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1 Einleitung 
 
 
Tumorerkrankungen zählen zu den häufigsten Erkrankungs- und Todesursachen weltweit. Die 

jährliche Inzidenz liegt bei 14 Millionen Betroffenen. Dabei beläuft sich die jährliche Mortalität 

auf acht Millionen Fälle (1). Auch in Deutschland stellt Krebs mit fast 500.000 

Neuerkrankungen pro Jahr eine der häufigsten Erkrankungsursachen dar (2). Darunter ist das 

Plattenepithelkarzinom der Kopf- und Halsregion weltweit die siebt-häufigste Malignität (3).  

Trotz medizinischer Fortschritte liegt die 5-Jahres Überlebensrate von Patienten mit Kopf-

Halstumoren (engl.: head and neck squamous cell carcinomas, HNSCCs) seit Jahrzehnten 

immer noch bei etwa 50 %. Die Gründe hierfür sind mitunter die häufig sehr späte Diagnose in 

bereits weit fortgeschrittenen Stadien sowie die Heterogenität innerhalb der Kopf-Halstumoren 

(4). 

Aktueller Gegenstand der Forschung ist nunmehr nicht nur die Erforschung der Tumoren selbst, 

sondern auch die Entschlüsselung der Zusammensetzung der Tumormikroumgebung, da diese 

für die Tumorprogression von entscheidender Bedeutung ist. Hierbei wecken mitunter 

mesenchymale Stammzellen (engl.: mesenchymal stem cells, MSCs) das Interesse. 

Physiologisch sind MSCs unter anderem an der Wundheilung beteiligt. Ebenfalls können MSCs 

in Tumorgewebe nachgewiesen werden. Im Zusammenhang mit Tumoren ist ihre Funktion 

allerdings noch nicht vollständig geklärt. Es gibt widersprüchliche Literatur, die MSCs sowohl 

tumorfördernde als auch tumorhemmende Eigenschaften zuschreibt (5). In etwa 20 % der 

HNSCC-Patienten kann auch eine Knocheninvasion beobachtet werden. Interessanterweise 

korrelieren osteogene Differenzierungsmarker von MSCs der Tumormikroumgebung hierbei 

mit einer schlechteren Prognose. Diese Arbeit diente dazu den Einfluss von MSCs aus dem 

Knochenmark auf HNSCC-Zellen weiter aufzuklären. Hierbei lag der Fokus auf der 

Untersuchung der Expression von Matrixmetalloproteasen (MMPs), insbesondere MMP-9. Bei 

MMP-9 handelt es sich um ein Schlüsselprotein der Tumorprogression, das Migration und 

Invasion ermöglicht und somit die Tumormetastasierung begünstigt (6).  
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1.1 Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereichs 
 

1.1.1 Tumorlokalisation 

 
Unter den Kopf- und Halstumoren wird eine Gruppe von Neoplasien zusammengefasst, die 

jede Region der Mundhöhle, des Rachenraums (Pharynx und Larynx), Sinus nasalis und der 

Speicheldrüsen befallen kann. Am häufigsten kommt es zur Entstehung von Tumoren an der 

Lippe, den lateralen Zungenrändern sowie dem Mundboden aus prämalignen Läsionen heraus 

(7). Bei der überwiegenden Mehrheit der diagnostizierten Kopf- und Halstumoren handelt es 

sich histologisch um Plattenepithelkarzinome (8). Oft wird der Begriff der Entität der Kopf- 

und Halstumoren im Austausch mit dem des oralen Plattenepithelkarzinom (engl.: oral 

squamous cell carcinoma, OSCC) verwendet, welches die häufigste aller oralen Neoplasien 

darstellt. Es wird geschätzt, dass mehr als 90 % aller oralen Neoplasien OSCCs sind (9). 

Abbildung 1 zeigt schematisch eine Übersicht über die mögliche Lokalisation von HNSCCs. 

 

 
Abbildung 1: Schematische Darstellung möglicher Lokalisationen von HNSCCs. Aus Johnson et al. (4). 

 
 

1.1.2 Ätiologie 

 
Hauptrisikofaktoren für die Entstehung eines Kopf- und Halstumors sind primär Alkohol- und 

Tabakkonsum, die für bis zu 75 % der Tumoren verantwortlich gemacht werden (10). Dabei 

zeigen gemeinsamer Alkohol- und Tabakkonsum ein kumulatives Risiko durch einen syner-

gistischen Effekt. Dieses kann bei sehr starkem Konsum bis um das 35-fache erhöht sein (11).  
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Neben Alkohol- und Tabakkonsum gilt heutzutage auch eine Infektion mit den onkogenen 

humanen Papilloma Viren (HPV) insbesondere mit HPV 16 und 18 (12) sowie mit dem Ebstein-

Barr Virus (EBV) als Hauptrisikofaktor für Oropharyngeale und Nasopharyngeale Tumoren 

(13–15). Es wird davon ausgegangen, dass bis zu 20 % der oralen Karzinome und 60-80 % der 

oropharyngealen Tumoren HPV-assoziiert sind (16).  

Diese Noxen sind jedoch nicht die einzigen Einflussfaktoren für die Entwicklung von Kopf-

Halstumoren: Insbesondere das sogenannte betel quewing – bekannt in Indien und Taiwan – 

(17,18) sowie andere Rauschmittel, darunter auch Cannabis (19), spielen besonders im 

asiatischen Raum bei der Entstehung von Kopf-Halstumoren eine Rolle (20).  

Auch eine schlechte Mundhygiene (21) sowie genetische Prädispositionen wie die Fanconi 

Anämie werden als Risikofaktoren für die Entstehung von HNSCCs angesehen (22). 

 
 

1.1.3 Karzinogenese 

 
Abhängig von ihrer Entstehung werden HNSCCs im Allgemeinen in HPV-positive und HPV-

negative Tumoren unterteilt (23).  

HPV-negative Tumoren im Kopf- und Halsbereich entstehen oft über Jahre hinweg in einem 

multifaktoriellen Prozess aus Akkumulation an genetischen und epigenetischen Veränderungen 

und Dysregulationen in Signalwegen, welche die Entartung von Keratinozyten des 

Plattenepithels der Mundschleimhaut begünstigen (7). Die Daten des Cancer Genome Atlas 

(TCGA) zeigen bei HPV-negativen HNSCCs eine deutlich höhere Mutationslast als bei 

HPV-positiven HNSCCs (24). Die Tumorgenese lässt sich histologisch in verschiedene Stadien 

einteilen, die sich durch den progressiven Verlust von Tumorsuppressorgenen und der 

Aktivierung Proto-Onkogenen auszeichnen. Initial zeigt sich eine Zellhyperplasie, die in eine 

Dysplasie (leicht, mittel, schwer) übergeht. Diese wiederum mündet in die Entstehung eines 

Carcinoma in situ (Cis) und schließlich in ein invasives Karzinom (25), welches bei Zerstörung 

der subepithelialen Basalmembran zu Gewebsinvasion sowie Metastasierung von Tumorzellen 

führt (7).  

Als häufigste Mutation findet sich in etwa 50 % der HNSCCs eine Mutation im 

Tumorsuppressorgen TP53. Diese kann teilweise bereits in prämalignen Läsionen nach-

gewiesen werden. Sie ist insgesamt mit einer schlechten Prognose sowie höheren Rezidiv-

Raten und Tumoraggressivität assoziiert (26). Daneben finden sich auch häufig Mutationen des 
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NOTCH1 Gens (15 %), welches als mutiertes Tumorsuppressorgen die Proliferation und 

Invasion über inflammatorische Zytokine und den Tumornekrosefaktor- α (TNF-α) fördert 

(26). Auch zeigt sich häufig eine Mutation des epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor 

(EGFR)-Gens (10 %) mit einer Überexpression in 90 % der HNSCCs. Bei EGFR handelt es 

sich um einen membrangebundenen Tyrosinkinase-Rezeptor, der Zellproliferation, Überleben, 

Invasion, Metastasierung und Angiogenese vermittelt (26). 

In bis zu 12 % der Tumoren finden sich Mutationen des Cyclin-abhängigen Kinase Inhibitors 

2a (CDKN2a), der über p16 den Zellzyklus reguliert und bei Funktionsverlust mit einer 

schlechten Prognose einhergeht (26). 

Obwohl 90 % der Kopf- und Halstumoren Plattenepithelkarzinome sind, besitzen HNSCCs 

dennoch eine große genetische Heterogenität beziehungsweise Variabilität. Selbst innerhalb 

der gleichen anatomischen Subtypen weisen HNSCC-Patienten hochkomplexe molekulare 

Signaturen, Immuninfiltrationen und Behandlungsreaktionen auf (27). Teilweise können 

histologischen Stadien jedoch spezifischen genetische Veränderungen zugeordnet werden (28). 

Abbildung 2 zeigt anhand histologischer Schnitte verschiedener Stadien die Entwicklung von 

einer normalen Mukosa bis hin zum invasiven Karzinom. Darüber hinaus werden typische 

Mutationen genannt, die die Tumorprogression in den jeweiligen Stadien vorantreiben (4). 

 

 

 
Abbildung 2: Entwicklungsstadien des HNSCCs und typische Mutationen während der 
Tumorprogression. Aus Johnson et al. (4).  

 
 
Neueste Forschungsergebnisse zeigen, dass Tabakexposition zu einer Störung der micro 

(mi)RNA-Regulation führen kann, welche zu Veränderungen wichtiger zellulärer Signalwege 

und Stoffwechselprozesse führen kann. MiRNAs sind kleine, nicht-codierende RNAs, die bei 

der posttranskriptionellen Genregulation eine Rolle spielen (29). Die erhöhte Produktion von 

nikotinhaltigem Nitrosaminketon (NNK), einem karzinogenen Bestandteil von Tabak, führt in 
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HNSCC-Zellen zu einer Hochregulation der Expression verschiedener onkogener miRNAs, 

darunter miR-21, miR-155 und miR-944, während die Expression der Tumorsuppressor-

miRNA miR-422a in HNSCC-Zellen herunterreguliert wird. Die Hochregulation der 

Expression von miR-944 in HNSCC-Zellen induziert die Sekretion proinflammatorischer 

Zytokine und aktiviert den Signal Transducer and Activator of Transcription 3 (STAT3), was 

ebenfalls die Karzinogenese begünstigt (30,31). 

Darüber hinaus können karzinogene Nitrosamine sowie Acetaldehyd aus Tabak und Alkohol 

metabolisch aktiviert und kovalent an DNA gebunden werden. Eine Summierung an DNA-

Addukten kann zu Hypermutationen und chromosomaler Instabilität führen, die wichtige 

zelluläre Mechanismen und die Zellhomöostase dysregulieren. Diese Wirkung von Tabak kann 

durch Alkohol zusätzlich verstärkt werden, da Alkohole als Lösungsmittel fungieren und 

tabakbedingte Karzinogene in den Schleimhäuten der Kopf- und Halsregion freisetzen können. 

Darüber hinaus induziert Alkohol das von Cytochrom p450 2E1 (CYP2E1) kodierte Enzym, 

das den Nitrosamin-Stoffwechsel aktiviert. Alkohol und Tabak wirken folglich synergistisch 

und fördern die Karzinogenese von HNSCCs (32,33).  

 

In HPV-positiven Tumoren wird das virale Genom häufig in das humane Erbgut integriert. 

Unterschiedliche Integrationsorte verändern die Genexpression und fördern damit die 

Karzinogenese (34). Die HPV-DNA-Insertion in das Gen RAD51 homolog 2 (RAD51B), eine 

Kernkomponente der DNA-Doppelstrangbruchreparatur, fördert die Bildung alternativer 

Transkripte, wodurch ein nicht funktionelles RAD51-Protein entsteht. HPV E6 und E7 

beispielsweise dysregulieren als Onkoproteine verschiedene zelluläre Signalwege, 

einschließlich der Inaktivierung der Tumorsuppressoren p53 bzw. pRB (35). Die Inaktivierung 

der Retinoblastom Proteinfamilie (RB1) und des Tumorsuppressor-Proteins p53 fördern durch 

virale Immunevasion eine Entartung der Keratinozyten (16,36). Neben E6/E7 deutet eine 

neuere Studie auf einen alternativen onkogenen Mechanismus des E2/E4/E5-Subtyps von 

HPV-positiven HNSCCs mit episomalem HPV hin, der eine Aktivierung des fibroblast growth 

factor receptor (FGFR) und eine p53-abhängige Zellproliferation zeigt (37). Die Expression 

von Zellzyklus-assoziierten Genen ist vor allem in HPV-positiven Tumoren deutlich erhöht. 

Diese Genexpressionsmuster stehen in funktionellem Zusammenhang mit der signifikant 

höheren Zellproliferationsrate von HPV-positiven Tumorzellen (38).   
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1.1.4 Epidemiologie 

 

Das HNSCC stellt mittlerweile die siebthäufigste Tumorentität weltweit dar. Im Jahr 2020 

waren 880.000 Neudiagnosen und 470.000 Tote mit Kopf- und Halstumoren assoziiert (3). 

Dabei sind regionale Unterschiede zu beachten: In Pakistan und Indien wird davon 

ausgegangen, dass Hals- und Kopftumoren sogar 10 % bzw. 45 % der dortigen 

Krebserkrankungen ausmachen (39). In Europa zeigte sich im Jahr 2012 eine Inzidenz von 

ungefähr 250.000 und 63.500 Todesfällen aufgrund von Kopf- und Halstumoren (40). In 

Deutschland hat sich die Zahl der jährlichen Neuerkrankungen seit den 70er Jahren fast 

verdoppelt (41). Hier lag die Inzidenz 2018 zuletzt bei 14.310. Im Jahr 2018 wurden 5.412 

Sterbefälle in Deutschland registriert (42). Das Robert Koch Institut sieht bei seiner Prognose 

für das Jahr 2022 keine Veränderung bzw. Verbesserung der epidemiologischen Daten in 

Deutschland (42). 

Abbildung 3 3 zeigt eine Karte zur Übersicht der weltweiten Inzidenz von HNSCC im Jahr 

2020. Die Häufigkeit wird über die Blaufärbung definiert, wobei eine intensivere Färbung mit 

einer höheren, altersbezogenen Inzidenz beider Geschlechter pro 100.000 Einwohner korreliert. 

Hier wurden Tumoren im Bereich der Lippe, Mundhöhle, Hypo-, Oro, Nasopharynx und 

Larynx inkludiert. 

 

 

 
 

Abbildung 3: Weltweite Inzidenz von HNSCC im Jahr 2020. Aus Globocan 2020 (3,43). 



Einleitung 

11 

 

Im Allgemeinen steigt die Wahrscheinlichkeit an Kopf-Halstumoren zu erkranken mit 

zunehmendem Alter. Das mittlere Erkrankungsalter liegt für alle Tumoren der Mundhöhle bei 

64 Jahren (44). Abbildung 4 zeigt eine Statistik des RKI in Deutschland für die Jahre 2017-

2018. Dargestellt wird die Inzidenz von Tumoren der Mundhöhle und des Rachenraumes in 

Abhängigkeit des Geschlechts (Frauen: rot, Männer: blau) und des Alters (5-Jahresschritte von 

0 bis >85 Jahre). Hier wird ebenfalls deutlich, dass das Risiko für die Entstehung eines HNSCC 

bei Männern grundsätzlich zwei bis dreimal höher ist als bei Frauen (3).  

 

 
Abbildung 4: Altersspezifische Neuerkrankungsrate an Tumoren der Mundhöhle und des Rachens 

unterteilt nach Geschlecht. Daten des RKI in Deutschland für die Jahre 2017-2018 (42). 

 
 
Eine Erklärung dafür, dass mit zunehmendem Alter das Risiko an HNSCC zu erkranken steigt, 

ist die Anhäufung von Mutationen, die die Karzinogenese begünstigen. Dennoch zeigen jüngste 

Daten, dass nunmehr nicht nur Menschen mittleren und hohen Alters betroffen sind, sondern 

zunehmend auch eine jüngere Altersgruppe zwischen 18 und 44 Jahren (45). Dies ist vor allem 

durch den Anstieg HPV-positiver HNSCCs (oropharyngeale Tumoren) in den letzten 

Jahrzehnten zu begründen. Dies zeigt sich besonders in Nordamerika und Europa, und zwar 

verstärkt in jüngeren Altersgruppen (15,46). Der Effekt könnte noch bis ins Jahr 2060 aufgrund 

von Latenzen bezüglich der HPV-Impfung, die die Zulassung in den frühen 2000ern erhielt, 

andauern (15). Für HPV-assoziierte Tumoren liegt das mittlere Erkrankungsalter bei 53 Jahren 

(47). Damit verbunden ist zudem eine steigende Zahl an HNSCC bei weißen Frauen (48). Die 

hohe Prävalenz an Kopf- und Halstumoren in Asien und Australien wird dagegen überwiegend 

noch auf den Konsum karzinogener Produkte zurückgeführt (49).  
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1.1.5 Klinik 

 
1.1.5.1 Symptome 

 
Bemerkbar werden HNSCCs oftmals als schmerzlose, ulzerierende, nicht heilende Wunden der 

oralen Mukosa. Tumoren an versteckteren Stellen, wie den Tonsillen, dem Zungengrund und 

des Hypopharynx, werden meist erst spät durch Dysphagie, Odynophagie und Otalgie durch 

den Patienten entdeckt. Laryngeale Tumoren fallen oft durch länger anhaltende Heiserkeit auf. 

Bei HPV-positiven HNSCCs führt oft eine schmerzlose Tumormasse am Hals zur Diagnose 

(4). HNSCCs entstehen zudem oftmals aus präkanzerösen Veränderungen der 

Mundschleimhaut. Zu diesen potentiell malignen Erkrankungen der Mundhöhle gehören unter 

anderem die Leukoplakie und Erythroplakie (50). Diese können als Präkanzerosen über Jahre 

schließlich zur Entstehung eines Plattenepithelkarzinoms führen (7). Abbildung 5 zeigt 

typische klinische Präsentationen eines asymptomatisch ulzerierendes Plattenepithelkarzinoms 

der Wangenschleimhaut sowie einer maligne entarteten Leukoplakie des Zungenrandes. 

 

 

 
Abbildung 5: Exophytisch wachsendes Plattenepithelkarzinom der Mundhöhle (links) und maligne 

entartete Leukoplakie des Zungenrandes (rechts). Aus Markopoulos (51). 

 

 

1.1.5.2 Diagnose und Staging 

 
Die Diagnose des HNSCCs erfolgt über eine Biopsie und histopathologische Gewebs-

untersuchung, in dem auch der HPV-Status getestet wird (4). Problematisch ist, dass HNSCCs 

oftmals aufgrund von Fehldiagnosen oder einer falschen Einschätzung der Symptome seitens 

der Patienten erst in einem bereits weit fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert werden (52). 
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Der Diagnose folgt ein umfangreiches, vom Tumorsubtyp unabhängiges, Staging bestehend aus 

klinischer Untersuchung, Laryngoskopie, CT oder MRT der Kopf- und Halsregion, CT-Thorax 

und Sonografie des Abdomens. Das Staging erfolgt anhand des TNM-Schemas. Seit 2017 

bezieht die Union Internationale Contre le Cancer (UICC) dabei auch die Eindringtiefe (engl.: 

depth of invasion, DOI), den HPV-Status und die Lympknotenkapsel-Überschreitung mit ein 

(4). Die Mehrheit der Patienten zeigt bei Diagnose einen fortgeschrittenen Tumor mit 

Lymphknotenmetastasierung (53). Die Diagnose und Therapie des HNSCC gestaltet sich oft 

schwierig, da eine frühe Invasion von zervikalen Lymphknoten und Fernmetastasierung der 

oralen Keratinozyten stattfindet (54).  

 

 

1.1.5.3 Therapie und Prognose 

 
Klassische Therapieformen des HPV-negativen HNSCCs beinhalten die chirurgische 

Tumorresektion, Chemotherapie und Strahlentherapie. In vielen Fällen sind diese 

weitestgehend, trotz der Verbesserungen im Therapieregime, ineffektiv und können zudem die 

Lebensqualität stark einschränken (55).  

Die Prognose richtet sich nach Tumorgröße, Lymphkotenstatus sowie Metastasierung (53). 

Mindestens 50 % der Patienten mit lokal-fortgeschrittener Erkrankung entwickeln im Verlauf 

lokale Rezidive oder Metastasen (56). Die 5-Jahres-Überlebensrate (JÜLR) hat sich trotz 

erweiterter Therapiemöglichkeiten in den letzten 50 Jahren (bis ins Jahr 2000) nicht wesentlich 

verbessert (57) und bewegt sich zwischen 40 % und 60 % (52,58). Auch im Jahr 2018 lag in 

Deutschland die relative 5-JÜLR bei 52-62 %. Diese zeigte sich vor allem abhängig von 

Geschlecht und UICC-Stadium. Das UICC-Stadium IV ist mit einer 5-JÜLR von lediglich 

40-43 % verknüpft. Männer zeigten je nach Stadium eine bis um 14 Prozentpunkte niedrigere 

5-JÜLR gegenüber Frauen (42). Im Zeitraum 2002-2006 kam es, verglichen mit dem Zeitraum 

1992-1996, insgesamt zu einer moderaten Erhöhung der 5-JÜLR von 55 % auf 66 %. Hiervon 

ausgenommen sind Tumoren des Larynx sowie Patienten älter als 75 Jahre, bei denen sich keine 

Veränderungen der Überlebensrate zeigte. Die leichte Verbesserung der allgemeinen 

Überlebensrate von Patienten mit HNSCC wird vor allem auf die Zunahme an HPV-positiven 

Tumoren und das damit verbundene niedrigere mittlere Erkrankungsalter sowie das weitaus 

bessere Therapieansprechen zurückgeführt (40,59) . 
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Bisher fehlen Optionen einer personalisierten oder zielgerichteten (engl.: targeted) Therapie, 

so dass neben der operativen Entfernung von HNSCCs die Bestrahlung die Therapiemethode 

der Wahl bleibt (55). Die oft unzureichenden Therapieerfolge mögen auch im Zusammenhang 

mit der enormen Vielfalt an Subtypen (klinisch, histologisch und auf molekularer Ebene) von 

HNSCCs und deren genetischer Variabilität stehen (27,55).  

In den letzten Jahren haben jedoch Fortschritte in der Immuntherapie Hoffnung gegeben, die 

vor allem bei Patienten mit metastasiertem und rezidiviertem HNSCC teilweise enorme Erfolge 

erzielt haben (60). Insbesondere für palliative Patienten mit metastasiertem Kopf-Hals-

Karzinom sowie nicht resezierbarem Rezidiv ist eine Therapie mit Nivolumab und 

Pembrolizumab, monoklonale Antikörper zur PD-1 Inhibition, je nach PD-1/PD-L1-Status 

Erstlinientherapie (61). Leider profitieren im Moment nur etwa 20 % der Patienten von dieser 

Therapieform. Tatsächlich besteht bei einzelnen Patienten sogar die Gefahr eines schnellen 

Tumorprogesses, einer sogenannten Hyperprogression. Die Mechanismen, die zu solch 

unerwarteten Effekten führen sind bis heute nicht geklärt (62). 

Während Patienten mit einem Tumor in frühen Stadien - das sind nur 30-40 % der Patienten - 

oft alleine mit chirurgischen Resektion oder definitiver Bestrahlung geheilt werden können und 

von Langzeitüberlebensraten von 70-90 % profitieren (63), gestalten sich die Therapie-

möglichkeiten beim fortgeschrittenen Tumor umso schwieriger. Wobei mit 75 % bereits ein 

Großteil der Patienten den Status eines lokalisierten oder lokal-fortgeschrittenen Tumors hat 

(64). Hier zeigen sich trotz adäquater Therapie lediglich Überlebensraten von weniger als 50 % 

(64).  

Die Prognose für die Untergruppe der HPV-positiven HNSCCs fällt insgesamt viel-

versprechender aus (38). Mit einem besseren Ansprechen auf Chemotherapie und Bestrahlung 

weisen Patienten mit HPV-positiven Karzinomen generell weniger Komorbiditäten auf als 

Patienten mit Alkoholabusus und Tabakkonsum in der Vorgeschichte (65,66).  
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1.2 Die Tumormikroumgebung in HNSCCs 
 
Tumorgewebe stellt nicht, wie lange angenommen, ein homogenes Gewebe dar, das sich 

ausschließlich aus einheitlichen Tumorzellen mit einer bestimmten Charakteristik zusammen-

setzt. Neben Tumorzellen unterschiedlicher molekularer Veränderungen und Differen-

zierungsgrade tragen auch Stromazellen, darunter Immunzellen, Fibroblasten, Endothelzellen 

und MSCs, zur Gesamtheit des Tumorgewebes bei (67–69). Zusammengefasst unter dem 

Begriff “Mikroumgebung des Tumors” (TME) kommt eben diesen Zellen und deren Interaktion 

mit Tumorzellen eine immer größere Bedeutung zu. MSCs stellen dabei eine zentrale Rolle in 

der Gestaltung des Tumormilieus dar.  

Abbildung 6 zeigt eine Illustration aus dem bekannten Review von Hanahan und Weinberg aus 

dem Jahre 2011 (69). Diese veranschaulicht bildlich die Heterogenität des Tumorgewebes unter 

anderem bestehen aus Tumorzellen verschiedener Differenzierungsstadien, Immunzellen, 

Stoma-Progenitorzellen wie mesenchymalen Stammzellen und einwachsenden Blutgefäßen. 

Mit dieser Abbildung soll ebenfalls verdeutlicht werden, dass die Zusammensetzung des 

Tumorgewebes keinesfalls statisch und definiert ist, sondern sich je nach 

Differenzierungsstatus vom Primärtumor zum invasiven Tumor entwickeln kann. Nach der 

Ansiedlung einer Metastase fernab des Primärtumors kann diese Gemeinsamkeiten sowie 

Unterschiede zum Primärtumor ausweisen.  

 

 
 

Abbildung 6: Zusammensetzung des Tumorgewebes. Modifiziert nach Hanahan und Weinberg (69).  
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1.2.1 Mesenchymale Stammzellen - als zellulärer Bestandteil der Tumormikro-
umgebung 

 
MSCs werden in der Regel an verletztes Gewebe rekrutiert, wo sie zur Gewebereparatur, zum 

Gewebeumbau und zur Wundheilung beitragen sollen. Tumoren werden durch die 

langanhaltende Inflammation, die sie verursachen als "nie heilende Wunde" bezeichnet. So lässt 

sich erklären, weshalb MSCs ebenfalls in die hypoxische Tumor-Mikroumgebung rekrutiert 

werden. Diese Eigenschaft hat die MSCs als potenzielle therapeutische Vehikel für die 

Verabreichung von Krebsmedikamenten und -genen ins Rampenlicht gerückt. Ihre Rolle im 

Tumor und dem Tumorstroma sowie ihr Beitrag für den Tumormetabolismus sind noch nicht 

vollständig geklärt. 

 

1.2.1.1 Ursprung und Charakteristika 

 

MSCs sind multipotente Stammzellen. Neben ihrer Fähigkeit zur Selbsterneuerung (70) 

besitzen sie, wie in Abbildung 7 schematisch dargestellt, auch die Eigenschaft sich adipogen, 

osteogen oder chondrogen zu differenzieren (71,72). Seit der ersten in vitro Kultivierung von 

MSCs aus Knochenmark durch Friedstein et al. (73) sind sie intensiver Gegenstand 

biomedizinischer Forschung.  

 
 

Abbildung 7: Differenzierung von MSCs. Modifiziert nach Atiya et al. (74). 

 

 

MSCs konnten bisher aus einer Vielzahl an adulten und fetalen Geweben isoliert werden. 

Besonders das Knochenmark und Fettgewebe stellen eine gute Quelle für MSCs dar (71,75). 
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Ebenso können MSCs aus peripherem Blut, der Dermis, Leber, Haut, quergestreifter 

Muskulatur, Nabelschnur und Plazenta als auch aus der dentalen Pulpa isoliert werden (76–

81,75,82). Abbildung 8 zeigt eine Übersicht geeigneter Gewebe zur Isolation von MSCs. Für 

die Durchführung dieser Arbeit wurden MSCs aus Knochenmark isoliert. 

 

 
Abbildung 8: Geeignete Gewebe zur Isolation von MSCs. Modifiziert nach Dzobo et al. (83). 

 
 
Endogene Funktionen von MSCs sind die Blutbildung, Geweberegeneration und Wundheilung. 

Dies geschieht unter anderem durch parakrine Mechanismen (84). In Abhängigkeit von 

externen Stimuli und ihrer Lokalisation sind diese Stammzellen auch zur Differenzierung in 

Hepatozyten, Fibroblasten und Perizyten fähig (85,86). Im Knochenmark befinden sich neben 

MSCs auch hämatopoetische Stammzellen (HSC), Osteoblasten, Osteoklasten, Endothelzellen, 

Adipozyten und Stromazellen (87). Dort können MSCs hämatopoetische Stammzellen (HSCs) 

in der Blutbildung unterstützen (88). MSCs selbst wirken durch ihre Fähigkeit zur 

Differenzierung in Osteoblasten am Aufbau von Knochenmatrix mit. Dabei sind der Runt-

verwandte Transkriptionsfaktor 2 (Runx2), die Alkalische Phosphatase (ALP), Osteopontin 

und Osteocalcin beteiligt, die auch als osteogene Differenzierungsmarker zum Einsatz kommen 

(89).  

MSCs wandern auch in geschädigtes, inflammatorisches und hypoxisches Gewebe ein und sind 

dort fähig die Immunantwort zu regulieren (90–92). Sie sind an der Regeneration einer Vielzahl 

von Geweben beteiligt, so zum Beispiel der Lunge, der Leber, des Gehirns und des Herzens 

(93–96). Dort differenzieren MSCs zu Fibroblasten und Perizyten (97), die verschiedene 
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Matrixproteine und Zytokine ausschütten, darunter der Vascular Endothelial growth factor 

(VEGF) und Platelet-derived growth factor (PDGF), und so die Gewebeproliferation und 

Vaskularisierung fördern (98). 

 

Im Jahr 2006 wurden von der International Society for Cellular Therapy Mindestkriterien 

definiert, die Zellen erfüllen müssen, um als MSCs deklariert zu werden. Charakterisierend ist 

demnach für alle MSCs, sich sowohl zu Chondroblasten, Osteoblasten als auch zu Adipozyten 

in vitro zu differenzieren. Auch eine starke Adhäsion an Plastik, unter Standardkultivierungs-

methoden, ist obligat. Genau diese Eigenschaft macht in vitro Experimente mit MSCs möglich. 

Für MSCs sind keine spezifischen Oberflächenmarker bekannt. Zellen werden als MSCs 

bezeichnet, wenn 95 % der Zellen einer Population positiv für die Oberflächenzellmarker 

Cluster of Differentiation (CD)73, CD90 und CD105 getestet werden und weniger als 2 % eine 

Expression von CD14, CD11b, CD19, CD79a, CD34, CD45 und dem humanen Leukozyten-

Antigen-Heterodimer HLA-DR aufweisen (71) (siehe ebenfalls Abbildung 7). 

 

1.2.1.2 Einfluss von MSCs auf Tumorzellen 

 

Tumoren sind durch ein inflammatorisches Gewebe gekennzeichnet und vergleichbar mit einer 

nicht heilenden Wunde. Daher steht die Rolle von MSCs in der Wundheilung auch in engem 

Zusammenhang mit ihrer Funktion in Tumoren (99,100). Ihre Rolle im Tumor und dem 

Tumorstroma sowie ihr Beitrag für den Tumormetabolismus sind noch nicht vollständig 

geklärt. Aktuell existieren verschiedene experimentelle und klinische Studien, die teilweise 

widersprüchliche Auswirkungen darlegen (101). Diese Effekte müssen jedoch in Abhängigkeit 

von beispielsweise MSC- und Tumorursprung in ihrem jeweiligen Kontext betrachtet werden 

(74).  

 

Sowohl lokale als auch fern gelegene MSCs können in Tumoren einwandern (70,102) und dort 

Teil des Tumorstromas oder auch des Tumors selbst werden (103). Diese werden durch 

verschiedenste, von Tumorzellen ausgeschüttete Wachstumsfaktoren und inflammatorische 

Zytokine in die unmittelbare Umgebung des Tumors gelockt. So können MSCs aus dem 

Knochenmark in verschiedenen epithelialen Tumoren vorgefunden werden, unter anderem 

auch in der Tumorumgebung von HNSCCs (104–106). 
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Abbildung 9 zeigt eine Übersicht über die gegensätzliche Beeinflussung von HNSCCs durch 

MSCs anhand aktueller Literatur. Aufgeführt sind primär Studien in vivo. 

Folgende Arbeiten zeigten einen tumorfördernden Einfluss von MSCs im HNSCC: 

Angiogenese (a) Li et al. (107), Invasion und Metastasierung (b) Liu et al. (108), (c) Wang et 

al. (109), (d) Rowan et al. (110), (e) Wu et al. (111), (f) Hong et al. (112), (g) Shi et al. (113), 

Immunevasion (h) Chen et al. (114), (i) Liotta et al. (104), Therapieresistenz (j) Liu et al. (115)  

und Tumorproliferation (b) Liu et al. (108), (e) Wu et al. (111) , (g) Shi et al. (113) , (j) Liu et 

al. (115), (k) Kansy et al. (116) und (l) Zielske et al. (117). Keinen nachweisbaren Effekt von 

MSCs auf HNSCCs zeigten (m) Tan et al. (118). Tumorinhibierenden Einfluss von MSCs auf 

HNSCCs zeigten (n) Bruna et al. (119), und (o) Bruna et al. (120) im Zusammenhang mit 

Tumorwachstum und Differenzierung, sowie (p) Wang et al. (121) und (q) Ji et al. (122) im 

Zusammenhang mit der Induktion von Apoptose in HNSCC-Zellen. 

 

 
Abbildung 9: Einfluss von MSCs auf die Tumorprogression und Tumorsuppression von HNSCCs. 

Aktuelle Literatur (Stand Januar 2022) gewichtet die tumorfördernden Eigenschaften von MSCs auf 

HNSCCs stärker als die tumorinhibierenden Eigenschaften. 

 

1.2.1.2.1 Begünstigung der Tumorprogression 

 

Die Mehrheit der Studien schreibt den MSCs im Moment eine Förderung der Tumorprogression 

zu. MSCs wandern in das Tumorstroma ein und stimulieren dort das Tumorwachstum und die 

Metastasierung. Sie können als Teil des HNSCC assoziierten Tumorstromas mitverantwortlich 
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sein für die Angio- und Lymphogenese, die Modulation des Immunsystems und die Produktion 

von Tumor-assoziierten Fibroblasten (TAF) (105). 

