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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Physiologischer Aufbau gesunder Mundschleimhaut

Die Mundhdhle ist von mehrschichtigem, zumeist unverhorntem Plattenepithel ausgeklei-
det. Die orale und oropharyngeale Schleimhaut zeichnet sich klinisch durch eine gleich-
malige rosa Farbe und weiche Konsistenz aus. Die Benetzung mit Speichel verhindert das
Austrocknen der Oberflache und schiitzt die Schleimhaut, die spezifisch an die Umgebung
der Mundhdhle angepasst ist. Zur Aufgabe der Epithelien des Mundes zahlt der Schutz tiefer-
liegender Gewebe vor mechanischen Einfllissen, dem Eindringen von Mikroorganismen und
toxischen Noxen und nicht zuletzt der Schutz vor Flissigkeitsverlust.

Das Epithel wird durch Zellteilung von Keratinozyten in den tieferen Schichten erneuert;
durch Proliferation in basalen und Abschilferung in oberflachlichen Schichten entsteht eine

Gewebehomdostase [1].

1.2 Das orale Plattenepithelkarzinom

Eine der bedeutendsten malignen Erkrankungen der Mundhohle stellt das orale Plattenepi-
thelkarzinom (oral squamous cell carcinoma, OSCC) dar. Es handelt sich dabei um eine bdsar-
tige neoplastische Lasion ausgehend von den oralen Keratinozyten der Schleimhaut der
Mundhohle und des Oropharynx. In Gber 90 % der Kopf-Hals-Tumoren liegt ein Plattenepi-
thelkarzinom vor, sodass es als der haufigste maligne Tumor in diesem Bereich gilt, wohinge-
gen Lymphome, Sarkome, Speicheldriisentumoren und weitere nur einen geringen Anteil
der Tumorerkrankungen im Kopf-Hals-Bereich ausmachen [2—-4]. Karzinome der Mundhohle
gehoren weltweit zu den bedeutendsten zehn Krebserkrankungen [4]. In Abbildung 1 sind

einige relativ ausgedehnte OSCC-Befunde der Mundhdohle dargestellt.
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Abbildung 1: Beispiele fiir das orale Plattenepithelkarzinom.

In A — D sind intraorale Befunde eines OSCCs dargestellt. Dabei liegen meist Lasionen in fortgeschrittenem Stadium vor. Die
Falle B — D zeigen hier eindricklich den Befall von Mundboden und Zungenrand, die als typische Regionen fiir das Auftreten
eines OSCCs anzusehen sind. A: Granulares ulzerierendes OSCC an der Gingiva, aus [3]. B: OSCC am anterioren Mundboden,
Kieferkamm und im Vestibulum, aus [5]. C: Ulzerierendes OSCC im anterioren Mundboden bis zum Alveolarfortsatz, aus [3].

D: Ulzerierendes OSCC am Zungenrand, aus [3].

1.2.1 Inzidenz

Im Jahr 2012 gab es global etwa 300.000 neue Erkrankungsfalle dieses Tumors, in Deutsch-
land treten jahrlich etwa 10.000 neue Falle in Erscheinung [6]. Die hochste Inzidenzrate von
6,4:100.000 wird in Stidostasien registriert und eine Rate von 4,6:100.000 in Europa [3]. Auf-
grund des dynamischen und regional unterschiedlichen Risikoverhaltens und verschiedener
gesellschaftlicher Standards variieren die Inzidenzraten dabei weltweit stark [4]. Der Zeit-
punkt der Diagnose erfolgt in einem Altersmedian von derzeit 63 Jahren [7]. Madnner sind im
Allgemeinen deutlich haufiger, etwa doppelt so oft, von der Erkrankung betroffen als Frauen,
was zumeist auf unterschiedliches Risikoverhalten des jeweiligen Geschlechts zuriickzufiih-

ren ist [8]. Die Inzidenz des OSCCs zeigt sich in gut entwickelten, wohlhabenden Staaten
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tendenziell als ricklaufig, dagegen steigen die Zahlen in drmeren Landern und der Dritten
Welt weiter an [3].

Die Gruppe der Betroffenen im Alter von unter 45 Jahren ist zwar mit einem Anteil von 5 %
sehr gering, dennoch bemerkenswert, denn bei dieser Patientenfraktion erkranken Manner
und Frauen in etwa gleich haufig am OSCC. Das weicht von den allgemeinen Zahlen der dlte-
ren Betroffenen ab, wo Manner deutlich haufiger betroffen sind. Zudem steigt die Inzidenz

in dieser Bevolkerungsgruppe aktuell leicht an [9].

1.2.2 Risikofaktoren, Pathogenese und Symptome

Verschiedene Lebensbedingungen und vor allem individuelle Konsumverhaltensmuster kén-
nen zur malignen Entartung des oralen Plattenepithels beitragen. Die beiden wichtigsten Ri-
sikofaktoren sind Tabak- und libermaRiger Alkoholkonsum, die gemeinsam fiir Gber 75 % der
Falle verantwortlich sind. Ein Viertel der Erkrankungen ist dabei alleine auf das Rauchen von
Zigaretten zurickzufiihren, deren Konsum sich abhangig von Haufigkeit, Dauer und Pack-
Years auf das Erkrankungsrisiko auswirkt [10]. Auch andere Formen des Tabakgenusses, wie
Pfeifen- oder Zigarrenrauchen und Kautabak, erhéhen die Wahrscheinlichkeit, ein OSCC zu
entwickeln [2, 10], auBerdem sind Passivraucher ebenfalls einem hdheren Risiko ausgesetzt
[11]. Synergistische Effekte aus kombiniertem Alkohol- und Tabakkonsum ziehen ein etwa
15-fach hoheres Risiko zur Erkrankung an diesem Tumor nach sich [2, 3].

Einen weiteren Beitrag zur Entstehung eines OSCCs liefern humane Papillomviren (HPV). In
ungefahr 25 % der OSCC-Félle kann die DNA der Viren detektiert werden. Dabei stellen von
den Uber 120 bekannten die beiden Hochrisiko-Typen HPV-16 und HPV-18 mit iber 80 % die
am haufigsten detektierten HPV-Typen im Kopf-Hals-Bereich dar [12].

Vor allem in Stidostasien ist der Konsum von Betel Quid, einer Zubereitung aus Arekanuss,
Loschkalk und Betelbldttern, unter anderem zum Teil mit Tabakzusatz, sehr beliebt. Das
Kauen dieses Gemischs fordert ebenfalls die Entwicklung eines Plattenepithelkarzinoms [13,
14].

Zusatzlich scheint schlechte Mundhygiene mit einem hdheren Risiko einherzugehen, am
OSCC zu erkranken [15] und einen weiteren Einflussfaktor stellen die individuelle Erndh-
rungszusammensetzung und -gewohnheiten dar [16, 17]. Diskutiert wird auBerdem der Bei-

trag mechanischer Irritation zur Entstehung eines Plattenepithelkarzinoms [18]. Empfanger
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transplantierter Organe [19], Menschen mit HIV-Infektion [20] und Patienten, die unter ge-
netischen Krankheitsbildern, wie der Fanconi-Anamie [21], dem Bloom-Syndrom oder unter
Dyskeratosis congenita leiden [3], neigen desgleichen verstarkt dazu, ein OSCC zu ent-
wickeln. Ein schlechter sozio6konomischer Gesellschaftsstatus wirkt sich insgesamt ebenfalls
negativ auf das OSCC-Risiko eines Individuums aus [22].

In seiner Pathogenese entwickelt sich ein OSCC meist aus einer Vorlauferlasion. Unter diesen
ist am haufigsten die Leukoplakie anzutreffen. Dabei handelt es sich um einen weil3en nicht
wegwischbaren Fleck, der keiner anderen Krankheit zugeordnet werden kann. Es wird eine
jahrliche Transformationsrate von etwa 1% angenommen [23]. Leukoplakien bilden eine
sehr heterogene Gruppe, unter anderem hinsichtlich ihrer klinischen Erscheinungsform und
ihrer Entartungstendenz. Die Erythroleukoplakie als besonderer Typus mit roten und weiRen
Farbanteilen wird als nichthomogene Leukoplakie kategorisiert.

Weiterhin zahlt auch die Erythroplakie, ein roter Fleck, der keiner anderen Erkrankung zuge-
schrieben werden kann, zu den potenziellen Vorlduferlasionen fiir ein OSCC. Histologisch
liegt bei diesem Befund meist schon zumindest eine epitheliale Dysplasie, teils ein
Carcinoma in Situ oder gar ein invasives Karzinom vor. Ein GroRteil erythroplakischer Befun-
de tendiert zur malignen Entartung; es handelt sich hier um eine Hochrisiko-Vorlauferlasion,
die aufgrund ihrer sehr wahrscheinlichen Transformation und des meist auch symptoma-
tischen Erscheinungsbildes der Behandlung bedarf. Beispiele fiir die Lasionen Leukoplakie
und Erythroplakie sind in Abbildung 2 gezeigt.

Auch der orale Lichen Planus wird als Vorlauferlasion eingestuft. Es wird dabei eine jahrliche
Transformationsrate von unter 1 % angegeben. Orale submukdse Fibrose, die haufig in Lan-
dern angetroffen werden kann, in denen der Kautabak- und Betel Quid-Konsum eine nen-
nenswerte Rolle spielt, kann ebenfalls als prakanzerdser Zustand eingeordnet werden. Hier
liegt die Wahrscheinlichkeit des Fortschreitens als maligne Lasion bei jahrlich etwa 0,5 %

[23].
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Abbildung 2: Leukoplakie und Erythroplakie.

Auf diesen Fotos sind die beiden géngigsten Vorlauferldsionen eines OSCCs dargestellt: Leukoplakie (A) und Erythroplakie
(B). Die Lokalisation der dargestellten Leukoplakie am Mundboden bedarf einer intensiven Beobachtung, da sich OSCC-
Befunde in dieser Region als relativ haufig und aggressiv erweisen. Bei einem nicht wegwischbaren weillen Fleck handelt es
sich um eine Leukoplakie und bei rétlicher Farbe um eine Erythroplakie. Gemischte Formen treten als Erythroleukoplakie
auf und werden als nichthomogene Leukoplakie bezeichnet. A: Leukoplakie am Mundboden. Die Diagnose bei der Biopsie
beschrieb eine Hyperkeratose mit schwerer epithelialer Dysplasie. Aus [3]. B: Erythroplakie an der Wangenschleimhaut.

Nach einer Probeentnahme konnte ein invasives OSCC diagnostiziert werden. Aus [3].

Auf genetischer Ebene tragen mehrere Faktoren zur Mutation der DNA von oralen Keratino-
zyten und damit zur Entstehung eines OSCCs bei. Verlust der Heterozygotie spielt dabei auf
verschiedenen Abschnitten der Chromosomen 4q, 8p, 9p und 11g beim OSCC eine Rolle [24],
ebenso wie chromosomale Instabilitdt, Kopierzahlvarianten und erhohte Telomeraseaktivitat
in OSCC-Zellen. Der Verlust der Regulation des Zellzyklus, DNA-Schadigung durch endo- und
exogene Noxen beglinstigen dabei ebenso die Entstehung eines OSCCs wie eine Mutation im
Notch-Signalweg. Teils flihren diese Variationen direkt zu neuen Zelleigenschaften oder zu
veranderter Expression von Tumorsuppressorgenen (TSGs) und von Onkogenen [25].
Mutationen bei den TSGs p53 [26] oder p16/Nk#A [27], das auf Chromosom 9p21 lokalisiert ist
[28], und damit beim Verlust von Heterozygotie eher betroffen ist, sind beispielsweise beim
OSCC sehr haufig anzutreffen und fiihren zu genomischer Instabilitat.

Bei einer Infektion mit HPV fiihren die viralen Onkogene E6 und E7 unter anderem zu einer
Inaktivierung von p53 bzw. pRb [29] und verhindern so die Einleitung wichtiger Apoptosevor-
gange bei DNA-Schaden.

Zusatzlich zu genetischen Abweichungen kdnnen epigenetische Einfllisse, wie beispielsweise
DNA-Hypermethylierung, Histonmodifikation oder RNA-Wechselwirkungen ebenfalls eine

Tumorentstehung des oralen Plattenepithels begiinstigen [30].
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Beim Patienten macht sich ein OSCC durch verschiedene Symptome bemerkbar, die aller-
dings nicht unmittelbar ab der Pathogenese der zu Beginn symptomlosen Malignitat fest-
stellbar sind. Schon anfangs klinisch erkennbar sind Schleimhautverdanderungen wie oben
beschrieben und atypische Keratinisierung. Im Laufe der Erkrankung kénnen Zahnlockerung,
Lymphknotenschwellung, Ulzeration, spontane Blutung, Beschwerden bei der Mundoffnung,
beim Schlucken, Kauen oder Sprechen und Atembeschwerden auftreten [5]. AuRerdem kon-
nen vom Tumor starke Schmerzen ausgehen, die bis in angrenzende Nachbarregionen aus-
strahlen. Als spate Symptome koénnen Kachexie, pathologische Kieferfrakturen oder auch

extraorale Fistelbildungen beschrieben werden [31].

1.2.3 Diagnostik, Staging und Lokalisation

Wichtige Grundlage der Diagnostik stellt die Inspektion der Mundhdéhle dar, wobei die Erfah-
rung des Untersuchers eine groRe Rolle spielt. Als verdachtig flir eine maligne Neoplasie gilt
dabei jede unklare Schleimhautverdanderung, die langer als zwei Wochen besteht. Dabei soll
der Patient bei Vorliegen eines Verdachtes unmittelbar an einen Spezialisten, zumeist einen
Mund-Kiefer-Gesichtschirurgen, liberwiesen werden [31]. Den Goldstandard zur Sicherung
einer Diagnose stellt dabei die Biopsie suspekten Gewebes einschliellich der nachfolgenden
histologischen Untersuchung dar. Auch zytologische Methoden wie beispielsweise Zyto-
morphometrie oder molekulare Analysen kénnen angewandt werden, ebenso wie Anfarben
des intraoralen Befundes mittels Toluidinblau oder Bengalrosa [32]. Zur Langzeitbeobach-
tung prakanzeroser Lasionen bietet sich auch die Blrstenbiopsie als attraktives, da wenig
invasives und deshalb von Patienten gut toleriertes Werkzeug zur Diagnose an [33]. Es gibt
derzeit aullerdem Ansatze, dieses Diagnoseverfahren in Kombination mit Speichelanalyse
kiinftig generell als weniger invasive Alternative zur Gewebeentnahme zu etablieren [34].

Beim Vorliegen oropharyngeal lokalisierter Befunde erfolgt zudem die Zuhilfenahme fiberop-
tischer Instrumente, da die Tumorherde oftmals nicht direkt eingesehen werden kénnen [3].
Zusatzlich zur Sicherung der Diagnose ,,0SCC” mit allen histologischen Kriterien muss weiter-
gehend die lokale Ausbreitung und Beteiligung von Nachbarstrukturen sowie eventuelle
Fernmetastasierung untersucht werden. Die Leitlinie der DGMKG sieht daher eine CT- oder
MRT- bzw. in besonderen Fallen PET/CT-Untersuchung vor, um die lokale Ausdehnung des

Tumors festzustellen und den Lympknotenstatus des Kopf-Hals-Bereichs zu beurteilen [31].
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Sonografie und ultraschallgestiitzte Feinnadelaspiration kdnnen zusatzlich als Mittel der
Diagnostik eingesetzt werden. Auch das Vorliegen eines synchronen Zweittumors muss beim
Staging in Betracht gezogen werden. Ab dem Tumorstadium T3 schreibt die Leitlinie weiters
eine ganzkorperliche Untersuchung zum Auffinden von moglichen Fernmetastasen vor [3,
31].

Die Einteilung von Tumorbefunden erfolgt nach der TNM-Klassifikation des American Joint
Committee on Cancer (AJCC). Seit Januar 2017 liegt dabei die 8. Auflage der Vorschriften zur
Vorgehensweise vor, bei der hinsichtlich des OSCCs die hauptsachliche Neuerung bei einer
Unterscheidung HPV-positiver von -negativen Fallen und der Beriicksichtigung extranodaler
Ausbreitung beim Lymphknotenstatus liegt [35]. Mit dem Buchstaben ,T“ wird mit einem
Spektrum von Tx (iber TO bis T4b die GroRe des Primartumors angegeben. ,N“ bezeichnet
das Vorhandensein, die Lokalisation und GrofRe eventuell befallener Lymphknoten, dabei
kann Nx oder NO bis N3b vorliegen. Mit ,M“ wird die Anwesenheit von Metastasen angege-
ben. Weitere Buchstaben wie ,V“, ,L“ usw. kdnnen zudem Hinweise bezlglich des Befalls
von u.a. Blut- oder LymphgefaRen geben. Der Zusatz ,,c” oder ,,p“ gibt an, ob die TNM-Befun-
dung nach klinischer oder (histo)pathologischer Untersuchung stattgefunden hat. Eine Ein-
teilung in die verschiedenen Stadien | bis IV kann anschlieBend anhand der TNM-Kriterien
erfolgen.

Uber 50 % der Fille, die in westlichen Lindern auftreten, manifestieren sich an Zunge und
Mundboden. Dabei ist mit 40 % aller Falle am haufigsten der Mundboden, gefolgt von der
Zunge mit 33 %, betroffen. Der laterale Rand und die Zungenspitze sind dabei bevorzugt be-
fallen. Zusammen mit dem Weichgaumen und den Tonsillen stellen die genannten anatomi-
schen Bereiche die Zone des hoéchsten Risikos fur ein OSCC dar [5, 36].

Die Lokalisation der Befunde ist bei jiingeren Patienten unter 20 — 45 Jahren etwas abwei-
chend. Bei ihnen ist der Mundboden, anders als bei der Masse der Patienten, die in der Re-
gel ein medianes Diagnosealter von 63 Jahren aufweisen, sehr selten betroffen [3]. Am
haufigsten betroffen ist bei dieser Patientengruppe die Zunge, gefolgt von Gingiva und Lip-
pen [37].

In Gegenden mit Verbreitung des Kautabakkonsums ist hingegen die ansonsten sehr selten
betroffene Wangenschleimhaut eine bedeutende anatomische Region mit Neigung zur

OSCC-Entstehung [4].
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1.2.4 Therapie und Prognose

Grundsatzlich stehen in der Tumortherapie, abhangig vom Stadium der Erkrankung sowohl
flr kurative als auch fiir palliative Ansatze, chirurgische, radiologische und chemotherapeuti-
sche Methoden zur Verfligung. Die Auswahl wird dabei abhdngig vom Allgemein- und Ge-
sundheitszustand des Patienten getroffen, eine Kombination ist die Regel. Es bedarf eines
multidisziplindaren Vorgehens zum Erreichen des Behandlungsziels [38].

Wichtiger Therapiebestandyteil ist hierbei das chirurgische Vorgehen. Der Tumor wird dabei
reseziert und es erfolgt anschliefend, je nach Defektgroe, meist eine Rekonstruktion, teils
unter Verwendung von beispielsweise Radialislappen oder Fibula-Transplantaten [39]. Ein
Sicherheitsabstand von, je nach GroRe des Primartumors, 1 — 2 cm sollte bei der Resektion
erzielt werden [3]. Moderne, minimalinvasive chirurgische Methoden, beispielsweise Laser-
chirurgie und intraorale Zugange konnen ebenfalls angewandt werden [38].

Bei positivem Befall von Halslymphknoten oder Rezidiven nach Strahlentherapie wird auBer-
dem eine Neck Dissection zur Ausraumung der zervikalen Lymphknoten durchgefiihrt. Zu
diesem Vorgehen gibt es allerdings unter Fachkreisen Unstimmigkeiten hinsichtlich der
anatomisch notwendigen Ausdehnung dieser Behandlung [40].

Bestrahlung, meist in Kombination mit chemischen Therapeutika oder chirurgischem Vor-
gehen, stellt einen etablierten Bestandteil der Tumortherapie dar. Neuere Errungenschaften
ermoglichen unter anderem die Verbesserung des zielgerichteten Einsatzes der Strahlung zur
Schonung gesunden Gewebes [41].

Weitere Optionen eréffnen Chemotherapeutika. Diese kdnnen wahrend der Bestrahlung, vor
oder nach chirurgischer Behandlung oder als alleinige Therapie zur Anwendung kommen. Es
stehen verschiedene Therapeutika zur Verfliigung, unter anderem Cisplatin, Methotrexat
oder 5-Fluorouracil, die generell das Zellwachstum hemmen. Neuere Substanzen sind auf
tumorspezifische Mutationen ausgerichtet [28], sodass chemotherapeutische Methoden
durch gezielte Therapie verfeinert werden konnten [42]. Cetuximab als Vertreter dieser Ent-
wicklungen ist auf die erhéhte EGFR-Expression bei OSCCs ausgerichtet und kann dessen In-
vasions-, Angiogenese- und Metastasierungsaktivitdten verringern [43]. Jlingste Forschungs-
ansatze beziehen immuntherapeutische Aspekte mit ein. Beim OSCC gibt es hierzu Anséatze
zu anti-PD-1- und anti-PD-L1-Antikorpern, die sich als vielversprechend erweisen [38].
Hinsichtlich der Prognose sind in der Literatur 5-Jahres-Uberlebensraten fiir Deutschland von

etwa 50 % angegeben [44]. Eine Diagnoseverzogerung von Uber 2 Monaten, T-Status des
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Tumors von T3 oder T4, Halsmetastasen und Erkrankungen im Stadium IIl oder IV wirken sich
negativ auf die zu erwartende Uberlebensrate aus [45]. Ebenso wirken sich verschiedene Lo-
kalisationen des Befundes innerhalb der Mundhohle unterschiedlich auf die Prognose aus
[46]. Geringer histologischer Differenzierungsgrad, perineurale Invasion, nicht tumorfreie
Resektionsrander, tiefe Gewebeinvasion und verschiedene genetische Mutationen nehmen
ebenfalls negativen Einfluss auf die Uberlebensrate [47].

OSCC-Falle mit Assoziation zu einer HPV-Infektion gehen aulRerdem mit einer signifikant bes-

seren Prognose einher als HPV-negative Erkrankungen [48].

1.3 Molekularbiologie beim OSCC

Heutzutage kdnnen molekulare Mechanismen immer genauer aufgeklart werden, so auch
beim OSCC. Erkenntnisse Uber zelluldre Vorgange und Abweichungen beim OSCC vertiefen
sowohl das Verstandnis lber die Krankheit selbst und kénnen weiterhin neue Wege fiir mo-
derne Therapieansatze ertffnen [28]. Der Fokus der vorliegenden Arbeit soll dabei haupt-
sachlich auf die Expression von P-Cadherin, einzelne Bestandteile des Wnt-Signalsystems

und im weiteren Verlauf auf adrenerge Signalwege gelegt werden.

1.3.1 P-Cadherin

Cadherine bilden eine grofRe Familie von Oberflachenmolekiilen, die durch ihre Fahigkeit, un-
tereinander Ca?*-abhingige Zell-Zell-Kontakte auszubilden, eine wichtige Rolle zur Entwick-
lung, Architektur und Integritat von Gewebeoberflachen beitragen. Charakteristisch fiir diese
Proteine ist vom N- zum C-terminalen Ende ein extrazellularer Abschnitt, ein Transmembran-
anker und eine C-terminale intrazellulire Sequenz. Uber den Anteil auBerhalb der Zelle
bilden Cadherine in Anwesenheit von Ca?* homophile Adhisionen untereinander aus, sodass
Kontakte zwischen Zellen entstehen kénnen. Uber den intrazelluldren Abschnitt kénnen
diese Oberflachenproteine Uber Catenine mit der jeweiligen Zelle selbst kommunizieren
[49].

P-Cadherin, 1986 erstmals beschrieben, ist ein wichtiger Vertreter dieser Familie in Epithe-

lien und kann in Mamma, Haarfollikeln und der Basalmembran vieler Gewebe angetroffen
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werden. In Gehirn und Herzmuskel ist P-Cadherin nicht nachweisbar. Verlust von P-Cadherin
hat beim Menschen syndromale Krankheitsbilder zur Folge [50]. P-Cadherin steht intra-
zellular unter anderem in Verbindung mit B-Catenin [49]. Bei primaren oralen Keratinozyten
ist P-Cadherin verantwortlich fur die Regulation der Zytokeratin 1- und -10-Expression und
damit fuir deren Differenzierung [51].

Bei der Karzinogenese verschiedener Gewebe im Korper spielt P-Cadherin eine unterschied-
liche Rolle. Bei einigen Malignitaten, beispielsweise Brust-, Magen-, Kolorektal- oder Pan-
kreaskarzinomen erfolgt eine Hochregulation der P-Cadherin-Expression im Vergleich zu ge-
sundem Gewebe. Auf der anderen Seite erfolgt eine erniedrigte Expression bei Erkrankungen
wie dem Leberzell- [52], Blasen- oder Prostatakarzinom [50].

Im Fall des OSCCs ist die Expression von P-Cadherin herabreguliert. Kommt sie gar zum Erlie-
gen, zeigt das Karzinom ein zunehmend aggressiveres biologisches Verhalten und die Uberle-
benswahrscheinlichkeit sinkt im Vergleich zu Patienten mit P-Cadherin exprimierendem
OSCC [53, 54]. Zudem gibt es Hinweise, dass mit zunehmend geringerem Differenzierungs-
grad eines OSCCs nur noch trunkierte 50 kDa grofle N-terminale P-Cadherin-Fragmente an-
statt des Molekiils in voller Lange auftreten. Das Vorhandensein von Bruchstiicken des Ober-
flachenproteins gibt ebenfalls einen Hinweis auf ein zunehmend aggressives Wachstums-
muster des Befundes [55]. Die Proliferation von OSCC-Zellen scheint ebenso begiinstigt
durch eine geringere P-Cadherin-Expression; dabei handelt es sich um den gegenteiligen
Effekt, der bei normalen oralen Keratinozyten auftritt [51]. Morphologisch verursacht eine
veranderte P-Cadherin-Expression in vitro ebenfalls Variationen bei OSCC-Zellen: in Anwe-
senheit des Proteins bilden diese ein pflastersteindhnliches Mosaik aus, wohingegen sie
ohne dieses Molekdil ein spindelférmiges Aussehen annehmen, das an mesenchymale Zellen
erinnert [56]. AuBerdem sammelt sich P-Cadherin durch starkere Expression der Presenilin-
1/y-Sekretase im Zytoplasma von OSCC-Zellen an, was zu einer Verschiebung der Signalwege
und geringeren Zell-Zell-Adhasion flihrt [57].

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass die verringerte Expression von P-Cadherin mit

einem zunehmend aggressiveren Erscheinungsbild des OSCCs korreliert.
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1.3.2 PD-11

Die Aktivierung einer zelluldren Immunantwort durch den Korper bedarf eines komplexen
Zusammenspiels verschiedener aktivierender und inhibitorischer Signale zwischen Immun-
zellen. Diese werden durch Zytokine und Co-Signale auf der Oberflache beteiligter Zellen ver-
mittelt. Einen dieser Co-Signalwege stellt dabei die Interaktion von PD-L1 mit PD-1 dar.

