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Zusammenfassung

Die zervikale Transformationszone (TZ) steht als besondere zervikale Region in
Bezug auf das Vorkommen spezialisierter Zellen sowie einer Suszeptibilitdt fiir
transformierende HPV-Infektionen bereits seit langerer Zeit im Fokus der For-
schung (Herfs et al., 2012; Lopez, 2013; Chumduri et al., 2021). Auch der tonsilldaren
Krypte wird aufgrund ihrer dhnlichen Morphologie und der Assoziation mit
HPV-Infektionen vermehrt Aufmerksamkeit geschenkt (Kang et al., 2015; Rieth et
al., 2018). Sowohl in der Zervix als auch in der Tonsille zeigte sich, dass auch die
lokale Mikroumgebung mafsgeblich am epithelialen Schicksal beteiligt ist (Wu et
al., 2018; Chumduri et al., 2021). In der vorliegenden Dissertation wurden zur Cha-
rakterisierung einer spezifischen Nische zervikale TZ-Fibroblasten detailliert ana-

lysiert sowie eine gemeinsame Nische in Tonsille und Zervix beschrieben.

In Gegenwart von TZ-Fibroblasten kam es zur Freisetzung der 16slichen IL-6Ra
Untereinheit sgp80. Zur Untersuchung des l6slichen Faktors kam das organotypi-
sche 3D-Kulturmodell zum Einsatz, welches eine einzigartige Trennung und Ana-
lyse verschiedener Kompartimente erlaubte. Damit einhergehend war die Expres-
sion der Shedding-Metalloprotease ADAM17 in TZ-Fibroblasten in 3D-Kulturen
gegeniiber exozervikalen Fibroblasten erhoht. In Folge der verstarkten sgp80-
Freisetzung kam es in den TZ-Fibroblasten auch zu einer verstarkten pTyr705-
STAT3-Aktivierung. Dieser Phanotyp ist auch in Krebs-assoziierten Fibroblasten
(CAF) zu beobachten (Bastuck, 2016). Auch der Myofibroblastenmarker a-SMA,
welcher als CAF-Marker dient, war in den TZ-, im Gegensatz zu exozervikalen
Fibroblasten, deutlich induziert, wobei die Expression in Gegenwart von HPV18-
positiven Keratinozyten weiter stieg. Damit einhergehend wurden auch funktio-
nelle Effekte in 3D-Kulturen beobachtet, wie eine geordnete Ausrichtung der Fib-
roblasten, Veranderungen der Basalmembran sowie verstarkte Invasion, MMP-9-
Freisetzung und eine fiir CAFs typische, verstarkte Kollagen-Kontraktion. Letzt-
lich wurde auch eine deutliche Herabregulation der miR-375 in den TZ-
Fibroblasten beobachtet, welche moglicherweise ursachlich fiir den besonderen

Phanotyp der TZ-Fibroblasten sein konnte und weiter untersucht werden sollte.

Neben der Analyse der TZ-Fibroblasten konnte auch eine spezifische Lgr6*-
CD79a*-B-Zell-Subpopulation in Tonsille und zervikaler TZ beschrieben werden,

die eine gemeinsame, spezifische Nische in beiden Geweben charakterisiert.
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Summary

The cervical transformation zone (TZ) has been a focus of research for many years
with special regard to the presence of specialized cells and its susceptibility for
transforming HPV infections (Herfs et al., 2012; Lopez, 2013; Chumduri et al.,
2021). Due to its similar morphology and association with HPV infections, the pal-
atine tonsil has recently gained more attention as well (Kang et al., 2015; Rieth et
al., 2018). In both the uterine cervix and the palatine tonsil, evidence for the pre-
vailing influence of the stromal microenvironment on the epithelial fate is growing
(Wu et al., 2018; Chumduri et al., 2021). In this study, cervical transformation zone
tibroblasts were intensely analyzed to characterize a cervical niche and compare

both cervical and tonsillar microenvironments.

In the presence of transformation zone fibroblasts, the soluble IL-6Ra subunit
sgp80 was shed. The use of organotypic 3D cultures provided a unique tool to
study the release of the soluble factor in a setting mimicking the in vivo situation
and allowing for the separation and analysis of the distinct compartments. The
release of sgp80 was accompanied by an increased expression of the shedding
metalloprotease ADAM1Y7 in transformation zone fibroblasts in contrast to exocer-
vical fibroblasts. As a result of the sgp80 release, the transcription factor pTyr705-
STAT3 was activated in transformation zone fibroblasts, a phenotype which was
previously observed in cancer-associated fibroblasts (CAF) (Bastuck, 2016). In ad-
dition, the myofibroblast marker a-SMA, which is also used as a CAF specific
marker, was markedly induced in transformation zone fibroblasts with further
increase of expression under the influence of HPV18 positive keratinocytes. The
specific phenotype of transformation zone fibroblasts was accompanied by func-
tional effects such as vertical fibroblast alignment, altered structure of the base-
ment membrane and increased invasiveness in organotypic 3D cultures as well as
MMP-9 release and increased collagen-gel contraction characteristic for CAFs. Fi-
nally, transformation zone fibroblasts showed a significantly reduced expression
of miR-375 which might be causally involved in the specific phenotype and should

be subjected to further analysis.

In addition to the detailed analysis of transformation zone fibroblasts, a specific
niche environment present in both palatine tonsil and uterine cervix containing a

specialized Lgr6*/CD79a* B cell subpopulation was characterized.
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1 Einleitung

1.1 Das humane Papillomvirus

Das humane Papillomvirus (HPV) ist ein unbehiilltes DNA-Virus, dessen Genom
als doppelstrangiges Episom vorliegt. Das virale Genom von etwa 8000 bp Lange
liegt in einem ikosaedrischen Kapsid eines Durchmessers von 50 bis 60 nm vor.
Bisher sind insgesamt mehr als 200 Papillomvirus-Typen bekannt, wovon mehr
als 150 human-spezifischer Natur sind (NIAID, 2019). Die humanen Papillomviren
werden je nach Tropismus und DNA-Sequenzunterschieden in fiinf Gattungen
eingeteilt, wobei Typen des Genus a mukosale und kutane Gewebe infizieren
konnen, wohingegen die Genera 3, v, 1 und v ausschliefilich kutane Gewebe infi-
zieren konnen (de Villiers et al., 2004; Doorbar et al., 2015).

Die unterschiedlichen HPV-Typen sind jeweils mit verschiedenen Krankheitsbil-
dern assoziiert. Dabei fithren kutane HPV-Typen wie HPV2 und HPV7 vor allem
zu gutartigen Warzen, wahrend HPV5 und HPV8 mit der autosomal-rezessiven
Erkrankung Epidermodysplasia verruciformis (EV) in Verbindung stehen (Majewski
and Jabtonska, 1995; Patel et al., 2010).

Zudem kann eine Einteilung mukosaler humaner Papillomviren in low-risk (LR)
und high-risk (HR) erfolgen, basierend auf ihrer Fahigkeit die Proliferation von
Keratinozyten zu fordern und diese zu immortalisieren (Schlegel et al., 1988;
Miinger and Howley, 2002; Doorbar et al., 2015). Hierzu tragen vor allem die vira-
len Onkoproteine E6 und E7 bei, welche sich bei low-risk (LR) und high-risk (HR)
HPV-Typen in ihrer Funktion unterscheiden (Werness, Levine and Howley, 1990;
Miinger and Howley, 2002; Doorbar et al., 2015). Hierbei fithren die LR-Typen des
a-Genus wie HPV6 und HPV11 vorwiegend zu Genitalwarzen (Condyloma acumi-
natum), wohingegen HR-Typen zu schwerwiegenden Krankheiten wie Plat-
tenepithelkarzinomen fithren konnen (Doorbar et al., 2015; Egawa and Doorbar,
2017). Bekannte Vertreter der high-risk HPV-Typen sind HPV16 und HPV18, wel-
che gemeinsam fiir mehr als 70 % der Zervixkarzinome verantwortlich sind
(Roden and Wu, 2006).
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1.2 Lebenszyklus des HPV und virale Gene

Der Lebenszyklus des humanen Papillomvirus ist an das Differenzierungspotenti-
al der von ihm infizierten Keratinozyten in einem mehrschichtigen Plattenepithel
gebunden (Taichman, Reilly and LaPorta, 1983). Die unterste Schicht des Plat-
tenepithels wird von den tiber der Basalmembran befindlichen Basalzellen gebil-
det. Ebenso wie die dariiber befindlichen parabasalen Zellen haben Basalzellen
eine runde Form sowie ein hohes Nukleus-Zytoplasma-Verhaltnis. Die Zellen des
Epithels differenzieren distal zu suprabasalen Keratinozyten und schliefilich zu

den oberflachlich gelegenen, verhornten Zellen.
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Abbildung 1: Aufbau des zervikalen Epithels

Das Epithel des zervikalen Gewebes unterscheidet sich im Aufbau je nach Lokalisation. An der
Portio vaginalis uteri befindet sich die Exozervix, die von einem mehrschichtigen, verhornten Plat-
tenepithel bekleidet ist, welches an der squamocolumnar junction (SCJ) in das einschichtige Sau-
lenepithel der Endozervix iibergeht. Die fortschreitende Differenzierung der Keratinozyten im
Plattenepithel ermoglicht eine produktive HPV-Infektion, welche die Freisetzung von infektiosen
Virionen zur Folge hat. Als mdoglicher Infektionsort fiir HPV gelten basale Keratinozyten oder Re-
servezellen. Diese konnen auch fiir die transformierende Infektion, welche zervikale intraepithelia-
le Lasionen und Karzinome zur Folge haben kann, von Bedeutung sein. Bei den Zervixkarzinomen
unterscheidet man im Allgemeinen Plattenepithelkarzinome, die ihren Ursprung im Bereich der
Transformationszone — dem Bereich zwischen Endo- und Exozervix — haben, und solche, die aus
Driisen hervorgehen, den Adenokarzinomen. Auch hier befinden sich subepitheliale Reservezel-
len. Verandert nach Schiffman et al., 2016.
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Die Infektion durch HR-HPV erfolgt in Basalzellen oder Reservezellen in der Zer-
vix an der sogenannten squamocolumnar junction (5CJ), an der das mehrschichtige
Plattenepithel in ein einschichtiges Saulenepithel iibergeht (Herfs et al., 2012;
Doorbar and Gritfin, 2019). Dabei wird HPV durch endozytische Mechanismen in
die in der M-Phase befindliche Wirtszelle aufgenommen (Spoden et al., 2008;
Pyeon et al., 2009; Mikulici¢ and Florin, 2019). Das virale Genom liegt zunachst
episomal in der Wirtszelle vor und besteht aus einer regulierenden long control
region (LCR), den frithen Genen E1 und E2, den akzessorischen frithen Genen E4
und E5, den Onkogenen E6 und E7 sowie den spaten Genen L1 und L2 (Doorbar et
al., 2015). Hierbei spielen E1 und E2 zunachst eine bedeutende Rolle bei der Ge-
nomamplifizierung, wohingegen L1 als Kapsidprotein das ikosaedrische Kapsid

des humanen Papillomvirus bildet (Buck, Day and Trus, 2013).

Generell wird unterschieden zwischen einer produktiven HPV-Infektion, bei der
fortdauernd neue Virionen freigesetzt werden, und einer transformierenden Infek-

tion, die langfristig zur Entstehung von Karzinomen beitragen kann.

Nach der anfanglichen Expression des viralen Episoms in der Wirtszelle wird
schliefslich die Expression weiterer frither Gene, insbesondere der proliferations-
fordernden Gene E6 und E7, initiiert. E2 ist hierbei imstande, kontrare Funktionen
auf die Expression der Onkogene auszuiiben und kann sowohl bei niedriger Ex-
pression als Aktivator als auch bei hoher Expression als Repressor von E6 und E7
dienen (Nishimura et al., 2000). High-risk E6 und E7 beeinflussen die Funktion von
Wirtsgenen, indem sie unter anderem gemeinsam die Tumorsuppressoren p53
und Retinoblastomaprotein (pRb) in ihrer Funktionsweise beeintrachtigen
(Hoppe-Seyler et al., 2018). HR-E7 kann an pRb, welches als Regulator des Zell-
zyklus der Wirtszelle dient, binden und dieses degradieren (Boyer, Wazer and
Band, 1996; Classon and Harlow, 2002). Der hierdurch frei werdende Transkripti-
onsfaktor E2F fiihrt so zum unkontrollierten Fortschreiten des Zellzyklus (Hwang
et al., 2002). Eine dadurch herbeigefiihrte Apoptose wird wiederum durch die HR-
E6-vermittelte p53-Degradation verhindert (Jones, Thompson and Miinger, 1997).
Das Onkoprotein E6 bildet gemeinsam mit dem E6-assoziierten Protein (E6AP)
und p53 einen Komplex, der letztlich zur proteolytischen Degradation von p53
tithrt (Martinez-Zapien et al., 2016). Gemeinsam bewirken die Onkoproteine somit
eine Proliferation der nun deregulierten Keratinozyten und eine fortwahrende

Replikation des viralen Genoms. Da letzteres wahrend einer produktiven Infekti-
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on in Form eines Episoms vorliegt, wird das frithe Gen E2 dauerhaft exprimiert
und kann somit bei einer erhohten E6/7-Expression letztlich zur Repression der
Onkogene fithren und somit eine regulierte Expression der viralen Gene im
Epithel gewahrleisten. Die erneute E2-Induktion fithrt zudem gemeinsam mit den
frithen Genen E1 und E4 sowie den spaten Genen zur viralen DNA-Synthese und
zur Freisetzung von Virionen aus den enddifferenzierten, obersten Epithelzellen
(Johansson et al., 2012; Wang and Roden, 2013). Die Freisetzung der mithilfe der
Kapsidproteine L1 und L2 neu synthetisierten Virionen wird durch die Expression
von E4 gefordert, welches an der Umgestaltung des Keratin-Netzwerkes in den
obersten Zellschichten beteiligt ist (Peh et al., 2004; Q. Wang et al., 2004; Doorbar,
2013).

Im Gegensatz zur produktiven HPV-Infektion besteht bei einer persistierenden,
transformierenden Lasion eine erhohte Chance zur Genomintegration, welche den
ORF des E2-Gens zerstort und somit eine Repression der Onkogene verhindert
(Klaes et al., 1999; Doorbar, 2006; Vinokurova et al., 2008). Somit kommt es zu einer
andauernden, deregulierten Expression der viralen Onkogene E6 und E7, die eine
erhohte Mutationsrate der Wirtszelle fordert und schliefSlich die Entstehung hoch-
gradiger Lasionen und Karzinome begiinstigt (TD Kessis, DC Connolly, L
Hedrick, 1996; Pett et al., 2004).

1.3 HPV-induzierte Krankheiten

Eine Infektion mit HPV kann zu vielfaltigen Krankheitsbildern fithren, von gutar-
tigen Veranderungen bis hin zu Karzinomen (Schiffman et al., 2016). Die pathoge-
ne Wirkung von LR-HPV beschrankt sich dabei meist auf eher gutartige Lasionen
wie mukosale Genitalwarzen und kutane Warzen. Diese Infektionen sind in der
Regel selbstlimitierend und kénnen vom Immunsystem in Schach gehalten wer-
den. Vor dem Hintergrund einer Immunsuppression oder einer genetischen Vor-
erkrankung kann es jedoch auch bereits durch eine Infektion mit HPV-Typen, die
nicht zu den HR-HPV-Typen gehoren, zu schwerwiegenderen Krankheitsbildern
kommen (Doorbar et al., 2015). So sind Betroffene mit der autosomal-rezessiven
Erbkrankheit Epidermodysplasia verruciformis empfanglich fiir eine Infektion mit 3-
HPV-Typen, wie HPV5 und HPV8, was mit einer erhchten Pravalenz EV-

assoziierter Hautkarzinome an sonnenexponierten Stellen einhergeht (Genders et
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al., 2015; Huang et al., 2018).