Im Jahr 2000 wurden von Hanahan und Weinberg die erstmals sogenannten hallmarks of cancer 

definiert: Sechs Eigenschaften, die allen Tumoren gemein sind (69). Eine dieser 

charakteristischen Eigenschaften ist die Förderung der Angiogenese zur Versorgung des schnell 

proliferierenden Tumors mit Sauerstoff und Nährstoffen. Diese ist essenziell, um eine 

Unterversorgung und damit letztendlich den Zelltod zu vermeiden. MSCs können durch 

Differenzierung in Perizyten und endothelähnliche Zellen sowie durch Sekretion von 

Gefäßbildungs-fördernden Faktoren, Wachstumsfaktoren, Zytokinen und trophischen 

Faktoren, die auch durch die Tumorzellen selbst sezerniert werden, die Neovaskularisation des 

Tumors beeinflussen (97,123,124). In Co-Kultur von MSCs und Tumorzellen konnten erhöhte 

Angiogenese-fördernde Faktoren wie Interleukin (IL)-6, VEGF und Fibroblast Growth Factor 

(FGF)-2 nachgewiesen werden (97). Es konnte gezeigt werden, dass durch Inhibition des 

IL-6/ET-1/Akt-Signalweges Tumorwachstum und -angiogenese reduziert wurden (125). Des 

Weiteren zeigte sich im hypoxischen Tumorgewebe eine vermehrte Expression von VEGF 

durch MSCs, welches die Gefäßstabilität erhöht und die Tumor-Angiogenese in vitro fördert 

(98,126). In vivo Experimente im Xenograft-Tumormodell (PDX) konnten zeigen, dass MSCs 

nach Bestrahlung durch vermehrte Ausschüttung des Zytokins Stromal Cell-derived Factor 

(SDF)-1, auch bekannt als CXCL-12, und des Platelet-derived growth factor (PDGF)-B, von 

Tumorzellen, in die Tumorumgebung gelockt werden und sich dort zu Perizyten differenzieren 

können. Dort stellen sie das Tumorwachstum sicher und fördern die erforderliche 

Gefäßneubildung (127). So beeinflussen MSCs die Angiogenese direkt als Endothelzellen, 

glatte Muskelzellen und Perizyten oder Perizyten-ähnliche Zellen (128). 

Aktuell werden immer mehr Mechanismen der Tumor-Metastasierung erforscht. Unter 

anderem konnte gezeigt werden, dass MSCs die Metastasierung sowohl in vitro als auch in vivo 

initiieren können (129–133). MSCs und Tumorzellen sollen synergistische Wirkung auf die 

Tumor-Metastasierung haben (134). Eine der ersten Studien, die MSCs in Zusammenhang mit 

vermehrter Metastasierung brachte, konnte zeigen, dass MSCs nach Kontakt mit Brust-

Tumorzellen das Chemokin CCL5 ausschütteten, welches für eine erleichterte Metastasierung, 

Invasivität und Zellmigration verantwortlich ist (129). Daneben wurde auch die Metastasierung 

von Prostata-Tumorzellen durch MSCs mittels CCL5 erhöht (135). Die vermehrte 

Ausschüttung von CCL5 durch MSCs kann über die Sekretion des Insulin-like Growth Factor 
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(IGF)-1 (136), dem pro-inflammatorischen Cathelicidin LL-37 (137) sowie Osteopontin (138) 

durch Tumorzellen angestoßen werden.  

 
Die Präsenz von MSCs kann dazu beitragen, auch die epitheliale-mesenchymale Transition 

(EMT) zu fördern. EMT ist ein wichtiger Schritt in der Organogenese, Wundheilung, aber auch 

in der Metastasierung von Tumoren, Entstehung von Medikamenten-Resistenzen (139) und 

trägt damit zu einem invasiven Phänotyp des Tumors bei (140). EMT zeichnet sich durch den 

Verlust der Zellpolarität und einer Herabregulation von epithelialen Proteinen, wie E-Cadherin 

und des Zonula occludens Protein ZO-1, aus, welche die Zell-Zell Adhäsion begünstigen 

würden. Die Zellen nehmen dagegen einen mesenchymalen Genexpressionscharakter an 

(N-Cadherin, Vimentin, Fibronectin und Smooth Muscle Actin (SMA)) (141,142). MSCs 

konnten die Metastasierung durch EMT, mit Verlust von E-Cadherin und vermehrter 

Expression von N-Cadherin, Vimentin, Twist und Snai1 in Co-Kultur mit Brustkrebs- (143) 

und Magenkarzinomzellen erleichtern (144).  

 

Abbildung 10 aus dem Nature Review von Shi et al. zeigt die Interaktion von MSCs mit 

Tumorzellen im Rahmen der Tumorprogression (145). Durch die extrazelluläre Matrix (EZM) 

wandern lokale und distale MSCs ins Tumormilieu ein und werden zu Tumor-assoziierten 

(TA)-MSCs. Hier regulieren TA-MSCs die Tumorproliferation, die Metastasierung und die 

Reaktion auf Chemo- und Strahlentherapie, indem sie Wachstumsfaktoren, Chemokine und 

Zytokine sezernieren. Die Sezernierung von MMPs unterstützt Tumorzellen bei der 

Metastasierung.  
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Abbildung 10: Interaktion von MSCs mit Tumorzellen im Rahmen der Tumorprogression. MSCs 

(grün) interagieren mit Tumorzellen (türkis) in der Tumormikroumgebung (links) und in Metastasen 

(rechts). Aus Shi et al. (145).  
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Neben Tumorzellen und MSCs finden sich auch Fibroblasten im Tumorstroma (68,69). 

Fibroblasten und Myofibroblasten, die sich in der Tumorumgebung befinden, können zu 

sogenannten TAFs aktiviert werden, einer heterogenen Population an Fibroblasten-ähnlichen 

Zellen, die mit einer hohen Tumoraggressivität assoziiert sind. TAFs finden sich in einer hohen 

Zahl in besonders invasiven Tumoren und sind charakterisiert durch ihre Expression von 

Fibroblasten-Proteinen wie α-SMA und Fibroblast-specific Protein (FSP)-1 (146). Auch MSCs 

besitzen das Potential einen TAF Phänotyp im Tumorgewebe anzunehmen (97,147,148). MSCs 

aus Tumormetastasen zeigen einen TAF Phänotyp mit α-SMA, Tenascin-c, SDF-1, FSP-1, 

MMP-2 und MMP-9 Überexpression sowie erleichtertes Wachstum und Metastasierung 

(138,149). Auch die EMT der Tumorzellen wird durch die Differenzierung von MSCs in TAFs 

gefördert (150–152). 

Zudem besitzen MSCs einen immunsuppressiven Effekt, der dazu beitragen kann, die Tumor-

Invasion und Tumorprogression zu begünstigen. Die Einflussnahme der MSCs auf die 

Regulation des Immunsystems findet sich in ihrer Fähigkeit die Funktion einer Reihe von 

Immunzellen wie B- und T-Lymphozyten sowie natürlichen Killerzellen (NKs) und die 

Reifung von dendritischen Zellen (engl.: dentritic cells, DCs) zu supprimieren (153–157). 

Durch die Sezernierung von IL-6 fördern MSCs die Bildung von myeloiden Suppressorzellen 

aus DCs, die wiederum MMP-9, PD-L1 und PD-L2 produzieren (5). PD-L1 und PD-L2 sind 

Liganden des Immuncheckpoints PD-1 und können NKs sowie zytotoxische T-Zellen bei ihrer 

Ausführung einer anti-tumoralen Immunantwort inhibieren (158). MSC können die 

Proliferation von NKs und deren zytotoxische Aktivität durch Sekretion von beispielsweise 

PGE2 und IDO unterbinden (5). Aus MSCs stammendes IL-6 konnte in neutrophilen 

Granulozyten Apoptose verhindern (83). Auch pro-inflammatorischen T-Zellen wie Th1 und 

Th17 werden durch Sekretion PD-1, PGE2, und IL-10 inhibiert, während Th2 durch IL-4 

stimuliert werden. CD8+ T-Zellen werden in ihrer Proliferation, Zytotoxizität und Ausschüttung 

von Zytokinen durch von MSCs ausgeschüttetes Stickstoffmonoxid (NO) gehemmt (159). 

Auch die Induktion über TGF-β zur Bildung von regulatorischen T-Zellen (Treg) hilft dem 

Tumor, eine gezielte Immunreaktion zu umgehen (160). Durch MSCs kann ein Wechsel von 

tumorhemmenden M1 Makrophagen zu M2 Makrophagen, die über VEGF die Angiogenese 

fördern, stattfinden (161). Des Weiteren kann die B-Zell Proliferation, Aktivierung und 

Differenzierung durch MSCs gehemmt werden (155). Die immunsuppressiven Funktionen sind 

mit einem MSC2 Phänotyp assoziiert (162). 
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Abbildung 11 zeigt eine schematische Übersicht des immunsuppressiven Einflusses von MSCs 

im Tumormilieu. Hier wird der Einfluss der jeweiligen Faktoren auf die unterschiedlichen 

Zelltypen, die Bestandteil des Immunsystems sind, auf dem aktuellen Stand der Forschung 

zusammengefasst. 

 

 
 

Abbildung 11: Immunsuppressiver Einfluss von MSCs auf die Immunantwort in Tumoren. 

Aus Lian et al. (163). 

 

Eine weitere Eigenschaft von Tumorzellen ist die Fähigkeit zur uneingeschränkten 

Proliferation. MSCs helfen dabei, die Immortalität und Replikation von Krebszellen aufrecht 

zu erhalten und dem durch Chemo- und Strahlentherapie angestrebten Zelltod zu entgehen. So 

können Brusttumorzellen durch MSCs eine Resistenz gegen Cisplatin, einem zytotoxischen 

Chemotherapeutikum, das auf bei der Behandlung von HNSCCs standardmäßig eingesetzt 

wird, entwickeln (164–166). Auch sind MSCs an der Generierung von radioresistenten 

Tumoren beteiligt, indem sie DNA-Reparatur (ATM, Chk2, DNA-Ligase IV) begünstigen und 

anti-apoptotische Proteine (Bcl-2, Bcl-XL) exprimieren (167).  
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1.2.1.2.2 Begünstigung der Tumorsuppression 

 

Ferner konnten bisher auch verschiedene Mechanismen aufgeklärt werden, über die MSCs die 

Tumorsuppression initiieren. Einige Studien berichten über die Fähigkeit der MSCs, das 

Tumorwachstum, Angiogenese und die Metastasierungsfähigkeit zu hemmen (168,169). 

Es wird vermutet, dass dies unter anderem durch die Verstärkung der Entzündungsreaktion im 

Tumor geschieht (170). So erleichtern MSCs die Einwanderung von Granulozyten und 

Makrophagen ins Tumorstroma (171). Diese sind mit einem sogenannten MSC1 Phänotyp 

assoziiert, der inflammatorisch wirkt (162). Unter bestimmten Bedingungen konnte gezeigt 

werden, dass MSCs durch Regulation des PGDF und seines Rezeptors (PDGFR), einer 

Zellwachstums-, Migrations- und Angiogenese-aktivierenden Rezeptor-Tyrosinkinase, einen 

negativen Effekt auf die Angiogenese ausüben (172). 

Von MSCs generierte Exosomen, kleinste extrazelluläre Vesikel, die genetisch und molekular 

ihrer Ursprungszelle ähneln (173), konnten in Brusttumorzellen in vivo die VEGF-Expression 

herunterregulieren und infolgedessen das Tumorwachstum hemmen (174). 

 

Auch besitzen MSCs die Fähigkeit, die Tumorproliferation und Metastasierung über Wnt- und 

Akt-Signalwege zu hemmen. Diese Signalwege werden inhibiert (175–177), wodurch ein 

Zellzyklusarrest und Apoptose induziert werden (171,178,179). So konnte die Proliferation von 

hepatozellulärem Karzinom (180), Brusttumoren (176), nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom 

(181) und Kaposi-Sarkomzellen (175) inhibiert werden. 
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1.2.1.3 MSCs als Therapeutikum 

 
Durch ihre regenerativen Eigenschaften rückten MSCs als Therapie verschiedenster 

Krankheiten in den Fokus neuerer Forschung (182,183). Bisher konnten MSCs im Bereich der 

Mundhöhle für die Wiederherstellung von Zähnen, des Zahnfleisches und des 

Zahnhalteapparates genutzt werden. Auch die Produktion von Enamel und Dentin sowie die 

Rekonstruktion von Gaumenspalten stellt eine Anwendung dar (184). Ebenfalls kommen MSCs 

als Therapie für ulzerierende, präkanzeröse oder maligne Läsionen in Frage. In oralen Ulzera 

und oraler Mukositis konnten MSCs in Tiermodellen die Wundheilung positiv unterstützen. In 

präkanzerösen Läsionen, wie der oralen submukösen Fibrose, konnte durch Injektion von 

Stammzellkonzentrat eine Symptomreduktion erzielt werden (184).  

Schattenseite des Einsatzes von Stammzellen zu therapeutischen Zwecken ist, dass die 

Regulation, die die Differenzierung von Stammzellen bestimmt noch nicht vollständig erforscht 

ist. Eine unkontrollierte Differenzierung kann durch die vorherrschenden Einflüsse im lebenden 

Organismus noch weniger ausgeschlossen werden. Eine Meta-Analyse von 2021 zur Sicherheit 

beim Einsatz von MSCs als Therapeutikum wertete Studien der vergangenen 15 Jahren aus. 

Diese bewertete den Einsatz von MSC als insgesamt sicher (185).  

Bisher wurden Stammzellen im Rahmen von Tumorerkrankungen primär zur 

Wiederherstellung des Immunsystems und von Blutzellen nach Bestrahlung und 

Chemotherapie genutzt (184). Doch auch ihre Rekrutierung in das Tumorstroma durch 

Tumorzellen macht MSCs zu potenziellen Therapievehikeln systemischer Therapie, aber auch 

der Gentherapie (186), die besonders Tumorstrukturen zum Ziel haben könnten (187,188). 

Da jedoch die gleichen Mechanismen und Signale, die MSCs als Therapievehikel und zur 

Rekonstruktion von Gewebe so interessant machen, auch von Tumorzellen genutzt werden, 

bleibt bisher offen, ob eine Stammzelltherapie Tumorrezidive oder eine maligne 

Transformation hervorrufen könnte (188,189).   
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1.2.2 MMPs - als azellulärer Bestandteil der Tumormikroumgebung 

 

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von mesenchymalen Knochenmarksstammzellen (BMSCs) 

auf die Tumorprogression von Zellen des Kopf-Halsbereichs näher untersucht. In diesem 

Zusammenhang wird der größte Fokus auf die Expression und Funktion der 

Matrixmetalloprotease MMP-9 gelegt. Diese Enzyme sind in der Lage, extrazelluläre Matrix 

zu degradieren und somit das Verlassen des Tumorzellverbandes und damit die 

Tumormetastasierung zu begünstigen. Um die Mechanismen bei der Entstehung und 

Progression des HNSCCs weiter aufzuklären, wurde hier MMP-9 nach Co-Kultivierung mit 

BMSCs näher untersucht. 

 

 

1.2.2.1 Definition und Klassifikation  

 

Matrixmetalloproteasen gehören zur Familie von Zink-abhängigen Endopeptidasen. Es sind 

bisher 28 humane MMPs bekannt (190). Sie werden am häufigsten nach Substratspezifität und 

Struktur in acht Gruppen eingeteilt: Gelatinasen, Stromelysine, Matrilysine, Kollagenasen, 

Metalloelastasen, membrangebundene MMPs, auch bekannt als membrane-type (MT)-MMPs 

Typ 1 und Typ 2, Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-verankerte MMPs und die Gruppe der 

nicht klassifizierten MMPs (191,192). Bis auf die MT-MMPs und GPI-MMPs, welche 

membranständig sind, handelt es sich bei MMPs um extrazelluläre Proteine (193). Sie besitzen 

zusammen die Fähigkeit alle Komponenten der extrazellulären Matrix abzubauen (EZM) (191). 

Bei der EZM handelt es sich um eine Reihe von Molekülen, die von Zellen extrazellulär 

sezerniert werden. Sie geben Zellen sowohl biochemisch als auch physikalisch Stabilität und 

beeinflussen Zelladhäsion, Zell-Zellkontakte und die Zelldifferenzierung (194). 

Die Gruppe der Gelatinasen, denen MMP-2 und MMP-9 angehören, sind auch unter den Namen 

Gelatinase A und B bekannt und besitzen über ihre Fibronektin-Domäne die Fähigkeit, 

Gelatine, Laminin, Kollagen Typ I und IV zu binden (195) und Kollagene zu erkennen (196). 

Sie bauen unter anderem Kollagen Typ IV, V und XI, Laminin und Aggrecan ab, alles Proteine 

der extrazellulären Matrix. MMP-2 baut zudem noch Kollagen Typ I und II ab (197,198). 
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Abbildung 12 zeigt eine schematische Übersicht bekannter MMPs aus dem Jahre 2020, 

unterteilt nach Substratspezifität und Struktur. 

 
 

Abbildung 12: Übersicht bekannter MMPs. Diese wurden nach Substratspezifität und Struktur in 

verschiedene Gruppen unterteilt: Gelatinasen, Stromelysine, Matrilysine, Kollagenasen, Metallo-

elastasen, membrangebundene MMPs Typ 1, 2 und MMPs mit GPI-Anker (engl.: GPI-anchored), alle 

auch bekannt als membrane-type MMPs (MT-MMPs) sowie die Gruppe der nicht klassifizierten MMPs 

(other MMPs). Modifiziert nach Gonzalez-Avila et al. (199). 

 

 

1.2.2.2 Struktur und Aufbau  

 
Fast alle MMPs folgen in ihrem strukturellen Aufbau einem grundsätzlichen Schema aus 

Signalpeptid, einem ca. 80 Aminosäuren großem pro-Peptid mit Cystein-Motiv und einer 

katalytischen Domäne mit Zn2+-Bindungsstelle aus ca. 170 Aminosäuren. Die meisten MMPs 

besitzen zudem ein Verbindungspeptid (engl.: linker region) mit variabler Länge und eine 

Hämopexin-Domäne, bestehend aus etwa 200 Aminosäuren (198). 

MMP-9, genauso wie MMP-2, besitzen als MMP aus der Gruppe der Gelatinasen zudem eine 

Fibronektin-Domäne, bestehend aus drei Fibronectin Typ 2 Motiven in der katalytischen 
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Domäne. Die schematische Struktur von MMPs am Beispiel der Gelatinasen wird in Abbildung 

13 dargestellt (198,200).  

 

 
Abbildung 13: Schematische Darstellung der Struktur von MMPs am Beispiel der Gelatinasen (MMP-9 

und MMP-2). Signal-Peptid (Signal Seq), pro-Peptid mit Cystein-Motiv (Pro), Sulfhydrylgruppe (SH), 

Zink-Bindungsstelle (Zn2+), katalytische Domäne (Catalytic), Fibronektin-Domäne, bestehend aus drei 

Fibronectin Typ 2 Motiven (Fibronectin-Like Repeats), Verbindungspeptid (Linker) und Hämopexin-

Domäne (Hemopexin). Aus Cathcart et al. (195). 

 

1.2.2.3 Regulation und Synthese  

 

Eine Regulation der MMPs kann auf drei Ebenen erfolgen: 1. Im Rahmen der Gen-Expression. 

Hier erfolgt die Regulation vor allem auf der Transkriptionsebene (201). 2. Beim Prozessieren 

des pro-Enzyms. 3. Durch Inhibition der Enzymaktivität (202).  

Abbildung 14 zeigt den schematischen Ablauf der MMP-Synthese von der Transkription des 

MMP-Gens bis zur MMP-Aktivierung zum Zwecke der Degradierung von extrazellulärer 

Matrix. Vor der Ausübung der enzymatischen Aktivität als fertig prozessiertes MMP gibt es 

inaktive Vorstufen, die als pro-MMP bezeichnet werden. 
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Abbildung 14: Schematischer Ablauf der MMP-Synthese  
bis zur Sezernierung in die extrazelluläre Matrix (EZM). 

 

Die Regulation der Gen-Expression von MMP-9 erfolgt unter anderem über eine TATA-Box 

und eine Aktivator-Protein (AP)-1 Bindestelle, die an Transkriptionsfaktoren der Fos und Jun 

Familie bindet (203). Daneben kann auch der Runt-verwandte Transkriptionsfaktor 2 (Runx2) 

durch Bindung an die MMP-9 Promotorregion die MMP-9 Expression initiieren (204). 

Die Mehrheit der MMPs wird als pro-MMPs in Form von inaktiven Zymogenen sezerniert. Die 

Zn2+-Bindestellte (HEXXHXXGXXH) der katalytischen Domäne sowie das Cystein-Motiv des 

pro-Peptid können aneinanderbinden. Durch diese Bindung wird eine Aktivierung der pro-

MMPs durch Bindung eines Wassermoleküls an die Zn2+-Bindestelle verhindert. Zudem besitzt 

die katalytische Domäne ein konserviertes Methionin, welches dazu beiträgt, die Struktur um 

die Zn2+-Bindestelle zu erhalten (198). Es bedarf der Abspaltung des pro-Peptids, um MMPs in 

ihre aktive Form zu überführen (205). 

Die Generierung der pro-MMPs aus prä-pro-Enzymen erfolgt nach Abspaltung des 

Signalpeptids bei Translation (198). Nur ein Teil des pro-Peptids wird durch Gewebs- und 

Plasma-Proteinasen, aber auch bakterielle Proteinasen, abgespalten. Oft erfolgt die komplette 

Abspaltung des pro-Peptids und die subsequente Aktivierung durch andere MMP-

Zwischenformen oder andere aktive MMPs, auch bezeichnet als „stepwise activation“ 

(206,198). 

MMP Gen
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EZM

MMP

pro-MMP

MMP mRNA
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Translation
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MMP-9 wird im menschlichen Körper unter anderem von Fibroblasten, Endothelzellen, 

neutrophilen Granulozyten, Osteoklasten und Makrophagen als ca. 92 Kilodalton (kDa) großes 

inaktives pro-Enzym sezerniert (207). Durch Abspalten der pro-Peptidregion durch unter 

anderem anderen MMPs wie MMP-3 (208), MMP-2 (209), MMP-7, MMP-10, MMP-13 sowie 

Cathepsin G und Plasmin, entsteht in mehreren Schritten das ca. 82 kDa große aktive Enzym 

(6,207). 

 

Die endogene Inhibition der proteolytischen Aktivität der MMPs erfolgt überwiegend einerseits 

spezifisch durch sogennante Tissue Inhibitor of Matrixmetalloproteinase (TIMPs), andererseits 

unspezifisch durch beispielsweise α2-Macroglobulin (198,210). Auch verschiedene andere 

Proteine können bestimmte MMPs inhibieren. So kann beispielsweise ein sezerniertes 

β-Amyloid Vorläufer-Protein (211) sowie C-terminales Fragment des Prokollagen-C 

Proteinase Enhancer Proteins (212) MMP-2 inhibieren. Es sind vier Gruppen an TIMPs 

bekannt: TIMP-1, -2, -3, und -4 (193). 

 

1.2.2.4 Physiologische Funktion  

 

Im physiologischen Gewebe werden MMPs streng reguliert und im Allgemeinen schwach 

exprimiert (6). Die proteolytische Aktivität von MMPs beeinflusst viele zelluläre Funktionen 

und physiologische Prozesse (201). Sie sind an Gewebsbildung, -reparatur und Wundheilung 

(213) sowie Zellproliferation, -migration und -adhäsion (214) und der Angiogenese (215) 

beteiligt.  

 

1.2.2.5 Pathophysiologische Prozesse 
 

Darüber hinaus spielen MMPs eine besondere Rolle bei der Entstehung einer Vielzahl 

pathologischer Erkrankungen. Bei Dysregulation der MMP-Funktion kann es zur Entstehung 

von Arthritis (216), Fibrose (217), Arteriosklerose, kardiovaskulären Erkrankungen (218), 

Nephritis und Ulcera kommen (219–221). Ein Ungleichgewicht in der Aktivierung und 

Inhibition von MMPs ist zudem wesentlich an der Entstehung und Progression von Tumoren 

beteiligt (219). MMPs können durch ihre Fähigkeit, die EZM zu degradieren und mit nicht-
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Matrix-Substraten, wie z.B. Chemokinen und Wachstumsfaktoren (VEGF, basic (b)FGF und 

TGF-β) zu interagieren, Zelltod, Proliferation, Differenzierung, Tumorangiogenese, 

Metastasierung und die maligne Transformation beeinflussen und eine vielfältige zelluläre 

Antwort hervorrufen (219).  

Durch die Einwanderung von pro-inflammatorischen Zellen in das Tumorgewebe wird die 

Expression von MMPs in Tumor- und Stromazellen angeregt. Sezerniert werden MMPs des 

Tumorgewebes vor allem aus Zellen der Tumormikroumgebung, wie beispielsweise 

Mastzellen, tumor-assoziierten Makrophagen (TAMs), neutrophilen Granulozyten, myeloiden 

Suppressorzellen, Thrombozyten und TAFs (222). Tumorzellen selbst zeigen nur eine geringe 

MMP-Expression, stimulieren aber die oben genannte Zellen über parakrine Mechanismen 

(Interleukine, Interferone, Wachstumsfaktoren) zur MMP-Synthese.  
 

In verschiedenen Tumorentitäten, wie dem Blasen-, Ovarial-, papillärem Schilddrüsen- und 

Mammakarzinom (207), lässt sich eine Assoziation von erhöhter MMP-9 und MMP-2 

Expression mit einer schnellen Tumorprogression sowie einem geringerem Differenzierungs-

status der Tumorzellen feststellen (223). So auch im HNSCC. In HNSCCs kommt es häufig, 

neben MMP-9 und MMP-2, zu einer Überexpression an MMP-1, MMP-3, MMP-7, MMP-8, 

MMP-10, MMP-11, MMP-13, und MT1-MMP (224). Dies ist mit einer Tumorprogression 

assoziiert. Im HNSCC korrelieren hohe Level an MMP-2 und MMP-9 mit einer schlechten 

Prognose und gesteigerter Invasion und Metastasierung. Zudem konnte MMP-9 an der 

invasiven Front von HNSCCs detektiert werden. MMP-9 wird deshalb als potenzieller 

Tumorbiomarker diskutiert (225,226). 

In Mammakarzinomen und Kolonkarzinomen geht eine Überexpression an MMP-9 ebenfalls 

mit herabgesetzten Überlebensraten einher (227).  

Der Durchbruch des Tumors durch die Basallamina, bestehend aus Matrixmakromolekülen wie 

Kollagen Typ IV, Laminin und Heparansulfatproteoglykanen, stellt zusammen mit erhöhter 

Zellmotilität einen entscheidenden Schritt in der Tumorprogression dar. MMP-2 und MMP-9 

werden hier als Gelatinasen, die insbesondere Kollagen Typ IV und Laminin abbauen, eine 

große Bedeutung in Invasion und Metastasierung zugeschrieben (228). Die Degradation der 

Basallamina fördert zudem auch die Angiogenese in Tumoren, in dem es Angiogenese-

fördernde Epitope wie HUIV26 freilegt. Auch die CD44-abhängige Spaltung von TGF-β durch 

MMP-9 konnte die Tumorangiogenese und das Tumorwachstum steigern (229). Dabei wird 

MMP-9 in Präzipitaten durch CD-44 an die Tumorzelloberfläche lokalisiert (230). 
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In der Metastasierung des Lungenkarzinoms spielt die Induktion von MMP-9 durch VEGF eine 

wesentliche Rolle (231). Daneben ist MMP-9 auch an der Immunevasion von Tumoren 

beteiligt, indem es IL-2α spaltet und TGF-β aktiviert (231). 
 

Es wurden ebenfalls Mechanismen entdeckt, über die MMPs die Angiogenese des Tumors 

inhibieren. So wird durch Spaltung von Plasminogen Angiostatin frei, welches den 

programmierten Zelltod von Tumorzellen herbeiführen kann (6). 

Aufgrund der Rolle von MMPs in der Tumorprogression wurden MMP-Inhibitoren entwickelt. 

Diese zeigten sich in der Krebsforschung aber als wenig erfolgreich. In klinischen Studien 

konnten sie sich bisher wenig beweisen (232). Diese wurden seit 2013 eingestellt. Den größten 

Fortschritt machte ein MMP-Inhibitor in der klinischen Phase III zur Behandlung des 

polyzystisches Ovar-Syndroms (NCT01788215) (233).  
 

Um gezielte und vielversprechendere Therapieansätze für die Behandlung des HNSCCs 

entwickeln zu können müssen zunächst die komplexen Zusammenhänge, die Interaktionen 

verschiedener Zelltypen wie die Interaktion zwischen HNSCC-Zellen und MSCs, sowie die 

Regulation für die Tumorprogression entscheidende Signalwege, wie die der MMPs Synthese, 

weiter entschlüsselt werden. Diese Arbeit soll dazu beitragen.
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1.3 Zielsetzung der Arbeit  
 

Karzinome im Kopf- und Halsbereich zählen zu den siebthäufigsten Tumoren weltweit. Dabei 

ist das Plattenepithelkarzinom im Mund- und Rachenraum der häufigste maligne Tumor (234). 

Trotz Intensivierung von Forschung und Entwicklung an erweiterten und neuen 

Therapieansätzen hat sich die Überlebensprognose des HNSCC, besonders in fortgeschrittenen 

Stadien, bisher nicht wesentlich verbessert. In den letzten Jahrzehnten lag das 

5- Jahresüberleben von Patienten mit HNSCC weiterhin bei etwa 60 % (42). Grund ist mitunter 

die häufige Entwicklung von okkulten Metastasierungen in Halslymphknoten sowie eine 

Invasion in umliegendes Gewebe wie auch Knochen (4,235). 

 

Hier wird der dringende Bedarf deutlich, grundlegende Interaktionen von Zellen im 

Tumornetzwerk weiter aufzuklären und besser zu verstehen. Bis heute ist noch nicht vollständig 

geklärt, wie genau Tumorzellen ihre Umgebung beeinflussen, welche zahlreichen Faktoren die 

Tumorprogression fördern und welche Interaktionen zwischen Tumorzellen und den 

umliegenden Gewebezellen das Tumorwachstum begünstigen.  

In dieser Arbeit wurde sich intensiv mit den Auswirkungen der Wechselwirkung zwischen 

Tumorzellen und BMSCs beschäftigt, denn unter einer Vielzahl anderer Zellen können 

ebenfalls MSCs im Tumorgewebe detektiert werden (236).  

 

Diesen Stammzellen werden sowohl tumorhemmende als auch tumorprogressive Eigenschaften 

zugeschrieben (237). Ihre Auswirkungen auf den Tumor und sein Stroma ist bis heute jedoch 

nicht eindeutig geklärt und wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Eine der momentan 

wichtigsten Säulen der Therapie des HNSCC stellt die Strahlentherapie dar (238). Neben der 

direkten, eliminierenden Wirkung auf Tumorzellen verstärkt die Bestrahlung ebenfalls die 

Einwanderung von mesenchymalen Stammzellen in das Tumorstroma (127).  

 

Die häufigsten Forschungsergebnisse bieten derzeit Hinweise auf die Förderung aggressiverer 

Tumoreigenschaften durch die Infiltration mesenchymaler Stammzellen. Dies konnte auch in 

Arbeiten der Arbeitsgruppe (AG) Bauer gezeigt werden (239). In diesen Arbeiten konnte eine 

erhöhte Gen- und Proteinexpression von MMP-9 bei Kultivierung von HNSCC-Zellen 

zusammen mit BMSCs gezeigt werden. Bei MMP-9 handelt es sich um eine Matrix-

Metalloproteinase der Gruppe der Gelatinasen, die für den Abbau von extrazellulärer Matrix 
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verantwortlich ist (239). MMP-9 ist im Allgemeinen mit einer erhöhten Invasion, 

Metastasierung und Progression von verschiedensten Tumorentitäten, darunter auch den 

Plattenepithelkarzinomen im Kopf- und Halsbereich, assoziiert (223). Zudem konnte die 

Erhöhung der alkalischen Phosphatase (ALP) und des Runt-verwandten Transkriptions-

faktors 2 (Runx2) in Co-Kultur von HNSCC-Zellen mit BMSCs festgestellt werden. Bekannt 

als osteogenen Differenzierungsmarker sind diese bei einer Vielzahl an Tumoren mit einem 

Tumorprogress und einer schlechten Prognose assoziiert (240–242). 

 

Der genaue Ursprung einer erhöhten Produktion von MMP-9 im Tumorgewebe ist bisher nur 

unzureichend bekannt. Ziel dieser Arbeit war es, die Auswirkungen der Interaktion von BMSCs 

und Tumorzellen des Kopf- und Halsbereichs weiter aufzuklären. Hierzu wurde ausgehend von 

HNSCC-Zelllinien in Co-Kultur zusammen mit BMSCs insbesondere der jeweilige Einfluss 

auf die Proteinexpression von MMP-9 in der Tumorumgebung untersucht. Des Weiteren diente 

diese Arbeit der genaueren Erforschung der MMP-9 Aktivität bzw. Promotoraktivität in 

HNSCC-Zellen und BMSCs sowie des Einflusses von ALP auf die Migrationsfähigkeit von 

Co-Kultur Sphäroiden aus 3D-Zellkultur. 

Um eine möglichst realitätsnahe Wachstums- und Versorgungsumgebung zu ermöglichen, 

stand besonders die 3-dimensionale (3D) Kultivierung der untersuchten Zellen nach der 

sogenannten Hanging Drop-Methode, neben einer Kultivierung adhärenter Zellen als einzellige 

Schicht, im Vordergrund.
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Zellen 

2.1.1.1 HNSCC-Zellen 

Die verwendeten Tumorzelllinien PCI 1, PCI 13 und PCI 68 wurden am Pittsburgh Cancer 

Institute (PCI; Pittsburgh, PA, USA) aus Plattenepithelkarzinomen des Kopf- und Halsbereichs 

isoliert und etabliert (243,244). Alle Zelllinien wurden zuletzt im Jahr 2018 durch das Leibniz 

Institut DSMZ (Deutsche Sammlung für Mikroorganismen und Zellkulturen) mittels STR-

DNA-Typisierung getestet.  

Informationen zur ursprünglichen Lokalisation, Tumorstadium, Alter, Geschlecht und 

Vorbehandlung der Patienten (243,244) sind aus Tabelle 1 zu entnehmen. 

 

Tabelle 1: HNSCC-Zellen 

Zelllinie anatomischer 
Ursprung TNM-Status kultivierte 

Zellen 
präoperative 
Behandlung 

Alter / 
Geschlecht 

PCI 1 Larynx pT2N0M0G2 Primärtumor/ 
Rezidiv Resektion 65, m 

PCI 13 retromolarer 
Bereich pT4N1M0G3 Primärtumor keine 50, m 

PCI 68 Zunge pT4N0M0G1 k.A. k.A. k.A., m 
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2.1.1.2 BMSCs 

Die verwendeten humanen mesenchymalen Stammzellen (BMSCs) wurden großzügigerweise 

von der Abteilung für Experimentelle Orthopädie unter Leitung von Frau Prof. Dr. Susanne 

Grässel des UKR am Zentrum für medizinische Biotechnologie zur Verfügung gestellt (239) 

(Tabelle 2). Die Zellen stammen aus osteoarthritischen Patienten mit Implantation einer 

Hüftprothese. Die Verwendung des menschlichen Materials fand nach schriftlicher 

Zustimmung durch die Patienten statt und wurde durch eine Ethik-Kommission zugelassen. 