Der Programmed Death Ligand 1 (PD-L1, auch B7-H1, CD274) gehort zur B7-Familie von Im-
munsignalmolekiilen und wird normalerweise hauptsachlich von dendritischen Zellen, T- und
B-Lymphozyten exprimiert [58]. Daneben zeigen auch viele solide Tumoren eine erhdhte
PD-L1-Expression, unter anderem verursacht durch die Aktivierung von Signalwegen, die sich
positiv auf das Uberleben einzelner Zellen auswirken (z.B. MAPK oder PI3K/Akt) oder auch
durch verschiedene Transkriptionsfaktoren. Die vermehrte Expression dieses Oberflachen-
proteins fiihrt dazu, dass sich der entsprechende Tumor dem Zugriff durch das Immunsys-
tem des Patienten entziehen kann [59].

PD-L1 ist Substrat fiir zwei Rezeptoren: Zum einen fir CD80 (B7-1) auf reaktiven T-Zellen und
andererseits den PD-Rezeptor (gehort zur CD28-Familie), der auf T-Zellen, dendritischen Zel-
len, natlrlichen Killerzellen, Makrophagen und B-Lymphozyten exprimiert wird. Dabei tragen
verschiedene Mechanismen zum Verbergen des Tumors vor dem Immunsystem bei. Durch
Interaktionen von PD-L1 und PD-1 im Mikromilieu des Tumors wird zum einen die Apoptose
von antigenspezifischen CD8 T-Zellen induziert. AuBerdem wird die Tumorzelle selbst durch
reverse Signale ausgehend vom exprimierten B7-H1-Protein direkt vor der Apoptose ge-
schitzt. Zusatzlich wird die Immunantwort durch Interaktion von PD-L1 des Tumors mit
CD80-Rezeptoren von CD8 T-Zellen unterdriickt. Die Interaktion von PD-L1 mit regulato-
rischen T-Zellen ist nicht endgliltig geklart, einerseits wird eine toleranzsteigernde Wirkung
diskutiert, andererseits eine gesteigerte Funktion der regulatorischen T-Zellen [58]. Die
Interaktionen von PD-L1 des Tumors mit Immunzellen ist zusammenfassend in Abbildung 3

veranschaulicht.
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Abbildung 3: Interaktion des PD-L1 von Tumorzellen mit Immunzellen des Kérpers.

Der Tumor exprimiert auf seiner Zelloberflaiche PD-L1, das 1) durch reverse Signale die Apoptose der Tumorzelle selbst
hemmt. 2) Durch die Interaktion mit dem PD-1-Rezeptor und 4) dem CD80-Rezeptor zytotoxischer CD8 T-Zellen induziert
PD-L1 bei diesen die Apoptose. 3) Regulatorische T-Zellen entwickeln durch PD-L1-Stimulation entweder gesteigerte Tole-
ranz gegeniliber den Tumorzellen oder aber erhéhte Funktion. Die genaue Auswirkung ist hier noch nicht vollstandig ge-

klart. Aus [58].

Beim Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-Bereichs ist PD-L1 haufig exprimiert, die Litera-
tur gibt dabei einen Wert von 46-100 % PD-L1-positiven Fallen an [58]. Die genaue Auswir-
kung auf die Prognose ist dabei beim OSCC aktuell nicht ausreichend geklart [58, 60] und
zum Teil kontrovers [61, 62] Allerdings berichtet die Literatur von einer schlechteren
Prognose bei erhohter PD-L1-Expression bei anderen Tumoren wie dem malignen Melanom,

Ovarial-, Lungen-, Nasopharyngeal- oder Nierenzellkarzinom [59].

1.3.3 Wnt-Signalling

Das Wnt-Signalsystem ist einer der wenigen bedeutenden Mechanismen, die an der Kontrol-
le der Embryonalentwicklung beteiligt sind. Dabei spielt es eine wichtige Rolle bei der Regu-
lation von Wachstumsprozessen wie Proliferation, Uberleben einzelner Zellen und Differen-
zierung, auch im adulten Gewebe. Es handelt sich hierbei um ein evolutionar hochkonser-
viertes System, das in dieser Form bei vielen Spezies anzutreffen ist. Aufgrund seiner Schlis-

selfunktionen ist dieser Signalweg streng reguliert, ein Entgleisen der Kontrolle ist bei ver-
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schiedenen Krebsformen zu beobachten. Wenn beispielsweise ein aktivierendes Signalmole-
kil mutiert und in Folge starker exprimiert wird, wirkt dieses nun als Onkogen; ein inhibitori-
sches Element, das durch eine Mutation seine Funktion verliert, bedeutet den Verlust eines
Tumorsuppressors [63]. Bei den lber 19 Wnt-Proteinen, die gewebespezifisch sezerniert
werden, handelt es sich um cysteinreiche Molekiile [64].

Das Wnt-System kann in zwei intrazellulare Signalmechanismen unterteilt werden: die kano-
nische B-Catenin-abhangige und die nicht-kanonische [B-Catenin-unabhangige Signaltrans-
duktion. Beiden geht eine Stimulation von Rezeptoren auf der Zelloberflache durch Wnt-Li-
ganden voran.

Der unstimulierte Grundzustand beim kanonischen Wnt-Signalweg bewirkt einen
proteasomalen Abbau von B-Catenin. Dieses wird in Abwesenheit eines Wnt-Liganden durch
den Destruktionskomplex, der sich aus Axin, APC, den Kinasen GSK-3 und der Casein Kinase
la (CK1la) zusammensetzt, zur Degradation markiert, indem B-Catenin durch GSK-3p phos-
phoryliert wird. B-TrCP?%° ubiquitinyliert das P-B-Catenin, das anschlieRend im Proteasom
prozessiert wird. Im Zellkern unterdriickt wahrenddessen ein Proteinkomplex die Expression
von Zielgenen des Wnt-Systems [65].

Eine Aktivierung dieses Signalwegs erfolgt durch Interaktion von Wnt auf der Zelloberflache
zum einen mit einem Vertreter der Familie der Frizzled-Rezeptoren, der durch sieben Trans-
membrandomanen gekennzeichnet ist. Zum anderen erfolgt eine Interaktion mit zwei Mit-
gliedern der Lipoprotein-Receptor related Protein-Familiy, LRP5 oder LRP6 [64]. Auch Ligan-
den aus der Familie der R-Spondine kénnen den Wnt-Signalweg durch Stimulation von Zell-
rezeptoren aktivieren [66]. In Folge wird der LRP-Rezeptor durch die Kinasen GSK-3p und
CKla phosphoryliert, wodurch Dishevelled-Proteine (Dvl) an die Innenseite der Plasmamem-
bran rekrutiert werden, die dort polymerisieren und dadurch aktiviert werden. Nun kénnen
die Dvl-Proteine den Destruktionskomplex inaktivieren, sodass mangels Abbaus eine An-
sammlung von B-Catenin erfolgt. Dieses nimmt einen Einfluss auf viele zelluldre Prozesse,
indem es nach zytoplasmatischer Anreicherung in den Zellkern Ubertritt, wo es einen Pro-
teinkomplex bildet, der den Komplex verdrangt, der zuvor die Expression von Zielgenen des
Wnt-Signalweges unterdriickte. Die komplette Signalkaskade von der Stimulation bis hin zum
Effekt im Zellkern wird durch viele, inzwischen immer genauer bekannte und erfasste modu-
lierende Proteine beeinflusst [65]. Grafisch ist der kanonische Signalweg in Abbildung 4 dar-

gestellt.
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Bei der nicht-kanonischen Signalkaskade werden nach Stimulation durch Wnt-Liganden kei-
ne B-Catenin-abhangigen Reaktionen ausgeldst, sondern andere Systeme. Von diesen sind
PCP- und Ca?*-abhingige Signalwege am besten erforscht. Uber diese kénnen Effekte auf das
Zytoskelett und auch die Transkription ausgetibt werden.

Es zeigt sich ein Zusammenhang zwischen einer starkeren Aktivitat des Wnt-Signalsystems
und der beglinstigten Entstehung [63—65] bzw. einem intensiveren Fortschreiten der Krebs-

erkrankung, haufig auch in Form von Metastasierung [65].
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Abbildung 4: Ubersicht iiber die kanonische Signalkaskade beim Wnt-Signalweg.

Links sind die zelluldren Vorgange ohne vorhandene Wnt-Stimulation bei inaktivem Signalweg dargestellt. Zu beachten ist
der Destruktionskomplex, der fiir die Degradation des B-Catenins im Proteasom verantwortlich ist. Im Kern sorgt ein Pro-
teinkomplex fir eine Unterdriickung der Transkription von Zielgenen des Wnt-Signalwegs.

Rechts ist ersichtlich, wie sich B-Catenin im Zytoplasma ansammelt, nachdem dessen GSK-3B- und CK1a-abhdngige Phos-
phorylierung gehemmt worden ist. Es erfolgt eine erhohte Expression der Wnt-Zielgene durch die Bildung eines Protein-
komplexes mit B-Catenin im Zellkern.

Es ist auch gezeigt, dass weitere Komponenten an mehreren Stellen modulierend in die Signaltransduktion eingreifen. Aus

[65].

Obwohl die Beteiligung des Wnt-Signalwegs bei einigen Krebserkrankungen, wie dem Kolo-
rektalkarzinom, gut erforscht ist, ist der Einfluss auf das OSCC noch nicht vollstandig geklart.
Dennoch kann in vielen Fallen eine erhéhte intrazelluldre B-Catenin-Ansammlung detektiert
werden, die mit einer geringeren APC-Expression in Verbindung steht. Diese Beobachtung

steht in Einklang mit der Vermutung, dass die erh6hte B-Catenin-Aktivitat beim OSCC nicht
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im Zusammenhang mit einer Mutation des hierfir codierenden Gens steht [67], sondern mit
einer fehlerhaften Funktion des Destruktionskomplexes [64]. Auch epigenetische Einfllsse
konnen sich auf die Komponenten des Signalsystems auswirken, beispielsweise eine Hyper-
methylierung von APC-exprimierenden Genen [30]. Starkere Aktivitat des Wnt-Signalsystems
beim OSCC wird mit vermehrter Invasion und Migration in vitro [68] und einer schlechteren
Prognose fir den Patienten assoziiert [69, 70].

Bei HPV-positiven OSCC-Fallen scheinen die Onkoproteine E6/E7 mit dem Wnt-Signalweg in-
teragieren zu konnen und zu einer hoheren intrazelluldren B-Catenin-Konzentration zu fih-

ren, indem sie dessen Prozessierung direkt beeinflussen [64, 71].

1.3.3.1 B3-Catenin und P-B-Catenin

B-Catenin ist wie oben beschrieben das entscheidende Signalmolekiil des kanonischen Wnt-
Systems innerhalb der Zelle und des Zellkerns. In seiner nicht phosphorylierten Form bildet
es im Zellkern einen Proteinkomplex, der zur verstarkten Transkription von Wnt-Zielgenen
fahrt.

In phosphorylierter Form, liegt es bei inaktivem Wnt-Signalling vor und wird in Folge ubiqui-
tinyliert und im Proteasom abgebaut. Die Phosphorylierung erfolgt dabei durch den Destruk-

tionskomplex, der mitunter die Kinase GSK-3B enthalt [63].

1.3.3.2 GSK-3pB und P-GSK-38

Die Glykogen Synthase Kinase ist ein zentrales Enzym im menschlichen Organismus. Es ist an
sehr vielen unterschiedlichen zellularen Prozessen beteiligt und es gibt zwei Formen, Typen
o und B. Urspriinglich wurde sie, wie der Name verrat, als Bestandteil des Glykogenstoff-
wechsels identifiziert, doch im Laufe der Zeit zeigte sich eine enorme Vielfalt an Vorgangen,
in die dieses Enzym involviert ist. Uber 40 Proteine, darunter {ber ein Dutzend Transkrip-
tionsfaktoren, werden von der GSK-3 phosphoryliert.

Die Aktivitat dieser Kinase wird durch N-terminale Phosphorylierung gesteuert, die zu einer
Inaktivierung fiihrt. Hierzu sind mehrere Kinasen in der Lage, unter anderem Akt, Protein Ki-

nase A und C (PKA und PKC), je nach Lokalisation innerhalb der Zelle. GSK-3 ist in der Lage,
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Einfluss auf Zellarchitektur, -beweglichkeit und -tGberleben zu nehmen, und trégt auch zu Er-
krankungen wie Alzheimer und Diabetes bei [72].

Die Aktivitat der GSK-3B ist bei vielen Krebserkrankungen abweichend derer gesunder Zellen.
Flr das OSCC ist feststellbar, dass GSK-3B weniger aktiv ist, was Gber multiple Molekiilkaska-
den die Tumorentwicklung zu begiinstigen scheint [73].

Zudem ist GSK-3[3 eine der am Destruktionskomplex des Wnt-Signalsystems beteiligten Kina-
sen [63, 65, 72]. Als solche ist sie fiir die Phosphorylierung von B-Catenin an Thr41, Ser37
und Ser33 und damit dessen Degradation verantwortlich, nachdem dieses durch CKla an
Serd5 phosphoryliert und so fiir GSK-3B prozessierbar geworden ist [72].

Ein im Rahmen des oralen Plattenepithelkarzinoms weiteres wichtiges Substrat von GSK-3,
das aullerhalb des Wnt-Signalsystems anzusiedeln ist, stellt der Transkriptionsfaktor Snail
dar. Auch bei diesem Protein fuhrt, analog zu B-Catenin, eine Phosphorylierung durch die
GSK-3f zur zytoplasmatischen Aggregation und proteasomalen Degradation. Snail spielt eine
wichtige Rolle bei der Regulation der Expression von E-Cadherin und tragt so bei Fehlregula-
tion auch zur epithelial-mesenchymalen Transition (EMT) bei, einem wichtigen Schritt bei
der Tumorprogression [74]. Eine fehlende Phosphorylierung durch GSK-3B hat zur Folge,
dass Snail in den Zellkern transloziert wird, wo es die Expression von Zielgenen, wie E-Cad-
herin, unterdriickt. Dabei wurde festgestellt, dass P-Cadherin beim OSCC einen epithelialen
Phanotyp induziert, indem es die durch GSK-3B vermittelte Phosphorylierung von Snail un-
terstiitzt [56]. Weiterhin ist GSK-3B auch in den PIP3-Kinase-Signalweg zur Vermittlung von

Signalen involviert [74].

1.3.4 Matrixmetalloproteinasen

1.3.4.1 Aufbau und Funktion

Beim Menschen sind 23 verschiedene Mitglieder der Familie der Matrixmetalloproteinasen
(MMPs) bekannt. Es handelt sich dabei um zinkabhangige Peptid- und Proteinhydrolasen
[75]. Die Gruppe dieser Enzyme weist ein breites Spektrum von Substraten auf, von Kompo-
nenten der extrazellularen Matrix bis hin zu Zellrezeptoren und freien Proteinen wie Wachs-
tumsfaktoren oder Zytokine; MMPs sind an einer Vielzahl von Entwicklungs- und Krankheits-

prozessen im Korper beteiligt. Dazu zdahlen das Wachstum und Remodeling von Gewebe,
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Angiogenese, Zellmigration, Entziindung und Wundheilung oder auch die Beteiligung an ver-
schiedenen Erkrankungen, Krebs und Metastasierung [76]. Weitere Aufgabe ist die (In)akti-
vierung anderer Enzyme und Proteine durch limitierte Proteolyse oder Abspaltung mem-
branstandiger Formen von Molekiilen zur Freisetzung in den Kreislauf [75].

Zu den Substraten der MMPs zahlen neben Komponenten der extrazellularen Matrix unter
anderem andere (Pro)proteasen, Proteaseinhibitoren, Hormone, Wachstumsfaktoren und
Zytokine und deren Rezeptoren [75].

Die MMP-Expression wird reguliert durch Hormone, Wachstumsfaktoren, Zytokine, Zell-Zell-
und Zell-Matrix-Interaktionen [75, 76]. Die Sekretion erfolgt dabei zumeist als Zymogen, das
einer Aktivierung bedarf.

MMPs mit Furin-Spaltmotiv kdnnen im Golgi-Apparat prozessiert werden und kdénnen in
ihrer aktiven Form sezerniert werden. Manche pro-MMPs kénnen zudem durch andere Ma-
trixmetalloproteinasen aktiviert werden [76]. Eine Inhibition aktivierter MMPs erfolgt unter
anderem durch Gewebeinhibitoren fiir Metalloproteinasen (tissue inhibitors of metallo-
proteinases, TIMPs), von denen vier verschiedene Typen bekannt sind. Durch ihre Funktion
bei der Inaktivierung von MMPs kénnen die TIMPs ebenfalls wichtige zelluldre Prozesse wie
Proliferation, Angiogenese und Apoptose beeinflussen [75, 76].

Im Allgemeinen sind MMPs hinsichtlich ihrer Struktur aus fiinf Proteindomanen aufgebaut.
Vom N- zum C-terminalen Ende enthalten die meisten MMPs ein Signalpeptid zur Sekretion,
ein Propeptid, eine katalytische Domane mit aktivem Zentrum, eine Scharnierregion und
eine hamopexinahnliche Domane. Das Zink-lon, das im katalytischen Abschnitt enthalten ist,
ist wichtig fur die proteolytische Funktion der MMPs. In Abbildung 5 ist der schematische

Aufbau der MMPs mit den Besonderheiten einzelner Typen dargestellt.
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Abbildung 5: Schematischer Aufbau der MIMPs.

Die Abbildung zeigt den schematischen Aufbau der MMPs, die im Allgemeinen aus fiinf Proteindoméanen bestehen. Man-

che MMPs weichen dabei vom Standard ab, um ihrer spezifischen Funktion gerecht zu werden. Aus [76].

Die Familie der MMPs wird in verschiedene Untergruppen abhangig von ihrer molekularen

Struktur und Substratspezifitdt unterteilt. Dabei werden die sechs Gruppen der Kollagena-

sen, Gelatinasen, Stromelysine, Matrilysine, Membran-Typ MMPs und sonstiger MMPs

unterschieden. Einzelne Mitglieder einer Gruppe sind zudem in der Lage, zusatzliche zu den

jeweils fiir die Gruppe spezifischen gemeinsamen Substraten zu prozessieren. Eine Ubersicht

Uber die Einteilung in die sechs Gruppen mit ihren Mitgliedern, deren Substrate und struktu-

relle Besonderheiten abweichend vom geschilderten Grundaufbau bietet Tabelle 1.

Gruppe Zugehorige Gemeinsame Substrate Strukturelle Besonderheiten
MMPs

Kollagenasen 1, 8, 13 Kollagen Typ I, Il und Il ---

Gelatinasen 2,9 Gelatine (denaturiertes Zusatzliche Fibronektin-Domane
Kollagen) innerhalb der katalytischen Doma-

ne

Stromelysine 3,10 Sehr breites Spektrum, ---
u.a. Casein, Gelatine

Matrilysine 7,26 Kollagen IV Keine Scharnierregion und hamo-

Zusatzlich MMP-spezifisch  pexindhnliche Region

weitere Substrate
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Membran- 14, 15,16, pro-MMP-2 (auler MMP- MMP-14, -15, -16, -24: Transmem-

Typ MMPs 17,24,25 17), MMP-spezifisch wei-  branenzyme;

(MT-MMPs) tere Substrate MMP-17, -25: Glykosylphospha-
tidylinositol-verankerte Proteasen;

Furin-Spaltmotivam Sequenzende

Sonstige 11, 12,19, Variabel, MMP-spezifisch  verschiedene
MMPs 20, 21, 22,

23A, 23B,

28

Tabelle 1: Gruppierung der MMPs mit Eigenschaften. Nach [76].

1.3.4.2 MMPs in Tumoren

MMPs bedirfen der genauen zeitlichen und raumlichen Kontrolle. Unkontrolliert konnen sie
Gewebe zerstoren und so unter anderem zur Krebsentstehung beitragen [75].

Die Proteolyseenzyme dieser Familie sind bei nahezu allen Krebserkrankungen des Men-
schen in erhdhter Konzentration nachweisbar. Dabei kdnnen sie das Tumormikromilieu be-
einflussen, indem sie von benachbarten gesunden oder krebsassoziierten Fibroblasten und
nicht-fibroblastischen Krebszellen sezerniert werden [77]. Dabei steht die erhéhte MMP-Ex-
pression in Verbindung mit verstarkter Angiogenese, der Zunahme von Tumorwachstum und
Metastasierung [77, 78]. Auch bei der Tumorinvasion sollen MMPs, allen voran MMP-2
und -9, beteiligt sein [79].

Auch Funktionen der MMPs unabhangig von der Proteolysetatigkeit konnen eine Rolle bei
Krebserkrankungen spielen, da manche MMPs mit Komponenten des Immunsystems inter-
agieren und so zum Fortschreiten der Krankheit und Metastasierung beitragen kénnen. Wei-
terhin kdnnen MMPs als Mediatoren zur Differenzierung und Morphologie von Zellen zusatz-
lich, unabhéangig von ihrer katalytischen Aktivitat, bei einer Krebserkrankung mitwirken [80].
Beim OSCC hat eine erhohte Expression bestimmter MMPs, vor allem -2 und -9, eine Verbin-
dung zu erhohter Wahrscheinlichkeit der Metastasierung und schlechterer Prognose [81,
82]. Ebenso sind MMP-1, MT-1 MMP und TIMP-1 in erhéhten Konzentrationen beim Platten-

epithelkarzinom feststellbar [83].
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1.4 Das adrenerge System bei Krebserkrankungen

Es gibt neun verschiedene Adrenozeptoren im menschlichen Organismus, die durch Norad-
renalin und Adrenalin stimuliert werden kénnen. Diese werden in eine Gruppe von a- und B-
Rezeptoren mit Subtypen eingeteilt mit den Vertretern der ai1a-, a1g-, Q1p-, A2a-, A2s- Und Olac-
Rezeptoren bzw. der Bi-, B2- und Bs-Rezeptoren [84]. Dabei handelt es sich um G-Protein-ge-
koppelte Rezeptoren. Uber diese kénnen intrazellulire Signalkaskaden in die Wege geleitet
werden [85].

Das adrenerge Signalsystem ist fiir die Antwort auf vom Sympathikus induzierte Stresssitua-
tionen zustandig. Dabei wird als Neurotransmitter sympathischer Fasern das Katecholamin
Noradrenalin freigesetzt. AuBerdem kann Uber den Adrenalin- und Noradrenalinspiegel im
Blut systemisch eine sympathische Reaktion ausgelost werden.

ai-Adrenozeptoren sind im Koérper weit verbreitet und nach ihrer Stimulation hauptsachlich
fir die Kontraktion glatter Muskulatur zustandig [86]. Rezeptoren der a,-Gruppe lbertragen
ihre Signale nach Stimulation intrazelluldar im Gegensatz zu B-adrenergen Rezeptoren Uber
inhibitorische G-Proteine und folgender negativer cAMP-Modulation. Unter anderem vermit-
telt diese Rezeptorgruppe ebenfalls die Kontraktion glatter Muskelzellen [87].

Sobald B-adrenerge-Rezeptoren stimuliert werden, wird G-Protein-vermittelt cAMP syntheti-
siert. Unter anderem wird dadurch die Protein Kinase A (PKA) aktiviert, die eine Vielzahl zel-
luldrer Prozesse beeinflussen kann, die sich vom einfachen Zellmetabolismus und -wachstum
Uber komplexe Vorgange wie Zelldifferenzierung und -morphologie bis hin zur Gentranskrip-
tion erstrecken. Auch tGber MAPK-Signalwege konnen Effekte des cAMP-Anstiegs vermittelt
werden. [88, 89].

Die Literatur berichtet zum einen von steigenden Inzidenzzahlen von Krebserkrankungen in
Relation zu Stress, zum anderen von einer Assoziation von einer Medikation mit B-Blockern
mit einer weniger starken Progression eines Tumors [88, 89]. Dabei werden multiple zellula-
re Vorgange durch B-adrenerge Stimulation in Tumorzellen beeinflusst, darunter auch ver-
starkte Invasion im Zusammenhang mit Matrixmetalloproteinasen [88, 90].

Auch beim OSCC wird der B-adrenerge-Rezeptor exprimiert und kann so die Erkrankung und

die Prognose fiir den Patienten beeinflussen [91-94].
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1.4.1 Adrenerge Agonisten

Zur Stimulation adrenerger Rezeptoren kdnnen Agonisten verwendet werden, die spezifisch
an a- oder B-Adrenozeptoren binden. Hierfir soll ein genaueres Augenmerk auf die beiden

Substanzen Brimonidin und Formoterol gelegt werden.

1.4.1.1 Brimonidin

Brimonidin, auch UK14,304 bzw. 5-Brom-N-(4,5-dihydro-1H-imidazol-2-yl)chinoxalin-6-amin,
ist ein selektiver az-Agonist [95]. Die Strukturformel des Molekiils ist in Abbildung 6 darge-
stellt. Es handelt sich dabei um ein Imidazolderivat, das sich durch einen Chinoxalinring von
Clondin und Apraclonidin unterscheidet, zwei weiteren a-adrenergen Agonisten, jedoch mit
geringerer selektiver Affinitdt zum az-Adrenozeptor [96]. Brimonidin wird klinisch als Medi-
kament zur Behandlung des erhéhten Augeninnendrucks und topisch als Gel bei Rosazea

angewandt [96, 97].

Br

ZT

Abbildung 6: Strukturformel von Brimonidin [95].

1.4.1.2 Formoterol

Als selektiver B2-adrenerger Agonist mit der Summenformel Ci9H24N204 eignet sich Formote-
rol [98]. Klinisch wird es eingesetzt bei Asthma und COPD, um eine Bronchodilatation zu er-
zielen [99, 100]. Eine Strukturformel ist in Abbildung 7 gezeigt. Aus dieser sind zwei Chirali-
tatszentren ersichtlich, es existieren also vier Stereoisomere, von denen Arformoterol das

am starksten wirksame Isomer darstellt [98].
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Abbildung 7: Strukturformel von Formoterol [98].

1.5 Zielsetzung der vorgelegten Arbeit

Im Rahmen dieser zahnmedizinischen Doktorarbeit soll untersucht werden, ob die induzierte
Expression von P-Cadherin in Kopf-Hals-Tumorzellen eine Auswirkung auf die adrenerge Sti-
mulationsfahigkeit dieser Zellen hat. Als Readout sollen funktionelle Eigenschaften wie vas-
kulogene Mimikry, Migration, Proliferation und Invasion dienen. Weiterhin soll analysiert
werden, ob sich die Aktivitat bzw. Expression tumorassoziierter Proteine wie GSK-3j3, B-Cate-
nin und PD-L1 in Kopf-Hals-Tumorzellen mit induzierter P-Cadherin Expression im Vergleich
mit nicht-induzierten Leervektorkontrollen nach adrenerger Stimulation unterscheidet.

Als Modell wurden im Labor bereits etablierte Kopf-Hals-Tumorzellklone verwendet. Diese
Zellen wurden stabil mit der kodierenden Sequenz von P-Cadherin transfiziert und zeigen un-
terschiedliche basale Expressionslevel. Sie werden als K2, K3, K4, K6 und K10 bezeichnet. Als
Kontrollzellen wurden Tumorzellen verwendet, die mit Leervektor transfiziert wurden. Sie

werden im Folgenden als Mockkontrollen bezeichnet.
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2 Material

2.1 Zellen

Fir die Herstellung der Zellklone K2, K3, K4, K6 und K10 diente urspriinglich die Kopf-Hals-
Tumorzelllinie (HNSCC-Zelllinie) PCl 52. Diese Zelllinie exprimiert im natlrlichen Zustand
keine klassischen Adhdsionsmolekiile wie N-Cadherin, E-Cadherin oder P-Cadherin. Die Zel-
len wurden im Pittsburgh Cancer Institute, Pennsylvania, USA aus oralen Plattenepithelkarzi-
nomen isoliert. Die aryepiglottische Falte stellte den Primarherd der verwendeten Zellen dar,
die nach TNM-Klassifikation dem Stadium pT2NOMO zugeordnet wurden. Das Karzinom wies
dabei einen maRigen Differenzierungsgrad (G2) auf.