Insbesondere HR-HPV-Typen sind jedoch auch an der Entstehung von Karzino-
men beteiligt (Schiffman et al., 2016). Mit 56,1 % ist eine Infektion mit HPV die
haufigste durch eine Infektion verursachte Krebsursache bei Frauen weltweit (de
Martel et al., 2020). Nahezu 100 % der Zervix- und 88 % der Analkarzinome sind
auf eine Infektion mit HPV zuriickzufiihren (Alemany et al., 2015; Schiffman et al.,
2016; de Martel et al., 2020). Gerade bei Oropharynxkarzinomen (OPSCC) variiert
der Anteil der auf eine HPV-Infektion zuriickzufiihrenden Karzinome stark zwi-
schen einzelnen in Untersuchungen betrachteten Landern. So konnte eine retro-
spektive Studie zur Analyse der HPV-Pravalenz in OPSCC in den USA eine HPV-
Pravalenz von 70 % zwischen 2000 und 2004 feststellen, wohingegen Studien in
Deutschland stark schwankende Zahlen zwischen 21 % und 71 % fiir die Jahre
2000 und 2013 hervorbrachten (Chaturvedi ef al., 2011; Reuschenbach et al., 2019).
Eine landeriibergreifende Studie zur Analyse in OPSCC aus 44 Landern zeigte
eine HPV-DNA-Pravalenz von 45,8 % (Ndiaye et al., 2014).

1.3.1 Das Zervixkarzinom

Das Zervixkarzinom stellt mit einer Pravalenz von 6,5 % noch immer die vierthau-
tigste Krebserkrankung bei Frauen weltweit dar (Sung et al., 2021). Weit mehr als
90 % aller Zervixkarzinome sind dabei HPV-positiv (Walboomers et al., 1999; Chan
et al., 2019). Eine Infektion mit HPV wird bei intaktem Immunsystem meist inner-
halb einiger Monate von diesem erkannt und bekdampft, wodurch die Prasenz von

HPV-DNA nicht zwangslaufig mit einer klinischen Manifestation einhergeht.

Ein Problem stellen persistierende HR-HPV-Infektionen dar, die zur Transforma-
tion des Zervixgewebes und {iiber Vorstufen, die sogenannten zervikalen in-
traepithelialen Neoplasien (CIN), langfristig zur Entstehung eines Zervixkarzi-
noms fithren konnen (Schlecht et al., 2001). Diese Vorstufen werden je nach Schwe-
regrad der Lasion in eine niedriggradige CIN1 oder hochgradige CIN2 und CIN3
eingeteilt, wobei der Grad der Proliferation des Plattenepithels mit dem Schwere-
grad der Lasion zunimmt und somit die differenzierungsgebundene Freisetzung
von Virionen allmahlich verhindert wird (Middleton ef al., 2003). Diese Zunahme
des Anteils proliferierender Zellen im Epithel wird durch die Dysregulation der

Onkogene E6 und E7 verursacht und geht meist mit einer Integration des viralen
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Genoms ins Wirtsgenom einher (Klaes et al., 1999). Ein Grofdteil der CIN1-
Lasionen entwickelt sich im Laufe der Jahre wieder zuriick und nur etwa 20 %
tithren zu einer CIN2-Lasion. Moscicki et al. konnten zeigen, dass nach drei Jahren
nur 68 % der CIN2 wiederum zu einer CIN3-Lasion fortschreiten. Die Progressi-

onsrate zu einem Plattenepithelkarzinom betragt hier etwa 40 %.
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Abbildung 2: Progression einer Neoplasie zum Zervixkarzinom

Eine produktive Infektion zeichnet sich vor allem durch die Expression der Gene E4, L1 und L2 in
den obersten Epithelschichten (im Schema in griin dargestellt) aus, welche mit der viralen DNA-
Synthese und Freisetzung von neuen Viruspartikeln einhergeht. Wahrend der produktiven Lasion
erfolgt die Expression der Onkogene E6 und E7 (im Schema in rot dargestellt) {iberwiegend regu-
liert. Im Gegensatz zu niedriggradigen Lasionen (CIN1) nimmt in hochgradigen Lasionen (CIN2/3)
das Verhiltnis von proliferierenden zu differenzierten Zellen zu (in der Immunfluoreszenz darge-
stellt durch die Expression des Zellzyklusmarkers MCM in rot und die spéten viralen Gene in
griin). Nach Jahren und Jahrzehnten kann es, einhergehend mit der Integration der viralen DNA
ins Wirtsgenom sowie Mutationen, zur Entstehung eines Karzinoms kommen. Aus Schiffman et al.,
2016.

Abzugrenzen von den iiber Neoplasien entstehenden Plattenepithelkarzinomen
sind die zervikalen Adenokarzinome, die sich von ersteren in ihrer Entstehung
unterscheiden und aus Driisenzellen hervorgehen und welche nur etwa 20 % der
zervikalen Karzinome ausmachen (Berrington De Gonzalez and Green, 2007; Gien,

Beauchemin and Thomas, 2010).

Die lange Dauer der Progression von normalem Zervixgewebe iiber die Neopla-
sien hin zum Plattenepithelkarzinom ermoglicht eine frithzeitige Diagnose und
Therapie. Seit seiner Einfiihrung gilt der zytologische Pap-Test als Goldstandard
der Zervixkarzinom-Diagnostik und hat seit seiner routinemafiigen Einfithrung zu
einer Reduktion der Mortalitit um bis zu 80 % gefiihrt (Mahlck, Jonsson and
Lenner, 1994). Eine Kombination der zytologischen Untersuchung mit einer HR-

HPV-Detektion kann die Sensitivitat weiter erhchen (Ronco et al., 2010; Pimple,
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Mishra and Shastri, 2016). Dennoch sind weitere Verbesserungen, insbesondere
ein an Entwicklungslander angepasstes Screening, notwendig, um die Pravalenz
des Zervixkarzinoms weiterhin weltweit zu senken. Wahrend die Mortalitat unter
Frauen weltweit im Jahr 2018 bei 7,5 % lag, liegt die einiger Schwellen- und Ent-
wicklungslander — wie Indien mit einer Mortalitat von 19,3 % — deutlich hoher
(WHO, 2018).

Die Entwicklung und Einfiihrung eines prophylaktischen HPV-Impfstoffes hat die
HPV-Pravalenz sowie die Rate anormaler zytologischer Diagnosen, insbesondere
in Landern mit hoher Impf-Compliance, deutlich gesenkt (Tanaka et al., 2017; Patel
et al., 2018). So konnte eine Studie in Schottland zeigen, dass eine Testgruppe 20-
jahriger, geimpfter Frauen eine um 89 % reduzierte Pravalenz von CIN3+ gegen-
iiber der Kontrollgruppe gleichaltriger, ungeimpfter Frauen haben (Palmer et al.,
2019). Derzeit gibt es zwei in Deutschland zugelassene Impfstoffe, welche nicht-
infektiose VLP aus dem Kapsidprotein L1 enthalten, darunter der 2016 eingefiihr-
te, nonavalente Impfstoff Gardasil9 (gegen HPV6, HPV11, HPV16, HPVIS,
HPV31, HPV33, HPV34, HPV45, HPV52 und HPV58) (McLemore, 2006). Die
STIKO des Robert Koch-Instituts empfiehlt derzeit eine HPV-Impfung fiir Mad-
chen und Jungen im Alter von neun bis 14 Jahren (“Wissenschaftliche
Begriindung fiir die Empfehlung der HPV-Impfung fiir Jungen im Alter von 9 bis
14 Jahren,” 2018).

Trotz der Einfithrung der prophylaktischen Impfung ist das diagnostische Scree-
ning als sekundare Praventionsmafinahme noch immer von grofier Bedeutung. So
ist die Verfiigbarkeit und Durchfiihrung der Vakzine in Schwellen- und Entwick-
lungslandern noch immer nicht flaichendeckend gewahrleistet (Wigle, Coast and
Watson-Jones, 2013; Bruni et al., 2016). Auch in Deutschland liegt die Impfquote
mit 43 % bei 15-jahrigen Madchen weit unter den Erwartungen (Rieck et al., 2020).
Zudem werden selbst bei hoher Impf-Compliance noch mehrere Generationen, die
aus dem Impfraster fallen, diagnostische Mafsnahmen in Anspruch nehmen miis-

sen, um eine Verringerung der Zervixkarzinom-Pravalenz zu erreichen.

Eine friihzeitige Erkennung durch Screening-Mafinahmen oder gar eine Praventi-
on durch HPV-Impfungen ist auch insbesondere aufgrund der invasiven Thera-

pieverfahren, wie Ablation und Exzision, notwendig.
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1.3.2 Kopf-Hals-Karzinom (HNSCC)

Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches (HNSCC) umfassen Karzinome
der Mundhohle, des Oro-, Naso- und Hypopharynx sowie des Larynx und der
Trachea und stellen somit eine relativ heterogene Gruppierung dar. Mit einer In-
zidenz von 890 000 Fallen weltweit und 450 000 Todesfallen 2018 stellen sie eine
tir die Forschung bedeutende Erkrankung dar (Johnson et al., 2020). Historische
Risikofaktoren fiir die Entstehung von HNSCC umfassen Alkoholkonsum und
Rauchen (Sturgis, Wei and Spitz, 2004). In den letzten Jahrzehnten jedoch ist der
HPV-Infektion in HNSCC, insbesondere in Oropharynxkarzinomen, jedoch eine
wachsende Bedeutung zuteilgeworden (Chaturvedi et al., 2008). HPV-induzierte
Karzinome und solche, die durch Alkohol- und Zigarettenkonsum bedingt sind,
unterscheiden sich sowohl in der molekularbiologischen Grundlage der Karzino-
genese als auch in Therapieansprechen und -erfolg (Leemans, Snijders and
Brakenhoff, 2018). So sprechen HPV-positive HNSCCs wesentlich besser auf eine
Chemo- oder Radiotherapie an und tragen in der Regel weniger genetische oder
epigenetische Veranderungen (Chaturvedi et al., 2008; Dayyani et al., 2010). Insbe-
sondere der Tumorsuppressor p53 ist in HPV-negativen gegeniiber HPV-positiven
HNSCC haufig mutiert (Brachmann et al., 1992; Kumar et al., 2008, Hong et al.,
2016).

Von den HPV-positiven HNSCCs ist der Grofsteil im Oropharynx, dessen Karzi-
nogenese zudem am besten erforscht ist, lokalisiert (24,9 %) (Castellsagué et al.,
2016). Insbesondere die Gaumentonsille (Tonsilla palatina, im Folgenden kurz als
, Tonsille” bezeichnet) ist haufig von einer karzinogenen HPV-Infektion betroffen,
wobei etwa 50 % der Tonsillenkarzinome HPV-positiv sind (Syrjanen, 2004). Inte-
ressanterweise erfolgt in gesunden Tonsillen jedoch nur selten eine HPV-
Detektion im Vergleich zum gesamten Kopf-Hals-Bereich (Palmer et al., 2014;
Combes et al., 2017). Dies konnte durch die besondere Architektur der Gaumen-
tonsille und ihre Bedeutung in der Immunabwehr bedingt sein (Leemans, Snijders
and Brakenhotff, 2018). Als moglicher Infektionsort fiir HPV gilt hier die verzweig-
te Kryptenstruktur, welche nur ein einschichtiges, siebartiges Epithel aufweist und

eine produktive Infektion somit moglicherweise nicht erlaubt (Syrjanen, 2004).

Im Gegensatz zu den alkohol- und tabakbedingten HPV-negativen HNSCC steigt
die Pravalenz der HPV-induzierten OPSCCs stetig an. So stieg der Anteil HPV-
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positiver OPSCC zwischen 1995 und 2012 in Mannern von 36 % auf 72 %, der der
Frauen von 29 % auf 77 % (D’Souza et al., 2017).

1.4 Aufbau des Gebarmutterhalses und der Gaumenmandel

Die Empfanglichkeit der Zervix und des Kopf-Hals-Bereichs, insbesondere der
Tonsille, fiir eine transformierende HPV-Infektion lasst auf molekulare und struk-
turelle Ahnlichkeiten beider Gewebe schliefen. In der Tat findet sich ein dhnliches
Expressionsmuster verschiedener Marker sowohl in der zervikalen squamocolum-
nar junction als auch in der tonsillaren Krypte, welche in der Tonsille als vermeint-

licher Hauptinfektionsort gilt (Westra, 2012; Morbini et al., 2015).
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Abbildung 3: Vergleich der zervikalen Transformationszone und der tonsillaren Krypte

In der Zervix kommt es an der SCJ im Bereich der Transformationszone zum Ubergang von mehr-
schichtigem Plattenepithel zu einem einschichtigen Sdulenepithel (schematisch dargestellt in (A),
immunhistochemische Farbung fiir p63 (C)). Auch in der Gaumenmandel kommt es zum Uber-
gang vom Plattenepithel der Tonsillen-Oberflache zu einem einschichtigen Epithel der tonsilldren
Krypte. Im Gegensatz zum zervikalen Saulenepithel ist das Epithel der tonsillaren Krypte jedoch
retikuldrer Natur (schematisch dargestellt in (B), HE (D)). Verandert nach Kang et al., 2015;
Schiffman et al., 2016.
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1.4.1 Die zervikale Transformationszone

Der Gebarmutterhals verbindet Vagina und Uterus und wird aus verschiedenen
Epithelarten gebildet. Das untere Ende des Gebarmutterhalses bildet ein mehr-
schichtiges Plattenepithel, welches als Exozervix bezeichnet wird und schliefdlich
auf ein einschichtiges Saulenepithel, die Endozervix, trifft. Der Ubergang dieser
beiden Epithelarten ineinander wird als SCJ bezeichnet. Nach der Adoleszenz
durchgehen die Sdulenepithelzellen mit zunehmendem Alter — unter Einfluss von
Hormonen und des sauren Vaginalsekrets — metaplastische Veranderungen,
wodurch das Saulenepithel durch Plattenepithel ersetzt wird und sich die Lokali-
sation der SCJ in Richtung Endozervix verschiebt (Singer, 1975). Der Abschnitt
zwischen urspriinglicher und gegenwartiger SCJ wird als Transformationszone

bezeichnet.

In unmittelbarer Nahe dieser Transformationszone befinden sich unter den Ba-
salzellen liegende Reservezellen, die stammzellahnliche Charakteristika besitzen
und lange als Zielzelle einer HPV-Infektion vermutet wurden (Smedts et al., 1992;
Martens et al., 2004). Auch die SCJ-Zellen selbst gelten als vermeintliche Zielzelle,
da auch morphologisch unauffillige SCJ-Zellen nachweislich HPV-infiziert sein
konnen (Mirkovic et al., 2015). Herfs et al. postulierten eine Beteiligung einer spe-
ziellen SCJ-Zellpopulation, die sich durch die Expression der Marker Krt7, ARG2,
CD63, MMP-7 und GDA auszeichnet, an der Entstehung des Zervixkarzinoms.

Wahrend die vorherrschende Meinung bisher war, dass eine bestimmte Zellpopu-
lation infiziert werden muss, um eine transformierende Lasion hervorzurufen und
diese sich moglicherweise von der zu infizierenden Zellpopulation zur Entste-
hung einer produktiven Lasion unterscheidet, gewinnt allmahlich auch der Ein-

fluss des Mikromilieus eine bedeutende Rolle (Doorbar and Griffin, 2019).