Das Knochenmark aus dem Caput femoris und dem Acetabulum wurden mittels 

Dichtegradienten-Zentrifugation aufgereinigt. Die mononukleären Zellen wurden bis zur 

Passage drei in StemMACS Expansion Medium (Miltenyi Biotec GmbH) kultiviert. Alle 

verwendeten Zellen wurden auf die mit BMSCs assoziierten Marker CD73+, CD90+, CD105+, 

CD19- und CD34- mittels Durchflusszytometrie getestet, um eine Kreuzkontamination mit 

anderen Zellen und eine Differenzierung der BMSCs auszuschließen (71,245).  

 

Tabelle 2: BMSCs 

Spendernummer Alter, Geschlecht Herkunft 

706  67, m Acetabulum 

821 60, w Acetabulum 

822 84, w Acetabulum 

866 63, m  Caput femoris 

* m = männlich, w = weiblich  
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2.1.2 Reagenzien 

2.1.2.1 Zellkultur 

 

Tabelle 3: Reagenzien zur Zellkultivierung 

Reagenz Hersteller 

Dimethylsulfoxid (DMSO)  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D  

DMEM 1,0 g/l Glucose  PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, D 

Methylcellulose  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D  

Gibco Fetal Bovine Serum (FBS) Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 

Penicillin/Streptomycin  
(10.000 U/ml; 10 mg/ml) 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D  

Accutase solution Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D  

Gibco™ Opti-MEM™ I  
Reduced Serum Media 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 

Isopropanol  Merck Chemicals GmbH, Darmstadt, D  

L-Glutamin 200 mM   PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, D 

Phosphate buffered saline (PBS)  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D  

StemMACS MSC Expansion 
Media, 500 ml  

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch-Gladbach, D  

Trypsin rec. hum. / EDTA 0,2 %, 10x  PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, D 
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2.1.2.2 siRNA-Knockdown 

 

Tabelle 4: siRNA-Transfektionsreagenzien 

Reagenz Hersteller 

DharmaFECT 1 Dharmacon, Lafayette, CO, USA 

Invitrogen Lipofectamine RNAiMAX 
Transfection Reagent Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 

Gibco Opti-MEM I Reduced Serum Media Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 

ON-TARGETplus Human RUNX2 siRNA 
SMARTPOOL, 10 nmol GE Healthcare Dharmacon, Lafayette, Colorado, USA 

ON-TARGETplus Human MMP-9 siRNA 
SMARTPOOL, 10 nmol GE Healthcare Dharmacon, Lafayette, Colorado, USA 

ON-TARGETplus non-targeting  
Pool, 20 nmol  

GE Healthcare Dharmacon, Lafayette, Colorado, USA  

 

2.1.2.3 Luciferaseassay 

Tabelle 5: Plasmid-Transfektionsreagenzien 

Reagenz Hersteller 

Dual-Luciferase® Reporter Assay System Promega, Madison, WI, USA 

Kontrollvektor pGL4.74 [hRluc/TK] Vector  

1000 ng/µl; 20 µg (Verkaufsmenge) (Renilla) 

Promega, Madison, WI, USA 

MMP-9c Vektor  Eigene Herstellung (246) 

FuGENE® HD Transfection Reagent Promega, Madison, WI, USA 

pGL4.16 (luc2/Neo) (Luciferase) Promega, Madison, WI, USA 
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2.1.2.4 Zymographie 

 

Tabelle 6: Reagenzien zur Proteinisolation und Konzentrationsbestimmung 

Reagenz Hersteller 

cOmplete, mini Protease 
Inhibitor Cocktail  

Roche Diagnostics GmbH, Basel D  

RIPA Puffer  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D 

Bicinchoninsäure (BCA) Assay Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 

 

 

Tabelle 7: Reagenzien zur Zymographie 

Reagenz Hersteller 

Gelatine aus Schweinehaut  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D  

MMP-2, recombinant, 0,1 mg/ml  Calbiochem, San Diego, CA, USA  

MMP-9, recombinant, 0,1 mg/ml  Calbiochem, San Diego, CA, USA  

N, N, N', N'-Tetramethylethylendiamin  

(TEMED) 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D  

Precision Plus Dual Color Protein  
Standard  

Bio-Rad Laboratories GmbH, München, D  

Sodiumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe, D  

H2O, DNase- und RNase-frei,  
sterilfiltriert  

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D  
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2.1.2.5 Spreadingassay 

 

Tabelle 8: Reagenzien zur Plattenbeschichtung 

Reagenz Hersteller 

Matrigel® Basement Membrane 
Matrix Growth Factor Reduced,  
9,3 mg/ml  

Corning Inc., Corning, USA 

Levamisole hydrochloride,  
Alkaline phosphatase inhibitor 

Abcam, Cambridge, UK 

 

2.1.3 Verbrauchsmaterialien 

Tabelle 9: Verbrauchsmaterialien 

Material Hersteller 

Cellstar® Platten, flat bottom, 
transparent mit Deckel: 6/48/96-Wells 

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, D 

Corning™ CentriStar™ Zentrifugenröhrchen  
15 ml, 50 ml 

Corning Inc., Corning, USA  

Kryoröhrchen, Rundboden, 2 ml VWR International GmbH, Ismaning, D  

Pipettenspitzen mit Filter 
(10 μl, 100 μl, 1000 μl)  

Kisker Biotech GmbH & Co.KG, Steinfurt, D  

Zellkulturflaschen 
T25, T75, T175 

Corning Inc., Corning, USA  

Parafilm M Bemis Company Inc., Neenah, WI, USA  

Serologische Pipetten: 2, 5, 10, 25 ml  Sarstedt AG &Co, Nümbrecht, D  

Zählkammer Cedex Smart Slides  Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, D  

Zellschaber 25 cm Sarstedt AG &Co, Nümbrecht, D  

Petrischale 94x16 mm, steril Greiner Bio-One, Kremsmünster, A 

Lumivials 5ml Berthold Techlologies, Bad Wildbad, D 

Mikrozentrifugenröhrchen 1,5 ml Kisker Biotech GmbH & Co.KG, Steinfurt, D  
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2.1.4 Geräte 

Tabelle 10: Geräte 

Gerät Hersteller 

Brutschrank HERAcell 240 Thermo Scientific, Rockford, IL, USA 

Elektrophoresekammer  
Mini-PROTEAN® Tetra System  

Bio-Rad Laboratories GmbH, München, D 

GENios Plattenphotometer Tecan Group Ltd., Männedorf, CH  

Glasplatten für SDS-PAGE  
Mini-PROTEAN® Glass plates für  
1,0 mm- Gele 

Bio-Rad Laboratories GmbH, München, D  

Invitrogen DryEase® Gel Drying System  Thermo Scientific, Rockford, IL, USA 

Kamera Digital Sight DS-U1  Nikon Instruments Europe BV, Amsterdam, NL 

Laborschüttelgerät BlotBoy™ Benchmark Scientific Inc., Edison, NJ, USA  

Lichtmikroskop CKX41  Olympus Corporation, Tokyo, JP 

Lichtmikroskop Eclipse TE2000-U  Nikon Instruments Europe BV, Amsterdam, NL 

Mini-PROTEAN® Gel releaser  Bio-Rad Laboratories GmbH, München, D  

Mini-PROTEAN® Kamm für 10 Taschen,  
1 mm Gele 

Bio-Rad Laboratories GmbH, München, D  

Multipette® plus Eppendorf AG, Hamburg, D 

Netzgerät PowerPac™ Basic  Bio-Rad Laboratories GmbH, München, D  

Sicherheitswerkbank Heraeus® HERAsafe®  Kendro Laboratory Products GmbH, Langenselbold, D  

Ultraschall-Stab Bandelin Sonopuls  BANDELIN electronic GmbH & Co. KG, Berlin, D 

Vortex Genie2 Scientific Industries, New York, NY, USA  

Zellzählgerät Cedex XS® Analyzer  Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, D  

Zentrifuge 3K-30 Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode am Harz, D 

Zentrifuge PerfectSpin 24 Plus  Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, D  

Zentrifuge Rotanta/P  Andreas Hettich GmbH & Co.KG, Tuttlingen, D  

Schütteler Polymax 2040 Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach, D 

Lumat LB 9507 Berthold Technologies, Bad Wildbad, D 

Zentrifuge Universal 320 Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, D  
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Zentrifuge Sprout Heathrow Scientific, Vernon Hills, IL, USA 

Gel DocEZ Bio-Rad Laboratories GmbH, München, D  

Schüttelwasserbad 1086 Gesellschaft für Labortechnik mbH, Burgwedel, D  

peqTWIST Vortex-Schüttler VWR International GmbH, Darmstadt, D 

Dewar Transport Gefäß KGW Isotherm, Karlsruhe, D  

Mikrowelle 8022L Bauknecht Hausgeräte GmbH, Suttgart, D 

Schüttler VXR basic Vibrax® IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, D 

 

2.1.5 Software 

 

Tabelle 11: Software 

Software Hersteller Verwendung 

Cedex XS Software 
Version 1.0.4  

Roche Diagnostics GmbH, 
Mannheim, D  Zellzahlbestimmung 

Excel Microsoft Corporation, 
Redmond, WA, USA Datenverarbeitung 

Fiji Open-Source Software mit GNU 
General Public License (247) 

Flächenvermessung, 
Zymographiegelanalyse 

GraphPad Prism 8 GraphPad Software, Inc. (La 
Jolla, CA, USA)  

Graphische Datendarstellung, Statistische 
Auswertung 

Image Lab™ Software 
6.0.1 for PC and Mac 
Version 

Bio-Rad Laboratories GmbH, 
München, D  

Bildakquisition von Zymographie-Gelen, 
Signal-Quantifizierung 

Magellan4 und 6 Tecan Group Ltd., Männedorf, 
CH  

Photometrische Bestimmung der 
Proteinkonzentration mittels BCA-Assay 

NIS-Elements AR 3.2  
Nikon Instruments Europe BV, 
Amsterdam, NL  

Kamerasteuerung des Lichtmikroskops 
Nikon Digital Sight DS-U1 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Zellbiologische Methoden 
 

Alle verwendeten Zellen wurden im Brutschrank HERAcell 240 (Thermo Scientific) bei 37°C 

und 5 % CO2 kultiviert.  

2.2.1.1 2D-Zellkultivierung 

Die HNSCC-Zelllinien wurden in T75- oder T25-Zellkulturflaschen kultiviert. Bei einer 

Konfluenz von 70-80 % wurden die adhärenten Zellen passagiert.  

BMSCs wurden in T175 oder T75 kultiviert bis zu einer maximalen Konfluenz von 80% und 

Passage 7.  

Passagiert wurden die Zellen, indem das Kulturmedium abgesaugt, die Zellen mit PBS (20 ml 

für T175, 10 ml für T75 und 5 ml für T25) gewaschen und mit 1x Trypsin überschichtet (3 ml 

für T175, 1 ml für T75 und 0,5 ml für T25) wurden. Die Zellen wurden im Inkubator bei 37°C 

und 5 % CO2 so lange mit Trypsin inkubiert, bis sie sich vollständig von der Zellkulturflasche 

abgelöst hatten, maximal jedoch für 10 min, um eine nachhaltige Zellschädigung zu vermeiden. 

Während der Trypsinierung erfolgte eine lichtmikroskopische Kontrolle. Die Zellen wurden 

daraufhin in frischem Kulturmedium resuspendiert und in gewünschter Konzentration in eine 

neue Zellkulturschale überführt.  

 

Tabelle 12: HNSCC-Zell-Medium zur 2D-Zellkultivierung 

HNSCC-Zell-Medium 

DMEM 1,0 g/l Glucose 

+ 10 % Gibco Fetal Bovine Serum (FBS) 

+ 1 % L-Glutamin (≙ 2 mM) 

+ 1 % Penicillin / Streptomycin (P/S) (≙ 100 Units Penicillin, 100 µg/ml Streptomycin) 

 

Tabelle 13: BMSCs/Co-Kultivierungs-Medium zur 2D-Zellkultivierung 

BMSC/Co-Kultivierungs -Medium 

StemMACS MSC Expansion Media  

+ 1 % Penicillin / Streptomycin 
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2.2.1.2 3D-Zellkultivierung 

 

Für die Kultivierung in 3D sowohl der BMSCs als auch der HNSCC-Zellen wurde die Hanging 

Drop-Methode (HD) herangezogen. Dabei wurden Zellen in einem viskösen Medium (Tabelle 

14 und Tabelle 15) auf die Deckelinnenseite einer Petrischale (Greiner Bio-One) ausgesät. Die 

Konzentration der Zellen im Medium wurde hierbei so eingestellt, dass sich die gewünschte 

Zellzahl für einen Sphäroid in 30 μl Zellsuspension befand. Anschließend wurden 30 μl der 

Zellsuspension tropfenweise, mit genügend Abstand zueinander, auf der Innenseite des Deckels 

einer Petrischale platziert. Im Anschluss wurde der Deckel vorsichtig gewendet und die 

Petrischale geschlossen. Um dem Austrockenen der Sphäroide entgegenzuwirken, wurde der 

Boden der Petrischale mit 15 ml PBS befüllt. Die Hanging Drop-Methode wird in Abbildung 

15 schematisch dargestellt. 

Durch das Zusammenspiel aus Oberflächenspannung und Viskosität formen sich sogenannte 

Hanging Drops, welche es den Zellen zusammen mit der fehlenden Adhäsionsmöglichkeit an 

eine Oberfläche ermöglichen in Sphäroid-3D-Struktur zu wachsen.  

 

 
Abbildung 15: Schematische Darstellung der 3D-Zellkultivierung. 

  

Hanging Drop 
mit Sphäroid

PBS
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Tabelle 14: Zusammensetzung des HD-Mediums zur 3D-Kultivierung 

Bestandteil Volumen Prozentualer Anteil 

Methylcellulose (1,2 %)   4,0 ml   20 % 

StemMACS Expansion Medium 15,8 ml   79 % 

Penicillin/Streptomycin  

(5000 U/ml) 

  0,2 ml     1 % 

Gesamtvolumen 20,0 ml  

 

Tabelle 15: Zusammensetzung des HD-Mediums ohne Serum zur Ernte des Überstands 

Bestandteil Volumen Prozentsatz 

Methylcellulose (1,2 %)   4,0 ml   20 % 

DMEM 15,8 ml   79 % 

L-Glutamin   0,2 ml     1 % 

Gesamtvolumen 20,0 ml  

 

Das HD-Medium zur 3D-Kultivierung wurde in folgenden Experimenten verwendet: 

Messung der MMP-9-Promotoraktivität mittels Luciferase-Aktivität (siehe auch 2.2.2), 

Gewinnung von Zelllysaten und Zellkulturüberständen für die Zymographie (siehe auch 2.2.3.1 

und 2.2.3), Matrigel® Spreadingassay. 
 

2.2.1.3  Bestimmung der Zellzahl 

Die automatische Zellzahlbestimmung erfolgte mit Cedex Smart Slide-Zählkammern (Roche) 

im Cedex XS Analyser (Roche) mit der dazugehörigen Software Cedex XS (Roche). Für eine 

Zählung wurden 20 μl der unverdünnten Zellesuspension eingesetzt. Dabei wurden Zellen mit 

einem Durchmesser von 12 μm erfasst und die Gesamtzellzahl pro Milliliter bestimmt.   
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2.2.1.4 Transfektion 

 

2.2.1.5 Transfektion mit pcDNA-Plasmid MMP-9c (Dual-Luciferase® Reporter Assay) 

Die Transfektion erfolgte in einer 6-Well Platte. Für die Transfektion wurden 2*105 

Tumorzellen pro Well ausgesät. Fünf Stunden nach Aussaat, als bereits alle Zellen adhärent 

waren, erfolgte die Transfektion mit dem MMP-9c Plasmid (246). Pro Well wurden 100 μl 

Komplexansatz (siehe Tabelle 17) mit einer Gesamtmenge von 1500 ng DNA und 5 μl 

FuGENE HD Transfektionseagenz hergestellt. Der Komplexansatz wurde für 15 min bei 

Raumtemperatur (RT) inkubiert. Inzwischen wurde das Medium der Zellen abgesaugt, zweimal 

mit PBS gewaschen und anschließend 2 ml des Transfektionsmediums (DMEM pur, ohne 

L-Glutamin, ohne Antibiotika und ohne FBS) in ein Well vorgelegt. Der Komplexansatz ließ 

sich nun tropfenweise in ein Well geben. Die Transfektion erfolgte für 24 h.  

Das verwendete MMP-9c-Plasmid wurde bereits in Bedal et al. 2014 beschrieben (246) 

 

Tabelle 16: MMP-9c-Plasmid (nach Bedal et al., 2014) 

Material Bezeichnung/Sequenz 

Klonvektor pGL4.16 (luc2/Neo) (Promega) 

MMP-9-Promotor Primers  

(930bp) 

5‘-TACATTGGTACCTCTTGGGTCTTGGCCTTAGT-3‘ 

5‘-TTGATACTCGAGCCAGCACCAGGAGCACC-3‘  
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Tabelle 17: Plasmid-Transfektion 

Komplexansatz pro Well Mengenangabe 

FuGENE HD 5 µl 

MMP-9c 1450 ng 

Kontrollvektor 50 ng 

DMEM ad. 100 µl 

Gesamtvolumen 100 µl 

 

Als Reagenzkontrolle diente ein Komplexansatz aus 5 μl FuGENE HD-Reagenz und 95 μl 

DMEM, ohne Plasmid. 

 

2.2.1.6 Transfektion mit siRNA in HNSCC-Zellen 

In den Tumorzellen wurde ein Knockdown von MMP-9 und des Transkriptionsfaktors 

RUNX-2 mittels small interfering RNA (siRNA) erzeugt. Zur Transfektion der Tumorzellen 

wurden 5,0*105 Zellen in einer T25-Kulturflasche in DMEM mit L-Glutamin und FBS ausgesät 

und für 20 h kultiviert. Die Transfektion erfolgte mit dem Reagenz DharmaFECT 1 für 24 h.  

 

Tabelle 18: siRNA Transfektion in HNSCC-Zellen 

 Komplexansatz Volumen Anwendung 

Gefäß 1 siRNA (20 μM)  15 µl (100 nM) Mischen und 5 min bei RT 
inkubieren  

 DMEM ohne FBS  
und ohne P/S  

285 µl 
 

Gefäß 2 DharmaFECT 1 7,5 µl Mischen und 5 min bei RT 
inkubieren 

 DMEM ohne FBS  
und ohne P/S 

292,5 µl 
 

 Gesamtvolumen 600 µl Gefäß 1 und 2 mischen und 20 min 
bei RT inkubieren  

 



Material & Methoden 

49 

 

Es wurden 2,4 ml DMEM mit FBS und L-Glutamin, ohne P/S in 15 ml konische 

Zentrifugenröhrchen vorgelegt und nach der in der Tabelle 18 beschriebenen Inkubation der 

600 μl Komplexansatz für 20 min bei RT miteinander gemischt. Das Kulturmedium wurde 

abgesaugt und das Transfektionsmedium langsam auf die Zellen getropft. Siehe Tabelle 20. 

 

2.2.1.7 siRNA-Transfektion in BMSCs 

In BMSCs wurde zur weiteren Untersuchung der MMP-9 Aktivität durch Zymographie (s. 

2.2.3) ein siRNA Knockdown von MMP-9 durchgeführt. Die Transfektion erfolgte an 

adhärenten Zellen. Dafür wurden zwei Tage vor der Transfektion 160.000 BMSCs in einer T25-

Kulturflasche ausgesät und für anschließend 48 h kultiviert. Zur Vorbereitung der Transfektion 

wurden 22,5 µl RNAiMAX (Thermo Fisher Scientific) mit 375 µl Gibco Opti-MEM I Reduced 

Serum Media (Thermo Fisher Scientific) in ein Mikroreaktionsgefäß gegeben. In einem 

separaten Mikroreaktionsgefäß wurden 6,25 µl siRNA mit einer Stammkonzentration von 20 

µM (MMP-9 siRNA oder non-targeting siRNA) mit ebenfalls 375 µl Gibco Opti-MEM I 

Reduced Serum Media verdünnt. Zur Bildung der Reaktionskomplexe aus siRNA und 

Transfektionsreagenz wurden beide Ansätze (Tabelle 19) vermischt und für 5 min bei RT 

inkubiert. Die Zellen wurden auf die Transfektion vorbereitet, indem das reguläre Stammzell-

Kulturmedium in den T25-Zellkulturflaschen durch 5 ml Gibco Opti-MEM I Reduced Serum 

Media pro T25 ersetzt wurde. Je Zellkulturflasche wurden 750 µl Transfektionsreagenz auf die 

Zellen getropft und diese für 24 h inkubiert/kultiviert (37 °C, 5 % CO2). 

 

 

Tabelle 19: siRNA Transfektion in BMSCs 

 Bestandteil Volumen 

Gefäß 1 RNAiMAX 22,5 µl 

 Gibco™ Opti-MEM™ I Reduced Serum Media 375 µl 

Gefäß 2 siRNA (20µM) 6,25 µl 

 Gibco™ Opti-MEM™ I Reduced Serum Media  375 µl 



Material & Methoden 

50 

 

2.2.2 Luciferaseassay 

 

Zur Ermittlung der MMP-9 Promotoraktivität wurde ein Luciferaseassay durchgeführt. Dieser 

dient der Untersuchung einer spezifischen Promotorregion mittels Biolumineszenz. Dabei wird 

zum einen das Firefly-Luciferase-Gen mit der zu untersuchenden Promotorsequenz verknüpft, 

um so die Aktivierung desselben mittels eines Luminometers messen zu können. Die 

Klonierung des MMP-9 Promotorelementes erfolgte in den das Firefly-Luciferase-Gen 

enthaltenden Vektor pGL4.16 (luc2/Neo) (Promega, Madison, WI). Der verwendete MMP-9 

Promotor besaß eine Größe von 930 Basenpaaren mit den codierenden Abschnitten:  

5‘-TACATTGGTACCTCTTGGGTCTTGGCCTTAGT-3‘ und  

5‘-TTGATACTCGAGCCAGCACCAGGAGCACC-3‘.  

Der schematische Aufbau des verwendeten Plasmids findet sich in Abbildung 16. 

 

 

 
 

Abbildung 16: Schematischer Plasmid-Aufbau des MMP-9- und Co-Vektors (248). 
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Luciferasen eignen sich besonders, da sie in einem großen Bereich einen linearen 

Zusammenhang zwischen der vorhandenen Enzymkonzentration und der Biolumineszenz-

emission aufweisen und so einen direkten Rückschluss auf die Promotoraktivität ermöglichen. 

Zudem bedarf die Luciferase für ihre Aktivierung keinerlei posttranslationaler Modifikation. 

Um die Lichtemission zu stabilisieren, erfolgt die Zugabe von Coemzym A, welches die 

Biolumineszenz bis hin zu minutenlang (min. 20 min) stabilisieren hilft (248). Eine Darstellung 

der ablaufenden chemischen Reaktionen zeigt Abbildung 17. 

Um Unterschieden in der Transfektionseffizienz und kultivierungsbedingten Schwankungen 

gerecht zu werden und die Messungen untereinander vergleichbar zu machen erfolgte zugleich 

die Transfektion mit einem Co-Vektor (Renilla-Luciferase). Als Kontrollvektor erfolgte die 

Co-Transfektion mit pGL4.74 (hRluc/TK) (Promega). Der schematische Aufbau des Co-

Vektors wird in  

Abbildung 16 dargestellt. Das vom Co-Vektor erzeugte Signal korreliert mit der Menge des 

transfizierten Vektors und somit der Transfektionseffizienz. Während die Renilla-Luciferase 

bei einer Wellenlänge von 480 nm im blauen Lichtbereich emittiert erfolgt die Emission bei 

der Firefly-Luciferase im Bereich grün/gelben Wellenlängenabschnitt bei 550 – 570 nm (248). 

So kann eine Überlappung des Emissionsbereiches vermieden werden und die Lichtsignale 

können klar den jeweiligen Luciferasen zugeordnet werden.  

 

 
Abbildung 17: Ablaufende chemische Reaktionen der Firefly- (grün) und Renilla- (blau) Luciferase, 

die zur Emission von detektierbarem Licht führt (248).  
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Abbildung 18. Die Luciferase-Aktivität, der in Absatz 2.2.1.5 transfizierten Tumorzellen, 

wurde mittels Dual Link Luciferase-Assay analysiert. Nach Transfektion der Tumorzellen 

wurden diese entweder allein oder zusammen mit BMSCs in der gewünschten Zellzahl 

inkubiert. Für ein 2D-Experiment wurden die Zellen in 6-Well-Platten ausgesät. Für ein 3D-

Experiment wurden 30 Sphäroide à 30 μl ausgesät und für drei Tage kultiviert.  

Als Kontrollen dienten Aussaaten mit Zellen, die nicht transfiziert wurden, sowie Zellen, die 

nur mit Transfektionsreagenz behandelt wurden.  

Der Luciferase Assay wurde mit dem Dual-Luciferase-Kit (Promega) durchgeführt. 

Tumorzellen im 2D-Experiment wurden vor der Lyse zweimal mit PBS gewaschen und danach 

unter sanftem Schwenken mit 300 μl PLB (passiver Lysepuffer) für 15-20 min unter sanften 

Schwenken lysiert. Zur Messung wurden 50 μl Zelllysat je Probe eingesetzt.  

Für die Analyse des Versuchsansatzes mit Zellen aus 3D-Kultivierung wurden 30 Sphäroide in 

einem 1,5 ml Mikrozentrifugenröhrchen gesammelt. Es folgten zwei Waschschritte mit 700 μl 

PBS. Im Anschluss wurde zu den Sphäroiden 100 μl PLB Lysepuffer gegeben. Die Sphäroide 

aller verwendeten Tumorzelllinien wurden für eine effektivere Lyse auf einem Schüttler für 

15 min geschüttelt. Zur Unterstützung der Lyse bei insgesamt erschwerter Lyse wurden die 

verwendeten Zelllinien anschließend zusätzlich zweimal in flüssigem Stickstoff (LN2) 

eingefroren und wieder aufgetaut. Zur Messung wurden 50 μl Zelllysat je Probe eingesetzt.  

Gemessen wurde in relativen light units (RLU) (Lumat LB 9507, Berthold Techlologies), was 

mit der Luciferase-Aktivität korrelierte. 

 

 

Abbildung 18: Schematische Darstellung des Luciferaseassays.  

Aussaat Lyse
15-20 min

1. Messung

Stop Reagenz 
Firefly Luciferase 

+ 
Renilla Luciferase 

Reagenz
Firefly Luciferase 

Reagenz

2. Messung
50 µl Lysat
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2.2.3 Zymographie 

 
Bei der Zymographie handelt es sich um eine Variante der klassischen SDS-Gelelektrophorese, 

in der durch Zusatz eines Substrates in einem Acrylamidgel, hier Gelatine, von Enzymen 

verdaut werden kann. 

Neben aktiven Formen an MMPs lassen sich auch alle anderen Isoformen in der Zymographie 

darstellen. Die latente Form des Enzyms wird durch die Denaturierung und Renaturierung aktiv 

und kann so gemessen werden (249). In der Zymographie sind Enzymmengen in der Größe von 

Pikogramm (pg) detektierbar (249).  

Die Zymographie diente dem Nachweis der Proteinexpression von MMP-9 und MMP-2. 

 

2.2.3.1 Proteinisolation 

Zur Proteinisolation aus Sphäroiden der Hanging Drop-Methode wurden jeweils 20 Sphäroide 

in ein gekühltes Gefäß aufgenommen. Diese wurden zweimal mit je 1ml PBS gewaschen, um 

FKS zu entfernen, und mit 50 μl Radio-Immunpräzipitations Assay (RIPA)-Lysepuffer 

versetzt. Um die Lyse zu unterstützen, wurden die Sphäroide zusätzlich in LN2 schockgefroren 

und auf Eis wieder aufgetaut. Danach erfolgte eine Homogenisierung mittels Ultraschalles 

(2 Zyklen, 20 s, 50 %). Zellpellet und -überstand wurden bei 4°C mit 13000 Umdrehungen pro 

Minute (engl.: revolutions per minute, rpm) für 10 min durch Zentrifugation getrennt und der 

Überstand in ein gekühltes (4°C) Gefäß überführt. Entweder erfolgte eine Lagerung bei -20°C 

oder direkt eine Proteinkonzentrationsbestimmung mittels BCA-Assay. Für die Überstände 

erfolgte eine Lagerung bei -80°C. Das Pellet wurde verworfen. 

 

2.2.3.2 Proteinkonzentrationsbestimmung 

Zur Messung der absoluten Proteinkonzentration der Zelllysate und der Überstände wurde ein 

BCA-Protein-Assay durchgeführt. Dieser beruht auf einer zweistufigen Reaktion (Abbildung 

19) In der ersten Stufe werden Cu2+-Ionen zu Cu+-Ionen reduziert (Biuret-Reaktion). In der 

zweiten Stufe reagieren diese mit Bicinchinoninsäure zu einem Komplex. Dieser Komplex hat 

eine Farbe mit einem Absorptionsmaximum bei 562 nm. Die Proteinkonzentration kann 

photometrisch bestimmt werden, da die optische Dichte (OD) proportional zur Protein-

konzentration zunimmt (250).  
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Abbildung 19: Chemische Reaktionen des BCA Assay zur Proteinquantifizierung. Modifiziert nach (251). 

Die Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte in einer 96-Well-Platte (Greiner Bio-One 

GmbH). Als Proteinstandard wurde bovines Serumalbumin (BSA) (2 mg/ml) (Thermo Fisher 

Scientific) mit dem Lysepuffer RIPA verdünnt (1500, 1000, 750, 500, 250, 125, 125, 25 μg/ml). 

Für die Messung wurden jeder Konzentration Triplikate zu je 10 μl vorgelegt. Das Zelllysat 

wurde im Verhältnis 1:5 verdünnt eingesetzt (2 μl). Bei Proben aus Überständen aus der 3D-

Kultivierung wurden unverdünnte 10 μl verwendet. Je nach Verfügbarkeit wurden die Proben 

mindestens als Duplikat gemessen.  

Das BCA Reagenz wurde in einem Verhältnis von 50:1 gemischt (Reagenz A/Bicinchoninic 

Acid: Reagenz B/4 % Kupfersulfat). 200 μl davon wurde zügig in jedes Well gegeben. Die 

Reaktion fand für 30 min bei 37 °C statt. Nach der Inkubation folgte eine Verlangsamung der 

Reaktion durch Abkühlen bei 4 °C für 1 min.  

Die Ermittlung der OD erfolgte mit dem Tecan Mikro-Plattenleser, Magellan 6 bei 595 nm 

Wellenlänge.  
 

2.2.3.3 Nachweis von MMPs 

Die Zymographie ermöglichte die Darstellung der Enzymaktivität von Gelatinasen. Diese 

wurde in einem 0,1 % Gelatine- und 10 % Acrylamid-Gel durchgeführt. Um die Proben eines 

Gels untereinander vergleichen zu können wurden alle Geltaschen mit der gleichen 

Proteinmenge beladen. Pro Tasche wurde ein Volumen von 15 μl aufgetragen. Dieses Volumen 

setzte sich aus 1 μg Zelllysat oder 2 μg Zellkultur-Überstand und 3 µl 5x Ladepuffer zusammen 

(Tabelle 22). Der SDS-haltige Ladepuffer gewährleistet gute Sichtbarkeit und ein Beschweren 

der Probe im Elektrodenpuffer, während die durch β-Mercaptoethanol denaturierten Proteine 

gleichmäßig mit SDS umgeben werden, um eine ladungsunabhängige Auftrennung der Proteine 

nach Molekulargewicht zu ermöglichen. Auf ein Endvolumen von 15 μl wurde mit ddH2O 
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aufgefüllt. Als Größenmarker kam der Precision Plus Protein Dual Color-Standard (Bio-Rad) 

in einer Menge von 10 μl zum (in der ersten Spur/Geltasche) Einsatz. Zudem wurde auf jedes 

Gel je ein Zymographie-Standard aus rekombinantem MMP-9 (0,1 mg/ml) mit 0,05 ng und 

rekombinantem MMP-2 (0,1 mg/ml) mit 0,5 ng aufgetragen. Die Elektrophorese-Kammer 

wurde mit zehnfach verdünntem 10x SDS-PAGE Laufpuffer gefüllt (Tabelle 23). Pro Gel 

wurde eine Stromstärke von 20 mA angelegt.  

Die Gelkammer wurde während der Auftrennung mit Eis gekühlt, um ein Schmelzen des Gels 

durch die entstehende Wärme zu verhindern. Die Auftrennung der Proben nach 

Molekulargewicht dauerte insgesamt 5 h. Proteine mit einem Molekulargewicht kleiner als 

50 kDa gingen bei der Auftrennung bewusst verloren, um eine bessere Auflösung der Banden 

über 50 kDa zu erreichen. Anschließend wurde das Gel zweimal für 15 min in 

Renaturierungspuffer (Tabelle 24) geschwenkt, da der native Zustand des Proteins essenziell 

für den Verdau der Gelatinasen war. Es folgten vier Waschschritte für jeweils 5 min in ddH2O. 

Der Verdau von Gelatinase in den Gelen durch MMPs erfolgte bei 37 °C in 20 ml Verdaupuffer 

(Tabelle 25) für insgesamt 36 h. Die Gele wurden mit Coomassie Blue für 1 h gefärbt (Tabelle 

26). Für die Darstellung der Banden wurde anschließend für 1 h in Entfärbelösung I und 4 h in 

Entfärbelösung II entfärbt, um die Farbe aus den verdauten Banden zu entfernen (Tabelle 27 

und Tabelle 28). 

Das Gel wurde mit Gel Doc EZ (Bio-Rad) fotografiert und zum Trocknen zweimal 30 min in 

Entwässerungslösung (Tabelle 29) geschwenkt und in Cellophanfolie im Invitrogen Dry Ease 

(Thermo Fisher Scientific) getrocknet.  

 

Tabelle 20: 10 % Acrylamidgel der Zymographie, 1 mm Dicke 

Komponenten Volumen Konzentration 

40 % Acrylamid   1,72 ml  10,0 % 

20 % SDS  22,5 µl  0,1 % 

1 M Tris pH 8,8  1,125 ml  250 mM 

10 % APS  30,0 µl  0,07 % 

1 % Gelatine  450,0 µl  0,1 % 

TEMED  4,5 µl  0,1 % 

ddH2O  1,72 ml  

Gesamtvolumen  4,5 ml  
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Tabelle 21: 4,5 % Acrylamidgel der Zymographie, 1 mm Dicke 

Komponenten Volumen Konzentration 

40 % Acrylamid  506,0 µl   4,5 % 

20 % SDS  22,5 µl  0,1 % 

1M Tris pH 6,8  1,125 ml  250 mM 

10 % APS  22,5 µl  0,05 % 

TEMED  15,0 µl  0,33 % 

ddH2O   2,8 ml  

Gesamtvolumen   4,5 ml  

 

 

Tabelle 22: Zymographie-Ladepuffer, 5x 

Komponenten Volumen 

1.5 M Tris-Cl pH 6,8   4 ml 

Glycerol 10 ml 

β-Mercaptoethanol   5 ml 

SDS   2 g 

1 % Bromphenolblau   1 ml 

 

 

Tabelle 23: 10x SDS-Laufpuffer 

Komponenten Menge 

Tris pH 8,5 250 mM 

Glycin 1,92 M 

SDS 1 % 
  



Material & Methoden 

57 

 

Tabelle 24: Zymographie-Renaturierungspuffer 

Komponenten Volumen 

TritonX100 2,5 % 

ddH2O Ad. 