Die fur die Arbeit gestellten Zellen wurden mit dem Vektor pcDNA3.1D/ -TOPO, der die stabi-
le Expression von P-Cadherin bewirkt, transfiziert. Um auszuschlieen, dass die alleinige
Transfektion mit einem Vektor bestimmte Ergebnisse zu verantworten hat, wurden zur Kon-
trolle Zellen der Linie PCI 52 mit einem Leervektor versetzt, der keine P-Cadherin-Expression
zur Folge hat. Fiir Versuche wurden dabei stets vier Klone der P-Cadherin exprimierenden
Zellen, tPCI52 Klon 2, Klon 3, Klon 4 und Klon 6 (K2, K3, K4 bzw. K6), verwendet, die begriff-
lich der Ubersichtlichkeit halber in den folgenden Abschnitten auch kurz als ,Klone” bezeich-
net werden. Zudem wurden die beiden Zellklone Mock 1 und Mock 5 (M1 bzw. M5) der nicht
P-Cadherin exprimierenden Zellen als Leervektorkontrollen unabhangig kultiviert und einge-
setzt. Diese werden in den weiteren Textpassagen auch mit dem Begriff ,,Mocks” versehen,
um so eine liberschaubare Gruppierung aus P-Cadherin exprimierenden , Klonen“ den nicht

exprimierenden ,,Mocks” gegeniberstellen zu kénnen.
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2.2 Maedien fiir die Zellkultur

Die Zusammensetzung des fir die Zellkultur verwendeten Mediums ist in Tabelle 2 darge-
stellt. Zur adrenergen Stimulation erfolgte eine Modifikation des Mediums unter Zugabe des

jeweiligen Agonisten wie in Tabelle 3 und Tabelle 4 dargestellt.

0SCC-Medium

DMEM 1,0 g/l Glucose
+ 10 % Gibco Fetal Bovine Serum (FBS)
+ 2 mM L-Glutamin

+ 350 pg/ml Geneticin

Tabelle 2: Medium zur Kultivierung von OSCC-Zelllinien.

0OSCC-Medium mit Agonisten f. a,-

adrenerge Rezeptoren

DMEM 1,0 g/l Glucose

+ 1 % Gibco Fetal Bovine Serum (FBS)
+2 mM L-Glutamin

+ 350 pg/ml Geneticin

+ 10°® M Brimonidintartrat

Tabelle 3: Medium mit a,-adrenergem-Agonisten.

0OSCC-Medium mit Agonisten f. B2-

adrenerge Rezeptoren

DMEM 1,0 g/I Glucose

+ 1 % Gibco Fetal Bovine Serum (FBS)
+2 mM L-Glutamin

+ 350 pg/ml Geneticin

+ 10”7 M Formoterolfumarat Dihydrat

Tabelle 4: Medium mit 8,-adrenergem Agonisten.




2.3 Reagenzien und Losungen

Reagenz bzw. Losung

Material

Hersteller, Ort

40 % Acrylamide/Bis Solution, 29:1
Albumin Standard, c = 2,0 mg/ml
Ammoniumpersulfat

ATX Ponceau S red staining solution
B-Mercaptoethanol

BCA Solution

Brimonidintartrat (UK14,304-18; a>-

adrenerger Agonist)

Bovine Serum Albumin (BSA), Fraction V

Brilliant Blau G 250 (Coomassie)
Bromphenolblau

Calciumchlorid

Casein from bovine milk

Cell Proliferation Reagent WST-1
CuSO04, 4 %

DMEM 1,0 g/l Glucose

Eisessig

Ethanol

Formoterolfumarat Dihydrat (B2-adrenerger

Agonist)

G-418 Solution (potency 892 pg/mg)
Gelatine aus Schweinehaut

Gibco Fetal Bovine Serum (FBS)
Glutaraldehyd, 25 % in H,0

Glycerol 87 %

Glycin

HCI, rauchend (37 %)

H,O DNase und RNasefrei, sterilfiltriert

Isopropanol

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, D
Thermo Scientific, Rockford, IL, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D
Merck Chemicals GmbH, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D

BIOMOL GmbH, Hamburg, D

Carl Roth GmbH & Co.

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D
Merck Chemicals GmbH, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, D
Merck Chemicals GmbH, Darmstadt, D
PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, D

Merck Chemicals GmbH, Darmstadt, D
Merck Chemicals GmbH, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D
Life Technologies GmbH, Darmstadt, D
Merck Chemicals GmbH, Darmstadt, D
AppliChem GmbH, Darmstadt, D

Merck Chemicals GmbH, Darmstadt, D

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D

Merck Chemicals GmbH, Darmstadt, D




Kristallviolett

L-Glutamin 200 mM

Matrigel® Basement Membrane Matrix
Growth Factor Reduced, c(Protein) = 8,8
mg/ml

Methanol

Milchpulver

Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumchlorid (NacCl)

N, N, N, N‘-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

Phosphate buffered saline (PBS)

Precision Plus Dual Color Protein Standards

GroRenmarker

Proteaseinhibitor cOmplete ULTRA Tablets

Mini EASYpack

RIPA Buffer

Roti®-Lumin 1 und 2
Sodiumdodecylsulfat (SDS)

SuperSignal® West Femto Maximum
Sensitivity Substrate
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
Triton X-100

Trypsin-EDTA, 10x

TWEEN® 20

Tabelle 5: Verwendete Reagenzien und Lésungen.

Material

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D

Corning Inc., Corning, USA

VWR International GmbH, Ismaning, D
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D
Merck Chemicals GmbH, Darmstadt, D
VWR International GmbH, Ismaning, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, D

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, D

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D
Thermo Scientific, Rockford, IL, USA

Merck Chemicals GmbH, Darmstadt, D

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D




2.4 Verbrauchsmaterial

Material

Material

Hersteller

BD 10 ml Syringe

Cellstar® Platten, flat bottom, transparent
mit Deckel: 24 Wells, 48 Wells, 96 Wells
Combitips advanced®, 100 ul, 5 ml
Corning™ CentriStar™ Zentrifugenréhrchen
15 ml, 50 ml

Gel-Blotting Papier, 0,34 mm; 580 x 680 mm
Kulturflaschen T25, T75

Microlance 3, 20 G Kantle

Omnifix® 100 Solo 1,0 ml Spritze

Parafilm M

Pipette Tip Eppendorf® Style 10 pl, 100 pl,
1000 pl

PVDF Western Blotting Membrane
Rotilabo®-Spritzenfilter, PVDF, steril
PorengroRe 0,22 um, @ auBen 33 mm
Serologische Pipetten: 2, 5, 10, 25 ml
ThinCert™ 24 Well, 8,0 um Poren,
transluzent

Zahlkammer Cedex Smart Slides 1 x 8 Tests
Zellophan-Folie

Zellschaber

Tabelle 6: Verwendetes Verbrauchsmaterial.

BD Biosciences, Bedford, MA, USA

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, D

Eppendorf AG, Hamburg, D
Corning Inc., Corning, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D
Corning Inc., Corning, USA

BD Biosciences, Bedford, MA, USA

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, D
Bemis Company Inc., Neenah, WI, USA

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, D

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, D

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D

Sarsted AG & Co, Nimbrecht, D

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, D

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, D
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D
Sarstedt AG & Co, Nimbrecht, D




2.5 Gerate

Gerat

Material

Hersteller

Brutschrank HERAcell 240
Elektrophoresekammer und Blotapparatur
Mini-PROTEAN® Tetra System

Eppendorf Research® plus, Einkanalpipette,
variabel 0,5 - 10 pl, 10 — 100 pl, 100 — 1000
ul

Geldokumentationssystem Chemi-Smart
5000

GENios Plattenphotometer

Glasplatten fiir SDS-PAGE Mini-PROTEAN®
Glass plates fiir 1,0 und 1,5 mm-Gele
Invitrogen DryEase® Gel Drying System
Kamera Digital Sight DS-U1

Laborschiittelgerat BlotBoy™
Lichtmikroskop CKX41
Lichtmikroskop Eclipse TE2000-U

Magnetriihrer RCT basic

Mini-PROTEAN® Gel releaser
Mini-PROTEAN® Kamm fiir 10 Taschen, 1,0
und 1,5 mm Gele

Minizentrifuge Sprout™

Molecular Imager® ChemiDoc™ XRS+ with
Image Lab™ Software

Multipette® plus

Netzgerat PowerPac™ Basic

Pipetus®-akku

Thermo Scientific, Rockford, IL, USA
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, D

Eppendorf AG, Hamburg, D

Peqglab Biotechnologie GmbH, Erlangen, D

Tecan Group Ltd., Mannedorf, CH

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, D

Thermo Scientific, Rockford, IL, USA

Nikon Instruments Europe BV, Amsterdam,
NL

Benchmark Scientific Inc., Edison, NJ, USA
Olympus Corporation, Tokyo, JP

Nikon Instruments Europe BV, Amsterdam,
NL

IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, D
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, D

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, D

Heathrow Scientific, Vernon Hills, IL, USA

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, D

Eppendorf AG, Hamburg, D

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, D
Hirschmann Laborgerdate GmbH & CO. KG,
Eberstadt, D




Prazisionswaage Talent TE2101

Sicherheitswerkbank Heraeus® HERAsafe®

Thermomixer Compact

Ultraschall-Stab Bandelin Sonopuls

Vortex Genie2

Wasserbad Typ 1008

Wippschuttler Typ MR-1 Mini Rocker
Zellzahlgerat Cedex XS Analyzer
Zentrifuge 3K-30

Zentrifuge PerfectSpin 24 Plus

Zentrifuge Rotana/P

Tabelle 7: Verwendete Gerdte.

2.6 Puffer und Lésungen

2.6.1 Zellkultur

Komponente

Material

Sartorius AG, Gottingen, D

Kendro Laboratory Products GmbH,
Langenselbold, D

Eppendorf AG, Hamburg, D

BANDELIN electronic GmbH & Co. KG, Berlin,
D

Scientific Industries, New York, NY, USA
Gesellschaft fiir Labortechnik mbH,
Burgwedel, D

BioSan, Riga, LV

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, D
Sigma Laborzentrifugen, Osterode, D
Peqglab Biotechnologie GmbH, Erlangen, D
Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen,
D

Menge

Trypsin-EDTA, 10x
PBS

5 ml

45 ml

Tabelle 8: 1x Trypsin-EDTA, 50 ml.

Komponente

Menge

Brimonidintartrat 103 M

PBS

10 pl
Ad 10 ml

Tabelle 9: Zusammensetzung a-Agonist (UK) — Stocklésung 106 M, 10 ml.
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Komponente Menge
Formoterolfumarat 10 ul
Dihydrat

PBS Ad 10 ml

Tabelle 10: Zusammensetzung 8,-Agonist (FU) — Stocklésung 106 M, 10 ml.

Die Agonisten wurden aliquotiert in der Konzentration von 103 M zur Verfligung gestellt. Zur
Verwendung fir Versuchsansitze wurde eine 10°® M Stocklésung hergestellt. Hierflir wurden
die Agonisten auf Eis unter der Sterilbank aufgetaut und mit PBS auf die gewilinschte Konzen-
tration eingestellt. AnschlieBend wurden die Losungen mit Rotilabo®-Spritzenfiltern (Poren-
groRe 0,22 ul; Karl Roth) sterilfiltriert und bei 4°C aufbewahrt.

Fur die Versuchsansatze wurde in der Regel der az-adrenerge-Agonist (UK) in 10 M und der
B,-adrenerge Agonist (FU) in 10”7 M Konzentration eingesetzt. Hierzu wurde die vorbereitete

10® M Stocklésung des jeweiligen Agonisten mit PBS entsprechend weiter verdinnt.

2.6.2 Western Blot

2.6.2.11Isolierung und Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Komponente Menge
RIPA Buffer 10 ml
Proteaseinhibitor 1 Tablette

cOmplete ULTRA Tablets

Tabelle 11: Zusammensetzung des RIPA-Lysepuffers, 10 ml.

In 10 ml RIPA Buffer wurde eine Tablette cOmplete ULTRA gel6st. Der Lysepuffer wurde ali-

quotiert bei -20°C gelagert.




Material

Komponente Menge
BCA-Solution 50 Teile
CuSO4, 4 % 1 Teil

Tabelle 12: Zusammensetzung des BCA-Reagenz.

Die gebrauchsfertige BCA-L6sung wurde jeweils kurz vor der Verwendung frisch hergestellt.

2.6.2.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Komponente Menge
Tris pH 6,8 300 mM
Glycerol 50 %
SDS 10 %
Bromphenolblau 0,02 %
B-Mercaptoethanol 4%

Tabelle 13: Zusammensetzung des 5x Limmli-Probenpuffers.

Komponente Menge Komponente Menge
H20 1,8 ml H,0 2,9ml
Acrylamid, 40 % 1,25 ml Acrylamid, 40 % 375 ul
10 % SDS 50 ul 10 % SDS 38 ul
1 M Tris pH 8,8 1,9 ml 1 M Tris pH 6,8 450 pl
10 % APS/H,0 25 pl 10 % APS/H,0 25 ul
TEMED 5 ul TEMED 4l
Tabelle 14: Zusammensetzung des 10 % Acrylamid- Tabelle 15: Zusammensetzung des Sammelgels; 1,0 mm
Trenngels; 1,0 mm dick. dick.

Zur Vorbereitung wurden die Glasplatten mit Isopropanol gesdubert und anschlieend in die
GelgielSstation eingespannt. Das Trenngel wurde eingefillt und mit Isopropanol tberschich-
tet. Nach dem Auspolymerisieren wurde das Isopropanol entfernt, das Sammelgel eingegos-
sen und die Kimme hineingesteckt. Fir 1,5 mm dicke Gele wurde mindestens die 1,5-fache
Menge an Trenn- bzw. Sammelgel mit entsprechender Zusammensetzung wie in Tabelle 14

und Tabelle 15 aufgefiihrt hergestellt.




Komponente Menge
Tris pH 8,5 250 mM
Glycin 1,92 M
SDS 1%

Tabelle 16: Zusammensetzung des 10x SDS-PAGE-
Laufpuffers.

Komponente Menge
Tris pH 8,5 250 Mm
Glycin 1,92 M

Tabelle 18: Zusammensetzung des 10x Blotpuffers.

Komponente Menge
Tris base 200 mM
NaCl 1,5M
ddH20 ad. 1L

Tabelle 20: Zusammensetzung des 10x TBS, pH 7,5.

NaCl und Tris wurden in ddH.O gelést und
der pH-Wert von 7,5 wurde mit konzentrier-

ter HCl eingestellt.

Material

Komponente Menge
10x SDS-PAGE-Laufpuffer 100 ml
ddH,0 ad. 1L

Tabelle 17: Zusammensetzung des 1x SDS-PAGE-
Laufpuffers, 1 L.

Komponente Menge
10x Blotpuffer 100 ml
Methanol 100 ml
ddH,0 ad. 1L

Tabelle 19: Zusammensetzung des 1x Blotpuffers, 1 L.

Komponente Menge
10x TBS 100 ml
TWEEN® 20 1 ml

ddH20 ad. 1L

Tabelle 21: Zusammensetzung des 1x TBST, 1 L.
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2.6.2.3 Primérantikorper

1. Antikorper Hersteller/Ort ¢ (Stock) Host Art des Antikorpers
azg-adrenerge alomone labs, 0,8 mg/ml  Rabbit polyklonal
Rezeptoren Jerusalem, Israel

(extrazellular)

Bo-adrenerge Abcam, Cambridge, UK 1 mg/ml Rabbit polyklonal
Rezeptoren

B-Aktin Abcam, Cambridge, UK 0,1 mg/ml  Rabbit polyklonal
B-Catenin BD Biosciences, 0,25 mg/ml  Mouse monoklonal

Bedford, MA, USA

GSK-3B Cell Signaling, Danvers, 13 pg/ml Rabbit monoklonal
MA, USA

P-Cadherin (N- BD Biosciences, 0,25 mg/ml  Mouse monoklonal

terminal) Bedford, MA, USA

PD-L1 Cell Signaling, Danvers, 875 pug/ml  Rabbit monoklonal
MA, USA

P-GSK-3p3 Cell Signaling, Danvers, 61 pg/ml Rabbit monoklonal
MA, USA

Tabelle 22: Verwendete Primdrantikérper zum Nachweis von 8-Aktin, azg-/82-adrenergen Rezeptoren, 8-Catenin, GSK-386,
PD-L1, P-Cadherin (N-terminal) und P-GSK-38. ¢ = Konzentration.

2.6.2.4 Sekundarantikérper

2. Antikoérper Hersteller/Ort c (Stock) Host  Reaktiv gegen
Goat anti-mouse Thermo Scientific, 0,01 mg/ml Goat  Mouse

IgG (H+L), HRP Rockford, IL, USA

konjugiert

Goat anti-rabbit Thermo Scientific, 0,01 mg/ml Goat  Rabbit

IgG (H+L), HRP Rockford, IL, USA

konjugiert

Tabelle 23: Verwendete Sekunddrantikérper (HRP-konjugiert). ¢ = Konzentration.
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2.6.3 Zymogramm

Komponente Menge Konzen- Komponente Menge Konzen-
tration tration
ddH;0 1,72 ml ddH,0 1,72 ml
Acrylamid, 40 % 1,125ml 10% Acrylamid, 40 % 1,125ml 10%
10 % SDS 45 pl 0,1% 10 % SDS 45 pl 0,1%
1 M Tris pH 8,8 1,125 ml 250 mM 1 M Tris pH 6,8 1,125 ml 250 mM
10 % APS/H,0 30 pl 0,07 % 10 % APS/H,0 30 pl 0,07 %
1 % Gelatine/H,0 450 pl 0,1% Casein (c=20 mg/ml) 450 pl 2 mg/ml
TEMED 4,5 pl 0,1% TEMED 4,5 ul 0,1%
24,5ml 24,5ml
Tabelle 24: Zusammensetzung des Zymogramm-Trenngels  Tabelle 25: Zusammensetzung des Zymogramm-Trenngels
mit Gelatine; 1 mm dick mit Casein; 1 mm dick
Komponente Menge Konzen-
tration
ddH>0 2,8ml
Acrylamid, 40 % 506 ul 4,5 %
10 % SDS 45 pl 0,1%
1 M Tris pH 8,8 1,125ml 250 mM
10 % APS/H,0 22,5 ul 0,05 %
TEMED 15 pl 0,33%
24,5ml

Tabelle 26: Zusammensetzung des Zymogramm-Sammelgels; 1 mm dick. Verwendet fiir Casein- und Gelatine-Zymographie.

Komponente Menge
Tris-HCI, pH 8 20 mM
EDTA 2 mM
Glycerol 20 %
SDS 2%
Bromphenolblau 0,02 %
ddH.0 ad.

Tabelle 27: Zusammensetzung des 2x Proben-Ladepuffers fiir Zymogramme.
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Komponente Menge Komponente Menge
Triton X-100 2,5% Tris-HCI, pH 8,5 50 mM
ddH20 ad. CaClz 5mM
ddH20 ad.
Tabelle 28: Zusammensetzung des Renaturierungspuffers.  Tabelle 29: Zusammensetzung des Zymogramm-
Verdaupuffers (500 ml).
Komponente Menge
Brilliant Blau G 250 0,25 %
(w/v)

Eisessig 10 %

Isopropanol 25 %

ddH,0 ad.

Tabelle 30: Zusammensetzung der Coomassie-Férbelésung.

Komponente Menge Komponente Menge
Methanol 50 % Methanol 5%
Eisessig 10 % Eisessig 7,5 %
ddH.0 ad. ddH,0 ad.
Tabelle 31: Zusammensetzung der Entférbelésung . Tabelle 32: Zusammensetzung der Entférbelésung II.
Komponente Menge
Ethanol 25%
Glycerol 5%
ddH20 ad.

Tabelle 33: Zusammensetzung der Entwdsserungslésung.

Zur Herstellung von 2,5 ml der Casein-Losung mit der Konzentration von 20 mg/ml wurden
0,05 g Casein (Sigma-Aldrich) in 1 ml ddH>0 und 500 pl 1 M NaOH gel6st und anschlieBend

auf ein Volumen von 2,5 ml eingestellt.
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Das GieBen der Zymogramm-Gele erfolgte wie in Punkt 2.6.2.2 beschrieben aus Trenn- und

Sammelgel. Es wurden ausschlie8lich 1,0 mm dicke Gele verwendet.

Um die Coomassie-Farbel6sung herzustellen, wurde der Farbstoff Brilliant Blau G 250, der

zum Anfarben von Proteinen auf Polyacrylamidgelen verwendet wird, zuerst in Isopropanol

geldst und anschliefend wurden Eisessig und Wasser hinzugefiigt.

2.7 Software

Programm

Unternehmen/Ort

Verwendung

Cedex XS Software Version
1.0.4

Chemi-Capt 5000 Version
12.8

GraphPad Prism 6

ImagelJ 1.50i

Image Lab™ 6.0

Magellan6

NIS-Elements AR 3.2

Photoshop CS4 extended
Version 11.0.2

Tabelle 34: Verwendete Software.

Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, D

VILBER LOURMAT Deutsch-
land GmbH, Eberhardzell, D

GraphPad Software Inc., La
Jolla, CA, USA

Wayne Rasband, National
Institutes of Health, USA

Bio-Rad Laboratories, GmbH,
Miinchen, D

Tecan Group Ltd.,
Mannedorf, CH

Nikon Instruments Europe

BV, Amsterdam, NL

Adobe Systems Inc, San Jose,

CA, USA

Bestimmung der Zellzahl

Dokumentation der
Chemilumineszenz (Western
Blot)

Darstellung von Graphen,
statistische Auswertung
Analyse beim Assay zur
Untersuchung vaskulogener
Mimikry

Dokumentation von
Zymogramm-Gelen
Photometrische Messungen
(BCA Protein-Assay,
Kristallviolett-Assay, WST-
Proliferations-Assay)
Kamerasteuerung fiir Nikon
Digital Sight DS-U1
(Lichtmikroskop)
Bildbearbeitung und

Flachenvermessung
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3 Methoden

3.1 Zellkultur

3.1.1 2D-Zellkultur

Die P-Cadherin exprimierenden OSCC-Zellen (,,Klone”) und die das Oberflachenprotein nicht
exprimierenden Leervektorkontrollen (,,Mocks“) der Zelllinie PCI 52 wurden zumeist in T75-
und, seltener fir kleinere Zellmengen, auch in T25-Kulturflaschen kultiviert. Hierfiir wurden
die Zellen im Brutschrank HERAcell 240 (Thermo Scientific) bei 37°C und 5 % CO; aufbe-
wahrt. Bei einer Konfluenz von etwa 70-80 % wurden die Zellen passagiert.

Zu diesem Zweck wurde zuerst das alte Medium abgesaugt und die Zellen anschlieend mit
PBS gewaschen (10 ml fir T75-, 5 ml far T25-Kulturflaschen). Nun wurden die OSCC-Zellen
mit 1 x Trypsin-EDTA (Tabelle 5) Giberschichtet und kurz bei 37°C und 5 % CO; inkubiert, bis
alle Zellen die Adhdsion zum Flaschenboden aufgaben. Dies wurde mechanisch durch seit-
liches Klopfen auf die Kulturflaschen unterstiitzt und das Ablésen wurde optisch im Licht-
mikroskop (Olympus) kontrolliert. AnschlieRend wurden die Zellen im serumhaltigen Kultur-
medium (Tabelle 2) resuspendiert und in gewilinschter Konzentration in neue Zellkultur-

flaschen ausgesat.

3.1.2 Ermittlung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl der 2D-kultivierten OSCC-Zellen wurden diese nach dem Abl6-
sen mit 1x Trypsin-EDTA in serumhaltigem Medium oder PBS resuspendiert. Von dieser Sus-
pension wurde ein Volumen von etwa 20 pl in eine Kammer einer Cedex Smart Slide Zahl-
kammer (Roche Diagnostics) pipettiert. Alsdann erfolgte die Analyse im Zellzidhlgerat Cedex
XS Analyzer (Roche Diagnostics) und die Bestimmung der Zellzahl mithilfe der Software Ce-

dex XS (Roche Diagnostics) in der Einheit Zellen/ml.
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3.2 Proteinbiochemie

3.2.1 Proteinisolation aus den 2D-Zellkulturen

Zur Isolation der Zellproteine wurden die OSCC-Zellen bis zu einer Konfluenz von 60 — 70 %
bzw. 90 — 100 % im jeweiligen Medium kultiviert. Das Medium wurde abgesaugt und die Zel-
len mit PBS gewaschen, um einer Verunreinigung der Probe durch Serumproteine des Kultur-
mediums vorzubeugen. Nun wurde erneut PBS (10 ml fiir T75- bzw. 3-5 ml flir T25-Flaschen)
in die Kulturflasche pipettiert, um die Zellen dann mithilfe eines Zellschabers (Sarstedt) vom
Flaschenboden abzuldsen. Die so entstandene Zellsuspension wurde nun in auf Eis bereitste-
hende Zentrifugenréhrchen (Corning Inc.) tGberfiihrt und 5 min bei 1200 rpm zentrifugiert
(Zentrifuge Rotana/P; Andreas Hettich GmbH). Der Uberstand wurde verworfen und das so
gewonnene Zellpellet in 100 bis 200 ul RIPA-Lysepuffer (Tabelle 11) resuspendiert. Die Zellen
wurden nun fir etwa 30 min auf Eis inkubiert und unter zeitweiliger Zuhilfenahme des Vor-
tex Genie2 (Scientific Industries) lysiert.

Im nachsten Schritt wurden die Proben zusatzlich mittels des Ultraschallstabes Bandelin
Sonopuls (BANDELIN electronic; Einstellung: 20 s, 2 Zyklen, 50 %) homogenisiert und weitere
Zeit auf Eis inkubiert. Zur Befreiung von Zellfragmenten erfolgte die Zentrifugation (Zentrifu-
ge 3K-30; Sigma Laborzentrifugen) bei 4°C und 13.000 rpm fiir 10 min. Der so gewonnene
Uberstand wurde nun in ein neues ReaktionsgefaR tberfiihrt und bis zu seiner Verwendung

bei -20°C aufbewahrt.

3.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration wurde mit Hilfe des BCA-Assays bestimmt. Dieser beruht, wie in
Abbildung 8 dargestellt, auf einer zweistufigen Reaktion, durch die ein violetter Kupferkom-
plex entsteht, der photometrisch quantifiziert werden kann: Unter alkalischen Bedingungen
werden im ersten Schritt Cu?*-lonen in einer Biuret-Reaktion zu Cu*-lonen reduziert, die an-
schlieend mit zwei Molekilen Bicinchioninsdure einen Farbkomplex, der ein Absorptions-
maximum bei 562 nm aufweist, bilden [101]. Zur Durchflihrung wurde mit Probentriplets

gearbeitet, um anschlieBend einen Mittelwert bilden zu kdnnen.
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Auf eine Cellstar® 96 Well Platte (flat bottom, Greiner Bio-One) wurden zur Erstellung einer
Standardkurve zuerst jeweils 10 ul eines Protein-Standards in einer aufsteigenden bekann-
ten Konzentration aufgetragen. Der Standard wurde zuvor durch Verdiinnung mit RIPA-Lyse-
puffer (Sigma Aldrich) aus Aloumin Standard (c=2,0 mg/ml, Thermo Scientific) in den Konzen-
trationen 25, 50, 125, 250, 500, 750, 1000 und 1500 pg/ml hergestellt und bei -20°C aufbe-
wahrt. Flir den Nullwert wurde reiner RIPA-Lysepuffer ohne Albumin-Zusatz verwendet.