So konnten Chumduri et al. zeigen, dass eine Veranderung stromaler Faktoren
einen Wechsel zwischen exozervikalem und endozervikalem Schicksal bewirkt. In
Gegenwart einer vom Stroma ausgehenden Wnt-Expression wird die Entstehung
von Saulenepithelzellen gefordert, wohingegen die Suppression des Wnt-
Signalweges die Entstehung einer Metaplasie fordert (Chumduri et al., 2021). Die
unterschiedliche Wirkung von Signalen des Mikromilieus auf das Epithel basiert
Chumduri et al. zufolge zudem auf unterschiedlichen Subpopulationen von

Stammzellen.
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1.4.2 Die tonsillare Krypte

Tonsillenkarzinome stellen den haufigsten HPV-assoziierten Kopf-Hals-Tumor
dar (Syrjanen, 2004; Ndiaye et al., 2014; Haeggblom et al., 2017). Auch hier variiert
die HPV-Pravalenz zwischen einzelnen Landern stark, beispielsweise zwischen
14 % in Indien und bis zu 89 % in den USA (Dahlstrom et al., 2015; Bhosale et al.,
2016). Als Bestandteil des lymphatischen Systems ist die Tonsille zentral an der
Immunantwort beteiligt (Nave, Gebert and Pabst, 2001). Das dufsere Epithel der
Tonsille ist weit verzweigt in tiefe Strukturen, die sogenannten Krypten, welche
eine deutliche Vergrofierung der Oberfldche bewirken. Dabei ist das oberflachliche
Plattenepithel dhnlich dem der Zervix aufgebaut und zum Stroma hin von einer
Basalmembran abgegrenzt. Die Krypten hingegen bestehen aus einem diskontinu-
ierlichen, siebartigen Epithel aus einzelnen Keratinozyten (Perry, 1994). Die Ba-
salmembran ist dabei immer wieder unterbrochen, was die Immunfunktion der
Tonsille unterstiitzt, indem Lymphozyten und Effektorzellen effektiv aus der Ton-
sille in die Lymphfliissigkeit abgegeben werden konnen. Somit bildet die dufsere
Schicht der Krypte ein loses Netzwerk aus Epithelzellen, Immunzellen und

Stroma.

Morbini et al. konnten ein ahnliches Expressionsprofil spezifischer Marker entlang
der Tonsillenkrypte und der zervikalen SCJ zeigen. Die Bedeutung der tonsillaren
Krypte bei der Infektion durch HPV zeigt sich zudem durch die Existenz speziel-
ler CD44*/NGFR*-Progenitorzellen, welche nach einer ektopischen HPV-Onkogen-
Expression im organotypischen 3D-Kulturmodell eine gestorte Differenzierung

zugunsten einer erhohten Proliferation zeigen (Kang et al., 2015).
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1.5 Beteiligung von definierten Nischen an der Homoostase von
Stammzellen und Unterstiitzung der klonalen Kapazitat von Tu-

morstammazellen

Stammzellen stellen eine Subpopulation von Zellen in einem jeweiligen Gewebe
dar, die zum einen die Fahigkeit zur Selbsterneuerung haben sowie als multipo-
tente Zellen in verschiedene Zelltypen differenzieren konnen und so die Entste-
hung vielfdltiger Zellen im Gewebe bewirken (Zakrzewski et al., 2019). Multipo-
tente Stammzellen befinden sich meist innerhalb einer definierten Nische, also
einer spezifischen Mikroumgebung, die mafigeblich an der Homoostase der
Stammzellentwicklung beteiligt ist. Diese ist fiir ein balanciertes Verhaltnis zwi-
schen Selbsterneuerungs- und Differenzierungspotential unabdingbar, um eine

kontrollierte Stammzellentwicklung zu ermoglichen (Li and Xie, 2005).

Die Existenz einer spezifischen Nische wurde erstmals 1978 von R. Schofield pos-
tuliert. Die Nische ist demnach definiert als lokale Mikroumgebung der Stamm-
zelle sowie weiterer darin angesiedelter Zellen und von diesen produzierten Fak-
toren und Signalmolekiilen. Somit werden reziproke Interaktionen zwischen der
Stammzelle und ihrer Nische ermdglicht. Zellen in der Stammzellnische konnen
sowohl Nachkommen der zugehorigen Stammezelle selbst als auch anderen zellu-

laren Ursprungs sein (Hsu and Fuchs, 2012).

Adulte Stammzellen konnten bisher in vielen Gewebetypen, wie zum Beispiel im
Haarfollikel, Diinndarm und der Haut, identifiziert werden (Leushacke and
Barker, 2012). Trotz ihrer unterschiedlichen Lokalisierung sind haufig dhnliche
Signalwege an der Stammzell-Nischen-Interaktion beteiligt (Li and Xie, 2005). Ins-
besondere der Wnt-Signalweg und mit ihm assoziierte Faktoren sind von grofier

Bedeutung bei der Stammzell-Homdoostase (Katoh and Katoh, 2007).

Der besondere Aufbau des Diinndarms in Zotten und Krypten erlaubt eine funk-
tionelle Einteilung verschiedener Abschnitte, wobei sich die spezifischen Stamm-
zellen tief an der Basis der Krypte befinden (Barker et al., 2007). Die intestinalen
Stammzellen exprimieren vermehrt Wnt-Rezeptoren, wie unter anderem die leuci-
ne-rich repeat (LRR)-containing G-protein coupled receptors Lgrd und Lgr5 (Leushacke
and Barker, 2012). Benachbarte Paneth-Zellen hingegen setzten vermehrt Wnt-

Liganden in die Mikroumgebung frei und stellen somit einen zentralen Bestand-
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teil der intestinalen Nische dar (Sato et al., 2011).

Die Beteiligung von Lgr-exprimierenden Zellen an der Stammzellnische zeigte
sich auch in anderen Geweben, wie dem Haarfollikel und der Haut (Tumbar et al.,
2004; Jaks et al., 2008). Die Haarfollikel-Stammzellen (HFSC) konnen sowohl zur
Entstehung von Haarzellen als auch Epidermis- und Driisenzellen beitragen
(Nowak et al., 2008). Diese Stammzellen sind durch die Expression von Lgr6 cha-
rakterisiert und konnen auf Wnt-unabhiangige Weise an der Entstehung unter-
schiedlicher Hautzellen beteiligt sein (Snippert et al., 2010). Dahingegen kann die
Wnt-vermittelte -Catenin-Stabilisierung an der Proliferation von HFSCs und der
Entstehung von Haarzellen beteiligt sein (Gat et al., 1998; Moore and Lemischka,
2006). Desweiteren konnte eine Beteiligung Lgr5-exprimierender Haarfollikel-
Stammzellen an der Entstehung HPV-induzierter Tumore gezeigt werden (Da
Silva-Diz et al., 2013). Tumbar et al. konnten zudem verschiedenste Nischenfakto-
ren, wie Zellzyklusregulatoren, Wnt-Faktoren und Proteine der extrazelluldren
Matrix (ECM) als Bestandteil der Mikroumgebung von Haut-Stammzellen identi-

fizieren.

Auch in der Zervix zeigte sich eine Beteiligung verschiedener, lokal und zeitlich
begrenzt exprimierter Faktoren am Schicksal des Epithels (Chumduri et al., 2021).
Die Arbeitsgruppe um Chumduri et al. konnte zeigen, dass sich verschiedene Sig-
nale der Mikroumgebung ganz spezifisch auf das Wachstum von Stammzellen der
Zervix auswirken konnen, wobei auch hier der Wnt-Signalweg eine bedeutende
Rolle einnimmt. Des Weiteren postulieren Chumduri et al., dass zwei unterschied-
liche Zellpopulationen auch fiir die Entstehung der beiden unterschiedlichen Kar-
zinomarten der Zervix — dem Plattenepithel- und dem Adenokarzinom — verant-

wortlich sind.

In der ebenfalls HPV-suszeptiblen Tonsille konnten Kang et al. entlang der tonsil-
laren Krypte die Prasenz von Progenitorzellen zeigen, die den Nerve growth factor
receptor (NGFR) exprimieren. Die tonsillare Nische wurde durch die Expression

der Aldehyddehydrogenase ALDH1A1, welche wahrend der Tumorgenese ab-

nimmt, erstmals weitergehend charakterisiert (Wu et al., 2018).

Gemeinsam zeigen die Erkenntnisse aus Zervix und Tonsille, dass Stammzellen in
Form von Krebsstammzellen (CSC) auch bei der Tumorentstehung eine grofie Rol-

le spielen (Bruno and Smith, 2011). Sie verfiigen mit ihrer Fahigkeit zur Selbster-
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neuerung und Multipotenz tiber ideale Voraussetzungen fiir die Entstehung von

prakanzerogenen Lasionen und Karzinomen.

1.5.1 Krebs-assoziierte Fibroblasten

Die Entstehung und Progression von Tumoren erfolgt nicht alleine durch Krebs-
stammzellen, sondern auch durch den Beitrag stromaler Zellen — wie Immunzel-
len, Endothelzellen, Fibroblasten und der extrazellularen Matrix sowie assoziier-
ten Faktoren — welche die Tumornische ausmachen (Pietras and Ostman, 2010).
Durch die Interaktion maligner und nicht-maligner Zellen kommt es letztlich zum
Voranschreiten des Karzinoms sowie zur verstdarkten Invasion und potentiellen

Metastasierung.

Zentraler Bestandteil dieser Tumornische sind sogenannte Krebs-assoziierte Fib-
roblasten (cancer-associated fibroblasts, kurz CAF). Der exakte Mechanismus zur
Differenzierung von normalen Fibroblasten zu CAFs und deren Aktivierung ist
noch immer Gegenstand der Forschung (Résanen and Vaheri, 2010). Im Stroma
angesiedelte Fibroblasten sind fiir die Synthese und Freisetzung diverser Bestand-
teile der ECM, wie Kollagen und Fibronectin, verantwortlich (LeBleu and Kalluri,
2018). Eine besondere Rolle erfiillen Fibroblasten bei dem Prozess der Wundhei-
lung indem sie eine verstarkte Aktivierung der ECM fordern (Bainbridge, 2013).
Aufgrund fehlender, eindeutiger Marker fiir Fibroblasten erfolgt eine Klassifizie-
rung in Kombination der spindelférmigen Morphologie und der Expression eines
Fibroblasten-assoziierten Markers wie Vimentin (Sahai et al., 2020). Mithilfe weite-
rer Marker wie dem a-smooth muscle actin (a-SMA) und dem Fibroblast activation
protein alpha (FAP) lassen sich bestimmte Fibroblasten-Subtypen wie CAFs weiter
charakterisieren (Fearon, 2014; Nurmik et al., 2020).
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Abbildung 4: Komplexer Aufbau der Tumornische und Vorkommen von Krebs-assoziierten Fib-
roblasten

Fiir das Fortschreiten eines Karzinoms sind nicht nur die Tumorzellen selbst von Bedeutung, son-
dern auch weitere Zellarten, die sich in der direkten Ndhe der Tumorzellen befinden und durch
direkte oder indirekte Interaktion die Tumorprogression und Metastasierung fordern. Diese Zellen
bilden die spezifische Tumornische. Zentraler Bestandteil dieser Nische sind, neben der extrazellu-
laren Matrix, Krebs-assoziierte Fibroblasten, kurz CAFs. Nicht dargestellt sind weitere zellulédre
Bestandteile wie T-Zellen, NK-Zellen sowie Endothelzellen. Adaptiert nach Kobayashi et al., 2019.

Als Teil der Mikroumgebung des Tumors konnen CAFs sowohl tumorfordernd
als auch tumorhemmend wirken (Ozdemir et al., 2014; Rhim et al., 2014; Borriello
et al., 2017; Sahai et al., 2020). Im Pankreas konnte eine verstarkte Proliferation der
Tumorzellen durch die CAF-vermittelte Freisetzung von Exosomen demonstriert
werden (Richards et al., 2017). Sowohl im Kolon- als auch im Ovarialkarzinom
konnte eine verstirkte Angiogenese nachgewiesen werden (Zhang et al., 2011;
Nagasaki et al., 2014). Nagasaki et al. konnten in Kolonkarzinomen eine erhohte IL-
6-vermittelte VEGF (vascular endothelial growth factor)-Expression in CAFs nachwei-
sen. Im Ovarialkarzinom zeigte sich eine Korrelation von Metastasierung und er-

hohter, stromaler CAF-Prasenz in vivo. Zudem sind CAFs mafsgeblich an der Pro-
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gression, Invasion und der epithelial-mesenchymalen Transition (EMT) sowie
dem Umbau der extrazelluldiren Matrix beteiligt (Sugihara et al.,, 2015; Alba-
Castellon et al., 2016; Erdogan and Webb, 2017). Knuchel et al. konnten 2015 einen
direkten Kontakt von CAFs zu Tumorzellen nachweisen und somit die dynami-
schen Moglichkeiten der interzelluliren Kommunikation in der Tumornische de-

monstrieren.

An der Aktivierung Krebs-assoziierter Fibroblasten sind vermutlich eine Vielzahl
von Mechanismen beteiligt (Sahai et al., 2020). Unter anderem konnte ein Beitrag
physischer Verdanderungen der ECM zur Fibroblasten-Aktivierung nachgewiesen
werden (Calvo et al., 2013; Wei et al., 2015). Demnach fiihren die mechanischen
Veranderungen der ECM zu einer verstarkten Aktivierung des Transkriptionsfak-
tors YAP1 (yes-associated protein 1) und der damit verbundenen Downstream-
Effektoren, die die Krebs-assoziierten Fibroblasten charakterisieren und gleichzei-
tig eine weitere Festigung der extrazellularen Matrix zur Folge haben. In einem
Feed-Forward-Loop wird die Expression von YAP1 weiter verstarkt (Calvo et al.,
2013). Dariiber hinaus sind auch Zytokine wie TGF-$ an der Aktivierung von
CAFs beteiligt (Chen et al., 2009).

Gleichzeitig werden einige dieser l6slichen Faktoren aber auch von den Krebs-
assoziierten Fibroblasten selbst sezerniert und tragen zu deren Funktion bei. Die
Effekte von CAFs in der Tumornische konnen funktionell in die Interaktion mit
Tumorzellen, die Beeinflussung des Immunsystems, die Forderung der Angioge-
nese und die Umstrukturierung der ECM eingeteilt werden (Kobayashi et al.,
2019). Sezerniertes IL-6 und Wnt konnen durch Interaktion mit Krebszellen die
Tumorprogression fordern (Fu et al., 2011; Qin et al., 2018). Losliche Faktoren der
CAFs werden haufig auch in Exosomen freigesetzt. Auch eine direkte Interaktion
von CAFs und Tumorzellen, die unmittelbar zur Invasion letzterer fiihrt, konnte
gezeigt werden. Dabei kann es durch Ausiibung von Zugkriften zur MMP-
unabhédngigen Perforation und Remodellierung der Basalmembran kommen
(Glentis et al., 2017). Zudem kann eine Cadherin-vermittelte Bildung von Zell-Zell-
Verbindungen eine durch ,Ziehen” bewirkte Invasion der Tumorzellen hervorru-
fen (Ewald, 2017). Eine Freisetzung des Chemokins CXCL12 tragt in unterschiedli-
cher Weise zur Tumorgenese bei, indem einerseits eine direkte Wirkung auf die
Invasion von Tumorzellen genommen wird sowie andererseits eine immunsupyp-

rimierende Wirkung durch Beeintrachtigung der T-Zell-Immunantwort erfolgt
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(Feig et al., 2013; Fearon, 2014). Die T-Zell-Proliferation und damit verbundene
Immunantwort wird zudem durch die Expression von TGF-3 weiter unterdriickt
(Takahashi et al., 2017). Die Angiogenese im Tumorgewebe wird unter anderem
durch Freisetzung von CXCL12 und VEGEF initiiert, wobei letzterer durch weitere
Signale aus der Tumormikroumgebung in CAFs verstarkt aktiviert wird und ge-
meinsam mit der Matrixmetalloprotease MMP-7 die Gefafibildung fordert (Ito et
al., 2007). Die Umgestaltung der extrazelluliren Matrix stellt einen kritischen
Schritt in der Migration und Invasion von Tumorzellen dar und wird unter ande-
rem durch eine CAF-vermittelte Quervernetzung von Kollagen sowie eine veran-
derte Anordnung von Fibronectin unterstiitzt (Pankova et al., 2016; Attieh et al.,
2017; Erdogan, Ao, Lauren M White, et al., 2017).

