) und dazugehoriger Metastase (UT-
SCC 60B) dargestellt, da ein unterschiedlicher Konzentrationsverlauf bei diesen beiden Zytokinen zu beobachten war.
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Unter Cisplatinbehandlung reagierten alle untersuchten HNSCC-Zelllinien auf ansteigende
Zytostatikakonzentrationen mit einem Abfall des Zytokins IL-1B sowie, besonders bei subletalen
Cisplatinkonzentrationen nachweisbar, mit einem Anstieg von G-CSF und IL-6. Diese
Beobachtung zeigte sich in dhnlicher Art und Weise auch unter der Therapie von 5-Fluorouracil.
Ebenfalls wurde, wie schon in Kapitel 3.2.2 unter 5-Fluorouracilbehandlung (Seite 53ff), aufgrund
sehr hoher IL-8-Spiegel unter Cisplatinbehandlung die Zytokinkonzentrationen Software-
gestltzt errechnet, welche keine Abhdngigkeit von den einwirkenden Zytostatika-
konzentrationen erkennen lieBen (Abbildung 13, Teilabbildung A). In Hinblick auf das Zytokin
GM-CSF war zwischen Primartumor und Metastase der Zelllinien UT-SCC 60A/B (Abbildung 13,
Teilabbildung B) sowie UT-SCC 12A/B (Daten nicht gezeigt) ein unterschiedlicher
Zytokinkonzentrationsverlauf unter Cisplatinbehandlung festzustellen: geringe Konzentrationen
von Cisplatin (im Besonderen 1 uM) bewirkten bei beiden Primartumoren UT-SCC 60A
(Abbildung 13, Teilabbildung B) und UT-SCC 12A (Daten nicht gezeigt) einen Sekretionsanstieg
von GM-CSF, wahrend die beiden dazugehdrigen Metastasen-Zelllinien UT-SCC 60B
(Abbildung 13, Teilabbildung B) und UT-SCC 12B (Daten nicht gezeigt) mit einem
Zytokinkonzentrationsabfall reagierten. Dieses Verhalten konnte mit der dritten untersuchten
Primartumor-Metastasen-Zelllinie (UT-SCC 74A/B) nicht bestdtigt werden, da sich sowohl beim
Primartumor als auch bei der Metastase ein Sekretionsanstieg der GM-CSF-Konzentration zeigte
(Daten nicht gezeigt). Ein andersartiges Zytokinsekretionsverhalten zwischen Primdrtumor und
Lymphknoten-Metastase sind auch bei dem Zytokin TNF-a zu beobachten gewesen, wo
subletale Cisplatinkonzentrationen bei dem Primartumor einen Anstieg von TNF-a sowie bet der
dazugehdrigen  Metastase  einen  Konzentrationsabfall —bewirkten  (Abbildung 13,
Teilabbildung C). Wie schon zuvor unter 5-Fluorouracilbehandlung konnte eine indirekte
Bestatigung dieser Beobachtung durch die Zelllinien PCI-I und UT-SCC 74B erbracht werden, da
auch bei dem Primdrtumor PCI-l ein Konzentrationsanstieg unter subletalen
Cisplatinkonzentrationen nachzuweisen war, wahrend die Metastase UT-SCC 74B einen

dosisabhangigen Konzentrationsabfall von TNF-a erkennen lieB (Abbildung 14, Seite 58).
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Abbildung 14: Zytokinsekretion des Zytokins TNF-a der HNSCC-Zelllinien PCI-l1 und UT-SCC 74B
unter Cisplatinbehandlung

Erkldrungen zur graphischen Darstellung sind im Text von Abbildung 11 (Seite 54) zu finden. Bei allen
Zytokinkonzentrationsangaben handelt es sich in dieser Graphik um Einmalmessungen. Die dosisabhdngige
Konzentrationsverlaufskurve von TNF-a bestétigt die Beobachtung des Primartumor-Metastasen-Paar UT-SCC 60A/B
(Abbildung 13, Teilabbildung C, Seite 56): geringe Cisplatinkonzentrationen fiihrten bei Primartumor-Zelllinien
(UT-SCC 60A und PCI-I) zu einem Sekretionsanstieg von TNF-a, bei Metastasen-Zelllinien (UT-SCC 60B und UT-SCC 74B)
hingegen zeigte sich unter Cisplatinbehandlung ein Konzentrationsabfall dieses Zytokins. Aufgrund der niedrigeren
Konzentration von TNF-a der beiden Zelllinien musste die Skalierung der Sekundarachse angepasst werden.

3.24 Zytokinsekretion unter Paclitaxelbehandlung

Als drittes Zytostatikum fand der Mitosehemmstoff Paclitaxel Verwendung, welcher in vier
unterschiedlichen Konzentrationen (1, 10, 20, 50 uM) sowie mit drei Inkubationszeitraumen
(48, 96, 144 Stunden) an den HNSCC-Zelllinien BHY, PCI-I, UT-SCC 12A/B, UT-SCC 60A/B und
UT-SCC 74A/B untersucht wurde. Abbildung 15 (Seite 59) verdeutlicht anhand der Primartumor-
Zelllinie UT-SCC 60A (Teilabbildung A) sowie in Kombination mit der Metastasen-Zelllinie
UT-SCC 60B (Teilabbildung B und C) die Zytokinsekretionsveranderungen unter

Paclitaxeltherapie.

(58]



3 Ergebnisse

120+ -
X
= 1004 -8 Lebensfihigkeit von
2 - UT-SCC 60A
o
= 807 G-CSF von UT-SCC 60A
% 604 i IL-1% von UT-SCC 60A
2 IL-6 von UT-SCC B0A
2 1 | IL-8 von UT-SCC 60A
% 204
« 011‘ T = T — %
0 5 10 15 20 20 50
Paclitaxel [uM]
120+ -
=
= 1004 -8 Lebensfahigkeit von
2 . UT-SCC 60 A
2 80+ & Lebensfahigkeit von
a2 UT-SCC 60B
c  B0- -
8 GM-CSF von UT-SCC 60A
S 404 GM-CSF von UT-SCC B0B
2 -
T 204
* 0 = = ’ I '
T. T ¥ T ¥
0 5 10 15 20 20 50
Paclitaxel [uM]
120} -
*
= 1004 -e- Lebensfahigkeit von
2 - UT-SCC 60A
80+ -m- Lebensfahigkeit von
g UT-SCC 60B
60 L
E TNF-a von UT-SCC 60A
S 404 TNF-a von UT-SCC 60B
2 L
& 20
[+]
v L 4 =
04 T J T , I !
0 5 10 15 20 20 50
Paclitaxel [uM]

Abbildung 15: Zytokinsekretion unter Paclitaxelbehandlung

Der graphische Aufbau ist identisch zur Abbildung 11 (Seite 54). Dargestellt ist in Teilabbildung A der
Konzentrationsverlauf der Zytokine G-CSF, IL-1B, IL-6 und IL-8 mit Einmalmessungen sowie in Teilabbildung B und C der
direkte Vergleich zwischen Primartumor und Metastase der Zytokine GM-CSF (Doppelmessungen) und TNF-a
(Einmalmessungen). Unabhangig von der Art des Zytokins und der Zelllinie war unter Paclitaxelbehandlung stets ein
deutlicher Abfall der Zytokinkonzentration zu beobachten.

Zum direkten Vergleich wurde dieselbe Darstellungsweise der Zytokine wie bei den Zytostatika
5-Fluorouracil und Cisplatin gewahlt, obwohl sich die Zytokinsekretion unter Paclitaxeltherapie
bei allen Zelllinien sowie allen Zytokinen gleichartig verhielt: schon unter sehr geringen
Paclitaxelkonzentrationen (1 uM) war nicht nur eine erhebliche Reduktion der Zellzahl zwischen
36,9 % (UT-SCC 12A) und 3,9 % (UT-SCC 74B) nach 144 Stunden zu beobachten, sondern auch
ein starker Abfall aller gemessenen Zytokine bei allen Zelllinien. Sogar abfallende IL-8-

Konzentrationen waren unter Paclitaxelbehandlung messbar (Abbildung 15, Teilabbildung A).
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33 Potentielle Tumorstammzellmarker

Wie in Kapitel 1.5 (ab Seite 10) beschrieben, ist es bisher bei einigen Tumorentitaten gelungen
Tumorzellen mit stammzellspezifischen Eigenschaften nachzuweisen. Auch in HNSCC konnte
anhand der Obenflachenproteine CD44 und CD133 gezeigt werden, dass markertragende
Subpopulationen mit Eigenschaften einer Stammzelle existent sind [100, 165]. Zunehmendes
Interesse als potentielle Tumorstammzellmarker haben in den letzten Jahren intrazelluldre
Funktionsproteine, wie z. B. Transkriptionsfaktoren, gewonnen.

Auch im Rahmen dieser Arbeit sind HNSCC-Zellen sowohl von permanenten Zelllinien aus auch
von soliden Gewebeproben auf potentielle Tumorstammzellmarker untersucht worden. Dafir
wurden die Marker in potentielle Tumorstammzellmarker der CD-Nomenklatur, des Wnt-
Signalwegs sowie des embryonalen Ursprungs kategorisiert. Als Nachweismethoden fanden die
Durchflusszytometrie, die Immunhistologie sowie der Human Pluripotent Stem Cell Array

(Proteom Profiler™ Array) Verwendung.

3.3.1 Potentielle Tumorstammzellmarker in HNSCC-Zelllinien

3.3.1.1 Potentielle Tumorstammzellmarker der CD-Nomenklatur

Um Tumorzellen auf potentielle Tumorstammzellmarker der CD-Nomenklatur zu untersuchen,
wurden acht permanente HNSCC-Tumorzelllinien in Kultur gebracht und als Analysemethode
die Durchflusszytometrie gewahlt. Bet der Herstellung einer Einzelzellsuspension, der Farbung
sowie der durchflusszytometrischen Untersuchung wurde, wie in Kapitel 2.2.5 (Seite 41)
beschrieben, vorgegangen. Anhand des Vorwarts- (FSC) und Seitwartsstreulichtes (SSC) wurde
eine zentral eingestellte Population definiert und in weitere Diagramme (bertragen. Als
Negativ-Kontrolle diente die Isotypenkontrolle, wobei die Grenze entweder bei 2 % positiver
Zellen oder bei einer abgrenzbaren Population in der GréBenordnung 0 — 5 % positiver Zellen
gesetzt wurde. Durch anschlieBendes Setzen von Gates konnten Populationen eingegrenzt und
berechnet werden.

Des Weiteren ist zu erwdhnen, dass Stammzellproteine (CD44 und Oct-4) in mononukledren
Zellen des peripheren Blutes nachgewiesen werden konnten [288, 289]. Mit Hilfe des Lineage-
Antikérper-Mix wurde im Vorfeld eine leukozytare Verunreinigung der permanenten Zelllinien
ebenso ausgeschlossen wie eine Avitalitdt der untersuchten Zellen mittels Annexin/Pl-

Farbungen (Daten nicht gezeigt).
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Folgende Zelllinien wurden mittels des beschriebenen Verfahrens auf potentielle
Tumorstammzellmarker untersucht und sind in Abbildung 16 dargestellt: PCI-l, BHY,
UT-SCC 12A/B, UT-SCC 60A/B, UT-SCC 74A/B.
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Abbildung 16: FACS-Analyse zur Charakterisierung von potentiellen Tumorstammzellmarkern der
CD-Nomenklatur in permanenten HNSCC-Zelllinien

Nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden wurden die adhdrenten Tumorzellen mit Trypsin geldst und eine
Einzelzellsuspension erstellt. Diese wurde mit den entsprechenden Ziel-Antikdrpern Anti-Human CD34 (PE), Anti-Human
CD44 (PE), Anti-Human CD59 (FITC), Anti-Human CD117 (PE), Anti-Human CD133 (APC) sowie den Isotypenkontroll-
Antikorpern  Anti-Human IgG1  (PE), Anti-Human IgG2a (FITC), Anti-Human 1IgG1 (APC) gefarbt und
durchflusszytometrisch untersucht. Zum Ausschluss von leukozytaren Zellen fand der Lineage-Antikorper-Mix (Anti-
Human-CD3, -CD14, -CD16, -CD19, -CD20,- CD56) Verwendung (Daten nicht gezeigt). Ferner sind regelmaBige Annexin
(FITC)/PI (PE) - Farbungen der FACS-Proben in den Versuchsdurchldufen zur Bestatigung der Zellvitalitdt mitgefihrt
worden (Daten nicht gezeigt). Die Ergebnisse sind im Saulendiagramm (MW % SD; n = 2 - 3) dargestellt und
verdeutlichen den prozentualen Anteil der CD34%/lin-, CD44%/lin’-, CD59%/lin’-, CD117%/lin- und CD133*/lin"-
Zellpopulation in den Zelllinien BHY, PCI-I, UT-SCC 12A/B, UT-SCC 60A/B sowie UT-SCC 74A/B. Das Expressionsprofil der
einzelnen potentiellen Tumorstammzellmarker in den Zelllinien &sst ein homogenes Verteilungsmuster erkennen, mit
einem geringen prozentualen Anteil von CD34, CD117 und CD133 sowie einem stark positiven Expressionslevel von
CD44 und CD59.

Marker Werteanzahl Minimaler Maximaler Mittelwert [%] Standard-
(N) Wert [%] Wert [%] abweichung
CD34 8 09 37 1,5 1,0
CD44 8 82,9 98,2 90,1 50
CD59 8 93,1 98,8 96,2 1,9
CD117 8 14 4.2 2,3 1,0
CD133 8 0,7 29 1,1 0,7

Tabelle 26: Expressionsprofil potentieller Tumorstammzellmarker der CD-Nomenklatur in
permanenten HNSCC-Zelllinien

Da kein Expressionsunterschied zwischen den Primartumor- und Lymphknoten-Metastasen-Zelllinien erkannt werden
konnte, ist nun folgend die summierten Expressionsprofile aller acht untersuchten potentiellen Tumorstammzellmarker
gezeigt. Die tabellarische Darstellung bestétigt das im Balkendiagramm zuvor erkennbare homogene Verteilungsmuster
der Tumorstammzellmarker unter den untersuchten Zelllinien.

Aus Abbildung 16 sowie Tabelle 26 ist ersichtlich, dass das Expressionsprofil der untersuchten
potentiellen Tumorstammzellmarker an den oben aufgeflihrten HNSCC-Zelllinien sehr

gleichmaBig verteilt ist. Wahrend die Oberflachenproteine CD34, CD117 und CD133 auf nur sehr
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wenigen Zellen (0,7 % - 4,2 %) exprimiert werden, ist der groBte Anteil der untersuchten
Zelllinien fur die Marker CD44 und CD59 als positiv erkannt worden.

Es konnten hinsichtlich der ausgewahlten Marker keine Unterschiede zwischen den einzelnen
Zelllinien beobachtet werden, auch nicht zwischen den Primartumoren (BHY, PCI-I, UT-SCC 12A,
UT-SCC 60A, UT-SCC 74A) und den Metastasen (UT-SCC 12B, UT-SCC 60B, UT-SCC 74B).

3.3.1.2 Potentielle Tumorstammzellmarker des Wnt-Signalwegs

In Analogie zu den Markern der CD-Nomenklatur wurden die acht permanenten HNSCC-
Zelllinien auf zwel potentielle Tumorstammzellmarker des Wnt-Signalwegs untersucht. Da eine
Uberexpression von Frizzled- (FZD) 3 und Frizzled-7 in vielen Tumorentitdten nachgewiesen
werden konnte [192, 198, 199], wurden diese beiden Wnt-Rezeptoren ausgewahlt und das

Expressionsprofil mittels der Durchflusszytometrie anhand der HNSCC-Zelllinien analysiert.
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Abbildung 17: FACS-Analyse zur Charakterisierung von potentiellen Tumorstammzellmarkern des
Wnt-Signalwegs in permanenten HNSCC-Zelllinien

Methodisch wurde aus den Zelllinien eine Einzelzellsuspension erstellt, diese gefarbt und durchflusszytometrisch
untersucht (siehe auch Text zu Abbildung 16, Seite 61). Eingesetzt wurden die Ziel-Antikorper Anti-Human FZD3 (APC)
und Anti-Human FZD7 (PE) sowie die Isotypenkontroll-Antikdrper Anti-Human IgG2a (APC) und Anti-Human IgG2a (PE).
Graphisch dargestellt im Balkendiagramm mit Mittelwert und Standardabweichung (n = 2 - 4) ist der prozentuale Anteil
der Zellen, welche die Oberflachenproteine FZD 3 und 7 exprimieren. Da in Voruntersuchungen mittels Lineage-
Antikorper-Mix (Anti-Human-CD3, -CD14, -CD16, -CD19, -CD20,- CD56) eine leukozytdre Verunreinigung der
permanenten Zelllinien ausgeschlossen werden konnte (Daten nicht gezeigt), sind die nachweisbaren Zellen als
FZD 3*/lin" und als FZD 77/lin” zu bezeichnen. Zum Vitalitdtsnachweis wurden FACS-Proben in den Untersuchungsreihen
mit Annexin (FITC)/PI (PE) - Farbungen mitgefihrt (Daten nicht gezeigt). Bei allen untersuchten Zelllinien lieBen sich
sowohl FZD3 als auch FZD7 nachweisen, wobei das Expressionsprofil von FZD7 zwischen den einzelnen Zelllinien stark
variierte. Eine besonders hohe prozentuale Expression konnte fiir die Primdrtumor-Zelllinien UT-SCC 12A und UT-SCC
60A gezeigt werden.

(62]



3 Ergebnisse

Marker Werteanzahl Minimaler Maximaler Mittelwert [%] Standard-
(N) Wert [%] Wert [%] abweichung

FZD 3 8 0,3 43 1.2 1.2

FZD 7 8 3,0 74,2 26,7 24,7

Tabelle 27: Expressionsprofil potentieller Tumorstammzellmarker des Wnt-Signalwegs in
permanenten HNSCC-Zelllinien

Die tabellarisch summierte Darstellung verdeutlicht das zuvor erwdhnte heterogene Expressionsmuster der beiden
potentiellen Tumorstammzellmarker. Wahrend das Oberflachenprotein FZD3 nur auf einem geringen Prozentsatz der
Tumorzellen gefunden wurde, konnte eine Expression des FZD7-Proteins von bis zu 74,2 % (UT-SCC 60A) nachgewiesen
werden.

Abbildung 17 sowie Tabelle 27 verdeutlichen das Expressionsprofil von FZD3 und FZD7 anhand
von HNSCC-Zelllinien. Sowohl aus der graphischen als auch aus der tabellarischen Darstellung
ist ersichtlich, dass das Frizzled-7-Protein, prozentual gesehen, bei jeder Tumorzelllinie deutlich
hoher exprimiert wird als das Frizzled-3-Protein. AuBerdem ist anhand der Standardabweichung
zu erkennen, dass das prozentuale Expressionslevel zwischen den einzelnen Zelllinien bet dem
Frizzled-7-Protein sehr viel starker variiert als bei dem Frizzled-3-Protein. Bei den beiden
Primadrtumor-Metastasen-Zelllinien-Paaren UT-SCC 12A/B und UT-SCC 60A/B ist zudem
erkennbar, dass das Frizzled-7-Protein auf den Zellen der Primartumorzelllinien (UT-SCC 12A:
61,0 %, UT-SCC 60A: 68,3 % (beides Mittelwerte)) sehr viel haufiger nachweisbar war als bei den
dazugehdrigen Metastasen (UT-SCC 12B: 13,0 %, UT-SCC 60B: 22,3 % (beides Mittelwerte)).
Diese Betrachtung lasst sich aber anhand des dritten Primartumor-Metastasen-Zelllinien-Paares
UT-SCC 74A/B (UT-SCC 74A: 2,95 %, UT-SCC 74B: 3,85 % (beides Mittelwerte)) nicht bestatigen.