Von den Proben wurde immer ein Volumen von 2 pl (entspricht einer Verdiinnung von 1:5
im Vergleich zu den 10 pl eingesetztem Volumen des Protein-Standards) aufgetragen, um
Absorptionswerte auRerhalb des Messbereiches zu vermeiden. AnschlieRend erfolgte die Zu-
gabe von 200 ul BCA-Reagenz (Tabelle 12) in jedes Well und eine Inkubation der Platte fur
30 min bei 37 °C. Nun wurde die Platte kurz auf 4°C abgekiihlt, um die Farbreaktion zu stop-
pen und die Absorption wurde bei 595 nm im GENios Plattenphotometer (Tecan Group) ge-
messen. Mithilfe der Software Magellan6 (Tecan Group) konnte so aus den ermittelten Wer-
ten eine Standardkurve erstellt werden und anhand dieser die Konzentration der Proben
unter Berlcksichtigung der vorherigen 1:5 Probenverdinnung beim Auftragen berechnet
werden. Die Angabe der Proteinkonzentration erfolgte dabei in ug/ml.

Protein + Cu'2 — %=, cu"

ON 'NO coo™

1

/
“00C ON NO 00~

Cu'' + BCA

O

BCA — Cu"! complex

Abbildung 8: Stufen der Nachweisreaktion im BCA-Assay.
Im ersten Schritt reagieren Cu2*-lonen in basischem Milieu in einer Biuretreaktion in Abhédngigkeit von der Proteinkonzen-
tration zu Cu*-lonen. Diese bilden in einem zweiten Schritt mit je 2 BCA-Molekiilen einen violetten Komplex mit Absorp-

tionsmaximum bei 562 nm. Aus: [101].
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3.2.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Auftrennung von Proteinen in Proben nach ihrer Molekilgrofle wurde die Sodium
Dodecyl Sulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) durchgefiihrt. Hierfiir werden
die Proteinmolekile in Anwesenheit von B-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich) unter reduzie-
renden Bedingungen mit SDS-Molekiilen versetzt. Mit Hilfe der negativen Ladung von SDS
wird die urspriingliche Ladung der Proteine maskiert. Die so gewonnene Negativladung steht
nun im Verhaltnis zur jeweiligen Proteingrofe: je kleiner das Molekiil, desto schneller laufen
die Proteine unter Anlegen einer elektrischen Spannung durch das Polyacrylamid-Gel zur

Anode [102].

3.2.3.1 Vorbereitung der Proben

Die gefrorenen zu analysierenden Proben wurden auf Eis aufgetaut und mit Wasser und 5x
Lammli-Probenpuffer (Tabelle 13) vermischt, um ein einheitliches Volumen (20-35 ul) mit
gleicher Proteinmenge zu erzielen. Nach griindlichem Durchmischen mit dem Vortex Genie2
(Scientific Industries) wurden die Proben fir 10 min bei 70 °C im Thermomixer Compact

(Eppendorf) denaturiert.

Komponente Menge

Probe 20 — 30 pg Protein
5x Lammli-Probenpuffer (Tabelle 13) 20 %

ddH,0 ad. jew. Volumen

Tabelle 35: Vorbereitung der Proben fiir SDS-PAGE.

3.2.3.2 Gelelektrophorese

Zur Auftrennung der Proben wurde ein 10 % Acrylamid-Trenngel und Sammelgel verwendet,
bestehend aus polymerisierter 40 % Acrylamide/Bis Solution, 29:1 (Bio-Rad Laboratories) mit
N, N, N, N‘-Tetramethylethylendiamin (TEMED, Sigma-Aldrich). Gestartet wurde die Polyme-
risation mit Ammoniumpersulfat (Sigma-Aldrich). Die Zusammensetzung und Herstellung des

Gels ist unter Punkt 2.6.2.2 beschrieben.
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Fiir die Elektrophorese wurden die Gele in die Halterungen gespannt und die Kammer mit 1x
SDS-PAGE-Laufpuffer (Tabelle 17) befillt. Es wurden die Kimme herausgezogen und die ein-
zelnen Taschen mit Hilfe einer Spritze gespllt. Die erste Tasche eines jeden Gels wurde im-
mer mit 10 pl Precision Plus Dual Color Protein Standard (Bio-Rad Laboratories) beladen und
die Ubrigen Taschen mit den vorbereiteten Proben beflillt.

AnschlieBend wurden die Gele in die Elektrophoresekammer gestellt, die ebenfalls mit 1x
SDS-PAGE-Laufpuffer (Tabelle 17) befillt wurde. Es wurde eine Spannung von 70 V angelegt,
die auf 90 V erhoht wurde, sobald die Lauffront vom Sammel- in das Trenngel (ibergegangen

war. Der Lauf wurde gestoppt, sobald die Proben den unteren Rand des Gels erreichten.

3.2.4 Western Blot

Zur gezielten Detektion mittels spezifischer Antikorper mussten die Proteine vom Acrylamid-
Gel auf eine PVDF Western Blotting Membrane (Roche Diagnostics) Uberfiihrt werden, nach-
dem sie durch SDS-PAGE ihrer GroRe nach aufgetrennt worden waren. Hierzu wurde das
Tank-Blot-Verfahren angewandt.

Pro Gel wurden hierfiir zwei Schwamme, vier Blotting-Papiere (Carl Roth) und eine PVDF
Membran (Roche Diagnostics) bendtigt. Diese Materialien wurden in 1x Blotpuffer (Tabelle
19) eingeweicht. Die hydrophobe PVDF-Membran wurde zuvor {iber 5 min in Methanol akti-
viert. Die Reihenfolge in der Blottingkassette stellt sich wie folgt dar: Schwamm — 2 Blotting-
Papiere — Gel — PVDF-Membran — 2 Blotting-Papiere — Schwamm.

Nach der Elektrophorese wurde das Acrylamid-Gel unter Zuhilfenahme eines Plastikspatels
(Mini-PROTEAN® Gel releaser; Bio-Rad Laboratories) aus den Glasplatten entnommen und
nach Entfernung des Sammelgels auf die erste Schicht Blotting-Papier in die Transferkassette
eingebracht. Die weiteren Schichten (PVDF-Membran, 2 Blotting-Papiere und Schwamm)
wurden hinzugefiigt und durch vorsichtiges Uberrollen mit einem Corning™ CentriStar™ Zen-
trifugenréhrchen (Corning Inc.) wurde unerwinschten Blasen zwischen Gel und Membran
vorgebeugt. Die nun beladene Transferkassette wurde nun in der Blottingkammer positio-
niert und ein gefrorener Kiihlakku wurde hinzugefiigt. Die Transferkammer wurde anschlie-
Rend mit 1x Blottingpuffer aufgefiillt, um die Proteine schlieRlich bei konstanter Stromstarke

von 140 mA 1 h lang vom Trenngel auf die PVDF-Membran zu liberflihren.
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Sobald die Ubertragung auf die Membran abgeschlossen war, wurde diese, je nach Anforde-
rungen laut Datasheet fir den jeweiligen Primarantikorper, mit Milchpulver/TBST
(Milchpulver; Carl Roth) bzw. BSA/TBST (Bovine Serum Albumine, Fraction V; BIOMOL) 1 h
lang inkubiert, um restliche freie Bindungsstellen an der Membran zu blockieren.

AnschlieBend wurde der Primarantikorper, ebenfalls wie im jeweils zugehorigen Datasheet
gefordert, mit Milchpulver/TBST bzw. BSA/TBST 1:1.000 verdiinnt (siehe Tabelle 36). Diese
Antikorperlésung wurde auf die Membran gegeben, die dann unter Schiitteln (Wippschiittler

Typ MR-1 Mini Rocker; BioSan) im Kiihlschrank bei 4°C Giber Nacht inkubiert wurde.

1. Antikorper Verdiinnung Entspricht c (AK) GroBe des Proteins

apg-adrenerge Rezeptoren 1:1.000 0,8 pug/ml 72 kDa

(extrazelluléar)

B.-adrenerge Rezeptoren 1:1.000 1 mg/ml 46 kDa
B-Aktin 1:10.000 0,01 pg/ml 42 kDa
B-Catenin 1:1.000 0,25 pg/ml 92 kDa
GSK-3 1:1.000 0,013 pg/ml 46 kDa
P-Cadherin (N-terminal) 1:500 0,5 pg/ml 120 kDa
PD-L1 1:1.000 0,874 pg/ml 40-50 kDa
P-GSK-3pB 1:1.000 0,061 pg/ml 46 kDa

Tabelle 36: Verwendete Primdrantikérper.

Am nachsten Tag wurde die Membran dreimal fir je 5 min mit TBST (Tabelle 21) gewaschen
und anschlieBend mit dem entsprechenden HRP-konjungierten Sekundarantikorper (siehe
Tabelle 37) unter Schitteln fir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nun wurde erneut fir

dreimal je 5 min mit TBST gewaschen, um liberschiissigen Sekundarantikérper zu entfernen.

2. Antikérper Verdiinnung Entspricht c (AK)

Goat anti-mouse IgG  1:1.000 0,01 pg/mi
(H+L), HRP konjugiert
Goat anti-rabbit IgG 1:1.000 0,01 pg/ml
(H+L), HRP konjugiert

Tabelle 37: Verwendete Sekunddrantikérper.
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Um nun die gesuchten Proteine mit Chemilumineszenz darstellen zu kénnen, wurde Roti®-
Lumin 1 und Roti®-Lumin 2 (beides Carl Roth) im Dunkeln auf Raumtemperatur erwdarmt und
anschliefend je 500 pl Lumin 1 und 2 miteinander vermengt. Die gewaschene auf Parafilm M
(Bemis) bereitgelegte Membran wurde nun mit der Entwicklersubstanz benetzt und unter
Schwenken fiir 5 min inkubiert. Die Membran wurde dann nach Abtropfen des lberschis-
sigen Lumins zwischen zwei Klarsichtfolien positioniert und im Geldokumentationssystem
Chemi-Smart 5000 (Peglab Biotechnologie) nach 1, 5, 10, 15, 20 bzw. 30 min Belichtungszeit
fotografiert.

Bei schwacher Chemilumineszenz wurde das Entwicklerreagenz SuperSignal® West Femto
Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Scientific) verwendet. Wie bei Roti®-Lumin wurden
hierfiir auch jeweils 500 pl von Komponente 1 und 2 vermischt und auf die Membran gege-
ben. Die Belichtungszeit im Geldokumentationssystem wurde allerdings auf 5, 10, 30, 60

bzw. 300 s verringert.

3.2.5 Zymographie

Mit Hilfe der Zymographie lassen sich Matrixmetalloproteinasen (MMPs) nachweisen. Hierzu
wird ein Acrylamid-Gel mit Gelatine (Tabelle 24) bzw. Casein (Tabelle 25) als Substrat fir je-
weils nachzuweisende MMPs hergestellt. Dabei kann die Gelatinaseaktivitat von MMP-2
und -9 und in hohen Konzentrationen auch von MMP-1, -8 und -13 detektiert werden. Mit
Casein kann die Anwesenheit von MMP-1, -3, -7, -10, -11 (nicht jedoch der nativen Form von
MMP-11), -12 und -13 untersucht werden. In hohen Konzentrationen kann hier zusatzlich
MMP-9 nachgewiesen werden [103]. Um Uberschiissiges freies Casein aus den Gelen zu ent-
fernen, wurden Casein-Gele erst nach 1 h Puffervorlauf bei 20 mA/Gel verwendet. Freies
Casein wiirde ansonsten bei der Auftrennung der Proben im elektrischen Feld mitlaufen und
so entstiinde ein unerwiinschter Casein-Gradient im Gel.

Die Detektion und Identifikation von MMPs erfolgte anhand ihres Molekulargewichtes und
der Nachweisbarkeit im jeweiligen Substrat. Hierflir wurden die Proben elektrophoretisch
aufgetrennt.

Als Proben wurden Uberstande der Zellkultur verwendet, wobei mit serumfreiem Medium
gearbeitet wurde, um Verunreinigungen zu vermeiden. Nachdem die Zellen 24 h mit dem

Medium ohne Zusatz bzw. unter Anwesenheit von a- oder B;-adrenergem Agonisten kulti-
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viert worden waren, wurde der Uberstand abgenommen, Zellfragmente durch 5-miniitige
Zentrifugation bei 1.200 rpm entfernt und die Proteinkonzentration nach dem BCA-Verfah-
ren ermittelt (siehe Punkt 3.2.2).

Gelatinegele wurden mit einer Gesamtproteinmenge von je 3 ug pro Tasche beladen. Hierfur
wurden zur Vorbereitung entsprechende Mengen der Proben auf Eis mit ddH;O auf ein
Volumen von 10 pl gebracht und im Verhaltnis 1:1 mit 2x Zymogramm-Ladepuffer (Tabelle
27) gemischt. Das Gesamtvolumen bei Gelatine-Zymogrammen betrug somit 20 pl.

Bei der Casein-Zymographie mussten hohere Proteinkonzentrationen eingesetzt werden, da
diese weniger sensitiv ist als Gelatine-Zymographie. Es wurde also mit einer Gesamtprotein-
menge von 10 anstatt 3 ug gearbeitet, die auf ein Volumen von 15 pl eingestellt wurde. Auch
hier wurde der 2x Zymogramme-Ladepuffer (Tabelle 27) im Verhaltnis 1:1 zugegeben, sodass
das Volumen pro Probe 30 ul betrug.

Die Auftrennung erfolgte in Anwesenheit von SDS, im Unterschied zur Elektrophorese beim
Western Blot allerdings unter nicht-reduzierenden Bedingungen. Analog zur SDS-PAGE wur-
den die Halterungen mit den Gelen mit 1x SDS-PAGE-Laufpuffer (Tabelle 17) gefullt, die Kdm-
me aus dem Gel gezogen und die Taschen gespllt. Bei Casein-Gelen wurde wie erwahnt ein
Vorlauf durchgefiihrt. Anschlielend wurden die Gele mit den Proben beladen und in die
Elektrophoresekammer gestellt, die ebenfalls mit Laufpuffer gefiillt wurde. Die erste Tasche
pro Gel wurde immer mit 10 pl GréBRenmarker Precision Plus Protein Dual Color Standard
(Bio-Rad Laboratories) beschickt. Die gesamte Kammer wurde fir den Vorgang der Auftren-
nung in eine Box mit Eis gestellt und es wurde eine Stromstarke von 20 mA pro Gel angelegt,
bis die 25 kDa Bande des Markers aus dem Gel hinausgelaufen war.

Bei Raumtemperatur wurden anschliefend die Gele nach Entnahme aus den Glasplatten
zweimal 30 min in Renaturierungspuffer (Tabelle 28) gewaschen, damit durch Triton X-100
(Sigma-Aldrich) das SDS aus dem Gel entzogen wurde. Danach wurden die Gele viermal
5 min lang mit ddH,O gewaschen, um den Uberschissigen Renaturierungspuffer zu entfer-
nen und schlieBlich bei 37°C mit Verdaupuffer (Tabelle 29) inkubiert. Gelatine-Gele wurden
drei, Casein-Gele vier Tage lang verdaut. Um der Verdunstung des Verdaupuffers im
Brutschrank vorzubeugen, wurde die Box mit dem Gel zur Abdichtung mit Parafilm M
(Bemis) umwickelt.

SchlielRlich wurde das Gel tiber 2 h hinweg unter Schiitteln bei Raumtemperatur mit Coomas-

sie Blue (Tabelle 30) angefarbt und Uberschiissige Farbeldosung 30 min mit Entfarbelosung |
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(Tabelle 31) und Gber Nacht mit Entfarbelosung Il (Tabelle 32) entfernt. Zur Entfernung des
Wassers wurde das Gel nun zweimal 30 min in Entwasserungslésung (Tabelle 33) gewaschen
und anschlieRend im Dokumentationssystem Molecular Imager® ChemiDoc™ XRS+ with
Image Lab™ Software (Bio-Rad Laboratories) fotografiert. AbschlieRend wurde das Gel ein
bis zwei Tage lang mithilfe des Invitrogen DryEase® Gel Drying Systems (Thermo Scientific)
zwischen zwei in Entwasserungslosung getrankten Zellophanfolien (Carl Roth) aufgespannt,

um es zu trocknen.

3.3 Funktionelle Versuchsmodelle

Zur Untersuchung des biologischen Verhaltens der Zellen wurden verschiedene funktionelle
Assays durchgefihrt. Hierfiir wurde in verschiedenen Modellen das Verhalten der Zellen hin-
sichtlich der Invasion, Migration, Proliferation und der Fahigkeit zur Ausbildung vaskulogener

Mimikry analysiert.

3.3.1 Invasionsassay

Um Zellen hinsichtlich ihrer Invasionsfahigkeit zu untersuchen, wurde in vitro ein Invasions-

assay nach dem Prinzip der Boydenkammer durchgefiihrt [104].

3.3.1.1 Prinzip des Invasionsassays

Der Versuch findet, wie in Abbildung 9 dargestellt, in einem System bestehend aus zwei
Kompartimenten statt. Die Trennung der beiden Kammern erfolgt durch eine Membran, die
fir die Zellen durch Poren mit einem Durchmesser von 8 um durchdringbar ist. Auf der
Membran ist eine Schicht Matrigel® zur Simulation der Basalmembran aufgebracht, sodass
diese von Zellen invadiert werden muss, um von einem Kompartiment in das andere zu ge-
langen. Nach einer festgelegten Inkubationszeit werden die Zellen, die auf die Unterseite der
Membran gelangen konnten, fixiert und angefarbt. AnschlieBend kann photometrisch ver-

messen werden, wie hoch die Fahigkeit der Zellen zur Invasion ist.
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Das verwendete wachstumsfaktorreduzierte Matrigel® Basement Membran Matrix-Gel
(c = 8,8 mg/ml; Corning) besteht zu ca. 60 % aus Laminin, 30 % Kollagen Typ IV und 8 % Nido-
gen. Es wird aus dem Engelbreth-Holm-Swarm (EHS)-Maussarkom isoliert und geliert bei
Temperaturen Gber 10°C. Es ist hinsichtlich seiner Zusammensetzung ahnlich der humanen

Basalmembran in vivo [105].
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Abbildung 9: Schematische Darstellung des Invasionsassays.

Zellen werden im oberen Kompartiment in OSCC Medium (Tabelle 2) mit 1 % FBS auf Matrigel® ausgesat. Das untere Kom-
partiment enthdlt OSCC Medium mit 10 % FBS, sodass invasive Zellen wahrend der Kultur Gber 24 h entlang eines chemo-
taktischen Gradienten durch das Matrigel® und die Membranporen wandern und sich anschlieBend auf der Unterseite der

Membran festsetzen kdnnen.

Das untere Kompartiment wurde durch die Wells einer Cellstar® Platte (flat bottom, transpa-
rent, 24 Wells; Greiner Bio-One) gebildet. Um einen chemotaktischen Gradienten zwischen
den beiden Kammern aufzubauen, wurden in die einzelnen Wells auf der Platte je 600 ul des
OSCC Mediums mit 10 % FBS (Tabelle 2) pipettiert, ehe ThinCerts™ (Greiner Bio-One), in
denen OSCC Medium mit lediglich 1 % FBS eingesetzt wird, auf die Wells verteilt wurden.

Die ThinCerts™ mit 8,0 um groBen Poren am Boden bildeten im Versuchsansatz das obere
Kompartiment der Boydenkammer. Zuvor wurden diese mit 30 pl Matrigel® beschichtet, das
Uber Nacht bei 4°C auf Eis im Kihlschrank aufgetaut und mit serumfreiem kalten DMEM

1,0 g/1 Glucose (PAN-Biotech) auf eine Konzentration von 1 mg/ml eingestellt worden war.
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Zum Gelieren des Matrigels® wurden die derart vorbereiteten 24 Well Platten fiir 30 min im
Brutschrank bei 37°C inkubiert.

Pro Bedingung wurden Triplikate von je 100 pl der vorbereiteten Zellsuspension (siehe un-
ten) in die ThinCerts™ ausgesat, sodass sich pro Well jeweils 200.000 Zellen im oberen Kom-
partiment befanden. AnschlieRend wurden die Zellen 24 h bei 37°C und 5% CO; im Brut-

schrank inkubiert.

3.3.1.2 Auswirkung der Agonisten auf die Invasion

Zur Untersuchung einer etwaigen Auswirkung des ay- bzw. Bz-adrenergen Agonisten auf die
Invasionsfahigkeit der OSCC-Zellen wurden diese vor der Aussaat in verschiedenen Medien
resuspendiert.

Die Zellen, die in T75-Kulturflaschen herangezogen worden waren, wurden mit Trypsin abge-
|6st und durch 5-minitiges Zentrifugieren bei 1.200 rpm (Zentrifuge Rotana/P; Andreas
Hettich) und Resuspendieren in PBS gewaschen und dann erneut zentrifugiert. AnschlieBend
wurde pro Zellklon je eine Suspension in agonistenfreiem OSCC Medium mit 1 % FBS (Zusam-
mensetzung wie in Tabelle 2, nur entsprechend angepasste FBS-Konzentration), Medium mit
oz-adrenergem Agonisten (Tabelle 3) und Medium mit B,-adrenergem Agonisten (Tabelle 4)
hergestellt. Die Zellkonzentration wurde immer auf 2 Mio. Zellen pro ml eingestellt.

Es konnten also die Bedingungen Zellen + nur Medium, Zellen + a;-Agonist und Zellen + -
Agonist fiir den Versuch eingesetzt werden. Der az-adrenerge Agonist wurde urspringlich in
10® M und der B,-adrenerge Agonist in 107 M Konzentration verwendet. Es erfolgte zusatz-
lich ein abschlieRender Versuchsansatz, in dem die beiden Agonisten in jeweils 10-facher
Konzentration (10”7 M fiir den az-adrenergen bzw. 10® M fiir B,-adrenergen Agonisten) ein-
gesetzt wurden. Die Agonisten befanden sich ab dem Zeitpunkt der jeweiligen Aussaat im
Medium der entsprechenden Zellen und es erfolgte eine Inkubation tGber 24 h bei 37°C und
5 % CO2 im Brutschrank. In dieser Zeit sollten die Zellen wie im Vorversuch festgestellt aus-
reichend invadieren, um etwaige Unterschiede zwischen den Zellen oder aufgrund adrener-

ger Stimulation detektieren zu kénnen.
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3.3.1.3 Auswertung per Kristallviolett-Assay

Um die Zahl der invadierten Zellen quantifizieren zu kénnen, wurden diese mit Kristallviolett
angefarbt, Gberschissiges Kristallviolett abgespilt und somit lediglich die in den Zellen ge-
bundene Farbe in Ethanol geldst. Die nun photometrisch messbare Farbintensitat ist abhan-
gig von der Anzahl der Zellen, die zur Unterseite der Membran vordringen konnten.

Zur Durchfuhrung des Assays, der schematisch in Abbildung 10 dargestellt ist, wurden die
ThinCerts™ nach dem Invasionsassay in eine 24 Well Platte mit je 250 ul PBS umgesetzt und
unter Schiitteln fir 5 min gewaschen. AnschlieBend wurden die ThinCerts™ fiir 30 min in je
250 ul 1 % Glutaraldehyd/H,0 unter Schwenken fixiert, erneut zweimal fiir 5 min in je 250 pl
PBS gewaschen und schittelnd 15 min lang in je 250 pl 0,02 % Kristallviolett/H,O gefarbt.
Nun wurden die Platten mit den ThinCerts™ unter flieBendem Leitungswasser gewaschen,
um ungebundenes Kristallviolett zu entfernen und unter Zuhilfenahme von feuchten Watte-
stabchen wurden Reste des Matrigels® und die Zellen auf der Membranoberseite, d.h. nicht
invadierte Zellen, entfernt.

SchlieBlich wurde das von den Zellen der Membranunterseite aufgenommene Kristallviolett
unter einstindigem Schitteln in je 150 pl 70 % Ethanol/H20 pro Well geldst. Zur photometri-
schen Messung wurden je 100 ul der Losung auf eine 96 Well Platte pipettiert und 100 pl des
70 % Ethanol/H,0 als Blank eingesetzt. Die Messung der Absorption erfolgte im GENios Plat-

tenphotometer (Tecan Group) bei einer Wellenlange von 595 nm.

? Sg 0 gt b
LE I B F T ) .
| farbung 4 | Fthanol ¢
a) Fixieren der Zellen (1 % Glutaraldehyd) Messung der Absorption
b) Farben (0,02 % Kristallviolett) bei 595 nm

c) Entfernen von Matrigel und Zellen aus oberer Kammer

Abbildung 10: Schematische Darstellung des Kristallviolett-Assays.
Nach Beendigung des Invasionsassays erfolgt die Fixierung und Farbung der Zellen und anschlieBend die Entfernung des
Matrigels® aus dem oberen Kompartiment. Der von den Zellen aufgenommene Farbstoff wird in Ethanol gel6st und es wird

die Absorption der Losung bei 595 nm gemessen.
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3.3.2 Migrationsassay

Die Fahigkeit der Zellen zur Migration wurde in einem funktionellen Assay dhnlich des Inva-
sionsversuchs analysiert. Auch dieser Versuch ist aus einem System mit zwei Kompartimen-
ten, die durch eine porése Membran getrennt sind, aufgebaut. Hier wird allerdings im Ge-
gensatz zu den Bedingungen im Invasionsassay auf eine Beschichtung der Membran mit
Matrigel® verzichtet, da das alleinige Migrationsverhalten durch die Poren untersucht wer-
den soll.

Im vorliegenden Versuch wurde die untere Kammer, gebildet durch eine Cellstar® Platte (flat
bottom, transparent, 24 Wells; Greiner Bio-One), mit 600 ul des OSCC Mediums mit 10 %
FBS (Tabelle 2) befiillt. Die Abtrennung zwischen den beiden Kompartimenten erfolgte mit
ThinCerts™ (Greiner Bio-One), deren Boden aus Membranen mit Poren von 8,0 um Durch-
messer besteht.

Die obere Kammer wurde durch die ThinCerts™ gebildet, in die jeweils 100 pul Zellsuspension
der jeweiligen Bedingung als Triplikate ausgesat wurden. Die Zellen wurden in OSCC Medium
mit 1 % FBS suspendiert, sodass zwischen den beiden Kompartimenten im Versuch ein che-
motaktischer Gradient bestand. Pro Well befanden sich je 100.000 Zellen im oberen Kompar-
timent und es erfolgte eine Inkubation tiber 16 h bei 37 °C und 5 % CO; im Brutschrank.

Die eingesetzte Zellsuspension der Bedingungen Zellen + nur Medium, Zellen + ay-Agonist
und Zellen + B2-Agonist wurden analog zum Invasionsassay wie in Punkt 3.3.1.2 beschrieben
hergestellt. Abweichend wurde allerdings eine Zellkonzentration von 1 Mio. Zellen pro ml
eingestellt.