 

Tabelle 25: Zymographie-Verdaupuffer 

Komponenten Volumen 

Tris-HCl pH 8,5 50 mM 

CaCl2   5 mM 

ddH2O Ad. 

 

Tabelle 26: Zymographie-Färbelösung 

Komponenten Volumen 

Brilliant Blau G 250   0,25 % (w/v) 

Eisessig  10 % 

Isopropanol  25 % 

ddH2O  Ad. 

 

Tabelle 27: Zymographie-Entfäber I 

Komponenten Volumen 

Methanol  50 % 

Eisessig  10 % 

ddH2O  Ad. 

 

Tabelle 28: Zymographie-Entfärber II 

Komponenten Volumen 

Methanol 5 % 

Eisessig 7,5 % 

ddH2O Ad. 
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Tabelle 29: Zymographie-Entwässerungslösung 

Komponenten Volumen 

Ethanol  25 % 

Glycerol 7,5 % 

ddH2O Ad. 

 

 

 

Abbildung 20 zeigt eine repräsentative Fotoaufnahme eines mit Coomassie-Blau gefärbten 

Zymographie-Gels nach enzymatischem Gelatine-Verdau durch MMPs. Zu sehen ist eine 

gleichmäßige Blaufärbung der Gelatine im Gel. Der zur Analyse des Molekulargewichts 

eingesetzte Standard stellt sich durch seine ursprüngliche Färbung als intensiv blau dar. Die 

nicht färbbaren Bereiche entsprechen Bereichen mit Enzymaktivität. Hier kam es zum Verdau 

der Gelatine. 

 
 

 
 

Abbildung 20: Exemplarisches mit Coomassie-Blau gefärbetes Zymographie-Gel.   
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Zur densitometrischen Analyse des Zymographie-Gels wurde die Software Fiji verwendet. 

Zunächst wurden die Farbaufnahme in ein 8-bit schwarz-weiß Bild umgewandelt. Wie in 

Abbildung 21 dargestellt erfolgte anschließend die manuelle Markierung der Spalten (gelbe 

Umrandung). Dabei erfolgte eine graphische Darstellung der Dichtewerte als Plot (s. rechte 

Seite der Abbildung 21). Hierin wurden die relevanten Banden (Peaks) manuell definiert. Das 

Hintergrundsignal wurde durch Einbringen einer horizontalen Trennlinie entfernt. Je höher die 

Spitzen des Plots waren, desto höher war die Transluzenz und damit die Enzymaktivität. Die 

Enzymaktivität korreliert mit der relativen Fläche unter der Kurve. Zur graphischen Darstellung 

erfolgte die Berechnung relativer densitometrischer Werte in Relation zu der gemessenen 

Aktivität an rekombinanten MMP-9 je Gel.  

 

 

Abbildung 21: Densitometrische Analyse der Zymographie.   
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2.2.4 Spreadingassay 

 
Um die Migrationsfähigkeit von HNSCC-Zellen auf Matrigel® zu untersuchen, wurden 

Sphäroide kultiviert, und auf einer mit Matrigel® beschichteten Platte ausgesät. Deren 

Flächenausbreitung wurde beobachtet und vermessen.  

Bei Matrigel® handelt es sich um eine Reihe von Proteinen der extrazellulären Matrix, die aus 

Engelberth-Holm-Schwarm Maustumorzellen isoliert werden (252,253). Diese basalmembran-

artige Matrix besteht überwiegend aus Laminin, Kollagen IV, Entactin und 

Heparansulfatproteoglykan (253–255). Da herkömmliches Matrigel® ebenfalls diverse 

Wachstumsfaktoren beinhaltet, die Zellinteraktionen beeinflussen könnten, wurde hier mit 

Wachtumsfaktor-reduziertem Matrigel® gearbeitet.  

Matrigel® befindet sich bei 4°C in flüssiger Form und geliert bei RT (253,255). Zur 

Beschichtung einer 48-Well Platte wurde bei –20°C gelagertes Matrigel® in einer 

Konzentration von 9,3 mg/ml auf Eis aufgetaut. Anschließend wurde es im Verhältnis 1:5 mit 

DMEM verdünnt und davon 100 µl je Well aufgetragen. Es folgte eine Inkubation der Platte 

im Brutschrank für 30 min, um eine Verfestigung des Matrigels® zu erzielen. Das beschichtete 

Well wurde mit 700 µl MSC-Medium befüllt. Es wurde ein Sphäroid je Well ausgesät. Die 

hierfür eingesetzten Sphäroide wurden drei Tagen lang in der Hanging Drop-Methode aus 

Mono- und Mischkulturen von HNSCC-Zellen und BMSCs in unterschiedlichen Zellzahlen 

kultiviert. Das Migrationsverhalten der Zellen wurde alle 24 h über einen Beobachtungs-

zeitraum von 96 h durch Fotoaufnahmen am Lichtmikroskop Eclipse TE2000-U (Nikon) 

dokumentiert. 

Die Berechnung der eingenommenen Fläche erfolgte durch Abstecken eines Polygons mit dem 

Programm Fiji. Abbildung 23 zeigt die beispielhafte Ausmessung eines Sphäroids. Die 

Quantifizierung erfolgte getreu des Maßstabes ebenfalls mit der Software Fiji. Die Berechnung 

der relativen Flächenzunahme über 96 h erfolgte nach der in Abbildung 22 dargestellten 

Formel.  

 

 
Abbildung 22: Formel zur Berechnung der relativen Flächenänderung auf Matrigel®. 

!"#. %#ä'ℎ")ä)*"!+), = 	(%#ä'ℎ"	96	ℎ − %#ä'ℎ"	0	ℎ)
%#ä'ℎ"	0	ℎ ×	100
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Abbildung 23: Beispielhafte Ausmessung von Flächen mittels Polygon-Auswahl. 

 

2.2.4.1 Spreadingassay mit ALP-Inhibition durch Levamisol 
 

Des Weiteren wurde das Verhalten von heterogenen Mischsphäroiden und BMSC-Sphäroiden 

in Monokultur in Präsenz des ALP-Inhibitors Levamisol in verschiedenen Konzentrationen auf 

der Matrigel®-Beschichtung beobachtet. Dabei wurde eine 5 mM Levamisol-Stocklösung 

durch Lösung derselben in DMEM hergestellt. Später wurden durch Verdünnung der 

Stocklösung mit DMEM und Matrigel® Levamisol-Konzentrationen von 0, 10 und 50 µg/ml 

(Tabelle 30) hergestellt. Kultivierung, Aussaat und Beobachtungszeitraum und –abstände 

sowie jegliches weitere Vorgehen entsprachen dem oben Beschriebenen. 

 

Tabelle 30: Beschichtung von Matrigel® mit Levamisol 

Levamisol-Konz. 0 µg/ml 10 µg/ml 50 µg/ml 

Matrigel®  

(9,3 mg/ml) 

200 µl 200 µl 200 µl 

Levamisol  
(5 mM) 

0 µl 8,3 µl 41,54 µl 

DMEM 800 µl 791,7 µl 758,46 µl 

Gesamtvolumen in µl  1000 µl 1000 µl 1000 µl 
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2.2.5 Statistische Auswertung 

 

Alle Versuchsansätze wurden mindestens in Triplikaten durchgeführt. Die statistische 

Auswertung erfolgte mit GraphPad Prism 8. Dabei wurden P-Werte von weniger als 0,05 als 

statistische signifikant gewertet. Alle Ergebnisse wurden als Mittelwerte mit Standard-

abweichung angegeben.  

Der Vergleich der Mittelwerte zweier unabhängiger Datensätze erfolgte mit einem unpaired 

t-test, unter der Annahme einer Normalverteilung.  

Im Falle zweier abhängiger Messreihen erfolgte die Untersuchung der Mittelwerte, unter der 

Annahme einer Gauß-Verteilung, mit einem paired t-test (Paardifferenztest).  

Zum Vergleich des Einflusses einer Variablen auf drei oder mehr Gruppen kam der one-way 

ANOVA Test zum Einsatz. Bei Annahme einer Normalverteilung kam ein ordinary one-way 

ANOVA Test mit Tukey’s-Korrektur bei Mehrfachvergleich zum Einsatz. Unter der Annahme 

eines nicht normalverteilten Datensatzes kam der Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s-Korrektur 

bei Mehrfachvergleich zum Einsatz. 

Eine Analyse mit dem two-way ANOVA Test wurde angewandt, um den Einfluss zweier 

unabhängiger Variablen auf eine Variable zu untersuchen. Es erfolgte der Mehrfachvergleich 

(multiple comparisons) mit der Tukey-Korrektur.  
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3 Ergebnisse 
 
 

3.1 MMP-9 Promotoraktivität von HNSCC-Zellen in 2D- vs. 3D-Zellkultur  
 

Die Ermittlung der Promotoraktivität dient dem Nachweis der Transkription eines bestimmten 

Genabschnitts. Um die Initiierung einer Neusynthese von MMP-9 in HNSCCs nachzuweisen, 

wurde die Messung der MMP-9 Promotoraktivität mit dem Dual-Luciferase® Reporter Assay 

durchgeführt. 

Dazu wurden die Tumorzellen mit einem die MMP-9 Promotorregion und das Firefly-

Luciferase-Gen enthaltenden Plasmid transfiziert und deren Luciferase-Aktivität gemessen. Als 

Transfektionskontrolle und zur Quantifizierung des gemessenen Firefly-Luciferase-Signals 

wurde in die HNSCC-Zellen (engl.: head and neck squamous carcinoma cells, abk. HNSCC-

Zellen) ein Co-Plasmid transfiziert, welches ein für die Renilla-Luciferase codierendes Gen 

enthielt (256).  

Das Experiment wurde sowohl mit adhärent kultivierten Zellen in 2D- als auch in 3D-Zellkultur 

durchgeführt, wobei Zellen als Sphäroid-Population kultiviert wurden. Verwendet wurden 

jeweils drei verschiedene HNSCC-Zelllinien: PCI 1, PCI 13 und PCI 68. 
 

3.1.1 Etablierung des Dual-Luciferase® Reporter Assays in 3D-Zellkultur 

 
Während für die Durchführung des Dual-Luciferase® Reporter Assays in 2D-Kultur ein bereits 

im Labor etabliertes Protokoll vorlag, welches zur Orientierung diente, gab es zum Umgang 

mit 3D-Kultur keine Vorerfahrungen. Hier stellte sich vor allem die Lyse der 3D-Sphäroide, 

die sich durch einen starken Zell-Zell-Kontakt auszeichnen, als größte Herausforderung dar. 

Daher wurde das detektierbare Signal nach unterschiedlichen Durchführungen der Lyse 

verglichen, um so die optimale Lyse-Methode zu identifizieren. 

Um festzustellen, ob eine Lyse von Sphäroid-Kulturen mittels passivem Lysepuffer generell 

möglich sei und eine ausreichende Signalstärke gemessen werden könne, wurden die folgenden 

Etablierungsexperimente durchgeführt. Hierfür wurden insgesamt 40 Sphäroide à 25.000 

HNSCC-Zellen untersucht. Vor der Sphäroid-Generierung wurden die verwendeten 

Tumorzellen analog zur Untersuchung der Promotoraktivität in 2D-Kultur transfiziert. Die 

Transfektionsbedingungen waren somit für die folgende 2D- bzw. 3D-Kultur identisch. Auch 
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als Lyse-Methode kam wie in 2D-Kultur eine 20-minütige passive Lyse zum Einsatz. Zunächst 

sollte geprüft werden, ob Plasmid-transfizierte Sphäroide nach der herkömmlichen Lyse ein 

höheres chemilumineszentes Signal generieren als nicht transfizierte Sphäroide. Ein messbares 

Signal in transfizierten Zellen beweist, dass eine generelle Lyse von Sphäroiden möglich ist.  
 

In Abbildung 24 A zeigte sich, dass in den transfizierten Sphäroiden eine signifikant höhere 

Lumineszenz der Renilla-Luciferase (spez. Lumineszenz) gegenüber nicht transfizierten 

Sphäroiden zu messen war. Zudem zeigt der Vergleich der Renilla- bzw. Firefly-Luciferase-

Aktivität in transfizierten Zellen in B ein deutlicheres Signal der Firefly-Luciferase. Abbildung 

24 C zeigt eine 8-fach höhere Promotoraktivität in transfizierten Sphäroiden gegenüber nicht 

transfizierten Sphäroiden nach Normalisierung der Firefly-Luciferase-Aktivität auf die 

gemessene Renilla-Luciferase-Aktivität. Dies beweist, dass die Messung bei vorhandener 

Aktivität in Sphäroiden generell möglich ist. 
 

 
Abbildung 24: Nachweis von Renilla- und Firefly-Lumineszenz in HNSCC-Sphäroiden mittels passiver 
Lyse.  

Die Transfektion erfolgte in adhärenten HNSCC-Zellen. Anschließend wurden für drei Tage Sphäroide à 25.000 

Zellen generiert. Pro Probe wurden 40 Sphäroide analysiert. Lysiert wurde mittels passiver Lyse (100 µl 

PLB/Probe, Einsatz von 50 µl/Messung). A Vergleich von Autolumineszenz (Inkubation von Transfektions-

reagenz ohne Plasmid) mit spez. Lumineszenz (Transfektion mit Renilla-Plasmid). Dargestellt werden die 

Rohwerte in relativen light units (RLU). B Vergleich von Renilla und Firefly-Luciferase in transfizierten Zellen. 

Dargestellt werden die Rohwerte in RLU. C Vergleich der normalisierten Firefly-Luciferase-Aktivität von nicht 

transfizierten und Plasmid-transfizierten Zellen. Normalisiert wurde die Firefly-Luciferase-Aktivität (F) auf die 

Renilla-Luciferase-Aktivität (R) (F/R). Dargestellt wird die relative (rel.) Promotoraktivität. N=3. Unpaired t-test. 

***p<0,001.  
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In 2D-Zellkultur werden die Zellen adhärent als einzellige Schicht kultiviert. Hier erfolgt die 

Exposition gegenüber dem eingesetzten Lysepuffer in allen Zellen gleichmäßig. Wenn man 

davon ausgeht, dass bei adhärentem Wachstum alle Zellen vollständig lysiert werden, gilt die 

Lyse von 2D-Zellkultur als Optimum. Hierbei ergibt sich bei vitalen Zellen ein linearer 

Zusammenhang zwischen Zellzahl und gemessener Renilla-Luciferase-Aktivität. Abbildung 25 

zeigt den Vergleich der Lyseeffizienz zwischen 2D- und 3D-Zellkultur in Abhängigkeit der 

Zellzahl. In 2D besteht eine annähernd lineare Korrelation zwischen Zellzahl und Signalstärke. 

Eine genauere Betrachtung der Lysefähigkeit von 3D-Kultur bei unterschiedlicher 

Sphäroidgröße ergab im Vergleich zu 2D-Zellkultur eine abgeflachte Kurve.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abbildung 25: Einfluss der Zellzahl auf Renilla Luciferase-Signalzunahme in 2D- und 3D-Zellkultur. 

Die Transfektion erfolgte in adhärenten HNSCC-Zellen. Anschließend wurden für drei Tage Sphäroide (3D) mit 

7.000, 13.000, 17.000, 23.000 und 27.000 Zellen generiert. Pro Probe wurden 40 Sphäroide analysiert. Für 2D-

Experimente wurden 25.000, 45.000, 65.000, 85.000 und 105.000 Zellen in 6-Well Platten ausgesät. Lysiert wurde 

mittels passiver Lyse (2D: 300 µl PLB/Probe; 3D: 100 µl PLB/Probe; Einsatz von 50 µl/Messung). Dargestellt 

wird die relative Lyseeffizienz, d.h. die relative Renilla-Luciferase-Aktivität; normalisiert wurde in beiden 

Gruppen auf den Mittelwert der niedrigsten eingesetzten Zellzahl. PLB: Passive Lysis Buffer. N=3. Two-way 

ANOVA mit Tukey’s Korrektur. *p<0,05. 
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Die geringere Steigung in 3D-Zellkultur gegenüber 2D-Zellkultur könnte entweder im 

Zusammenhang mit der Zunahme avitaler Zellen bei zunehmender Sphäroidgröße oder aber 

mit einer unzureichenden Lyse stehen. 

Um eine Optimierung der Lyse von Sphäroiden herbeizuführen, erfolgte zusätzlich zur passiven 

Lyse der Einsatz zweimaligen Schockfrierens mit flüssigem Stickstoff (LN2). Zusätzliches 

Schockfrieren diente der mechanischen Unterstützung der enzymatischen Lyse und wurde hier 

als aktive Lyse bezeichnet. In Abbildung 26 A wurde die Lyseeffizienz der passiven Lyse mit 

und ohne den Einsatz von LN2 verglichen. Die Lyseeffizienz von adhärenten Zellen (2D), 

dargestellt als gestrichelte Linie, diente als interne Kontrolle für das Erreichen des 

Lyseeffizienz-Optimums. Beim Einsatz von LN2 in 3D-Zellkultur zeigte sich eine leichte 

Optimierung der Lyse in großen Sphäroiden. Ausschlaggebend für den letztendlichen Einsatz 

der aktiven Lyse war jedoch die gemessene Lyseeffizienz (indirekt dargestellt anhand der 

Renilla-Luciferase-Aktivität), die sowohl in Tumorsphäroiden (B) als auch Mischsphäroiden 

(C) signifikant höher war. 

 

 
Abbildung 26: Optimierung der 3D-Zelllyse durch zusätzliche Anwendung von LN2 (aktive Lyse). 

Die Transfektion erfolgte in adhärenten HNSCC-Zellen. Anschließend wurden für drei Tage Sphäroide (3D) mit 

7.000, 13.000, 17.000, 23.000 und 27.000 Zellen generiert. Pro Probe wurden 30 Sphäroide analysiert. Lysiert 

wurde mittels passiver Lyse (100 µl PLB/Probe; Einsatz von 50 µl/Messung) sowie zweimaligen Schockfrierens 

mit flüssigem Stickstoff (LN2). Dargestellt wird die relative Lyseeffizienz anhand der gemessenen relativen 

Renilla-Luciferase-Aktivität. A Normalisiert wurde in beiden Gruppen auf den Mittelwert der niedrigsten 

eingesetzten Zellzahl (rel. Lyseeffizienz). Die Lyseeffizienz von adhärenten Zellen (2D), dargestellt als 

gestrichelte Linie (aus Abbildung 25), diente als interne Kontrolle für das Erreichen des Lyseeffizienz-Optimums. 

B Optimierung der Lyseeffizienz in Sphäroiden aus Tumorzellen (HNSCC-Zellen) und C Mischsphäroiden 

(HNSCC-Zellen + BMSCs). Normalisiert wurde jeweils auf den Mittelwert aller mit passiver Lyse behandelten 

Zellen (rel. Lyseeffizienz). Paired t-test. N=3. **p<0,01; ***p<0,001.  

7 13 17 23 27
0

2

4

6

Zellzahl [×103]

re
l. 

Ly
se

ef
fiz

ie
nz

 

passive Lyse + LN2 
(= aktive Lyse)

ohne LN2 (3D)

mit LN2 (3D)

Optimum (2D)

ohne L
N 2

mit L
N 2

0

2

4

6

re
l. 

Ly
se

ef
fiz

ie
nz

 
Renillalumineszenz

HNSCC-Zellen + BMSCs

✱✱

ohne L
N 2

mit L
N 2

0

2

4

6

re
l. 

Ly
se

ef
fiz

ie
nz

 

Renillalumineszenz 
HNSCC-Zellen 

✱✱✱

A B C



Ergebnisse 

67 

 

Um zu prüfen, ob eine weitere Verbesserung der Lyse möglich sei, erfolgte in Abbildung 27 A 

zusätzlich zur etablierten aktiven Lyse die Lyse der Sphäroide mittels Ultraschallbehandlung 

(Sonifizierung). Der Einsatz von Ultraschallwellen zusätzlich zu einer aktiven Lyse erbrachte 

keine signifikante Besserung der Renilla-Luciferase-Aktivität. Die Lyseeffizienz konnte in 

Abhängigkeit von der Sphäroidgröße durch den zusätzlichen Einsatz von Ultraschall nicht 

gesteigert werden. Als Kontrolle für das Erreichen des Lyseeffizienz-Optimums diente die 

Lyseeffizienz von adhärenten Zellen (2D), dargestellt als gestrichelte Linie.  

Abbildung 27 B und C verdeutlichen, dass die relative Lyseeffizienz sowohl in Tumor-

sphäroiden als auch Mischsphäroiden vor und nach Sonifizierung annähernd identisch waren.  

 

 
 

Abbildung 27: Lyseeffizienz in 3D-Zellkultur nach Einsatz von Ultraschallwellen zusätzlich zur aktiven 
Lyse. 

Die Transfektion erfolgte in adhärenten HNSCC-Zellen. Anschließend wurden für drei Tage Sphäroide (3D) mit 

7.000, 13.000, 17.000, 23.000 und 27.000 Zellen generiert. Pro Probe wurden 30 Sphäroide analysiert. Lysiert 

wurde mittels passiver Lyse (100 µl PLB/Probe; Einsatz von 50 µl/Messung), zweimaligen Schockfrierens (aktive 

Lyse) sowie Ultraschallwellenbehandlung (Sonifizierung) (50 % Intensität, 20 s, im Intervall). Dargestellt wird 

die relative Lyseeffizienz, d.h. die gemessene relative Renilla-Luciferase-Aktivität. A Normalisiert wurde in 

beiden Gruppen auf den Mittelwert der niedrigsten eingesetzten Zellzahl (rel. Lyseeffizienz). Die Lyseeffizienz 

von adhärenten Zellen (2D), dargestellt als gestrichelte Linie (aus Abbildung 25), diente als interne Kontrolle für 

das Erreichen des Lyseeffizienz-Optimums. B Optimierung der Lyseeffizienz in Sphäroiden aus Tumorzellen 

(HNSCC-Zellen) und C Mischsphäroiden (HNSCC-Zellen + BMSCs). Normalisiert wurde jeweils auf den 

Mittelwert aller mit passiver Lyse behandelten Zellen (rel. Lyseeffizienz). Paired t-test. N=3. Ns p≥0,05.  
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3.1.2 Ermittlung der MMP-9 Promotoraktivität in HNSCC-Zellen 

Um die Initiierung der Neusynthese von MMP-9 in Tumorzellen im Vergleich zwischen 2D- 

und 3D-Zellkultur in den HNSCC-Zelllinien PCI 1, PCI 13 und PCI 68 zu ermitteln, erfolgte 

die Berechnung der jeweiligen relativen Promotoraktivität. Als Referenz diente die MMP-9 

Promotoraktivität der Zelllinie PCI 1 aus 2D-Zellkultur. Abbilding 28 zeigt in allen 

untersuchten Zelllinien eine nachweisbare MMP-9 Promotoraktivität. Das basale Level der 

MMP-9 Transkription unterschied sich allerdings von 2D- zu 3D-Kultivierung sowie im 

Vergleich der untersuchten HNSCC-Zelllinien untereinander. 

In 2D-Zellkultur zeigten die adhärent kultivierten HNSCC-Zelllinien PCI 1 und PCI 13 eine 

vergleichbare MMP-9 Promotoraktivität, die sich kaum voneinander unterschied. Im Vergleich 

zu Zelllinie PCI 1 und PCI 13 zeigte die HNSCC-Zelllinie PCI 68 eine deutlich geringere 

MMP-9 Promotoraktivität. Diese war um 42 % (SD ± 0,13) geringer. Dieser Unterschied erwies 

sich als signifikant.  

Bei Kultivierung in 3D kam es zu einer signifikanten Verringerung der Promotoraktivität in 

den Zelllinien PCI 1 (78 % SD ± 0,16) und PCI 13 (52 % SD ± 0,31) im Vergleich zur 2D-

Zellkultur. Dagegen erhöhte sich die Aktivität in der Zelllinien PCI 68 um das 4,2-fache (SD ± 

1,44) und zeigte die höchste MMP-9 Promotoraktivität unter den drei untersuchten HNSCC-

Zelllinien.  

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 28: Relative MMP-9 Promotoraktivität in HNSCC-Zellen aus 2D- und 3D-Zellkultur.  

Die Berechnung der relativen Promotoraktivität in 2D- (links) und 3D-Zellkultur (rechts) erfolgte in Relation zur 

Promotoraktivität in der HNSCC-Zelllinie PCI 1 aus 2D-Zellkultur. Adhärente Zellen wurden subkonfluent 

geerntet, für 3D-Zellkultur wurden Sphäroide drei Tage lang kultiviert. Statistische Auswertung: Ordinary one-

way ANOVA, Mehrfachvergleich mit Tukey’s Korrektur. Ns p≥0,05; *p<0,05; ***p<0,001. N≥30.  
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3.1.3 Änderung der MMP-9 Promotoraktivität in HNSCC-Zellen bei Co-Kultivierung 
mit BMSCs 

Um zu untersuchen, ob sich die MMP-9 Promotoraktivität in HNSCC-Zellen bei Kontakt mit 

BMSCs ändert, wurde neben HNSCC-Zellen in Monokultur auch HNSCC-Zellen in Co-Kultur 

mit BMSCs analysiert. Dies erfolgte sowohl in 2D- als auch in 3D-Zellkultur. In den folgenden 

Versuchen wurden die HNSCC-Zelllinien mit dem Luciferase-Reporter transfiziert, nicht 

jedoch die BMSCs. 

Abbildung 29 zeigt, dass die Co-Kultivierung von HNSCC-Zellen mit BMSCs zu einer 

Verringerung der MMP-9 Promotoraktivität in HNSCCs führte. Diese Beobachtung zeigte sich 

sowohl in 2D- -als auch in 3D-Kultivierung. In adhärent kultivierten HNSCC-Zellen (2D-

Zellkultur) der Zelllinien PCI 1 und PCI 68 war die Verringerung MMP-9 Promotoraktivität 

signifikant, wenn diese zusammen mit BMSCs kultiviert wurden. Die Zelllinie PCI 13 zeigte 

eine Tendenz zur Verringerung der MMP-9 Promotoraktivität in Mischkultur. Diese war jedoch 

nicht signifikant (p=0,073). Die Verringerung der relativen Promotoraktivität war in allen 

Zelllinien ähnlich (0,58-0,81).  

 
 

 
 
 
 

Abbildung 29: Änderung der MMP-9 Promotoraktivität von HNSCC-Zellen (HNSCC) bei Co-Kultivierung 
mit BMSCs, 2D-Zellkultur 

Errechnet wurde die relative MMP-9 Promotoraktivität der HNSCC Zelllinien PCI 1, PCI 13 und PCI 68 bei Co-

Kultivierung mit BMSCs. Deren Aktivität wurde verglichen mit der MMP-9 Promotoraktivität von HNSCCs in 

Monokultur. Alle untersuchten Zellen stammten aus 2D-Zellkultivierung. Die relative Promotoraktivität wurde in 

Relation zum Mittelwert der Aktivität aus 2D-Monokultur der jeweiligen Zelllinien berechnet. Statistische 

Auswertung: Unpaired t-test. Ns p≥0,05; **p<0,01; ***p<0,001. N=30.  

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

re
l. 

Pr
om

ot
or

ak
tiv

itä
t

PCI 1

✱✱

HNSCC HNSCC 
+ BMSC

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

re
l. 

Pr
om

ot
or

ak
tiv

itä
t

PCI 13

ns

HNSCC HNSCC 
+ BMSC

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

re
l. 

Pr
om

ot
or

ak
tiv

itä
t

PCI 68

✱✱✱

HNSCC HNSCC
+ BMSC

2D-Zellkultur

Änderung der MMP-9 Promotoraktivität 
nach Co-Kultivierung von HNSCC-Zellen mit BMSCs 



Ergebnisse 

70 

 

Ähnlich wie die Ergebnisse der Zellen in 2D-Kultur zeigten auch die 3D-kultivierten HNSCC-

Zelllinien PCI 1, PCI 13, PCI 68 bei Co-Kultivierung mit BMSCs eine signifikant verringerte 

Aktivität des MMP-9 Promotors im Vergleich zu Tumorsphäroiden aus Monokultur. Dies wird 

in Abbildung 30 deutlich. Die gemessene MMP-9 Promotoraktivität war bei Zelllinie PCI 13 

in Co-Kultur mit BMSCs besonders stark erniedrigt (0,18; SD ± 0,10).  

 
 
Abbildung 30: Änderung der MMP-9 Promotoraktivität von HNSCC-Zellen (HNSCC) bei Co-Kultivierung 
mit BMSCs, 3D-Zellkultur 

Errechnet wurde die relative MMP-9 Promotoraktivität der HNSCC-Zelllinien PCI 1, PCI 13 und PCI 68 bei Co-

Kultivierung mit BMSCs. Deren Aktivität wurde verglichen mit der MMP-9 Promotoraktivität von HNSCC-

Zellen in Monokultur. Alle Zellen stammten aus 3D-Zellkultivierung. Die relative Promotoraktivität wurde mit 

Bezug auf den Mittelwert der Promotoraktivität aus 3D-Monokultur der jeweiligen Zelllinien errechnet. 

Statistische Auswertung: Unpaired t-test. **p<0,01; ***p<0,001. N≥30. 

  

0

1

2

3

re
l. 

Pr
om

ot
or

ak
tiv

itä
t

PCI 1
✱✱

HNSCC HNSCC 
+ BMSC

0

1

2

3

re
l. 

Pr
om

ot
or

ak
tiv

itä
t

PCI 13

✱✱✱

HNSCC HNSCC 
+ BMSC

0

1

2

3

PCI 68

re
l. 

Pr
om

ot
or

ak
tiv

itä
t

✱✱

HNSCC HNSCC 
+ BMSC

3D-Zellkultur

Änderung der MMP-9 Promotoraktivität 
nach Co-Kultivierung von HNSCC-Zellen mit BMSCs 



Ergebnisse 

71 

 

3.1.4 Einfluss des Verhältnisses aus HNSCC-Zellen und BMSCs auf die MMP-9 
Promotoraktivität  

 
Im Folgenden wurde untersucht, ob die Konfluenz der adhärent kultivierten HNSCC-Zelllinien 

sowie die Zelldichte der 3D kultivierten Sphäroidpopulationen Einfluss auf die MMP-9 

Promotoraktivität haben. Zudem sollte geprüft werden, ob bei Co-Kultivierung von HNSCC-

Zellen und BMSCs das Verhältnis zwischen HNSCC-Zellen und BMSCs Einfluss auf die 

Änderung der MMP-9 Promotoraktivität hat. Die Zellzahl der BMSCs wurde konstant gehalten, 

während die Zellzahl der HNSCCs variierte. 

 

3.1.4.1 Einfluss von Konfluenz und BMSC-Zahl auf die MMP-9 Promotoraktivität von 
HNSCC-Zellen in 2D-Zellkultivierung 

 

Für Experimente in 2D-Zellkultur wurden Zellzahlen von insgesamt 25.000 bis 105.000 Zellen 

pro 6-Well ausgesät, die zum Erntezeitpunkt Konfluenzen von etwa 50-100 % entsprachen. Bei 

Co-Kultivierung wurde die Zellzahl der BMSCs bei 15.000 Zellen pro 6-Well gehalten, wobei 

die Zellzahl der HNSCC-Zellen zwischen 10.000 und 90.000 Zellen pro Well variierte. Die 

Gesamtzellzahlen bei Co-Kultivierung entsprachen denen der Monokultur von HNSCC-Zellen, 

um einen direkten Vergleich des Mischungsverhältnisses bei identischer Konfluenz zu 

ermöglichen. 
 

Die Analyse von HNSCC-Zellen in Monokultur (links) zeigte einen Einfluss der Konfluenz auf 

die MMP-9 Promotoraktivität. Abbildung 31 veranschaulicht, dass die MMP-9 Promotor-

aktivität abnahm, je größer die initial ausgesäte Zellzahl und damit die Zelldichte bei der Ernte 

war. Bei sehr hoher Konfluenz, nach einer Aussaat von 85.000 und 105.000 HNSCC-Zellen, 

erwies sich diese Beobachtung als signifikant (p=0,02 und p=0,002).  

In Mischpopulationen aus HNSCC-Zellen und BMSCs hatte eine Erhöhung der ausgesäten 

Zahl an HNSCC-Zellen bei gleichbleibender Zahl an ausgesäten BMSCs keinen signifikanten 

Einfluss auf die Promotoraktivität. Gegenüber der Monokultur aus HNSCC-Zellen zeigte die 

Co-Kultivierung von HNSCC-Zellen und BMSCs eine generell erniedrigte MMP-9 

Promotoraktivität (vergleiche Abbildung 29 oben). Dieser Effekt wird bei Änderung des 

Mischungsverhältnisses aufgehoben, wenn die Zahl der HNSCC-Zellen die der BMSCs 

deutlich übersteigt. Dies wurde ab einem Mischungsverhältnis von HNSCC-Zellen und BMSCs 

von 2:1 bis 6:1 beobachtet.  
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Abbildung 31: MMP-9 Promotoraktivität von HNSCC-Zellen in Abhängigkeit von Konfluenz und dem 
Verhältnis von BMSCs zu HNSCC-Zellen, 2D-Zellkultur.  

Errechnet wurde die relative MMP-9 Promotoraktivität der HNSCC-Zelllinien PCI 1, PCI 13 und PCI 68 in 

Monokultur (links) und Co-Kultivierung mit BMSCs (rechts), in Abhängigkeit von Konfluenz und 

Mischungsverhältnis. Alle Zellen stammten aus 2D-Zellkultivierung. Es wurden 25.000, 45.000, 65.000, 85.000 

und 105.000 Zellen ausgesät. Dabei wurden bei Co-Kultur anteilig immer 15.000 BMSCs ausgesät. Die relative 

Promotoraktivität wurde in Bezug auf den Mittelwert der Promotoraktivität aus 2D-Monokultur mit 25.000 Zellen 

der jeweiligen Zelllinien errechnet. Die drei HNSCC-Zelllinien PCI 1, PCI 13 und PCI 68 wurden gemittelt. 