3.3.1.3 Potentielle Tumorstammzellmarker embryonalen Ursprungs

Anders als bet der Messung der potentiellen Tumorstammzellmarker der CD-Nomenklatur und
des Wnt-Signalwegs, bei welchen als Methode ausschlieBlich die Durchflusszytometrie
Verwendung fand, wurde zur Analyse der potentiellen Tumorstammzellmarker embryonalen
Ursprungs der Human Pluripotent Stem Cell Array (Proteom Profiler™ Array; R & D Systems)
gewahlt, welcher als eine Art Screening-Methode zur Detektion von Stammzellproteinen
embryonalen Ursprungs diente. Methodisch wurde wie in Kapitel 2.2.7 (Seite 44ff) beschrieben
vorgegangen. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurden acht (E-Cadherin, GATA-4, Goosecoid,
Nanog, Oct-4, Snail, Sox2, Sox17) der insgesamt flinfzehn embryonalen Stammzellmarker
ausgewahlt und sich auf die Zelllinien PCI-I, UT-SCC 12A/B sowie UT-SCC 60A/B konzentriert,
wie nun folgend in Abbildung 18 und Tabelle 28 (Seite 64) veranschaulicht. An dieser Stelle ist
zu erwdhnen, dass auch fir die sieben weiteren der 15 untersuchten embryonalen
Stammzellmarker (AFP, HCG, HNF3-B/FoxA2, Otx2, PDX-1/IPF1, TP63/TP73L und VEGF) ein
positiver Nachweis bei allen finf untersuchten permanenten HNSCC-Zelllinien (PCl-I,
UT-SCC 12A/B und UT-SCC60 A/B) erbracht werden konnte.
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Abbildung 18: Human Pluripotent Stem Cell Array zur Identifizierung von potentiellen
Tumorstammzellmarkern embryonalen Ursprungs in permanenten HNSCC-Zelllinien

Zur Durchfiihrung des Human Pluripotent Stem Cell Arrays war es zuerst notwendig aus den Zellen der permanenten
HNSCC-Zelllinien Proteine zu praparieren und diese auf die gespotteten Primar- und Kontrollantikérper der
Nitrozellulosemembran zu geben. Nach weiteren Farbe- und Waschschritten sowie dem Trocknen der
Nitrozellulosemembran wurde diese hochauflosend eingescannt und mit Hilfe des Programms ImageJ ausgewertet. Es
erfolgte die prozentuale Berechnung der Pixelintensitdt in Relation zur Positivkontrolle (siehe auch Kapitel 2.2.7, Seite
44f£f). Im Balkendiagramm (MW + SD; n = 2 - 4) dargestellt sind die prozentualen Expressionslevel der acht analysierten
Stammzellmarker. Alle analysierten Stammzellproteine konnten bei jeder Zelllinie detektiert werden, wobei das
Expressionsprofil zwischen den einzelnen Zelllinien nur geringe Unterschiede aufwies. Auch das Expressionsmuster der
Stammzellfaktoren lieB, mit Ausnahme von E-Cadherin, eine weitgehende Homogenitat erkennen.

Marker Werteanzahl Minimaler Maximaler Mittelwert [%] Standard-
(N) Wert [%] Wert [%] abweichung

E-Cadherin 5 68,0 76,9 72,2 32
GATA-4 5 22,4 29,0 24,9 2,6
Goosecoid 5 18,6 22,8 20,4 1,6
Nanog 5 19,5 25,9 22,0 2,8
Oct-4 5 15,1 20,7 17,3 2,4
Snail 5 22,2 32,1 25,3 41
Sox2 5 194 38,5 26,1 7,5
Sox17 5 23,5 30,1 26,9 3,1

Tabelle 28: Expressionsprofil potentieller Tumorstammzellmarker embryonalen Ursprungs in
permanenten HNSCC-Zelllinien

Auch die tabellarische Darstellung des Proteome Profiler Arrays verdeutlicht die weitgehende Homogenitat der
Stammzellmarkerexpression. Lediglich die Expression von E-Cadherin fiel mit 72,2 % im Durchschnitt deutlich héher aus.

Abbildung 18 in Kombination mit Tabelle 28 veranschaulicht das Expressionsprofil der acht
ausgewahlten embryonalen Stammzellmarker, welches nur eine geringe Variation zwischen den
untersuchten Zelllinien erkennen lieB. Oct-4 zeigte das niedrigste Expressionslevel von allen
untersuchten embryonalen Stammzellmarkern, wohingegen E-Cadherin mit durchschnittlich
72,2 % die starkste Expression aufwies. Die anderen Stammzellproteine, inklusive GATA-4,
Goosecoid, Nanog, Snail, Sox2 sowie Sox17, waren im Durchschnitt relativ homogen in einer
GroBenordnung von 20,4 - 26,9 % nachweisbar. Da fiir Oct-4 eine ganz entscheidende Rolle in
der Vermittlung von Pluripotenz, Selbsterneuerung und auch der Karzinogenese nachgewiesen

werden konnte [237-239], wurden zur weiteren Analyse dieses Transkriptionsfaktors ergédnzende
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Nachweismethoden, namentlich die Immunhistologie und die Durchflusszytometrie,

durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen werden nun nachfolgend vorgestellt.

DAP! Oct-4-Cy3 DAPI/Oct-4-Cy3 Ausschnitt (C) - J

DAPI/Oct-4-Cy3

C v D

Abbildung 19: Immunhistologischer Nachweis von Oct-4 am Beispiel der Zelllinie UT-SCC 60B

Die HNSCC-Zelllinien wurden nach 48-stiindiger Inkubation in einem Medium mit Hilfe einer Cytospinzentrifuge auf
Objekttrager fixiert und anschlieBend immunhistochemisch gefarbt. Fir die Farbung wurde ein unselektiver Anti-
Human-Oct-4-Antikdrper (rabbit) in Kombination mit dem Sekundéarantikérper Anti-rabbit-Cy3 verwendet. Zur
Zellkernfarbung wurde der Fluoreszenzfarbstoff DAPI sowie zur Permeabilisierung Triton X-100 eingesetzt. Erkennbar
sind vier Zellkerne (A), von denen zwei Kerne (B und C) besonders intensiv das rot fluoreszierende Carbocyanin 3 (Cy3)
anreichern und somit als typische nukledre Farbung von Oct-4 angesehen werden kdnnen (D).

Wie in Abbildung 19 beispielhaft dargestellt, konnte in den permanenten HNSCC-Zelllinien
nicht nur der Transkriptionsfaktor Oct-4 nachgewiesen, sondern auch eine nukledre Lokalisation
ausgemacht werden. Die intrazelluldre Lagebestimmung von Oct-4 war zur Differenzierung
zwischen den Isoformen Oct-4A und Oct-4B von entscheidender Bedeutung, da nur der Isoform
Oct-4A stammzellspezifische Eigenschaften, wie die Vermittlung von Selbsterneuerung und
Pluripotenz, zugewiesen werden und nur diese im Nukleolus lokalisiert ist [241, 242]. Der
Isoform Oct-4B hingegen, welche im Zytoplasma der Zelle vorzufinden ist, werden Funktionen
wie der Schutz vor Apoptose und allgemeine Zellprotektion zugeschrieben. Wichtig an dieser
Stelle ist zu erwdhnen, dass nur nukledre und keine zytoplasmatischen Lokalisationen bei
permanenten HNSCC-Zelllinien ausgemacht werden konnten. Es wurde somit mit einer
gewissen Vorsicht geschlussfolgert, dass nur die Oct-4A-Isoform in den untersuchten HNSCC-
Zelllinien exprimiert wurde. Diese Feststellung erschien notwendig, da zur weiteren
Quantifizierung dieses Transkriptionsfaktors in der FACS-Analyse nur direkt-gelabelte
Antikorper verwendet werden konnten und ein direkt-gelabelter, selektiver Oct-4A-Antikdrper
nicht vertrieben wurde. Farbungen mit Sekundarantikorpern zeigten eine hohe Rate an
unspezifischen Bindungen und konnten somit nicht eingesetzt werden. Erwahnenswert ist
weiterhin, dass ein selektiver Oct-4A-Antikdrper bei der Immunhistologie Verwendung fand und
hiermit der Nachweis von Oct-4A im Nukleolus von permanenten HNSCC-Zelllinien gelang. Die
bildliche Darstellung erfolgt aufgrund der Doppelfairbung mit Nanog in Kapitel 3.3.1.4
(Abbildung 23, Teilabbildung B, Seite 70). Die Beobachtung wurde zur Bestdtigung der

nukledren Lokalisation der Oct-4A-Isoform herangezogen.
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Abbildung 20: FACS-Identifizierung von Oct-4 am Beispiel der Zelllinie UT-SCC 60B
Die untersuchten HNSCC-Zelllinien wurden 48 Stunden im Medium inkubiert und anschlieBend eine

Einzelzellsuspension erstellt, welche mit dem allgemeinen Anti-Human-Oct-4-Antikorper gefarbt wurde. Ebenfalls
angewendet wurde ein Permeabilisierungspuffer mit Saponin. Am Beispiel der Zelllinie UT-SCC 60B kann im APC/FSC
Dot Plot der Isotypenkontrolle eine bei 2 % positiver Zellen eingefiigte Positiv/Negativ-Grenze nachvollzogen werden
(A). Im Oct-4 APC/FSC Dot Plot ist eine Oct-4"-Population auszumachen (B), welche in dieser Messung einem
prozentualen Anteil von 36,1 % entsprach. Die genaue Bestimmung der Population erfolgte mittels eines Gates (nicht
gezeigt). Ergénzend zur Dot Plot-Darstellung sind die entsprechenden Histogramme gezeigt: das Histogramm der
Isotypenkontrolle mit APC (C) sowie das Histogramm mit Oct-4 APC, in dem ein zweiter Peak die Oct-4"-Population
visualisiert (D).

Mittels der FACS-Analyse konnten Oct-4"-Zellen nachgewiesen und quantitativ bestimmt
werden. Eine erkennbare Population oberhalb der 2 % - Grenze in Abbildung 20 Teilabbildung B
sowie in Teilabbildung D verdeutlichen das gewonnene Messergebnis von 36,1 % Oct-4"-Zellen.
Nachfolgend sind die Ergebnisse der FACS-Analysen der bekannten acht permanenten HNSCC-

Zelllinien aufgefihrt.
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Abbildung 21: FACS-Analyse der Oct-4-Expression in permanenten HNSCC-Zelllinien

Beziiglich der Methode siehe Text zu Abbildung 20. Graphisch dargestellt als Mittelwert mit Standardabweichung
(n = 6 - 11) ist das Expressionsprofil von Oct-4 anhand von acht permanenten HNSCC-Zelllinien. Das Balkendiagramm
verdeutlicht eine ausgepragte Heterogenitdt des Expressionslevels von Oct-4. Des Weiteren ist bei den beiden
Primartumor-Metastasen-Paaren UT-SCC 12A/B und UT-SCC 60A/B eine deutlich hohere Oct-4 Expression der
Primartumore im direkten Vergleich zu den dazugehorigen Metastasen auffallig.

(66]



3 Ergebnisse

Marker Werteanzahl Minimaler Maximaler Mittelwert [%] Standard-
(N) Wert [%] Wert [%] > abweichung
Oct-4 8 3,6 86.6 22,9 19,3

Tabelle 29: Expressionsprofil des potentiellen Tumorstammzellmarkers Oct-4 in permanenten
HNSCC-Zelllinien

Mit Hilfe der tabellarisch summierten Darstellung soll die zuvor in Abbildung 21 erwdhnte deutliche Heterogenitat des
Expressionsprofils von Oct-4 anhand der 8 untersuchten permanenten HNSCC-Zelllinien mit einer Variationsbreite von
bis zu 83 % hervorgehoben werden. Der maximale prozentuale Expressionswert von 86,6 % einer Primartumor-Zelllinie
(UT-SCC 12A) und die minimale Expressionsrate von 3,6 % einer Lymphknoten-Metastasen-Zelllinie (UT-SCC 12B)
verdeutlichen ferner den erheblichen Unterschied zwischen einer Primartumor- und der dazugehdrigen Metastase-
Zelllinie.

Die FACS-Analyse von Oct-4 bei HNSCC-Zelllinien, dargestellt in Abbildung 21 sowie Tabelle 29,
zeigt eine ausgepragte Heterogenitat des Expressionsprofils dieses Stammzellmarkers. Bei
Betrachtung der Oct-4-Expression der Zelllinien-Paares UT-SCC 12A/B und UT-SCC 60A/B wird
deutlich, dass die prozentuale Oct-4-Expression der Primartumore (UT-SCC 12A und
UT-SCC 60A) bedeutend hoher ausfallt als die der dazugehdrigen Lymphknoten-Metastasen
(UT-SCC 12B und UT-SCC 60B). Diese Beobachtung lasst sich durch das dritte untersuchte
Primartumor-Metastasen-Paar UT-SCC 74A/B nicht bestatigen (UT-SCC 74A, MW: 8,3 %, SD: 2,1;
UT-SCC 74B, MW: 7,9 %, SD: 2,5). Eine dhnliche Beobachtung konnte interessanterweise zuvor
schon bei dem potentiellen Tumorstammzellmarker FZD7 gemacht werden und lasst somit die
Hypothese der Coexpression dieser beiden Stammzellmarker aufkommen, die unter anderem im

folgenden Kapitel behandelt wird.

3.3.14 Coexpression potentieller Tumorstammzellmarker mit Oct-4

Um die Coexpression zwischen verschiedenen potentiellen Tumorstammzellmarkern und dem
embryonalen Stammzellmarker Oct-4 zu untersuchen, wurde eine FACS-Analyse von einfach
gefarbten Tumorzellen sowie eine Doppelfarbung zusammen mit Oct-4 durchgefiihrt. Als
Antikorper bet diesem Versuchsaufbau wurden Anti-Human CD34 (PE), Anti-Human CD44 (PE),
Anti-Human CD59 (FITC), Anti-Human CD117 (PE), Anti-Human CD133 (APC), Anti-Human FZD 3
(APC), Anti-Human FZD 7 (PE) sowie die Oct-4 Antikdrper Anti-Human Oct-4 (APC oder PerCP)
verwendet. CD34, CD44, CD59, CD117 sowie FZD7 wurden mit dem Anti-Human-Oct-4 (APQC)
Antikérper kombiniert und bei CD133 sowie FZD3 musste wegen gleicher Fluorochrome auf den
Antikérper Anti-Human-Oct-4 (PerCP) ausgewichen werden. Als Isotypenkontroll-Antikdrper
wurden Anti-Human IgG1 (PE), Anti-Human IgG2a (FITC), Anti-Human IgG1 (APC), Anti-Human
IgG2b (APC), Anti-Human I1gG2b (PerCP) sowie Anti-Human IgG2a (PE) eingesetzt. Die zu
messende Ziel-Zellzahl betrug 1 Million. Zur statistischen Auswertung wurde der
Rangkorrelationskoeffizent nach Spearman (r), ein nicht-parametrisches Mal3 fir Korrelationen,

mit folgender Formel berechnet:
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IR -~ (RE)RG) — Re)
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Markerkombination Werteanzahl Spearman [rs] p-Wert
Oct-4/CD34 8 +0,3576 0,3894
Oct-4/CD44 8 +0,8810 0,0072
Oct-4/CD59 8 +0,8571 0,0107

Oct-4/CD117 8 +0,6826 0,0694

Oct-4/CD133 8 +0,6622 0,0831
Oct-4/FZD3 8 +0,3735 0,3599
Oct-4/FZD7 8 +0,9762 0,0004

Tabelle 30: Rangkorrelationskoeffizent nach Spearman [r;] von Oct-4 mit anderen potentiellen
Tumorstammzellmarkern bei permanenten HNSCC-Zelllinien

Mit Hilfe einer FACS-Analyse der potentiellen Tumorstammzellmarker CD34, CD44, CD59, CD117, CD133, FZD3 und
FZD7 aller acht untersuchten HNSCC-Zelllinien, jeweils als Einzelfarbung sowie in Kombination mit Oct-4, wurde aus den
prozentualen Expressionswerten der Rangkorrelationskoeffizent nach Spearman bestimmt. Da kein signifikanter
Unterschied zwischen Primartumor und Metastase in der Bestimmung des Rangkorrelationskoeffizienten festzustellen
war, sind alle Zelllinien summiert ermittelt worden. Die Berechnung auf der Grundlage der zuvor aufgefiihrten Formel
wurde mit dem Softwareprogramm GraphPad Prism® durchgefiihrt. Der Korrelationskoeffizent kann dabei Werte
zwischen r; = -1 und r; = +1 annehmen, wobei Werte nahe 0 signalisieren, dass kein statistischer Zusammenhang
zwischen den zwei Markern existiert. Werte von r; = +1 bzw. r; = -1 zeigen an, dass ein positiver bzw. ein negativer
Zusammenhang zwischen den gewahlten Markern besteht. Fir die potentiellen Tumorstammzellmarker CD34, CD117,
CD133 und FZD3 konnte keine signifikante Korrelation (p > 0,05) nachgewiesen werden. Fir CD44 und CD59 hingegen
konnte eine signifikante Korrelation (p < 0,05) berechnet werden. Die héchste Korrelation (r; = +0,9762; p = 0,0004) mit
Oct-4 konnte jedoch fiir den potentiellen Stammzellmarker FZD7 nachgewiesen werden. Das Signifikanzniveau kann bei
diesem Marker als ,hoch signifikant” (p < 0,01) bezeichnet werden.

Die Ergebnisse des Rangkorrelationskoeffizenten nach Spearman zusammen mit dem
Wabhrscheinlichkeitswert aus Tabelle 30 stellen den statistischen Zusammenhang einer
Coexpression zwischen einem potentiellen Tumorstammzellmarker und Oct-4 dar. Wahrend fir
CD34, CD117, CD133 sowie FZD3 keine signifikante Korrelation nachgewiesen werden konnte,
zeigten CD44 und CD59 einen statistisch signifikanten Zusammenhang mit dem
Stammzellmarker Oct-4. Es muss jedoch an dieser Stelle auf das hohe Expressionsprofil dieser
beiden Marker hingewiesen werden (CD44: 90,1 %; CD59: 96,2 %; beides Mittelwerte; siehe auch
Kapitel 3.3.1.1, Seite 60f). Die hochste Korrelation mit Oct-4 hingegen wurde fiir den
potentiellen Tumorstammzellmarker FZD7 ermittelt (p = 0,0004). Alle errechneten
Korrelationswerte konnten in Bezug auf die Coexpression mittels einer Doppelfarbung in der
FACS-Analyse kontrolliert werden. Zur Visualisierung der signifikanten Korrelation sind nun
folgend Dot Plot Darstellungen der FACS-Analyse als Doppelfarbungen von Oct-4 mit FZD?7,
CD44 und CD59 gezeigt.