AnschlieBend erfolgte die Auswertung mithilfe des Kristallviolett-Assays. Die Vorgehenswei-

se hierbei ist unter Punkt 3.3.1.3 dargestellt.

3.3.3 Vaskulogene Mimikry auf Matrigel®

Im durchgefiihrten Versuch wurde dazu eine Cellstar® 96 Well Platte (flat bottom, transpa-
rent; Greiner Bio-One) mit wachstumsfaktorreduzierter Matrigel® Basement Membran Ma-
trix (c = 8,8 mg/ml; Corning) beschichtet, nachdem diese lber die Nacht zuvor auf Eis im
Kihlschrank bei 4°C aufgetaut worden war. In jedes Well wurden hierbei 35 pl unverdiinnter
Matrix pipettiert und die Platte anschlieRend 30 min in den Brutschrank gestellt, damit das

Matrigel® geliert.
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Pro Well wurden 20.000 Zellen im jeweiligen Medium mit einer FBS-Konzentration von 1 %
ausgesat. Insgesamt wurde pro Zellklon und Bedingung mit je 5 Wells zur Wiederholung ge-
arbeitet. Um die gewiinschte Zellzahl pro Well einsetzen zu kénnen, wurden Zellsuspensio-
nen ohne Agonist und mit a,- bzw. B2-adrenergem Agonisten mit einem Anteil von 200.000
Zellen pro ml hergestellt, wovon 100 ul pro Well eingesetzt wurden.

Nach der Aussaat wurde die Platte 16 h bei 37°C und 5 % CO; im Brutschrank inkubiert, um
am folgenden Tag die einzelnen Wells unter dem Lichtmikroskop Eclipse TE2000-U (Nikon
Instruments Europe BV) zu fotografieren. Nach insgesamt 48 h Inkubation wurden die Zellen
erneut fotografiert. Die Bilder wurden anschlieRend mithilfe der Software Imagel ausge-

wertet.

3.3.4 Proliferationsassay

Zur Untersuchung der Auswirkung von adrenergen Agonisten auf die Proliferation von OSCC-
Zellen wurde ein WST-Proliferationsassay durchgefiihrt. Dabei handelt es sich um ein Experi-
ment, durch das metabolisch aktive, also vor allem proliferierende, Zellen nachgewiesen
werden konnen. Hier macht man sich die Tatsache zunutze, dass das wasserlosliche leicht
rotliche Tetrazoliumsalz (water soluble tetrazolium = WST) WST-1 von Zellen mit aktiver At-
mungskette NAD(P)H-abhangig wie in Abbildung 11 gezeigt zu einem dunkelroten Formazan-
komplex reduziert wird. Dieser Farbumschlag kann photometrisch detektiert werden und es
konnen Riickschllisse auf das Vorhandensein proliferierender Zellen gemacht werden, da die
Intensitat der Rotfarbung in direktem Zusammenhang mit der Anzahl metabolisch aktiver

Zellen steht [106].
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Abbildung 11:Reaktion des leicht rétlichen WST-1 zum dunkelroten Formazan.
In viablen Zellen mit intakter Atmungskette wird das leicht rotliche WST-1 zum dunkelroten Formazan reduziert. Dieser

Farbumschlag kann photometrisch detektiert werden und korreliert mit der Zahl proliferierender Zellen. Bildquelle: [107].
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Im Versuchsansatz wurde fir jeden Messtag eine Cellstar® 96 Well Platte (flat bottom, trans-
parent; Greiner Bio-One) verwendet. In diese wurden Zellen unter den folgenden drei Bedin-
gungen ausgesat: Kulturmedium ohne Agonisten, Medium mit ay- bzw. B;-adrenergen Ago-
nisten. Dazu wurden analog zum Vorgehen beim Invasionstest (siehe Punkt 3.3.1.2) Zellsus-
pensionen der Zellklone in den entsprechenden Medien angefertigt. Fiir den Proliferations-
assay wurde allerdings FBS in 10-%iger Konzentration eingesetzt. Die Zellkonzentration be-
trug dabei 10.000 Zellen pro ml.

Pro Well wurden anschlieend 100 ul, also 1.000 Zellen, ausgesat. Pro Bedingung und Zell-
klon wurden acht Wells angesetzt. Fiir die Blank-Werte wurden Quadrupel von OSCC Me-
dium mit 10 % FBS (Tabelle 2) ohne Zellen eingesetzt. Die entsprechend bestiickten Platten
wurden nun in den Brutschrank zur Inkubation bei 37°C und 5 % CO, gegeben.

An jedem Messtag wurde morgens um 8 Uhr der fiir den jeweiligen Tag vorgesehene Ansatz
aus dem Brutschrank genommen und pro Well mit jeweils 10 ul Cell Proliferation Reagent
WST-1 (Roche Diagnostic) versehen, das lichtgeschiitzt auf Eis aufgetaut wurde, nachdem es
aliquotiert bei -20°C gelagert worden war. Im Anschluss wurden die Platten sofort bei
450 nm photometrisch (GENios Plattenphotometer; Tecan) vermessen, um einem Null-Stun-
den-Wert zu erhalten. Danach wurde der jeweilige Ansatz zuriick in den Brutschrank gestellt,
um nach 1 h, 2h und 4 h erneut im Plattenphotometer bei zuvor benannter Wellenlange
vermessen zu werden.

Es erfolgte fiir die gesamte Dauer des jeweiligen Proliferationsversuchs kein Medienwechsel.
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4 Ergebnisse

4.1 Charakterisierung der verwendeten Zellen

4.1.1 Morphologische Charakteristika

Die einzelnen Klone der verwendeten HNSCC-Zelllinie PCI52 unterscheiden sich optisch in ih-
rem Wachstumsmuster, sobald sie hoher konfluent werden. Es werden die Zellklone K2, K3,
K4 und K6 mit induzierter P-Cadherin Expression (im Nachfolgenden ,Klone“ genannt) mit
den Leervektorkontrollen M1 und M5 (im Nachfolgenden ,Mocks”“ genannt) verglichen. Die
Zellen wurden bei etwa 90 % Konfluenz unter dem Lichtmikroskop unter 10-facher Ver-
groRerung fotografiert. Dabei zeigt sich, dass K2 und K6 (Abbildung 12A und D) morpholo-
gisch den Mock-Zellen, also den Leervektorkontrollen, von M1 und M5 (Abbildung 13A und
B) dhneln und ihre spindelféormige Morphologie an mesenchymale Zellen erinnert.

K3 und K4 zeigen dagegen ein mosaikahnliches Erscheinungsbild (Abbildung 12B und C), das

morphologisch eher mit einem epithelialen Wachstumsmuster assoziiert werden kann.
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Abbildung 12: Lichtmikroskopische Aufnahmen von K2, K3, K4 und K6 bei hoher Konfluenz.

Zellen wurden in der Kulturflasche bei etwa 90 % Konfluenz unter dem Lichtmikroskop fotografiert. Dabei zeigen sich die
Zellen der OSCC-Zelllinie PCI52 morphologisch unterschiedlich. K2 und K6 (A und D) dhneln morphologisch den Mocks, die
in Abbildung 13 gezeigt sind. K3 und K4 (B und C) zeigen ein Wachstum, das an ein epitheliales Mosaik erinnert. A: K2. B: K3.
C: K4. D: K6. VergroRerung: 10x, Messbalken 100 pum.

Abbildung 13: Lichtmikroskopische Aufnahmen von M1 und M5 bei hoher Konfluenz.
Zellen wurden in der Kulturflasche bei etwa 90 % Konfluenz unter dem Lichtmikroskop fotografiert. Die Mocks wachsen
durcheinander und haben spindelférmiges Aussehen. Diese Feststellung der spindelférmigen Morphologie lasst Assoziatio-

nen zu mesenchymalen Zellen zu. A: M1. B: M5. VergroRerung: 10x, Messbalken 100 um.
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4.1.2 P-Cadherin-Expression

Die Expression des Oberflachenproteins P-Cadherin wurde mittels Western Blot auf Protein-
ebene untersucht. Dabei ldsst sich feststellen, dass die Klone K2, K3, K4 und K6 auf unter-
schiedlichem Niveau glykosyliertes, nicht glykosyliertes und trunkiertes P-Cadherin exprimie-
ren, wohingegen bei den beiden Mocks M1 und M5 keine Expression dieses Oberflachenpro-
teins nachweisbar ist. Glykosylierte Banden sind bei 120 kDa zu finden, nicht glykosylierte
bei etwa 100 kDa [55]. Trunkierungen zeigen sich unterhalb von 100 kDa als schwacheres
Chemilumineszenzsignal.

Im vorliegenden Western Blot (siehe Abbildung 14) sind die Zellen in absteigender Reihenfol-
ge hinsichtlich ihres P-Cadherin-Gehalts sortiert. Klon 4 und 3 zeigen ein dhnliches Expres-
sionsniveau von glykosyliertem P-Cadherin, doch Klon 3 enthalt schon deutlich mehr nicht
glykosylierte und trunkierte Banden als Klon 4. Bei Klon 2 ist eine insgesamt schwachere Far-
bung erkennbar und Klon 6 exprimiert nur sehr wenig P-Cadherin. Die Mocks 1 und 5 zeigen
keine Expression des Proteins.

Die einzelnen Klone und Mocks lassen sich also hinsichtlich ihrer sinkenden P-Cadherin-Ex-
pression wie in Abbildung 14 sortieren, was sich mit einer steigenden Tendenz zu aggressive-

rem biologischen Verhalten assoziieren lasst.
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Abbildung 14: Expression von P-Cadherin im Western Blot.

Die Zellen wurden nach 2D-Kultur geerntet, Protein isoliert und dieses durch SDS-PAGE nach dem Molekulargewicht aufge-
trennt. Nach Ubertragen auf eine PVDF-Membran erfolgte der Nachweis von P-Cadherin mit spezifischen Antikérpern, die
N-terminal an das gesuchte Protein binden. So kdnnen auch N-terminale trunkierte Proteinfragmente nachgewiesen wer-
den. Es erfolgte eine Ponceau-Farbung zur Darstellung der gleichmaRigen Proteinauftragung.

Auftrag von jeweils 30 pg Protein.



Ergebnisse

4.1.3 Expression adrenerger Rezeptoren

Fir die folgenden Versuche wurden die HNSCC-Zellen mit adrenergen Agonisten stimuliert.
Dazu zeigen wir zunachst die Expression der entsprechenden Rezeptoren in den verwende-
ten Zellklonen. Das Expressionsniveau von azs- und Bz-adrenergen Rezeptoren bei Klonen
und Mocks wurde mit und ohne vorherige adrenerge Stimulation auf der Ebene der Protein-
expression untersucht.

Als az-adrenerger Agonist wurde fiir alle folgenden Versuche zur Untersuchung der Protein-
expression und auch fir alle funktionellen Versuche das Sympathomimetikum Brimonidin,
das auch unter dem Namen UK14,304 geliufig ist (siehe 1.4.1.1), verwendet. Der Ubersicht-
lichkeit halber wird es in Abbildungen lediglich mit ,,UK“ bezeichnet.

Der fiir samtliche weitere Versuche eingesetzte [B;-adrenerge Agonist Formoterol (siehe
1.4.1.2) wird in Abbildungen unter dem Kirzel ,,FU“ geflihrt, um auch hier einen besseren

Uberblick zu gewahren.

4.1.3.1 Expression as-adrenerger Rezeptoren

Sowohl die HNSCC-Zellen der P-Cadherin induzierten Klone als auch der Leervektorkontrol-
len, der Mocks, exprimieren azs-adrenerge Rezeptoren, die sich auf Proteinebene nachwei-
sen lassen (siehe Abbildung 15). Dabei sind hinsichtlich der detektierbaren Menge keine Un-
terschiede zwischen Klonen und Mocks feststellbar.

Auch die Anwesenheit eines adrenergen Agonisten scheint keine Auswirkung auf die Expres-
sion des azs-Adrenozeptors zu erzielen. Grundsatzlich sind die Zellen also aufgrund der
Nachweisbarkeit des entsprechenden Rezeptors durch az-adrenerge Agonisten, wie in die-

sem Fall durch Brimonidin (UK), stimulierbar.
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Abbildung 15: Expression azg-adrenerger Rezeptoren im Western Blot.

Die Zellen wurden bei 90 % Konfluenz tiber 20 h jeweils ohne bzw. mit dem entsprechenden Agonisten in Kulturflaschen
kultiviert. Der a,-Agonist wurde mit einer Konzentration von 108 M und der B,-Agonist mit einer Konzentration von 107 M
eingesetzt. Die Zellen wurden geerntet, Protein isoliert und mithilfe von SDS-PAGE nach dem Molekulargewicht aufge-
trennt. Nach Ubertragung auf eine PVDF-Membran wurden mittels spezifischer Antikérper azs-Adrenozeptoren und B-Aktin
nachgewiesen. A: PVDF-Membran mit K2, K3 und M1 jeweils ohne Agonist, mit UK (ax-Agonist) und FU (B,-Agonist). B:
PVDF-Membran mit K4, K6 und M5 jeweils ohne Agonist, mit UK (az-Agonist) und FU (B,-Agonist).

Auftrag von jeweils 30 pg Protein.

4.1.3.2 Expression Bz-adrenerger Rezeptoren

Auch der Nachweis von Bz-adrenergen Rezeptoren gelingt sowohl bei den P-Cadherin expri-
mierenden Klonen als auch bei den Mocks (siehe Abbildung 16). Analog zu den ays-Adreno-
zeptoren lassen sich auch hier keine Unterschiede feststellen, die auf unterschiedliche P-
Cadherin-Expression bei Klonen und Mocks zurilickzufiihren ware.

Eine Behandlung mit az- und B2-Agonisten bewirkt auch im Fall der B;-Rezeptor-Expression
keine Veranderung. Somit kdnnen die verwendeten Zellen auch durch Bs-adrenerge Agonis-

ten, hier Formoterol (FU), stimuliert werden.
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Abbildung 16: Expression 8;-adrenerger Rezeptoren im Western Blot.

Die Zellen wurden bei 90 % Konfluenz lber 20 h jeweils ohne bzw. mit dem entsprechenden Agonisten in Kulturflaschen
kultiviert. Der az-Agonist wurde 108 M und der B,-Agonist 10”7 M eingesetzt. Die Zellen wurden geerntet, Protein isoliert
und mithilfe von SDS-PAGE nach dem Molekulargewicht aufgetrennt. Nach Ubertragung auf eine PVDF-Membran wurden
mittels spezifischer Antikorper B,-Adrenozeptoren und B-Aktin nachgewiesen. A: PVDF-Membran mit K2, K3 und M1 jeweils
ohne Agonist, mit UK (az-Agonist) und FU (B,-Agonist). B: PVDF-Membran mit K4, K6 und M5 jeweils ohne Agonist, mit UK
(a2-Agonist) und FU (B2-Agonist).

Auftrag von je 30 ug Protein.

4.2 Molekularbiologische Untersuchung der Proteinexpression

Zur Analyse etwaiger Auswirkungen der ay- bzw. B2-adrenergen Stimulation auf HNSCC-Zel-
len wurde die Expression bestimmter Proteine untersucht. Im Western Blot wurden dabei als
Vertreter aus dem Wnt-Signalsystem GSK-3f und B-Catenin jeweils hinsichtlich ihrer gesam-
ten Proteinmenge und fir GSK-3B auch in der phosphorylierten Form nachgewiesen, um
Rickschliisse auf eine eventuell veranderte Aktivitat dieses Signalwegs ziehen zu kdénnen.
Hierflr wurde auf das Verhaltnis der phosphorylierten Form zur Expression der gesamten

Menge des Proteins eingegangen.
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Zusatzlich wurde die Expression von PD-L1 auf Proteinebene ebenfalls mit Hilfe des Western
Blots untersucht, um auch hier etwaige Auswirkungen adrenerger Stimulation auf HNSCC-
Zellen zu detektieren.

Flr az-adrenerge Stimulation wurden die HNSCC-Zellen mit Brimonidin (UK) in einer Konzen-
tration von 108 M bzw. fiir B2-adrenerge Stimulation mit Formoterol (FU) in einer Konzentra-
tion von 10”7 M im Medium inkubiert. Dabei wurden die genannten Konzentrationen der
Agonisten fir jeden Versuchsansatz, der zur Isolation von Proteinen diente, wie angegeben

beibehalten und nicht variiert.

4.2.1 Expression von Proteinen des Wnt-Signalsystems

4.2.1.1 Expression von GSK-3f3 und P-GSK-3

Es erfolgte nach elektrophoretischer Auftrennung nach dem Molekulargewicht die Protein-
analyse mittels Western Blot. Dabei entstanden mit dem verwendeten Antikdrper gegen
GSK-3B bzw. dessen phosphoryliertes Derivat, P-GSK-38, spezifisch angefarbte PVDF-Mem-
branen, die fotografisch dokumentiert wurden (siehe Abbildung 17). Eine semiquantitative
Auswertung unter Zuhilfenahme der Software Photoshop CS4 extended (Adobe Systems
Inc.) ergibt die Werte der in Abbildung 18 dargestellten Diagramme.

Es lassen sich dabei weder fir GSK-3B noch fiir P-GSK-3B statistisch haltbare Effekte einer
Behandlung mit adrenergen Agonisten mit den verwendeten Konzentrationen sowohl bei
den Klonen K2, K3, K4 und K6 mit induzierter Expression von P-Cadherin als auch bei den
Mocks M1 und M5 ableiten. Augenscheinlich kénnte aber den Diagrammen fiir die phospho-
rylierte Form von GSK-3pB (siehe Abbildung 18B) entnommen werden, dass die Anwesenheit
des ap-adrenergen Agonisten die Expression von P-GSK-3B tendenziell erhdoht im Vergleich
zur Behandlung ohne Agonist (aber p >> 0,1). Diese Auswirkung wird allerdings durch die
sehr hohe Standardabweichung relativiert. Es lasst sich aber feststellen, dass die Expression
von P-GSK-3B fiir Klone und Mocks auf unterschiedlich hohem Niveau erfolgt. Die Mocks ex-
primieren P-GSK-3 auf einem etwa doppelt so hohen Level wie die Klone mit P-Cadherin-Ex-

pression.
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Abbildung 17: Western Blot GSK-38 und P-GSK-38.

Die Zellen wurden bei 90 % Konfluenz Gber 20 h jeweils ohne bzw. mit dem entsprechenden Agonisten in Kulturflaschen in-
kubiert. Der az-Agonist wurde 10 M und der B,-Agonist 10”7 M eingesetzt. Die Zellen wurden geerntet, Protein isoliert und
mithilfe von SDS-PAGE nach dem Molekulargewicht aufgetrennt. Nach Ubertragung auf eine PVDF-Membran wurden mit-
tels spezifischer Antikdrper GSK-3p (A und B) bzw. P-GSK-3p (C und D) nachgewiesen.

Bei den mit Antikdrper gegen GSK-3B behandelten Membranen (A und B) scheint sich keine Auswirkung adrenerger Agonis-
ten auf P-Cadherin exprimierende Zellen (K2, K3, K4, K6) oder Mocks (M1, M5) hinsichtlich der Expression des gesuchten
Proteins zu zeigen.

Bei der Verwendung des Antikorpers gegen die phosphorylierte Form von GSK-33 (C und D) zeigt sich scheinbar eine ten-
denzielle Beeinflussung der Proteinexpression durch eine Behandlung der Zellen mit den adrenergen Agonisten.
A: PVDF-Membran mit K2, K3 und M1 jeweils ohne Agonist, mit UK (a,-Agonist) und FU (B2-Agonist) und Antikdrper gegen
GSK-3pB. B: PVDF-Membran mit K4, K6 und M5 jeweils ohne Agonist, mit UK (a,-Agonist) und FU (B2-Agonist) und Antikorper
gegen GSK-3B. C: PVDF-Membran mit K2, K3 und M1 jeweils ohne Agonist, mit UK (az-Agonist) und FU (B>-Agonist) und An-
tikorper gegen P-GSK-3B. D: PVDF-Membran mit K4, K6 und M5 jeweils ohne Agonist, mit UK (az-Agonist) und FU (B,-Ago-
nist) und Antikérper gegen P-GSK-3.

4 Experimente, reprasentative Fotos der PVDF-Membranen. Auftrag von je 30 pg Protein pro Probe.
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Abbildung 18: Quantifizierung von GSK-36 und P-GSK-38.

Die PVDF-Membranen von insgesamt vier durchgefiihrten Western Blots wurden mit Photoshop CS4 extended (Adobe Sys-
tems Inc.) semiquantitativ ausgewertet. Dazu wurde der Schwarzwert pro Bande gemessen und in das Verhaltnis mit der je-
weils zugehorigen B-Aktin- oder einer entsprechenden Bande nach Ponceau-Farbung gesetzt. Die Werte der P-Cadherin ex-
primierenden Klone und Mocks wurden jeweils aus allen durchgefiihrten Western Blots zusammengefasst und anschlie-
Rend grafisch dargestellt. Zusatzlich wurden die Werte fiir die phosphorylierte Form von GSK-3B (B) zur Menge an gesamt
vorhandenem GSK-38 in den Zellen (A) in ein Verhaltnis gesetzt, wodurch sich Diagramm C ergibt, das Riickschllsse auf den
Grad der Phosphorylierung zulasst.

Insgesamt lasst sich feststellen, dass GSK-3 (A) scheinbar nicht durch die eingesetzte Konzentration adrenerger Stimulation
beeinflusst wird. P-GSK-33 (B) wird bei Mocks und P-Cadherin-exprimierenden Klonen grundsatzlich unterschiedlich stark
exprimiert. Tendenziell Idsst sich, statistisch allerdings nicht signifikant, vermuten, dass der a,-adrenerge Agonist zu einer
héheren Expression der phosphorylierten Form fiihrt. Die Standardabweichung ist dabei allerdings extrem groR. Es liegt im
Verhaltnis (C) bei den Mocks ein héherer Grad der Phosphorylierung vor als bei den Klonen. A: Relative Expression von
GSK-3pB bei P-Cadherin exprimierenden Klonen und Mocks in Abhdngigkeit einer Behandlung mit adrenergen Agonisten. B:
Relative Expression von P-GSK-3f bei P-Cadherin exprimierenden Klonen und Mocks in Abhangigkeit einer Behandlung mit
adrenergen Agonisten. C: Verhdltnis der Expression von P-GSK-3B zur Expression der gesamten Menge an GSK-3B, welche
auch die nicht-phosphorylierte Form beinhaltet. Moglichkeit des Rickschlusses auf den Grad der Phosphorylierung in
Abhangigkeit einer Behandlung mit adrenergen Agonisten.

4 Experimente, n = 14 fir Klone und n = 8 fiir Mocks.
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4.2.1.2 Expression von B-Catenin und P-B-Catenin

Bei der proteinbiochemischen Untersuchung der Expression von B-Catenin finden sich auf
der PVDF-Membran Doppelbanden. Es wird davon ausgegangen, dass es sich bei der oberen
der Banden um die phosphorylierte und bei der darunterliegenden Bande um die unphos-
phorylierte Form des gesuchten Proteins handelt. Allerdings lassen sich weder durch direkte
Betrachtung der PVDF-Membranen (siehe Abbildung 19) noch durch graphische Darstellung
(siehe Abbildung 20) nach Analyse mit Photoshop CS4 extended (Adobe Systems Inc.) Effekte
einer Behandlung mit adrenergen Agonisten feststellen. Sowohl P-Cadherin exprimierende
Klone als auch Mocks zeigen keine Veranderung durch die Anwesenheit eines Agonisten im
Medium. Feststellbar ist lediglich eine Expression von B-Catenin auf grundsatzlich unter-
schiedlichem Niveau fiir Mocks und P-Cadherin exprimierende Klone (siehe Abbildung 19A

und B bzw. Abbildung 20A).
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Abbildung 19: Western Blot 8-Catenin.

Die Zellen wurden bei 90 % Konfluenz tber 20 h jeweils ohne bzw. mit dem entsprechenden adrenergen Agonisten in
Kulturflaschen kultiviert. Der ay-Agonist wurde 108 M und der B-Agonist 107 M eingesetzt. Die Zellen wurden geerntet,
Protein isoliert und mithilfe von SDS-PAGE nach dem Molekulargewicht aufgetrennt. Nach Ubertragung auf eine PVDF-
Membran wurden mittels spezifischen Antikorpers B-Catenin (A und B) nachgewiesen.

Insgesamt scheint sich keine Auswirkung adrenerger Agonisten auf P-Cadherin exprimierende Zellen (K2, K3, K4, K6) oder
Mocks (M1, M5) hinsichtlich der Expression des gesuchten Proteins zu zeigen.

Tendenziell exprimieren allerdings P-Cadherin exprimierende Klone das Protein B-Catenin auf hoherem Level als die Mocks
(A und B). A: PVDF-Membran mit K2, K3 und M1 jeweils ohne Agonist, mit UK (az-Agonist) und FU (B2-Agonist) und Antikor-
per gegen B-Catenin. B: PVDF-Membran mit K4, K6 und M5 jeweils ohne Agonist, mit UK (az-Agonist) und FU (B2-Agonist)
und Antikorper gegen B-Catenin.

4 Experimente, reprasentative Fotos der PVDF-Membranen. Auftrag von je 30 pg Protein pro Probe.
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Abbildung 20: Quantifizierung von B-Catenin.

Samtliche dokumentierte PVDF-Membranen der durchgefiihrten Western Blots wurden mit Photoshop CS4 extended
(Adobe Systems Inc.) semiquantitativ wie in Abbildung 18 ausgewertet. Die Werte der P-Cadherin exprimierenden Klone
und der Mocks wurden jeweils aus allen vier durchgefiihrten Western Blots zusammengefasst und anschlieRend grafisch
aufgetrennt fur die obere und untere Bande dargestellt. Zusatzlich wurden die Werte fir die obere Bande von B-Catenin (A)
in Verhaltnis mit der unteren Bande (B) gesetzt, wodurch sich Diagramm C ergibt, welches Riickschliisse auf den Grad der
Phosphorylierung zuldsst.

Insgesamt lasst sich feststellen, dass die obere (A) und untere Bande (B) und auch das berechnete Verhaltnis (C) scheinbar
nicht durch die Anwesenheit adrenerger Agonisten in den eingesetzten Konzentrationen beeinflusst werden. B-Catenin
wird bei Mocks und P-Cadherin-exprimierenden Klonen grundsatzlich unterschiedlich stark exprimiert. A: Relative Expres-
sion der oberen Bande von B-Catenin bei P-Cadherin exprimierenden Klonen und Mocks in Abhangigkeit einer Behandlung
mit Agonisten. B: Relative Expression der unteren Bande von B-Catenin bei P-Cadherin exprimierenden Klonen und Mocks
in Abhdngigkeit einer Behandlung mit Agonisten. C: Verhaltnis der Expression von oberer zu untere Bande von B-Catenin.
Moglichkeit des Riickschlusses auf den Grad der Phosphorylierung in Abhangigkeit einer Behandlung mit Agonisten.