1.6 Bedeutende Signalwege in der Karzinogenese der Zervix und des

Kopf-Hals-Bereiches

1.6.1 Der STAT3-Signalweg

Der signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) ist in verschiedenen
Karzinomen aktiviert und tragt auf unterschiedliche Weise zu deren Progression
bei. Eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors erfolgt als Reaktion auf verschie-
dene Stimuli wie Stress, Onkogene und UV-Exposition mithilfe verschiedener
spezifischer Rezeptoren (Yu, Pardoll and Jove, 2009). Zytokinrezeptoren, die auf
eine Stimulation mit Zytokinen der IL-6-Familie — wie OSM, IL-6 und LIF - reagie-
ren, fithren zu einer Januskinase (JAK)-vermittelten STAT3-Aktivierung durch
Phosphorylierung, beispielsweise des Tyrosinrests 705 (pTyr705-STAT3) (Hibi,
Nakajima and Hirano, 1996). Durch diese Phosphorylierung kommt es zu einer
Bildung von Dimeren, welche in den Nukleus translozieren und dort die Expres-

sion verschiedener Zielgene aktivieren.

STAT3 wird eine meist tumorfordernde Rolle in verschiedenen Krebsarten zuge-
schrieben. Dabei tragt eine STAT3-Aktivierung tiberwiegend zur Proliferation der
Tumorzellen sowie der Regulation inflammatorischer Signalwege bei. In Kolitis-
assoziierten Karzinomen sowie in Glioblastomen konnte eine Korrelation der
STAT3-Aktivierung mit einer schlechten klinischen Prognose gezeigt werden
(Grivennikov et al., 2009; Fan et al., 2015). In Tumoren des Kopf-Hals-Bereichs
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zeigte sich, dass eine STAT3-Aktivierung durch verstarkte Expression des pro-
grammed cell death protein 1 (PD-1) und dessen Liganden an der Induktion einer
immunsupprimierenden Antwort beteiligt ist und gleichzeitig als potentielles
Therapie-Target dienen kann, da sie essentiell an der Férderung des Tumorwachs-
tums beteiligt ist (Rubin Grandis et al., 1998; Fan et al., 2015; Bu et al., 2017). Die
Rolle von STAT3 in der Immunmodulation und -evasion von Tumoren tragt
gleichzeitig zu dessen protumorigener Funktion bei (T. Wang et al., 2004; Schroer
et al., 2011). In B-Zellen einer chronischen lymphatischen Leukdmie sind STAT1
und STAT3 im Vergleich zu normalen B-Zellen verstarkt aktiviert (Frank, Mahajan
and Ritz, 1997). Auch in der Hautkarzinogenese zeigte sich mithilfe von knock-out-
und Uberexpressionsexperimenten eine Beteiligung von STAT3 (Chan et al., 2004).
Die Arbeitsgruppe um Andrea et al. konnte zeigen, dass HPV8-transgene Mause
mit einer Keratinozyten-spezifischen STAT3-Heterozygotie gegeniiber HPVS-
transgenen STAT3-Wildtyp-Mausen eine deutlich héhere Uberlebenswahrschei-
nichkeit haben und weniger haufig Tumore entwickeln. Hier zeigt sich die Bedeu-
tung von STAT3 an der HPV8-vermittelten Hautkarzinogenese (Andrea et al.,
2010).

Auch die Mikroumgebung eines Tumors wird durch die Regulierung von STAT3
beeinflusst. So kommt es in aktivierten Fibroblasten durch die Expression von
FAP, welches auch als CAF-Marker dient, zur pSTAT3-vermittelten CCL2-
Induktion, die zur Rekrutierung von myeloiden Suppressorzellen fiihrt und somit
letztlich zur Tumorprogression beitragt (Yang et al., 2016). In vivo korreliert eine

starke FAP-Expression mit einer schlechten Uberlebenschance.

Allerdings konnte der STAT3-Aktivierung in einigen Tumoren auch eine positive
Auswirkung auf das Uberleben zugeschrieben werden. In nodal-negativem Brust-
krebs zeigte sich, dass eine Kernlokalisation von pTyr705-STAT3 mit einem lange-
ren Uberleben assoziiert ist (Dolled-Filhart et al., 2003).

Die Aktivierung von pSTAT3 spielt auch in der zervikalen Karzinogenese eine
zentrale Rolle. So konnte eine verstarkte pSTAT3-Aktivierung im Zervixkarzinom
als forderlich fiir die Karzinogenese identifiziert werden und eine IL-6-vermittelte
pSTAT3-Aktivierung zur Induktion von VEGF — und somit einer verstarkten An-
giogenese und potentiellen Metastasierung — beitragen (Wei et al., 2003; Chen et al.,
2007). Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass die Aktivierung von pTyr705-
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STAT3 mit zunehmendem Schweregrad der prakanzerogenen Lasion zunimmt.
Zum Zervixkarzinom hin nimmt sie allerdings wieder ab (Walch-Riickheim et al.,
2016). Dabei geht in Karzinomen eine durch IL-6-Trans-Signaling verstarkte
pSTAT3-Aktivierung mit einer nukledren IRF1-Expression einher und ist mit ei-
nem besseren chemotherapeutischen Ansprechen assoziiert. Demnach konnte sich
eine pratherapeutische Analyse der IRF1-Expression als vielversprechender Bio-

marker fiir das Ansprechen auf eine Radiochemotherapie erweisen.

1.6.2 Die IL-6-Rezeptoruntereinheit gp80 und Trans-Signaling

Die IL-6-Zytokinfamilie umfasst mehrere Zytokine wie IL-6, LIF und OSM, die
sowohl eine strukturelle als auch funktionelle Ahnlichkeit aufweisen (Taga and
Kishimoto, 1997). Bestandeteil aller Rezeptoren der IL-6-Familie ist die Rezeptorun-
tereinheit gp130, welche ubiquitar exprimiert und deren Deletion in Mausen letal
ist (Yoshida et al., 1996; Taga, 2002). Durch die jeweils spezifischen Rezeptoren,
welche zelltyp- und gewebespezifisch exprimiert sind, vermitteln die Zytokine der
IL-6-Familie die Bildung von gp130-Homo- oder Heterodimeren, welche die Akti-
vierung spezifischer Kinasen und Signalwege zur Folge hat. Diese sind in ver-
schiedenste biologische Prozesse und Krankheiten involviert (Tanaka, Narazaki
and Kishimoto, 2014).

Im Falle von IL-6 kommt es zundchst zur Bildung eines IL-6/IL-6Ra-Komplexes,
welcher dann an gp130 bindet und dessen Homodimerisierung induziert (Taga et
al., 1989; Murakami et al., 1993). Der IL-6-Rezeptorkomplex besteht aus der 80 kDa
schweren IL-6Ra-Untereinheit (gp80, auch CD126) und den jeweils 130 kDa
schweren IL-6RB-Untereinheiten (gp130, auch CD130). Dabei ist die Expression
von gp80 im Gewebe starker limitiert als die gp130-Expression (Rose-John, 2012).
Eine Sensibilitat fiir IL-6 ist dennoch in vielen Geweben durch den Prozess des
sogenannten  Trans-Signalings moglich. Wahrend die klassische IL-6-
Signaltransduktion durch die membrangebundene gp80-Untereinheiten vermittelt
wird, wird das Trans-Signaling durch die 16sliche Form sgp80 (soluble gp80) er-
moglicht, welche gleichzeitig die Halbwertszeit von IL-6 steigert (Peters et al.,
1996). Klassisches und Trans-Signaling sind an jeweils unterschiedlichen weiteren

Signalwegen und Krankheiten beteiligt (Rose-John, 2012).

Die 16sliche IL-6-Rezeptor-Untereinheit sgp80 kann sowohl durch alternatives
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Spleifien als auch durch die proteolytische Spaltung durch die ADAM-
Metalloproteasen (A disintegrin and metalloproteinase) ADAM10 und ADAM17 — in
einem Vorgang der als Shedding bezeichnet wird — vermittelt werden (Lust et al.,
1992; Miilberg et al., 1993). Letztere ist vor allem fiir die regulierte Freisetzung von
sgp80 zustandig (Dimitrov et al., 2006). ADAM-vermitteltes Shedding fithrt zur en-
zymatischen Spaltung des N-terminalen Teils des membranstandigen gp80, wel-
cher dann in 16slicher Form fiir andere Zellen frei verfiigbar ist. ADAM17 wurde
als erstes bekanntes Shedding-Enzym austfiihrlich charakterisiert und besteht aus
einer N-terminalen Prodomadne, die zur Aktivierung zunachst enzymatisch ge-
spalten werden muss, sowie einer Metalloprotease-, Disintegrin- und einer cys-
teinreichen proximalen Domaéne, einer Transdoméane und einer zytoplasmatischen
Domaéne (Black et al., 1997, Wong et al., 2015; Zunke and Rose-John, 2017). Als
membrangebundene Metalloprotease ist ADAM17 zudem auch an der proteolyti-
schen Spaltung und Aktivierung von TNFa beteiligt (Kriegler et al., 1988).

1.7 Ziel der Arbeit

Die squamocolumnar junction im Bereich der zervikalen Transformationszone ist
bereits seit langerem als moglicher Ort fiir eine transformierende HPV-Infektion
von Interesse. Im Rahmen dieser Dissertation soll die mogliche Beteiligung einer
bestimmten Population stromaler Fibroblasten an der Konstitution einer definier-
ten Nische in der zervikalen Transformationszone untersucht werden. Ziel dieser
Arbeit ist es diese zervikale Fibroblasten-Population genauer zu charakterisieren
und zudem eine gemeinsame, spezielle Nischenumgebung in Zervix und Tonsille

zu beschreiben.

Eine detaillierte Analyse und Charakterisierung der Transformationszone und der
speziellen Transformationszonen-Fibroblasten soll dabei sowohl in vitro mittels
Protein- und RNA-Analysen als auch in vivo mittels immunhistochemischen Far-
bungen erfolgen. Eine besondere Technik der in-vitro-Analysen stellt dabei die
organotypische 3D-Kultur dar, welche eine genaue Nachahmung der in-vivo-
Situation erlaubt und eine einzigartige, separate Analyse unterschiedlicher Kom-
partimente ermdglicht. Letztlich soll die Charakterisierung der Transformations-
zonen-Fibroblasten durch eine Analyse funktioneller Effekte vervollstandigt wer-

den.
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Da die Zervix und die Tonsille morphologische Ahnlichkeiten sowie eine Suzepti-
bilitat fiir HPV-Infektionen aufweisen, soll in einem zweiten Abschnitt auch un-
tersucht werden, ob es eine gemeinsame Nische in beiden Geweben gibt, die sich
durch die Expression bestimmter Marker auszeichnet. Hierzu sollen in-vivo-

Analysen verschiedener Marker in beiden Gewebetypen durchgefiihrt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Zellkultur

2.1.1 Eukaryotische Zelllinien

CaSki:

Hel.a:

HPK1A:

K51:

NIKS:

SW756:

HPV16-positive Zervixkarzinom-Zelllinie, die aus einer Metastase
im Diinndarm isoliert wurde (RRID:CVCL_1100)

HPV18-positive Zervixkarzinom-Zelllinie, die aus einem zervika-

len

Adenokarzinom isoliert wurde (RRID:CVCL_0030)

in vitro HPV16-transformierte, nicht-maligne humane Vorhautke-
ratinozyten (RRID:CVCL_D890)

in vitro HPV18-transformierte, nicht-maligne humane Vorhautke-

ratinozyten

HPV-negative, spontan immortalisierte Vorhautkeratinozyten-
Zelllinie

HPV18-positive Zervixkarzinom-Zelllinie (RRID:CVCL_1727)

Mit Ausnahme von NIKS und K51 wurden alle Zelllinien von Herrn Prof. Dr. von
Knebel Doeberitz (DKFZ, Heidelberg) zur Verfligung gestellt. NIKS-Zellen wur-

den von Prof. Dr. Gariglio (Universita del Piemonte Orientale, Italien) zur Verfii-

gung gestellt. Die Zelllinie K51 wurde von L. Laimins (Feinberg School of Medici-

ne, Chicago, USA) zur Verfiigung gestellt.

Alle Zellen wurden regelmafiig getestet, um potentielle Mykoplasma-

Kontaminationen auszuschlief3en.
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2.1.2 Primare Zellen und Gewebe

ExEF: Primére Fibroblasten, die aus der Exozervix von anonymisierten

Spenderinnen isoliert wurden

TZF: Primare Fibroblasten, die aus der Transformationszone der Zervix

anonymisierter Spenderinnen isoliert wurden

Die Zellen ExF und TZF wurden von Frau Barbara Best isoliert.

Gewebeschnitte von Formalin-fixiertem Paraffin-eingebetteten (FFPE) Zervixma-
terial wurden freundlicherweise vom Institut fiir Pathologie, Universitatsklinikum

des Saarlandes, Homburg/Saar bereitgestellt.

PatientInnen-Material aus Rachenmandeln wurde freundlicherweise von Priv.-
Doz. Dr. Maximilian Linxweiler (HNO, Universitatsklinikum des Saarlandes,

Homburg/Saar) zur Verfiigung gestellt.

Die vorliegende Doktorarbeit wurde in Ubereinstimmung mit den Prinzipien der
Deklaration von Helsinki durchgefiihrt und von der Ethikkommission der Uni-

versitat des Saarlandes genehmigt.

2.1.3 Zellkulturmedien und Reagenzien

Medien

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) Sigma-Aldrich, Steinheim
High Glucose (4,5¢/L) with L-Glutamine

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) 10x Sigma-Aldrich, Steinheim

DMEM/Ham’s F-12 Nutrient Mixture Sigma-Aldrich, Steinheim

KBM-Gold™ Keratinocyte Growth Medium Lonza, Koln
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Reagenzien

Adenin [1.8 x 10* M] Sigma-Aldrich, Steinheim
Choleratoxin [101° M] Sigma-Aldrich, Steinheim
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS) Gibco, Karlsruhe
Epidermal Growth Factor [10 ng/ml] Sigma-Aldrich, Steinheim
Fotales Kéalberserum (FKS) Sigma-Aldrich, Steinheim
Hydrocortison [0,4 pg/ml] Sigma-Aldrich, Steinheim
Insulin [5 pg/ml] Sigma-Aldrich, Steinheim
KBM-Gold Single Quots Lonza, Koln
Natriumpyruvat [100 nM] Sigma-Aldrich, Steinheim
Penicillin/Streptomycin Sigma-Aldrich, Steinheim

(Penicillin: 10 000 U/ml;
Streptomycin: 10 mg/ml)

Transferrin [5 pg/ml] Sigma-Aldrich, Steinheim

Triiodothyronin [2x10-1 M] Sigma-Aldrich, Steinheim

TrypLE™ Express Gibco, Karlsruhe

Trypsin-EDTA (1x) Sigma-Aldrich, Steinheim
(0,5 % Trypsin and 0,2 % EDTA)

Trypsin/EDTA 0,25 mg/ml Lonza, Koln

Trypsin neutralizing solution (TNS) Lonza, Koln

Opti-MEM Reduced Serum Medium, GlutaMAX Gibco, Karlsruhe

Vollimedium

DMEM Vollmedium

Zu 500 ml DMEM High Glucose with L-Glutamine, wurden folgende Reagenzien

hinzugegeben:
10 % FKS

1 mM Natriumpyruvat



Material 41

1% Penicillin/Streptomycin

DMEM-Vollmedium ohne Antibiotika

Zu 500 ml DMEM High Glucose with L-Glutamine, wurden folgende Reagenzien

hinzugegeben:

10 % FKS

1 mM Natriumpyruvat
FAD-Medium

Zu 500 ml DMEM High Glucose with L-Glutamine, wurden folgende Reagenzien

hinzugegeben:
500 ml DMEM/Ham’s F-12 Nutrient Mixture
10 % FKS
1% Penicillin/Streptomycin
1 mM Natriumpyruvat