(68]



3 Ergebnisse

Isotypenkontrolle : i Oct-4 APC/
APC/PE Oct-4 APC/FZD7 PE  Oct-4 APC/CD44 PE CD59 FITC

UT-8CC 608-48h, ohne S, 1962b APC 1623 PE I Ofine C8; Oct-4 APC FZD7 PE UT-5CC 608-480; ohne CS, Oct-4 APC CDA4 PE UT-50C 608-48h; ohne C8; Oct4 APC CDSGFITC

A B IC D

Oct4 pos/ CDSQ neg Oct4 pos! D59 pos

Oct-4 pos/FZD7 neg Oct4 posi FZD7 pos Oct4 pos/ FZD7 neg Oct-4 posi FZD7 pos Ot post CDA4ne

APC-A
APC-A
i

Oct4 negf FZD7 pos. Oct4 neg/ FZD7 pos. Oct-4 neg/ CD59 e

Oct-4 neg/ CD44 neg|

0’ 0’ i w ' L o o o ! '
PEA PEA PEA FTC-A

Abbildung 22: Doppelfdrbung von Oct-4 mit FZD7, CD44 und CD59 in der FACS-Analyse am Beispiel

der Zelllinie UT-SCC 60B

Zu Farbezwecken fanden die Antikorper Anti-Human CD44 (PE), Anti-Human CD59 (FITC), Anti-Human FZD 7 (PE), Anti-
Human Oct-4 (APC) sowie Anti-Human IgG2b (APC) und Anti-Human IgG2a (PE) bei der Isotypenkontrolle der Oct-4
(APC)/FZD7 (PE) - Doppelfarbung Verwendung. Teilabbildung A zeigt in einer Dot Plot Darstellung die Isotypenkontrolle
fur die Doppelfarbung Oct-4 (APC)/FZD7 (PE), die Positiv/Negativ-Grenze wurde bei ca. 2 % positiver Zellen gesetzt. Das
folgende Dot Plot, Oct-4 (APC) mit FZD7 (PE) in Teilabbildung B veranschaulicht, dass der GroBteil aller Zellen entweder
als Oct-4"/FZD7" oder Oct-4/FZD7 erkannt werden konnte. Dass so gut wie alle untersuchten Zellen CD44 exprimierten
und ein Teil der CD44-positiven Zellen auch positiv fir Oct-4 identifiziert werden konnten (53,7 %), ist in der dritten
Teilabbildung (C) als Dot Plot mit Oct-4 (APC) und CD44 (PE) gezeigt. Ahnlich stellt es sich bei dem Oberflachenprotein
CD59 dar, wo ebenfalls der groBte Teil der untersuchten Zellen positiv fiir diesen Marker gemessen wurde. Der Anteil
doppelt positiver Zellen fiel bei der CD59/Oct-4-Doppelfarbung etwas geringer aus (13,0 %), wie im Dot Plot der
Teilabbildung D gezeigt.

Im  bisherigen  Verlauf sind  hauptsachlich  Coexpressionen  von  potentiellen
Tumorstammzellmarkern mit Oct-4 mit Hilfe einer FACS-Analyse untersucht worden. Ein
weiterer Stammzellmarker, Nanog, wurde ebenfalls auf eine Coexpression mit Oct-4 analysiert.
Da kein direkt gelabelter Anti-Human Nanog Antikorper verfligbar war und Sekundarantikorper
eine hohe unspezifische Bindungsaktivitdit zu Tumorzellen in der Durchflusszytometrie
aufwiesen, wurde als Nachweismethode die Immunhistologie gewéhlt und eine Doppelfarbung
mit Oct-4A und Nanog durchgefihrt.

Ebenfalls erfolgte bisher lediglich die immunhistologische Darstellung von Oct-4 mittels des
allgemeinen und unspezifischen Oct-4-Antikdrpers. Durch die Lokalisationsbestimmung ist auf
die Isoform indirekt geschlossen worden (Kapitel 3.3.1.3, Seite 63fff). Da aber ein spezifischer
Oct-4A-Antikorper fir die Immunhistologie vertrieben wurde, erfolgte zudem ein Nachweis

dieser Isoform anhand von permanenten HNSCC-Zelllinien (Abbildung 23, Seite 70).
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Abbildung 23: Immunhistologischer Nachweis einer Coexpression von Oct-4 und Nanog am
Beispiel der Zelllinie UT-SCC 12B

Nach 48-stiindiger Inkubation wurden die mittels Zentrifuge erstellten Cytospins mit den Antikdrpern Anti-Human
Oct-4A (mouse) in Kombination mit dem Sekundérantikdrper Anti-mouse-Cy2 sowie Anti-Human Nanog (mouse) in
Kombination mit Anti-mouse-Cy3 gefarbt. Die Zellkernfarbung wurde mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI durchgefiihrt.
Zu erkennen sind acht Zellkerne (A), von denen ein Zellkern intensiv das griin fluoreszierende Carbocyanin 2 (Cy2)
anreichert (B) und somit als Oct-4A positiv erkannt werden konnte. Im gleichen Zellkern ist ebenfalls das deutlich

fluoreszierende Cy3 zu erkennen (C), womit diese Zelle auch als Nanog positiv bezeichnet wurde. Ebenfalls kann die fir
Oct-4A und Nanog typisch nukledre Farbung dieser Oct-4A/Nanog doppelt positiven Zelle erkannt werden (D).

( DAPI Oct-4A-Cy2 Nanog-Cy3

Mit Hilfe der Immunhistologie konnte der Nachweis von Oct-4A und Nanog in permanenten
HNSCC-Zelllinien sowie eine Coexpression dieser beiden Marker erbracht werden, wie in
Abbildung 23 dargestellt ist. Ebenfalls kann anhand der gleichzeitigen Zellkernfarbung mittels
DAPI eine nukledre Lokalisation fiir die beiden embryonalen Transkriptionsfaktoren ausgemacht
werden (Abbildung 23, Teilabbildung D).

Hinsichtlich der Coexpression kann aufgrund der vorliegenden Untersuchungsergebnisse
zusammengefasst werden, dass keine signifikante Coexpression zwischen CD34, CD117, CD133
und FZD3 mit Oct-4 anhand von permanenten HNSCC-Zelllinien nachgewiesen werden konnte.
Bei den beiden potentiellen Tumorstammzellmarkern CD44 und CD59 konnte hingegen eine
statistisch signifikante Coexpression ermittelt werden. Die Aussagekraft dieser Berechnung ist
jedoch vor dem Hintergrund des sehr ausgeprdgten Expressionslevels dieser Marker in der
Einfachfarbung kritisch zu diskutieren (siehe auch Kapitel 4.3, ab Seite 90).

Des Weiteren konnte eine statistisch hoch signifikante Coexpression von Oct-4 mit dem Wnt-
Rezeptorprotein FZD7 errechnet (p = 0,0004) und in einer Doppelfarbung mittels Dot Plot
durchflusszytometrisch dargestellt werden.

Immunhistologisch konnte zudem eine Coexpression von Oct-4A mit dem Transkriptionsfaktor

Nanog beit HNSCC-Zelllinien bestatigt werden.
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3.3.2 Potentielle Tumorstammzellmarker in Tumorgewebeproben

Nach den umfassenden Untersuchungen Uber ausgewahlte potentielle Tumorstammzellmarker
an acht permanenten HNSCC-Zelllinien, wie im Kapitel 3.3.1. (ab Seite 60) beschrieben, sollten
jene Marker nun ebenfalls anhand von Tumorgewebeproben analysiert werden. Die benétigten
Tumorgewebeproben wurden im Rahmen operativer Resektionen entnommen und bearbeitet,
nach praoperativer Aufklarung und Zustimmung des Patienten. Der eine Teil der Proben wurde
umgehend eingefroren, nativ oder in Stickstoff, um daraus Proteine fiir den Proteome Profiler™
Array oder Gewebeschnitte fir die Immunhistologie zu gewinnen. Aus dem anderen Teil der
Proben wurde eine Einzelzellsuspension zur durchflusszytometrischen Analyse erstellt.

Da in der Literatur eine Beschreibung von potentiellen Tumorstammzellen, wie z. B. CD44 und
Oct-4B in mononukledren Zellen des peripheren Blutes (PBMC) vorliegt [288-290], war zunachst
ein Ausschluss dieser Zellen notwendig. In der Immunhistologie wurde deshalb ein selektiver
Oct-4A-Antikorper verwendet. Der Ausschluss in der FACS-Analyse gestaltete sich schwieriger,
hier wird eine Kombinationsfarbung mit dem Lineage-Antikdrper-Mix (Anti-Human-CD3, -CD14,
-CD16, -CD19, -CD20, -CD56), wie in Kapitel 3.3.1. (ab Seite 60) aufgefuhrt, fir zwingend
eingestuft und ist deshalb erfolgt [80]. Ein Einsatz einzelner Priméar- und Sekundarantikdrpern
war aufgrund vieler unspezifischer Bindungen der Sekundédrantikdrper nicht mdéglich. Des
Weiteren kann eine Vitalitdt der mittels FACS-Analyse gezeigten Ergebnisse aufgrund von
durchgefiihrten Annexin/Pl-Farbungen bestétigt werden (Daten nicht gezeigt).

An dieser Stelle sei darauf hingewiesen, dass aufgrund einer sehr groBen Nachfrage an
Gewebeproben die untersuchte Anzahl von soliden Tumoren (n = 5) sehr gering ausgefallen ist,

was die Aussagekraft dieser Analysen deutlich einschrankt.

3.3.2.1 Potentielle Tumorstammzellmarker der CD-Nomenklatur

Um solide Tumorproben auf potentielle Tumorstammzellmarker der CD-Nomenklatur zu
untersuchen, wurde eine FACS-Analyse der Oberflachenproteine CD34, CD44, CD59, CD117 und
CD133 durchgefihrt. Insgesamt wurden fiinf HNSCC-Primartumorgewebeproben auf diese
Weise behandelt und durchflusszytometrisch untersucht. Neben den Tumorgewebeproben
wurde auch gesundes Nasenmuschelgewebe auf die zuvor erwdhnten potentiellen
Tumorstammzellmarker analysiert. Beim Nasenmuschelgewebe war es, anders als bei den
soliden Tumoren, aufgrund des ausgepragten und haufigen Nachweises mikrobieller Erreger im
Untersuchungsgut notwendig, vor der FACS-Analyse eine 48-stiindige Kultur mit antibiotischen
und antimykotischen Zusédtzen anzusetzen. Die unterschiedliche Methodik schrankt die
Aussagekraft Uber den tatsdchlichen Stammzellgehalt in den Nasenmuschelgewebeproben

sowie eine direkte Vergleichbarkeit beider Gewebeproben ein.
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Abbildung 24: FACS-Analyse zur Charakterisierung von potentiellen Tumorstammzellmarkern der
CD-Nomenklatur in HNSCC-Primartumor- und Nasenmuschelgewebeproben

Nach manueller Zerkleinerung sowie der Behandlung mit den Enzymen Collagenase Typ II, Dispase und Hyaluronidase
Typ Is erfolgte eine Farbung mit den Antikérpern Anti-Human CD34 (PE), Anti-Human CD44 (PE), Anti-Human CD59
(FITC), Anti-Human CD117 (PE), Anti-Human CD133 (APC), Anti-Human IgG1 (PE), Anti-Human IgG1 (FITC), Anti-Human
IgG2a (FITC), Anti-Human 1gG1 (APC) sowie anschlieBend die durchflusszytometrische Messung. Bei allen Analysen
handelte es sich um Einmalmessungen. Dargestellt sind insgesamt fiinf HNSCC-Priméartumor- (T) sowie drei gesunde
Nasenmuschelgewebeproben (G) mit dem Expressionsprofil von CD34, CD44, CD59 und CD117. Der Marker CD133
konnte nur fir die Tumorgewebeproben ausgewertet und angegeben werden, da bei den Nasenmuschelgeweben eine
Verunreinigung des Antikorpers nicht ausgeschlossen werden konnte. Wegen haufiger mikrobieller Verunreinigung des
Nasenmuschelgewebes musste vor der FACS-Analyse eine 48-stiindige Kultur der Einzelzellsuspension mit 4 - 6 %
Penicillin, Streptomycin sowie Amphotericin B angelegt werden. Da flr Kulturmedien sowie deren Zusatze ein Einfluss
auf Stammzellen nicht ausgeschlossen werden kann, sollte ein direkter Vergleich zwischen Tumor- und
Nasenmuschelgewebeproben nur mit Zuriickhaltung erfolgen. Wegen der Identifikation von potentiellen
Tumorstammzellmarkern in gesunden Gewebeproben ist trotzdem auf eine Darstellung an dieser Stelle nicht verzichtet
worden. Zu erkennen ist im Balkendiagramm, dass die Marker CD44 und CD59 von den fiinf untersuchten Proteinen am
starksten exprimiert werden, jedoch mit deutlicher Variation zwischen den einzelnen Gewebeproben. Die potentiellen
Stammzellmarker CD34, CD117 und CD133 werden ebenfalls von soliden Tumoren exprimiert, jedoch in einem deutlich
geringeren Ausmal als CD44 und CD59.

Gewebe- Marker Werteanzahl Minimaler Maximaler Mittelwert Standard-
probe (N) Wert [%] Wert [%] [%] abweichung
CD34 5 1,0 34 23 09
CD44 5 16,0 75,8 51,0 24,3
Tumor CD59 5 31,5 75,1 52,6 19,7
CD117 5 03 5.1 1,9 2,0
CD133 5 0,2 3,0 1.1 1.1
CD34 3 12,6 34,9 22,0 11,6
Nasen- CD44 3 16,5 34,6 27,8 9,9
muschel CD59 3 62,5 78,6 71,8 83
CD117 3 0,7 2,8 1.8 1.1

Tabelle 31: Expressionsprofil potentieller Tumorstammzellmarker der CD-Nomenklatur in HNSCC-
Primartumor- und Nasenmuschelgewebeproben

Tabellarisch summiert dargestellt sind die mittels FACS-Analyse ermittelten prozentualen Anteile der potentiellen
Tumorstammzellmarker von funf Tumor- sowie drei Nasenmuschelgewebeproben. Das hohe Expressionsprofil von CD44
und CD59 sowie deren starke Variation bei soliden Tumorzellen werden anhand der Mittelwerte mit
Standardabweichung deutlich. Auch ist eine geringe Expression von CD34, CD117 und CD133 zu erkennen. Auffallig bei
dem gesunden Nasenmuschelgewebe ist die hohe Expression des Markers CD34.
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Abbildung 24 und Tabelle 31 verdeutlichen die Verteilung der potentiellen
Tumorstammzellmarker in finf untersuchten HNSCC-Primartumor- sowie in drei gesunden
Nasenmuschelgewebeproben. Das Expressionsmuster dieser soliden Tumore wies einen hohen
prozentualen Anteil von CD44°- und CD59"-Zellen auf, wie die tabellarisch summierte
Darstellung erkennen lasst. Die Oberflachenproteine CD34, CD117 sowie CD133 hingegen
wurden nur von wenigen soliden Tumorzellen mit deutlicher Variation exprimiert (0,2 - 5,1 %).
Zusatzlich zu den finf Tumorgewebeproben sind drei gesunde Nasenmuschelgewebe auf
potentielle Tumorstammzellen untersucht worden. Um zu demonstrieren, dass die untersuchten
potentiellen Tumorstammzellmarker, bis auf den nicht ausgewerteten Marker CD133, auch in
gesundem Gewebe gefunden werden konnten, erfolgte trotz unterschiedlicher Methodik eine

kombinierte Darstellung in Abbildung 24 und Tabelle 31.

3.3.2.2 Potentielle Tumorstammzellmarker des Wnt-Signalwegs

Neben den potentiellen Tumorstammzellmarkern der CD-Nomenklatur wurden dieselben
soliden Gewebe mittels einer FACS-Analyse auch auf zwei Marker des Wnt-Signalweges
untersucht. Als Ziel-Proteine wurden erneut die beiden Frizzled-Rezeptoren 3 und 7 (FZD3 und
FZD7) gewahlt und das relative Expressionsniveau anhand der zuvor erwahnten fiinf Tumor-

sowie drei Nasenmuschelgewebeproben bestimmt.
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Abbildung 25: FACS-Analyse zur Charakterisierung von potentiellen Tumorstammzellmarkern des
Whnt-Signalwegs in HNSCC-Priméartumor- und Nasenmuschelgewebeproben

Zur Farbung wurden die Antikodrper Anti-Human FZD3 (APC) und Anti-Human FZD7 (PE) sowie die Isotypenkontrollen
Anti-Human 1gG2a (APC) und Anti-Human IgG2a (PE) verwendet. Im Balkendiagramm mit Mittelwert und
Standardabweichung (n = 2 - 4) ist das Expressionsmuster der beiden Frizzled-Proteine dargestellt. Eingefligt im
Balkendiagramm ist eine Trennlinie zwischen den Tumor- (T) und gesunden Nasenmuschelgewebeproben (G), da
aufgrund unterschiedlicher Methodik kein direkter Vergleich zwischen beiden Gewebearten gezogen werden sollte.

Die Graphik zeigt ein sehr niedriges sowie heterogenes Expressionslevel beider Proteine bei den Tumorgewebeproben
mit einem sehr niedrigen Expressionsniveau von T969 und T1014 sowie einem deutlich héheren Expressionslevel von
T956. Die Tumore T951 und T982 hingegen prasentierten eine verstarkte Expression von FZD7 bzw. FZD3.
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Gewebe- Marker Werteanzahl Minimaler Maximaler Mittelwert Standard-
probe (N) Wert [%] Wert [%] [%] abweichung
Tumor FZD3 5 1,85 18,1 8,1 79

FZD7 5 1,75 20,3 8,1 8,2
Nasen- FZD3 3 12,6 34,9 22,0 11,6
muschel FZD7 3 16,5 34,6 27,8 9,9

Tabelle 32: Expressionsprofil potentieller Tumorstammzellmarker des Wnt-Signalwegs an soliden

HNSCC-Priméartumor- und Nasenmuschelgewebeproben

Die tabellarische Darstellung veranschaulicht das sehr heterogene Expressionsprofil der beiden Frizzled - Proteine 3 und
7 auf soliden Tumorgeweben. Auch auf den Zellen des Nasenmuschelgewebes konnten beide Marker nachgewiesen
werden. Ein direkter Vergleich zwischen beiden Geweben sollte aufgrund unterschiedlicher Methodik nicht erfolgen.

Bei Betrachtung von Abbildung 25 wird deutlich, dass das Expressionslevel von FZD3 und FZD7
sehr heterogen in Bezug auf die einzelnen Gewebeproben ausfiel. Bei den beiden
Tumorgewebeproben T969 und T1014 konnten fast identische prozentuale Zellzahlen auf sehr
niedrigem Niveau flr die beiden Oberflaichenproteine des Wnt-Signalweges bestimmt werden
(1,7 - 3,1 %). T956 wies hingegen im direkten Vergleich das héchste Expressionsprofil von FZD3
und FZD7 auf (18,1 bzw. 20,3 %). Wahrend T951 den Marker FZD7 starker als FZD3 exprimierte,
verhielt sich dies bet T982 umgekehrt. Auch in den drei Nasenmuschelgewebeproben konnten
die beiden Frizzled-Rezeptoren mit einem heterogenen Expressionsmuster gemessen werden.
Ein direkter Vergleich kann, wie zuvor erwdhnt, zwischen beiden Gewebearten nicht gezogen
werden. Dies waére jedoch hinsichtlich der Charakterisierung als potentieller Tumormarker

notwendig gewesen, um eine Abgrenzung zu Gewebestammzellen vornehmen zu kénnen.

3.3.2.3 Potentielle Tumorstammzellmarker embryonalen Ursprungs

Analog zu den potentiellen Tumorstammzellmarkern embryonalen Ursprungs bei HNSCC-
Zelllinien wurden solide Tumor- sowie Nasenmuschelgewebeproben mittels des Human
Pluripotent Stem Cell Array (Proteom Profiler™ Array; R & D Systems) untersucht. An dieser
Stelle soll eine kleine Auswahl von acht (E-Cadherin; GATA-4; Goosecoid; Nanog; Oct-4; Snall;
Sox2; Sox17) der insgesamt fiinfzehn untersuchten Proteine der Ubersichtlichkeit dienlich sein,
wobel zu erwdhnen ist, dass alle sieben anderen Proteine (AFP, HCG, HNF3-B/FoxA2, Otx2, PDX-
1/IPF1, TP63/TP73L und VEGF) ebenfalls nachgewiesen werden konnten. Als zu analysierendes
Gewebe fanden insgesamt sechs HNSCC-Primartumor- und vier gesunde Nasenmuschel-

gewebeproben Verwendung und sind nun folgend in Abbildung 26 sowie Tabelle 33 dargestellt.