4 Experimente, n = 14 fiir Klone und n = 8 fiir Mocks.
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4.2.2 Expression von PD-L1

Auch eine proteinbiochemische Untersuchung der verwendeten Zellen auf Auswirkungen ad-
renerger Stimulation auf die Expression von PD-L1 konnte keine Beeinflussung durch die
Agonisten aufdecken. Sowohl die direkte Betrachtung der PVDF-Membranen (siehe
Abbildung 21) als auch die graphische Darstellung der ausgewerteten Daten (siehe
Abbildung 22) lieRe Riickschlisse auf mogliche Effekte durch Stimulation der Zellen mit a;-
und B-Agonisten zu. Allerdings lassen sich weder P-Cadherin exprimierende Zellen noch
Leervektorkontrollen, also die Mocks, statistisch signifikant durch die eingesetzten Agenzien

beeinflussen.
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Abbildung 21: Western Blot PD-L1.

Die Zellen wurden bei 90 % Konfluenz tiber 20 h jeweils ohne bzw. mit dem entsprechenden Agonisten in Kulturflaschen
inkubiert. Der a,-Agonist wurde 10 M und der B,-Agonist 107 M eingesetzt. Die Zellen wurden geerntet, Protein isoliert
und mithilfe von SDS-PAGE nach dem Molekulargewicht aufgetrennt. Nach Ubertragung auf eine PVDF-Membran wurde
mit einem spezifischen Antikdrper PD-L1 nachgewiesen.

Insgesamt scheint sich keine Auswirkung von Agonisten auf P-Cadherin exprimierende Zellen (K2, K3, K4, K6) oder Mocks
(M1, M5) hinsichtlich der Expression des gesuchten Proteins zu zeigen. A: PVDF-Membran mit K2, K3 und M1 jeweils ohne
Agonist, mit UK (az-Agonist) und FU (B.-Agonist) und Antikorper gegen PD-L1. B: PVDF-Membran mit K4, K6 und M5 je-
weils ohne Agonist, mit UK (a-Agonist) und FU (B2-Agonist) und Antikorper gegen PD-L1.

5 Experimente, reprasentative Fotos der PVDF-Membranen. Auftrag von je 30 pg Protein pro Probe.
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Abbildung 22: Quantifizierung von PD-L1.

Samtliche dokumentierte PVDF-Membranen der durchgefiihrten Western Blots wurden mit Photoshop CS4 extended (Ado-
be Systems Inc.) quantitativ ausgewertet. Dazu wurde der Schwarzwert pro Bande gemessen und in das Verhéltnis mit der
jeweils zugehdrigen B-Aktin- oder einer entsprechenden Bande nach Ponceau-Farbung gesetzt. Die Werte der P-Cadherin
exprimierende Klone und der Mocks wurden jeweils aus allen durchgefiihrten Western Blots zusammengefasst und an-
schlieRend grafisch dargestellt. Es wurde dabei zwischen der groen oberen Bande und der kleineren darunterliegenden
unterschieden.

Zusatzlich wurden die Werte fiir die obere Bande von PD-L1 (A) in Verhaltnis mit der unteren Bande (B) gesetzt, wodurch
sich Diagramm C ergibt.

Insgesamt lasst sich feststellen, dass die Expression von PD-L1 scheinbar nicht durch die Anwesenheit von Agonisten beein-
flusst wird. A: Relative Expression der oberen Bande von PD-L1 bei P-Cadherin exprimierenden Klonen und Mocks in Abhan-
gigkeit einer Behandlung mit Agonisten. B: Relative Expression der unteren Bande von PD-L1 bei P-Cadherin exprimieren-
den Klonen und Mocks in Abhdngigkeit einer Behandlung mit Agonisten. C: Verhaltnis der Expression von oberer zur unte-
ren Bande von PD-L1.

5 Experimente, n = 17 fir Klone und n = 10 fiir Mocks.

4.3 Funktionelle Versuche

4.3.1 Vaskulogene Mimikry

Die Fahigkeit der OSCC-Zellen zur Ausbildung netzartiger Strukturen wird auf Matrigel®

untersucht. Die Zellen wurden hierfir ohne bzw. unter Anwesenheit des jeweiligen
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Agonisten nach Aussaat auf eine 96-Well-Platte fir 16 h auf Matrigel® kultiviert und unter
dem Lichtmikroskop fotografiert. Nach einem Medienwechsel und weiteren 32 h Inkubation
wurden die Zellen in den Wells erneut fotografisch dokumentiert. Abbildung 23 zeigt Fotos
von den Zellen 16 h nach Aussaat und Abbildung 24 nach 48-stiindiger Inkubation mit
zwischendurch erfolgtem Medienwechsel.

Eine anschliefende Auswertung mit Imagel erfolgte. Dazu liberlagerte die Software mithilfe
eines integrierten Features die aufgenommenen Bilder mit einer wie in Abbildung 25 gezeig-
ten Netzstruktur. AnschlieBend gab Imagel) die Analysewerte des konstruierten Netzwerkes
aus. Insgesamt ergab die Auswertung der Daten keine signifikanten Unterschiede zwischen

der Kultur von Zellen in Medium ohne bzw. mit adrenergen Agonisten (siehe Abbildung 26).

M1 ohne Agonist M1 mit a,-Agonist (UK)

Abbildung 23: K4 und M1 im Versuch zur Untersuchung vaskulogener Mimikry.

P-Cadherin exprimierende Zellen (A-C) bilden nach 16 h mehr Flachen zwischen den netzartigen Strukturen, sogenannte
Netzflachen, als die Mockzellen (D-F). Weder der a,- (B & E) noch der B,-adrenerge Agonist (C & F) scheinen im Vergleich
zur Kultur ohne Agonist (A & F) in der verwendeten Konzentration von 108 M fiir den a,- bzw. 107 M fiir den B,-adrenergen
Agonisten Auswirkungen auf die Ausbildung eines netzartigen Wachstumsmusters zu erzielen.

Fotos wurden unter dem Lichtmikroskop 16 h nach Aussaat aufgenommen. K4 dient als Vertreter der P-Cadherin-exprimie-
renden Klone und M1 fir die Mocks.

1 Experiment, jeweils 5 Wells pro Zellart und Bedingung, reprasentative Fotos.
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Abbildung 24: K4 und M1 bei der Untersuchung vaskulogener Mimikry.

Zellen, die P-Cadherin exprimieren (A-C), bilden auch nach 48 h geringfligig mehr Netzflachen, also Flachen zwischen den
netzartigen Strukturen, als die Mockzellen (D-F). Weder der a5- (B & E) noch der B,-adrenerge Agonist (C & F) scheinen in
der verwendeten Konzentration von 10 M bzw. 10”7 M im Vergleich zur Kultur ohne Agonist (A & F) Auswirkungen auf die
Ausbildung eines netzartigen Wachstumsmusters zu erzielen.

Fotos wurden unter dem Lichtmikroskop 48 h nach Aussaat und nach einem Medienwechsel, der nach 20 h stattfand, auf-
genommen. K4 dient als Vertreter der P-Cadherin exprimierenden Klone und M1 fur die Mocks.

1 Experiment, jeweils n =5 pro Zellklon, reprdsentative Fotos.

Abbildung 25: Beispiel fiir die Analyse vaskulogener Mimikr mt Imag.
Mittels ImageJ wird ein Netz in der dargestellten Art Gber das Foto gelegt und die Daten anschliefend durch die Software
ausgegeben.

Rote Punkte werden dabei als Knotenpunkte bezeichnet. Sie sind definiert als Pixel mit jeweils drei Nachbarsegmenten.

Gelb dargestellt sind Bifurkationen und mehrere solcher Segmente definieren eine Flache (blau).
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Abbildung 26: Knotenpunkte und Gesamtnetzfliche bei der Untersuchung vaskulogener Mimikry.

Die Bilder nach 16 h wurden mit ImageJ ausgewertet. Hier liegt die Auswertung der Knotenpunkte (A) und der Gesamtnetz-
flache (B) vor. Beide Parameter kdnnen einen Hinweis auf die Tendenzen zur Ausbildung von Netzstrukturen und damit zu
vaskulogenen Mimikry geben. Knotenpunkte werden bei der Analyse mit Image) gelb dargestellt (siehe Abbildung 25). Die
Gesamtnetzflache bezeichnet die Summe der durch netzartige Strukturen eingeschlossenen Flache (blau in Abbildung 25).
Es zeigt sich, dass eine Behandlung mit adrenergen Agonisten in der verwendeten Konzentration von 108M fur den a,-
bzw. 107 M fir den B,-adrenergen Agonisten keine nachweisbare Beeinflussung der untersuchten Parameter sowohl bei

Klonen mit Expression von P-Cadherin als auch bei Mocks bewirkt. A: Knotenpunkte nach 16 h. B: Gesamtnetzflache nach

16 h.

n =15 fir P-Cadherin exprimierende Klone, n = 10 flir Mocks.

4.3.2 Invasion

Es wurde untersucht, ob die Anwesenheit adrenerger Agonisten im Kulturmedium einen Ein-
fluss auf die Invasionsfahigkeit von Zellen zeigt. Hierflir wurden P-Cadherin exprimierende
HNSCC-Zellklone und Mocks im Invasionsassay und anschlieRend zur Auswertung mit Kris-
tallviolett-Assay untersucht. Insgesamt wurden drei Versuchsansdtze durchgefiihrt, wobei
zwei Mal mit der Konzentration von 10® M fir den az- bzw. 107 M fur den Bz-adrenergen
Agonisten gearbeitet wurde. Im dritten Ansatz wurde die jeweils 10-fache Konzentration ver-
wendet. Die Inkubation mit und ohne adrenergen Agonisten erfolgte jeweils Giber Nacht.

Die im Kristallviolett-Assay detektierten optischen Dichten wurden analysiert und statistisch
ausgewertet. So konnten signifikante Unterschiede hinsichtlich des Invasionsverhaltens in
Anwesenheit des Bz-adrenergen Agonisten abhangig von der P-Cadherin-Expression festge-
stellt werden. Es zeichnet sich dabei ab, dass die Stimulation B.-adrenerger Rezeptoren auf
OSCC-Zellen mit einer erhéhten Expression von P-Cadherin zu einer verminderten Invasions-
fahigkeit in vitro fuhrt. Im Vergleich dazu lassen sich die Leervektorkontrollen hinsichtlich
ihrer Aktivitdat im Invasionsassay durch die B;-adrenerge Stimulation nicht (Abbildung 27B

und F) bzw. nur sehr schwach (Abbildung 27D) signifikant beeinflussen.
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Die Absorptionswerte fiir die durchgefiihrten Versuchsansdtze sind nachfolgend in

Abbildung 27 dargestelit.
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Abbildung 27: Invasionsassay.
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Der Invasionsassay wurde insgesamt dreimal unabhangig voneinander durchgefihrt. Pro Versuchsansatz wurde je Zellklon

und Mock mit Triplets fur jede Bedingung gearbeitet (n = 3). Nach Inkubation iber Nacht wurde jeweils tags darauf der Kris-

tallviolett-Assay durchgefiihrt und die so bei 595 nm Wellenldange gewonnenen Absorptionswerte statistisch ausgewertet.

In den Versuchsansadtzen 1 (Absorptionswerte A und B) und 2 (Absorptionswerte C und D) wurde mit einer Konzentration
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der Agonisten von 10® M fir den ay- bzw. 107 M flur den B,-adrenergen Agonisten gearbeitet. Fir den dritten Ansatz
(Absorptionswerte E und F) wurde eine jeweils 10-fache Konzentration des Agonisten (10”7 M fiir Brimonidin bzw. 10¢ M fir
Formoterol) eingesetzt. Zur Feststellung statistischer Signifikanzen erfolgte immer der Vergleich B,-adrenerger Stimulation
gegen das Vorhandensein keiner adrenergen Stimulation im jeweiligen Versuchsansatz pro Zellklon durch Anova-Test.
Anmerkung: Abweichend von den Darstellungen der Ergebnisse anderer Versuche wurde hier eine detaillierte Aufgliede-
rung vorgenommen, um die verwendeten Zellklone einzeln darzustellen. Bei den anderen Versuchen wurde der Ubersicht-
lichkeit halber darauf verzichtet und nur eine gruppierende Darstellung der P-Cadherin exprimierenden Klone gegeniiber
den Mocks gewahlt, da diesen ohnehin keine statistisch verwertbaren Ergebnisse entnommen werden kénnen. A: Absorp-
tionswerte von K4, K6 und K10 als P-Cadherin exprimierende Zellklone zeigen eine signifikante (p = 0,01) Verringerung der
Invasion im durchgefiihrten Assay durch B,-adrenerge Stimulation. B: Im selben Versuchsansatz wie fiir A gewonnene Ab-
sorptionswerte von M1 und M2, den Mock Kontrollklonen ohne P-Cadherin-Expression, zeigen keine statistisch signifikante
Beeinflussung (p > 0,05) hinsichtlich des Invasionsverhaltens in vitro durch B,-adrenerge Stimulation. C: Erneuter Versuchs-
ansatz mit Absorptionswerten fir K2, K3, K4 und K6 (jeweils P-Cadherin-Expression) zeigt statistisch signifikanten
(p =0,0025) Rickgang bei der Invasion in vitro durch Stimulation mit B,-adrenergem Agonisten. D: Simultan zu C durchge-
flhrter Versuchsansatz mit M1 und M5 als Kontrolle zeigt im vorliegenden Fall leicht, aber schwacher als in C, signifikant
(p =0,0038) verringerte Tendenz zur Invasion durch B,-adrenerge Stimulation. E: Weiterer Ansatz mit 10-facher Konzentra-
tion adrenerger Agonisten, also 107 M fiir den a,- bzw. 10 M fuir den B,-adrenergen Agonisten, zeigt Absorptionswerte fir
K2, K3, K4 und K6, die jeweils P-Cadherin exprimieren und durch B,-adrenerge Stimulation eine statistisch stark signifikant
(p =0,0006) geringere Tendenz zur Invasion aufzeigen. F: Gleichzeitig mit E gewonnene Absorptionswerte fir M1 und M5
(beide keine Expression von P-Cadherin) zeigen keine statistisch signifikante Auswirkung (p > 0,05) durch die Anwesenheit
des B,-adrenergen Agonisten hinsichtlich ihrer Invasion in vitro.

3 Experimente, jeweils n = 3 pro Zellklon.

4.3.3 Migration

Ein Migrationsassay wurde durchgefiihrt, um zu untersuchen, ob die Anwesenheit von Ago-
nisten im Medium Auswirkungen auf die Fahigkeit zur Migration von P-Cadherin exprimie-
renden Zellen bzw. Mocks ohne Expression dieses Oberflachenproteins hat. Die Auswertung
erfolgte nach dem anschlielenden Kristallviolett-Assay und photometrischer Detektion und
ist in Abbildung 28 dargestellt. Dabei zeigt sich, dass weder der az- noch der B;-adrenerge
Agonist in der verwendeten Konzentration von 108 M fiir den a,- bzw. 107 M fiir den B-ad-
renergen Agonisten die Fahigkeit der Zellen zur Migration signifikant beeinflussen. Auch die
Expression des Oberflachenproteins P-Cadherin scheint keine statistisch haltbare Beeintrach-

tigung hinsichtlich der Zellmigration zu verantworten.
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Abbildung 28: Migrationsassay.

Die Zellen wurden 16 h im Migrationsversuch inkubiert. Es erfolgte eine Auswertung mit dem Kristallviolett-Assay. Op-
tische Dichten wurden im Plattenphotometer bei 595 nm detektiert und zur graphischen Darstellung wurden die P-Cad-
herin exprimierenden Klone und die Mocks jeweils zusammengefasst. Es zeigt sich, dass weder die Agonisten noch die Ex-
pression von P-Cadherin einen signifikanten Einfluss auf das Migrationsverhalten der Zellen haben.

1 Experiment, n = 3 pro Zellklon.

4.3.4 Proliferation

Der Einfluss von Agonisten auf Zellklone mit P-Cadherin-Expression und Mockzellen wurde
weiterhin mithilfe des WST-Proliferationsversuchs analysiert. Abbildung 29 zeigt die Ver-
dopplungszeiten der P-Cadherin exprimierenden Klone im Vergleich zu denen der Mockkon-
trollen. Beim ersten Versuchsansatz (Abbildung 29A) wurde die Gbliche Agonistenkonzentra-
tion von 10® M fiir Brimonidin (az-adrenerg) bzw. 107 M fur Formoterol (B2-adrenerg) einge-
setzt und Uber vier Tage taglich eine photometrische Messung vorgenommen. Beim darauf-
folgenden Versuchsansatz (Abbildung 29B) wurde dagegen mit der 10-fachen Konzentration
der Agonisten (10”7 M fir Brimonidin bzw. 10 M fiir Formoterol) gearbeitet und es erfolgte
die Messung (iber sieben Tage hinweg. Fir die normale Agonistenkonzentration (Abbildung
29A) lasst sich insgesamt feststellen, dass keine auffalligen Unterschiede durch die Anwesen-
heit verschiedener Agonisten im Medium hervortreten. Dabei zeigen sich sowohl die P-Cad-
herin exprimierenden Klone als auch die Mock Kontrollklone gleichermalRen unauffallig.
Wird jedoch die 10-fache Konzentration der Agonisten eingesetzt (Abbildung 29B), so zeich-
nen sich Tendenzen ab, dass die Anwesenheit des B.-adrenergen Agonisten im Vergleich zur

Behandlung ohne Agonisten eine Verkirzung der Verdopplungszeit, d.h. eine schnellere
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Proliferation in vitro nach sich zieht. Dieser Trend |asst sich sowohl bei den P-Cadherin expri-
mierenden Klonen als auch bei den Mock Kontrollzellen, allerdings auf unterschiedlichem

Ausgangsniveau, feststellen. Diese Auswirkungen erwiesen sich jedoch als statistisch nicht

signifikant (p > 0,05).
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Abbildung 29: WST-Proliferationsassay.

Fiir den Versuchsansatz wurden pro Zellklon fiir jede Bedingung 8 Wells einer 96 Well Platte verwendet (n=8). Fiir jeden
einzelnen Versuchstag wurde eine 96 Well Platte angesetzt und nach Zugabe des WST-Reagens nach ein, zwei und vier
Stunden vermessen. Die vorliegenden Abbildungen A und B beruhen auf Werten, die zwei Stunden nach WST-Zugabe bei
450 nm detektiert wurden. Dabei wurden bei der Auswertung mithilfe von GraphPad Prism Uber nonlineare Regression Ver-
dopplungszeiten bei angenommenem exponentiellem Wachstum errechnet. Zur graphischen Darstellung wurden zudem
die P-Cadherin exprimierenden Klone bzw. die Mocks zusammengefasst, sodass die hier angegebenen Zahlen durch n =32
flr die P-Cadherin exprimierenden Klone (4 Klone & n = 8) bzw. n = 16 fir die Mock Kontrollklone ohne P-Cadherin-Expres-
sion (2 Mocks a n = 8) charakterisiert werden konnen. Bei Versuchsansatz 1 (A) erfolgte Uber vier Tage hinweg jeweils tag-
liche Messung und bei Ansatz 2 (B) erfolgte eine Messung Uiber sieben Tage, wobei an Tag eins, zwei, drei, vier, funf und
sieben eine photometrische Analyse erfolgte und Tag sechs graphisch interpoliert wurde. Sobald sinkende Werte festge-
stellt wurden, die auf absterbende Zellen zuriickzufiihren waren, wurde der betroffene Zellklon ab dem jeweiligen Zeit-
punkt ausgeschlossen, da ansonsten die Verdopplungszeit bei der Auswertung durch GraphPad Prism verfalscht worden
wadre. A: Verdopplungszeit von P-Cadherin exprimierenden Klonen im Vergleich zu den Mockkontrollen in Abhadngigkeit von
den verschiedenen Bedingungen ,kein Agonist”, , a,-adrenerger Agonist”, ,B,-adrenerger Agonist”. Dabei wurden vorhan-
dene Agonisten in der Konzentration 10® M fiir ay-adrenerg bzw. 107 M fir B,-adrenerg eingesetzt. Messung Uber vier
Tage. B: Verdopplungszeit von P-Cadherin exprimierenden Klonen im Vergleich zu den Mockkontrollen in Abhangigkeit von
den verschiedenen Bedingungen ,kein Agonist”, ,a,-adrenerger Agonist®, ,B,-adrenerger Agonist“. In diesem Fall wurden
vorhandene Agonisten in 10-facher Konzentration (107 M a,-adrenerg bzw. 10°® M B,-adrenerg) eingesetzt. Messung uber
sieben Tage.

2 Experimente, n = 8 pro Zellklon.
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4.4 Analyse der MMP-Aktivitat

Nach Inkubation von OSCC-Zellen Gber Nacht in Ab- bzw. Anwesenheit des jeweiligen Ago-
nisten wurden die Uberstinde von den Zellen aus den Kulturflaschen abgenommen. Durch
die zymographische Analyse dieser Proben aus der Zellkultur konnten im Rahmen der vorlie-
genden Arbeit bedauerlicherweise keine auswertbaren Daten gewonnen werden. Weder der

Verdau von Gelatine- noch der von Caseingelen fiihrte zu brauchbaren Ergebnissen.
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5 Diskussion

5.1 Charakterisierung der verwendeten Zellen

Im Folgenden sind, wie auch schon bei der Darstellung der Ergebnisse zuvor, bei der Bezeich-
nung von Zellen mit dem Begriff ,Klone” (K2, K3, K4, K6) stets die P-Cadherin exprimieren-
den Zellklone gemeint und die Leervektorkontrollen werden auch als ,Mocks“ (M1 und M5)
bezeichnet.

Zur Charakterisierung der verwendeten Zellen lasst sich feststellen, dass diese sich morpho-
logisch unterscheiden (siehe Abbildung 12 und Abbildung 13) und gleichzeitig P-Cadherin auf
unterschiedlich hohem Niveau exprimieren (siehe Abbildung 14). Wie von der Arbeitsgruppe
schon friher aufgeklart, zeigen OSCC-Zellen mit niedriger oder keiner Expression von P-Cad-
herin lichtmikroskopisch in 2D-Kultur spindelférmige mesenchymale Morphologie anstatt
eines epithelialen mosaikformigen Erscheinungsbildes [56].

Bei der Betrachtung von Abbildung 12 und Abbildung 13 fallt folgendes auf: M1 und M5
zeigen die angesprochene mesenchymale Zellmorphologie. In Hinblick auf den Western Blot
zur Detektion von P-Cadherin (siehe Abbildung 14) prasentiert sich fir M1 und M5 keine
Expression dieses Proteins. Dagegen erinnern K4 und K3 optisch sehr stark an ein epitheliales
mosaikférmiges Wachstum. Dies steht nach obiger Feststellung im Einklang mit deren relativ
hoher Expression von Volllange P-Cadherin (siehe Abbildung 14). Auch K2 und K6 erinnern
noch schwach an das epitheliale Erscheinungsbild, wobei K6 optisch zur mesenchymalen
Morphologie der Mocks tendiert. Auch dies korreliert mit dem Expressionslevel von P-
Cadherin der jeweiligen Zellen. SchlieBlich Idsst sich aus Abbildung 14 entnehmen, dass fir
K4, K3 und K2 ein GroRteil des P-Cadherins in glykosylierter Form vorliegt; dies gilt als eine
wichtige Voraussetzung zur Expression von Proteinen an der Oberflache einer Zelle.

Die Beobachtung hinsichtlich des Wachstumsmusters scheint einleuchtend, wenn man be-
denkt, dass P-Cadherin als Zell-Zell-Adhasionsmolekiil fungiert und auch bei der Differenzie-
rung epithelialer Keratinozyten eine Rolle spielt [49, 51]. Wenn die Zellen durch héhere Ex-
pression von P-Cadherin bessere Verbindungen untereinander eingehen kdnnen, fiihrt dies
zu einer groReren Kontaktflache unter den Zellen, was bei dem pflastersteinartigen Mosaik

eines Epithels mehr der Fall ist als bei spindelférmigen mesenchymalen Zellen.
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Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass die verwendeten Zellklone in unterschiedlicher
Menge P-Cadherin exprimieren, wobei mit schwicherem Expressionslevel zunehmende Ahn-
lichkeiten mit den Mocks (Leervektorkontrollen) in Erscheinung treten; dies steht im Ein-
klang mit friheren Untersuchungen der Arbeitsgruppe [56]. Da eine geringere P-Cadherin-
Expression auf ein fortgeschrittenes OSCC hinweist [54], kann angenommen werden, dass
die P-Cadherin exprimierenden Zellklone sich im Vergleich zu den Leervektorkontrollen, den
Mocks, weniger aggressiv in ihrem Verhalten zeigen kdnnten, da sie mehr dem besser diffe-
renzierten Gewebe dhneln. Innerhalb der P-Cadherin exprimierenden Klone kann ebenfalls
davon ausgegangen werden, dass K2 und K6 mit ihrer Reaktion auf Stimuli dhnlich wie
Mocks reagieren kénnten. Die verwendeten Zellen lassen sich also anhand ihrer P-Cadherin-
Expression und morphologisch in einer Reihenfolge abnehmender Differenzierung anordnen,
wie in Abbildung 14 von links nach rechts dargestellt (K4 = K3 - K2 2 K6 > M1 2> M5). K3
nimmt dabei eine schlechtere Position als K4 ein, da bei diesen Zellen mehr Fragmente des
Oberflachenproteins vorliegen, was, aufgrund hoher proteolytischer Aktivitdt, schon auf
einen aggressiveren Phanotypen hinweist [55].

Western Blots zur Detektion azs- und B;-adrenerger Rezeptoren (siehe Abbildung 15 und
Abbildung 16) erfolgten, um zu untersuchen, ob die verwendeten Zellen die gesuchten
Rezeptoren exprimieren und um etwaige Auswirkungen einer P-Cadherin-Expression auf das
Expressionslevel des Rezeptors auszuschlieBen. Wie in den beiden Abbildungen erkenntlich,
exprimieren die verwendeten Zellen, unabhangig einer erfolgten Stimulation durch
Agonisten und ohne Verbindung zur Expression von P-Cadherin, gleichmaRig azs- und Ba-
adrenerge Rezeptoren. Vor allem der B;-Rezeptor steht im Mittelpunkt wissenschaftlichen
Interesses bei vielen Krebsleiden, so auch beim OSCC. Es wird berichtet, dass beim OSCC
eine erhohte Expression des B2-Rezeptors im Vergleich zu gesundem Gewebe erfolgt [92].
Insofern scheint es plausibel, dass im vorliegenden Western Blot die genannten Rezeptoren
nachweisbar sind.

In einer anderen Doktorarbeit der Arbeitsgruppe wurden die entsprechenden adrenergen
Rezeptoren bereits mit Hilfe von Immunfluoreszenzfarbungen in der Membran der verwen-

deten Zelllinien nachgewiesen (Doktorarbeit Maximilian Geyer, 2018).
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5.2 Expression von Proteinen des Wnt-Signhalsystems

5.2.1 GSK-3B

GSK-3 ist ein zentrales Enzym im Organismus, dessen Aktivitat durch Phosphorylierung re-
guliert wird. Eine Phosphorylierung an Ser9 fiihrt zu einer Inaktivierung und bei Tyr216 zur
Aktivierung der GSK-3f3 [108].