0,4 pg/ml  Hydrocortison
10 M Choleratoxin
10 ng/ml EGF

5 pg/ml Transferrin
1,8 x10*M Adenin
5pg/ml Insulin

2x1011' M Triiodothyronin

Einfriermedium

Zellen wurden in einem Medium aus 90 % hitzeinaktiviertem FKS und 10 % steri-

lem DMSO eingefroren.
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2.1.4 Antikorper

2.1.4.1 Western Blot

Alle primaren und sekunddren Antikorper, die im Western Blot eingesetzt wur-

den, sind in Tabelle 1 und Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 1: Primarantikorper fiir Western Blot

Klonalitat, Spezies Verdiinnung Hersteller Waschpuffer
Katalognummer
a-SMA monoklonal, Maus-lgG 1:1000 Dako Agilent PBST
MO0851 Pathology
Solutions,
Santa Clara,
USA
[3-Aktin monoklonal, Maus-IgG 1:5000 Sigma Aldrich, PBST
A5441 Steinheim
gp80 polyklonal, Kaninchen- 1:2000 Santa Cruz, PBST
sc-13947 l9G USA
pSTAT3 monoklonal, Kaninchen- 1:2000 Cell Signaling ~ TBST
(Tyr705) #9145 IgG Technology,
Beverly, MA
Tabelle 2: Sekundarantikorper fiir Western Blot
Klonalitat Spezies Verdiinnung Hersteller
Anti-Maus- monoklonal Kaninchen- 1:2000 Sigma Ald-
peroxidase IgG rich, Stein-
heim
Anti- monoklonal Ziege-lgG 1:2000 Sigma Ald-
Kaninchen- rich, Stein-
peroxidase heim

2.1.4.2 Immunhistochemie und Immunfluoreszenz

In den folgenden Tabellen sind alle zur Immunhistochemie und -fluoreszenz ver-

wendeten Primarantikorper (Tabelle 3) und Sekundarantikorper (Tabelle 4) darge-

stellt.
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Tabelle 3: Primarantikorper fiir Inmunhistochemie und -fluoreszenz

Klonalitat, Spezies Verdiinnung Hersteller
Katalognummer
ADAM17 monoklonal, Maus-IgG 1:250 Abcam,
ab57484 Cambridge
a-SMA monoklonal, Maus-lgG 1:6000 Dako Agilent Pa-
MO0851 thology Solutions,
Santa Clara, USA
CD20 monoklonal, Maus-IgG 1:200 Dako Agilent Pa-
MO0755 thology Solutions,
Santa Clara, USA
CD79a monoklonal, Maus-IgG 1:100 Dako Agilent Pa-
M7050 thology Solutions,
Santa Clara, USA
gp80 polyklonal, Kaninchen-IgG 1:300 Santa Cruz, USA
sc-13947
Lgré monoklonal, Kaninchen-IgG 1:400 (IHC) Abcam,
ab126746 1:500 (IF) Cambridge
p63 monoklonal, Maus-IgG 1:2000 (IHQ), Abcam,
ab735 1:100 (IF) Cambridge
Pan-Cytokeratin monoklonal, Maus-IgG 1:800 Santa Cruz, USA
sc-81714
pSTAT3 (Tyr705) monoklonal, Kaninchen-IgG 1:1000 Cell Signaling
#9139 Technology, Bev-
erly, MA
Tabelle 4: Sekundarantikorper fiir Inmunfluoreszenz
Klonalitat Spezies Verdiinnung Hersteller Waschpuffer
a-Maus Alexa polyklonal Ziege-lgG 1:500 Thermo Scien-  TBST
Fluor® 488 tific, Rockford,
USA
a-Maus Alexa polyklonal Ziege -lgG 1:500 Thermo Scien-  TBST
Fluor® 546 tific, Rockford,
USA
a-Kaninchen polyklonal Ziege -lgG 1:500 Thermo Scien-  TBST

Alexa Fluor®
546

tific, Rockford,
USA
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2.1.5 Oligonukleotide

Im Folgenden sind alle mittels qRT-PCR getesteten Gene samt ihrer Primer, Son-

den und passenden MgCl. Konzentrationen angegeben (Tabelle 5).

Tabelle 5: Zur qRT-PCR verwendete Oligonukleotide, Sonden und MgCl, Konzentrationen

Gen forward-Primer reverse-Primer Sonde MgCl,
10 uM (5’ -3') 10 uM (3’ -5')
Lgrd AGGCCTTGTCTGGGTTGAA TGGCTTCACTGGGTACTGTTT 50 2mM
Lgr5 CCCTTCATTCAGTGCAGTGTT ATTCTGATCAGCCAGCCATC 60 5mM
Lgré GTGCTGCATTTGCAAACAAC CCTGCAGCTTGTTATAATTCAGG 42 3mM
miR-375 AGCCGTTTGTTCGTTCGGCT GTGCAGGGTCCGAGGT Taq Man
RNU6B CTCGCTTCGGCAGCACA AACGCTTCACGAATTTGCGT Taq Man
RPL13a AGCGGATGAACACCAACC TTTGTGGGGCAGCATACTC 28 4 mM
Twist1 GGCTCAGCTACGCCTTCTC CCTTCTCTGGAAACAATGACATCT 88 3mM

Mit Ausnahme von miR-375 und RNU6B wurden alle Primer samt zugehoriger
Sonden mithilfe der Universal Probe Library Website und durch Sigma-Aldrich
(Steinheim) hergestellt. Die Sonden fiir miR-375 und RNU6B wurden von Thermo
Scientific (Rockford, USA) hergestellt.

2.1.6 Standards zur Quantifizierung der qRT-PCR

Die zur Quantifizierung von qRT-PCRs verwendeten Standardplasmide sind in

Tabelle 6 dargestellt.

Tabelle 6: Standards zur Quantifizierung von qRT-PCRs

Gen Plasmid VektorgroBBe InsertgroBBe
Lgrd pBluescriptll-huLgr4 2990 bp 5041 bp
Lgr5 pCRBluntll-Topo-huLgr5 3519 bp 2872 bp
Lgré pCMV-SPORT6-hulgr6 4396 bp 3286 bp
RPL13a pCMV-SPORT6-huRPL13a 4396 bp 663bp

Twistl  pOTB7-TWIST1 1815 bp 1517 bp
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2.1.7 Reagenziensysteme

2.1.7.1 Western Blot

SuperSignal West Dura

Extended Duration Substrate

2.1.7.2 Immunzytochemie

2,5 % Normal horse serum

ImmEdge Hydrophobic Barrier Pen

ImmPACT DAB Peroxidase Substrate
ImmPRESS™ Anti-Maus IgG Peroxidase
ImmPRESS™ Anti-Kaninchen IgG Peroxidase
ImmPRESS™-AP Anti-Maus IgG
ImmPRESS™-AP Anti-Kaninchen IgG
VectaMount Permanent Mounting Medium

VECTOR Red Alkaline Phosphatase Substrate Kit

2.1.7.3 Immunfluoreszenz

VECTASHIELD Mounting Medium

2.1.7.4 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Human IL-6R alpha DuoSet ELISA
(#DY227)

Human MMP-9 DuoSet ELISA
(#DY911)

2.1.7.5 RNA-Isolation

NucleoSpin® miRNA

Thermo Scientific,
Rockford, USA

Vector Laboratories, Eching
Vector Laboratories, Eching
Vector Laboratories, Eching
Vector Laboratories, Eching
Vector Laboratories, Eching
Vector Laboratories, Eching
Vector Laboratories, Eching
Vector Laboratories, Eching

Vector Laboratories, Eching

Vector Laboratories, Eching

R&D Systems, Minneapolis,
USA

R&D Systems, Minneapolis,
USA

Machery-Nagel, Diiren
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2.1.7.6 cDNA-Synthese

5x RT Puffer

Maxima Reverse Transkriptase

Random Hexamer Primer

RiboLock RNase Inhibitor

2.1.7.7 qRT-PCR

10x Taq Puffer
dNTP Mix
FastStart Taqg DNA Polymerase

Universal Probe Library (UPL), human

2.1.7.8 cDNA-Synthese aus miRNA

TagMan® MicroRNA

Reverse Transcription Kit

2.1.7.9 miR-qRT-PCR

TagMan® Universal PCR Master Mix

2.1.8 Chemikalien

2-Mercaptoethanol
Agarose
Ammoniumpersulfat (APS)

Bovines Serumalbumin (BSA)

Thermo Scientific, Rock-
ford, USA

Thermo Scientific, Rock-
ford, USA

Sigma-Aldrich, Steinheim

Thermo Scientific, Rock-
ford, USA

Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Thermo Scientific,
Rockford, USA

Thermo Scientific,
Rockford, USA

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Serva, Heidelberg

Sigma-Aldrich, Steinheim
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Bromophenolblau
Calciumchlorid (CaClz)
DAPI

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dinatriumhydrogenphosphat (Na:HPOs)

Dithiothreitol (DTT)

DPBS

Essigsaure (C2H40O2)

Ethanol, absolut (C2HsOH)
Ethanol, denaturiert (C2HsOH)
Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Formaldehyd

Glyzin

Hamatoxylin

Lachssperma
Magermilchpulver
Magnesiumchlorid (MgClz)
Methanol (CHsOH)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid (NaOH)
Phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF)
Ponceau S Solution
Rotiophorese Gel 30 (37,5:1)
Schwefelsaure (H2S04)

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Gibco, Karlsruhe

VWR, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Gibco, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Vector Laboratories, Eching
Invitrogen, Karlsruhe
Heirler Cenovis, Radolfzell
Merck, Darmstadt

VWR, Darmstadt

Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt
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Tris-EDTA
Tris(hydroxylmethyl)aminomethan (Tris)
Triton-X-100

Trypanblau

Tween20

Wasserstoffperoxid (H202)

Xylol

Zitronensaure

2.1.9 Puffer und Losungen

Zellzahlen

Trypanblau:

Organotypische 3D-Kultur

Kollagen:

Fixierung:

Proteinextraktion

10 % SDS:

2x SDS Probenputffer:

Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt
Fischar, Saarbriicken

Serva, Heidelberg

0,5 % Trypanblau in PBS, sterilfiltiert

4 mg/ml Rattenkollagen
in 0,1 M Essigsaure
1 N NaOH, sterilfiltiert

4 % (w/v) Formaldehyd in H20

10 g SDS in 100 ml H20
Glyzerin 10 % (v/v)
10 % SDS 6 % (v/v)

2-Mercaptoethanol 10 % (v/v)

Tris/HC1 pH 6,8 130 mM
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SDS-PAGE

Sammelgelpuffer:

Trenngelpuffer:

Sammelgel:

Trenngel:

10x Laufpuffer:

1x Laufpuffer:

Tris/HC1 pH 6,8

SDS

Tris/HC1 pH 8,8

SDS

H-0
Sammelgelpuffer
Rotiophoresegel 30
10 % APS

TEMED

H-0
Trenngelpuffer
Rotiophoresegel 30
10 % APS

TEMED

Tris/HCl

Glyzin

10x Laufpuffer
10 % SDS

H:0

0,5M

0,4 %

1,5M

0,4 %

4,15 ml
2,5 ml

3,35 ml
0,05 ml

0,01 ml

3,075 ml
0,625 ml
0,750 ml
45 pul

5ul

25 mM

192 mM

100 ml
10 ml

ad 11
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Western Blot

Phosphat-gepufferte Salzlosung (PBS):

PBS/T Blockierpuffer:

PBS/T Waschputffer:

Strippingpulffer:

Transferpuffer:

10x Tris-gepufferte Salzlosung (TBS):

1x TBS:

NaCl
KCl
MgCl»
CaCl:

NaKPOs

Magermilchpulver

1x PBS/T Waschpuffer

0,05 % Tween20 in PBS

10 % SDS
0,5 mM Tris-HCl pH 6,8

H:0

1x Laufpuffer

Methanol

Tris
NaCl
H0O

pH7,6

10x TBS

H:0

140 mM
25 mM
0,5 mM
1 mM

10 mM

0,05 %

20 ml
12,5 ml

67,5 ml

800 ml

200 ml

242 ¢
80¢g

ad 11

100 ml

ad 11
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TBS/T Blockierpuffer:

TBS/T Waschpulffer:

Immunhistochemie

Citratpuffer pH 6,0:

Tris-EDTA (TE) Puffer pH 9,0:

10x Tris-buffered saline (TBS) pH 7,6:

Immunfluoreszenz

Blockierlosung;:

DAPL

Magermilchpulver

1x TBS/T Waschpuffer

0,05 % Tween20 in 1x TBS

Trinatriumcitrat-

dehydrat pH 6,0

H:0

Tris
EDTA

H:0

Tris
NaCl

H:0

BSA

PBS

DAPI

Methanol

0,05 %

294 ¢g

ad 11

10 mM

1 mM

ad 11

242 ¢g

80 g

ad 11

1%

1l

50 ml
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2.1.10 Molekulargewichtsmarker
2.1.10.1 Pierce™ Prestained Protein MW Marker

Zur Bestimmung des Molekulargewichts von Proteinen im Western Blot wurde
der Molekulargewichtsmarker Pierce™ Prestained Protein MW Marker (Thermo
Scientific, Rockford, USA) benutzt (Abbildung 5).

kDa

— ~120
‘- ~85

Gel

Abbildung 5: Pierce™ Prestained Protein MW Marker

Der Molekulargewichtsmarker wurde zur Bestimmung des molekularen Gewichts von Proteinen
verwendet (Abbildung von www.thermofisher.com).

2.1.11 Laborgerate

BioRad Trans-Blot SemiDry BioRad, Miinchen

ChemiDoc™XRS+ Gel Dokumentation BioRad, Miinchen

Gelelektrophorese Kammern BioRad, Miinchen

Leica DMI 6000B Inversmikroskop Leica Microsystems, Wetz-
lar

LightCycler® 480 Roche, Mannheim

Microtome Leica RM2235 Leica Microsystems, Wetz-
lar

NanoDrop™ Spektrophotometer Thermo Scientific, Rock-

ford, USA
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Tissue TEK Cryo Console

Ultraschallgerat

Victor X4 Multilabel Plate Reader

2.1.12 Gebrauchsmaterialien

Amersham Protran 0,45 um Membran

Deckglaschen

Papierfilter
Neubauer Zihlkammer

SuperFrost Plus® Objekttrager

Miles Scientific

Branson Ultrasonic, Dan-
bury, USA

Perkin, Elmer, Massachus-
etts, USA

GE Healthcare Life Scienc-

es, Solingen

Menzel-Glaser, Braun-

schweig
Whatman, Kent, UK
Brand, Wertheim

R. Langenbrinck, Em-

mendingen

Plastikwaren wurden von Greiner Bio-One (Frickenhausen), Roche (Mannheim),
Sarsted (Niimbrecht), TPP (Trasadingen, Switzerland) and VWR (Darmstadt) be-

zogen.

2.1.13 Software

GraphPad Prism 8.0

Image]

Leica Application Suite 3.6.0

Leica Application Suite X

LightCycler® 480 Software 1.5

GraphPad Software, San
Diego, USA

Wayne Rasband, USA

Leica Microsystems, Wetz-

lar

Leica Microsystems, Wetz-

lar

Roche, Mannheim
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MS Office 2019

NanoDrop 2000

QuantityOne Software

WorkOut 2.5 Software

Microsoft, Redmond, USA

ThermoScientific, Rockford,
USA

BioRad, Miinchen

Dazdagq, Brighton, GB
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur
2.2.1.1 Kultivierung von Zelllinien

Alle in dieser Arbeit erwahnten Zelllinien wachsen als adherente Monolayer. Mit
Ausnahme von K51, welche in FAD-Vollmedium kultiviert wurden, wurden alle
Zelllinien in DMEM-Vollmedium kultiviert. Die Zellen wurden alle zwei bis fiunf

Tage in einem den Zellen entsprechenden Verhaltnis subkultiviert.