[74]



3 Ergebnisse

[>]

b C3 E-Cadherin
£ 80 " £ GATA4
S 3 Goosecoid
2 60+ EE Nanog
=1 &% Oct4
]

o &= Snail

;_é =8 Sox2

Q

o BN Sox17
Gewebeproben

106} _ C E-Cadherin
£ god f 3 GATA4
5 2 Goosecoid
@
§ 604 B Nanog
3 &2 Oct-4
w40 "

o == Snail
ki &= Sox2
3 20 5o
@ BN Sox17
0_
Ul op N
N o
P & &
Gewebeproben

Abbildung 26: Proteome Profiler™ Array zur ldentifizierung von potentiellen Tumorstammzell-
markern embryonalen Ursprungs in HNSCC-Primartumor- und Nasenmuschelgewebeproben

Nach dem Auftauen der zuvor lysierten Gewebeproben sowie der Proteinquantifizierung nach Bradford wurden die
Proteine auf eine Nitrozellulosemembran gegeben, auf der sich gespottete Primar- und Kontrollantikérper befanden.
Bevor die Auswertung, wie in Kapitel 2.2.7 ab Seite 44 beschrieben, erfolgen konnte, folgten noch mehrere
Waschschritte und Farbungen mit Sekundéarantikdrpern. Da bei dieser Methode die Gewebearten direkt, d. h. ohne
langere Kulturzeit, verarbeitet und damit gleichartig behandelt werden konnten, ist eine Vergleichbarkeit zwischen den
beiden Gewebetypen Tumor und Nasenmuschel an dieser Stelle moglich. Dargestellt ist das prozentuale
Expressionsprofil der acht ausgewahlten embryonalen Stammzellmarker von sechs Tumorgewebeproben (T800, T898,
T977, T1005, T1010 sowie T1012 in Teilabbildung A und B) sowie vier Nasenmuschelgewebeproben (G934, G961, G962
und 997 in Teilabbildung B). Ersichtlich aus dem Balkendiagramm (MW + SD; n = 2 - 4) ist ein homogenes
Expressionsmuster der Stammzellmarker in den Gewebeproben. Lediglich E-Cadherin war mit Expressionsraten von 35 -
80 % deutlich hoher nachweisbar. Bei vergleichender Betrachtung der vier Nasenmuschelgewebe ist auffallig, dass G961
und G962, bezogen auf alle untersuchten Stammzellmarker, ein deutlich héheres Expressionsprofil aufwiesen. Die

anderen beiden Nasenmuschelproben, G934 und G997, zeigten hingegen ein relativ vergleichbares Expressionsmuster
zu den Tumorproben.

[75]



3 Ergebnisse

Gewebe- Marker Werteanzahl Minimaler Maximaler Mittelwert Standard-
probe (N) Wert [%] Wert [%] [%] abweichung
GATA-4 6 77 15,2 121 2,7
Goosecoid 6 6,6 12,6 9,1 2,1
E-Cadherin 6 35,3 80,3 56,0 17,9
Tumor Nanog 6 6,7 15,6 10,7 3,0
Oct-4 6 6,6 13,4 9,1 29
Snail 6 8,7 19,3 134 3,5
Sox2 6 7,7 18,9 13,0 4,5
Sox17 6 8,2 18,1 13,7 3,6
GATA-4 4 94 29,1 19,9 10,4
Goosecoid 4 6,9 21,3 14,6 7,7
E-Cadherin 4 41,0 91,8 68,5 24,2
Nasen- Nanog 4 6,9 26,6 17,5 10,3
muschel Oct-4 4 538 21,3 12,8 7,9
Snail 4 84 29,1 18,3 10,8
Sox2 4 7,5 29,3 18,5 10,8
Sox17 4 9,1 35,0 21,4 13,6

Tabelle 33: Expressionsprofil potentieller Tumorstammzellmarker embryonalen Ursprungs von

HNSCC-Priméartumor- und Nasenmuschelgewebeproben

Die tabellarisch summierte Darstellung ldsst das homogene Expressionsbild der embryonalen Stammzellproteine in den
Tumorgewebeproben sowie ein heterogenes Expressionsmuster mit hoheren Standardabweichungen in den
Nasenmuschelgeweben erkennen. Diese Beobachtung lasst sich durch die beiden Gewebeproben G961 und G962
erklaren, bei welchen alle Stammzellmarker deutlich hoher nachweisbar waren als bei G934 und G997 (siehe Abbildung
26 mit Teilabbildung B).

Wie anhand von Abbildung 26 und Tabelle 33 ersichtlich wird, zeigte die Analyse der
Stammzellmarker in den sechs Tumorgewebeproben ein weitgehend homogenes
Expressionsmuster. Wie schon bei den HNSCC-Zelllinien ist E-Cadherin derjenige Marker,
welcher bei soliden Tumorzellen mit durchschnittlich 56 % deutlich starker exprimiert wurde als
die anderen sieben Marker, die in einem Expressionsbereich von 9,1 — 19,3 % nachgewiesen
werden konnten. Auch bei den gesunden Nasenmuschelgeweben konnten alle
Stammzellproteine erkannt werden, wobei ein deutlich stdrkeres Expressionslevel aller
Stammzellproteine in den beiden Geweben G961 und G962 auffdllig war. Dieses hat zur Folge,
dass in der Summation aller gesunden Gewebe jeder Stammzellfaktor durchschnittlich héher

exprimiert wurde als im neoplastischen Gewebe, wie Tabelle 33 abbildet.

Wie zuvor in Kapitel 3.3.1.3 (ab Seite 63), sind im Verlauf dieser Dissertationsarbeit aufgrund der
Relevanz des Transkriptionsfaktors Oct-4 weiterfliihrende Analysen mittels Immunhistologie und
Durchflusszytometrie durchgefiihrt worden. Zuerst sollen an dieser Stelle die Ergebnisse der

immunbhistologischen Farbung vorgestellt werden.
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Abbildung 27: Immunhistologischer Nachweis von Oct-4 A am Beispiel des Tumors T601

Nach Schockfrierung des soliden Tumors in flissigem Stickstoff wurde ein Gewebeschnitt erstellt und
immunhistochemisch gefarbt. Verwendet wurde fur die Farbung der Antikdrper Anti-Human-Oct-4A (mouse) in
Kombination mit dem Sekundédrantikdrper Anti-mouse-Cy2. Die Zellkernfarbung wurde mit DAPI und die
Permeabilisierung mit Triton X-100 durchgefiihrt. Visualisiert sind viele mittels DAPI blau fluoreszierende Zellkerne (A),
von denen ein Zellkern besonders stark das grin fluoreszierende Cy2 anreichert (B und C). Anhand dieser hell
fluoreszierenden Zelle ist die nukledre Lokalisation des Oct-4A-Antigens gut erkennbar (D).

Da auch in der Immunhistochemie ein Nachweis von Oct-4A in soliden Tumoren gelang
(Abbildung 27), wurde zur Quantifizierung des Stammzellfaktors eine FACS-Analyse von
insgesamt fiinf Gewebeproben durchgefiihrt. Aufgrund der zuvor beschriebenen Problematik
mit Nachweis von Oct-4B in mononukledren Zellen des peripheren Blutes (Kapitel 3.3.2, Seite
71) erfolgte eine Doppelfarbung mit dem allgemeinen Oct-4 Antikdrper in Kombination mit
dem Lineage-Antikodrper-Mix (Anti-Human-CD3, -CD14, -CD16, -CD19, -CD20,- CD56).

Isotypenkontrolle Oct-4 APC/
APC/FITC Lineage FITC

1962b APC 1961 19020 FITC. TO51-0h; ohne C8, Oct-4 APC lin FITC.
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Abbildung 28: FACS-Analyse zur ldentifizierung von Oct-4 am Beispiel des soliden HNSCC-Tumors
T951

Das solide Tumorgewebe wurde zuerst manuell zerkleinert und anschlieBend enzymatisch mittels Dissektions- und
Dispersionsmedium behandelt. AnschlieBend erfolgte eine Farbung der gewonnen Einzelzellsuspension mit den
Antikorpern Anti-Human Oct-4 (APC) sowie Anti-Human-CD3, -CD14, -CD16, -CD19, -CD20,- CD56 (FITC) im Lineage-
Antikorper-Mix (lin) sowie die durchflusszytometrische Untersuchung. Ebenfalls wurde eine Permeabilisierung mit
Saponin durchgefihrt. Als Beispiel ist der Tumor 951 gewahlt worden. Zu erkennen ist in Teilabbildung A die
Isotypenkontrolle mit der 2 %-Grenze positiver Zellen im APC/FITC Dot Plot sowie in Teilabbildung B eine kleine
Population im lin"/Oct-4"-Fenster des FITC/APC Dot Plots. Durch Setzen eines Gates konnte die GréBe der Population
bestimmt werden, welche in dieser Graphik einem prozentualen Anteil von 1,3 % entsprach. Wegen der geringen
PopulationsgroBe sowie der eng benachbarten Lage zur lin'/Oct-4-Hauptzellzahl war die lin//Oct-4*-Subpopulation im
Histogramm nicht erkennbar. Auf eine Darstellung wurde aus diesem Grunde verzichtet.
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Abbildung 29: FACS-Analyse der Oct-4-Expression in  HNSCC-Primdrtumor- und
Nasenmuschelgewebeproben

Beziliglich der Methode siehe Text zu Abbildung 28 (Seite 77). Im Balkendiagramm mit Mittelwert und
Standardabweichung (n = 8 - 12) ist die prozentuale Expression des Stammzellmarkers Oct-4 (Subpopulation
lin'/Oct-4") gezeigt. Zu erkennen ist ein heterogenes Expressionsprofil von Oct-4 in soliden Tumorzellen. Bei den
Nasenmuschelgewebeproben, welche erst nach 48-stiindiger Kultivierung durchflusszytometrisch analysiert werden
konnten, wurde eine eher gleichmaBige Oct-4-Expression nachgewiesen. Da von kultivierungsbedingten
Zellverdnderungen ausgegangen werden muss, sollte kein direkter Vergleich zwischen beiden Gewebearten
vorgenommen werden, wie die eingefiigte Trennlinie signalisiert.

Gewebe- Marker Werteanzahl Minimaler Maximaler Mittelwert Standard-
probe (N) Wert [%] Wert [%] [%] abweichung
Tumor Oct-4 5 0,2 10,8 4,4 41
Nasen- Oct-4 3 45 5,1 438 03
muschel

Tabelle 34: Expressionsprofil des potentiellen Tumorstammzellmarkers Oct-4 in HNSCC-
Primartumor- und Nasenmuschelgewebeproben

Tabellarisch summiert dargestellt sind die prozentualen Expressionsergebnisse der FACS-Analyse von den fiinf Tumor-
und drei Nasenmuschelgewebeproben. Zu erkennen ist bei den Tumorgewebeproben ein heterogenes Expressionsprofil
der lin'/Oct-4"-Zellen. Auch in den drei Nasenmuschelgeweben konnte Oct-4, jedoch mit einem eher homogenen
Expressionsmuster, nachgewiesen werden. Aufgrund unterschiedlicher Methodik sollte kein direkter Vergleich zwischen
beiden Gewebearten gezogen werden (siehe auch Text zu Abbildung 24, Seite 72).

Wie in Abbildung 28 gezeigt, ist es in der FACS-Analyse gelungen eine Lineage/Oct-4"-
Population ausfindig machen zu kdnnen und das Expressionsmuster anhand von flinf
Gewebeproben zu untersuchen. Die Expression von Oct-4 ist dabei einer deutlichen Variation
zwischen den flinf Tumorproben unterworfen mit einer Variationsbreite von 10,6 % und einem
durchschnittlichen Expressionslevel von 4,4 %. Auch in gesundem Nasenmuschelgewebe konnte
nach 48-stiindiger Kultivierung der Nachweis einer Lineage/Oct-4"-Population erbracht
werden, welche hingegen ein eher homogenes Expressionsprofil innerhalb der drei

Gewebeproben erkennen lieB3.
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3.3.24 Coexpression potentieller Tumorstammzellmarker mit Oct-4

Bei HNSCC-Zelllinien war es moglich, mittels einer FACS-Analyse eine Korrelation zwischen den
zuvor erwdhnten potentiellen Tumorstammzellmarkern und Oct-4 herzustellen. Diese statistisch
signifikante (p < 0,05) positive Korrelation, welche auf eine Coexpression dieser Marker
schlussfolgern lieB, konnte fir die Marker CD44, CD59 sowie FZD7 mittels des
Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman errechnet und graphisch in einem Dot Plot einer
Mehrfachfarbung bestédtigt werden. Zu untersuchen galt es nun, ob sich diese positive
Korrelation zwischen den drei Markern und Oct-4 anhand von soliden Tumorgewebeproben
bestatigen lasst. Dafiir wurde methodisch, wie in Kapitel 3.3.1.4 (Seite 67) beschrieben,
vorgegangen und die dort aufgefiihrten Antikdrper mit dem Lineage-Antikorper-Mix (Anti-
Human-CD3, -CD14, -CD16, -CD19, -CD20,- CD56 (FITC) kombiniert. Ebenfalls wurde der

Rangkorrelationskoeffizent nach Spearman berechnet, wie nun folgend dargestellt.

Markerkombination Werteanzahl Spearman [rs] p-Wert
Oct-4/CD34 5 +0,5643 0,3500
Oct-4/CD44 5 +0,8000 0,1333
Oct-4/CD59 5 +0,9000 0,0833

Oct-4/CD117 5 +0,5774 0,3500
Oct-4/CD133 5 +0,5441 0,3500
Oct-4/FZD3 5 +0,5643 0,3500
Oct-4/FZD7 5 +0,8208 0,1333

Tabelle 35: Rangkorrelationskoeffizent nach Spearman [r;] von Oct-4 mit anderen potentiellen
Tumorstammzellmarkern bei soliden Tumorproben

Als Grundlage der Berechnungen diente eine FACS-Analyse der potentiellen Tumorstammzellmarker CD34, CD44, CD59,
CD117, CD133, FZD3 und FZD7 aller funf untersuchten HNSCC-Tumorgewebeproben, jeweils als Doppelfarbung mit
dem Lineage-Antikorper-Mix sowie als Dreierfachfarbung mit Oct-4. Durchgefiihrt wurde die Berechnung mit dem
Softwareprogramm GraphPad Prism®. Zur allgemeinen Interpretation des Korrelationskoeffizienten siehe Text zu
Tabelle 30 (Seite 68).

Anders als bei den permanenten HNSCC-Zelllinien konnte bei Tumorgewebeproben keine
signifikante Korrelation zwischen einem potentiellen Tumorstammzellmarker und Oct-4
ermittelt werden. Die hochsten Korrelationswerte wurden flir die Marker CD59 (r; = +0,9), FZD7
(re = +0,8208) und CD44 (r, = +0,8) errechnet, wahrend fur die Marker CD34, CD117, CD133
sowie FZD3 nur relativ geringe Korrelationswerte (r; < 0,6) bestimmt wurden. Zusatzlich zu den
errechneten Korrelationswerten sind in der FACS-Analyse Dot Plots von Mehrfachfarbungen

erstellt worden, um diese Korrelationswerte auch graphisch darstellen zu kénnen.
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Isotypenkontrolle : s Oct-4 APC/
APC/PE Oct-4 APC/FZD7 PE  Oct-4 APC/CD44 PE CD59 FITC

T951-0n; ohne C5; 1962b APC 1962 19620 FITC I T951-0h; ohne CS, Octd APC FZDT PE lin FITC T951-0n; ohne CS, Oct-4 APC CDA4 PE lin FITC. T951-0n; ohne CS; Oct-4 APC CDSY FITC

in negioct-4 negFZD7 pos. in negiOct-4 pos/FZD7 pos in ne egFZD7 pos | linnegiOct-4 posiFZD7 pos

5 | linneg/Oct4 posicDa4 pos

105/CD54 pos

PEA
PEA
PEA

lin hegiOct4 posFZD7 neg lin neg/Oct4 posiFZD7 neg| i} 0ct-4 posiCD89 neg

o 0t i i w0t o 3 0t f " 10t
APC-A apoA A APC-A

Abbildung 30: Doppelfirbung von Oct-4 mit FZD7, CD44 und CD59 in der FACS-Analyse am Beispiel

des soliden HNSCC-Tumors T951

Angewendet wurde die zuvor beschriebene FACS-Methodik (siehe Text zu Abbildung 28, Seite 77) und eingesetzt die
Antikorper Anti-Human CD34 (PE), Anti-Human CD44 (PE), Anti-Human CD59 (FITC), Anti-Human CD117 (PE), Anti-
Human CD133 (APC), Anti-Human FZD3 (APC), Anti-Human FZD 7 (PE), Anti-Human Oct-4 (APC), Lineage-Antikorper-
Mix (Anti-Human-CD3, -CD14, -CD16, -CD19, -CD20,- CD56 (FITC)) sowie bei der Isotypenkontrolle der Oct-4
(APC)/FZD7 (PE)-Doppelfarbung Anti-Human IgG2b (APC) und Anti-Human IgG2a (PE). Als Grundlage fir die gezeigten
Bilder (Teilabbildung A bis C) diente eine vorherige Selektion auf Lineage negative Zellen (Darstellungen nicht gezeigt).
In Teilabbildung A ist die Isotypenkontrolle fir die Doppelfarbung Oct-4 (APC)/FZD7 (PE) dargestellt und in
Teilabbildung B die dazugehorige Messung mit Oct-4 und FZD7. Zu erkennen ist in Teilabbildung B eine kleine
lin"/Oct-4 /FZD7"-Population, welche sich in der Berechnung der nicht signifikanten Korrelation niederschlagt. Auch
anhand von Teilabbildung C, wo die meisten Zellen sich lin'/Oct-4/CD44" darstellen und nur ein geringer Teil der Zellen
lin"/Oct-4/CD44" gemessen werden konnte (26,9 %), lasst den Grund fiir die nicht signifikante Berechnung graphisch
erkennen. Wegen gleicher Fluorochrome konnte bei der Untersuchung auf den potentiellen Tumorstammzellmarker
CD59 keine Kombination mit dem Lineage-Mix erfolgen. Es wurde aber zuvor im FSC/SSC-Dot Plot die Lineage positive
Population lokalisiert, ausgewahlt und in der eigentlichen Messung diese Population nicht mit beriicksichtigt. In
Teilabbildung D ist eine Doppelfarbung mit Oct-4 und CD59 dargestellt, wo neben einer groBen Oct-4/CD59" und einer
Oct-4/CD59 -Population auch eine kleine Oct-4"/CD59"-Population zu erkennen ist.

Wie in Abbildung 30 gezeigt, konnten die zuvor mittels Rangkorrelationskoeffizientenbildung
nach Spearman ermittelten statistischen Coexpressionsergebnisse ermittelt werden. Fiir keinen
potentiellen Tumorstammzellmarker zeigte sich mittels Dot Plot-Darstellung eine nachweisbare
signifikante Coexpression mit dem embryonalen Stammzellmarker Oct-4. In Bezug auf den
Stammzellmarker FZD7 ist eine kleine lin"/Oct-4 /FZD7"-Population auffillig, die sich in vier der
finf untersuchten Tumorgewebeproben nachweisen lieB. In der FACS-Analyse konnte ein
durchschnittliches Expressionslevel dieser lin//Oct-4/FZD7"-Zellen von 6,2 % mit einer
Standardabweichung von 2,5 ermittelt werden. Eine weitere Zuordnung dieser Population
anhand der vorliegenden Daten ist jedoch nicht mdglich. Bei permanenten HNSCC-Zelllinien
gelang es zudem immunhistochemisch eine Coexpression von Oct-4A mit dem embryonalen
Stammzellmarker Nanog nachzuweisen. Die gleiche Vorgehensweise erfolgte ebenfalls an
solidem Tumorgewebe, jedoch konnte kein positiver Nachweis erbracht werden, sodass eine
Coexpression von Oct-4 und Nanog in HNSCC-Gewebeproben in dieser Arbeit nicht bestatigt
werden kann. Aufgrund der Berechnungen und FACS-Analysen an Tumorgewebeproben kann
hinsichtlich der Coexpression eines potentiellen Tumorstammzellmarkers (CD34, CD44, CD59,
CD117, CD133, FZD3 und FZD7) mit Oct-4 zusammengefasst werden, dass sich fiir keinen der

hier untersuchten Marker eine signifikante Coexpression bestéatigen lieB.
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3.3.25 Charakterisierung der Tumorgewebeproben

Um potentielle Tumorstammzellmarker in vivo zu untersuchen, wurden insgesamt zwolf
Gewebeproben von Patienten mit histologisch gesichertem HNSCC im Rahmen von operativen
Tumorresektionen entnommen und untersucht. Bei zehn der zwolf untersuchten Tumorproben
handelte es sich um ein Primarkarzinom sowie in zwei Fallen um eine Rezidiverkrankung. Die
Rezidive entstanden in einem Fall nach vorheriger Tumorresektion mit adjuvanter Radiotherapie
von 69,9 Gy (T601) und im anderen Fall nach alleiniger operativer Entfernung (T956).