GSK-3B ist fur die Phosphorylierung vieler Substrate zustandig, wobei viele ihrer Substrate
nach Phosphorylierung inaktiviert oder der Degradation im Proteasom zugefiihrt werden. Ein
Anstieg der inaktiven Form (P-GSK-3B Ser9) wird beispielsweise bei neoplastischen Veran-
derungen und dem Wachstum beim Mammakarzinom oder Plattenepithelkarzinom der Haut
beobachtet [108-110]. Der Zusammenhang besteht hier aufgrund geringerer Aktivitat der
Kinase bei der Phosphorylierung von B-Catenin im kanonischen Wnt-Signalweg, was in Folge
zu erhohter Zellaktivitat fihrt. Nicht phosphoryliertes B-Catenin entzieht sich namlich der
proteasomalen Degradation, sodass es nach zytoplasmatischer Anreicherung auch in den
Zellkern transloziert wird, wo es eine verstarkte Expression Zellaktivitat steigernder Zielgene
nach sich zieht (siehe auch Abschnitt 1.3.3).

Fur andere Tumoren, wie unter anderem Ovarial-, Pankreas-, Prostata- und Kolonkarzinome
wurde eine erhdhte Aktivitat von GSK-3B festgestellt [108, 111]. Hier ist die Annahme, dass
durch die Kinase eine Beeinflussung der Aktivitdit von NF-kB erfolgt, was eine erhohte Tu-
morprogression, Metastasierung und Chemoresistenz nach sich zieht.

Die kontrare Rolle bei verschiedenen Tumoren legt die Vermutung nahe, dass GSK-3B in der
Lage ist, verschiedene Signalwege bei Tumoren mit unterschiedlichen Effekten zu aktivieren,
eventuell auch abhangig vom Tumorstadium [111].

Beim OSCC scheint eine teilweise Inaktivierung der GSK-3B eine tumorférderne Wirkung
nach sich zu ziehen, sodass hier verstarkt die Funktion als Tumorsuppressor im Vordergrund
steht [73]. Dies kdnnte in einer Ahnlichkeit oraler Keratinozyten mit denen in der Haut be-
griindet sein, wo eine verringerte GSK-3B-Aktivitat ebenfalls mit der Erkrankung am Platten-
epithelkarzinom einhergeht [109, 110].

Die Untersuchung der Expression von GSK-3 und P-GSK-3B, dem phosphorylierten Derivat
dieser Kinase, im Western Blot und die anschlieBende semiquantitative Auswertung zeigt,
dass eine ay- oder Bz-adrenerge Stimulation keinen auf Ebene der Proteinexpression detek-

tierbaren Einfluss auf die verwendeten Zellen auslibt (siehe Abbildung 17 und Abbildung 18).
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Der verwendete Antikorper gegen P-GSK-3B ist spezifisch gegen die Ser9 phosphorylierte, in-
aktive Form der Kinase gerichtet [112]. In dieser Arbeit ist also mit P-GSK-3B immer die bei
Ser9 phosphorylierte inaktive GSK-3f gemeint und nicht die bei Tyr216 phosphorylierte
aktive Form.

Aufgrund der Regulation von GSK-3B durch Kinasen wie Protein Kinase A (PKA) oder Protein
Kinase C (PKC) kann theoretisch eine cAMP-abhadngige, G-Protein-vermittelte Beeinflussung
der Aktivitat von GSK-3B in den verwendeten Zellen durch adrenerge Stimulation erfolgen
[72, 113].

Auch im Wnt-Signalweg, in dem GSK-3pB am Destruktionskomplex beteiligt ist, erfolgt liber
den Fzd-Rezeptor eine G-Protein-vermittelte Regulation dieser Kinase [65]. Zusatzlich wurde
fir die Phdochromozytom-Zelllinie PC12 eine indirekte Aktivierung des Akt Signalsystems, in
den GSK-3B ebenfalls involviert ist, durch az-adrenerge Rezeptoren nachgewiesen [114]. Das
zeigt, dass auch unabhangig von der direkten Stimulation adrenerger Rezeptoren intrazellu-
lare Prozesse in Gang gesetzt werden konnen, die die Aktivitdt der GSK-3B beeinflussen
kdnnten.

Auf die GSK-3B wirkt insgesamt eine Vielzahl modulierender Faktoren ein [72, 108], sodass
eventuell aufgrund des Uberwiegens anderer Parameter die Behandlung mit Agonisten in
den durchgefiihrten Versuchen keine Effekte auf die Expression von GSK-3B und P-GSK-3f
und damit dessen Aktivitdt zeigen konnte. Andererseits kann es sein, dass fir andere Zellar-
ten beschriebene Beeinflussungen durch az-adrenerge Stimulation [114] beim OSCC nicht
zutreffen, da Signale anders vermittelt oder moduliert werden kdnnten.

Allerdings lasst sich dem Western Blot mit P-GSK-3B (siehe Abbildung 17C, D und Abbildung
18B, C) entnehmen, dass die Leervektorkontrollen M1 und M5 einerseits absolut betrachtet
auf einem hoheren Niveau die inaktive P-GSK-3B exprimieren (siehe Abbildung 18B) und
dass auch im Verhaltnis zur aktiven Form (siehe Abbildung 18C) der Anteil der bei Ser9 phos-
phorylierten Kinase erhéht ist. Dieses Ergebnis stlitzt die Beobachtung, dass die Expression
von P-Cadherin mit geringerer Aggressivitat des OSCCs verbunden ist, wenn man bedenkt,
dass beim OSCC die Inaktivierung der GSK-3B tumorprogressive Auswirkungen zeigt [73];
dies wurde zudem auch schon in friiheren Untersuchungen der Arbeitsgruppe aufgezeigt
[56].

Ebenfalls kann der Eindruck des epithelialen Erscheinungsbildes der P-Cadherin exprimieren-

den Klone mit diesem Ergebnis in Einklang gebracht werden: Durch die geringere Phosphory-
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lierung und damit hohere Aktivitat der GSK-3B wird Snail phosphoryliert und durch die gerin-
gere Translokation dieses Proteins in den Zellkern wird ein epithelialer Phanotyp beim OSCC
ausgehend von der Expression von P-Cadherin induziert [56].

Um genaue Auswirkungen adrenerger Stimulation auf die Expression und Aktivitat von
GSK-3p bei P-Cadherin exprimierenden OSCC-Zellen im Vergleich zu Zellen ohne dieses Ober-
flachenprotein zu untersuchen, sind weitere Ansatze notig, eventuell auch mit mehreren

Konzentrationen der eingesetzten Agonisten oder anderen Methoden.

5.2.2 B-Catenin

Whnt-Liganden konnen drei verschiedenen intrazelluldre Signalwege auslosen, darunter den
kanonischen, von B-Catenin abhdngigen. Die Aktivierung des Wnt-Systems fiihrt dabei zu
einer Anreicherung von B-Catenin im Zytoplasma, das ansonsten bei Inaktivitdt nach Phos-
phorylierung durch Casein Kinase 1a (CK1a) und GSK-3B ubiquitinyliert und im Proteasom
abgebaut wird. Eine zytoplasmatische Anreicherung von B-Catenin hat schlieBlich zur Folge,
dass es zu einer Translokation in den Zellkern kommt, wo eine Hochregulation der Expres-
sion von Wnt-/B-Catenin-Zielgenen erfolgt [68].

Die besondere Bedeutung eines verstarkt aktiven Wnt-Signalsystems ist dabei fiir einige Tu-
moren von Interesse [65]. Beim OSCC ist meist eine zytoplasmatische Akkumulation dieses
Proteins nachweisbar, wohingegen physiologische orale Mukosa Ulberwiegend membran-
standiges B-Catenin, gebunden an Cadherine[49], zeigt [49, 68].

B-Catenin nimmt als Bestandteil des kanonischen Wnt-Signalweges eine weniger universale
Position innerhalb zelluldarer biochemischer Vorgange ein als GSK-3, welche als Kinase an
aullerordentlich vielen Prozessen, bis hin zu Stoffwechselaktivitaten, beteiligt ist. Somit kann
B-Catenin im Rahmen der vorliegenden Arbeit wahrscheinlich als besserer Hinweis auf die
Aktivitat des Wnt-Signalweges betrachtet werden als GSK-38, welches zusatzlich auch stark
in andere zelluldre Vorgange involviert ist.

Bei dem durchgefiihrten Western Blot wurde ein monoklonaler muriner Antikorper gegen -
Catenin verwendet, zu dessen Herstellung als Immunogen die Aminosduresequenz von B-Ca-
tenin der Maus von Position 571 bis 781 verwendet wurde [115]. Die Kontrolle der Aktivitat
von B-Catenin durch Phosphorylierung erfolgt aminoterminal an Ser33, Ser37, Thr41 und

Ser45 durch CK1a und GSK-3B [116]. Es kann also davon ausgegangen werden, dass der ver-
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wendete Antikorper in der Lage ist, auch phosphoryliertes B-Catenin (P-B-Catenin) zu detek-
tieren. Betrachtet man die PVDF-Membran des durchgefiihrten Western Blots (siehe
Abbildung 19), lassen sich Doppelbanden feststellen, die dahingehend interpretiert werden
konnen, als dass die obere Bande die phosphorylierte und die untere die nicht
phosphorylierte Form von B-Catenin darstellt.

Es lasst sich bei der erfolgten proteinbiochemischen Untersuchung im Western Blot und der
anschliefenden Auswertung (siehe Abbildung 20) allerdings keine Beeinflussung der Expres-
sion von B-Catenin oder dessen Phosphorylierung feststellen. Das erlaubt die Schlussfolge-
rung, dass sich die verwendeten OSCC-Zellen weder in Abhdngigkeit einer Expression von
P-Cadherin noch durch Einwirken adrenerger Agonisten hinsichtlich der Aktivitat des Wnt-
Signalweges beeinflussen lassen.

Die Menge des im Zytoplasma vorhandenen B-Catenins steht im Zusammenhang mit der Ak-
tivitat des kanonischen Wnt-Signalweges und kann im Rahmen dessen durch die GSK-38 be-
einflusst werden, dessen Aktivitat ebenfalls untersucht wurde. Ware also Uber diesen Zu-
sammenhang eine direkte Auswirkung adrenerger Stimulation festgestellt worden, hatte
dies wahrscheinlich ebenfalls Folgen hinsichtlich der Aktivitat des Wnt-Signalweges nach sich
gezogen, die sich auf die detektierbare Menge von P-B-Catenin auswirken. In den durchge-
flihrten Western Blots wurde allerdings das Gesamtprotein untersucht, weshalb theoretisch
geringfiigige Anderungen des phosphorylierten B-Catenin-Anteils im Zytoplasma beispiels-
weise durch hohe B-Catenin-Vorkommen an der Zellmembran Uberlagert worden sein kon-
nen. So wird auch der indirekte Rickschluss auf eine mogliche Beeinflussung der Aktivitat
von GSK-3B durch adrenerge Stimulation im Rahmen des kanonischen Wnt-Signalweges er-
schwert.

Ein anderer moglicher Einflussmechanismus adrenerger Stimulation auf die Proteinmenge
von B-Catenin wire G-Protein-vermittelt Giber die Protein Kinase A denkbar: Uber PKA kann
der kanonische Wnt-Signalweg durch Fzd- und LRP5/6-Phosphorylierung aktiviert werden
[117]. So ware grundsatzlich eine Beeinflussung des Levels von B-Catenin ohne direkte Regu-
lation der Aktivitat von GSK-3pB Uber adrenerge Signalkaskaden moglich.

Zu den vorliegenden Western Blots lasst sich lediglich feststellen, dass -Catenin in phospho-
rylierter und nicht phosphorylierter Form bei Mockzellen ohne Expression von P-Cadherin,
deutlich weniger stark exprimiert wird als bei den Zellklonen mit vorhandener P-Cadherin-

Expression. Auch der Zusammenhang zur Aktivitat der GSK-3B ldsst sich gut erkennen: bei
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den Mocks, also den Leervektorkontrollen, mit hoherer Inaktivitdt dieser fir die Phosphory-
lierung von B-Catenin zustandigen Kinase lasst sich deutlich weniger P-B-Catenin nachweisen
als bei den P-Cadherin exprimierenden Zellen mit starkerer GSK-3B-Aktivitat. Dies kann als
indirekte Bestatigung dafiir angesehen werden, dass die Antikorper der beiden Nachweise
spezifisch an die gesuchten Proteine binden konnten und dass die Regulation flir B-Catenin
durch GSK-38 fir die verwendeten Zellen zu gelten scheint. Zudem zeigt es, dass P-Cadherin
den Wnt-Signalweg negativ moduliert, was eine verringerte Aggressivitat dieser Tumorzellen

nach sich zieht.

5.3 Expression von PD-L1

Beim gesunden Patienten wird PD-L1 vorwiegend auf T- und B-Zellen, Monozyten, antigen-
prasentierenden Zellen (APCs) und Epithelzellen exprimiert. Proinflammatorische Zytokine
wie Interferon-y oder Interleukin-4 fiihren dabei zu einer Hochregulation der Expression von
PD-L1. In seiner physiologischen Funktion tragt PD-L1 zur Modulation der Immunabwehr hin-
sichtlich deren Toleranz gegeniber korpereigenem Gewebe bei und eine fehlende Expres-
sion dieses Proteins flihrt zu Autoimmunerkrankungen. Die Interaktion von PD-L1 mit seinem
Rezeptor auf der Oberflache von T-Zellen verhindert unter anderem die Proliferation und
Funktion dieser Zellen und induziert deren Apoptose [59].

Die verstarkte Expression von PD-L1 bei Tumoren wird mit einer Unterdriickung der Immun-
antwort und somit einer erhéhten Toleranz des Abwehrsystems gegeniiber dem Tumorge-
webe assoziiert [118].

Die Aktivitat von PD-L1 wird moduliert tiber Ubiquitinylierung und N-Glykosylierung, wobei
wahrscheinlich eine Glykosylierung die Bindung von GSK-3B antagonisieren und die Degrada-
tion von PD-L1 verhindern kann. Die N-Glykosylierung dient als Voraussetzung zu Interaktion
von PD-L1 mit dem PD1-Rezeptor und erfolgt durch posttranslationale Modifikation. Hierbei
ist eine Oligosaccharyltransferase beteiligt, um an Asparagin (Asn) Oligosaccharidreste zu
binden. Weitere Prozessierung erfolgt im Golgi-Apparat [119].

Die Regulation der Expression von PD-L1 ist komplex und noch nicht vollstandig aufgeklart,
dennoch wird inzwischen davon ausgegangen, dass die Expression sowohl durch onkogene
Aktivierung von Signalwegen in Krebszellen als auch durch Faktoren der Tumorumgebung re-
guliert wird [59]. Dabei wird dem MAPK- und PI3K/Akt-Signalweg, unter denen vor allem

letzterer fiir eine Vielzahl humoraler Stimuli, wie Wachstumshormone und Zytokine, em-
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pfanglich ist, eine bedeutende Funktion zugewiesen [59, 120]. Eine Aktivierung dieser Signal-
systeme soll eine erhéhte Expression von PD-L1 und damit bessere Unterdriickung der loka-
len Immunantwort zur Folge haben. Fiir den Brustkrebs wurde beispielsweise eine Stabilisie-
rung von PD-L1 durch Inaktivierung von GSK-3B Uber EGF festgestellt, was auf eine Akt-ver-
mittelte Signaltransduktion hindeuten kdnnte [121]. Zusatzlich sollen HIF-1a, STAT3 und
NF-kB eine Hochregulation von PD-L1 bewirken, letzterer Transkriptionsfaktor auch als Me-
diator der IFNy-induzierten Expression von PD-L1 [59, 122].

Die Regulation der Expression von PD-L1 soll zusatzlich gewebe- und zellabhangig erfolgen
[59], sodass auch frisch isoliertes Tumorgewebe aus Patienten im Vergleich zu den aus Zell-
kultur gewonnenen Proben aufgrund des Milieus der Zytokine beim Krebspatienten ein an-
deres Niveau der PD-L1-Expression aufweisen kann [118].

Fiir das OSCC wurde beobachtet, dass eine Mehrzahl der Befunde positiv an PD-L1 ist, und so
die Immunantwort des Patienten beeinflusst werden kann [123].

Die Expression von PD-L1 steht zudem in Zusammenhang mit der epithelial-mesenchymalen
Transition (EMT) beim HNSCC [124]. Fiir OSCC-Zellen mit hoherer Expression von P-Cadherin
kann angenommen werden, dass die EMT noch nicht so fortgeschritten ist, wie es bei Zellen
ohne dieses Protein der Fall ist [56, 74]. Zudem sind die biologischen Auswirkungen von
PD-L1 abhadngig von der Lokalisation in der glykosylierten Form an der Zellmembran, denn
nur so kann die Aktivierung des Zielrezeptors PD-1 und eine Funktion des Proteins erfolgen
[118, 119].

Bei den untersuchten Zellen des HNSCC konnte ebenfalls auf Proteinebene PD-L1 nach-
gewiesen werden. Im Western Blot wurde dabei eine Doppelbande detektiert (siehe
Abbildung 21), wobei die obere Bande als glykosylierte und die untere als nicht glykosylierte
Form von PD-L1 interpretiert werden kann [121]. Die semiquantitative Auswertung (siehe
Abbildung 22) erlaubt Aussagen Uber die Menge des exprimierten Proteins sowie Uiber das
Verhaltnis von glykosyliertem zu nicht glykosyliertem PD-L1 (siehe Abbildung 22C), sodass
Uber den Grad der Glykosylierung auch Riickschllisse hinsichtlich des membranstandigen
und damit immunregulatorisch wirksamen PD-L1 getroffen werden kdnnen.

In den durchgefihrten Western Blots zeigte sich allerdings eine starkere Expression der obe-
ren Bande bzw. glykosylierten Form von PD-L1 bei den P-Cadherin exprimierenden Zellklo-
nen im Vergleich zu den Mocks (siehe Abbildung 22A). Auch im Verhaltnis zur nicht glykosy-

lierten Form von PD-L1 (siehe Abbildung 22C) dominiert unter induzierter Expression von
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P-Cadherin die glykosylierte Form. Diese Beobachtung ist kontradr zu der Annahme, dass EMT
und erhéhte Expression von PD-L1 einhergehen missten. Es kann im vorliegenden Western
Blot allerdings der Fall sein, dass hier aufgrund der Erfassung des Gesamtproteins intrazellu-
lares und nicht membranstandiges trotzdem glykosyliertes PD-L1 erfasst wurde. Die Glykosy-
lierung von PD-L1 ist an mehreren Stellen des Proteins moglich und ermdglicht eine vielseiti-
ge posttranslationale Prozessierung [125], sodass im durchgefiihrten Western Blot vielleicht
mehr glykosyliertes Protein erfasst wurde, als letztendlich an der Zelloberflache tatsachlich
nachweisbar oder aktiv ware. Somit ware also der Riickschluss unzuldssig, dass bei der vor-
liegenden Auswertung der als glykosyliert bezeichnete Anteil von PD-L1 direkt mit der an der
Zellmembran lokalisierten Menge korreliert.

Eine adrenerge Stimulation zeigt bei den verwendeten Zellen weder Auswirkungen auf die
Expression von PD-L1 selbst, noch auf das Verhaltnis der Glykosylierung, auch nicht in Ab-
hangigkeit einer induzierten Expression von P-Cadherin. Dies steht insofern in Einklang mit
der Literatur, als dass sich die Regulation der Expression von PD-L1 als sehr komplex und
nicht als unmittelbar adrenerg beeinflusst darstellt.

Zusammenhangend scheint auch die Degradation von PD-L1 unbeeinflusst durch adrenerge
Stimulation, da weder GSK-3p in Expression und Aktivitat noch PD-L1 hinsichtlich des Expres-

sionslevels beeinflusst werden.

5.4 Funktionelle Versuche

5.4.1 Vaskulogene Mimikry

Da die Blutversorgung die Voraussetzung zur Versorgung von Gewebe mit Nahrstoffen dar-
stellt, gilt Angiogenese als ein bedeutsamer Faktor fiir invasives Tumorwachstum, Progres-
sion des Tumors und dessen Metastasierung [126, 127]. Vor allem B-adrenerge Stimulation
soll dabei Auswirkungen auf die Neogenese von BlutgefaRen bei Tumorerkrankungen zeigen.
Dies ist fiir das Adenokarzinom der Lunge und des Pankreasganges, das Kolonkarzinom, fir
den Brustkrebs und das Ovarialkarzinom beschrieben [126, 128—-130]. Fir das Nasopharyn-
gealkarzinom wurde ebenfalls erhéhte Tendenz zur Angiogenese unter adrenerger Stimula-
tion beschrieben [90] und insgesamt gilt beim OSCC auch eine Beeinflussung durch Aktivie-

rung adrenerger Signalwege als wahrscheinlich [131-133].
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Neben der Angiogenese durch Endothelzellen spielt auch die Ausbildung tubuldrer Struktu-
ren durch Tumorzellen selbst eine wichtige Rolle zur Durchblutung von Tumorherden. Diese
Fahigkeit ist besonders dann von Bedeutung, wenn bei der Tumortherapie Substanzen zur
Suppression der Angiogenese eingesetzt werden und der Tumor unter Transdifferenzierung
selbst vaskulogene Mimikry aufzeigt und sich so dieser Therapie entziehen kann [127].

Es zeigt sich, dass viele molekulare Mechanismen an der Ausbildung vaskulogener Mimikry
beteiligt sind, darunter Signalwege wie PI3K/Akt oder MMPs, allen voran MMP-2. Auch
Hypoxie, VEGF und cAMP koénnen diesen Vorgang modulieren [127, 134]. Fur das maligne
Melanom konnte gezeigt werden, dass vaskulogene Mimikry durch einen cAMP-Anstieg, ver-
mittelt Uber viele weitere Signalwege, gehemmt werden kdnnen [134]. Insgesamt zeigen Tu-
morzellen mit vaskulogenen Tendenzen einen multipotenten stammzelldahnlichen Phanoty-
pen und auch der Prozess der EMT und die Ausbildung vaskulogener Mimikry gehen mitei-
nander einher [127]. Anhand des Prostatakarzinoms und des HNSCCs wurde zudem festge-
stellt, dass EphA2 bei der Ausbildung vaskulogener Mimikry und auch der hierbei wichtigen
EMT beteiligt ist [135, 136]. Insgesamt ziehen vaskulogene Mimikry eine schlechtere Prog-
nose bei Tumorerkrankungen wie dem Melanom, dem Prostatakarzinom und dem Larynx-
karzinom nach sich [135, 137, 138].

Als in vitro Modell zur Untersuchung einer Zelllinie hinsichtlich der Tendenz, vaskulogene Mi-
mikry auszubilden, werden Zellen unter verschiedenen Bedingungen auf Matrigel® kultiviert
und es wird die Neigung zur Ausbildung netzartiger Strukturen beobachtet.

Im Rahmen der durchgefiihrten Experimente konnte keine auswertbare Auswirkung adre-
nerger Stimulation auf die verwendeten Zellen festgestellt werden. Bei reiner Betrachtung
der aufgezeichneten Bilder kann man leichte Tendenzen zur Ausbildung eines etwas feineren
Netzwerkes bei B-adrenerger Stimulation durch Formoterol zum einen unter Expression von
P-Cadherin und zum anderen bei Mockzellen erkennen (siehe Abbildung 23), allerdings lasst
sich dieser Effekt statistisch nicht darstellen (siehe Abbildung 25). Moglicherweise lasst sich
dies auf die eingesetzte Konzentration der Agonisten zurickflihnren oder auch auf die Tatsa-
che, dass die verwendeten Zellen in ihrer Ausbildung netzartiger Strukturen nicht oder nur
schwach durch adrenerge Stimulation beeinflussbar sind. Schlieflich kénnten auch die Para-
meter der Auswertungssoftware Imagel) und statistische Methoden Einfluss auf die Ergebnis-

se zeigen.
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Da die Behandlung der verwendeten Zellen mit adrenergen Agonisten einen rezeptorvermit-
telten Anstieg des intrazellularen cAMP-Spiegels nach sich ziehen sollte, ware unter Stimula-
tion mit Formoterol eine geringere Ausbildung vaskulogener Mimikry, analog dem malignen
Melanom, denkbar [134].

Eine genaue Rolle von P-Cadherin bei der Ausbildung netzartiger Strukturen und der Angio-
genese scheint unklar. Unter der Annahme, dass die Expression von P-Cadherin einen epi-
thelialen Phanotyp des OSCCs induziert [56], und aufgrund der tumorsuppressiven Wirkung
dieses Oberflachenmolekiils beim OSCC [50] lasst sich vermuten, dass im vorliegenden Ver-
such zu vaskulogenen Mimikry ein Unterschied durch die Expression von P-Cadherin nach-
weisbar sein musste. Auch die Tatsache, dass EMT zur Auspragung vaskulogener Mimikry
beitragt und der Verlust von P-Cadherin in Volllange ein Schritt in die Richtung der EMT dar-
stellt, sollte zur Folge haben, dass Leervektorkontrollen sich von Zellen mit induzierter
P-Cadherin-Expression unterscheiden [127]. Statistisch ist hier allerdings kein Anhalt gege-
ben, lediglich auf den Fotos (siehe Abbildung 23 und Abbildung 24) kdnnte man erkennen,
dass die dargestellte Netzstruktur bei fehlender Expression von P-Cadherin beim Mock
tendenziell feinmaschiger ausgepragt ware.

Beim durchgefiihrten Versuch kann moglicherweise durch Modulation der Parameter wie
beispielsweise Konzentration der Agonisten oder die Verwendung einer anderen Zelllinie ein

aussagekraftigeres Ergebnis als das derzeit vorliegende erzielt werden.

5.4.2 Invasion

Die Fahigkeit von Tumorzellen zur Invasion gibt Aufschluss liber die Neigung zur Metastasie-
rung. Das Durchdringen der Basalmembran ist ein wichtiger Schritt zur Verbreitung der
Krebszellen im Organismus und zur Ausbildung weiterer Tumorherde.

Eine Aktivierung des Wnt-Signalweges kann ebenso proinvasiv wirken wie viele weitere zel-
lulare Vorgange [68].

Bei einigen Tumorerkrankungen spielt zudem die Expression von P-Cadherin eine herausra-
gende Rolle auf dem Weg zur Metastasierung [50]. Bei Erkrankungen wie dem malignen Me-
lanom oder dem Kolonkarzinom zieht geringere P-Cadherin-Expression eine stdrkere Nei-
gung zur Invasion und damit auch zur Metastasierung nach sich [139-141]. Der gegenteilige

Effekt, also eine geringere Invasion durch Herabregulation der Expression von P-Cadherin,
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tritt dagegen beim Mamma-, Magen-, Pankreas-, dem intrahepatischen Cholangio- und dem
Blasenkarzinom auf [140, 142—-145]. Gewebeabhangig ist also eine erhohte oder verringerte
Expression von P-Cadherin assoziiert mit einer starkeren Neigung zur Invasion.

Reduzierte Invasionsfahigkeit in Verbindung mit diesem Oberflachenprotein wird dabei vor
allem auf eine verstarkte interzellulare Adhéasion zurtickgefiihrt [141]. Dagegen wird eine er-
hohte Neigung zur Invasion, die bei manchen Tumorerkrankungen durch die Expression von
P-Cadherin verursacht oder verstarkt wird, auf eine Modulation intrazelluldrer Signalwege
Uber die juxtamembrane Domane von P-Cadherin zurlickgefiihrt [145].

Da beim OSCC die Expression von P-Cadherin ebenso tumorsuppressiv wirkt wie beim Mela-
nom, sollte eine geringere Fahigkeit zur Invasion im Zusammenhang mit diesem Ober-
flachenprotein nachweisbar sein [50, 56]. Allerdings zeigen die durchgefiihrten Versuche,
dass die Untersuchung simultan gewonnener Proben fiir Mock Kontrollklone ein geringeres
Niveau der optischen Dichte als fir die P-Cadherin exprimierenden Klone ergibt (siehe
Abbildung 27C-F). Dies wiirde bedeuten, dass die Expression von P-Cadherin eine starkere
Invasion nach sich zieht, was sich als kontrar zu obiger Annahme erweist.