Zum Passagieren der Zellen wurde das Zellkulturmedium zunéchst verworfen
bevor die Zellen mit 1x PBS gewaschen wurden. AnschlieSend wurden die Zellen
zum Losen vom Boden der Zellkulturflasche in Trypsin/EDTA bei 37°C, 5 % CO:
inkubiert. Die vereinzelten Zellen wurden in DMEM-Vollmedium resuspendiert
und bei 300 g fiir 5 min zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde anschlie-
lend in DMEM-Vollmedium resuspendiert und die Zellen in einem angemesse-

nen Verhaltnis subkultiviert oder gezahlt und fiir weitere Versuche eingesetzt.

2.2.1.2 Isolierung und Kultivierung primarer Zellen
Primére Zellen aus Zervixgewebe wurden von Barbara Best isoliert.

Primare Fibroblasten wurden in DMEM-Vollmedium kultiviert und bis zur Passa-

ge 7 in Experimenten eingesetzt.

2.2.1.3 Einfrieren von Zellen

Zum Einfrieren von Zellen wurden diese, wie in Abschnitt 2.2.1.1 beschrieben,
trypsiniert und in einer definierten Zellzahl anschliefSend bei 300 g fiir 5 min zent-
rifugiert. Das Zellpellet wurde anschliefiend in Einfriermedium resuspendiert und
jeweils eine bekannte Zellzahl in Cryovials iiberfithrt. Zum zellschonenden Ein-
frieren wurden die Zellen zunachst kurz auf Eis gelagert, bevor sie bei —-80°C ein-
gefroren wurden und zur Langzeitlagerung bei —150°C oder in Stickstoff aufbe-

wahrt wurden.
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2.2.1.4 Bestimmung der Zellzahl

Die fiir Experimente eingesetzte Zellzahl wurde mittels Neubauer-Zahlkammer
ermittelt. Hierzu wurde die Zellsuspension in einem Verhaltnis von 1:1 in
0,5%igem Trypanblau verdiinnt und 10 pl in die Zahlkammer pipettiert. Nach
Auszahlung der vier Quadranten wurde die Zellzahl mittels folgender Formel

berechnet:

X 2 X 1x10%

Z ellen] _ Zellzahl in 4 Quadranten

Zellkonzentration [
ml 4

2.2.1.5 Herstellung der HPV18-positiven NIKS

Die spontan immortalisierte Zelllinie NIKS (normal immortal keratinocytes) wurde
erstmals von Allen-Hoffmann et al. beschrieben und ist von grofler Bedeutung in
der Untersuchung von Keratinozyten in einem geschichteten Epithel. Die Zellen
sind nicht-maligne Keratinozyten und wurden aus der humanen Vorhaut gewon-

nen.

Die Herstellung der HPV18-positiven NIKS wurde im Rahmen ihrer Doktorarbeit
von Dr. Marta Podgdrska am Institut fiir Virologie der Universitdat des Saarlandes
(Homburg/Saar) mithilfe des Cre/loxP-Systems durchgefiihrt. Die Plasmide zur
Transfektion der Zellen wurden dabei basierend auf der Publikation von Wang et
al. hergestellt. Die Transfektion der NIKS mit dem Leervektor pNeo oder pNeo-
loxP HPV18 erfolgte mittels amaxa Nucleofektion. Nach der Transfektion wurden
die Zellen auf Feedern, wie in Abschnitt 2.2.1.6 beschrieben, in FAD-Vollmedium
kultiviert und zundchst mithilfe von G-418 (100 pg/ml) selektioniert. Nach lange-
rer Selektion konnten die Zellen schliefdlich in FAD-Vollmedium auf Feedern kulti-

viert werden.

2.2.1.6 Herstellung von Feeder Zellen fiir die Kultivierung von NIKS-Zellen

Um eine Ausdifferenzierung der NIKS-Zellen zu verhindern, wurden sogenannte
Feeder aus wachstumsarretierten Fibroblasten hergestellt, welche die Keratinozy-
ten mit Wachstumsfaktoren versorgen. Hierzu wurden in einer 10 cm? Zellkultur-
schale 2,6 x 10° exozervikale Fibroblasten in DMEM-Vollmedium ausgesat und

nach einer 24-stiindigen Inkubation bei 37°C, 5 % CO: mit dem Zytostatikum Mi-
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tomycin C behandelt. Die Zugabe von Mitomycin C erfolgte in DMEM-
Vollmedium in einer Konzentration von 8 pug/ml. Anschliefilend wurden die Zellen
iiber Nacht inkubiert und am néachsten Tag zur Entfernung des Zytostatikums
fiinfmal mit 1x PBS gewaschen. Die Feeder wurden anschliefsend bis zum Auftau-

en der NIKS in DMEM-Vollmedium kultiviert.

2.2.1.7 Partielle Trypsinierung von NIKS auf Feedern

Bevor die auf Feedern gewachsenen NIKS fiir weitere Experimente verwendet
werden konnten, mussten sie von den wachstumsarretierten Fibroblasten getrennt
werden. Dazu wurde das Kulturmedium verworfen und die Zellen mit 1x PBS
gewaschen bevor 3 mL einer 2 mM EDTA/PBS-Losung hinzugegeben wurden, um
die Fibroblasten zu losen. Nach etwa zwei Minuten wurde die Losung verworfen
und die Fibroblasten vorsichtig mit 3 mL einer 1:1 in PBS verdiinnten Trypsinl6-
sung inkubiert. Die Reaktion wurde dabei regelmafiig beobachtet und abgestoppt
bevor sich die Keratinozyten ablosten. Nachdem die Suspension verworfen wur-
de, wurden die NIKS-Zellen mithilfe von Trypsin/EDTA abgeltst und in FAD-
Kulturmedium resuspendiert und bei 300 g fiir 5 min pelletiert. Die Zellen wur-
den anschliefsend in FAD-Medium resuspendiert, gezahlt und dann in weiteren

Experimenten verwendet.

2.2.1.8 Kollagenherstellung fiir organotypische 3D-Kulturen

Das zur Herstellung von organotypischen 3D-Kulturen benétigte Kollagen, das
die extrazellulare Matrix nachstellt, wurde aus Rattenschwianzen isoliert. Hierzu
wurden zundchst die Sehnen aus den Schwéanzen geldst und in 1x PBS gewaschen,
bevor sie unter der Sterilbank getrocknet wurden. Die isolierten Sehnen wurden
anschlieflend in 99%igem Ethanol gewaschen und in einer Konzentration von 4
mg/ml in steriler 0,1 M Essigsaure durch standiges Riithren bei 4°C gelost. Das iso-

lierte Rattenkollagen wurde bei 4°C gelagert.
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2.2.1.9 Herstellung organotypischer 3D-Kulturen

Die organotypischen 3D-Kulturen (kurz: 3D-Kulturen) dienten dem Imitieren des
Wachstums von Zellen in vivo. Dabei wurden Fibroblasten-Kollagen-Matrices her-
gestellt, auf denen Keratinozyten unter Einfluss eines Luftreizes wachsen konnten.
Die 3D-Kultur bildet so ein Dermismodell nach, in welchem Zell-Zell- und Zell-
ECM-Kontakte sowie ein Nahrstoffgradient durch das Wachstum an der Luft-
Medium-Grenze simuliert werden (Langhans, 2018). Es entsteht ein mehrschichti-
ges Epithel, in welchem sowohl die Fahigkeit zur Proliferation der Zellen als auch
zur Differenzierung besteht und dessen Morphologie die in-vivo-Situation nach-
ahmt (Carlson et al., 2008).

Zur Herstellung der Fibroblasten-Kollagen-Matrices wurden Fibroblasten der
Passagen drei bis sieben verwendet. An Tag eins des Versuches wurden pro 3D-
Kultur jeweils 500 000 Fibroblasten in eine Kollagen-Matrix im Well einer 24-Well
Platte eingebettet. Hierzu wurden 800 ul Rattenkollagen (4 mg/ml) — wie unter
Abschnitt 2.2.1.8 beschrieben isoliert — mit 100 ul 10x DMEM vermischt und die
Losung durch Zugabe von 0,1 M NaOH allmahlich auf den richtigen pH-Wert
eingestellt, welcher bei einer Rosafarbung der Losung erreicht war. 500 000 Fib-
roblasten wurden pelletiert und in 100 ul FKS resuspendiert, bevor sie mit der
Kollagen-Losung vermischt wurden und in das Well einer 24-Well Zellkulturplat-
te pipettiert wurden. Die Suspension wurde bei 37°C, 5 % CO: bis zur Aushartung
der Matrix inkubiert und anschlieffend 1 ml DMEM Vollmedium zugegeben.

Nach 24-stiindiger Inkubation wurden 700 000 Keratinozyten in geeignetem Kul-
turmedium auf die Kollagen-Fibroblasten-Matrix ausgesat und fiir weitere 24h bei
37°C, 5 % CO2 inkubiert.

Nach weiteren 24h wurden die 3D-Kulturen auf Metallgitter an die Luft-Medium-
Grenze gesetzt, sodass sie lediglich von Seite der Fibroblasten-Kollagen-Matrix
mit Medium versorgt werden und die Keratinozyten einem Luftreiz ausgesetzt
sind, der das natiirliche, differenzierungsabhangige Wachstum der Keratinozyten
induziert. Die 3D-Kulturen wurden je nach Versuch in DMEM-Vollmedium oder
FAD-Medium fiir eine Dauer von sieben bis 14 Tagen kultiviert, wobei an jedem

zweiten Tag das Kulturmedium ausgetauscht wurde.

Im Anschluss wurde die 3D-Kultur entweder zur Herstellung von Formalin-

fixierten Paraffinschnitten (FFPE) fixiert oder die Kompartimente der 3D-Kultur
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zur Isolation von Protein- oder RNA-Extrakten getrennt. Zur Fixierung der 3D-
Kultur wurde das Medium nach der entsprechenden Wachstumsdauer durch eine
4%ige Paraformaldehyd-Losung ersetzt und am folgenden Tag komplett mit 4 %
Paraformaldehyd bedeckt. Die 3D-Kultur wurde anschliefiend in Kooperation mit
der Dermatologie des Universitatsklinkums des Saarlandes sowie der Experimen-
tellen Chirurgie in Paraffin eingebettet. Zur weiteren Analyse mittels HE oder
Immunhistochemie wurden mithilfe eines Mikrotoms Schnitte einer Dicke von 5

um angefertigt und auf SuperFrost®Plus-Objekttrager aufgebracht.

Die Trennung der 3D-Kulturen in ihre einzelnen Kompartimente und folgende
Protein- und RN A-Isolation wird in Abschnitt 2.2.1.10 beschrieben.

Die Uberstdnde der 3D-Kultur wurden bis zur Analyse mittels ELISA bei -20°C

aufbewahrt.

2.2.1.10 Isolation von Protein- und RNA-Extrakten aus organotypischen 3D-
Kulturen

Um Proteine und RNA aus 3D-Kulturen zu isolieren, wurde mithilfe einer sterilen
Pinzette das Epithel von der Fibroblasten-Kollagen-Matrix getrennt. Die jeweili-
gen Kompartimente wurden dann getrennt voneinander entweder in 2x Sample
Puffer oder Lysepuffer der Kits zur RNA-Isolierung gegeben und durch starkes
Vortexen gelost. Die weitere Isolation erfolgte dann wie in den Abschnitten 2.2.3.1
und 2.2.4.1 beschrieben.

2.2.2 Histologische Analyse von Gewebe und organotypischen 3D-Kulturen

FFPE-eingebettete Gewebeproben der Tonsille sowie 3D-Kulturen wurden zur
Betrachtung histologischer Strukturen und Veranderungen mithilfe einer Hama-
toxylin-Eosin-Farbung (HE) gefarbt. Dabei kommt es zu einer Blaufarbung aller
basophilen Strukturen, wie z.B. den Zellkernen und einer Rotfarbung aller eosino-

philen Strukturen.

Fiir die HE Farbung wurden FFPE-Schnitte einer Dicke von 5 pm zundchst in drei
aufeinanderfolgenden Xylolbddern je 5 min deparaffinisiert und anschliefsend in
einer aufsteigenden Ethanolreihe (99 %, 90 %, 80 %, 70 % und 50 %) fiir je 2 min

rehydriert. Die Schnitte wurden anschlieflend 5 min in destilliertem Wasser gewa-
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schen bevor sie fiir 2 min in Hamatoxylin inkubiert wurden. Die Hamatoxylin-
Farbung wurde durch fiinfminutiges Spiilen in Leitungswasser durch die Erho-
hung des pH-Wertes abgeschlossen. Anschlieffend wurden die Schnitte 10 min in
einer Eosinlosung inkubiert und in einer absteigenden Ethanolreihe (50 %, 70 %,
80 %, 90 % und 99 %) je 2 min dehydriert. Die Dehydration wurde durch eine
mindestens flinfmintitige Inkubation in Xylol abgeschlossen. Die Schnitte konnten
dann mithilfe von VectaMount™ eingedeckelt werden und mikroskopisch analy-

siert werden.

2.2.3 Analyse von Proteinen
2.2.3.1 Herstellung von Ganzzellextrakten

Zuvor in einer 6-Well Platte ausgesate Zellen in einer Zellzahl von 5x10° Fibroblas-
ten pro Well wurden zweimal mit 1x PBS gewaschen und anschliefsend mithilfe
eines Zellschabers in 1 ml 1x PBS aufgenommen und in ein 1,5 ml Reaktionsgefafs
uiberfiihrt. Das Well wurde anschlieffend mit 500 pl 1x PBS gespiilt, welche eben-
falls in das Reaktionsgefafs tiberfiithrt wurden. Die Zellsuspension wurde an-
schlieflend bei 300g fiir 5 min zentrifugiert und das Pellet in 100 pl 2x Sample Puf-
fer resuspendiert. Die 2D-Lysate oder die zuvor in Abschnitt 2.2.1.9 beschriebenen
3D-Lysate wurden im folgenden Versuchsablauf auf Eis gehalten. Mithilfe von
Ultraschall (alternierende Ultraschallzyklen von 5 sec An/Aus, jeweils dreimal)
wurden die Zellen aufgeschlossen und anschliefsend zunéchst fiir 5 min bei 99°C
gekocht, kurz auf Eis gelagert und schliefdlich 10 min bei 14 000 rpm, 4°C zentrifu-
giert. Der resultierende Uberstand, der die Proteinlysate enthalt, wurde dann in
ein neues Reaktionsgefafs tiberfiihrt und bei -20°C bis zur weiteren Verwendung

gelagert.

2.2.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration der gewonnen Lysate wurde mithilfe des NanoDrop™
Spektrophotometers gemessen. Hierzu wurde eine 1:100 Verdiinnung der Lysate
in 0,1 M NaOH hergestellt, wovon 2 ul zur Messung der Absorption bei 280 nm im
NanoDrop™ eingesetzt wurden. Die resultierende Absorption wurde zur Berech-

nung der Proteinkonzentration wie folgt eingesetzt:
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3,2
0D3g0

15 pg Protein [X pl] =

2.2.3.3 SDS-PAGE

Fiir die Analyse von Proteinextrakten mittels SDS-PAGE wurden 10,5%ige Gele
verwandt. Die Gele wurden wie in Abschnitt 2.1.9 beschrieben hergestellt. Es
wurden jeweils 15 ng Proteinisolat zur Analyse eingesetzt. Die Auftrennung der
Proteine wurde im Sammelgel bei 15 mA, im Trenngel bei 25 mA durchgefiihrt.
Zur Bestimmung des Molekulargewichts einzelner Proteine wurde ein Molekular-

gewichtsstandard mitgefiihrt.