Von der Lokalisation der entnommenen Tumorproben zeigte sich folgende Verteilung:
Zungengrund (25 %), Oropharynx (25 %), Hypopharynx (16,6 %), Tonsillenbereich (8,3 %),
Uvulabereich (8,3 %), Nasopharynx (8,3 %) und Larynx (83 %). In der Stichprobe gab es
beziiglich der Geschlechtsverteilung eine maénnliche Dominanz (m : w = 9 : 3). Das
Durchschnittsalter betrug 63 Jahre (SD: 10,6).

Bei den meisten Patienten (834 %) lag zum Zeitpunkt der Diagnosestellung eine
fortgeschrittene Tumorerkrankung mit teilweise vorliegender Lymphknoten-Metastasierung vor
(UICC Il - IV) und nur bei zwel Patienten (16,6 %) konnte eine Zuordnung in die prognostisch
glinstigeren Tumorstadien (UICC | - Il) erfolgen. In allen Fallen lieB sich histologisch ein
Plattenepithelkarzinom nachweisen. Von der histologischen Differenzierung zeigte sich folgende
Verteilung: G1 (8,3 %), G2 (50 %), G3 (41,7 %) und G4 (0 %). Vier der zwolf analysierten Tumore
wurden vor der Tumorresektion einer vorangefiihrten Therapie unterzogen. Bei zwei dieser vier
Tumore handelte es sich um Rezidive, deren Erstkarzinom in einem Fall lediglich operativ
reseziert wurde. In dem anderen Fall schloss sich eine adjuvante Radiotherapie der operativen
MaBnahme an. AuBerdem waren zwei Gewebeproben von Patienten mit neoadjuvanten
Therapieschemata, einerseits als alleinige Chemotherapie und andererseits als kombinierte

Radiochemotherapie.

3.3.2.6 Einfluss von Differenzierungsgrad und Tumorstadium auf die
Expression potentieller Tumorstammzellmarker

Um zu Uberprifen, ob das Tumorstadium oder der Differenzierungsgrad des untersuchten
Gewebes einen Einfluss auf das Expressionsmuster potentieller Tumorstammzellmarker besitzt,
wurden die Daten der FACS-Analysen sowie des Proteome Profiler Array statistisch ausgewertet.
Die mittels Durchflusszytometrie untersuchten fliinf Tumorgewebeproben (T951, T956, T969,
T982 sowie T1014) wurden auf insgesamt sieben potentielle Tumorstammzellmarker untersucht,
wovon funf der CD-Nomenklatur und zwei dem Wnt-Signalweg zugeordnet wurden. Ebenfalls

erfolgte eine durchflusszytometrische Messung des embryonalen Stammzellmarkers Oct-4. Eine
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statistische Berechnung konnte aufgrund von Einmalmessungen der CD-Marker jedoch nur bet
den Wnt-Proteinen FZD3 und FZD7 sowie bei Oct-4 vorgenommen werden.

Histopathologisch wurden vier der finf mittels Durchflusszytometrie untersuchten
Gewebeproben dem Differenzierungsgrad 2 (G2) sowie eine Gewebeprobe dem
Differenzierungsgrad 1 (G1) zugeordnet. Wahrend bei den Wnt-Signalwegs-Proteinen FZD3 und
FZD7 kein signifikanter Unterschied berechnet werden konnte (Mann-Whitney-Test; p > 0,05),
zeigte sich hinsichtlich der Oct-4-Expression zwischen den G1- und den G2-Geweben ein hoch
signifikanter Unterschied dahingehend, dass auf dem gut differenzierten Gewebe eine
niedrigere Oct-4-Expression nachzuweisen war als auf dem maBig differenzierten Gewebe
(Mann-Whitney-Test; p = 0,0003). Ein Vergleich zwischen Tumorstadium und Stammzellmarker-
expression konnte nicht erfolgen, da es sich bei allen Tumorgewebeproben, die mittels FACS-
Analyse untersucht wurden, klinisch um eine fortgeschrittene Tumorerkrankung mit
nachweisbaren Lymphknoten-Metastasen (UICC Il - V) handelte. Auch der durchfluss-
zytometrisch untersuchte Rezidivtumor (T956) wurde mit den anderen vier Geweben hinsichtlich
der Stammzellmarkerexpression von FZD3, FZD7 und Oct-4 verglichen. Anders als bel den
Erstkarzinomen konnte bei dem Tumorrezidiv eine signifikant héhere Expression von FZD3,
FZD7 und Oct-4 beobachtet werden (Mann-Whitney-Test; FZD3: p = 0,004, FZD7: p = 0,045,
Oct-4: p = 0,001). Da jedoch eine sehr geringe Anzahl von Gewebeproben in diese Berechnung
einging, ist die Aussagekraft dieses Testes als gering zu bewerten.

Von den sechs mittels Proteome Profiler Array untersuchten Geweben (T800, 7898, T977, T1005,
T1010 und T1012) gehorten histopathologisch zwei Gewebe dem Differenzierungsgrad 2 (G2)
und vier Gewebe dem Differenzierungsgrad 3 (G3) an. Nach klinischem Tumorstadium eingeteilt
stammten zwei Gewebeproben von Patienten mit dem prognostisch glinstigeren UICC Stadium
| - Il sowie vier Proben von Patienten mit fortgeschrittener Tumorerkrankung (UICC Il - VI).
Ebenfalls sind zwei Patienten mit einer neoadjuvanten Chemotherapie behandelt worden. In
dieser Gruppe lag keine Gewebeprobe eines Rezidivtumors vor. Hinsichtlich der Expression
potentieller embryonaler Stammzellmarker konnte bei diesen sechs Gewebeproben kein
signifikanter Unterschied (Mann-Whitney-Test; p > 0,05), sowohl zwischen den beiden
Differenzierungsgraden (G2/G3) als auch zwischen den beiden klinischen Tumorstadien

(UICC |- lI/UICC lI - IV) und der vorausgegangenen Therapie gefunden werden.
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34 Einfluss von Zytostatika auf die Expression potentieller
Tumorstammzellmarker

Aufgrund der Annahme, dass Tumorstammzellen sich durch eine erhéhte Resistenz gegeniiber
zytotoxischen Einflissen auszeichnen, hat das Verfahren der ,Anreicherung” (,enrichment”)
durch Chemo- oder Strahlentherapie in die Tumorstammzellforschung Einzug erhalten. Dabei
werden Tumorzellen einer Chemo-/Radiatiotherapie unterzogen, um eine Selektion von
resistenten Tumorstammzellen zu erzielen, welche im Anschluss genauer analysiert werden
sollten. Um den Einfluss von Zytostatika auf die Expression potentieller Tumorstammzellmarker
und damit der Anreicherung zu untersuchen, wurden sechs permanente HNSCC-Zelllinien (BHY,
PCI-I, UT-SCC 60A/B und UT-SCC 12 A/B) einer in-vitro-Chemotherapie unterzogen. Die gleiche
Vorgehensweise wurde ebenfalls bei soliden Tumorgewebeproben angewandt, jedoch war die
Anzahl vitaler Zellen nach der in-vitro-Chemotherapie so gering, dass keine FACS-Analyse mehr
moglich war. Ein Nachweis von potentiellen Tumorstammzellproteinen nach in-vitro-
Chemotherapie gelang nur mittels Durchflusszytometrie, wohingegen sich beim Human
Pluripotent Stem Cell Array (Proteom Profiler™ Array; R & D Systems) aus bisher unbekannten
Griinden kein positives Ergebnis erzielen lieB. An dieser Stelle sei angemerkt, dass zum Zweck
der Ubersichtlichkeit nur die Ergebnisse der HNSCC-Zelllinie PCI-I beschrieben werden, jedoch
ein dhnlicher Effekt bei den finf anderen untersuchten Zelllinien (BHY, UT-SCC 12A/B, UT-SCC
60A/B) zu beobachten gewesen ist. Als Zytostatika wurden die bereits erwahnten Wirkstoffe
5-Fluorouracil, Cisplatin und Paclitaxel eingesetzt. Um das Wachstumsverhalten der
eingesetzten Zelllinien unter der Chemotherapie zu untersuchen, war zuvor die Bestimmung von

Zytotoxizitatsstufen erforderlich.
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Abbildung 31: Konzentrations-Effekt-Kurven der HNSCC-Zelllinie PCI-I nach einer 48-stiindigen in-
vitro-Chemotherapie mit 5-Fluorouracil, Cisplatin und Paclitaxel

Methodisch wurde wie folgt vorgegangen: 5000 Zellen der Zelllinie PCI-I wurden in jede Kavitat einer 96-Well-Platte
gegeben und mit 10, 50, 100, 200 pM 5-Fluorouracil-, Cisplatin- sowie Paclitaxelbehandlung 48 Stunden inkubiert. Nach
dieser Zeit wurde mittels eines MTT-Zytotoxizitats-Assay der relative Anteil der vitalen Zellen (MW + SD; n = 3 - 6)
bestimmt. Dargestellt sind dosisabhangige Konzentrations-Effekt-Kurven der HNSCC-Zelllinie PCI-I nach 5-Fluorouracil-,
Cisplatin- sowie Paclitaxelbehandlung. Als Verlaufskurven wurde mit Hilfe des Softwareprogramms GraphPad Prism®
aus den erhaltenen Messergebnissen eine Ein-Phasen exponentielle Funktion berechnet und im Diagramm eingeflgt.
Die Graphik wurde als Grundlage zur Bestimmung von drei unterschiedlichen Toxizitatsstufen genutzt: 200 uM
5-Fluorouracil, 10 uM Cisplatin und 10 uM Paclitaxel (rot gestrichelte Pfeile).
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Zur Bestimmung des Zytotoxizitatseffekts wurde, wie in Abbildung 31 dargestellt, ein MTT-
Zytotoxizitats-Assay durchgefiihrt, Konzentrations-Effekt-Kurven erstellt und die folgenden drei
verschiedenen Zytotoxizitatsstufen unter Angabe der prozentualen Lebensfdhigkeit gewahlt:
200 pM 5-Fluorouracil (MW: 62,0 %; SD: 5,0), 10 uM Cisplatin (MW: 30,4 %; SD: 10,4) und 10 uM
Paclitaxel (MW: 18,7 %; SD: 8,9).

Methodisch wurde, wie in Kapitel 3.3.1.4 (ab Seite 67) aufgefihrt, vorgegangen. Auch fanden die
dort aufgelisteten Antikorper in dieser Versuchsdurchfiihrung Verwendung. Nun folgend sind
die Ergebnisse des Anreicherungsverfahrens mit Zunahme des Expressionslevels von Oct-4

(Abbildung 32 und 33) sowie von Oct-4 und FZD7 (Tabelle 36) dargestellt.

N
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Abbildung 32: FACS-Analyse von Oct-4 vor sowie nach in-vitro-Chemotherapie mit 5-Fluorouracil,
Cisplatin und Paclitaxel am Beispiel der HNSCC-Zelllinie PCI-I

Die Zelllinie PCI-I wurden entweder mit DMEM (Teilabbildung A), 200 uM 5-Fluorouracil (Teilabbildung B), 10 uM
Cisplatin (Teilabbildung C) oder 10 uM Paclitaxel (Teilabbildung D) 48 Stunden inkubiert, die adharenten Zellen mit
Trypsin gelost und mit dem Antikorper Anti-Human Oct-4 (APC) gefarbt. Als Isotypenkontrolle wurde der Antikorper
Anti-Human IgG2b (APC) verwendet und die Ziel-Zellzahl auf 1 Million gesetzt. Mittels der Isotypenkontrolle wurde die
Positiv/Negativ-Grenze bei 2 % positiver Zellen eingestellt (Dot Plot nicht gezeigt) und mittels Gates die Population
Uber dieser Grenze bestimmt. Zur genaueren Quantifizierung wurde die Zellzahl in mehreren Versuchsdurchgéngen (n =
6 - 11) gemessen und graphisch als Balkendiagramm (Abbildung 33) sowie tabellarisch (Tabelle 36, Seite 85) dargestellt.
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Abbildung 33: Prozentuale Oct-4-Expressionprofile vor sowie nach in-vitro-Chemotherapie mit
5-Fluorouracil, Cisplatin und Paclitaxel am Beispiel der HNSCC-Zelllinie PCI-I

Dargestellt ist die prozentuale Expression des Stammzellmarkers Oct-4 der HNSCC-Zelllinie PCI-I nach 48-stiindiger
Inkubation mit DMEM (A), 200 pM 5-Fluorouracil (B), 10 uM Cisplatin (C) sowie 10 uM Paclitaxel (D). Erkennbar in dieser
Graphik ist die prozentuale Zunahme von Oct-4 positiven Zellen. Alle drei Zunahmen des Oct-4-Expressionslevels waren
statistisch signifikant: *: p = 0,0057; **: p = 0,0044; ***: p = 0,0011.

(84]



3 Ergebnisse

Werte-

Mittelwert

Standard-

Vergleich mit DMEM

anzahl (N) [%] abweichung p-Wert

DMEM 11 21,24 9,32
5-FU 6 33,82 5,50 0,0057

Oct-4

CIs 8 36,50 8,97 0,0044
PTX 6 57,85 13,00 0,0011

DMEM 6 21,33 7,68
5-FU 4 27,50 733 0,3429
Fzb7 CIs 4 33,15 732 0,1143
PTX 4 47,35 5,51 0,0286

DMEM 6 19,45 3,29
Oct-4/ 5-FU 4 21,20 1,04 0,8839
FzD7 CIs 4 28,50 6,93 0,0284
PTX 4 40,05 1,01 0,0284

Tabelle 36: Veranderungen des Expressionsprofils der Stammzellmarker Oct-4 und FZD7 unter in-
vitro-Chemotherapie am Beispiel der Zelllinie PCI-I

Als Grundlage der Berechnungen diente eine FACS-Analyse der potentiellen Tumorstammzellmarker FZD7 und Oct-4
der HNSCC-Zelllinie PCI-I nach 48-stiindiger Inkubation mit DMEM, 200 uM 5-Fluorouracil (5-FU), 10 uM Cisplatin (CIS)
sowie 10 pM Paclitaxel (PTX). Zur Berechnung der Signifikanz ist das Softwareprogramm GraphPad Prism® verwendet
worden (Mann-Whitney-Test). Statistisch signifikante Werte (p < 0,05) sind durch eine fett-gedruckte Schriftart
hervorgehoben. Aufgrund der in Kapitel 3.3.1.4 (ab Seite 67) bestatigten Coexpression der Marker Oct-4 und FZD7 in
HNSCC-Zelllinien ist an dieser Stelle auch die prozentuale Zunahme von Oct-4"/FZD7"-Zellen gezeigt. Zu erkennen ist,
dass unter 10 uM Paclitaxel sowohl die Oct-4- als auch die FZD7-Zunahme signifikant war, ebenso wie die Zunahme
Oct-4"/FZD7"-Zellen. Unter 10 uM Cisplatin war nur eine signifikante Zunahme der Oct-4*- und Oct-4'/FZD7"-
Population nachzuweisen, wahrend 200 uM 5-Fluorouracil lediglich zu einem signifikanten Anstieg von Oct-4"-Zellen
fuhrte.

Sowohl vor als auch nach der durchgefiihrten in-vitro-Chemotherapie konnten alle untersuchten
potentiellen Tumorstammzellmarker, inklusive CD34, CD44, CD59, CD117, CD133, FZD3, FZD7
und Oct-4, nachgewiesen werden. Ebenfalls wurde mittels Annexin/PI-Férbung die Vitalitat der
gemessenen Populationen bestatigt (Daten nicht gezeigt). Fir die Marker CD34, CD44, CD59,
CD117, CD133 und FZD3 konnte keine signifikante Veranderung des Expressionsmusters durch
die Zytostatikabehandlung nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Bei Oct-4 und FZD7
hingegen gelang es, eine signifikante prozentuale Zunahme zu zeigen, wie am Beispiel von
Oct-4 in Abbildung 32 und 33 sowie zusammenfassend in Tabelle 36 hervorgehoben ist.

Die Darstellung der Ergebnisse der FACS-Analyse in Tabelle 36 lasst bei der Zelllinie PCI-| eine
statistisch signifikante Expressionszunahme (p < 0,05) von Oct-4 bei allen drei eingesetzten
Zytostatika erkennen. Ebenfalls war eine prozentuale Zunahme von FZD7"-Zellen beobachtbar,
allerdings war diese nur unter der Paclitaxelbehandlung statistisch signifikant. Weiterhin konnte,
nach der FACS-analytisch nachgewiesenen Coexpression von Oct-4 und FZD7, eine signifikante
Expressionszunahme fiir Oct-4"/FZD7"-Zellen unter Cisplatin- sowie Paclitaxelbehandlung
werden, wobei auch eine Zunahme  unter

nachgewiesen nicht-signifikante

5-Fluorouraciltherapie zu beobachten gewesen ist.
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4.1 Einfluss von Zytostatika auf das Wachstumsverhalten von
HNSCC-Zelllinien

Zur Bestimmung des Wachstumsverhalten von permanenten HNSCC-Zelllinien unter dem
Einfluss einer in-vitro-Chemotherapie sind im Rahmen dieser Arbeit die ICso- und 1Cyp-Werte der
drei  Zytostatika 5-Fluorouracil, Cisplatin  und  Paclitaxel ermittelt worden. Als
Inkubationszeitraume wurden 48, 96 und 144 Stunden gewahlt und Verwendung fanden die
HNSCC-Zelllinien BHY, PCI-I, UT-SCC 12A/B, UT-SCC 60A/B sowie UT-SCC 74A/B. Die Zellzahl
wurde mit Hilfe des MTT-Zytotoxizitats-Assays quantifiziert. Bei der Nachweismethode sowie
der Verwendung von IC-Werten handelt es sich um etablierte und vielfach angewandte
Verfahren zur Bestimmung und Vergleichbarkeit der Zytotoxizitat von Stoffen [284, 291]. Die
Auswahl der Zytostatika erfolgte nach klinischer Relevanz: fiir alle drei verwendeten Zytostatika
liegen randomisierte, kontrollierte klinische Studien zur Wirksamkeit bei fortgeschrittenen
HNSCC-Erkrankungen vor [22, 24, 29]. Die eingesetzten Zytostatika-Konzentrationen von
Cisplatin und Paclitaxel (1, 10, 20 und 50 pM) sind im Rahmen von in-vitro-Chemotherapien bei
HNSCC-Zelllinien hinreichend untersucht, wahrend die Konzentration von 5-Fluorouracil (10, 50,
100, 200 uM) grenzwertig niedrig dosiert wurde [287]. Daher waren, gerade im Hinblick auf die
nicht erreichten 1Cq-Werte in Tabelle 21 (Seite 48), Konzentrationen von bis zu 500 uM
erforderlich gewesen.

Durch die groBe Anzahl von permanenten HNSCC-Zelllinien in Kombination mit
unterschiedlichen Inkubationszeitrdumen von zytostatischen Wirkstoffen, welche in der
experimentellen Forschung zum Einsatz kommen, gestaltet sich ein direkter Vergleich von
IC-Werten identischer Zelllinien schwierig. Zusammenfassend kann jedoch festgestellt werden,
dass die errechneten und in Tabelle 21, 22 und 23 (Seite 48ff) angegebenen IC-Werte in der
GroBenordnung liegen, welche in der Literatur flir HNSCC-Zelllinien beschrieben sind [292-294].
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4.2 Einfluss von Zytostatika auf die Zytokinsekretion von
HNSCC-Zelllinien

HNSCC-Zellen sezernieren eine Reihe von Zytokinen, welche entscheidenden Einfluss auf das
Tumormikromilieu nehmen [69]. Eine Bedeutung bei HNSCC wird den Zytokinen IL-4, IL-6, IL-8,
IL-10, GM-CSF, VEGF, PGE, und bFGF zugeschrieben [41, 59]. Verschiedenste modulierende
Einflisse dieser Zytokine, sowohl auf das Mikromilieu als auch auf den Tumor selbst, sind
bekannt und zusammenfassend in Tabelle 3 (Seite 8) dargestellt.