Statistische Auswertung: Ordinary one-way ANOVA, Mehrfachvergleich mit Tukey’s Korrektur. *p<0,05; 

**p<0,01. N=9. 

 

3.1.4.2 Einfluss von Sphäroidgröße und BMSC-Zahl auf die MMP-9 Promotoraktivität von 
HNSCC-Zellen in 3D-Zellkultivierung 

 

Für Experimente in 3D-Zellkultur wurden Sphäroidpopulationen mit Zellzahlen von 7.000 bis 

27.000 Zellen pro Sphäroid generiert. Diese Zellzahlen führten bis zum Erntezeitpunkt zur 

Bildung eines unterversorgten und nekrotischen Sphäroidkerns bei einer Zellzahl von 27.000. 

Bei Co-Kultivierung wurde die Zellzahl der BMSCs bei 4.000 Zellen pro Sphäroid gehalten, 

wobei die Zellzahl der HNSCC-Zellen zwischen 3.000 und 23.000 Zellen pro Sphäroid 

variierte. Die Gesamtzellzahlen bei Co-Kultivierung entsprachen denen der Monokultur von 

HNSCC-Zellen in 3D, um einen direkten Vergleich des Mischungsverhältnisses bei identischer 

Sphäroidgröße zu ermöglichen.  
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Abbildung 32 zeigt, dass die Sphäroidgröße bei HNSCC-Zellen in Monokultur signifikanten 

Einfluss auf die MMP-9 Promotoraktivität hat. Bei zunehmender Sphäroidgröße nimmt die 

MMP-9 Promotoraktivität zu, unabhängig davon, ob die untersuchten HNSCC-Zellen in 

Monokultur oder in Co-Kultur mit BMSCs waren. Wie auch in 2D-Kultur zeigte die Co-

Kultivierung von HNSCC-Zellen und BMSCs in 3D-Kultur eine generell erniedrigte MMP-9 

Promotoraktivität im Vergleich zur HNSCC-Monokultur (vergleiche Abbildung 30 oben). 

Dieser Effekt zeigte sich unabhängig von der Sphäroidgröße und des Anteils an BMSCs an den 

Sphäroiden.  

 

 
 
Abbildung 32: MMP-9 Promotoraktivität von HNSCC-Zellen (HNSCC) in Abhängigkeit von Sphäroid-
größe und dem Verhältnis von BMSCs zu HNSCC-Zellen, 3D-Kultur. 

Errechnet wurde die relative MMP-9 Promotoraktivität der HNSCC-Zelllinien PCI 1, PCI 13 und PCI 68 in 

Monokultur (links) und Co-Kultivierung mit BMSCs (rechts), in Abhängigkeit von Sphäroidgröße und 

Mischungsverhältnis. Alle Zellen stammten aus 3D-Zellkultivierung. Es wurden 7.000, 12.000, 17.000, 22.000 

und 27.000 Zellen ausgesät. Dabei wurden bei Co-Kultur anteilig immer 4.000 BMSCs ausgesät. Die relative 

Promotoraktivität wurde mit Bezug auf den Mittelwert der Promotoraktivität aus 3D-Monokultur mit 7000 

HNSCC-Zellen der jeweiligen Zelllinien errechnet. Die drei HNSCC-Zelllinien PCI 1, PCI 13 und PCI 68 wurden 

gemittelt. Statistische Auswertung: Kruskal-Wallis Test, Dunn’s Korrektur bei Mehrfachvergleich. *p<0,05; 

**p<0,01; ***p<0,001. N=9. 
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3.2 MMP-9 Proteinexpression in HNSCC-, BMSC- und in Mischsphäroiden 
 
Eine Promotoraktivität von MMP-9 konnte bereits in allen drei untersuchten HNSCC-Zelllinien 

sowohl in Mono- als auch in Mischkultur mit BMSCs nachgewiesen werden. Um die Fähigkeit 

von HNSCC-Zellen zur Proteinexpression und Aktivität von MMP-9 nachzuweisen, wurde im 

Anschluss eine Zymographie durchgeführt, bei der bei Anwesenheit von MMPs ein 

detektierbarer Abbau von Gelatine im Acrylamidgel erfolgte. Da eine Co-Kultivierung von 

HNSCC-Zellen mit BMSCs in einer Verringerung der MMP-9 Promotoraktivität resultierte, 

war nachfolgend von Interesse, ob auch die MMP-9 Proteinexpression und Aktivität von 

HNSCC-Zellen in Co-Kultivierung anpasst wird.  

 

3.2.1 Ermittlung der MMP-9 Proteinexpression mittels Zymographie 

 

Um die MMP-9 Proteinexpression und Aktivität von HNSCC-Zellen in Co-Kultivierung mit 

BMSCs zu untersuchen, erfolgte die Detektion von MMP-9 sowie deren Vorstufen mittels 

Gelatine-Zymographie. Bei Anwesenheit von funktionellen Gelatinasen (MMPs) wird Gelatine 

im Acrylamidgel verdaut. Stellen, an denen es zum Gelatineverdau kam, sind im Anschluss 

nicht mehr färbbar und als durchsichtige Banden im Gel detektierbar und quantifizierbar. Auf 

diese Weise wurden die HNSCC-Zelllinien PCI 1, PCI 13 und PCI 68 mit jeweils drei BMSC-

Spendern untersucht. Als Kontrollen dienten HNSCC-Zellen und BMSCs jeweils in 

Monokultur. Analysiert wurde die MMP-9 Proteinexpression, -sekretion und Aktivität sowohl 

in serumfreiem Medium (Überstand) als auch in Zelllysat. Da sich die Ergebnisse zwischen 

Überständen und Zelllysaten kaum unterschieden, wird im Folgenden nur die Zymographie mit 

Zellüberstand gezeigt. Für die Analyse wurden nur Proteine ab einem Molekulargewicht von 

50 kDa berücksichtigt. Der Einsatz von rekombinantem MMP-9 diente zur Orientierung. 

Ebenfalls wurde rekombinantes MMP-2 im Zymogramm eingesetzt, da es sich bei MMP-2 und 

MMP-9 um die beiden dominierenden Enzyme des Gelatineverdaus handelt. Eine orientierende 

Unterscheidung zwischen MMP-9 und MMP-2 ist nur über das Molekulargewicht möglich. 

Banden unterschiedlichen Molekulargewichts deuten ebenfalls auf die Anwesenheit 

unterschiedlicher MMP-Formen hin, wobei pro-MMPs als Vorstufe aktiver MMPs, ein höheres 

Molekulargewicht besitzen. Aktive MMPs, die enzymatisch modifiziert wurden, besitzen ein 

geringeres Molekulargewicht.   
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Abbildung 33 zeigt ein repräsentatives Zymogramm aus Zellüberstand. Mischsphäroide aus 

HNSCC-Zellen und BMSCs zeichneten sich durch eine deutlich erhöhte pro-MMP-9 

Expression im Vergleich zu HNSCCs in Monokultur aus. In HNSCC-Zell-Sphäroiden war eine 

Proteinexpression von MMP-9 kaum detektierbar. Dies zeigte sich auch in BMSCs aus 

Monokultur. In BMSC-Sphäroiden zeigte sich besonders eine pro-MMP-2 Aktivität, welche in 

Mischsphäroiden ebenfalls gezeigt werden konnte, diese fiel jedoch schwächer aus. Eine 

MMP-2 Expression war in HNSCC-Zellen kaum nachweisbar. Die Sphäroidgröße hatte in 

BMSCs keinen nachweisbaren Einfluss auf die Menge an sezernierten Gelatinasen. HNSCC-

Zell-Sphäroide zeigten mit Zunahme der Zellzahl je Sphäroid ebenfalls eine Zunahme der 

Gelatinasen-Aktivität.  

 

Die MMP-9 Proteinexpression unterschied sich zwischen Zelllysaten (nicht gezeigt) und 

untersuchtem konditioniertem Medium (Überstand) nicht.  
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Abbildung 33: Ermittlung der MMP-9 Proteinexpression, -sekretion und Aktivität in HNSCC-Zellen 
und/oder BMSCs mittels Zymographie im Überstand. 

Die Abbildung zeigt eine exemplarische Zymographie mit Detektion von MMP-9 und MMP-2 in BMSC-, 

HNSCC- und Mischsphäroiden. Gel: 10 % Acrylamid, 0,1 % Gelatine. Die Zellen wurden über drei Tage zu 

Sphäroiden geformt. 24 h vor Ernte der Sphäroide erfolgte ein Mediumwechsel zu serumfreiem Medium, um 

Hintergrundsignal bei der zymographischen MMP-Detektion zu eliminieren. Als Proben wurden serumfreie 

Überstände der Sphäroide verwendet. Probemenge: 2 µg. Marker: Precision Plus Protein Dual Color (Bio-Rad). 

Rekombinantes Protein: MMP-9 0,05 ng (0,1 mg/ml) und MMP-2 0,5 ng (0,1 mg/ml). Die Zymographie wurde 

jeweils mit drei verschiedenen BMSC-Spendern und den drei HNSCC-Zelllinien PCI 1, 13 und 68 durchgeführt. 
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3.2.2 MMP-9 siRNA Knockdown zur Ermittlung des verantwortlichen Zelltyps für die 
MMP-9 Synthese in Mischsphäroiden 

 
Um den Einfluss auf die erhöhte Sekretion von MMP-9 in den Mischsphäroiden durch HNSCC-

Zellen und BMSCs näher zu untersuchen, wurde ein Knockdown (KD) von MMP-9 mittels 

siRNA Transfektion sowohl in HNSCC-Zellen als auch in BMSCs durchgeführt. Als Kontrolle 

diente eine Transfektion mit non-targeting siRNA (NT). Der KD wurde in den PCI-Zelllinien 

1, 13 und 68 sowie in BMSCs von drei verschiedenen Spendern durchgeführt. Die entsprechend 

transfizierten Zellen wurden als Mischsphäroide in einem Verhältnis von 1:1 für drei Tage 

kultiviert. Die Überstände der Sphäroide wurden anschließend in der Gelatine-Zymographie 

auf die Sekretion von Gelatinasen, insbesondere MMP-9, hin analysiert. 

In den Mischsphäroiden resultierte der MMP-9 KD in BMSCs in einer kaum noch 

detektierbaren MMP-9 Aktivität. Die mit NT-siRNA transfizierten Kontrollen wiesen weiterhin 

eine deutliche MMP-9 Aktivität auf, wie sie auch in gänzlich unbehandelten Mischsphäroiden 

zu sehen war. Die Aktivität von MMP-2 blieb, unverändert. In Sphäroiden mit MMP-9 KD in 

HNSCC-Zellen zeigten dagegen sowohl transfizierte Mischsphäroide als auch die mit non-

targeting siRNA transfizierte Kontrolle eine Sekretion von MMP-9. Auch die MMP-2 Aktivität 

blieb unverändert. Die Abbildung 34 zeigt ein beispielhaftes Zymogramm nach MMP-9 KD in 

BMSCs und HNSCC-Zellen. Diese Daten fanden Eingang in die Publikation Wessely et. al. 

(239). 
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Abbildung 34: Nachweis der MMP-9 Aktivität in Mischsphäroiden nach MMP-9 siRNA KD in BMSCs bzw. 
HNSCC-Zellen mittels Zymographie. 

Die Abbildung zeigt eine exemplarische Zymographie nach MMP-9 siRNA KD in BMSCs (rechts) und HNSCC-

Zellen (links) in Mischsphäroiden zur Ermittlung des verantwortlichen Zelltyps für die MMP-9 Synthese. Als 

Kontrolle diente die Transfektion mit NT-siRNA. Gel: 10 % Acrylamid, 0,1 % Gelatine. Als Proben wurden 

serumfreie Überstände der Sphäroide verwendet. Probemenge: 2 µg. Marker: Precision Plus Protein Dual Color 

(Bio-Rad). KD = Transfektion mit spezifischer MMP-9 siRNA, NT= Transfektion mit non-targeting siRNA. 

Rekombinantes Protein: 0,05 ng (0,1 mg/ml) MMP-9 und 0,5 ng (0,1 mg/ml) MMP-2. Das Experiment wurde 

jeweils mit drei verschiedenen BMSC-Spendern und drei PCI-Zellreihen durchgeführt. Diese Abbildung wurde 

publiziert in Wessely et. al. (239).    
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Abbildung 35 zeigt die semiquantitative Analyse der MMP-9 Aktivität in Mischsphäroiden 

nach KD von MMP-9 durch siRNA. Als Kontrolle diente eine Transfektion mit non-targeting 

siRNA (NT). Der KD wurde in den PCI-Zelllinien 1, 13 und 68 sowie in BMSCs von drei 

verschiedenen Spendern durchgeführt. Die entsprechend transfizierten Zellen wurden als 

Mischsphäroide in einem Verhältnis von 1:1 für drei Tage kultiviert. Die Überstände der 

Sphäroide wurden anschließend in der Gelatine-Zymographie auf die Sekretion von MMP-9 

hin analysiert. Die semiquantitative Analyse erfolgte nach fotografischen Aufnahmen der 

Gelatine-Zymographie durch Vergleich der Dichte der Banden innerhalb eines Gels. 

Normalisiert wurde jeder gemessene Dichtewert auf die im jeweiligen Zymogramm 

vorhandene Dichte an rekombinanten MMP-9. Die so gemessene relative Proteinexpression an 

MMP-9 spiegelt die visuellen Ergebnisse aus der Zymographie (siehe auch Abbildung 34 

oben). Es erfolgte eine signifikante Reduktion (p=0,008) der MMP-9 Aktivität nach KD in 

BMSCs (rechts). Die MMP-9 Aktivität nach KD in HNSCC-Zellen reduzierte sich dagegen 

nicht signifikant (p=0,653) verglichen mit den Kontrollen nach KD mit NT siRNA (links). 

 

 
 
Abbildung 35: Quantifizierung der im Zymogramm detektierten MMP-9 Aktivität in Mischsphäroiden 
nach MMP-9 KD. 

Gezeigt wird die semiquantitative Analyse der MMP-9 Proteinexpression nach MMP-9 siRNA KD in BMSCs 

(rechts) und HNSCC-Zellen (links) in Mischsphäroiden zur Ermittlung des verantwortlichen Zelltyps für die 

MMP-9 Synthese. KD = Transfektion mit spezifischer MMP-9 siRNA, NT = Transfektion mit non-targeting 

siRNA. Die jeweilige NT-Kontrolle diente als Referenz. Paired t-test. Ns p≥0,05; **p<0,01. N=3.  
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3.2.3 Analyse der MMP-9 Synthese in Mischsphäroiden nach Runx2 siRNA Knockdown 
in HNSCC-Zellen  

 
Um den Einfluss von Runx2 auf die erhöhte Sekretion von MMP-9 in den Mischsphäroiden 

aus HNSCC-Zellen und BMSCs zu untersuchen, wurde ein Knockdown (KD) von Runx2 

mittels siRNA Transfektion in HNSCCs durchgeführt. Bei Runx2 handelt es sich um einen 

Transkriptionsfaktor, der durch Bindung an die MMP-9 Promotorregion die MMP-9 

Expression initiieren kann (204). Als Kontrolle diente eine Transfektion mit non-targeting 

siRNA (NT). Der KD wurde in den PCI-Zelllinien 1, 13 und 68 sowie in BMSCs von drei 

verschiedenen Spendern durchgeführt. Die entsprechend transfizierten Zellen wurden als 

Mischsphäroide in einem Verhältnis von 1:1 für drei Tage kultiviert. Die Überstände der 

Sphäroide wurden anschließend in der Gelatine-Zymographie auf die Sekretion von 

Gelatinasen, insbesondere MMP-9, hin analysiert. 

In den Mischsphäroiden resultierte der Runx2 KD in einer leicht reduzierten MMP-9 Aktivität. 

Die mit NT-siRNA transfizierten Kontrollen wiesen weiterhin eine deutliche MMP-9 Aktivität 

auf. Die Aktivität von MMP-2 blieb unverändert. Die Abbildung 36 A zeigt ein beispielhaftes 

Zymogramm nach Runx2 KD in BMSCs und HNSCC-Zellen. Die semiquantitative Analyse 

der MMP-9 Aktivität in Abbildung 36 B zeigt ebenfalls eine leichte Reduktion der MMP-9 

Synthese nach Runx2 KD in HNSCC-Zellen. Diese war jedoch nicht signifikant (p=0,1). Die 

semiquantitative Analyse erfolgte nach fotografischen Aufnahmen der Gelatine-Zymographie 

durch Vergleich der Dichte der Banden innerhalb eines Gels. Normalisiert wurde jeder 

gemessene Dichtewert auf die im jeweiligen Zymogramm vorhandene Dichte an 

rekombinanten MMP-9.  
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Abbildung 36: Nachweis (A) und semiquantitative Analyse (B) der MMP-9 Aktivität in Mischsphäroiden 
nach Runx2 siRNA KD in HNSCC-Zellen mittels Zymographie  

A zeigt eine exemplarische Zymographie nach Runx2 siRNA KD in HNSCC-Zellen in Mischsphäroiden. Als 

Kontrolle diente die Transfektion mit NT siRNA. Gel: 10 % Acrylamid, 0,1 % Gelatine. Als Proben wurden 

serumfreie Überstände der Sphäroide verwendet. Probemenge: 2 µg. Marker: Precision Plus Protein Dual Color 

(Bio-Rad). KD = Transfektion mit spezifischer MMP-9 siRNA, NT = Transfektion mit non-targeting siRNA. 

Rekombinantes Protein: 0,05 ng (0,1 mg/ml) MMP-9 und 0,5 ng (0,1 mg/ml) MMP-2. Das Experiment wurde 

jeweils mit drei verschiedenen BMSC-Spendern und drei PCI-Zellreihen durchgeführt. B Zeigt die 

semiquantitative Analyse der MMP-9 Proteinexpression nach Runx2 siRNA KD in HNSCCs in Mischsphäroiden. 
KD = Transfektion mit spezifischer Runx2 siRNA, NT= Transfektion mit non-targeting siRNA. Die jeweilige 

NT-Kontrolle diente als Referenz. Paired t-test. Ns p≥0,05. N=3.  
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3.3 Ausbreitungsverhalten von HNSCC-, BMSC- und Mischpopulationen auf 
Matrigel® 

 

Um die Interaktionsfähigkeit von HNSCCs mit der Basalmembran zu überprüfen, wurden 

Tumorzellen auf Matrigel® ausgesät und deren Ausbreitungsverhalten beobachtet.  

Dafür wurde eine 48-Well Platte mit Matrigel® beschichtet. Bei Matrigel® handelt es sich um 

eine Matrix bestehend aus extrazellulären Proteinen wie Laminin, Kollagen IV, Entactin und 

Heparansulfatproteoglykan, die so der Imitation einer Basalmembran in vitro dient (253–255). 

Bei den verwendeten Tumorzellen handelte es sich um die HNSCC-Zelllinien PCI 1 und 

PCI 13. Ebenfalls getestet wurde das Ausbreitungsverhalten von Tumorzellen in Co-Kultur mit 

BMSCs. Als Kontrolle wurden ausschließlich BMSCs verwendet. Die Zellen wurden vor 

Beginn des Spreadingassays zu Sphäroiden geformt und 72 h lang in 3D-Kultur kultiviert. Im 

Anschluss wurde jeweils ein Sphäroid in ein beschichtetes Well übersiedelt und das 

Ausbreitungspotential über einen Zeitraum von 96 h beobachtet. Die von den Zellen 

eingenommene Fläche wurde sowohl direkt nach der Umsiedlung als auch folgend alle 24 h 

durch fotografische Aufnahmen am Lichtmikroskop dokumentiert und quantifiziert (Abbildung 

37 und Abbildung 38). 

Die repräsentativen lichtmikroskopischen Aufnahmen in Abbildung 37 zeigten, dass die 

Ausbreitung auf Matrigel® abhängig vom Zelltyp ist. Tumorsphäroide besaßen nicht die 

Möglichkeit mit der Matrix zu interagieren, adhärierten kaum und blieben über den 

beobachteten Zeitraum in ihrer ursprünglichen Sphäroidform bestehen. Wurden die 

Tumorzellen gemeinsam mit BMSCs inkubiert, adhärierten die Sphäroide und breiteten sich 

kontinuierlich über den beobachteten Zeitraum in der Zellkulturschale aus. Diese Beobachtung 

wurde ebenfalls für BMSC-Sphäroiden gemacht.  
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Abbildung 37: Ausbreitungsverhalten von HNSCC-Zellen in Abhängigkeit von BMSCs.  

Repräsentative lichtmikroskopische Aufnahmen des Wachstums von Tumorsphäroiden aus HNSCC-Zellen 

(HNSCC), heterogenen Mischsphäroiden aus HNSCC-Zellen mit BMSCs (HNSCC + BMSCs) und BMSCs nach 

0, 24, 48, 72 und 96 h auf Matrigel®. Vierfache Vergrößerung. Der Maßstab entspricht 500 µm. A zeigt ein 

exemplarisches HNSCC-Tumorsphäroid der Zelllinie PCI 1 aus 18.000 Zellen. B zeigt ein exemplarisches 

Mischsphäroid aus BMSCs und HNSCC-Zellen mit einer Gesamtzellzahl von 22.000 Zellen, bestehend aus 4.000 

BMSCs und 18.000 HNSCC-Zellen der Zelllinie PCI 13. C zeigt ein exemplarisches BMSCs-Sphäroid aus 4.000 

Zellen. N=3. 

 
 
Abbildung 38 zeigt die Quantifizierung der Flächenänderung im Spreadingassay. Für die 

Bestimmung des Ausbreitungspotentials ist nicht nur allein die von Zellen eingenommene 

Fläche zum Endzeitpunkt des Experiments entscheidend. Um die Flächenänderung korrekt zu 

bestimmen, muss die eingenommene Fläche zum Endzeitpunkt in Abhängigkeit von der 

ausgesiedelten Sphäroidgröße betrachtet werden (relative Flächenänderung). 

Tumorzellen zeigten im Vergleich zum Mix mit BMSCs (p<0,0001) sowie ausschließlich 

BMSCs (p<0,0001) eine signifikant verringerte Flächenausbreitung. Die Flächenausbreitung 

zwischen Tumorzellen mit BMSCs in Co-Kultur sowie BMSCs zeigte keinen signifikanten 

Unterschied (p=0,3076), die Flächenausbreitung war allerdings in der BMSC-Population 

tendenziell größer. 
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Abbildung 38: Quantifizierung der Flächenänderung im Spreadingassay. 

Dargestellt ist die relative Flächenänderung der Zellen von Experimentbeginn bis zum Experimentende nach 

96 h in µm2. Die Fläche wurde mit der Software Fiji bestimmt. Verglichen werden Tumor-, Misch- und 

BMSC-Sphäroide. Die Tumorzellen stammten aus den HNSCC-Zelllinien PCI 1, PCI 13 und PCI 68. Die 

Berechnung der relativen Flächenänderung erfolgte durch Errechnung der Differenz zwischen der Fläche 

zum Endzeitpunkt und der Fläche bei Aussaat. Statistische Auswertung: Ordinary one-way ANOVA, 

Mehrfachvergleich mit Tukey’s Korrektur. Ns p ≥ 0,05; ***p < 0,001. N=30. 

 

Neben unterschiedlichen Ausbreitungsfähigkeiten der verschiedenen Sphäroidpopulationen 

zeigten sich auch zellmorphologische Unterschiede. Diese werden in Abbildung 39 

hervorgehoben. A Tumorsphäroide, die nicht migrierten, verblieben in einem engen 

Zellverband und grenzten sich scharf zur Matrix und der Umgebung hin ab. C Sphäroide, 

bestehend aus BMSCs, präsentierten sich bei Ausbreitung als Zellen mit überwiegend 

spindelförmiger Morphologie mit spitz auslaufenden Zellfortsätzen und schmalen, länglichen 

Zellkörpern. Die Fläche, die von migrierten BMSCs eingenommen wurde, hatte im Vergleich 

zur Mischpopulation mehr Ausläufer und präsentierte sich daher zerklüfteter. Aus dem 

ursprünglich dichten Ausbreitungszentrum wuchs der überwiegende Anteil der Zellen aus. B 

Dagegen erschien der Rand von Mischsphäroiden weniger zerklüftet mit nur vereinzelt schmal 

auslaufenden Zellfortsätzen. Der Zellverband der migrierenden Zellen setzte sich aus 

überwiegend rundlichen Zellen sowie einigen spindelförmigen Zellen zusammen. Aus dem 

ursprünglich dichten Ausbreitungszentrum wuchsen ebenfalls Zellen aus, dennoch war die 

Sphäroidform noch sichtbar. 
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Abbildung 39: Zellmorphologien im Spreadingassay. 

Bildausschnitte repräsentativer lichtmikroskopischer Aufnahmen von HNSCC-Zellen (HNSCC) (A), 

heterogenen Mischsphäroiden aus HNSCC-Zellen und BMSCs (B) und BMSCs (C) zum Endzeitpunkt des 

Spreadingassays auf Matrigel® nach 96 h Beobachtungszeit. Die dargestellten Aufnahmen entsprechen 

denen in Abbildung 37 nach 96 h und heben die Zellmorphologie hervor. 
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Im Spreadingassay auf Matrigel® zeigte sich, dass ein Kontakt von HNSCC-Zellen mit BMSCs 

die Ausbreitung von HNSCC-Zellen fördert. Um zu untersuchen, ob dieser Effekt abhängig 

von dem Mischverhältnis von Tumorzellen zu BMSCs ist, wurden eine definierte Anzahl an 

BMSCs (4.000 Zellen) mit unterschiedlichen Tumorzellzahlen (3.000, 8.000, 13.000, 18.000 

und 23.000 Zellen) kombiniert und deren Ausbreitungsverhalten beobachtet. Die relative 

Quantifizierung wird in Abbildung 40 gezeigt. 

 

A Zellen der Mischsphäroide, bestehend aus HNSCC-Zellen und BMSCs, konnten in jedem 

Zellverhältnis auf Matrigel® migrieren. Dennoch gab es zwischen den unterschiedlichen 

Mischungsverhältnissen Unterschiede in der Ausbreitung. Je höher der Anteil an BMSCs im 

Mischsphäroid war (3.000 HNSCC-Zellen mit 4.000 BMSCs), desto größer war die durch 

Ausbreitung eingenommene Fläche. Das Mischungsverhältnis aus 18.000 bzw. 23.000 

HNSCC-Zellen auf 4.000 BMSCs führte zu einer signifikanten Verringerung der Ausbreitung.  

Um zu prüfen, ob auch allein die Zunahme der Tumorzellzahl die Ausbreitung fördert, wurden 

homogene Tumorsphäroide in den gleichen Gesamtzellzahlen wie die Mischsphäroide 

untersucht. B Tumorsphäroide zeigten ein im Allgemeinen geringes Ausbreitungspotential. Die 

Sphäroidgröße hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Ausbreitungsfähigkeit. 

Tumorsphäroide in hoher Zellzahl (27.000 HNSCC-Zellen) begannen sich vereinzelt auf 

Matrigel® auszubreiten.  

C Der Vergleich zwischen Tumor- und Mischsphäroiden zeigte in allen Mischungs-

verhältnissen bei unterschiedlichen Gesamtzellzahlen einen signifikanten Unterschied, wobei 

die Mischsphäroide signifikant mehr Ausbreitung über den Beobachtungszeitraum von 96 h 

zeigten als die Tumorsphäroide. 
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Abbildung 40: Ausbreitungsfähigkeit in Abhängigkeit von Zellzahl und Mischungsverhältnis aus HNSCCs 
mit BMSCs. 

Spreadingassay auf Matrigel® mit unterschiedlichen Gesamtzellzahlen und Mischungsverhältnissen. Die 

Berechnung der relativen Flächenänderung erfolgte durch Errechnung der Differenz zwischen der Fläche zum 

Endzeitpunkt (96 h) und der Fläche bei Aussaat (0 h). A Bei dem Mischsphäroiden aus HNSCC-Zellen mit BMSCs 

lag die Anzahl der BMSCs konstant bei 4.000 Zellen, während die Anzahl der Tumorzellen variierte (3.000, 8.000, 

13.000, 18.000 und 23.000 Zellen). B Als Kontrolle wurden ausschließlich Tumorzellen in unterschiedlichen 

Zellzahlen untersucht, die den Gesamtzellzahlen der Mischsphäroide entsprachen. Tumorzellen stammten aus den 

HNSCC-Zelllinien PCI 1, PCI 13 und PCI 68. C Vergleich von Tumor- und Mischsphäroiden aus HNSCC-Zellen 

mit BMSCs in korrespondierenden Zellzahlen (7.000, 12.000, 17.000, 22.000 und 27.000 Zellen als 

Gesamtzellzahl). Auswertung lichtmikroskopischer Aufnahmen und Vermessung der migrierten Fläche in Fiji 

mittels Polygonauswahl. Statistische Auswertung: A, B Ordinary one-way ANOVA, Mehrfachvergleich mit 

Tukey’s Korrektur C Two-way ANOVA mit Tukey Korrektur. Ns p≥0,05; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. N≥9. 
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3.4 Ausbreitungsverhalten von Mischpopulationen auf Levamisol-haltigem 
Matrigel®  

 
 

Es konnte bereits auf Genexpressionsebene eine signifikant erhöhte Expression von alkalischer 

Phosphatase (ALP) in Mischsphäroiden verglichen mit Tumorsphäroiden gezeigt werden (239). 

Dies wurde durch einen ALP-Aktivitätsassay bestätigt. Auch zeigte sich in einem Boyden-

Kammer Invasionstest eine deutlich vermehrte Invasion von Mischsphäroiden aus BMSCs und 

HNSCC-Zellen. Um Auswirkungen der erhöhten Expression von ALP in Mischsphäroiden 

bezüglich der tumorfördernden Eigenschaften zu untersuchen, wurden jeweils Mischsphäroide 

unterschiedlicher Verhältnisse (3+4, 8+4, 13+4, 18+4, 23+4) auf einer mit dem ALP-Inhibitor 

Levamisol behandelten Matrigel® beschichteten 48-Well Platte ausgesät. Ihre Flächenänderung 

wurde über 96 h beobachtet (Abbildung 41) und deren Ausbreitungsverhalten quantifiziert 

(Abbildung 42). Diese Daten fanden Eingang in die Publikation Wessely et. al. (239). 

Abbildung 41 zeigt exemplarische Fotoaufnahmen dreier Sphäroide nach 96 h Inkubation auf 

Levamisol-haltigem Matrigel®. Levamisol wurde mit zwei Konzentrationen dem Matrigel® 

beigemengt (10 µM, 50 µM). Als Kontrolle diente unbehandeltes Matrigel® (0 µM). Sphäroide 

zeigten bei Anwesenheit von Levamisol eine geringere Flächenausbreitung auf Matrigel®. Bei 

Einsatz von 10 µM Levamisol war die Flächenausbreitung, verglichen zur Kontrolle, deutlich 

eingeschränkt. Dieser Effekt zeigte aber keine Korrelation mit einer Erhöhung der eingesetzten 

Menge an Levamisol auf 50 µM. 
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Abbildung 41: Lichtmikroskopische Aufnahmen von Mischsphäroiden nach Inhibition der ALP-Aktivität 
durch Levamisol im Spreadingassay. 

Repräsentative lichtmikroskopische Aufnahmen der Ausbreitung von Mischsphäroiden (HNSCC-Zellen + 

BMSCs) auf mit unterschiedlichen Konzentrationen von Levamisol (ALP-Inhibitor) behandeltem Matrigel® 96 h 

nach Aussaat. Der abgebildete Maßstab entspricht einer Länge von 500 µm. Die gezeigten Mischsphäroide wurden 

in einem Verhältnis von 18.000 HNSCC-Zellen der Zelllinie PCI 1 und 4.000 BMSCs (18+4) generiert. Levamisol 

wurde in einer Konzentration von 10 µM und 50 µM unter das Matrigel® gemischt. Als Kontrolle diente 

Matrigel® ohne Levamisol (0 µM). Um die eingenommene Fläche zu kennzeichnen, wurde der jeweilige Rand 

schwarz markiert. N=3. Die Abbildung wurde publiziert in Wessely et. al. (239). 

 

 

 

Abbildung 42 zeigt die Quantifizierung der Flächenausbreitung von Mischsphäroiden im 

Spreadingassay nach Inhibition der ALP-Aktivität durch Levamisol (siehe Abbildung 41). 

Levamisol war in einer Konzentration von 10 µM und 50 µM im Matrigel® vorhanden. Als 

Kontrolle diente Matrigel® ohne Levamisol (0 µM). Die Flächenänderung wurde für 96 h 

beobachtet. Der Einfluss von Levamisol auf das Ausbreitungsverhalten wurde nicht nur 

abhängig von der Konzentration, sondern auch abhängig vom Verhältnis aus HNSCC-Zellen 

und BMSCs in den Mischsphäroiden untersucht.  

Es zeigte sich eine generelle Verlangsamung der Ausbreitung der Sphäroide auf Matrigel® nach 

Inhibition der ALP-Aktivität durch Levamisol im Vergleich zur Kontrolle. Die Erhöhung der 

Levamisol Konzentration von 10 µM auf 50 µM zeigte keine nachweisbare Zunahme dieses 

Effekts. Das Mischverhältnis von HNSCC-Zellen und BMSCs hatte keinen Einfluss auf die 

Wirkung des ALP-Inhibitors Levamisol.  

 

0 µM Levamisol 10 µM Levamisol 50 µM Levamisol

Spreadingassay nach Inhibition der ALP-Aktivität
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Abbildung 42: Quantifizierung der Flächenausbreitung von Mischsphäroiden nach Inhibition der ALP-
Aktivität durch Levamisol. 

Quantifizierung lichtmikroskopischer Aufnahmen der Ausbreitung von Mischsphäroiden (HNSCC + BMSC) auf 

mit unterschiedlichen Konzentrationen von Levamisol (ALP-Inhibitor) behandeltem Matrigel® 96 h nach Aussaat. 

Die Vermessung der Sphäroidfläche erfolgte durch Polygonauswahl in der Software Fiji getreu dem Maßstab in 

µm2. Die Berechnung der finalen Flächenänderung erfolgte durch Errechnung der Differenz zwischen der Fläche 

zum Endzeitpunkt (96 h) und der Fläche bei Aussaat (0 h). Dargestellt ist die nach 96 h eingenommene relative 

Flächenänderung. Normalisiert wurde auf den jeweiligen Mittelwert unbehandelter Sphäroide. Der Alkalische 

Phosphatase Inhibitor Levamisol (0 µM = unbehandelt, 10 µM, 50 µM) hemmt in verschiedenen Konzentrationen 

die Ausbreitung von Tumormischsphäroiden mit unterschiedlichen Verhältnissen von BMSCs zu HNSCC-Zellen. 

Die erste Zahl entspricht der Zahl an HNSCCs in den Sphäroiden. N=6. Two-way ANOVA mit Tukey Korrektur. 

Ns p≥0,05; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Teile dieser Daten fanden Eingang in die Publikation Wessely et. al. 