Bei Betrachtung der Literatur zur Auswirkung adrenerger Stimulation auf die Invasion von
Tumorzellen wird beispielsweise fiir das Pankreaskarzinom die proinvasive Wirkung B.-adre-
nerger Rezeptoraktivierung hervorgehoben [146-148]. Fir weitere Tumorerkrankungen, so
auch das OSCC, wird, auch im Zusammenhang mit erhdhter Expression der Matrixmetallo-
proteinasen MMP-2 und -9, von verstarkter Neigung zur Invasion durch Stimulation der B;-
Adrenozeptoren ausgegangen [92] (siehe auch Abschnitt 5.5).

In der durchgefiihrten Untersuchung konnte allerdings fir die Mocks, also native OSCC-
Zellen, keine oder nur schwach signifikante Beeinflussung der Invasion durch B;-adrenerge
Stimulation in der verwendeten Konzentration nachgewiesen werden (siehe Abbildung 27B,
D, F). Dagegen zeigen sich OSCC-Zellen unter induzierter Expression von P-Cadherin empfan-
glich fur Bz-adrenerge Stimulation, die bei diesen Zellklonen zu signifikant geringerer Ten-
denz zur Invasion fuhrt (siehe Abbildung 27A, C, E). Am starksten signifikant fallt dabei der
durchgefiihrte Versuch unter Verwendung einer zehnmal héheren Konzentration der Agonis-
ten aus, was die Vermutung nahelegt, dass es sich um eine konzentrationsabhangige Wir-
kung handeln konnte (siehe Abbildung 27E).

Dabei widersprechen die gewonnenen Ergebnisse der aktuellen zuvor dargestellten Situation

in der Literatur. Allerdings muss dabei erwogen werden, dass hier der Zusammenhang mit
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der induzierten Expression von P-Cadherin untersucht wird, sodass auch dieses Oberflachen-
protein in die Abweichung verwickelt sein konnte. Méglicherweise macht die Expression von
P-Cadherin die verwendeten Zellen erst empfanglich fiir eine Reaktion auf die B.-adrenerge
Stimulation mit Formoterol in der eingesetzten Konzentration. Dabei kdnnte die Aktivierung
der Bo-Adrenozeptoren in diesem Fall die Invasionstatigkeit, moglicherweise auch zugunsten
anderer zelluldrer Prozesse wie der Proliferation, dampfend modulieren.

Besonders Abbildung 27C kann entnommen werden, dass K4, also der Klon mit der, wie in
5.1 dargestellt, besten Differenzierung starker beeinflussbar durch B,-adrenerge Stimulation
ist als K6, der wie in 5.1 erlautert, hinsichtlich seiner Expression von P-Cadherin und Morpho-
logie am ehesten den Mocks dhneln sollte. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit der in 5.1
dargestellten Anordnung der Zellklone in einer Reihe abnehmender Differenzierung. Auch
das Ergebnis, dass Leervektorkontrollen nicht bzw. schlechter B;-adrenerg in ihrem Inva-
sionsverhalten beeinflussbar sind, spiegelt sich darin wider, dass sich die Auswirkung B,-ad-
renerger Stimulation bei K6 mit geringerer Expression von P-Cadherin weniger stark darstellt
als bei K4, dem Klon mit der héchsten Expression dieses Proteins.

Die im Rahmen der durchgefiihrten Arbeit ausgangs verwendete Agonistenkonzentration
von 108 M fir Brimonidin, den az-Agonisten, bzw. 10”7 M fiir Formoterol, den B,-Agonisten,
konnten eventuell erhoht werden, um das physiologische Level bei Stress besser zu repra-
sentieren, wie es bei anderen Autoren gehandhabt wird, die teils mit 10> M Konzentration
zur Bz-adrenergen Stimulation arbeiten [93, 147]. So kdnnte versucht werden, die Effekte
der adrenergen Stimulation zu verstarken. Andererseits konnte verifiziert werden, ob die In-
vasion tatsdchlich dosisabhangig negativ beeinflusst wird durch B:-adrenerge Stimulation
oder ob sich unter Verwendung einer hoheren Konzentration der Agonisten gar eine ver-

starkte Neigung zur Invasion ergibt.

5.4.3 Migration

Unter anderem eine Aktivierung des Wnt-Signalsystems kann beim OSCC eine erhéhte Ten-
denz zur Migration nach sich ziehen [68]. Im Rahmen der durchgefiihrten Experimente konn-
te allerdings auf Ebene der Proteinexpression keine signifikante Beeinflussung dessen durch
adrenerge Stimulation detektiert werden, sodass eine etwaige Auswirkung aktivierter Adre-

nozeptoren auf die Migration auf andere Ursachen zurlickzufiihren ware.
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Weiterhin flihrt die Expression von P-Cadherin nach einer vorherigen Untersuchung der Ar-
beitsgruppe beim OSCC zu signifikant niedrigerer Migration im Vergleich zu Mock-Kontroll-
zellen [56], wobei hier auch die durch Slit-2 induzierte Komplexbildung aus P-Cadherin und
Robo-3 an der geringeren Migrationsaktivitat beteiligt ist [149]. Die Arbeitsgruppe fiihrte da-
zu einen zum Versuch der vorliegenden Arbeit analogen Assay durch und zudem wurde die
gleiche Zelllinie verwendet wie im Rahmen dieser Arbeit. Folglich misste auch im jetzt
durchgefiihrten Migrationsassay eine unterscheidbare Tendenz zur Migration zumindest fir
Mocks und P-Cadherin exprimierende Klone ersichtlich sein.

Allerdings zeigt die Auswertung des Versuchs (siehe Abbildung 28) keine statistisch haltbaren
Unterschiede zwischen Zellen mit induzierter P-Cadherin-Expression und den Leervektorkon-
trollen, den Mocks. Dies lasst die Vermutung zu, dass der Versuch insgesamt im Rahmen die-
ser Arbeit nicht ordnungsgemald ablaufen konnte. Dabei kdnnten vielfdltige Fehlerquellen
ursachlich sein, weshalb eine Wiederholung des Versuchs eventuell dennoch zu weiteren Er-
gebnissen fihren kdnnte.

Fiir andere Krebsleiden wurden verschiedene Auswirkungen adrenerger Stimulation auf die
Migration beschrieben. Auch die Rolle von P-Cadherin scheint heterogen, denn beim Gallen-
gangs-, Pankreas- und Magenkarzinom besteht eine Korrelation zwischen der Expression die-
ses Proteins und der erhéhten Migrationsneigung der Tumorzellen in vitro [143, 144], wohin-
gegen beim OSCC die Herabregulation von P-Cadherin zu einem verstarkt malignen Phanoty-
pen fihrt. Dabei scheint ein Zusammenhang dazu zu bestehen, ob bei der jeweiligen Tumor-
erkrankung eine verstarkte Expression von P-Cadherin tumorférdernd oder -supprimierend
wirkt [50].

Bei Osteoblasten fiihrt eine Bz-adrenerge Stimulation mit dem Agonisten Isoproterenol ab-
hangig von der jeweiligen Phase des Zellzyklus zu Auswirkungen auf die Migration, wobei nur
Zellen in der G1 Phase negativ moduliert werden konnten [150]. Bei bronchialen Epithelzel-
len flhrt ebenfalls eine Aktivierung von B-Adrenozeptoren zu geringerer Zellmigration bei
Wundheilung. Dies wurde von der durchfiihrenden Arbeitsgruppe mehr auf eine PP2A-Akti-
vierung als auf eine cAMP-abhangigen Regulation zurlickgefihrt [151]. SchlieBlich konnte
auch fiir Keratinozyten eine Inhibition der Migration durch B2-adrenerge Stimulation festge-

stellt werden, welche ebenfalls PP2A-vermittelt zu sein scheint [152].
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Dagegen zieht die Stimulation von B2-Adrenozeptoren beim Kolon- und Prostatakarzinom so-
wie beim Brustkrebs erhéhte Tendenz der Tumorzellen hinsichtlich ihrer Migration nach sich
[153-157].

AbschlieBend lasst sich feststellen, dass im Rahmen der Untersuchungen anderer Arbeits-
gruppen hinsichtlich der Migrationsfahigkeit in vitro viele verschiedene Versuchsansatze ver-
wendet werden [143, 144, 150-152, 154-156]. Bisweilen wurden auch mit Matrigel® be-
schichtete Einsatze bei Versuchen mit Boydenkammer beschrieben, die ihrem Versuchsauf-
bau nach mehr dem bei uns als Invasionsassay durchgefiihrten Experiment dhneln und des-
halb nicht als addaquat zum vorliegenden Migrationsversuch angesehen werden.

Insgesamt obliegt die Untersuchung einer moglichen Beeinflussung der Migration von
HNSCC-Zellen durch adrenerge Stimulation unter Bericksichtigung der Expression von
P-Cadherin zukinftigen Nachforschungen, eventuell auch unter Variation der Rahmenbedin-

gungen des verwendeten Assays.

5.4.4 Proliferation

Zellproliferation ist essenziell flir das Fortschreiten einer Tumorladsion, sodass Faktoren von
Interesse gewinnen, die auf diesen Prozess Einfluss nehmen kdénnen. Vielfadltigste Einflisse
wie Wachstumsfaktoren und zahlreiche Signalwege sind in der Lage, die Proliferation zu mo-
dulieren [158]. Unter anderem auch die an friiherer Stelle besprochenen Proteine GSK-3f
und B-Catenin sind in diese intrazelluldren Signalkaskaden involviert.

Fiir einige Krebserkrankungen, wie das Prostata- oder das Pankreaskarzinom wurde in vitro
oder teils auch in vivo eine erhéhte Proliferation durch adrenerge Stimulation von Tumorzel-
len mit Noradrenalin oder Hemmung dieses Vorgangs durch B»-Adrenozeptor-Antagonisten
beschrieben [146, 153]. Auch fiir das OSCC wird durch einige Autoren von einer erhdhten
Proliferation im Zusammenhang mit B;-adrenerger Stimulation durch Noradrenalin berichtet
[92, 93].

Zudem kann auch die Expression von P-Cadherin Einfluss auf die Proliferation nehmen: Beim
Leberzellkarzinom oder auch dem Melanom fiihrt eine Inhibition der Expression von P-Cad-
herin wie beim OSCC zu erhohter Proliferation bzw. die Expression des Proteins zu einer
Wachstumssuppression [51, 52, 139]. Dagegen fiihrt eine verringerte P-Cadherin-Expression

beim Magenzellkarzinom zu geringerer Proliferationsaktivitdt [143]. Die Auswirkung einer
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Hoch- oder Herabregulation von P-Cadherin auf die Proliferation scheint also analog zur all-
gemeinen tumorsuppressiven oder tumorférdernden Wirkung des Oberflachenproteins bei
der jeweiligen Krebserkrankung selbst [50].

Mithilfe der durchgefiihrten Versuche konnte bei P-Cadherin exprimierenden Klonen und
Leervektorkontrollen (Mocks) zunéchst keine Beeinflussung der Proliferation durch adrener-
ge Stimulation gezeigt werden (siehe Abbildung 29A). Hierbei erfolgte die Verwendung des
az-adrenergen Agonisten in der Konzentration von 108 M bzw. von 107 M fiir den B-adre-
nergen Agonisten. Unter Erhéhung der Konzentration des jeweiligen Agonisten im Medium
um den Faktor 10 konnte eine tendenzielle, statistisch allerdings nicht nachweisbare, Beein-
flussung der Proliferation in vitro festgestellt werden (siehe Abbildung 29B). In der gewahl-
ten graphischen Darstellung bedeutet eine geringere Verdopplungszeit eine erhohte Nei-
gung zur Proliferation. Dabei zeigt sich, dass vor allem der B.-adrenerge Agonist bei einer
Konzentration von 10® M HNSCC-Zellen unabhingig von deren Expression von P-Cadherin,
jedoch insgesamt auf unterschiedlichem Niveau filir Zellen mit induzierter Expression von
P-Cadherin und Mocks, also Leervektorkontrollen, in ihrer Proliferation fordert (siehe
Abbildung 298B).

Die gewonnen Ergebnisse stehen im Einklang mit der Literatur, in der beschrieben wird, dass
B,-adrenerge Stimulation eine erhéhte Proliferation beim OSCC nach sich ziehen kann [92,
93], was moglicherweise durch die Modulation des MAPK Signalwegs und von Transkrip-
tionsfaktoren wie NF-kB, AP-1 und CREB bzw. deren Zielgene begriindet sein konnte [146].
Allerdings zeigten in den durchgefiihrten Versuchen Klone mit Expression von P-Cadherin
eine geringere Verdopplungszeit als die Mocks. Dieser Sachverhalt steht kontrar zu den zu-
vor beschriebenen tumorsuppressiven Eigenschaften der Expression von P-Cadherin beim
0OSCC [50, 52]. Moglicherweise ist dies durch die Verwendung transfizierter und 6fters passa-
gierter Zellen methodisch bedingt oder die verwendete Zelllinie reagiert, moglicherweise
auch durch das Mikromilieu bedingt, abweichend. Die Auswirkungen der adrenergen Stimu-
lation kdnnten verstarkt werden durch die Verwendung einer hoheren Agonistenkonzentra-
tion. In den durchgefiihrten Experimenten wurde der B;-Agonist Formoterol regular in einer
Konzentration von 107 M und im Rahmen des Proliferationsassays zuséatzlich auch in einer
Konzentration von 10°® M, also 1 uM, verwendet. Andere Autoren berichten hier namlich
vom Einsatz eines Noradrenalinspiegels von 10 uM bei dhnlichem Aufbau des Proliferations-

assays mit Tetrazoliumsalz und Erzielung signifikanter Ergebnisse im Kontext mit OSCC [93].
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5.5 Analyse der MMP-Aktivitat

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten leider keine Einblicke in die MMP-Aktivitat der
verwendeten Zellen und deren mogliche Reaktion auf adrenerge Stimulation abhangig von
der P-Cadherin-Expression gewonnen werden, da die durchgefiihrten zymographischen Ver-
suche ergebnislos blieben.

Flir das HNSCC [83, 159-161] und andere Tumoren [162, 163] spielen Matrixmetallopro-
teinasen, allen voran MMP-2 und -9 eine herausragende Rolle bei der Tumorprogression und
Metastasierung. Dabei wurde fiir einige Tumoren eine Moglichkeit der Beeinflussung der Ex-
pression durch B.-adrenerge Stimulation nachgewiesen. Diese fiihrt beispielsweise beim
Lungen-, Pankreas-, Ovarial- und Prostatakarzinom zu erhohter Expression von MMP-2 und
MMP-9 und in Folge dessen teils zu starkerem Migrations-, Proliferations- oder Angiogenese-
verhalten [153, 163-165].

Im Mausmodell konnte auch fiir humane OSCCs eine erhéhte MMP-2-Expression und ein ho-
heres Plasmalevel an Katecholaminen verbunden mit invasiverem Wachstum durch chro-
nischen Stress nachgewiesen werden [133]. Auch beim Nasopharyngealkarzinom konnte
eine Noradrenalin-induzierte vermehrte MMP-2- und -9-Expression nachgewiesen werden,
die auf By-adrenerge Stimulation zuriickzufihren ist [90]. Das unterstiitzt die Vermutung,
dass auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine grundsatzliche Moéglichkeit der Beeinflus-
sung der MMP-Aktivitdat durch adrenerge Stimulation gegeben sein miisste, sofern die Ver-
suchsergebnisse auswertbar gewesen waren.

Als wahrscheinliche Ursache fir die fehlgeschlagene Zymographie konnten methodische
Fehler angesehen werden. Zwar wurde der Versuch mehrmals exakt nach dem in der Ar-
beitsgruppe gangigem Protokoll durchgefiihrt, das auch alio loco in dhnlicher Form Anwen-
dung findet [166]. Fiir den Versuch wurde eine Vielzahl von Reagenzien und Lésungen beno-
tigt, die alle im Vorfeld herzustellen waren (siehe Tabelle 24 - Tabelle 33). Alle nicht gut lage-
rungsfahigen Komponenten wie die Gele wurden vor jedem Versuchsansatz frisch herge-
stellt. Im Zuge der Versuchswiederholungen wurden zur Kontrolle samtliche Lésungen er-
neuert, um auch hier eine falsche Zusammensetzung auszuschlieBen.

Moglicherweise war in dieser Versuchsreihe die eingesetzte Proteinmenge von 3 pg aus dem
Zelliiberstand fiir Gelatine-Zymographie zu gering; manche Protokolle gehen hier von einer
hoheren Menge des bendtigten Proteins aus [166]. Allerdings konnten in der Arbeitsgruppe

zuvor schon Zymogramme auf Gelatinebasis unter dem Einsatz von lediglich 3 pug Probepro-
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tein erfolgreich durchgefiihrt werden, sodass dies jedoch als unwahrscheinliche Ursache fir
das Ausbleiben von Ergebnissen anzusehen ist. Moglicherweise sezernierten die verwende-
ten Zellen aber nicht ausreichend MMPs, um diese aufgrund eines zu geringen Anteils im
Uberstand nachzuweisen. SchlieBlich wurde die Inkubationszeit fiir die Gele eingehalten, so-
dass ein ordnungsgemaBer Gelatineverdau durch MMPs moglich gewesen ware. Die Unter-
suchung der MMP-Aktivitat bleibt also im Zusammenhang mit adrenerger Stimulation von

HNSCC-Zellen, auch im Hinblick auf die Expression von P-Cadherin, fir die Zukunft offen.
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6 Zusammenfassung

Es zeigt sich, dass die Zellen mit induzierter Expression von P-Cadherin hinsichtlich ihres Dif-
ferenzierungsgrades in ein Schema einteilbar sind und dass sie sich anhand der abnehmen-
den Expression von P-Cadherin in Volllange im Hinblick auf die zunehmend malignen Phano-
typen wie folgt ordnen lassen: K4 2 K3 2 K2 2 K6 2> M1 > M5.

Auch die Verwendung einer anderen oder weiterer OSCC-Zelllinien scheint sinnvoll, um
eventuelle individuelle Reaktionen und Verhaltensmuster der eingesetzten Zelllinie auf adre-

nerge Stimulation aufzudecken.

6.1 Proteinbiochemische Untersuchungen

Proteinbiochemische Untersuchungen zur Expression von GSK-3B, P-GSK-3, B-Catenin und
PD-L1 folgten. Dabei wurden stets Zelllysate aus der Kultur mit Konfluenz von 60 % und 90 %
hergestellt, wobei hieraus keine Unterschiede resultierten.

Die Inaktivierung von GSK-3B wirkt beim OSCC tumorférdernd, weshalb dieses Protein in sei-
ner Funktion bei der untersuchten Tumorerkrankung als Tumorsuppressor wirkt. An Ser9
phosphorylierte P-GSK-3B stellt dabei dessen inaktives Derivat dar. GSK-3B vermittelt beim
OSCC unter anderem die Phosphorylierung von Snail, das in Folge aufgrund vermehrten Ab-
baus in geringerem Ausmal} in den Zellkern transloziert wird und so einen epithelialen Pha-
notyp des OSCCs induziert. In den durchgefiihrten Versuchen kann kein detektierbarer Ein-
fluss adrenerger Stimulation auf die Expression von GSK-3B und P-GSK-3f auf Proteinebene
nachgewiesen werden. Es zeigt sich, dass die Leervektorkontrollen ein héheres Niveau der
Expression von P-GSK-3pB, also der inaktiven Form der Kinase, aufweisen und auch im Ver-
héaltnis zu GSK-33 mehr P-GSK-3B exprimieren als die Klone mit induzierter P-Cadherin-Ex-
pression. Die Annahme, es handle sich bei den Mocks aufgrund fehlender Expression von
P-Cadherin um einen aggressiveren Phanotypen der untersuchten Zelllinie kann so unter-
mauert werden.

B-Catenin wird als Bestandteil des Wnt-Signalweges auf Ebene der Proteinexpression eben-
falls untersucht. Intrazellular erfahrt B-Catenin durch GSK-3B3- und CKla-vermittelte Phos-
phorylierung eine Inaktivierung und nach anschlieRender Ubiquitinylierung eine proteaso-

male Degradation. Eine Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalweges zieht einen hoheren
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zytosolischen B-Catenin-Spiegel nach sich, was zu einer vermehrten Translokation dieses
Proteins in den Zellkern flhrt, welches dort eine verstarkte Expression seiner Zielgene ver-
mittelt. Die Detektion von Doppelbanden in den durchgefiihrten Versuchen erlaubt die Ana-
lyse der phosphorylierten und nicht phosphorylierten Form von B-Catenin. Dabei kann keine
Beeinflussung der Expression dieses Proteins oder im Grad der Phosphorylierung durch adre-
nerge Stimulation mit der eingesetzten Konzentration abhangig von der Expression von
P-Cadherin nachgewiesen werden. Es kann jedoch gezeigt werden, dass Mocks weniger
B-Catenin exprimieren als die Klone mit induzierter Expression von P-Cadherin. Dies wird as-
soziiert mit einer vermehrten Bindung von B-Catenin an die Transmembrandomane von
P-Cadherin. Bei den Leervektorkontrollen kann weniger P-B-Catenin detektiert werden als
bei P-Cadherin exprimierenden Klonen, was wiederum im Zusammenhang steht mit einer
geringeren GSK-3B-Aktivitat bei diesen Zellen mit aggressiverem Phanotyp.

Fiir eine Mehrzahl an OSCCs liegt ein PD-L1-positiver Befund vor. Es wird angenommen, dass
der Tumor somit in der Lage ist, Einfluss auf die Immunantwort des Patienten zu nehmen,
wobei die genaue Regulation der Expression von PD-L1 bei Tumorerkrankungen noch nicht
vollstandig aufgeklart ist. Auch bei der verwendeten Zelllinie lasst sich im Versuch PD-L1
nachweisen, doch die Expression dieses Proteins kann durch adrenerge Stimulation mit der
eingesetzten Konzentration nicht beeinflusst werden. Auch die gleichzeitige Expression von
P-Cadherin ermdglicht keine Modulation der Proteinmenge von PD-L1 durch adrenerge Ago-
nisten.

Hinsichtlich der Zymographie konnen keine Ergebnisse erzielt werden, eventuell aufgrund zu
geringer eingesetzter Proteinmengen oder wegen zu geringer Sekretion von MMPs durch die
verwendeten Zellen. Theoretisch misste sich mit veranderter Invasion (siehe unten) auch

eine Auswirkung auf die Menge bestimmter MMPs nachweisen lassen.

6.2 Funktionelle Versuchsansatze

Weiterhin wurden funktionelle Versuche zur Analyse wichtiger Aspekte der Tumorprogres-
sion wie der vaskulogene Mimikry, Invasion, Migration und Proliferation durchgefiihrt.
Beim Versuch zur Untersuchung vaskulogener Mimikry dirften laut Literatur sowohl die Ex-

pression von P-Cadherin als auch adrenerge Stimulation moégliche Einflussfaktoren darstel-
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len. Bei den verwendeten Zellen lasst sich im durchgefiihrten Versuch jedoch keine statis-
tisch nachweisbare Beeinflussung durch diese beiden Faktoren feststellen.

Auch das Invasionsverhalten sollte laut Vorgaben der Literatur vor allem durch B-adrenerge
Stimulation verstarkt und durch P-Cadherin gedampft werden. Im durchgefiihrten Versuch
zeigen P-Cadherin exprimierende Klone eine signifikant niedrigere, wahrscheinlich konzen-
trationsabhangige, Tendenz zur Invasion durch B;-adrenerge Stimulation im Vergleich zur
Kontrolle ohne Agonisten. Mockzellen lassen sich dagegen durch Aktivierung von Adreno-
zeptoren nicht signifikant beeinflussen.

Die Expression von P-Cadherin sollte beim OSCC durch Slit-2 induzierte Komplexbildung aus
P-Cadherin und Robo-3 zu einer geringeren Migration fihren. Auch eine Moéglichkeit der Be-
einflussung durch adrenerge Stimulation scheint wahrscheinlich. Im durchgefiihrten Versuch
kann allerdings keine Migration fiir die verwendeten Zellen nachgewiesen werden und damit
auch kein eventuell abweichendes Verhalten unter Expression von P-Cadherin durch adre-
nerge Stimulation.

Hinsichtlich der Proliferation dirfte P-Cadherin suppressiv wirken und eine B-adrenerge Sti-
mulation fordernd. Im Versuch zeigt sich eine tendenzielle, statistisch allerdings nicht signifi-
kante, gesteigerte Proliferation unter B.-adrenerger Stimulation der Zellen. Dabei liegt je-
doch bei den Zellen mit Expression von P-Cadherin im Vergleich zu den Mocks ebenfalls eine

leicht erhohte Proliferationstendenz vor.
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7 Abkiirzungsverzeichnis

Ag. Agonist

AJCC American Joint Committee on Cancer

cAMP Zyklisches AMP (Adenosinmonophosphat)

CKla Casein Kinase 1a

CREB cAMP response element-binding protein (Transkriptionsfaktor)
CT Computertomographie

DGMKG Deutsche Gesellschaft fiir Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie
DNA Desoxyribonuclein Acid (= Desoxyribonukleinsdaure, DNS)

Dvl Dishevelled-Proteine (Messenger im Wnt-Signalsystem)

EGF Epidermal growth factor (= Epidermaler Wachstumsfaktor)
EGFR Epidermal growth factor receptor (= Rezeptor fir EGF)

EMT Epithelial mesenchymale Transition

FU Formoterolhemifumarat, B.-Agonist

Fzd-Rezeptor

Frizzled-Rezeptor (Zellrezeptor im Rahmen des Wnt-Signalsystems)

GSK-3pB Glykogen Synthase Kinase 3 B

HNSCC Head and neck squamous cell carcinoma

HPV Humane Papillomviren

HRP Horseradish peroxidase (= Meerrettichperoxidase), verwendet in
Konjugaten mit Sekundarantikorpern

IFNy Interferon gamma

K2, K3, K4, K6,
M1, M5

Klon 2, Klon 3, Klon 4, Klon 6, Mock 1, Mock 5 (= verwendete Zellen)

LRP-Rezeptor

Lipoprotein-Rezeptor related Protein-Familie (Co-Rezeptoren bei der

Aktivierung des Wnt-Signalsystems)

MMP Matrixmetalloproteinase

MRT Magnetresonanztomographie

NF-kB Nuklearer Faktor zur Leichte-k-Ketten-Verstarkung aktivierter B-Zellen
(Transkriptionsfaktor)

0scc Oral Squamous Cell Carcinoma (= orales Plattenepithelkarzinom)

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese
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PBS Phosphate Buffered Saline
PD-L1 Programmed Death Ligand 1
PET/CT Positronenemissionstomographie/Computertomographie (kombiniertes

nuklearmedizinisches Diagnoseverfahren)

PKA Protein Kinase A

PKC Protein Kinase C

SDS Sodium Dodecyl Sulfate (= Natriumlaurylsulfat)

TIMP Tissue inhibitors of metalloproteinases

TSG Tumor Suppressor Gen

UK UK14,304 = Brimonidin, az-Agonist

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor (= Endothelwachstumsfaktor)
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