Zytokine konnen funktionell nach threr vorwiegenden Immunantwort, zellular oder humoral, in
T-Helfer (TH) 1 bzw. TH, eingeteilt werden. Bei Patienten mit HNSCC-Tumoren ist eine partielle
Verschiebung des TH;/TH,-Gleichgewichtes zugunsten der TH,-Zytokine nachgewiesen,
insbesondere bei fortgeschrittenen Tumorstadien.

Der TH,-Phanotyp ist gekennzeichnet durch ein erhdhtes Level der TH,-Zytokine, wie IL-4, IL-6
und IL-8, sowie eine erniedrigte Expression der TH;-Zytokine, wie IFN-y. Da auch TH;-Zytokine,
wie IL-2 und GM-CSF, bei HNSCC-Patienten verstarkt nachweisbar sind, handelt es sich jedoch
nur um eine unvollstandige TH;/TH,-Verschiebung [71]. Wie neuere Studien zeigen konnten,
fihrt eine kombinierte Radiochemotherapie zu weiteren Zytokinverdnderungen im Serum von
HNSCC-Patienten: Silver et al. konnten vier Wochen nach einer Radiochemotherapie mit
Paclitaxel und Carboplatin eine erhdhte Expression von IL-1B, IL-6, IL-8 und IL-10 nachweisen,
wahrend Meirovitz et al. zwei Wochen nach einer Radiochemotherapie mit Cisplatin,
Carboplatin, 5-Fluorouracil und Docetaxel nur erhdhte Zytokinlevel von IL-6 und IL-8 sowie
einen Konzentrationsabfall von TNF-a beobachtet haben. Zytokinveranderungen von IL-1 und
IL-10 konnten Meirovitz et al. unter der von ihnen gewadhlten Therapie nicht feststellen [81, 82].
Individuelle Zytokinlevel von HNSCC-Patienten, spezifische Halbwertszeiten, Stoffwechsel-
bedingungen sowie Zytokin-bindende Proteine werden dabei als wichtige Einflussfaktoren auf
die Expressionsraten angesehen [69, 295]. Uber lokale Auswirkungen einer Radiochemotherapie
sind in der Literatur keine Studien zu finden, lediglich Poth et al. beschrieben eine verstarkte
IL-6 Expression von HNSCC-Zellen unter Cisplatinbehandlung [84].

Eine Zielsetzung dieser Arbeit war es somit, das Expressionsprofil von 14 TH;- und TH,-
Zytokinen unter einer in-vitro-Chemotherapie sowie Auswirkungen auf die TH/TH,-
Verschiebung anhand von acht permanenten HNSCC-Zelllinien zu untersuchen.

Folgende Zytokine konnten im Rahmen dieser Arbeit in den Uberstanden von HNSCC-Zelllinien
gemessen werden: G-CSF, GM-CSF, IL1-B, IL-6, IL-8 sowie TNF-a. Im Vergleich zu vielen anderen
Studien gelang kein Nachweis der Zytokine IL-4 und IL-10. Eine Erkldrung hierfur liefert die
Nachweisgrenze, welche messtechnisch bei 5 pg/ml/10°-Zellen gesetzt wurde. Die in der
Literatur publizierten Konzentrationen von IL-4 und IL-10 bei permanenten HNSCC-Zelllinien

lagen unterhalb der Nachweisgrenze von 5 pg/ml [59].
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Die Zytokinsekretionsveranderungen der acht HNSCC-Zelllinien zeigten unter einer
Chemotherapie mit 5-Fluorouracil und Cisplatin starke Ahnlichkeiten: beide Zytostatika fiihrten
beti allen untersuchten Zelllinien zu gleichartigen Veranderungen der Zytokine IL-1B, IL-6, IL-8
und G-CSF.

In Bezug auf die Sekretion von IL-1B war ein Konzentrationsabfall dieses Zytokins gemessen
worden. Eine Konzentrationszunahme von IL-1B, wie von Silver et al. im Serum von HNSCC unter
Radiochemotherapie beschrieben [82], kann anhand der vorliegenden Daten nicht bestatigt
werden. Durch eine Sekretionsverminderung unter in-vitro-Chemotherapie ist von einer
Inhibierung von IL-1B-vermittelten Funktionen, wie Tumorprogression, Resistenz gegentiber NK-
Zellen, Metastasierung sowie Regulation des Transkriptionsfaktors Snail [41], auszugehen. Wie
Batlle et al. und Takkunen et al. zeigen konnten, ist Snail wiederum zur Suppression von
E-Cadherin und zur Initilerung einer kompletten epithelialen-mesenchymalen Transition fahig
[207, 221]. Aufgrund der Konzentrationsabnahme von IL-1B unter 5-Fluorouracil- und
Cisplatinbehandlung sind ferner eine Hemmung der epithelialen-mesenchymalen Transition
sowie eine verstarkte Expression von E-Cadherin mit konsekutiver Inhibition der Metastasierung
anhand der vorliegenden Untersuchungsergebnisse zu mutmalRen.

Weiterhin lieB sich im Rahmen dieser Dissertationsarbeit eine Sekretionszunahme von IL-6 unter
subletalen Dosierungen von 5-Fluorouracil und Cisplatin nachweisen, vergleichbar mit den
Ergebnissen von Silver et al. sowie Meirovitz et al. unter kombinierter Radiochemotherapie [81,
82]. IL-6 gilt als multifunktioneller Regulator der Immunantwort [58]. Eine vermehrte Expression
von IL-6 hat somit fordernde Auswirkungen auf dessen Funktionen bei HNSCC, einschlieBlich
Zellproliferation, Kanzerogenese, Hemmung der Apoptose und Tumorinvasion [60, 61]. Des
Weiteren spiegelt die Konzentrationszunahme von IL-6 als TH,-Zytokin  unter
Zytostatikatherapie eine weitere Verschiebung des TH;/TH,-Gleichgewichtes wider.

Ein weiteres wichtiges Zytokin, welches von HNSCC sezerniert und im Rahmen dieser Arbeit
gemessen werden konnte, ist IL-8. IL-8 zeigte unter den eingesetzten Konzentrationen von
5-Fluorouracil und Cisplatin keine Expressionsveranderungen. Da bei den vorliegenden
Untersuchungen die Konzentrationswerte aufgrund einer nicht ausreichenden Standardkurve
Software-gestiitzt ermittelt wurden, sind erneute Messungen mit einer weniger verdinnten
Standardkonzentration von IL-8 zur Messung der wahren Zytokinkonzentrationen ratsam. Zur
funktionellen Bedeutung von IL-8 ist bekannt, dass es die Angiogenese sowie die Proliferation
von HNSCC fordert und im Serum von HNSCC-Patienten unter einer kombinierten
Radiochemotherapie verstarkt nachweisbar war [47, 81, 82].

Ebenfalls reagierten alle Zelllinien mit einem Konzentrationsanstieg von G-CSF auf subletale
Konzentrationen von 5-FU und Cisplatin. Eine erhohte Konzentration von G-CSF hat einen
fordernden Einfluss auf dessen Funktionen bei HNSCC, inklusive Proliferation, Migration,
Angiogenese und Rekrutierung von Entziindungszellen [46]. Aktuelle Untersuchungen an

anderen Tumorentitdten konnten fir G-CSF eine Beschleunigung des Zellzyklus von ruhenden
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hamatopoetischen Stammzellen sowie Tumorstammzellen zeigen. G-CSF wird somit als
Therapeutikum diskutiert, um Tumorstammzellen im Ruhezustand (dormancy) wieder fir
Mitosetoxine, wozu die Strahlentherapie und die meisten Chemotherapeutika gehoéren, zu
sensibilisieren [296, 297].

Bei dem G-CSF verwandten Wachstumsfaktor GM-CSF konnte bei den Versuchen zu dieser
Arbeit eine interessante Beobachtung gemacht werden: diejenigen Primartumor-Zelllinien,
welche dieses Zytokin sezernierten, reagierten auf niedrige Konzentrationen von 5-Fluorouracil
und Cisplatin mit einer vermehrten Sekretion von GM-CSF, wdhrend bei den Metastasen-
Zelllinien ein konzentrationsabhdngiger Abfall zu beobachten war. Die Primartumore sind somit
in der Lage durch die erhdhte GM-CSF-Konzentration Funktionen, wie Immunsuppression,
Proliferation, Migration und Angiogenese, verstdrkt auszuiliben, wohingegen die GM-CSF-
vermittelten Funktionen bei Metastasen durch eine subletale Chemotherapie eingeschrankt
werden. Des Weiteren wird durch tumorgebildetes GM-CSF die Mobilisation von CD34"-Zellen
aus dem Knochenmark in die periphere Blutbahn geférdert [49, 122]. Beim Mammakarzinom
konnte beobachtet werden, dass unter neoadjuvanter systemischer Chemotherapie der Anteil
von CD34"-Zellen im peripheren Blut zunimmt [298]. Da der GroBteil an Probanden (70,1 %) in
dieser Studie ein lokal begrenztes Tumorstadium aufwies, wdre eine vermehrte GM-CSF-
Sekretion, wie in den vorliegenden Untersuchungen gezeigt, fiir die CD34"-Zunahme denkbar.
Eine direkte Untersuchung zwischen verstarktem, tumorgebildeten GM-CSF unter
Chemotherapie und einer Zunahme der CD34"-Mobilisation aus dem Knochenmark ist nicht
bekannt. Die CD34"-Progenitorzelle kann durch Differenzierung in eine Endothelzelle die
Angiogenese fordern oder als dendritische Zelle Einfluss auf die Immunmodulation nehmen
[77-79]. Eine Differenzierung dieser tumorinfiltrierenden Knochenmarks-Stammzelle in eine
Tumorstammzelle wird ebenfalls diskutiert [80].

Unter der Paclitaxelbehandlung war bet allen HNSCC-Zelllinien, sowohl bei Primartumor- als
auch Metastasen-Zelllinien, ein starker und konzentrationsabhangiger Abfall aller Zytokine zu
beobachten. Erganzend ist festzustellen, dass Paclitaxel, im direkten Vergleich mit den anderen
beiden untersuchten Chemotherapeutika, in den meisten Fallen die geringsten 1Csp- und 1Cgo-
Werte und damit die hochste konzentrationsabhdngige Zytotoxizitdt aufwies. Da alle
Zytokinkonzentrationswerte auf eine Zellzahl von 10° berechnet wurden, kann das AusmaB der
Zytotoxizitdt nicht als alleinige Erklarungsgrundlage der unterschiedlichen Sekretionsprofile
herangezogen werden. Weitere molekulare Untersuchungen missen folgen, um die
unterschiedlichen Beobachtungen in diesem Versuchsaufbau vollstandig begriinden zu kdnnen.
Zudem wdaren groBere Spannweiten sowie eine hohere Anzahl eingesetzter
Zytostatikakonzentrationen erforderlich gewesen, um Unterschiede zwischen den einzelnen

Chemotherapeutika genauer beschreiben zu kénnen.
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4.3 Potentielle Tumorstammzellmarker in HNSCC sowie der
Einfluss von Zytostatika auf die Expression potentieller
Tumorstammzellmarker von HNSCC-Zelllinien

Die Tumorstammzellhypothese besagt, dass das Wachstum von Tumoren aufrecht erhalten wird
durch eine Subpopulation von selbsterneuernden Tumorstammzellen, vergleichbar mit dem
Wachstum normaler proliferativer Gewebe. Der GrofBteil der Tumorzellen besteht hingegen aus
schnell proliferierenden, postmitotischen sowie entdifferenzierten Zellen [103]. Drei
Hauptcharakteristika werden zur Definition einer Tumorstammzelle herangezogen:
Differenzierungsfahigkeit, Selbsterneuerung und homdostatische Kontrolle [299]. Weitere
typische Eigenschaften von Tumorstammzellen sind die Immortalitdt, die Lage in einer
sogenannten Tumorstammzellnische, eine unterschiedlich ausgepragte Teilungsrate, die
Resistenz gegeniiber zytotoxischen Einflissen sowie ein Kontrollverlust der Proliferation [103-
105]. Anhand dieser aufgefiihrten Charakteristika wird deutlich, dass eine Identifikation dieser
malignen und Tumor-aufrechterhaltenden Stammzellen zum Verstdndnis der Tumorbiologie
notwendig ist. Erst nach Identifikation von spezifischen Markern dieser Stammzellen wird eine
gezielte Entwicklung von therapeutischen Strategien jenseits traditioneller antiproliferativer
Wirkstoffe fiir moglich gehalten [103, 299].

Ziel dieser Dissertationsarbeit war es, sowohl permanente HNSCC-Zelllinien als auch solide
HNSCC-Tumorgewebeproben auf unterschiedliche potentielle Tumorstammzellmarker zu
untersuchen. Als Nachweismethode wurde fir die Marker der CD-Nomenklatur, des Wnt-
Signalweges und von Oct-4 die Durchflusszytometrie sowie als Screening-Methode zur
Detektion potentieller Tumorstammzellmarker embryonalen Ursprungs der Proteome Profiler™
Array angewandt. Da sowohl durchflusszytometrisch als auch mit Hilfe des Human Pluripotent
Stem Cell Arrays der Nachweis des embryonalen Stammzellmarkers Oct-4 gelang, ist mittels
Rangkorrelationskoeffizientenbildung nach erfolgter FACS-Analyse eine Coexpression von
Oct-4 mit CD34, CD44, CD59, CD117, CD133, FZD3 und FZD7 untersucht worden. Weiterhin
wurde mit Hilfe des Verfahrens der Anreicherung versucht, die stammzellspezifische Eigenschaft
der erhdhten Resistenz in Verbindung mit einem der potentiellen Tumorstammzellmarker zu

bringen.

Aus der Gruppe der CD-Nomenklatur sind die flinf potentiellen Tumorstammzellmarker CD34,
CD44, CD59, CD117 sowie CD133 ausgewahlt worden, da jeder dieser Marker bei verschiedenen
Tumorentitdten in  Zusammenhang mit stammzellspezifischen Eigenschaften, wie
Selbsterneuerung, Pluripotenz oder erhdhter Resistenz gegenliber zytotoxischen Einflissen,
gebracht werden konnte.

Von dem Glykoprotein CD34, welches als Stammzellmarker bei der akuten myeloischen
Leukamie bestatigt wurde, ist bekannt, dass es auch zu einem geringen Prozentsatz auf HNSCC-

Zellen exprimiert wird [91, 300]. Korrespondierend hierzu gelang im Rahmen dieser Arbeit der
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Nachweis von CD34"-Zellen bei einer Subpopulation von unter 50 % der gesamten
Tumorzellen, sowohl bei HNSCC-Zelllinien als auch bei soliden Tumoren. In weiteren
Untersuchungen konnte bei HNSCC-Zelllinien und Primartumoren jedoch keine signifikante
Korrelation mit dem pluripotenten Stammzellfaktor Oct-4 bestatigt werden. Ebenso konnte
durch Anreicherungsversuche mittels in-vitro-Chemotherapie keine Veranderung der Expression
von CD34 beobachtet werden. Von CD34"-Progenitorzellen ist bekannt, dass sie von HNSCC-
gebildetem GM-CSF chemotaktisch angelockt werden, durch Differenzierung in dendritische
Zellen immunmodulierenden Einfluss nehmen und durch Differenzierung in Endothelzellen die
Angiogenese beeinflussen kdnnen [79, 122, 123]. Weiterhin wird eine Differenzierung dieser
CD34"-Progenitorzellen in Tumorstammzellen diskutiert [80]. Die vorliegenden Untersuchungen
dieser Arbeit konnten keine neuen Erkenntnisse in Bezug auf die Bedeutung von CD34 als
potentiellen Tumorstammzellmarker aufzeigen. Bis auf die Beobachtung, dass CD34 in
stammzelltypischer SubpopulationsgroBe in HNSCC vorgefunden wurde, liegen bisher keine
bestitigenden Untersuchungen (ber tumorstammzellspezifische Eigenschaften von CD34°-
Zellen in HNSCC vor. Weitere Untersuchungen miissen sich anschlieBen, um die Bedeutung von
CD34 als potentiellen Tumorstammzellmarker exakter definieren zu kdnnen und weitere
Differenzierungsvorgénge der CD34"-Progenitorzellen zu offenbaren.

Als weiterer potentieller Tumorstammzellmarker bei HNSCC wurde in den letzten Jahren
zunehmend CD44 (CD44s) diskutiert, da unter anderem Prince et al. der Nachweis von
stammzellspezifischen Eigenschaften, wie Selbsterneuerung und Pluripotenz, bei CD44"-Zellen
gelang [100]. AuBerdem konnten nicht nur verschiedene immunologische Ausweichstrategien
CD44"-Zellen zugeschrieben werden, sondern auch ein erhéhtes Resistenzverhalten gegeniiber
Zytostatika [139, 301]. In Bezug auf die Expression des potentiellen Tumorstammzellmarkers
CD44 (CD44s) existieren in der Literatur divergierende Angaben bei Primdrtumoren und
permanenten Zelllinien, unabhdngig vom Malignitatsgrad und Tumorstadium: auf der einen
Seite liegen Berichte iber CD44-Subpopulationen mit Expressionsraten von unter 10 % vor, auf
der anderen Seite sind Daten mit einem Expressionsniveau von >75 % publiziert worden [100,
135, 139]. Pries et al. beschrieben eine heterogene Expression von CD44 bei soliden Tumoren
sowie eine konstitutive Expression bet HNSCC-Zelllinien [132]. Diese Beobachtung, d. h. ein sehr
hohes Expressionsprofil bet HNSCC-Zelllinien (MW: 90,1 %, SD: 5,0) sowie eine stark heterogene
Expression bei soliden Gewebeproben (MW: 51,0 %, SD: 24,3), kann durch die Ergebnisse dieser
vorliegenden Arbeit bestatigt werden. Das hohe Expressionsprofil von CD44"-Zellen
unbehandelter HNSCC-Zelllinien hatte auch eine signifikante Coexpression mit Oct-4 mittels
Rangkorrelationskoeffizienten  zur  Folge, wobei die Aussagefahigkeit bei einer
durchschnittlichen Expression von ca. 90 % bei HNSCC-Zelllinien als gering einzustufen ist. Die
Beobachtung von Su et al, dass CD44"-Zellen im direkten Vergleich mit CD44 -Zellen eine
hohere Oct-4-Expression aufweisen, konnte aufgrund der oben geschilderten Problematik im

Rahmen dieser Dissertationsarbeit nicht bestatigt werden [141]. Des Weiteren konnte aufgrund
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der hohen Expression keine signifikante Veranderung des potentiellen Tumorstammzellmarkers
unter in-vitro-Chemotherapie beobachtet werden. Obwohl sich in der Literatur diejenigen Daten
mehren, die CD44"-Zellen tumorstammzellspezifische Eigenschaften zuweisen, kann diese
Beobachtung anhand der gewonnenen Untersuchungsergebnisse im Rahmen dieser
Dissertationsarbeit nicht bestatigt werden. Das hohe Expressionsprofil sowohl beti Zelllinien als
auch bei soliden Tumoren spricht hingegen sogar gegen eine Typisierung als potentieller
Stammzellmarker. Die vorliegenden Untersuchungsergebnisse decken sich damit mit den
aktuellen Beschreibungen von Oh et al. aus dem Jahr 2013, welche durch Nachweis von Chemo-
resistenz und Selbsterneuerung in CD44s -Zellen die Zuordnung dieses Oberflachenproteins als
potentiellen Tumorstammzellmarker anzweifeln [143]. Da sich die meisten Untersuchungen auf
das allgemeine Oberflachenprotein CD44s beziehen, scheinen umfangreichere Untersuchungen
der Isoformen des CD44-Membran-Rezeptorkomplexes vielversprechend zu sein.