(239). 
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4 Diskussion 
 
Trotz der medizinischen Fortschritte hat sich die 5-JÜLR bei Patienten mit HNSCC die letzten 

Jahrzehnte kaum verbessert. Besonders Patienten in fortgeschrittenen Stadien weisen 

Überlebensraten von weniger als 40 % auf (42). Oftmals kommt es hier zur Destruktion 

angrenzender Gewebestrukturen. Zusammen mit der depth of invasion (DOI) steht auch die 

Invasion von Knochengewebe in engem Zusammenhang mit einer schlechteren Prognose und 

einem aggressiven Tumorprogress (257). Zudem weisen diese Patienten meist okkulte 

Metastasen in Halslymphknoten auf und entwickeln in über 50 % Lokalrezidive und 

Fernmetastasen (56). Das Ausbleiben einer Wende in der Therapiemöglichkeit ist mitunter der 

Tatsache geschuldet, dass die Mechanismen, die zu ebenjener Invasion, Metastasierung und 

Rezidivierung von HNSCCs führen, bisher unzureichend verstanden sind. Immer größere 

Bedeutung für Tumorprogression und Therapieresistenzen wird im letzten Jahrzehnt der 

Tumormikroumgebung zugeschrieben. Um vielversprechendere Therapieansätze entwickeln 

zu können, besteht der dringende Bedarf, grundlegende Interaktionen von Zellen im 

Tumornetzwerk weiter aufzuklären.  

 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss von mesenchymalen Stammzellen aus dem 

Knochenmark (BMSCs) auf Tumoren des Kopf-Hals-Bereichs zu untersuchen. MSCs wandern 

im gesunden Organismus im Rahmen von Wundheilung und Gewebsumbau in eine Vielzahl 

von Geweben ein (258,259). Darüber hinaus wird häufig eine Einwanderung von lokalen und 

fernen BMSCs in die Tumorumgebung nachgewiesen, was auch als Tumorhoming bezeichnet 

wird (105). In diesem Zusammenhang konnten MSCs der Tumormikroumgebung in Studien 

sowohl ein Einfluss auf die Tumorprogression als auch auf die Tumorinhibition zugeschrieben 

werden (237). Die Bestrahlung von Tumoren, welche bei der Behandlung vom HNSCC zur 

Standardtherapie zählt, verstärkt nachgewiesen die Einwanderung von MSCs in die TME (117). 

Vor dem Hintergrund, dass die Bestrahlung von HNSCCs eine der tragenden Therapiesäulen 

darstellt (4), gilt es den Einfluss von MSCs auf HNSCC-Zellen genauer aufzuklären. So lag der 

Fokus dieser Arbeit auf Tumorprogression vermittelnden Eigenschaften von MSCs auf 

HNSCC-Zellen. Insbesondere das Metastasierungspotential, welches sich durch die 

Befähigung von Tumorzellen zu Migration und Invasion äußert, wurde hier näher untersucht.  
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Aus der Arbeitsgruppe Bauer war bereits bekannt, dass es bei Co-Kultivierung von BMSCs 

und HNSCC-Zellen in 3D-Zellkultur zu einer erhöhten Gen- und Proteinexpression von 

osteogenen Differenzierungsmarkern kam. Adipogene und chondrogene Differenzierungs-

marker zeigten hingegen keine Veränderung bei Co-Kultur von HNSCC-Zellen und BMSCs. 

Dies lässt auf eine osteogene Differenzierung von MSCs bei Co-Kultivierung mit HNSCC-

Zellen schließen. Untersucht wurden im Speziellen die osteogenen Differenzierungsmarker 

Runx2 und ALP (alkalische Phosphatase). Neben ihrer Funktion in der osteogenen 

Differenzierung konnten sowohl Runx2 als auch ALP mit einer Tumorprogression in 

verschiedenen Tumorentitäten assoziiert werden (241,260). ALP und Runx2 sind ihrerseits 

weiterhin auch durch Beeinflussung der EMT, Invasion und Metastasierung von Tumoren an 

einer Progression beteiligt (240,261). Erhöhte Spiegel an ALP aus Patientenseren korrelieren 

mit fortgeschrittenen Tumorstadien des HNSCC sowie der Knocheninvasion (260). Aktuell 

wird ALP in verschiedenen Tumorentitäten als potenzieller Biomarker diskutiert (262). Eine 

Dysregulation von Runx2 konnte in HNSCCs mit Lymphknoten-Metastasen nachgewiesen 

werden und ging mit einer schlechten Prognose einher (263). Zudem konnte ALP als Zielgen 

von Runx2 identifiziert werden (264). Daneben reguliert Runx2 als Transkriptionsfaktor auch 

die Matrixmetalloproteasen MMP-2 und MMP-9 (204). Diese gehen, wie in vielen anderen 

Tumoren, auch in HNSCCs mit einer schlechten Prognose einher und sind eine der am meist 

untersuchten Proteinasen-Gruppe im Zusammenhang mit Invasion und Metastasierung (223). 

In Arbeiten von Wessely et. al. konnte in dem verwendeten 3D in vitro Tumormodell aus 

HNSCC und BMSCs sowohl eine erhöhte Genexpression als auch eine erhöhte 

Proteinexpression an MMP-9 festgestellt werden (239). Untersuchung des Einflusses der Co-

Kultivierung zeigte eine MMP-9 abhängige Invasion von Mischsphäroiden.  

 

Die bisherigen Experimente lassen jedoch keinen Schluss auf den Ursprung der erhöhten 

MMP-9 Expression in Co-Kultur zu. Das detektierte MMP-9 könnte von BMSCs als auch durch 

HNSCC-Zellen sezerniert worden sein. Um diese Frage zu beantworten, sollte in dieser Arbeit 

eine Untersuchung der MMP-9 Promotoraktivität in einem Dual-Luciferase® Reporter Assay 

erfolgen. Um die Regulation der MMP-9 Synthese weiter aufzuklären, wurde eine Runx2 

bedingte Überexpression von MMP-9 untersucht. In Vorarbeiten war ein KD von Runx2 in 

BMSCs durchgeführt worden, bei dem sich zeigte, dass eine vermehrte Expression von Runx2 

in BMSCs nicht der Ursprung der MMP-9 Überexpression in Mischsphäroiden war. Um den 

Einfluss von Runx2 mit Ursprung aus HNSCC-Zellen auf die MMP-9 Proteinexpression zu 
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untersuchen, wurde in dieser Arbeit ergänzend ein siRNA KD von Runx2 in HNSSC-Zellen 

durchgeführt.  

Um den funktionellen Einfluss von BMSCs und HNSCC-Zellen im Rahmen einer Co-

Kultivierung in 3D-Zellkultur auf die Migrationsfähigkeit auf laminin-reicher Matrix zu 

untersuchen, erfolgte die Durchführung eines Spreadingassays auf Matrigel®. Darüber hinaus 

wurde in dieser Arbeit der Einfluss der erhöhten ALP-Expression auf das Migrationsverhalten 

von Mischsphäroiden durch eine Inhibition von ALP untersucht.  

 

Im Folgenden werden die angewandte Methodik und die Ergebnisse der durchgeführten 

Experimente vor dem Hintergrund aktueller Forschungserkenntnisse im Detail beleuchtet. 
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4.1 Zellkultivierung 
 

4.1.1 Auswahl geeigneter Zellen zur Durchführung der Experimente 

 

Die Durchführung der Experimente erfolgte mit Tumorzelllinien. Diese eignen sich durch ihre 

gute Charakterisierung insbesondere zur Grundlagenforschung, welche die Aufklärung von 

Mechanismen auf Zellebene umfasst (265). Zudem sind Zelllinien oftmals gut zugänglich und 

ermöglichen reproduzierbare Forschung in unterschiedlichen Laboren. Um die Beobachtungen 

in den durchgeführten Experimenten in ihrer Aussagekraft zu stärken, wurde mit drei HPV-

negativen HNSCC-Zelllinien PCI 1, PCI 13 und PCI 68 gearbeitet. Bei den verwendeten 

Zelllinien handelte es sich um Zellen aus Primärtumoren unterschiedlicher Lokalisationen und 

Spender sowie TNM-Stadien. Eine Metastasierung lag bei keinem Spender vor. 

Zur Co-Kultivierung von HNSCC-Zellen kamen BMSCs zum Einsatz. Die verwendeten 

BMSCs stammten aus je zwei weiblichen und männlichen Spendern. Akquiriert wurden die 

Spender der BMSCs im Rahmen einer Endoprothesen-Implantation der Hüfte in Kooperation 

mit der orthopädischen Klinik Bad Abbach und der experimentellen Orthopädie unter der 

Leitung von Frau Prof. Dr. Susanne Grässel. Die MSCs wurden aus Knochenmark gewonnen. 

Bei MSCs handelt sich um multipotente Stammzellen, die sich unter anderem osteogen, 

adipogen und chondrogen differenzieren können. Eine initiale Differenzierung wurde durch 

standardisierte Überprüfung hMSC-spezifischer Marker (CD73+, CD90+, CD105+, CD34-, 

CD14-, CD45-) ausgeschlossen. Die Marker wurden in Übereinstimmung mit den 

Empfehlungen der International Society for Cell & Gene Therapy (ISCT) zur Identifizierung 

menschlicher MSCs verwendet, wie in Grässel et al. beschrieben (266). MSCs als multipotente 

Stammzellen neigen zu Differenzierung. Aus diesem Grund gilt es hMSCs in Kultur durch 

optimale Kulturbedingungen keinem vermehrtem Selektionsdruck auszusetzen (267). Ebenso 

gilt es eine übermäßige lange Kulturzeit und zu viele Passagen zu vermeiden. Es wurde bis zu 

Passage 7 kultiviert (268). 
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4.1.2 Vorteile von 3D- gegenüber 2D-Zellkultur 

 

2D-Zellkulturen werden seit den frühen 1900er Jahren zur Kultivierung von Zellen verwendet 

und spielen seither eine wichtige Rolle in der Forschung. Doch aufgrund fehlender 

Repräsentativität von Gewebestrukturen haben 2D-Modelle auch Limitationen. 3D-

Zellkulturmethoden, bei denen ein Tumorzellverband ein Sphäroid formt, haben sich daher als 

durchaus nützliche Modelle zur Untersuchung verschiedener Krebsarten, darunter auch dem 

HNSCC, etabliert (265,269,270).  

Bisher werden immer noch teilweise bis 70 % der Tumorforschung in 2D-Zellkultur 

durchgeführt, bevor in vivo Experimente im Tiermodell oder klinische Studien angewandt 

werden (271). 3D-Zellkulutur bietet hier eine praktikable und kostengünstige, alternative 

Kultivierungsmethode, um realitätsnahe Bedingungen eines Tumorgewebes zu imitieren. 3D-

Zellkulturmethoden erfreuen sich deshalb zunehmender Beliebtheit und entwickeln sich rasch 

zur führenden Methode in der Krebsforschung. Abbildung 43 zeigt auf einer Zeitachse die in 

der Datenbank PubMed gelistete stetig steigende Anzahl an Veröffentlichungen pro Jahr von 

1979 bis 2021 unter Verwendung von 3D-Tumormodellen.  

 

 
Abbildung 43: Anzahl an Veröffentlichungen zu 3D-Tumormodellen (272). 

 

Die 3D-Zellkultur hat hier gegenüber der 2D-Zellkultur den Vorteil, Kultivierungsbedingungen 

zu schaffen, die in vivo Experimenten nahekommen (273). In 3D-Zellkultur wird Zellhypoxie 

im Zentrum des Zellverbandes simuliert, wie sie auch charakteristisch für Tumoren in vivo bei 

unkontrollierter Proliferation ist. Auch die Nährstoffversorgung des 3D-Zellverbandes 

entspricht der in vivo. Dort bildet sich durch Hypoxie und Nährstoffunterversorgung ein 

nekrotisches Zentrum. Je größer die Gesamtzellzahl bei der Aussaat des Sphäroids und je länger 
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die Dauer der Sphäroidinkubation ist, desto stärker sind die genannten Effekte und somit der 

Selektionsdruck auf die Zellen. Abbildung 44 veranschaulicht schematisch die Untergliederung 

eines Sphäroids in die äußere Proliferationszone, die mittlere Inaktivitätszone und die innere 

nekrotische Zone. Diese Zonen bilden sich entlang eines Gradienten aus zunehmender 

Kohlenstoffdioxidkonzentration, Azidität und metabolischen Abfallprodukten sowie der 

gleichzeitigen Abnahme von Nährstoffen, Sauerstoff und Energie in Form von ATP aus. Bei 

3D-Kultivierung werden die Zellen nicht nur durch Zell-Zell-Kontakt, sondern auch durch den 

Kontakt zu EZM stimuliert. 3D-Zellkultur kann die im Körper vorhandenen EZM um die Zellen 

imitieren. Bei der EZM handelt es sich um eine Mikroumgebung, die durch Proteine, 

Wachstumsfaktoren, Nährstoffe und andere Zellen nicht nur den Phänotypen und deren 

Verhalten beeinflussen, sondern auch Proteinfunktionen und DNA-Strukturen funktionell 

verändern kann (274).  

 

 
 

Abbildung 44: Erzeugte Effekte bei der 3D-Tumorsphäroid Generierung. Unterversorgung und Anhäufung 

metabolischer Stoffwechselprodufte führt zur Bildung einer proliferativen, einer inaktiven und einer 

nekrotischen Zone innerhalb des Sphäroids, die hier farblich gekennzeichnet sind. Modifiziert nach Kamatar 

et al. (275). 

 

Durch die praktische Anwendung von 3D-Tumorsphäroiden auf Scaffolds und Matrizes sowie 

die Fortschritte in Bildgebung und Analysesystemen werden Zellen für Experimente 

zunehmend dreidimensional gezüchtet. 3D-Tumorsphäroide können problemlos auf 

unterschiedlichen Beschichtungen platziert werden, um so die Zellen gezielt mit Bestandteilen 

der EZM wie Laminin, Kollagenen oder Fibronektin zu stimulieren. In dieser Arbeit wurden 
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Sphäroide auf Matrigel® platziert, einem biologisch aktivem Matrixmaterial, das der zellulären 

Basalmatrix von Säugetieren ähnelt. Von dort aus konnten sich die Zellen, je nach 

Migrationspotential, konzentrisch ausbreiten.  

Außerdem ermöglicht eine genauere Nachahmung der Mikroumgebung des Tumors durch 3D-

Zellkulturen es den Zellen, ihre Genexpression und ihr Verhalten ähnlich wie Zellen in vivo zu 

verändern und somit eine natürlichere Reaktion auf Medikamente hervorzurufen (276,277). In 

dieser Arbeit wurde die Wirksamkeit bestimmter Medikamente zwar nicht untersucht, dennoch 

könnte die Wirksamkeit bestimmter Inhibitoren MMP-9 initiierender Signalwege für 

zukünftige Experimente von Relevanz sein. 

 

 

4.1.3 Auswahl der unterschiedlichen Gesamtzellzahlen für Sphäroide 

 

Neben einer Vielzahl anderer Möglichkeiten Sphäroide zu generieren (278), erweist sich die in 

dieser Arbeit angewandte Hanging Drop-Methode als günstige, praktikable Methode, die 

ebenfalls zur Co-Kultivierung von HNSCC-Zellen geeignet ist. Lediglich ein Mediumwechsel 

gestaltet sich als schwierig und es gibt Einschränkungen bei der gewählten Gesamtzellzahl 

eines Sphäroids (269). 

Die Größe der Sphäroide wurde so gewählt, dass eine initiale Nährstoffversorgung im Kern der 

Sphäroide bei Formung gegeben war. Aus Vorarbeiten der Arbeitsgruppe war bekannt, dass 

eine maximale Sphäroidgröße von 30.000 Zellen je Sphäroid möglich war, ohne große 

nekrotische Areale im Sphäroidkern in Kauf nehmen zu müssen (279). Weitere Experimente 

hatten eine Zellzahl von 25.000 Zellen als optimal ergeben, da teilweise auch bei der in der 

Literatur beschriebenen Sphäroidgröße von 30.000 Zellen eine vermehrte Nekrose auftrat 

(280). Der Einsatz von Sphäroiden von mehr als 30.000 Zellen müsste eine Erhöhung des 

Mediumvolumens nach sich ziehen, um eine ausgedehnte Nekrose zu umgehen. Dies ist bei der 

verwendeten Hanging Drop-Methode aufgrund der Schwerkraft und Oberflächenspannung 

erschwert möglich. Alternativ könnte beispielsweise die Aussaat von Sphäroiden in speziellen 

96-Well Platten mit Rundboden und einer Anti-Haft-Beschichtung durchgeführt werden (engl.: 

ultralow cell attachment, ULA) (281). Jedoch zeigten Vordaten mit den verwendeten HNSCC-

Zellen, dass diese Methode sich als ungeeignet erwies, da ein erheblicher Teil trotzdem 

anhafteten. Hierbei wäre bei zunehmender Sphäroidgröße von Tumorsphäroiden auch mit einer 
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Zunahme des nekrotischen Kerns zu rechnen (282). Toxische Stoffwechselprodukte durch tote 

Zellen könnten die Zellumgebung aus dem angestrebten Gleichgewicht bringen. Bei zu großer 

Gesamtzellzahl überwiegen toten Zellen im Sphäroid, die zu einer Lockerung und Auflösung 

des Zellverbandes führen. Im Gegensatz zu HNSCC-Sphäroiden entgegnen Sphäroide aus 

MSCs dem durch eine Lockerung des Zellverbandes und scheinen keinen nekrotischen Kern 

auszubilden (283). Gearbeitet wurde jedoch mit Sphäroiden aus mehrheitlich Tumorzellen.  

Aus der Arbeitsgruppe war bekannt, dass die minimale Zellzahl, die zu einer Sphäroid 

Formierung verwendet werden kann, 4.000 Zellen beträgt. Zudem wäre ein Medienwechsel bei 

Sphäroiden, die kleiner als 4.000 Zellen sind technisch nicht möglich gewesen. Ein Sphäroid 

von 4.000 Zellen misst in etwa 200 µm im Durchmesser. Das menschliche Auge kann Objekte 

bis zu einer Größe von 20 µm sehen. Bedenkt man den Arbeitsabstand und die optischen 

Reflexionen bei Arbeiten unter der Sterilbank, handelt es sich hierbei um ein gerade noch mit 

dem bloßen Auge detektierbares Objekt. Zudem war festzustellen, dass eine zu geringe Anzahl 

an Zellen zu einem Ausbleiben einer Sphäroidformierung führt (284). Lediglich einzelne 

Zellaggregate schwimmen dann im Medium. Die Durchführung reproduzierbarer Experimente 

ist damit nicht möglich.  

Es gilt eine unkontrollierbare Beeinflussung des Experimentaufbaus zu vermeiden, um 

Reproduzierbarkeit zu schaffen (285). So wurden eine minimale und maximale Sphäroidgröße 

definiert, innerhalb derer die Experimente durchgeführt wurden. Um nun den Einfluss von 

BMSCs auf HNSCC-Zellen zu untersuchen, wurde als Startpunkt eine Zellzahl von 4.000 

BMSCs gewählt und die Zellzahl in Schritten von 5.000 Zellen erhöht. 

 

 

4.1.4 Gewählte Verhältnisse aus BMSCs und HNSCC-Zellen 

 

Atiya et al. gehen in ihrem Review auf die unterschiedlichen Einflüsse von MSCs auf 

Tumorzellen ein (74). Sie bestätigen, dass es zwar Beispiele für die suppressive Wirkung von 

MSCs auf Tumoren gibt, die meisten Belege allerdings darauf hindeuten, dass MSCs auf 

Tumoren eine eher tumorfördernde Wirkung haben. Dennoch können Forschungsergebnisse 

zur tumorsuppressiven Wirkung von MSCs auf Tumoren nicht einfach ignoriert werden. Atiya 

et al. postulieren, dass die Wirkung von MSCs auf Tumoren vielmehr kontextabhängig 

betrachtet werden muss, wobei das Verhältnis von Tumorzellen und MSCs ein entscheidender 
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Faktor ist. Eine tumorsuppressive Wirkung wird bei höheren Verhältnissen von MSCs zu 

Tumorzellen (~2:1 und mehr) beobachtet. Dies wurde auch im Tumormodell gezeigt, wenn die 

MSC-Population im Tumorgewebe überwiegte (171,286,287). Diese Beobachtung stützt die 

Entwicklung und den Einsatz von ex-vivo-MSCs für therapeutische Zwecke, lässt aber die 

physiologische Relevanz vermissen, die für das natürliche Tumormilieu repräsentativ ist. 

In dieser Arbeit wurden nicht nur Sphäroide unterschiedlicher Gesamtzellzahl untersucht, 

sondern auch verschiedene Verhältnisse aus HNSCC-Zellen und BMSCs. Ziel war es, auf diese 

Weise ein größeres Spektrum natürlicher Verhältnisse abzudecken. 

 

 

4.1.5 Co-Kultivierung und konditioniertes Medium 

 

In dieser Arbeit wurde für die Zusammenführung von HNSCC-Zellen mit BMSCs die Co-

Kultivierung im 3D-Modell nach Hanging Drop-Methode gewählt, die den direkten Kontakt 

der beiden Zelltypen zulässt. Alternativ zur Co-Kultivierung von HNSCC-Zellen mit BMSCs 

im 3D-Modell, bei der der direkte Kontakt der Zellen zueinander besteht, wurde in Vorarbeiten 

ebenfalls die Auswirkung der Kultivierung von Zellen in konditioniertem Medium getestet.  

Bei der Kultivierung in konditioniertem Medium kann ein Zelltyp mit den löslichen 

Substanzen, die vom anderen Zelltyp sezerniert wurden, stimuliert werden. Hier wurden 

entweder HNSCC-Zellen mit dem Medium stimuliert, in dem zuvor BMSCs kultiviert wurden, 

oder umgekehrt. Um einige der möglichen löslichen Faktoren aufzuzählen, wird hier 

Forschungsarbeit genannt, die in der Co-Kultur von HNSCC-Zellen und MSCs eine Erhöhung 

von IL-6 festgestellt hat (288). Es konnte gezeigt werden, dass IL-6 die Expression von MMP-9 

und MMP-2 hochreguliert und so Migration und Invasion fördert (289–291). Neben ihrer Rolle 

in der enzymatisch vermittelten Migration und Invasion, sind sie an der Aktivierung 

verschiedener Liganden wie TGF-β, Chemokinen und der Spaltung von Oberflächenrezeptoren 

beteiligt (292). Auch die Rolle von Exosomen rückt nun immer mehr in den Fokus der 

Forschung (173). Im Magenkarzinom konnte bereits gezeigt werden, dass MSC-Exosomen die 

Expression des Stammmarkers CD133 in Tumorzellen induzieren und so Chemoresistenz 

fördern (293). 

Ein Nachteil bei der Durchführung von Experimenten mit konditioniertem Medium ist, dass 

bestimmte sezernierte Substanzen, wie beispielsweise Zytokine und Chemokine, unter 
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Umständen schon innerhalb weniger Stunden degradiert werden (294). Der Stimulus kann sich 

daher unter Umständen während der Durchführung des Experiments verändern. Zudem 

sezernieren BMSCs in Monokultur, ohne selbst einen externen Stimulus durch andere Zellen 

zu erfahren, andere Substanzen als bei direktem Kontakt zu HNSCC-Zellen.  

Um das Milieu von HNSCC-Zellen und MSCs zu vereinen, ohne einen direkten Kontakt 

herzustellen, können die Zellen in separierten Kompartimenten kultiviert werden, die mit einer 

für das Medium permeablen Membran verbunden ist (295). Hier können ohne direkten 

Zellkontakt lösliche Substanzen beider Zelltypen ausgetauscht werden. Vorarbeiten haben 

allerdings gezeigt, dass die löslichen Substanzen, die von BMSCs sezerniert wurden, keinen 

Einfluss auf die Expression von ALP von HNSCC-Zellen und BMSCs haben (296). Folglich 

ist die Aufklärung der hier gestellten Fragestellungen, wie unter anderem die Änderung der 

ALP-Expression, der direkte Zellkontakt zwischen HNSCC-Zellen und BMSCs nötig.  

Daher wurde in dieser Arbeit nicht mit konditioniertem Medium gearbeitet, sondern HNSCC-

Zellen mit BMSCs ausschließlich in Co-Kultur mit direktem Kontakt vereint. Der Nachteil 

direkter Co-Kultivierung ist es, die Zellen im Anschluss für weitere Analysen wieder 

voneinander zu trennen, um unterscheiden zu können welcher der beiden Zelltypen 

Veränderungen in Gen- und Proteinexpression zeigt.   
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4.2 Zellulärer Ursprung der erhöhten MMP-9 Expression in Mischsphäroiden 
 
Ziel dieser Arbeit war es, die Tumorprogression-vermittelnden Eigenschaften von BMSCs auf 

HNSCC-Zellen weiter zu beleuchten. Tumorprogression zeichnet sich durch eine Reihe 

zufällig auftretender Mutationen aus, die durch ein Zusammenspiel von wiedergewonnenen 

embryonalen Eigenschaften, der Aktivierung von Onkogenen und dem Verlust von 

Tumorsuppressorgenen gekennzeichnet ist. Dabei wird die Metastasierung als ein Teil der 

Progression maßgeblich durch die Tumorfähigkeit zur Invasion und Migration bestimmt.  

Der entscheidende Schritt bei der Progression eines Tumors von lokal begrenzt (Cis) zu invasiv 

mit potenzieller Metastasierung stellt das Durchbrechen der Basalmembran dar (297). Die 

Basalmembran fungiert als physikalische Barriere in epithelialen Tumoren wie dem HNSCC, 

um eine Invasion in umliegendes Gewebe zu verhindern und die potenzielle Metastasierung zu 

limitieren (298). Darüber hinaus steuert die Basalmembran über parakrine Signale die 

Differenzierung und Migration von Zellen (26). Essenzielle Bestandteile der Basalmembran 

sind Laminin und Kollagen IV. Um die Basalmembran zu durchbrechen, müssen Tumorzellen 

ihre Zell-Zell-Adhäsion, die sie umgebende EZM und ihre Motilität verändern (26). 

Der Durchbruch der Basalmembran und eine Tumorinvasion ist in Tumoren mit einer 

schlechten Prognose assoziiert, so auch bei Mammakarzinom, kolorektalem Karzinom, 

Prostatakarzinom und auch dem HNSCC (292). Matrixmetalloproteasen wird hierin eine 

entscheidende Rolle zugeschrieben. Besonders MMP-9 mit seiner Fähigkeit Kollagen IV 

abzubauen wird dabei mit einer erhöhten Invasivität (226) des HNSCCs und der Korrelation 

mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium (299) in Verbindung gebracht.  

Als Grundlage für die folgenden Experimente dienten Arbeiten aus Wessely et. al., in denen 

eine erheblich erhöhte MMP-9 Genexpression in Mischsphäroiden gemessen wurde (239). Dies 

hatte auch Auswirkungen auf die Invasion von Mischsphäroiden. In einem durchgeführten 

Invasionsassay zeigten Mischsphäroide nach Inhibition von MMP-9 eine verminderte 

Invasionskapazität. Jedoch konnte noch nicht geklärt werden, ob die vermehrte Produktion von 

MMP-9 durch BMSCs oder HNSCC-Zellen erwirkt wurde.   
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4.2.1 Ermittlung der MMP-9 Promotoraktivität mittels Dual-Luciferase® Reporter 
Assay  

 

Um die generelle Fähigkeit der Tumorzellen zur Produktion von Matrixmetalloproteasen zu 

evaluieren, sollte die MMP-9 Expression in HNSCC-Zellen auf Gen- und Proteinexpressions-

ebene nachgewiesen werden.  
 

Initial wurde zur Ermittlung der MMP-9 Promotoraktivität ein Luciferaseassay durchgeführt. 

Dieser dient der Untersuchung einer spezifischen Promotorregion mittels Biolumineszenz. 

Dabei wird das Luciferase-Gen mit der zu untersuchenden Promotorsequenz verknüpft, um so 

die Aktivierung desselben mittels eines Luminometers messen zu können (300). Der Vorteil 

dieses Experiments ist, dass die Promotoraktivität gezielt von einer aus zwei Zelltypen in Co-

Kultur bestimmt werden kann, da die jeweiligen Zellen vor der Co-Kultivierung mit dem 

Luciferase-Plasmid transfiziert werden. 
 

4.2.1.1 Etablierung des Luciferaseassays in 3D-Zellkultur 

 

Die Analyse der Promotoraktivität von Zellen in 3D-Zellkultur gestaltete sich zu Beginn 

schwierig und setzte einige Etablierungsarbeit voraus. Um die Promotoraktivität in Zellen 

messen zu können, müssen diese ausreichend lysiert werden. Die Renilla-Luciferase dient im 

Luciferase Assay zur Bestimmung der Promotoraktivität als Transfektionskontrolle zur 

Normalisierung des spezifischen Firefly-Luciferase-Signals. Die eingesetzte Zellzahl 

transfizierter Zellen korreliert bei optimaler Lyse linear mit dem Renilla-Luciferase-Signal. Vor 

allem zur Messung schwer lysierbarer Sphäroide waren zum Zeitpunkt der Durchführung der 

Experimente kaum methodische Anleitungen in der Literatur vorhanden. Wenn es darum geht, 

aussagekräftige und reproduzierbare Daten zu generieren, sind Forscher im Moment noch auf 

sich allein gestellt, denn bisher gibt es keine allgemein akzeptierten Protokolle zur 

Durchführung und Analyse von 3D-Tumormodellen (301).  
 

Nach herkömmlicher enzymatischer Lyse mit Lysepuffer (passiver Lyse) zeigten 3D-

kultivierte Zellen im Vergleich zu adhärent kultivierten Zellen nur ein sehr schwach 

detektierbares Signal der Renilla-Luciferase. Für diese Beobachtung könnte es zwei Gründe 

geben: Zum einen könnten die Zellen in 3D-Zellkultur im Vergleich zu Zellen in 2D-Zellkultur 

schlechter transfiziert worden sein. Zum anderen könnte die Transfektion zwar in allen Zellen 
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gleich erfolgreich verlaufen sein, doch die Zugänglichkeit der Luciferase während der Messung 

könnte sich zwischen der Kultivierung im Hanging Drop und adhärenten Zellen unterschieden 

haben. 

Die Transfektion selbst konnte als Grund für das geringere Signal in 3D-kultivierten Zellen 

ausgeschlossen werden. Unabhängig davon, ob Zellen im Hauptexperiment adhärent in 2D oder 

als Sphäroide kultiviert wurden, erfolgte die Transfektion mit dem Renilla- bzw. Firefly-

Luciferase-Plasmid mit adhärenten Zellen, bevor diese für das Hauptexperiment in 

entsprechender Zellzahl in neue Kulturschalen verteilt wurden. Die vorhandene Menge an 

transfiziertem Plasmid war mit dem standardisierten Transfektionsprotokoll daher in allen 

Zellen gleich und unabhängig davon, ob die Zellen im Anschluss in 2D oder 3D kultiviert 

wurden. Transfektionskontrollen dienten als Beweis für eine erfolgreiche Transfektion. 

Die geringere Detektierbarkeit der Renilla-Luciferase lag somit primär an ihrer erschwerten 

Zugänglichkeit in 3D-kultivierten Zellen. Eine einzellige Schicht adhärenter Zellen auf dem 

Boden einer Zellkulturschale ist für den eingesetzten Lysepuffer gut zugänglich. Zellen in 2D-

Zellkultur können somit problemlos und homogen lysiert werden. Die Lyse von Sphäroiden 

gestaltet sich hingegen schwieriger. Im Vergleich zu adhärent 2D-kultivierten Zellen zeichnen 

sich Zellen, die in 3D-Zellkultur generiert wurden, durch einen stärkeren Zell-Zell-Kontakt aus. 

Dieser Effekt ist unter anderem abhängig von der Sphäroidgröße, der verwendeten Zelllinie 

und deren Differenzierungsgrad bzw. deren molekularer Ausstattung. Zelllinien, die sich 

beispielsweise durch eine erhöhte Expression von glykosylierten membranständigen 

Zelladhäsionsproteinen, wie E-Cadherin, auszeichnen, sind am äußeren Rand des Sphäroids für 

den Lysepuffer leicht zugänglich, während der Sphäroidkern unter Umständen unberührt bleibt 

(302). Unsere Beobachtung, dass Sphäroide in Co-Kultur mit BMSCs schwerer zu lysieren sind 

als HNSCC-Sphäroide in Monokultur, lässt vermuten, dass der Zell-Zell-Kontakt und damit 

auch die Expression von E-Cadherin von HNSCC-Zellen zunimmt. 

Um die Lyse von Sphäroiden zu optimieren, kann diese mechanisch unterstützt werden. In 

dieser Arbeit wurde die zusätzliche Anwendung von Schockfrieren mit flüssigem Stickstoff 

und Ultraschall getestet. Zweimaliges Schockfrieren erhöhte im Gegensatz zur Behandlung mit 

Ultraschall die detektierbare Signalstärke der Renilla-Luciferase. Die Behandlung mit 

flüssigem Stickstoff wurde daher für die Lyse von Sphäroiden standardmäßig in das Protokoll 

übernommen. Die mechanische Unterstützung der Lyse durch Stickstoff zusätzlich zur 

passiven Lyse wurde hier als aktive Lyse bezeichnet.  
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Als Versuchskontrollen zur Bestätigung der erfolgreichen Lyse von Sphäroiden diente in 

Abbildung 24 der Vergleich der Signalstärke der Renilla-Luciferase in transfizierten Zellen mit 

der durch Autolumineszenz verursachten RLU nicht transfizierter Zellen. Da die mit Renilla-

Luciferase transfizierten Zellen eine um ein Vielfaches stärkere RLU ergab, wurde hier der 

erste Beweis erbracht, dass in den Sphäroiden eine Lyse stattfand. Da in der untersuchten 

Zelllinie das Firefly-Luciferase-Signal stärker als das Renilla-Signal war, konnte auch die 

vorhandene MMP-9 Promotoraktivität erfolgreich detektiert werden. Auch nach 

Normalisierung des Firefly-Signals auf das Renilla-Signal war eine relative Promotoraktivität 

in transfizierten Zellen nachweisbar. 

 

In Abbildung 25 wird die relative Lyseeffizienz von Zellen in 2D- und 3D-Zellkultur 

verglichen. Streng genommen ist kein direkter Vergleich zwischen 2D- und 3D-Zellkultur 

möglich. Das detektierbare Signal ist abhängig von der eingesetzten Zellzahl. Für die Sphäroide 

wurden 7.000, 13.000, 17.000, 23.000 und 27.000 Zellen ausgesiedelt. Die exakte Zellzahl der 

einzelnen Sphäroide zum Zeitpunkt der Messung war allerdings nicht bekannt. Hier wäre eine 

Zellzählung nötig gewesen, die allerdings praktisch nicht umsetzbar war, da für die Zellzählung 

Zellen vereinzelt hätten werden müssen. Einmal als Sphäroid kultivierte Zellen lassen sich nicht 

mehr vereinzeln, ohne die Zellintegrität zu gefährden. Zellen hingegen, die für das 

Etablierungs-Experiment in 2D ausgesiedelt wurden, wurden in 6-Wells kultiviert. Es wurden 

fünf unterschiedliche Zellzahlen ausgesät, die fünf verschiedenen Konfluenzen entsprachen. 