2.2.3.4 Western Blot

Nach dem Gellauf wurden die Proben mithilfe des SemiDry Transfergerates bei 15
V fiir 35 min auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. Hierzu wurden sowohl
Gel als auch Membran zundchst fiir wenige Minuten in Transferpuffer dquilib-
riert. Der Transferaufbau bestand in folgender Reihenfolge aus vier mit Transfer-
puffer getrankten Papierfiltern, der dquilibrierten Membran und Gel, sowie weite-
ren vier getrankten Papierfiltern, welche luftblasenfrei im Transfergerat angeord-
net wurden. Der erfolgreiche Transfer und die gleichmafiige Beladung wurde
mithilfe einer PonceauS-Farbung kontrolliert, welche anschlieffend mit destillier-
tem Wasser herausgewaschen wurde. Die Membran wurde, um eine unspezifi-
sche Bindung des Antikorpers zu verhindern, eine Stunde in 5 % (w/v) Mager-
milchpulver in Waschpuffer bei Raumtemperatur schiittelnd inkubiert. Der pri-
mare Antikorper wurde in 5 % (w/v) Magermilchpulver in Waschpuffer verdiinnt
und tiber Nacht bei 4°C auf einem Orbitalschiittler inkubiert. Am nachsten Tag
wurde der Blot dreimal mit Waschpuffer gewaschen, bevor der Sekundarantikor-
per, ebenfalls verdiinnt in 5 % (w/v) Magermilchpulver in Waschpulffer, fiir eine
Stunde bei Raumtemperatur schiittelnd inkubiert wurde. Nach erneutem, dreima-
ligem Waschen wurden die Proteine mithilfe des ChemiDoc XRS+ unter Zugabe
des Substrates detektiert. Die Quantifizierung erfolgte mithilfe der Software
Image], wobei die Proteinexpression jeweils auf das Haushaltsgen B-Aktin nor-

miert wurde.
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Waschpuffer, Antikorper und entsprechende Konzentrationen sind in Tabelle 1

und Tabelle 2 angegeben.

2.2.3.5 Immunhistochemische Farbung

Zur Analyse von Proteinen in FFPE-Gewebe oder 3D-Kultur-Schnitten wurden
immunhistochemische Farbungen durchgefiihrt. Die Firbungen wurden hierbei in
der Umsetzung ihres Substrates in die DAB-Farbung (Umsetzung von Meerret-
tichperoxidase durch DAB) und die AP-Farbung (Umsetzung des von Alkaliner
Phosphatase) unterschieden. Zudem wurden Immunfluoreszenzfarbungen

durchgefiihrt.

DAB

FFPE-Schnitte wurden durch dreimalige Inkubation in Xylol (je 10 min) und eine
anschlieSende absteigende Ethanolreihe (99 %, 90 %, 80 %, 70 % und 50 %) rehy-
driert und anschlieffend 5 min in destilliertem Wasser gewaschen. Zur Antigen-
demaskierung wurden die Schnitte je nach zu verwendendem Antikorper in Ci-
tratpuffer oder TE-Puffer einer Antigendemaskierung unterzogen. Die Antigen-
demaskierung erfolgte dabei jeweils durch Autkochen des Puffers in der Mikro-
welle fiir 10 min (Citratpuffer) oder 15 min (TE-Puffer). Die Schnitte wurden an-
schlieffend 15 min im Antigendemaskierungspuffer allmahlich abgekiihlt. Um ei-
ne unspezifische Umsetzung des Substrates DAB durch endogene Peroxidasen zu
verhindern, wurden diese mithilfe einer 3%igen H:0:-Losung geblockt. Die
Schnitte wurden dann einmal 5 min in 1x TBS gewaschen und dann zur Blockie-
rung unspezifischer Bindungen mit einer 2,5%igen Normal Horse Serum-Losung
inkubiert. Der primare Antikorper wurde dann entsprechend Tabelle 3 in 0,25 %
BSA/TBS verdiinnt und auf den Schnitten iiber Nacht bei 4°C in einer Feucht-
kammer inkubiert. Am Folgetag wurden die Schnitte zunachst mit 1x TBS gewa-
schen, bevor der entsprechende ready-to-use Sekundarantikorper zugegeben wur-
de. Nach 30-miniitiger Inkubation wurden die Schnitte erneut zweimal in 1x TBS
gewaschen und dann durch Zugabe des ImmPACT ™DAB (3,3'-Diaminobenzidin)
Substrates entwickelt. Die Inkubationszeiten unterschieden sich hierbei je nach

verwendetem Primarantikorper und sind in Tabelle 7 dargestellt:
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Tabelle 7: Inkubationszeiten des ImmPACT ™ DAB Substrate Kit in der immunhistochemischen Far-
bung

Primarantikorper Inkubationszeit Inkubationszeit
im Gewebe in der 3D-Kultur

o-SMA / 1 min

gp80 5 min /

p63 5 min /

pSTAT3 (Tyr705) / 1T min

Nach der Inkubation wurden die Schnitte 5 min in destilliertem Wasser gewa-
schen und anschliefiend 40 sec in Hamatoxylin inkubiert, bevor die Schnitte durch
Spiilen in Leitungswasser ,geblaut” wurden. Anschlieflend wurden die Schnitte
mithilfe einer aufsteigenden Ethanolreihe (50 %, 70 %, 80 %, 90 % und 99 %, je 2
min) und Xylol dehydriert bevor sie mit VectaMount Permanent Mounting Medium

eingedeckt wurden und mikroskopisch analysiert werden konnten.

Alkaline Phosphatase

Die Rehydrierung und Antigendemaskierung der FFPE-Schnitte erfolgten wie im
vorherigen Abschnitt beschrieben. Eine Blockierung endogener Peroxidasen ist
hierbei nicht notwendig, weswegen die Schnitte nach dem Abkiihlen direkt mit
Normal Horse Serum geblockt wurden. Die Inkubationsschritte der Antikorper er-
folgten ebenfalls wie im vorherigen Abschnitt beschrieben. Die Inkubation zur
Entwicklung der Farbung erfolgte mithilfe des ImmPRESS ® AP Kit entsprechend

folgender Inkubationszeiten:

Tabelle 8: Inkubationszeiten des ImmPRESS ®-AP Substrate Kit in der immunhistochemischen Far-
bung

Primarantikorper Inkubationszeit Inkubationszeit
im Gewebe in der 3D-Kultur

ADAM17 3 min 3 min

Lgré 4 min /

Im Anschluss wurden die Schnitte nur kurz in destilliertem Wasser gespiilt, bevor
sie wie bereits beschrieben mit Hamatoxylin gefarbt, dehydriert und mit

VectaMount Permanent Mounting Medium eingedeckt wurden.
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Immunfluoreszenz

Zur Analyse von Gewebeschnitten und 3D-Kulturen mittels Immunfluoreszenz
wurden die Zellen wie in den vorherigen Abschnitten rehydriert und eine Anti-
gendemaskierung durchgefiihrt. Die nachfolgende Farbung erfolgte mithilfe des
Tyramide SuperBoost Kits entsprechend dem Herstellerprotokoll.

2.2.3.6 ELISA

Zur Analyse von Zellkulturiiberstinden mittels ELISA wurde das Medium von
organotypischen 3D-Kulturen verwendet. Die ELISAs wurden entsprechend des
Herstellerprotokolls durchgefiihrt und im Victor X4 Multilabel Plate Reader ge-

messen.

2.2.4 Analyse von RNA
2.2.4.1 Isolation von Gesamt-RNA

Die Isolation von Gesamt-RNA wurde mithilfe des NucleoSpin® miRNA Kits en-
sprechend dem Herstellerprotokoll durchgefiihrt.

2.2.4.2 RNA-Quantifizierung

Die RNA-Konzentration und Reinheit von Isolaten wurde im NanoDrop™ Spekt-
rophotometer bestimmt, wozu die Absorption bei einer Wellenldnge von 260 nm
(RNA), 280 nm (DNA) und 230 nm (organische Substanzen) bestimmt wurde. Der
Quotient der Absorptionen bei 260 nm und 280 nm erlaubt eine Aussage tiber die
Reinheit des RNA-Isolats, wobei ein Quotient > 2,0 eine Verunreinigung durch
organische Substanzen andeutet. RNA-Isolate wurden bis zur weiteren Verwen-

dung bei -80°C gelagert.

2.2.4.3 cDNA-Synthese

Zur cDNA-Synthese wurden 1 pl Random Hexamer Primer und 1 pl dNTPs zu
100 bis 500 ng RNA gegeben und mit RNase-freiem Wasser auf 15,4 ul aufgefiillt.
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Die Proben wurden dann bei 65°C 5 min lang inkubiert, kurz abzentrifugiert und
auf Eis gelagert. Zu jeder Probe wurden 4 pl 5x RT Puffer, 0,5 ul RiboLock RNase
Inhibitor und 0,1 ul Maxima Reverse Transkriptase gegeben und bei 25°C 10 min
lang inkubiert. Anschliefsend erfolgte eine 30-miniitige Inkubation bei 50°C bevor
die Reaktion bei 85°C 5 min gestoppt wurde. Die cDNA-Proben wurden bis zur
Verwendung bei -20°C gelagert.

Mit Ausnahme der Analyse von miRNAs, wurden alle RNA-Isolate nach diesem

Protokoll in cDNA umgeschrieben.

2.2.4.4 cDNA-Synthese mittels TagMan Assay

Zur Synthese von cDNA zur Analyse von miRNAs aus Gesamt-RNA-Isolaten,
wurde das TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit verwendet. Die PCR-
Reagenzgefafse wurden vor der Verwendung zunachst einem UV-Crosslinking un-
terzogen. Pro Ansatz wurden 500 ng RNA verwendet und mit 1 ul RNU6B-Primer
sowie 1 pl miR-375-Primer vermischt. Der RT-Mastermix wurde dem Hersteller-
protokoll entsprechend hergestellt und 7 pl des Mastermixes zu dem Probenan-
satz gegeben. Die Reverse Transkription wurde in einem Thermocycler entspre-

chend dem Herstellerprotokoll durchgefiihrt.

2.2.4.5 Quantitative Real Time PCR (qRT-PCR)

Zur Durchfithrung der qRT-PCR wurden die cDNA-Proben 1:10 in Nuklease-
freiem Wasser verdiinnt. Die Herstellung eines Mastermixes wurde entsprechend
den Angaben in Tabelle 9 durchgefiihrt. Spezifische Primer und Sonden wurden

mithilfe der Universal Probe Library, wie in Tabelle 5 dargestellt, ausgewahlt.

In eine 96-Well Platte wurden jeweils 15 pl des Mastermixes zu 5 pl der Probe ge-
geben und die Proben mithilfe des LightCycler ® 480 unter den in Tabelle 10 bzw.
Tabelle 11 beschriebenen Konditionen gemessen. Wenn vorhanden, wurde ein
Standard des Zielgens mit definierter Kopienzahl pro 5 ul verwendet, um eine
genaue Berechnung der Kopienzahl in den Proben zu ermoglichen. Das Haus-
haltsgen B-Aktin wurde zur Normalisierung der Ergebnisse verwendet. Die relati-
ve Expression eines Zielgens wurde als Quotient aus Zielgenexpression zu Haus-

haltsgenexpression dargestellt und auf einen Kontrollwert normiert.
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Tabelle 9: Reagenzien und Konzentrationen zur Herstellung eines qRT-PCR-Mastermixes

Reagenz

Endkonzentration Volumen pro Well
einer 96-Well Platte

MgCl,

10x Taq Puffer
TE-SS (40 ng/pl)
DMSO
Tween20 (10 %)
BSA (20 ng/pl)
dNTP (10 mM)

Sonde (1 mM)

siehe Tabelle 5
1x

2 ng/pl

5%

0,5 %

0,5ng

200 nmol

20 nmol

Forward-Primer (10 uM) 250 nmol

Reverse-Primer (10 uM)

250 nmol

Tag Polymerase (5 U/ul) 05U

H.O

2 ul
1Tl
1Tl
1Tl
0,5 ul
0,4 ul
0,4 ul
0,5 ul
0,5 ul

0,1 ul

ad 15 pl

Tabelle 10: Thermocycler-Konditionen zur qRT-PCR-Analyse

Programm Funktion Temperatur (°C) Dauer Zyklen
Pre-incubation 95 10 min 1
Touchdown Denaturierung 95 5 sec 10
Primerhybridisierung 65 5 sec
Primerhybridisierung 62 10 sec
Amplification Denaturierung 95 15 sec 45
Primerhybridisierung 55 30 sec
Elongation 62 30 sec
Cooling 37 30 sec 1
4 oo
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Tabelle 11: Thermocycler-Konditionen zur qRT-PCR-Analyse von miRNAs

Programm Funktion Temperatur (°C) Dauer Zyklen
Pre-incubation 95 10 min 1
Touchdown Denaturierung 95 15 sec 45
Primerhybridisierung 60 1 min
Cooling 37 1 min 1
4 oo

2.2.5 Statistische Analyse

Die statistische Analyse der Ergebnisse wurde mithilfe der Software GraphPad
Prism 8.0 durchgefiihrt. Unterschiede zwischen zwei unterschiedlichen Sets unab-
héangiger Proben mit parametrischer Normalverteilung wurden mit dem unge-
paarten t-Test analysiert. Unterschiede zwischen mehr als zwei, nicht-
parametrischen Sets wurden mithilfe des Kruskal-Wallis-Tests analysiert. Bei er-
folgreicher Signifikanzpriifung im Kruskal-Wallis-Test wurde post hoc ein Dunn’s-
Test durchgefiihrt, um die p-Werte zwischen einzelnen Paaren zu bestimmen. Die
Normalverteilung von Ergebnissen wurde mithilfe des Kolmogorov-Smirnoff-
Tests bestimmt. Signifikanzen sind in Graphen mit Sternchen angegeben (*p <
0,05; **p <0,01; **p < 0,001).
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung von zervikalen Transformationszonen-

Fibroblasten

3.1.1 Expression des IL-6-Rezeptors gp80 im Zervixgewebe

Eine Analyse der in-vivo-Expression der IL-6-Rezeptoruntereinheit gp80 zeigte
eine kontinuierliche Zunahme der Féarbeintensitit vom Normalgewebe tiber CIN1
und CIN2 zur hochgradigen CIN3-Lasion (Abbildung 6). Die Expression nimmt
dabei insbesondere in den Keratinozyten, aber auch im Stroma, zu. Zum zervika-

len Plattenepithelkarzinom SCC nimmt die Expression von gp80 gegentiber der

CIN3 hingegen wieder ab.
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Abbildung 6: Expression der IL-6-Rezeptoruntereinheit gp80 in vivo

FFPE-Schnitte von Gewebeproben der normalen Zervix, CIN1, CIN2 und CIN3 sowie dem Plat-
tenepithelkarzinom der Zervix (SCC) wurden immunhistochemisch mit einem spezifischen gp80-
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Antikorper gefarbt. Dargestellt ist jeweils eine reprasentative Farbung. Normalgewebe n=12, CIN1
n=10, CIN2 n=6, CIN3 n=19, SCC n=42. Mafsstabsbalken 100 pm.

Die Expression von gp80 im Zervixgewebe in vivo wurde im Detail von Frau Ka-

tharina Metzger im Rahmen ihrer Dissertation analysiert.

Auch innerhalb des Normalgewebes zeichnet sich eine unterschiedliche Farbein-
tensitdt und Expression von gp80 ab. Es kommt insbesondere im Bereich um die
Transformationszone zu einer leicht erhohten Expression von gp80, sowohl im

Epithel als auch im Stroma, gegeniiber dem exozervikalen Gewebe.

3.1.2 In Gegenwart von Transformationszonen-Fibroblasten wird vermehrt
I6sliches sgp80 gebildet

Mithilfe des organotypischen 3D-Kulturmodells sollte eine Analyse der Unter-
schiede zwischen Fibroblasten der Exozervix und der Transformationszone erfol-
gen. Hierzu wurden die organotypischen 3D-Kulturen in ihre einzelnen Kompar-
timente getrennt und dann analysiert. Dabei sollte ein moglichst stabiles Kera-
tinozyten-System gewahlt werden, welches eine moglichst genaue Analyse des
stromalen Kompartiments und dessen Effekte ermoglicht. Da primare Zellen ste-
tigen Veranderungen unterliegen, wurde die spontan immortalisierte Keratinozy-
ten-Zelllinie NIKS als Konstante im System ausgewahlt. Somit wurden auch
Spenderunterschiede im epithelialen Kompartiment eliminiert. Die humane Vor-
haut-Keratinozytenzelllinie NIKS hat sowohl die Fahigkeit zur Differenzierung als
auch zur Proliferation und eignet sich somit hervorragend zur Analyse des Ein-

fluss stromaler Zellen auf das Epithel.