Als dritter potentieller Tumorstammzellmarker der CD-Nomenklatur wurde im Rahmen dieser
Arbeit CD59 an HNSCC-Zellen untersucht. Eine Uberexpression sowie ein sehr hohes
Expressionslevel dieses Komplementrestriktionsfaktors ist in HNSCC beschrieben, vergleichbar
mit den Untersuchungen in dieser Arbeit von durchschnittlich 96,2 % CD59"-Zellen in HNSCC-
Zelllinien und 52,6 % in Primartumoren [147]. Dieses hohe Expressionsniveau bei HNSCC-
Zelllinien begriindet weiterhin die signifikante Coexpression mit Oct-4, jedoch mit niedriger
Aussagefdhigkeit, sowie nicht nachweisbarer Expressionsveranderung unter in-vitro-
Chemotherapie, in Analogie zu CD44. Trotz des bestatigten erhdhten immunologischen
Resistenzverhaltens von CD59"-Zellen lassen die vorliegenden Untersuchungsergebnisse keine
stammzelltypischen Charakteristika erkennen. Weiterhin spricht das zuvor angesprochene hohe
Expressionslevel vom Prinzip her gegen eine Charakterisierung dieses Oberflachenproteins als
Tumorstammzellmarker.

Der vierte potentielle Tumorstammzellmarker der CD-Nomenklatur, welcher im Rahmen dieser
Arbeit mit Hilfe der Durchflusszytometrie an HNSCC analysiert wurde, ist CD117, auch als c-Kit
bekannt. Bezogen auf die Expressionsrate dieses Tyrosinkinase-Rezeptors variiert die in der
Literatur angegebene Anzahl von CD117"-Zellen in soliden HNSCC-Gewebeproben in
Abhangigkeit von der Lokalisation des Malignoms, dem EBV-Status, dem Tumorstadium und
dem Alter bei Erstdiagnose zwischen fehlender und konstanter Expression [154]. Bei
permanenten HNSCC-Zelllinien sind Expressionsraten des Markers CD117 zwischen 3 und 5 %
beschrieben [163]. Die Ergebnisse des Expressionsprofils von CD117 in dieser Arbeit sind mit
durchschnittlich 2,3 % bet Zelllinien und 1,9 % bei Primdrtumoren im unteren Bereich
einzuordnen und lassen keine der zuvor erwahnten Abhangigkeiten erkennen, soweit tGberhaupt
aufgrund der niedrigen Gesamtprobenanzahl eine Aussage diesbeziiglich getroffen werden
kann. Obwohl das Expressionsniveau von CD117 auf tumorstammzellcharakteristischer
SubpopulationsgroBe liegt, konnte in weiteren Versuchen weder eine signifikante Coexpression

mit Oct-4 ermittelt noch eine Zunahme mit Hilfe der in-vitro-Chemotherapie als
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Anreicherungsverfahren von CD117"-Zellen nachgewiesen werden. Die vorliegenden
Untersuchungen konnen somit keine weitere tumorstammzellspezifische Eigenschaft dieses
Tyrosinkinase-Rezeptors erkennen lassen.

Eine ahnliche Konstellation, wie bei CD117, ist bei dem fiinften potentiellen
Tumorstammzellmarker, CD133, zu beobachten. Dieses Glykoprotein, welches in Studien mit
einem Expressionslevel von 3,15 % (£ 0,83) auf HNSCC-Zelllinien und < 6 % auf soliden HNSCC
nachweisbar war [163, 164], konnte auch in den vorliegenden Untersuchungen in
stammzelltypischer SubpopulationsgroBe gemessen werden (1,1 % bei HNSCC-Zelllinien und
1,1 % bei Primartumoren). Entgegen aktuellen Publikationen konnte jedoch keine signifikante
Coexpression mit dem embryonalen Stammzellmarker Oct-4 gezeigt werden [163]. Eine
Expressionsveranderung nach Anreicherung mittels in-vitro-Chemotherapie konnte ebenfalls
nicht bestatigt werden, wie aktuell von Yang et al. beschrieben [165]. Eine Herstellung von
immunhistologischen Doppelfarbungen mit dem Oct-4A- und CD133-AntikOrper sowie eine
Sortierung von CD133"- und CD133™-Zellen mit anschlieBender Resistenztestung mittels in-
vitro-Chemotherapie sind an dieser Stelle als notwendig einzustufen, um explizite Aussagen
Uber die Relevanz von CD133 als Tumorstammzellmarker treffen zu kdnnen. Zusammenfassend
ist festzustellen, dass, entgegen vielen aktuellen Studien, CD133"-Zellen anhand der erbrachten

Ergebnisse keine stammzellspezifischen Eigenschaften zugeschrieben werden kénnen.

Neben den klassischen Tumorstammzellmarkern der CD-Nomenklatur ist die Expression von
zwel Glykoprotein-Rezeptoren des Wnt-Signalwegs bei HNSCC-Zelllinien und soliden HNSCC-
Gewebeproben untersucht worden. Die Gene des Wnt-Signalweges inklusive der dazugehdrigen
Frizzled-Rezeptoren spielen eine Rolle in der Zell-Morphogenese sowie Differenzierung. Sie sind
fahig, mittels der Regulation sowohl onkogener Schlisselgene als auch embryonaler
Transkriptionsfaktoren Einfluss auf stammzellspezifische Eigenschaften, wie der Pluripotenz,
Selbsterneuerung sowie Differenzierung, zu nehmen [175-178]. Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass eine aberrante Aktivierung des Wnt-Signalweges maligne Progression férdert und
an der Entwicklung von verschiedenen humanen Tumorentitaten beteiligt ist [180, 181].

Als erster transmembrandrer Rezeptor des Wnt-Signalweges ist das Rezeptorprotein Frizzled-3
(FZD3) ausgewahlt worden, da es nicht nur bei der neuronalen Differenzierung eine
entscheidende Rolle spielt, sondern sich auch eine Uberexpression dieses Wnt-Proteins in vielen
Tumorentitdten gezeigt hat [187, 189, 190]. Bei HNSCC-Zelllinien und bei soliden HNSCC-
Tumoren konnte eine heterogene Expression des potentiellen Tumorstammzellmarkers FZD3 im
Rahmen dieser Arbeit nachgewiesen werden. Mit durchschnittlich 1,2 % FZD3"-Zellen bei
Zelllinien und 8,1 % bei Primdrtumoren ist bei diesem Glykoprotein-Rezeptor eine deutlich
héhere Expression bei dem heterogenen Primdrgewebe auffillig. Da FZD3 auf vielen
unterschiedlichen physiologischen Gewebearten nachgewiesen werden konnte, ist eine

Tumorinfiltration von FZD3"-Zellen ebenso wie eine Down-Regulation dieses Rezeptors unter
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Kulturbedingungen als Ursache fiir diese Beobachtung zu diskutieren [188]. Eine Coexpression
mit Oct-4 konnte in dieser Arbeit ebenso wenig gezeigt werden, wie eine Zunahme FZD3"-
Zellen in den durchgefiihrten Anreicherungsversuchen mittels in-vitro-Chemotherapie, welche
zur Selektion resistenter Zellen dienten. Da aktuell in der Literatur keine Beschreibung von FZD3
bei HNSCC vorliegt, ist der Stellenwert dieses Wnt-Rezeptors insgesamt als weitgehend unklar
einzustufen.

Besser untersucht und mit einer Uberexpression bei HNSCC beschrieben ist der zweite
untersuchte potentielle Tumorstammzellmarker des Wnt-Signalweges, Frizzled-7 (FZD7) [202].
Beim Kolonkarzinom konnte eine Assoziation zwischen der Expression des Glykoproteins FZD7
und einigen stammzellspezifischen Eigenschaften, inklusive Tumorinitiierung, Invasion,
Progression und Motilitat, nachgewiesen werden [200]. Weiterhin ist bekannt, dass mittels
pharmakologischer Inhibition die Progression von Tumoren effektiv gehemmt werden kann
[196]. In den vorliegenden Untersuchungen konnte eine Expressionsrate von 26,7 % auf
permanenten HNSCC-Zelllinien und 8,1 % auf HNSCC-Gewebeproben gemessen werden. Damit
liegt das Expressionsprofil des potentiellen Tumorstammzellmarkers in dieser Arbeit deutlich
unter der vorbeschriebenen Expressionsrate von 45,5 % auf soliden Tumoren [202]. Ein Grund
fir die niedrigere Expressionsrate liegt einerseits in der Vorselektion, welche mittels des
Lineage-Antikorper-Mix (Anti-Human-CD3, -CD14, -CD16, -CD19, -CD20,- CD56) getroffen
wurde, um tumorinfiltrierende PBMCs auszuschlieBen. Andererseits muss die dreistlindliche
enzymatische Inkubation zur Herstellung einer Einzelzellsuspension sowie das unterschiedliche
Nachweisverfahren als Grund flr das unterschiedliche Expressionsprofil herangezogen werden.
In den nachfolgenden Untersuchungen gelang bei HNSCC-Zelllinien der Nachweis einer
positiven und signifikanten Korrelation von FZD7 mit dem embryonalen Stammzellfaktor Oct-4
(rs = +0,9762, p = 0,0004). Diese Beobachtung gelang jedoch ausschlieBlich bei HNSCC-
Zelllinien. Bet soliden Tumoren war zwar ein positiver Zusammenhang zwischen diesen beiden
Markern erkennbar, die Korrelation hingegen statistisch nicht signifikant (r; = +0,8208, p =
0,1333). Eine Ursache dieser Beobachtung ist in der Heterogenitdt des Primdrgewebes zu
suchen. Erganzend dazu konnte in der Dot Plot-Darstellung der durchflusszytometrischen
Mehrfachfarbungen von Oct-4 und FZD7 eine lin'/Oct-4 /FZD7"-Population ausgemacht werden
(Abbildung 30, Teilabbildung B, Seite 80), welche sich in der Berechnung der nicht signifikanten
Korrelation niederschlagt. Eine Zuordnung dieser Population ist anhand der vorliegenden Daten
nicht maglich. Erwdhnenswert ist jedoch, dass diese lin"/Oct-4/FZD7"-Population sich in vier der
finf untersuchten Geweben nachweisen lieB (MW: 6,2 %, SD: 2,5). In Bezug auf den Nachweis
der sehr signifikanten Korrelation zwischen Oct-4 und FZD7 bei HNSCC-Zelllinien ist weiter
auszufiihren, dass in der Literatur ein funktioneller Zusammenhang zwischen FZD7 und Oct-4
bet embryonalen Stammzellen beschrieben ist [195]. Eine Coexpression dieser beiden Marker
bei Tumorzelllinien, wie anhand von permanenten HNSCC-Zelllinien in dieser Arbeit gezeigt, ist

bisher nicht publiziert.
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In Analogie zu den zuvor dargestellten potentiellen Tumorstammzellmarkern ist auch das
Expressionsverhalten von FZD7 nach dem Selektionsverfahren der Anreicherung bei HNSCC-
Zelllinien untersucht worden. Bei allen untersuchten Zelllinien konnte nach 48-stlindiger
chemotherapeutischer Behandlung eine prozentuale Zunahme von FZD7"-Zellen beobachtet
werden. Diese Veranderung des Expressionsprofils war, wie am Beispiel der Zelllinie PCI-I
dargestellt (Tabelle 36, Seite 85), jedoch nur teilweise statistisch signifikant. Nur eine
Behandlung mit 10 uM Paclitaxel und einer Letalitat von > 80 % fiihrte in den Untersuchungen
zu einem statistisch signifikanten Anstieg der FZD7"-Zellen. Die eingesetzten Konzentrationen
von 5-Flurouracil und Cisplatin hingegen, welche eine geringere Zytotoxizitdt gegeniiber den
HNSCC-Zelllinien zeigten (< 70 %), lieBen keine statistisch signifikante Verdanderung des
Expressionsprofils von FZD7 erkennen. Die Durchfihrung einer linearen Regressionsanalyse
* = 0,6142; p = < 0,0001) lasst ferner ersichtlich werden, dass ein linearer Zusammenhang
zwischen der prozentualen FZD7-Expression und der relativen Lebensfahigkeit besteht. Dieses
lasst die Schlussfolgerung zu, dass es sich bei FZD7"-Zellen um Tumorzellen mit erhéhter
Resistenz gegenuliber einer in-vitro-Chemotherapie handelt.

Zusammenfassend ist anhand der vorliegenden Ergebnisse festzustellen, dass der potentielle
Tumorstammzellmarker FZD7 bei HNSCC-Zelllinien mit einer signifikanten Coexpression mit
Oct-4 sowie einer erhdhten Resistenz gegeniiber Zytostatika mehrere stammzellspezifische
Charakteristika erfiillt. Die Ubertragbarkeit auf heterogene Gewebeproben von HNSCC ist, wie
zuvor aufgefihrt, jedoch nur bedingt gegeben. Weitere Untersuchungen, wie zum Beispiel eine
durchflusszytometrische Sortierung FZD7'- und FZD7-Zellen mit anschlieBendem Einsatz in
einem immundefizienten Mausmodell zur Untersuchung des kanzerogenen Potentials sowie ein
direkter Vergleich der sortierten Zellen durch Einsatz im MTT-Zytotoxizitdts-Assay im Rahmen
einer weiteren in-vitro-Chemotherapie sind notwendig, um den Stellenwert des potentiellen
Tumorstammzellmarkers FZD7 exakter bestimmen zu konnen. Des Weiteren ist eine
Differenzierung und Typisierung der FZD7'-Zellen in soliden HNSCC-Geweben zwingend

erforderlich.

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit sind mittels des Human Pluripotent Stem Cell Array (Proteom
Profiler™ Array) insgesamt 15 embryonale Stammzellproteine anhand von HNSCC-Zelllinien und
soliden HNSCC-Tumoren untersucht worden. Diese Screening-Methode gilt als schnelle und
sensitive Moglichkeit zum gleichzeitigen Nachweis eines relativen Expressionslevels von
folgenden 15 Stammzellmarkern: AFP, E-Cadherin, GATA-4, Goosecoid, HCG, HNF3-B/FoxA2,
Nanog, Oct-4, Otx2, PDX-1/IPF1, Snail, Sox2, Sox17, TP63/TP73L und VEGF.

Ein positiver Nachweis aller genannten Stammzellproteine konnte sowohl in Tumorzelllinien als
auch in soliden Gewebeproben von HNSCC erbracht werden. Die Expression der
Stammzellproteine zeigte eine relativ homogene Verteilung in einem Bereich zwischen 15,1 %

und 38,5 % bzw. zwischen 6,6 % und 19,3 %. Eine Ausnahme dieser homogenen Expression war
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nur bei dem transmembranaren Glykoprotein E-Cadherin zu beobachten, welches mit einem
durchschnittlichen Expressionslevel von 72,2 % bei Zelllinien und 56,0 % bei den Primdrgeweben
deutlich erhéht nachweisbar war. Diese Beobachtung spiegelt sich in der aktuellen Literatur
wider, wobei sogar Expressionsprofile fiir E-Cadherin von bis zu 85 % beschrieben werden [135].
Bezogen auf das Expressionslevel in HNSCC liegen aktuell keine groBeren Studien tber andere
embryonale Stammzellmarker zum Vergleich vor.

Ebenfalls im Human Pluripotent Stem Cell Array enthalten war der Transkriptionsfaktor Oct-4,
fur den ein aktueller Bericht Gber die Generierung pluripotenter Stammzellen aus adulten Zellen
mittels Ein-Faktor-Induktion vorliegt [237]. Diese und weitere Untersuchungen haben dazu
gefiihrt, dass Oct-4 nicht nur eine Schlisselrolle bei der Aufrechterhaltung von
stammzellspezifischen Eigenschaften, wie Pluripotenz und Selbsterneuerung, sondern auch eine
wichtige Rolle in der Karzinogenese zugesprochen wird [238, 239]. In der Tumorforschung
kommt dem Stammzellmarker Oct-4 somit eine besonders hohe Wertigkeit zu, wobei nur die
Oct-4A-Isoform  flir die stammzellspezifischen Eigenschaften, wie Pluripotenz und
Selbsterneuerung, verantwortlich gemacht wird und auch nur diese Isoform im Nukleolus
lokalisiert ist. Bei der Oct-4B-lIsoform handelt es sich hingegen um ein zytoplasmatisches
Protein mit allgemeinen zellprotektiven Funktionen [241, 244]. Im Human Pluripotent Stem Cell
Array war ein unselektiver Oct-4-Antikorper enthalten, welcher den Nachweis einer relativ
homogenen Expressionsverteilung mit einem durchschnittlichen Niveau von 17,3 % bzw. 9,1 %
in HNSCC-Zelllinien und soliden HNSCC-Gewebeproben erbracht hatte. Hierbei ist zu erwahnen,
dass aufgrund des unselektiven Antikdrpers im Stem Cell Array keine Zuordnung zu einer Oct-4-
Isoform moglich ist. Zur Differenzierung zwischen der Oct-4A- und der Oct-4B-Isoform sowie
genaueren Quantifizierung erfolgten weiterfiihrende Analysen mittels Durchflusszytometrie und
Immunhistologie. Immunhistologisch wurde bei den HNSCC-Zelllinien ein allgemeiner und
unselektiver Oct-4- neben einem selektiven Oct-4A-Antikdrper verwendet. Wie in Abbildung 19
(Seite 65) dargestellt, konnte bei Farbungen mit dem unselektiven Oct-4-Antikdrper lediglich
eine Oct-4A-typische nukledre Farbung hergestellt werden. Zytoplasmatische Oct-4-Proteine,
welche typisch fir die Oct-4B-Isoform sind, konnten in permanenten Zelllinien nicht detektiert
werden. Des Weiteren bestatigte der selektive Oct-4A-Antikorper, mit dem der direkte Nachweis
von nukledren Oct-4A-Proteinen mdglich war, die Anwesenheit von Oct-4A in HNSCC-Zelllinien
(Abbildung 23, Seite 70). Aufgrund der nukledren Lokalisation von Oct-4 wurde geschlussfolgert,
dass lediglich die Oct-4A-Isoform in permanenten HNSCC-Zelllinien prasent ist.