Gezählt wurden die Zellen vor der Messung nicht. Um einen Vergleich zwischen 2D und 3D 

im selben Diagramm möglich zu machen, wurden die Rohwerte der einzelnen Gruppen jeweils 

auf die niedrigste ausgesäte Zellzahl normalisiert. So konnte die Steigung [f(x)=mx+t] der 

beiden Kurven verglichen werden. Bei einer Zellkultivierung in 2D war diese nahezu linear.  

Bei Kultivierung in 3D war diese flacher. Die Signalstärke in 3D ist bei alleiniger Anwendung 

der passiven Lyse daher nachweislich geringer als das detektierbare Signal in 2D. Grund hierfür 

kann der zunehmende Anteil nekrotischer Zellen oder eine unzureichende Lyse sein. 

Vermutlich beeinflussen beide Faktoren die Signalstärke. Der Versuch, eine Optimierung der 

Lyse zu erreichen, zeigt in Abbildung 26 eine Zunahme der relativen Lyseeffizienz nach 

zusätzlicher Anwendung von zweimaligem Schockfrieren. Die Anwendung von Ultraschall, 

dargestellt in Abbildung 27, führte zu keiner weiteren Steigerung der relativen Lyseeffizienz 

der aktiven Lyse und wurde daher nicht ins Protokoll übernommen.  
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4.2.1.2 MMP-9 Promotoraktivität in HNSCC-Zellen aus Tumor- und Mischsphäroiden 

 

In diesem Assay konnte eine Promotoraktivität von MMP-9 in allen untersuchten HNSCC-

Zelllinien, PCI 1, PCI 13 und PCI 68, nachgewiesen werden. Ob jedoch nachfolgend tatsächlich 

ein funktionelles MMP-9 Protein exprimiert wurde, kann mit dem Nachweis einer 

Promotoraktivität nicht vorhergesagt werden. Denn bereits während und nach der Transkription 

kann mRNA noch vor der Proteintranslation degradiert werden. Auch translatierte Proteine 

müssen nicht zwangsläufig ihre Funktion ausüben (303). Auch sie können degradiert werden 

oder in einem inaktiven Zustand verweilen. Nichtsdestotrotz lieferte der Dual-Luciferase® 

Reporter Assay hier einen ersten Hinweis auf eine mögliche Proteinsynthese von MMP-9 in 

PCI 1, PCI 13 und PCI 68.  

 

Ziel war es, mit dem Dual-Luciferase® Reporter Assay differenzieren zu können, ob die 

festgestellte erhöhte Gen- und Proteinexpression von MMP-9 in Mischsphäroiden einem der 

beiden Zelltypen zuzuschreiben sei. In der bisher angewandten Methodik (qPCR, 

Zymographie) konnte dazu keine Aussage getroffen werden. Eine Separierung der Zellen nach 

Zelltyp aus Sphäroiden wäre technisch zu aufwendig gewesen und wurde deshalb nicht in 

Betracht gezogen. Zudem kann die Etablierung des Dual-Luciferase® Reporter Assays in 3D-

Kultur für nachfolgende Untersuchungen der Regulation von MMP-9 eingesetzt werden.  

 

Das Experiment wurde sowohl in 2D-Kultur als auch 3D-Kultur durchgeführt. Ein direkter 

Vergleich von der Signalstärke aus 2D- und 3D-Kultur war jedoch nicht möglich, da aus 

technischen Gründen nicht die gleiche Zahl an Zellen zur Messung verwendet wurde.  

In 2D-Zellkultur korrelierte die gemessene Promotoraktivität in Monokultur negativ mit der 

ausgesäten Zellzahl. In 3D-Kultur stand eine höhere Promotoraktivität im direkten 

Zusammenhang mit der Sphäroidgröße. Dass die Untersuchung derselben Fagestellung in zwei 

unterschiedlichen Modellen (2D vs. 3D) ein gegensätzliches Ergebnis zeigt, weist auf die 

Wichtigkeit der Modellwahl passend zur jeweiligen Fragestellung hin (304,305). Bei der 

Untersuchung von grundsätzlichen Tumormechanismen gilt es das Modell einerseits so einfach 

wie möglich zu halten aber andererseits möglichst physiologische Bedingungen zu schaffen. 

Aus der falschen Modellwahl könnten sonst voreilige Schlüsse gezogen werden. Die 3D-

Zellkultur ist hier in seiner Aussagekraft vermutlich verlässlicher, da in 2D-Kultur als einzellige 
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Schicht eine artifizielle Zellumgebung geschaffen wird. 3D-Zellkultur bildet eine 

physiologische EZM, Zell-Zell-Kontakte, Nähr- und Sauerstoffversorgung nach (276,306,307). 

 

Sowohl in 2D- als auch 3D-Zellkultur zeigten HNSCC-Zellen in Mischkultur eine signifikant 

niedrigere Promotoraktivität als in Monokultur. Dabei war die Promotoraktivität in 3D-Kultur 

stärker reduziert als in 2D-Kultur. Die Promotoraktivität wurde zudem bei unterschiedlichen 

Verhältnissen von HNSCC-Zellen zu BMSCs gemessen. Die Anzahl der BMSCs blieb immer 

identisch, während die Anzahl der HNSCC-Zellen variiert wurde. In 2D-Zellkultur zeigte sich 

die Promotoraktivität in Mischkultur besonders bei einem hohen Anteil an BMSCs stark 

erniedrigt. Dieser Effekt eliminierte sich bei hoher Anzahl an HNSCC-Zellen. In 3D-Kultur 

dagegen zeigte sich eine signifikante Reduktion der Promotoraktivität in allen BMSC: HNSSC-

Verhältnissen. Tendenziell war aber auch hier die Promotoraktivität bei hohem Anteil an 

BMSCs geringer. Dies könnte auf einen suppressiven Effekt von BMSCs auf die MMP-9 

Promotoraktivität in HNSCC-Zellen hindeuten. Gu et. al. dagegen konnten nach Co-Kultur von 

NSCLC-Zellen und MSCs eine Induktion von MMP-9 mRNA Expression, MMP-9 

Proteinexpression und -aktivität in NSCLC-Zellen feststellen (308). 

Ein alternatives experimentelles Setup wäre ein gleichbleibendes Verhältnis an BMSCs zu 

HNSCC-Zellen bei steigender Zellzahldichte, um den Einfluss der Zelldichte und 

Sphäroidgröße in Mischsphäroiden näher zu untersuchen. 

Die Genexpression von MMP-9 ist in den meisten Geweben physiologisch niedrig. In einer 

Vielzahl an Tumoren konnte jedoch gezeigt werden, dass es zu einer erhöhten Expression von 

MMP-9 kommt. Dies geht mit einem invasiven Phänotyp und einer schlechten Prognose einher 

(309–311). So auch in HNSCCs und OSCCs (312,313). Dabei muss die Sekretion von MMP-9 

nicht zwangsläufig durch die Tumorzellen selbst erfolgen. Auch durch Zellen der 

Tumormikroumgebung konnte eine vermehrte MMP-9 Expression nachgewiesen werden. So 

weisen insbesondere TAFs und Fibroblasten hohe MMP-9 Level auf (314). Auch in 

Melanomen konnte gezeigt werden, dass umgebende Keratinozyten der Ursprung der 

vermehrten MMP-9 Sekretion waren (315). Dies lässt vermuten, dass auch in unserem 

Tumormodell die erhöhte Aktivität an MMP-9 durch BMSCs generiert wurde.  



Diskussion 

107 

 

4.2.1.3 Regulation von MMP-9 in Mischsphäroiden durch Runx2 (Runx2 KD in HNSCC-
Zellen) 

 
Aus Vorarbeiten war eine erhöhte Gen- und Proteinexpression von Runx2 in Mischsphäroiden 

bekannt. Bei Runx2 handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor, der eine Vielzahl an Genen 

reguliert. Viele davon sind essenziell an Knochenformation (316) und der Differenzierung von 

Osteoblasten (317) und Chondrozyten (318) beteiligt. Runx2 spielt eine wichtige Rolle als 

osteogener Differenzierungsmarker von hMSCs (318,319). Daneben ist Runx2 mit 

Tumorprogression in Pankreaskarzinomen (320), Osteosarkomen (321), Ovarial-Karzinomen 

(322,323) und HNSCCs (241) assoziiert und wird als Tumorbiomarker diskutiert (242,324). 

Runx2 fördert die Metastasierung durch Induktion von EMT (324), Proliferation und Migration 

(261). In HNSCCs konnte eine Überexpression von Runx2 mit der vermehrten Expression von 

Parathyroidhormon-ähnlichem Hormon und einer schlechten Prognose in Verbindung gebracht 

werden (325). Zudem konnte eine Dysregulation von Runx2 die Lymphknoten Metastasierung 

in HNSCCs vorantreiben (263). 

Runx2 könnte die Toleranz von MSCs für hypoxische Bedingungen erhöhen und deren Rolle 

im Tumormilieu stärken (326). Sowohl MMP-9, MMP-2, als auch der ebenfalls untersuchte 

osteogene Differenzierungsmarker ALP werden durch den osteogenen Transkriptionsfaktor 

Runx2 reguliert (204,264,318). 

Um einen regulatorischen Einfluss der erhöhten Expression von Runx2 insbesondere auf die 

vermehrte Proteinexpression von MMP-9 in Mischsphäroiden zu untersuchen, war bereits ein 

KD von Runx2 in BMSCs in Mono- und Co-Kultur und eine anschließende Analyse in der 

Zymographie erfolgt (296). Hierbei zeigte sich keine Änderung der MMP-9 Proteinexpression 

in Mischsphäroiden. Es ist davon auszugehen, dass eine Hochregulierung von Runx2 in BMSCs 

die MMP-9 Produktion nicht beeinflusst. Der Einfluss durch HNSCC-Zellen exprimierten 

Runx2 auf die Expression von MMP-9 war noch nicht untersucht worden. Hierzu wurde 

ebenfalls ein transienter KD mittels Runx2 siRNA in HNSCC-Zellen durchgeführt. Es zeigte 

sich eine tendenzielle Reduktion der MMP-9 Aktivität (insbesondere der pro-MMP-9 Aktivität) 

in Mischsphäroiden. Diese war jedoch nicht signifikant. Dies lässt auf eine Runx2-unabhängige 

Regulation der MMP-9 Produktion in Mischsphäroiden aus HNSCC-Zellen und BMSCs 

schließen. Neben Runx2 kann eine Induktion der MMP-9 Genexpression auch durch 

inflammatorische Zytokine und Wachstumsfaktoren wie IL-1 und TNF-α erfolgen.  

Die proximale Promotorregion von MMP-9 umfasst ein TATA-ähnliches Motiv, zwei AP-1 

Motive, ein NF-κB Element, eine polyomavirus enhancer activator 3 (PEA3) Stelle, eine CG 
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Box, ein TGF-β inhibierendes Element und eine microsatellite d (CA) Sequenz. Wobei die AP-

1 und NF-κB Bindestellen essenziell für die MMP-9 Expression sind (246).  

Es konnte gezeigt werden, dass der AP-1 Komplex durch MAPK, ERK 1/2 und JNK 

Signalwege aktiviert wird. Für eine maximale Expression ist neben AP-1 jedoch NF-κB 

notwendig. Um den regulatorischen Einfluss von HNSCC-Zellen und BMSCs weiter zu 

untersuchen, könnte der hier etablierte Dual-Luciferase® Reporter Assay in 3D-Kultur 

herangezogen werden.  

 

Eine Unterdrückung der Genexpression von MMP-9 kann durch Expression von Kisspeptin 

(Kiss-1) erfolgen, das eine reduzierte Bindung von NF-κB an den MMP-9 Promotor bewirkt 

(327). Auch das RECK-Protein kann eine MMP-9 Expression unterdrücken (328).  

Daneben kann eine Regulation der MMP-9 Genexpression über Histon-Acetylierung, Histon-

Methylierung, DNA-Methylierung und nicht kodiernde RNAs (engl.: non coding RNAs, 

ncRNAs), wie beispielsweise zirkuläre (circ)RNA in OSCC, erfolgen (329). Diese 

Mechanismen könnten auch hier zu einer Unterdrückung der MMP-9 Promotoraktivität in 

HNSCC-Zellen geführt haben. 

 

 

4.2.1.4 pcDNA Transfektion von BMSCs 

 
Um die Promotoraktivität in HNSCC-Zellen mit der in BMSCs vergleichen zu können, sollte 

ebenfalls die Transfektion von BMSCs mit dem das MMP-9 Promotorgen und das Firefly-

Luciferase-Gen enthaltenden Plasmid erflogen. Erste Untersuchungen mit unterschiedlichen 

Konzentrationen an Nanocin-Transfektionsreagenz in BMSCs in 2D-Kultur zeigten eine 

gegenüber der Kontrolle (nicht transfizierte Zellen) höhere Firefly-Luciferase-Aktivität. Es 

wurde die gleiche Menge Plasmid wie in HNSCC-Zellen eingesetzt. Die gemessenen RLU der 

Renilla-Luciferase zeigte sich jedoch nicht signifikant höher im Vergleich zu unbehandelten 

BMSCs (Abbildung 48).  

Auch eine Erhöhung der Lysezeit von 20 min auf 40 min ergab keine verbesserten RLU der 

Renilla-Luciferase (Abbildung 49). Auch die Zuhilfenahme von aktiver Lyse erhöhte die 

gemessenen RLUs nicht (Abbildung 50). Hierbei zeigten sich Firefly-Luciferase-Werte, die 

ebenfalls kaum über denen von unbehandelten Zellen lagen.  
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Es ist davon auszugehen, dass in BMSCs mit dem verwendeten Transfektionsreagenz keine 

ausreichende Transfektionseffizienz erreicht werden konnte. Darauf deuten insbesondere die 

stark schwankenden Firefly-Luciferase-Werte in Kombination mit Renilla-Luciferase-Werten, 

die sich nicht von denen aus unbehandelten Zellen unterschieden.  

Wie auch andere Primärzellen sind hMSCs bekannt dafür schwer transfizierbar zu sein (330). 

Während im Laufe der Zeit verschiedenste Methoden für die Transfektion von MSCs 

herangezogen wurden, zeigten sich bei allen entweder Probleme bezüglich der Effizienz oder 

der Toxizität (331). Sodass bisher keine ideale Transfektionsmethode gefunden wurde. Die bis 

heute am häufigsten angewandte Methode der Transfektion von Nukleinsäuren in hMSCs stellt 

die Transfektion mittels viralen Vektors dar. So kann die virale Transfektion zwar eine hohe 

Effizienz vorweisen, wird aber durch ihr potenziell karzinogenes Risiko und Schwierigkeiten 

in der Vektorherstellung limitiert (332). Zudem stehen nicht-virale Transfektionsmethoden zur 

Verfügung. 

Bei dem verwendeten Transfektionsreagenz handelt es sich um eine transiente Transfektion 

mittels Nanopartikel (333). Diese verspricht eine geringe Toxizität. Jedoch konnten in 

bisherigen Studien unter Verwendungen verschiedener Nanopartikel oftmals lediglich 

Transfektionseffizienzen von 15-20 % erreicht werden (330,334,335). Teilweise zeigte sich 

auch eine Effizienz von nur 6 % oder aber von 75 % (336). Es hat sich gezeigt, dass die 

Transfektion abhängig von Spender, Zellmorphologie und Passagenzahl ist (337–339). Dies 

könnte auch in der durchgeführten Transfektion von pDNA (Plasmid DNA) in BMSCs eine 

Rolle gespielt haben und letztendlich eine nicht ausreichende Transfektion verursacht haben. 

Neben der Nanopartikel-Transfektion könnte versucht werden mittels Elektroporation eine 

stabile Transfektion von pDNA herbeizuführen (340). Elektroporation und Nukleofection 

weisen in bisherigen Studien deutlich höhere Transfektionseffizienzen auf. Es muss jedoch auf 

Zelltoxizität zu achten (341–343).  
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4.2.2 MMP-9 Proteinexpression mittels Zymographie 

 
Um die Expression und Aktivität von MMP-9 Protein nachzuweisen, erfolgte die Durchführung 

einer Gelatine Zymographie. Die Zymographie ist eine Variante der klassischen SDS-

Gelelektrophorese, in der durch Zusatz eines Substrates in einem Acrylamidgel, hier Gelatine, 

dieses von Enzymen verdaut werden kann. Neben aktiven Formen an MMPs lassen sich auch 

alle anderen Isoformen in der Zymographie nachweisen. Die latente Form des Enzyms wird 

durch die Denaturierung und Renaturierung aktiv und kann so gemessen werden (1). In der 

Zymographie sind Enzymmengen im Picogramm-Bereich detektierbar (1). 

 

Während zur Abschätzung des Molekulargewichts der MMPs ein mitgeführter Proteinstandard 

herangezogen werden kann, so ist daraus kein definitiver Schluss auf das genaue 

Molekulargewicht zu ziehen. Dies resultiert aus der Zugabe eines Proteinsubstrates, welches 

die Wanderung des Proteins im Gel (nicht linear) verzögert und so die Molekular-

gewichtsbestimmung in der Zymographie erschwert (2). Die Bestimmung des genauen 

Molekulargewichts wäre allerdings essenziell für die genaue Zuordnung von MMP-Gruppen 

und dem MMP-Aktivierungsstatus. Daher werden zusätzlich rekombinante MMPs mit 

bekanntem Molekulargewicht mit auf das Gel aufgetragen.  

Während MMP-9 auch 92 kDa Gelatinase und MMP-2 auch 72 kDa Gelatinase genannt 

werden, was Hinweise auf ihr molekulares Gewicht gibt, liegen MMPs oft in Form von pro-

Enzymen oder als Dimere vor. Nach UniProt-Datenbank kann humanes, aktives MMP-9 nach 

Spaltung in einem Molekulargewicht von 67 kDa und 82 kDa (344,345) vorliegen, während 

MMP-2 sich in pro- und aktiver Form bei 72 kDa (345–347) bewegt.  

 

Die Zuordnung der MMP-Formen erfolgte somit anhand der Banden von rekombinanten 

MMPs und deren Molekulargewichts anhand eines Standards. Eine beweisende Zuordnung der 

MMPs kann nur mittels Western Blot-Analyse erfolgen. Unter Annahme dieser Limitationen 

bietet die Zymographie dennoch ein kostengünstiges Verfahren, um mögliche Proteaseaktivität 

sowohl in Zelllysaten als auch in konditioniertem Medium (Überstand) zu detektieren.  
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4.2.2.1 Erhöhte MMP-9 Proteinexpression in Mischsphäroiden 

In der Gelatine-Zymographie konnte eine erhöhte Proteinexpression einer 92 kDa schweren 

Gelatinase in Mischsphäroiden beobachtet werden. Dabei handelt es sich vermutlich um pro-

MMP-9. Daneben zeigte sich enzymatische Aktivität bei ca. 70 kDa. Hierbei könnte es sich 

sowohl um MMP-9 als auch MMP-2 handeln. Sphäroide aus nur HNSCC-Zellen zeigten im 

Allgemeinen eine nur schwache Aktivität von Gelatinasen. Diese war kaum detektierbar. Dies 

deckt sich mit der ermittelten Gen- und Proteinexpression in HNSCC-Sphäroiden aus der AG 

Bauer (239). Zudem ist bekannt, dass Tumorzellen meist nur eine geringe Expression an 

MMP-9 aufweisen.  
 

4.2.2.2 Erhöhte Expression von MMP-9 durch BMSCs in Mischsphäroiden 

Nachdem auch die vorausgegangene Analyse der MMP-9 Promotoraktivität eine definitive 

Zuordnung der vermehrten MMP-9 Expression zu einem Zelltyp nicht zuließ, wurde ein 

transienter KD von MMP-9 mittels spezifischer siRNA sowohl in HNSCC-Zellen als auch 

BMSCs durchgeführt und anschließend die Änderung der MMP-9 Proteinexpression in der 

Gelatine-Zymographie analysiert. Hierbei zeigte sich bei KD von MMP-9 in BMSCs eine über 

50 %-ige Reduktion der MMP-9 Aktivität in Mischsphäroiden. Nach KD von MMP-9 in 

HNSCC-Zellen zeigte sich keine signifikante Reduktion der MMP-9 Aktivität in 

Mischsphäroiden.  

Dies deckt sich mit der Analyse der MMP-9 Promotoraktivität in HNSCC-Zellen. HNSCC-

Zellen zeigten dabei in Mischsphäroiden keine erhöhte Promotoraktivität im Vergleich zur 

Monokultur. Diese war sogar deutlich reduziert. Die Aktivität der ca. 70 kDa schweren 

Gelatinase blieb nach KD unverändert. So ist davon auszugehen, dass es sich hierbei um 

MMP-2 handelt. 

Dies legt nahe, dass die erhöhte Sekretion von MMP-9 in Mischsphäroiden durch BMSCs bei 

Kontakt mit HNSCC-Zellen erfolgt. HNSCC-Zellen könnten dabei BMSCs durch sezernierte 

Zytokine oder durch direkten Zell-Zell-Kontakt zu einer vermehrten MMP-9 Produktion 

anregen. Solche veränderten Zytokin-Expressionen könnten in Folgeexperimenten mittels 

ELISA näher untersucht werden. Die erhöhte MMP-9 Synthese könnte den HNSCC-Zellen die 

Invasion durch Degradation von EZM, im Speziellen der Basalmembran, ermöglichen und 

HNSCC-Zellen zu einem invasiven Phänotyp wandeln. Gaggioli et al. konnten zeigen, dass bei 

Co-Kultur aus Fibroblasten und Plattenepithelkarzinomzellen ausschließlich Fibroblasten die 

Invasionsfront bildeten und die Plattenepitelkarzinomzellen den Fibroblasten folgten (348).   
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4.3 Co-Kultivierung von HNSCC-Zellen und BMSCs fördert das Ausbreitungs-
verhalten auf Matrigel® 

 

Ziel des Experiments war es zu untersuchen, ob HNSCC-Zellen in Co-Kultur mit BMSCs ein 

anderes Ausbreitungsverhalten zeigen als HNSCC-Zellen in Monokultur. Der durchgeführte 

Spreadingassay eignet sich, um das Ausbreitungsverhalten von HNSCC-Zellen und BMSCs in 

vitro nachweisen zu können.  

In diesem Experiment wurde das Ausbreitungspotenzial von 3D-Zellkulturen untersucht. Für 

den Spreadingassay erfuhren die Zellen durch die 3D-Kultivierung nicht nur Stimulation durch 

den Zell-Zell-Kontakt und Hypoxie, zudem wurde den Zellen mit der Platzierung auf Matrigel® 

der Stimulus einer extrazellulären Matrix in Form einer Basallamina gegeben. Um die 

Interaktion von HNSCC-Zellen mit der Basalmembran in vitro zu beobachten, kann mit Hilfe 

von Matrigel® eine Basalmembran imitiert werden. Matrigel® besteht überwiegend aus 

Laminin, Kollagen IV, Entactin und Heparansulfatproteoglykan (253–255). Analysiert wurden 

mikroskopische Aufnahmen von Zellen, die sich im Spreadingassay konzentrisch auf 

Matrigel® ausbreiteten (Abbildung 37).  

Im Folgenden werden die Ergebnisse des Spreadingassays auf Matrigel® für das 

Ausbreitungsverhalten von HNSCC-Zellen und BMSCs diskutiert.  
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4.3.1 Adhäsion und Ausbreitung von HNSCC-Sphäroiden 

 

Nach Darbietung eines äußeren Reizes durch die Platzierung auf dem Kollagen IV haltigen und 

laminin-reichen Matrigel® fand bei Zellen aus Tumorsphäroiden in Monokultur keine 

Ausbreitung statt. Auch eine Adhäsion auf Matrigel® gelang den HNSCC-Zell-Sphäroiden 

größtenteils nicht. 

 

Lediglich Tumorzellen, die die molekularen Eigenschaften besitzen, die Matrix enzymatisch 

abzubauen, können die Basalmembran als nanoporöse Membran potenziell durchbrechen. 

MMPs wird dabei durch ihre enzymatische Aktivität eine enorm wichtige Rolle zugeschrieben 

(349). Dabei sind es insbesondere die Gelatinasen MMP-2 und MMP-9, die die Spaltung von 

Kollagen IV ermöglichen (350). Neben ihrer Eigenschaft, die Basalmembran für Tumorzellen 

durchgängig zu machen, scheinen MMPs jedoch auch schon weitaus früher an der 

Tumorprogression beteiligt zu sein. Dies ist durch die Hochregulierung an MMPs in Tumoren 

bereits vor Durchbruch der Basalmembran anzunehmen und ein Hinweis auf die 

Tumormalignität (219).  

 

Vorangehende Arbeiten zeigten in Sphäroiden aus Tumorzellen in Monokultur eine niedrige 

Genexpression von MMP-9 und MMP-2 (239). Dies könnte einen Erklärungsansatz für das 

eingeschränkte Ausbreitungspotenzial liefern. Die Zymographie-Experimente dieser Arbeit, 

mit denen die MMP-2 und MMP-9 Expression von Sphäroiden in Mono- und Mischkultur 

nachgewiesen wurde, bestätigte ebenfalls die geringe Expression von MMP-2 und MMP-9 in 

HNSCC-Zell-Sphäroiden.  

Erst in Sphäroiden hoher Zellzahl (27.000 Zellen/Sphäroid) zeigten Tumorsphäroide 

gelegentlich eine Ausbreitung. Dies mag im Zusammenhang mit einem erhöhten 

Selektionsdruck durch einen ausgeprägteren Nähr- und Sauerstoffgradienten stehen, der die 

Zellen zur Auswanderung treibt.  

Die ursprünglichen TNM-Stadien der verwendeten HNSCC-Zelllinien stimmen mit diesen 

Beobachtungen nur bedingt überein, denn es handelte sich um Zelllinien aus mittleren bis 

fortgeschrittenen Tumorstadien (UICC II-IVa). Fortgeschrittene Tumorstadien zeichnen sich 

durch ein erhöhtes Metastasierungspotenzial aus, welches mit einer hohen Expression an 

MMP-9 korreliert (351,352).  
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4.3.2 Adhäsion und Ausbreitung von Mischsphäroiden 

 
Im Gegensatz zu HNSCC-Zell-Sphäroiden kam es bei Co-Kultivierung von HNSCC-Zellen mit 

BMSCs zu einer signifikanten Zunahme der Ausbreitung auf Matrigel® im Beobachtungs-

zeitraum. In der Zymographie konnte, passend zu dieser Beobachtung, eine deutlich erhöhte 

Proteinexpression und Aktivität von MMP-9 und auch MMP-2 in Mischsphäroiden 

nachgewiesen werden. Die hier untersuchten HNSCC-Zellen allein zeigten weder eine hohe 

Promotoraktivität, noch eine hohe Genexpression oder Proteinexpression von MMP-9. Dies 

korrelierte auch mit den Beobachtungen im durchgeführten Spreadingassay auf Matrigel®. Hier 

zeigten die untersuchten HNSCC-Zell-Sphäroide keine Migration.  

Ein in Vorarbeiten durchgeführter Invasionsassay zeigte bei Mischsphäroiden ebenfalls ein 

hohes Invasionspotenzial. Dieses konnte nach Inhibition von MMP-9 signifikant herabgesetzt 

werden (296). Folglich scheint MMP-9 für die Migration und Invasion von Mischsphäroiden 

essenziell zu sein. MSCs, die bekannt für die Synthese von Matrixmetalloproteasen sind, 

könnten hier in der Tumormikroumgebung eine wichtige Rolle spielen (110,353,354). In dem 

von uns durchgeführten KD von MMP-9 in HNSCC-Zellen und BMSCs konnten tatsächlich 

die BMSCs als hauptverantwortliche Zellen für die MMP-9 Synthese ermittelt werden. 

 

Der für die Invasion und Migration von HNSCC-Zellen in vivo und in vitro am besten 

untersuchte Rezeptor ist der EGF-Rezeptor. Dieser kann über den PI3K/Akt und ERK/AP-1 

Signalweg die Expression von Matrixmetalloproteasen wie MMP-9 erhöhen (292). Darüber 

hinaus erfolgt über EGFR/MMP-9 die Degradation von E-Cadherin und die Verminderung der 

Zell-Zell Adhäsion und vermehrte Invasion (355). Es konnte gezeigt werden, dass MSCs durch 

Botenstoffe die EMT in Tumoren einleiten können, unter anderem über den PI3K/Akt 

Signalweg (143,356,357). Folgeexperimente, bei denen nach Co-Kultivierung von HNSCC-

Zellen mit BMSCs die Änderung bestimmter Expressionsmuster im HNSCC gezeigt werden, 

können weiteren Aufschluss darüber geben, welcher Mechanismus der gesteigerten Motilität 

der untersuchten Sphäroide zugrunde liegt.  

Eine gesteigerte Motilität von HNSCC-Zellen nach Co-Kultivierung mit BMSCs konnten auch 

Liu und Kollegen im Transmigrationsassay beobachten (115). Auch erwiesen sie, dass aus dem 

Knochenmark stammende BMSCs die Proliferation und Invasion von Kopf-Hals-Tumoren 

sowie die Chemoresistenz gegen Paclitaxel in vitro und in vivo fördern (115). HNSCC-Zellen 

wurden hier auf zwei verschiedene Arten mit BMSCs stimuliert: durch direkten Kontakt von 
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BMSCs mit HNSCC-Zellen oder durch Inkubation von HNSCC-Zellen in konditioniertem 

MSC-Medium. Mittels RNA-Sequenzierung und Proteinanalysen konnten Liu et al. belegen, 

dass der direkte Kontakt zwischen HNSCC-Zellen und BMSCs die EMT förderte. Sowohl die 

Expression von ß-Catenin an der Plasmamembran als auch Vimentin steigerten gleichzeitig die 

Zellmotilität.  

Ein Prozess, der die Tumorprogression, Invasion und Metastasierung von HNSCCs fördern 

kann, ist die epitheliale-mesenchymale Transition. Gekennzeichnet ist die EMT unter anderem 

auch durch den Verlust von E-Cadherin, einem transmembranen Glykoprotein, das den Zell-

Zell-Kontakt fördert. Die E-Cadherin-Expression korreliert mit dem Grad der De-

Differenzierung, wobei am wenigsten differenzierte Tumoren eine reduzierte E-Cadherin-

Expression aufwiesen (358). Böhnrsen und Kollegen fanden in Experimenten mit der HNSCC-

Zelllinie PCI 13 in Co-Kultur mit MSCs heraus, dass die Expression von E-Cadherin in PCI 13 

herunterreguliert wurde, während andere EMT-Marker nach Co-Kultivierung insgesamt eher 

auf eine Unterdrückung der EMT schließen ließen. Auch eine verringerte Expression von 

MMP-14 bei Co-Kultivierung von PCI 13 mit hMSCs wurde beobachtet (359). MMP-14 ist 

dafür bekannt, die Proliferation und Invasion in Tumoren zu fördern, darunter auch in HNSCCs 

(360). 

Während der Verlust von E-Cadherin bei der Tumorprogression für das Verlassen des 

Tumorzellverbandes entscheidend ist, findet auch während der Wundheilung eine 

physiologische Herunterregulation von E-Cadherin statt. Dies ermöglicht Epithelzellen die 

Migration, um verletztes Gewebe zu ersetzen. Dieser Prozess kann durch die Anwesenheit von 

MSCs verstärkt werden (361). Die Reduzierung von E-Cadherin in Tumorzellen ist also 

möglicherweise nicht ausschließlich an eine beginnende epitheliale-mesenchymale Transition 

gekoppelt.  

 

In dieser Arbeit wurde die Expressionsänderung von E-Cadherin und anderen EMT-Marken im 

HNSCC nach Co-Kultivierung mit BMSCs bisher noch nicht näher untersucht. Dennoch 

können Arbeiten dieser Arbeitsgruppe die Aussage von Böhrnsen und Kollegen unterstützen, 

dass es sich bei PCI 13 um eine eher differenzierte HNSCC-Zelllinie mit epithelialem Charakter 

und hoher E-Cadherin Expression in Monokultur handelt (362).  

Weiterführende Experimente, die die Änderung der molekularen Expression bestimmter 

Marker im HNSCC nach Co-Kultivierung mit BMSCs näher betrachten, wären daher durchaus 

interessant.   



Diskussion 

116 

 

4.3.3 Adhäsion und Ausbreitung von BMSC-Sphäroiden 

 
Auch die Kontrollen mit Sphäroiden aus BMSCs in Monokultur migrierten auf Matrigel®. Dies 

ist insoweit nicht verwunderlich, da MSCs als Hauptakteure an der Wundheilung und 

Gefäßneubildung beteiligt sind. Xing et al. konnten demonstrieren, dass BMSCs auf 

Basalmembranen deutlich zur Migration angeregt werden. Dies erfolgte durch die vermehrte 

Expression der Intergine α3 und α11 und deren Bindung an die Basalmembranproteine Laminin 

und Kollagen IV (363). So zeigte sich in Vorarbeiten der Arbeitsgruppe zwar, dass die MMP-9 

Genexpression in BMSCs schwach war, doch durch Simulation einer Basalmembran konnte es 

vielleicht zu einer Stimulierung der BMSCs zur Migration auf Matrigel® sowie zur MMP-9 

Produktion oder aber zur Umwandlung in einen Fibroblasten-ähnlichen Phänotypen kommen. 

Durch sogenannte TAFs konnte in Forschungsarbeiten besonders häufig eine erhöhte MMP-9 

Sekretion beobachtet werden (364,365). Genauere Untersuchungen wären nötig, um zu 

überprüfen, ob es durch Kontakt zu Matrigel® zu einer Stimulation der MMP-9 Synthese 

kommen könnte.  

Die Umwandlung in einen Fibroblasten-ähnlichen Phänotypen durch die Kulturbedingungen 

allein wurde durch Kontrolle der Marker FSP-1 und α-SMA mittels qPCR ausgeschlossen 

(Abbildung 46 und Abbildung 47).  

Kultivierung und Passage hatten keinen Einfluss auf eine Differenzierung zu TAFs. Dies wurde 

mit einer qPCR-Analyse der Fibroblastenmarker α-SMA und FSP-1 in Passage 2 und Passage 6 

von BMSCs untersucht. In Mischsphäroiden waren die Fibroblastenmarker im Vergleich zu 

BMSCs aus Monokultur ebenfalls nicht erhöht. Folglich hatte eine Co-Kultivierung im 

Kulturzeitraum auch keine TAF-Differenzierung induziert.  

BMSCs weisen in Monokultur eine hohe Gen- und Proteinexpression an MMP-2 auf. Neben 

MMP-9 konnte auch MMP-2 an der invasiven Front von HNSCC-Zellen nachgewiesen werden. 

Wie MMP-9 konnte auch MMP-2 dort Kollagen IV-Ketten abbauen (299). Des Weiteren 

scheint MMP-2 in MSCs für deren Invasion und Chemotaxis essenziell zu sein (366,367). 