Auch in soliden HNSCC-Gewebeproben wurden immunhistologische Farbungen mit dem
selektiven Oct-4A-Antikorper durchgefiihrt und der Nachweis von Oct-4A erbracht (Abbildung
27, Seite 77). Eine sichere zelluldre Lokalisation mittels des unselektiven Oct-4-Antikorpers war
in den immunhistologischen Farbungen von Tumorgewebeproben nicht moéglich (Daten nicht
gezeigt). In der FACS-Analyse fand ein unselektiver Oct-4-Antikorper Verwendung, da ein

selektiver sowie direkt gelabelter Oct-4A-Antikorper fiir die Durchflusszytometrie nicht
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vertrieben wurde und Farbungen mit Sekundarantikdrpern eine hohe Rate von unspezifischen
Bindungen zeigten. Zum Ausschluss von mononukledren Zellen des peripheren Blutes, welche
neben Oct-4B ebenfalls das CD3-Rezeptorprotein exprimieren, wird eine kombinierte Farbung
mit dem Lineage-Antikdrper-Mix (Anti-Human-CD3, -CD14, -CD16, -CD19, -CD20,- CD56) als
allgemein notwendig eingestuft und ist deshalb in weiterfilhrenden Analysen erfolgt [80, 289,
290]. Das Expressionsprofil von Oct-4 bei HNSCC-Zelllinien variierte in der FACS-Analyse
deutlich zwischen 3,6 und 86,6 % mit einer durchschnittlichen Expressionsrate von 22,9 %.
Wahrend das durchschnittliche Expressionslevel der FACS-Analyse damit geringfligig héher
ausfiel als im Stem Cell Array, war die in der Durchflusszytometrie beobachtbare Heterogenitat
in den Expressionsergebnissen des Stem Cell Arrays nicht vorzufinden. Aufgrund der haufigen
Versuchsdurchfiihrung (n = 6 - 11) sowie der etablierten Methodik sind die Expressionslevel der
durchflusszytometrischen Untersuchung als die wahren Werte anzunehmen. Urséchlich fir die
anders ausfallenden Ergebnisse des Stem Cell Arrays missen sowohl methodische Fehler als
auch eine Ungenauigkeit der Nachweismethode in Betracht gezogen werden. Dieses hat unter
anderem zur Einstufung der neuen Methode als Screening-Verfahren in dieser Arbeit gefiihrt.
Auch in den HNSCC-Primartumoren konnte mittels des Stem Cell Arrays ein homogenes Oct-4-
Expressionslevel von 9,1 % nachgewiesen werden. In der FACS-Analyse zeigte sich, in Analogie
zu den HNSCC-Zelllinien, ein geringeres sowie heterogeneres Expressionsmuster von
lin"/Oct-4"-Zellen mit durchschnittlich 4,4 %. Als lin"/Oct-4" konnten nur sehr wenige Zellen
(< 0,1 %) in den funf untersuchten Tumorproben identifiziert werden, welche somit nicht als
urséchlich fiir das héhere Expressionsniveau der Stem Cell Array-Methode angenommen werden
kénnen. Obwohl im Gegensatz zu den zuvor diskutierten Zelllinien verschiedenartige
Tumorgewebeproben im Stem Cell Array und in der Durchflusszytometrie eingesetzt wurden,
muss ein dhnlicher Effekt, ndmlich eine Ungenauigkeit oder ein methodischer Fehler des Stem
Cell Array-Verfahrens, angenommen werden. Bezogen auf die prozentualen Expressionsprofile
von HNSCC-Zelllinien muss kritisch diskutiert werden, dass teilweise Expressionsraten von bis zu
durchschnittlich 56,4 % (UT-SCC 60A, Abbildung 21, Seite 66) nicht einer kleinen
SubpopulationsgroBe entsprechen, wie nach der Tumorstammzelltheorie gefordert.
Expressionsraten von bis zu durchschnittlich 10,8 % (T956, Abbildung 29, Seite 78), wie bel
soliden Tumoren gezeigt, werden hingegen schon eher dem Charakteristikum einer
tumorstammzelltypischen SubpopulationsgréBe gerecht. Ergdnzend ist zu erwdhnen, dass in der
Literatur prozentuale Oct-4-Expressionsraten bei Tumorzelllinien anderer Tumorentitaten (MCF7
beim Mammakarzinom) von Uber 80 % beschrieben sind [302], wobei auch diesbeziiglich
gegensatzliche Aussagen vorzufinden sind [303].

In den weiteren immunhistologischen Farbungen mit dem selektiven Oct-4A-Antikorper bet
HNSCC-Zelllinien konnte neben einer nukledren Lokalisation des Proteins der Nachweis einer
Coexpression mit dem Stammzellprotein Nanog erbracht werden (Abbildung 23, Seite 70). Diese

Coexpression konnte jedoch nur bet permanenten HNSCC-Zelllinien und nicht bei soliden
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Tumoren im Rahmen der Dissertationsarbeit gezeigt werden. Wéhrend sowohl eine Oct-4-
Expression als auch eine Oct-4/Nanog-Coexpression bei HNSCC-Zelllinien und soliden
Tumorproben in der Literatur beschrieben sind [141, 163], konnte anhand der vorliegenden
Untersuchungen erstmals der Nachweis der Oct-4A-Isoform bei Zelllinien und Primartumoren
sowie eine Coexpression dieser Isoform mit dem Transkriptionsfaktor Nanog bei HNSCC-
Zelllinien erbracht werden. Wie schon bei den anderen potentiellen Tumorstammzellmarkern
der CD-Nomenklatur sowie des Wnt-Signalweges, sind auch Expressionsverdanderungen von
Oct-4 durch Anreicherungsversuche mit verschiedenen Zytostatika untersucht worden. Hierbei
zeigten sich unter 5-Fluorouracil-, Cisplatin- sowie Paclitaxelbehandlung statistisch signifikante
Zunahmen des Expressionsniveaus von Oct-4 bei der HNSCC-Zelllinie PCI-I (Abbildung 32,
Abbildung 33, Seite 84; Tabelle 36, Seite 85). Dass ein linearer Zusammenhang zwischen der
prozentualen Oct-4-Expression und der relativen Lebensfahigkeit besteht, lasst sich nach
Durchfiihrung einer linearen Regressionsanalyse erkennen (r* = 0,5256; p = < 0,0001). In Bezug
auf die zuvor erwdhnte signifikante Coexpression der beiden Stammzellmarker Oct-4 und FZD7
bei HNSCC-Zelllinien ist weiter auszufiihren, dass auch die Oct-4"/FZD7"-Population im Rahmen
einer in-vitro-Chemotherapie analysiert worden ist. Hierbei zeigte sich nach Behandlung mit 200
MM 5-Fluorouracil mit einer Letalitdt von ca. 38 % bei PCl-I-Zellen keine signifikante Zunahme
der doppelt-positiven Population. Bei einer 69,6 %igen sowie 81,3 %igen Letalitat unter 10 uM
Cisplatin- bzw. 10 uM Paclitaxeltherapie war hingegen eine signifikante Expressionszunahme
von Oct-4"/FZD7"-Zellen zu verzeichnen (Tabelle 36, Seite 85). Auch hier lieB die lineare
Regressionsanalyse (r* = 0,6081; p = < 0,0001) eine deutliche Abhingigkeit zwischen der
relativen Lebensfahigkeit und dem Expressionslevel erkennen. Diese Expressionszunahme der
Oct-4"-, FZD7'- und Oct-4"/FZD7"-Population unter in-vitro-Chemotherapie lasst die
Schlussfolgerung zu, dass es sich hierbei um mutmaBliche Tumorstammzellen mit erhdhter
Resistenz gegeniiber Zytostatika handelte. Tatsdchlich konnte vielfach gezeigt werden, dass
potentielle Tumorstammzellen mit erhéhter Expression von embryonalen Stammzellproteinen,
wie Oct-4, eine erhohte Chemoresistenz aufweisen [304]. Hu et al. wiesen nach, dass Oct-4 das
Uberleben von Tumorstammzellen teilweise durch den Oct-4/Tcl1/Akt1-Pathway mit
Inhibierung der Apoptose aufrechterhalt [302]. Darliber hinaus beschrieben Wang et al. einen
Einfluss des Oct-4/Tcl1/Akt1-Pathway auf das Uberleben von Tumorzellen sowie eine
Empfindlichkeit gegeniber Zytostatika durch Regulierung verschiedener Multi Drug Resistance
Gene (MDR) [305]. Auch in permanenten HNSCC-Zelllinien gelangen Yanamoto et al. der
Nachweis einer tumorstammzelldhnlichen Population (Hoechst 33342), welche neben einem
erhohten  Expressionslevel von Oct-4 eine erhohte Resistenz gegenliber dem
Chemotherapeutikum 5-Fluorouracil zeigten [279]. Ferner beschrieben Tsai et al. in Cisplatin-
angereicherten Zellen eine erhohte Expression der Stammzellmarker Nanog, Oct-4, Bmil,
CD117, CD133 und ABCG2 sowie eine erhohte Fahigkeit zur Migration, Invasion und
Klonogenitat [262].
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Die durchgefiihrten Anreicherungsversuche mittels in-vitro-Chemotherapie bei soliden
Tumorgewebeproben endeten stets frustran, da selbst unter  geringen
Zytostatikakonzentrationen die Anzahl vitaler Zellen fiir eine FACS-Analyse zu gering ausfiel. Bei
erneuten Versuchen waren groBere Tumormengen notwendig. Alternativ. ware als
Nachweisverfahren die RT-PCR zu diskutieren, da bei dieser Methode kleinere Zellzahlen mit
geringeren Proteinmengen ausreichend gewesen waren. Ebenfalls kdnnten und sollten mittels
RT-PCR die zuvor gewonnen Ergebnisse der Anreicherungsversuche bestatigt werden.
Notwendig wére die RT-PCR auch zum Ausschluss von Oct-4 Pseudogenen, welche ein Problem
der Tumorstammzellforschung darstellen und sowohl in Zelllinien als auch neoplastischen
Geweben nachgewiesen werden konnten. Denn trotz des positiven Nachweises von Oct-4 mit
Hilfe verschiedener Nachweisverfahren und unterschiedlichen Antikérpern kann eine
Beteiligung von Oct-4 Pseudogenen, wie beispielsweise Oct-4pg5 und Oct-4-pg1, welche in
verschiedenen Tumorzelllinien und soliden Tumoren bestatigt werden konnten [306], anhand

der vorliegenden Daten nicht ausgeschlossen werden.

Die Tumorstammzelltheorie beinhaltet die Hypothese, dass unter einer Chemotherapie der
GroBteil der Tumormassen abstirbt, jedoch wenige maligne Stammzellen in situ verbleiben und
fur die Entstehung eines Tumorrezidivs verantwortlich sind [80]. Anhand der vorliegenden Daten

soll diese Hypothese erweitert werden, wie in Abbildung 34 gezeigt.

Chemotherapie
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Abbildung 34: Kreislauf der Entstehung von Tumorrezidiven nach der Tumorstammzelltheorie bei
HNSCC-Zelllinien anhand Oct-4"/FZD7"- potentieller Tumorstammzellen

Die Tumorstammzelltheorie besagt, dass nach der Chemotherapie eines heterogenen Tumors die entdifferenzierten
Tumorzellen absterben, die resistenten Tumorstammzellen trotz der Behandlung vital bleiben und fiir ein Tumorrezidiv
verantwortlich sind. Da anhand von HNSCC-Zelllinien, wie am Beispiel von PCI-I in Kapitel 3.4 (Seite 83fff) gezeigt,
mittels eines Anreicherungsversuches resistente Oct-4"/FZD7"-Zellen identifiziert werden konnten, ist der Kreislauf der
Tumorrezidivbildung nach der Tumorstammzelltheorie erganzt worden. Unklar ist jedoch, ob die gemessenen und
vitalen Oct-4"/FZD7"-Zellen zur erneuten Proliferation fahig sind.
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Anhand der vorliegenden Untersuchungsergebnisse kann die Hypothese aufgestellt werden,
dass in einem Tumor mit heterogenem Zellbild durch eine Chemotherapie die entdifferenzierten
Tumorzellen absterben und nur resistente Tumorstammzellen, in diesem Fall die Oct-4"/FZD7"-
Zellen, Uberleben. Diese Hypothese kann jedoch auf Grundlage der Daten dieser
Dissertationsarbeit nur auf permanente HNSCC-Zelllinien bezogen werden. Des Weiteren ist im
Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht worden und damit als unklar einzustufen, ob die
resistenten Oct-4"/FZD7"-Zellen nach erfolgter in-vitro-Chemotherapie eine erneute
Proliferationsfahigkeit =~ besitzen.  Hierzu  sind  weitere  Untersuchungen  mittels
durchflusszytometrischer Sortierung der Oct-4"/FZD7"-Zellen und anschlieBendem Vergleich
mit Oct-4'/FZD7 -Zellen als notwendig einzustufen. In den weiteren Analysen sind besonders
die stammzellspezifischen Eigenschaften, einschlieBlich der Invasion, Migration, Proliferation,
Tumorinitiierung (z. B. in einem immundefizienten-Mausmodell) sowie weitere Resistenz- und
Proteinanalysen von Bedeutung, um die vielleicht einzigartige Biologie dieser malignen Zellen

zu verstehen und neue therapeutische Ansatze offerieren zu konnen.
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44 Ausblick

Verldssliche Tumorstammzellmarker sind in der Stammzellforschung deshalb von elementarer
Bedeutung, da erst sie die ldentifizierung von Stammzellen moglich machen. Der Nachweis
spezifischer Tumorstammzellmarker eroffnet die Moglichkeit zur Entwicklung von gezielten
Therapieverfahren,  beispielsweise  Antikdrper  zur  selektiven  Zellelemination, um
Heilungschancen langfristig zu verbessern. Problematisch gestaltet sich jedoch die fehlende
Tumorselektivitat jener Tumorstammzellmarker, welche sich ebenfalls auf physiologischen
Gewebearten, wie zum Beispiel im Rahmen dieser Arbeit an gesunder Nasenschleimhaut
gezeigt, nachweisen lieBen. Diese fehlende Tumorselektivitat kann schwerwiegende Folgen
haben, wie an dem folgenden Beispiel gezeigt werden soll: Anfang des einundzwanzigsten
Jahrhunderts entwickelte die Firma Boehringer Ingelheim (Biberach, Deutschland) den
humanisierten monoklonalen Antikorper Bivatuzumab, welcher mit dem zytotoxischen Wirkstoff
Mertansine konjugiert wurde. Bivatuzumab bindet selektiv das Oberflachenmolekiil CD44v6,
welches auf Uber 95 % der HNSCC-Tumore, jedoch auch auf normalen Plattenepithelzellen,
inklusive den Keratinozyten der Haut, exprimiert wird [307]. In Phase 1 Studien wurde dieses
Medikament bei Patienten mit fortgeschrittenen Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-
Bereiches eingesetzt. Aufgrund des starken dermalen zytotoxischen Effektes von Bivatuzumab
Mertansine mit Todesfallen nach Entstehung eines Lyell-Syndroms (auch Toxische epidermale
Nekrolyse = TEN) mussten die Studien vorzeitig beendet werden [308, 309].

Notwendig ist daher die Erforschung eines Tumorstammzellproteins, welches fast ausschlieBlich
von Tumorzellen exprimiert wird. Erst danach kdnnten Therapeutika mit akzeptablem
Nebenwirkungsprofil entwickelt werden, um die Heilungschancen dieser Tumorerkrankung zu

verbessern.
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5 Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Mit ca. 900.000 diagnostizierten Neuerkrankungen pro Jahr stehen Plattenepithelkarzinome des
Kopf-Hals-Bereiches (Head and Neck Squamous Cell Carcinoma; HNSCC) an sechster Stelle der
am haufigsten auftretenden Neoplasien weltweit. Besonders in fortgeschrittenen Tumorstadien
(UICC Il und 1IV), welche einen prozentualen Anteil von Uber 50 % bei Diagnosestellung
ausmachen, stellt die systemische Chemotherapie, meist im Rahmen eines multimodalen
Therapiekonzeptes, eine Behandlungsoption dar. Uber die biologischen Auswirkungen einer
systemischen Chemotherapie sowohl auf das Mikromilieu als auch auf den Tumor selbst ist
bisher wenig bekannt. Daher sind im ersten Teil dieser Arbeit Zytokinveranderungen unter
in vitro-Chemotherapie untersucht und im zweiten Teil verschiedene potentielle
Tumorstammzellmarker und deren Expressionsveranderungen unter Zytostatikabehandlung

analysiert worden.

Patienten mit HNSCC zeigen eine Verschiebung des TH¢/TH,-Zytokingleichgewichtes zugunsten
der TH-Zytokine, woraus sich prognostische und therapeutische Konsequenzen ergeben. Die
Auswirkungen einer Zytostatikabehandlung auf die lokalen Zytokinverdnderungen, besonders
auf das TH4/TH,-Gleichgewicht, sind bisher weitgehend unverstanden. Daher sind insgesamt
acht HNSCC-Zelllinien einer in-vitro-Chemotherapie mit den klinisch gangigen Zytostatika
5-Fluorouracil, Cisplatin und Paclitaxel unterzogen worden, um anschlieBend das
Expressionsniveau von insgesamt 13 TH;/TH,-Zytokine in den Uberstinden zu bestimmen. In
den Untersuchungen zeigte sich sowohl bei Primartumoren als auch bei Metastasen unter
subletalen Dosierungen von 5-Fluorouracil und Cisplatin ein Konzentrationsanstieg der Zytokine
IL-6 und G-CSF und ein Abfall des Konzentrationslevels von IL-18. AuBerdem flihrte eine
subletale Chemotherapie mit den beiden erwadhnten Wirkstoffen bei Primartumoren zu einem
Anstieg von GM-CSF und TNF-a, wadhrend die dazugehdrigen Metastasen mit einem
konzentrationsabhangigen Abfall dieser Zytokine reagierten. Bei dem Zytokin IL-8 konnten
unter Behandlung mit 5-Fluorouracil und Cisplatin keine Sekretionsveranderungen beobachtet
werden. Unter einer in-vitro-Chemotherapie mit dem Zytostatikum Paclitaxel konnte hingegen
bei allen Zelllinien, d. h. bei Primartumoren und Metastasen, ein starker Abfall aller
nachweisbaren Zytokinen, inklusive G-CSF, GM-CSF, IL-1B, IL-6, IL-8 und TNF-a festgestellt
werden. Anhand der vorliegenden Daten kann zusammengefasst werden, dass eine in-vitro-

Chemotherapie zu komplexen Verdnderungen des Mikromilieus bei HNSCC flhrt.
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5 Zusammenfassung

In der onkologischen Forschung hat in den letzten Jahren die Tumorstammzelltheorie an
Bedeutung gewonnen. Jene besagt, dass ein Tumor aus heterogenen Zellpopulationen besteht,
unter denen lediglich eine kleine Entitdit von Tumorzellen mit stammzellspezifischen
Eigenschaften ausgemacht werden kann. Diesen sogenannten Tumorstammzellen (Cancer Stem
Cell, CSC) werden maligne Eigenschaften, wie Differenzierungsfahigkeit, Selbsterneuerung und
homdostatische Kontrolle, zugeschrieben. Von besonderer Bedeutung ist dabei eine erhdhte
Resistenz gegeniliber den aktuellen antiproliferativen Therapieverfahren zusammen mit der
Fahigkeit der Metastasierung, wodurch diese Subpopulation von Tumorzellen fir die
Rezidiventstehung verantwortlich gemacht wird. Da verlassliche Marker zur Identifizierung und
gezielten Behandlung dieser Tumorstammzellen weitestgehend fehlen, sind in dieser Arbeit
sowohl permanente HNSCC-Zelllinien als auch solide Tumorproben auf potentielle
Tumorstammzellmarker untersucht worden. Des Weiteren wurde das Expressionsverhalten von
markertragenden, potentiellen Tumorstammzellen unter in-vitro-Chemotherapie analysiert.

Sowohl in HNSCC-Zelllinien als auch in soliden Tumorproben konnte der Nachweis eines relativ
hohen Expressionsniveaus von CD44 und CD59 erbracht werden, wahrend andere Marker der
CD-Nomenklatur, wie CD34, CD117 und CD133, nur auf einem geringen Anteil der Tumorzellen
gefunden werden konnten. Ebenfalls zeigte sich eine heterogene Expression der Wnt-
Rezeptorproteine Frizzled-(FZD) 3 und 7. Ferner konnten die embryonalen Stammzellmarker
E-Cadherin, GATA-4, Goosecoid, Nanog, Oct-4, Snail, Sox2 und Sox17 in beiden Gewebearten
detektiert werden. Weiterfiihrende Analysen des Transkriptionsfaktors Oct-4, dem eine
wesentliche Beteiligung an der Kanzerogenese zugesprochen wird, bestatigten den Nachweis
der Oct-4A-Isoform in HNSCC-Zelllinien und solidem HNSCC-Gewebe sowie eine signifikante
Korrelation dieses Stammzellmarkers mit dem FZD7-Protein in permanenten Zelllinien.
Weiterhin nachweisbar war eine Coexpression von Oct-4 mit Nanog in HNSCC-Zelllinien. In den
Anreicherungsversuchen unter in-vitro-Chemotherapie mit den Zytostatika 5-Fluorouracil,
Cisplatin und Paclitaxel war eine teilweise signifikante Zunahme von FZD7°-, Oct-4"- und
Oct-4"/FZD7"-Zellpopulationen beobachtet worden. Anhand der vorliegenden Daten wurde
somit geschlussfolgert, dass die potentiellen Tumorstammzellmarker Oct-4 und FZD eine
Subpopulation mit erhohter Chemoresistenz darstellen und damit Charakteristika von

Tumorstammzellen erftllen.
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