 

Zu bemerken ist weiterhin, dass die relative Flächenausbreitung in Mischsphäroiden unter 

Zunahme des Anteils an Tumorzellen abnahm. Dies könnte darauf hinweisen, dass primär 

BMSCs die Ausbreitung vorantreiben.   
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4.3.4 Zellmorphologische Beobachtungen 

 

Ausschlaggebend für die Beantwortung der Frage, ob der Kontakt von HNSCC-Zellen zu 

BMSCs die Migration der HNSCC-Zellen förderte, wäre die auswandernden Zellen zu 

identifizieren. Die mikroskopischen Aufnahmen zeigten bei BMSC-Sphäroiden auswandernde 

Zellen in überwiegend spindelförmiger mesenchymaler Morphologie (368). Bei Misch-

sphäroiden hingegen zeigte sich fast ausschließlich eine Auswanderung von rundlichen Zellen 

epithelialer Morphologie, wie sie sich typischerweise auch in den verwendeten PCI-Zellreihen 

in 2D-Kultur zeigten. Daneben fanden sich dort auch vereinzelt spindelförmige Zellen mit 

mesenchymaler Charakteristik, bei den davon auszugehen ist, dass es sich um BMSCs handelt. 

BMSCs sind jedoch keine eindeutigen morphologischen Kriterien zugeteilt. Sie können von 

spindelförmig bis zu kuboidal erscheinen (369). Auch bei den vereinzelt migrierenden HNSCC-

Zell-Sphäroiden in hoher Zellzahl zeigten sich zellmorphologisch ausschließlich rundliche 

Zellkörper. Dies lässt zunächst auf verstärktes Auswandern von HNSCC-Zellen aus dem 

Mischsphäroid schließen.  

Dies muss in zukünftigen Arbeiten geklärt werden. Um eindeutig nachzuweisen, welcher 

Zelltyp aus dem Sphäroid auswandert, sind Folgeexperimente denkbar, bei denen HNSCC-

Zellen und BMSCs fluoreszenzmarkiert werden (z.B. GFP) und somit eindeutig in einer Co-

Kultur identifizierbar sind (370).  

 

Jedoch ist es ebenfalls denkbar, dass BMSCs nach Co-Kultivierung mit HNSCC-Zellen ihre 

Morphologie wie bei Liu et al. von einer spindelförmigen, mesenchymalen Gestalt zu einer 

rundlicheren Form verändern und ohne HNSCC-Zellen aus dem Sphäroid auswandern. 

Liu et al. konnten nach Co-Kultivierung von HNSCC-Zellen (SCC-25) und hMSCs im gleichen 

Verhältnis nach vier Tagen in 1,6 % der Fälle eine spontane Zellfusion von HNSCC-Zellen und 

MSCs nachweisen (115). Diese fusionierten Zellen wurden mit einem Zellsorter separiert und 

auf eine poly-L-Lysin beschichtete Platte ausgesät. In Abbildung 45 werden mikroskopische 

Aufnahmen einer immunfluoreszenten Phalloidin-Färbung von F-Actin präsentiert. Diese 

Aufnahmen zeigen die morphologischen Unterschiede zwischen fusionierten Zellen und der 

HNSCC-Zelllinie SCC-25 und hMSCs in Monokultur. Nach der Fusion konnte eine 

morphologische Änderung mit dem Auftreten von Zellen mit mehreren Zellkernen 

nachgewiesen werden. Anfänglich zeigten fusionierte Zellen entweder eine HNSCC- oder 

MSC-ähnliche Morphologie, wobei die epitheliale Morphologie die Vorherrschende war. 
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Innerhalb von 10 Tagen wiesen fast alle fusionierten Zellen eine epitheliale Morphologie auf. 

Dies stellt, soweit bekannt, ein seltenes Ereignis dar (371).  

 

 
Abbildung 45: Zellfusion von HNSCC uns hMSC nach Co-Kultivierung (aus Liu et al. (115)). 

 

Ebenfalls denkbar wäre, dass sich HNSCC-Zellen bei der Invasion die molekulare Ausstattung 

der BMSCs, wie z.B. die Sekretion von Matrixmetalloproteasen, zunutze machen und den 

BMSCs, die sich den Weg durch Gewebe bahnen, folgen. Dies setzt jedoch zumindest die 

Migrationsfähigkeit der HNSCC-Zellen voraus. Gaggioli et al. erwiesen, dass in Co-Kultur von 

SCC-Zellen mit Fibroblasten die Invasionsfront aus Fibroblasten gebildet wurde (348). Auch 

Saénz-de-Santa-María et al. konnten Zellen mesenchymalen Phänotyps als Leader-Zellen im 

Verband mit HNSCC-Zellen in der Migration detektieren (372). 
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4.3.5 Limitationen des Spreadingassays 

 

Ein zusätzlicher Proliferationsassay, mit dem durch Reagenzien wie MTT (373) oder Resazurin 

(374) die Zellzahl bestimmt wird, könnte nach Beendigung des Spreadingassays klären, ob es 

sich bei der Zellausbreitung auf Matrigel® ausschließlich um migrierende Zellen oder 

stattdessen um eine Ausbreitung durch Proliferation handelt. In den Experimenten von Liu et 

al. war IL-6 nach Co-Kultivierung das am höchsten exprimierte Zytokin. Sie nahmen an, dass 

hMSCs durch parakrine Signalweiterleitung in HNSCC-Zellen den Akt-PI3K-Singalweg 

stimulierten und so die Proliferation von HNSCC-Zellen förderten (115). Es konnte außerdem 

eine Erhöhung von IL-6 in HNSCC Patienten als proinflammatorisches Zytokin festgestellt 

werden (375). Bei Interleukin-6 (IL-6) handelt es sich um ein Zytokin, welches in der 

Immunregulation und Hämatopoese eine Rolle spielt. Es wird direkt mit einer vermehrten 

Fähigkeit zur Invasion und Proliferation von HNSCCs in Verbindung gebracht.  

Während der Einsatz von Matrigel® eine annähernd gute Simulation der Basalmembran zulässt, 

so unterscheidet es sich doch deutlich in seiner Konsistenz und durch das Vorhandensein von 

nur einer Laminin-Isoform zur physiologischen Basalmembran (298). Diese Abweichung vom 

physiologischen Reiz kann zu einer veränderten oder auch ausbleibenden potenziellen 

Ausbreitung von Zellen führen.  
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4.4 ALP beeinflusst die Ausbreitung von Mischsphäroiden  
 

Neben einer erhöhten Proteinexpression von Runx2 in Mischsphäroiden konnte in Arbeiten der 

AG Bauer ebenfalls eine erhöhte ALP-Aktivität in Mischsphäroiden detektiert werden, nicht 

jedoch in Tumor- und BMSC-Sphäroiden in Monokultur (239). Bei ALP handelt es sich, ebenso 

wie bei Runx2, um einen osteogenen Differenzierungsmarker von hMSCs (376).  

Eine erhöhte Aktivität von ALP in Tumorzellen wird mit tumorfördernden Eigenschaften wie 

Proliferation, Metastasierung, Invasion und epithelialer Plastizität assoziiert (204,240). In 

Prostatakarzinom Zellen stellte sich nach KD von ALP eine vermehrte mesenchymale zu 

epithelialer Transition (MET), ein Anstieg an toten Zellen und eine verminderte 

Migrationsfähigkeit (240) heraus. So wird ALP aktuell auch als Tumorbiomarker für Patienten 

mit Osteosarkomen (377), kolorektalen Karzinomen (378), hepatozellulären Karzinomen (379) 

und Knochenmetastasen (262,380) diskutiert. Erhöhte ALP-Werte konnten ebenfalls bei 

OSCC-Patienten in fortgeschrittenen Stadien nachgewiesen werden (260). Diese zeigten sich 

insbesondere bei Metastasierung in den Knochen signifikant erhöht (260,381). Eine 

Metastasierung in Knochengewebe stellt, nach einer Metastasierung in Lungengewebe, den 

zweithäufigsten (19,1 % - 29,7 %) Metastasierungsort in allen HNSCC-Patienten dar (382,383) 

und geht mit einer schlechten Prognose einher (384). Ebenso verhält es sich mit der häufig 

auftretenden lokalen Invasion von Knochengewebe (292). Konträr zeigten Lou et al. eine ALP-

abhängige Inhibition der Metastasierung in Lungenkarzinomen (385). 

 

Um einen Zusammenhang der erhöhten ALP-Aktivität auf die Migrationsfähigkeit von 

Mischsphäroiden zu untersuchen, erfolgte die Durchführung eines Spreadingassays auf 

Matrigel® mit spezifischer Inhibition der ALP-Aktivität durch Levamisol. 

Bei Levamisol handelt es sich um ein Arzneimittel aus der Gruppe der Imidazothiazole, das als 

Antihelminthikum in der Tiermedizin verwendet wird und bis in die 1990er Jahre wegen seiner 

immunmodulatorischen und tumorhemmenden Wirkung als Adjuvans in der Therapie des 

Kolonkarzinoms zum Einsatz kam (386). Levamisol hat besonders starke Affinität zur 

liver/bone/kidney (L/B/K) ALP, nicht aber zu anderen Isoformen der ALP (387). 

Im Spreadingassay präsentierte sich eine bis zu 50 %-ige Reduktion der Migration von Misch-

sphäroiden unter Einsatz von 50 µM Levamisol. Die Inhibition der Migrationsfähigkeit erwies 

sich unabhängig von der eingesetzten Konzentration an Levamisol. Tendenziell erfolgte jedoch 



Diskussion 

121 

 

eine stärkere Inhibition bei einer höheren Konzentration an Levamisol. Unter Umständen 

könnten weitere Levamisol-Konzentrationen getestet werden.  

 

Die Inhibition der Ausbreitungsfähigkeit von Mischsphäroiden lässt vermuten, dass die ALP-

Aktivität eine Rolle in der Migration von Tumorsphäroiden spielt. Dies könnte auf einem 

synergistischen Effekt zusammen mit der festgestellten Überexpression von MMP-9 und der 

MMP-9 vermittelten Invasion von Mischsphäroiden beruhen. Han et al. konnten zeigen, dass 

ALP-Level positiv mit der Expression von MMP-9 sowie Lungenmetastasen in Osteosarkom-

Patienten korrelierten (388). In der Zusammenschau der erhöhten Expression von sowohl 

Runx2 als auch ALP in Mischsphäroiden lässt dies eine osteogene Differenzierung der BMSCs 

vermuten. Wessely et al. konnten die Hochregulierung der osteogenen Differenzierungsmarker 

Runx2 und ALP bei Co-Kultivierung von HNSCC-Zellen und BMSCs nachweisen (239). 

Vallet et al. zeigten, dass Vorläuferstufen von Osteoblasten aus BMSCs die Migration von 

Brustkrebszellen fördern (389). Daneben können auch Tumorzellen im Rahmen von 

sogenanntem Osteomimikry den Expressionscharakter von mesenchymaler Stammzellen und 

von Osteoblasten annehmen (390,391). Zu diesem zählen unter anderem auch ALP und Runx2 

(392).  

Yang et al. konnten aufzeigen, dass Osteomimikry in einer Reihe von Tumoren, wie auch dem 

HNSCC, mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium und einer schlechten Prognose assoziiert 

ist (393). Bisher wurde Osteomimikry überwiegend in Mamma- und Prostatakarzinomen im 

Zusammenhang mit Knocheninvasion und Knochenmetastasen beschrieben (394–396). So 

könnten aber auch HNSCC-Zellen sich eine osteogene Differenzierung aneignen. 

Während MSCs nicht nur durch chemische Reize im Medium und durch Zell-Zell-Kontakte 

zur Differenzierung angeregt werden können, können auch physikalische Faktoren wie 

Nanostrukturen Differenzierung induzieren (397). Folglich könnte bereits die Kultivierung in 

2D in Kulturflaschen die BMSCs zu einer Differenzierung angeregt haben. In Vorarbeiten 

zeigten BMSCs in Monokultur jedoch eine niedrige Expression und Aktivität von ALP und 

Runx2 bis hin zur Passage 7. Dies lässt keine Differenzierung von BMSCs durch 

Kulturbedingungen in vitro vermuten. 

Dennoch könnte das Platzieren von BMSCs auf Matrigel® diese aber zu einer osteogenen 

Differenzierung anregen und zu einer vermehrten Expression osteogener Differenzierungs-

marker führen (398) und so den Effekt der Inhibition von ALP durch Levamisol verstärken. Ob 
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die Umsiedlung von BMSC-Sphäroiden tatsächlich Einfluss auf die Differenzierung nimmt, 

könnte in Folgeexperimenten näher untersucht werden.  

 

Vor allem aber sollte in Folgeexperimente eingehender untersucht werden, welchem Zelltyp 

aus der Co-Kultivierung die vermehrte Expression von ALP zuzuschreiben ist und, ob eine 

direkte Beeinflussung von ALP durch Runx2 erfolgt. Zudem sollte geklärt werden, welcher 

Zelltyp primär für die vermehrte Migration verantwortlich ist. Experimente der AG Bauer 

haben demonstriert, dass die untersuchten HNSCC-Zellen vor der Co-Kultivierung noch nicht 

die molekulare Ausstattung besitzen um in Matrigel® zu invadieren. Eine hohe E-Cadherin 

Expression und die geringe Expression von Vimentin und N-Cadherin bei den HNSCC-

Zelllinien PCI 1 und PCI 13, bei denen es sich um Ziellinien mit ausgeprägter epithelialer 

Charakteristik handelt, gehen mit dieser Beobachtung im funktionellen Assay einher (362,399). 

Ein Nachweis der Expressionsänderung von Proteinen, die mit der EMT assoziiert sind, kann 

Aufschluss darüber geben ob HNSCC-Zellen nach Co-Kultivierung die EMT einleiten und 

damit an Migrations- und Invasionspotenzial gewinnen. Problematisch ist es lediglich die 

Zellen nach der Co-Kultivierung wieder für weitere Analysen wie der Western Blot-Analyse 

voneinander zu separieren. Hier könnten Methoden wie die magnetische Zellseparierung 

(MACS) oder die fluoreszenzaktivierte Zellsortierung (FACS) herangezogen werden. Zudem 

gibt es Veröffentlichungen, die die Fusion von MSCs und Tumorzellen unter bestimmten 

Umständen der Co-Kultivierung beschreiben (371). Die HNSCC-Zellen könnten nach Fusion 

MSCs ggf. als Vehikel bei der Migration und Invasion nutzen.  
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5 Zusammenfassung 
 

Plattenepithelkarzinome stellen die häufigste Malignität im Kopf- und Halsbereich dar. Trotz 

Intensivierung von Forschung und Entwicklung an erweiterten und neuen Therapieansätzen hat 

sich die Überlebensprognose von Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren, vorwiegend in 

fortgeschrittenen Stadien, bisher nicht wesentlich verbessert. Die Metastasierung ins 

Knochengewebe stellt, nach der Metastasierung ins Lungengewebe, den zweithäufigsten 

Metastasierungsort in allen HNSCC-Patienten dar und geht mit einer besonders schlechten 

Prognose einher. Hier wird die Dringlichkeit deutlich, grundlegende Interaktionen von Zellen 

im Tumornetzwerk weiter aufzuklären und zu verstehen. Bis heute ist noch nicht vollständig 

geklärt, wie Tumorzellen ihre Umgebung beeinflussen und welche Interaktionen zwischen 

Tumorzellen und der Tumormikroumgebung das Tumorwachstum begünstigen. Vor allen in 

weiter fortgeschrittenen Stadien konnten unter anderem mesenchymale Stammzellen aus dem 

Knochenmark (BMSCs) im Tumorgewebe von HNSCC-Patienten nachgewiesen werden.  

Ziel dieser Arbeit war es, die Auswirkung der Wechselwirkung zwischen HNSCC-Zellen und 

BMSCs auf MMP-9 Expression und Funktion weiter aufzuklären. Diesen Stammzellen werden 

sowohl tumorhemmende als auch tumorprogressive Eigenschaften zugeschrieben. Ihre 

Auswirkung auf Tumorzellen und die Tumormikroumgebung ist bis heute jedoch nicht 

eindeutig geklärt und wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Die aktuellen 

Forschungsergebnisse bieten derzeit überwiegend Hinweise auf die Förderung aggressiver 

Tumoreigenschaften durch die Infiltration mesenchymaler Stammzellen.  

Aus der Arbeitsgruppe war bekannt, dass es bei Co-Kultivierung von BMSCs und HNSCC-

Zellen in 3D-Zellkultur zu einer erhöhten Gen- und Proteinexpression der osteogenen 

Differenzierungsmarker Runx2 und ALP kam. Neben der osteogenen Differenzierung konnten 

sowohl Runx2 als auch ALP eine Beeinflussung der EMT, Invasion und Metastasierung von 

Tumoren zugeschrieben werden. In dieser Arbeit wurde die Rolle von ALP bei der Ausbreitung 

von co-kultivierten Sphäroiden untersucht. Um eine möglichst realitätsnahe Wachstums- und 

Versorgungsumgebung zu ermöglichen, stand besonders die 3D-Kultivierung der untersuchten 

Zellen nach der sogenannten Hanging Drop-Methode, neben einer 2D-Kultivierung adhärenter 

Zellen, im Vordergrund. Es konnte gezeigt werden, dass ALP das Ausbreitungsverhalten von 
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HNSCC-Zellen begünstigt, da die Inhibition von ALP die Ausbreitung von Co-Kultur 

Sphäroiden auf Basallamina-ähnlichem Matrigel® hemmte.  

Daten der Arbeitsgruppe konnten zudem eine erhöhte Expression und Sekretion von MMP-9 

bei Kultivierung von HNSCC-Zellen zusammen mit BMSCs nachweisen. Bei MMP-9 handelt 

es sich um eine Gelatinase, die für den Abbau extrazellulärer Matrix verantwortlich ist und mit 

einer erhöhten Tumorinvasion und Metastasierung assoziiert ist. Der genaue zelluläre Ursprung 

einer erhöhten Expression von MMP-9 im Tumorgewebe war bisher nicht bekannt. Diese 

Arbeit konnte aufzeigen, dass die mesenchymalen Knochenmarkstammzellen Ursprung der 

erhöhten MMP-9 Expression bei Co-Kultivierung mit HNSCC-Zellen waren. Zur 

Beantwortung der Frage, ob HNSCC-Zellen nach Co-Kultivierung mit BMSCs eine erhöhte 

MMP-9 Promotoraktivität aufweisen, erfolgte die Durchführung eines Dual-Luciferase® 

Reporter Assays. Hierbei stellte sich heraus, dass in HNSCC-Zellen bei Co-Kultivierung mit 

BMSCs keine Steigerung der MMP-9 Promotoraktivität auftrat. Eine Analyse der MMP-9 

Sekretion nach spezifischem MMP-9 siRNA Knockdown in BMSCs bzw. HNSCC-Zellen 

konnte nur nach Knockdown in BMSCs eine deutliche Reduktion der MMP-9 Expression 

herbeiführen.  

Des Weiteren diente diese Arbeit der genaueren Erforschung der Regulation der MMP-9 

Expression durch Runx2 aus HNSCC-Zellen. Dafür wurde ein Knockdown von Runx2 mittels 

spezifischer siRNA in HNSCC-Zellen durchgeführt. Es folgte die Analyse der MMP-9 

Aktivität in der Gelatinase-Zymographie. Hierbei konnte kein eindeutiger Einfluss von Runx2 

auf die MMP-9 Aktivität in Sphäroiden aus HNSCC-Zellen gezeigt werden. Hier sind 

weiterführende Untersuchungen zur Regulation von MMP-9 notwendig. 

Zusammenfassend konnte diese Arbeit zeigen, dass BMSCs durch Sekretion von MMP-9 einen 

tumorprogressiven Einfluss auf HNSCC-Zellen ausüben und der osteogene Differenzierungs-

marker ALP BMSCs und HNSCC-Zellen zur Interaktion mit Basallamina-ähnlichem Matrigel® 

befähigt und deren Ausbreitung begünstigt. Die durchgeführten Experimente lassen auf einen 

synergistischen Einfluss von MMP-9 und ALP auf die Migrations- und Invasionsfähigkeit von 

HNSCCs schließen.  
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6  Anhang 
 
 

6.1 Zusätzliche Abbildungen 
 
Um auszuschließen, dass die verwendeten Knochenmarksstammzellen während der 

Verwendung von Passage 2 zu Passage 6 differenzierten, wurde in Abbildung 46 die relative 

Genexpression der Fibroblastenmarker α-SMA (links) und FSP-1 (rechts) bei adhärenter 

Zellkultivierung untersucht. Die Expression an den mit TAF- und Fibroblasten-assoziierten 

Marker α-SMA und FSP-1 zeigte sich in BMCs unterschiedlicher Passagen nicht signifikant 

divergierend. Dies deutet darauf hin, dass innerhalb der verwendeten BMSC-Passagen keine 

Differenzierung der BMSCs erfolgte. 

 

 
 

Abbildung 46: Relative Genexpression von Fibroblastenmarkern in BMSCs in 2D-Zellkultur.  

Die Zellen wurden subkonfluent geerntet. Die Genexpression wurde mittels RTqPCR untersucht. Es 

wurden 50 ng cDNA pro Probe eingesetzt. Als Housekeeping Gen kam 18S-RNA zum Einsatz. Die 

Quantifizierung erfolgte nach der 2(-∆∆Ct) Methode. Statistische Auswertung: Ordinary one-way 

ANOVA, Mehrfachvergleich mit Tukey’s Korrektur. Ns p≥0,05. N=2. 

 
Um zu auszuschießen, dass die verwendeten Knochenmarksstammzellen während Co-

Kultivierung HNSCC-Zellen differenzierten, wurde in Abbildung 47 die relative 

Genexpression der Fibroblastenmarker α-SMA (links) und FSP-1 (rechts) bei drei-
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dimensionaler Zellkultivierung untersucht. Die Expression an den mit TAF-assoziierten Genen 

FSP-1 zeigte sich in Mischsphäroiden, BMSCs und HNSCC-Zellen nicht signifikant 

unterschiedlich. Die α-SMA-Genexpression zeigte sich in Mischsphäroiden und HNSCC-

Zellen signifikant niedriger als in BMCs. Es ist anzunehmen, dass die verwendeten BMSCs bei 

Kontakt mit HNSCC-Zellen in 3D-Zellkultur keinen TAF-Phänotypen annahmen. 

 

  
 
Abbildung 47: Relative Genexpression von Fibroblastenmarkern in Mischsphäroiden, BMSCs 
und HNSCC-Zellen aus 3D-Zellkultur.  

Die Sphäroidgröße betrug 25.000 Zellen in Mischsphäroiden und 12.500 Zellen in BMSC- und HNSCC-

Zell-Sphäroiden. Das Verhältnis von BMSCs zu HNSCC-Zellen in Mischsphäroiden betrug 1:1. Die 

Genexpression wurde mittels RTqPCR untersucht. Es wurde 50 ng cDNA eingesetzt. Als Housekeeping 

Gen kam 18S-RNA zum Einsatz. Die Berechnung der relativen Genexpression erfolgte nach der 2(-∆∆Ct) 

Methode. Statistische Auswertung: Ordinary one-way ANOVA, Mehrfachvergleich mit Tukey’s 

Korrektur. Ns p≥0,05; ***p<0,001. N=12.  
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Um die MMP-9 Promotoraktivität von BMSCs analog zu den verwendeten HNSCC-Zellen aus 

3.1 mittels Dual-Luciferase-Assay untersuchen zu können wurde eine Transfektion von 

MMP-9 pDNA in BMSCs durchgeführt. Die Transfektion erfolgte in adhärenten BMSCs. Es 

wurden unterschiedliche Mengen an pDNA eingesetzt. 

Es zeigte sich nach Transfektion von insgesamt 1250 ng pDNA eine signifikante MMP-9 

Promotoraktivität in BMSCs im Vergleich zu unbehandelten BMSCs. Bei genauer Betrachtung 

der Renilla-Lumineszenz entsprach diese in transfizierten Zellen der nicht transfizierter Zellen. 

Es war somit von einer schlechten Lyse oder Transfektionseffizienz mit pDNA auszugehen.  

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Abbildung 48: Transfektionseffizienz zur Ermittlung der MMP-9 Promotoraktivität von BMSCs. 

Relative MMP-9 Promotoraktivität (links) und Renilla-Lumineszenz in RLU (rechts) in BMSCs nach 

Transfektion mit Nanocin-Tansfektionsreagenz (Tecrea, London, Vereinigtes Königreich). Es wurden 

50.000 Zellen pro Well einer 6-Well Platte ausgesät. Die Transfektion erfolgte nach Adhäsion der Zellen 

nach Nanocin-Protokoll. Die verwendete pDNA ist Tabelle 5 zu entnehmen. Lysiert wurde mittels 

passiver Lyse des Dual-Luciferase® Reporter Assays (Promega#) durchgeführt (20 min, 300 µl 

PLB/Probe, Einsatz von 100 µl/Messung). Links: Vergleich der normalisierten Firefly-Luciferase-

Aktivität von nicht transfizierten und mit 625 ng, 1250 ng, 1900 ng und 2500 ng Plasmid-transfizierten 

Zellen. Normalisiert wurde die Firefly-Luciferase-Aktivität (F) auf die Renilla-Luciferase-Aktivität (R) 

(F/R). Dargestellt wird die relative (rel.) Promotoraktivität. Rechts: Vergleich der Renilla-Lumineszenz 

von nicht transfizierten Zellen (Inkubation von Transfektionsreagenz ohne Plasmid, Autolumineszenz) 

mit spez. Lumineszenz (Transfektion mit 1250 ng pDNA insgesamt). Dargestellt werden die Rohwerte 

in RLU. N=3. Ordinary one-way ANOVA, Mehrfachvergleich mit Tukey’s Korrektur (links). Unpaired 

t-test (rechts). ns p≥0,05; *p<0,05; ***p<0,001.  
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Um die Lyseeffizienz zu verbessern, wurde die passive Lysezeit auf 40 min erhöht. Eine 

Erhöhung der passiven Lysezeit von 20 min auf 40 min erbrachte keine höhere Renilla-

Lumineszenz, wie aus Abbildung 49 zu entnehmen.  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 49: Transfektionseffizienz zur Ermittlung der MMP-9 Promotoraktivität von BMSCs 
nach Erhöhung der Lysezeit. 

Relative MMP-9 Promotoraktivität (links) und Renilla-Lumineszenz gemessen in RLU in BMSCs nach 

Transfektion mit Nanocin-Tansfektionsreagenz (Tecrea) nach 20 min und 40 min passiver Lyse. Die 

Transfektion erfolgte in adhärenten BMSCs. Es wurden 50.000 Zellen pro Well einer 6-Well Platte 

ausgesät. Die Transfektion erfolgte nach Adhäsion der Zellen nach Nanocin-Protokoll. Die verwendete 

pDNA ist Tabelle 5 zu entnehmen. Lysiert wurde mittels passiver Lyse des Dual-Luciferase® Reporter 

Assays (Promegadurchgeführt (20 min oder 40 min, 300 µl PLB/Probe, Einsatz von 100 µl/Messung). 

Links: Vergleich der normalisierten Firefly-Luciferase-Aktivität von nicht transfizierten und mit 

1250ng Plasmid-transfizierten Zellen nach 20 min und 40 min passiver Lyse. Normalisiert wurde die 

Firefly-Luciferase-Aktivität (F) auf die Renilla-Luciferase-Aktivität (R) (F/R). Dargestellt wird die 

relative (rel.) Promotoraktivität. Rechts: Vergleich der Renilla-Lumineszenz von nicht transfizierten 

Zellen (Inkubation von Transfektionsreagenz ohne Plasmid, Autolumineszenz) mit spez. Lumineszenz 

nach 20 min und 40 min passiver Lyse (Transfektion mit insgesamt 1250 ng pDNA). Dargestellt werden 

die Rohwerte in RLU. N=3. Ordinary one-way ANOVA, Mehrfachvergleich mit Tukey’s Korrektur. Ns 

p≥0,05.  
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Um die Lyseeffizienz zu verbessern, wurde zusätzlich eine aktive Lyse durch zweimalige 

Behandlung der Zellen mit LN2 eingesetzt. Abbildung 50 zeigt, dass auch der Einsatz von 

aktiver Lyse brachte keine Verbesserung der Renilla-Lumineszenz und relativen MMP-9 

Promotoraktivität. Es ist davon auszugehen, dass die Transfektionseffizienz unzureichend war. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 50: Transfektionseffizienz zur Ermittlung der MMP-9 Promotoraktivität von BMSCs 
mit aktiver Lyse. 

Relative MMP-9 Promotoraktivität (links) und Renilla-Lumineszenz gemessen in RLU in BMSCs nach 

Transfektion mit Nanocin-Tansfektionsreagenz (Tecrea) nach passiver und aktiver Lyse. Auch der 

Einsatz von aktiver Lyse Die Transfektion erfolgte in adhärenten BMSCs. Es wurden 50.000 Zellen pro 

Well einer 6-Well Platte ausgesät. Die Transfektion erfolgte nach Adhäsion der Zellen nach Nanocin-

Protokoll. Die verwendete pDNA ist Tabelle 5 zu entnehmen. Lysiert wurde mittels passiver Lyse des 

Dual-Luciferase® Reporter Assays (Promega) durchgeführt (20 min, 300 µl PLB/Probe, Einsatz von 

100 µl/Messung). Im Falle der aktiven Lyse wurde zusätzlich zur passiven Lyse eine zweimalige 

Behandlung der Zellen mit LN2 durchgeführt. Links: Vergleich der normalisierten Firefly-Luciferase-

Aktivität von nicht transfizierten und mit 1250ng Plasmid-transfizierten Zellen passiver und aktiver 

Lyse. Normalisiert wurde die Firefly-Luciferase-Aktivität (F) auf die Renilla-Luciferase-Aktivität (R) 

(F/R). Dargestellt wird die relative (rel.) Promotoraktivität. Rechts: Vergleich der Renilla-Lumineszenz 

von nicht transfizierten Zellen (Inkubation von Transfektionsreagenz ohne Plasmid, Autolumineszenz) 

mit spez. Lumineszenz nach passiver und aktiver Lyse (Transfektion mit insgesamt 1250 ng pDNA). 

Dargestellt werden die Rohwerte in RLU. N=3. Ordinary one-way ANOVA, Mehrfachvergleich mit 

Tukey’s Korrektur. Ns p≥0,05; *p<0,05. 
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6.2 Abkürzungsverzeichnis 
 
-x -fach 
(B)MSC(s) mesenchymale Stammzelle(n) (aus dem Knochenmark), engl.: (bone 

marrow-derived) human mesenchymal stem cell(s) 
% Prozent 
°C Grad Celsius 
2D zweidimensional 
3D dreidimensional 
Akt Proteinkinase B 
ALP alkalische Phosphatase 
AP Aktivator Protein 
APS Ammoniumpersulfat 
BCA Bicinchoninsäure (engl.: bicinchoninic acid) 
bp Basenpaare 
BSA bovines Serumalbumin 
CaCl2 Calciumchlorid 
CCL CC-Chemokin Ligand 
CD Unterscheidungsgruppen, engl.: cluster of differentiation 
CDKN engl.: cyclin-dependent kinase inhibitor 
cDNA komplementäre DNA, engl.: complementary DNA 
Cis Carcinoma in situ 
CO2 Kohlenstoffdioxid 
CT Computertomografie 
Cu2+ zweiwertiges Kupferion 
CYP Cytochrom 
DC Dendritische Zelle 
ddH2O bidestilliertes Wasser 
DMEM engl.: Dulbecco's Modified Eagle's Medium 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Desoxyribonukleinsäure, engl.: desoxyribonucleic acid 
DOI Infiltrationstiefe, engl.: depth of invasion 
DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 
EBV Epstein-Barr Virus 
EGFR Epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor, engl.: epidermal growth factor 

receptor 
EMT Epithelial-mesenchymale Transition 
ET-1 Endothelin-1 
EZM Extrazelluläre Matrix 
FACS engl.: flourecence activated cell sorting 
FGF Fibroblastenwachstumsfaktor, engl.: Fibroblast Growth Factor 
FKS/FBS Fetales Kälberserum, engl.: Fetal Bovine Serum 
FSP Fibroblasten-spezifisches Protein 
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FSP Fibroblasten spezifisches Protein 
g Gramm 
GFP grün floureszierendes Protein 
GPI Glycosylphospatidylinositol 
h Stunde 
H2O Wasser 
HD engl. hanging drop 
HLA-DR Humanes Leukozyten Antien Dimer 
HNSCC Tumor des Kopf-, Halsbereich, engl.: head and neck squamous cell carcinoma 
HPV Humanes Papillomvirus 
HSC Hämatopoetische Stammzelle 
IGF engl.: Insulin-like growth factor 
IL Interleukin 
JLÜR Jahres-Überlebensrate 
k.A. keine Angabe 
KD Knockdown 
kDa Kilodalton 
l Liter 
LN2 Flüssiger Stickstoff, engl.: liquid nitrogen 
m männlich 
mA Milliampere 
MACS engl.: magnetic activated cell sorting 
mg Milligramm 
min Minute 
miRNA engl.: microRNA 
ml Milliliter 
mM Millimolar 
mm Millimeter 
MMP Matrixmetalloprotease 
MRT Magnetresonanztomografie 
MT-MMP engl.: membrane-type MMP 
NF-κB engl.:  nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells 
ng Nanogramm 
NK Natürliche Killerzelle 
nm Nanometer 
NNK Nitrosaminketon aus Nikotin 
NO Stickstoffmonoxid 
NOTCH Neurogenic locus notch homolog 
NT Knockdown mit non-targeting siRNA 
OD Optische Dichte 
OSCC Orales Plattenepithelkarzinom, engl.: oral squamous cell carcinoma 
P/S Penicillin und Streptomycin 
P53 Protein 53 
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PBS phosphatgepufferte Salzlösung, engl.: phosphate buffered saline 
pcDNA Plasmid cDNA 
PCI Pittsburgh Cancer Institute 
PD(L)-1 engl.: programmed cell death protein (ligand) -1 
PDGF(R) engl.: platlet-derived growth factor (receptor) 
PDX engl.: patient derived xenograft 
PI3K Phosphatidylinositol 3-Kinase 
pTNM Pathologisch: Tumor, Nodus, Metastasen 
RB1 Retinoblastomgen 
rcf relative Zentrifugalkraft, engl.: relative centrifugal force 
RIPA Puffer Radioimmunoprecipitation assay Puffer 
RLU Relative Lichteinheit, engl.: relative light unit 
RNA Ribonukleinsäure, engl.: ribonucleic acid 
rpm Umdrehungen pro Minute, engl.: revelations per minute 
RT Raumtemperatur 
RUNX2 Runt-related transcription factor 2 
SDF engl.: stromal cell-derived factor 
SDS Sodiumdodecylsulfat 
SH Sulfhydrylgruppe 
siRNA engl.: small interfering RNA 
SMA engl.: Smooth muscle actin 
STAT engl.: Signal transducer and activator of transcription 
STR engl.: short tandem repeats 
TAF Tumor-assoziierter Fibroblast 
TAM Tumor-assoziierter Makrophage 
TCGA The Cancer Genome Atlas 
TEMED N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin 
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UICC franz.: Union international contre le cancer 
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