Zur detaillierteren Analyse der Expression des IL-6-Rezeptors gp80 in den 3D-
Kulturen in Erganzung zur in-vivo-Analyse wurden die einzelnen 3D-Kultur-
Kompartimente aufgetrennt und mittels Western Blot analysiert (Abbildung 7 A
und B). Die Gesamt-Expression von gp80 ist dabei in 3D-Kulturen mit TZ-
Fibroblasten deutlich starker. Der 16sliche Rezeptor sgp80 einer Grofse von 40 kDa
konnte vor allem in den Fibroblasten-Kompartimenten mit TZ-Fibroblasten detek-
tiert werden. Fiir die Spenderin 1 erfolgte dabei eine relative sgp80-Expression
gegeniiber (3-Aktin von 3,01 in TZ-Fibroblasten, wohingegen in Ex-Fibroblasten
eine 0,05-fache Expression gegentiber (3-Aktin zu detektieren war (Abbildung 7 B).
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Fiir die Spenderin 2 konnte in Ex-Fibroblasten mittels Western Blot keine sgp80-
Expression detektiert werden, wohingegen die relative Expression in TZ-
Fibroblasten hier das 2,3-Fache der B-Aktin Expression betrug (Abbildung 7 B). In
beiden Spenderinnen erfolgte demnach eine signifikant starkere Expression von

sgp80 in TZ-Fibroblasten gegeniiber den exozervikalen Fibroblasten.
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Abbildung 7: Die Gegenwart von Transformationszonen-Fibroblasten fiihrt zur Bildung von sgp80

Organotypische 3D-Kulturen von NIKS-Zellen und unterschiedlichen exozervikalen (Ex) oder
Transformationszonen (TZ) Fibroblasten wurden 14 Tage in FAD-Medium kultiviert und dann
Keratinozyten-Kompartiment und Fibroblasten-Kompartiment voneinander gelost. Aus dem Fib-
roblasten-Kompartiment wurde eine separate Proteinisolation durchgefiihrt und diese Isolate mit-
tels Western Blot auf die Expression von gp80 untersucht. (A) zeigt einen exemplarischen Western
Blot von n=3. In (B) ist die statistische Auswertung von sgp80 in n=3 Western Blots relativ zu {3-
Aktin dargestellt. (C) Die Uberstande von NIKS- und NIKS-18-3D-Kulturen wurden mittels ELISA
auf die Freisetzung von 16slichem sgp80 analysiert. Die Graphen stellen die Mittelwerte mit Stan-
dardabweichung von n=3 unabhingigen Experimenten dar. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, unge-
paarter ¢t-Test.
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Auch in der Analyse der 3D-Kultur-Ubersténde zeigte sich eine deutliche Steige-
rung der Freisetzung von sgp80 in Gegenwart von TZ-Fibroblasten. In den Uber-
standen von NIKS-3D-Kulturen kam es dabei zu einer 11,7-fach hoheren, mittleren
Freisetzung in TZ-Fibroblasten gegeniiber Ex-Fibroblasten, wohingegen die mitt-
lere Freisetzung in NIKS-18-3D-Kulturen um das 1,91-Fache hoher lag (Abbildung
7C).

3.1.3 Erhohte Expression der Metalloprotease ADAM17 in Transformationszo-
nen-Fibroblasten

Nachdem eine hohere Expression des 16slichen IL-6-Rezeptors sgp80 in Gegen-
wart von TZ-Fibroblasten gezeigt werden konnte, wurde die Expression der Shed-
ding-Metalloprotease ADAMI17 in organotypischen 3D-Kulturen untersucht
(Abbildung 8). In NIKS-3D-Kulturen konnte eine stirkere ADAM17-Farbung in
3D-Kulturen mit TZ-Fibroblasten gegentiber solchen mit Ex-Fibroblasten beobach-
tet werden (Abbildung 8, untere Bildausschnitte). Die Expression im Epithel hin-
gegen war weitestgehend gleich beziehungsweise lag bei TZ-Fibroblasten der

Spenderin 1 leicht {iber der Expression in 3D-Kulturen mit Ex-Fibroblasten.

ADAM17

ExF 1 TZF 1 ExF 2 TZF 2

NIKS

Abbildung 8: Expression von ADAM17 in organotypischen 3D-Kulturen nimmt in Gegenwart von
Transformationszonen-Fibroblasten zu

Organotypische 3D-Kulturen von NIKS mit unterschiedlichen exozervikalen (Ex) oder Transfor-
mationszonen (TZ) Fibroblasten wurden 14 Tage in FAD-Medium kultiviert und anschlieffend
immunhistochemisch fiir ADAM17 gefarbt. Dargestellt ist jeweils ein Versuch aus n=2 unabhéngi-
gen Experimenten. Mafsstabsbalken 100 pm.
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3.1.4 Aktivierung von pTyr705-STAT3 in Transformationszonen-Fibroblasten
gleicht dem Verhalten von CAFs

Da die IL-6-Signaltransduktion zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors STAT3
fiihren kann und eine verstarkte Expression des loslichen IL-6-Rezeptors in TZ-
Fibroblasten nachgewiesen werden konnte, wurde aktiviertes STAT3 in Form von
pTyr705-STAT3 in den unterschiedlichen 3D-Kultur-Kompartimenten mittels
Western Blot untersucht. In den Keratinozyten aus NIKS-3D-Kulturen zeigte sich
zundchst kein Unterschied unter dem Einfluss exozervikaler und TZ-Fibroblasten
(Abbildung 9 A). In den TZ-Fibroblasten hingegen zeigte sich eine deutliche In-
duktion der pTyr705-STAT3-Aktivierung gegeniiber Ex-Fibroblasten der jeweils
selben Spenderin (Abbildung 9 B). Dabei erfolgte in Ex-Fibroblasten der Spenderin
1 eine 0,5-fache Aktivierung von pTyr705-STAT3 gegeniiber der {3-Aktin-
Expression und eine 0,87-fache Aktivierung gegentiiber (3-Aktin in TZ-Fibroblasten
(Abbildung 9 B). Fiir die Spenderin 2 konnte eine 0,25-fache pTyr705-STAT3-
Aktivierung in Ex-Fibroblasten und eine 0,56-fache Aktivierung in TZ-
Fibroblasten gegeniiber der [3-Aktin-Expression detektiert werden (Abbildung 9
B). Demnach kam es in Fibroblasten der Spenderin 1 zu einer 1,73-fach starkeren
pTyr705-STAT3-Aktivierung in TZ-Fibroblasten gegeniiber Ex-Fibroblasten und in

der Spenderin 2 zu einer 2,2-fach starkeren Aktivierung.

Die Aktivierung von STAT3 durch Phosphorylierung am Tyrosin-Rest 705 konnte
auch in immunhistochemischen Farbungen der organotypischen 3D-Kulturen von
NIKS-Zellen mit den jeweiligen Fibroblasten gesehen werden (Abbildung 9 C).
Hier war die Intensitat der Farbung in TZ-Fibroblasten gegeniiber Ex-Fibroblasten
deutlich erhoht.
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Abbildung 9: Aktivierung des Transkriptionsfaktors pSTAT3 in den Transformationszonen-
Fibroblasten

Organotypische 3D-Kulturen von NIKS-Zellen und unterschiedlichen exozervikalen (Ex) oder
Transformationszonen (TZ) Fibroblasten wurden 14 Tage in FAD-Medium kultiviert und dann
Keratinozyten-Kompartiment und Fibroblasten-Kompartiment voneinander gelost. Aus dem Fib-
roblasten-Kompartiment wurde eine separate Proteinisolation durchgefiihrt und diese Isolate mit-
tels Western Blot auf die Expression von pTyr705-STAT3 (hier abgekiirzt als pSTAT3 bezeichnet)
untersucht. (A) zeigt einen Versuch aus n=2 unabhangigen Experimenten. (B) zeigt die statistische
Auswertung der pTyr705-STAT3-Expression in den Fibroblasten-Kompartimenten der NIKS-3D-
Kultur von n=2 unabhingigen Experimenten. In (C) ist die immunhistochemische Farbung der
organotypischen 3D-Kulturen mit einem spezifischen anti-pTyr705-STAT3-Antikorper dargestellt
(n=3). Maf$stabsbalken 100 pum.
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3.1.5 Expression des CAF-assoziierten Markers a-SMA in Transformationszo-
nen-Fibroblasten

Krebs-assoziierte Fibroblasten zeichnen sich durch ein besonderes Markerprofil
aus. Unsere Arbeitsgruppe konnte dabei eine Verdanderung der Expression in
normalen Fibroblasten von NF-kB zu pTyr705-STAT3 in Krebs-assoziierten Fib-
roblasten nachweisen (Bastuck, 2016). Nachdem auch in den Fibroblasten der
Transformationszone eine Aktivierung von pSTAT3 festgestellt werden konnte,
wurde daher die Expression des CAF-assoziierten Markers a-SMA in Ex- und TZ-

Fibroblasten untersucht.

Bereits in 2D zeigte sich eine deutliche hohere a-SMA-Expression in TZ-
Fibroblasten bei beiden getesteten Spenderinnen um das 1,58- bis 2,26-Fache
(Abbildung 10 A und B). Auch in den organotypischen 3D-Kulturen von NIKS-
Zellen mit den jeweiligen Fibroblasten konnte mittels Western Blot eine deutlich
hohere Expression von a-SMA in TZ-Fibroblasten gegeniiber Ex-Fibroblasten
nachgewiesen werden (Abbildung 10 C). Die relative Expression betrug hier fiir
TZ-Fibroblasten der Spenderin 1 das 2,65-Fache der Expression in Ex-Fibroblasten
und fiir Fibroblasten der Spenderin 2 das 2,08-Fache (Abbildung 10 D).

Um auch einen Einfluss von HPV auf die a-SMA-Expression in Fibroblasten zu
untersuchen, wurden zudem immunhistochemische Farbungen der organotypi-
schen 3D-Kulturen mit NIKS und NIKS-18 durchgefiihrt (Abbildung 10 E). In den
Fibroblasten zeigte sich hier, ebenso wie bereits im Western Blot, eine hohere a-
SMA-Expression in TZ-Fibroblasten gegeniiber Ex-Fibroblasten in Gegenwart von
NIKS-Zellen (Abbildung 10 E, obere Reihe). Die Farbung in den organotypischen
3D-Kulturen mit NIKS-18 zeigten zudem, dass der Effekt der hoheren a-SMA-
Expression in TZ-Fibroblasten gegeniiber Ex-Fibroblasten hier noch weiter ver-
starkt ist (Abbildung 10 E, untere Reihe). Die hochste Expression erfolgte demnach
in TZ-Fibroblasten in Gegenwart von NIKS-18.
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Abbildung 10: Induktion des CAF-Markers a-SMA in Transformationszonen-Fibroblasten

(A, B) Aus exozervikalen (Ex) und Transformationszonen (TZ) Fibroblasten wurden Protein-
Extrakte isoliert und diese mittels Western Blot auf die Expression von a-SMA in 2D untersucht.
(A) zeigt einen représentativen Versuch aus n>3 unabhingigen Experimenten. (B) zeigt die statisti-
sche Auswertung der a-SMA-Expression in den Fibroblasten (n=3). (C, D) Organotypische 3D-
Kulturen von NIKS-Zellen und unterschiedlichen exozervikalen (Ex) oder Transformationszonen
(TZ) Fibroblasten wurden 14 Tage in FAD-Medium kultiviert und dann Keratinozyten-
Kompartiment und Fibroblasten-Kompartiment voneinander gelost. Aus dem Fibroblasten-
Kompartiment wurde eine separate Proteinisolation durchgefiihrt und diese Isolate mittels Wes-
tern Blot auf die Expression von a-SMA untersucht. (C) zeigt einen reprasentativen Versuch aus
n=3 unabhingigen Experimenten. (D) zeigt die statistische Auswertung der a-SMA-Expression in
den Fibroblasten der NIKS-3D-Kultur (n=3). (E) Organotypische 3D-Kulturen von NIKS- sowie
NIKS-18-Zellen mit Ex- und TZ-Fibroblasten wurden nach 14-tagigem Wachstum in FAD-Medium
immunhistochemisch fiir a-SMA gefarbt. Dargestellt ist ein reprasentativer Versuch von n=3 un-
abhéngigen Experimenten. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ungepaarter t-Test.
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3.1.6 Das Expressionsmuster von ADAM17 entspricht der Expression in vivo

Zur weiteren Untersuchung der ADAMI17-Expression im Zusammenhang mit
Transformationszonen-Fibroblasten der Zervix wurden FFPE-Gewebeschnitte an-
gefertigt und mittels immunhistochemischer Farbung fiir ADAM17 analysiert.
Dabei zeigte sich eine spezifische Zunahme der stromalen ADAM17-Expression
von der Exozervix hin zur Transformationszone in derselben Spenderin
(Abbildung 11, Ubersichtsbild und obere Reihen). Auch im endozervikalen Be-
reich war eine stromale ADAM17-Expression zu beobachten, wenn auch schwa-
cher als an der Transformationszone (Abbildung 11, Detailaufnahme zweite Rei-
he). Im Plattenepithel der Transformationszone sowie im endozervikalen Sau-
lenepithel konnte eine verstarkte ADAM17-Expression detektiert werden. Dabei
exprimierten im Plattenepithel vor allem basale und parabasale Zellen die Me-
talloprotease, wahrend im endozervikalen Bereich haufig die Reservezellen eine
Expression zeigten. Interessanterweise zeigte sich nicht nur eine raumliche Veran-
derung der ADAMI17-Expression, sondern auch eine Veranderung wahrend der
zervikalen Karzinogenese. Hierbei war die Expression in CIN3-Lasionen im Ver-
gleich zu Normalgewebe, sowohl stromal als auch im pramalignen Epithel, deut-
lich verstarkt (Abbildung 11, dritte Reihe). In Plattenepithelkarzinomen hingegen
nahm die Expression von ADAM17 erneut ab (Abbildung 11, untere Reihe). Die-
ses spezifische Expressionsmuster, bei dem die Expression vom Normalgewebe
hin zur CIN3 kontinuierlich zunimmt und zum invasiven Plattenepithelkarzinom
hin wieder abnimmt, entspricht den friitheren Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe
bei der Untersuchung der pTyr705-STAT3-Expression (Walch-Riickheim et al.,
2016).
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Abbildung 11: Zunahme der ADAM17-Expression von in vivo

FFPE-Schnitte von Gewebeproben der normalen Zervix, CIN3 und dem Plattenepithelkarzinom
der Zervix (SCC) wurden immunhistochemisch mit einem spezifischen ADAM17 Antikorper ge-
farbt. Fiir das Normalgewebe ist ein Ubersichtsbild dargestellt, das aus mehreren Einzelbildern
zusammengesetzt ist. Dargestellt ist jeweils eine reprasentative Firbung. Normalgewebe n=6, CIN3
n=3, SCC n=3. Mafsstabsbalken 100 pum.

3.1.7 In Gegenwart von gerichtet angeordneten Transformationszonen-
Fibroblasten kommt es korrelierend zum Verhalten von CAFs zum ver-
starkten Invasionsverhalten von Keratinozyten und einer diskontinuier-
lichen Basalmembran

Nachdem sich in den Transformationszonen-Fibroblasten eine dhnliche Protein-
signatur im Vergleich zu CAFs gezeigt hat und die Expression der Metallopro-
tease ADAM17 nachgewiesen werden konnte, wurden organotypische 3D-
Kulturen morphologisch auf ihre Invasivitat untersucht. Dabei zeigte sich, dass
die Invasivitat von NIKS-18, HPV16-positiven CaSki und HPV18-positiven SW756
in 3D-Kulturen mit TZ-Fibroblasten deutlich erhoht ist (Abbildung 12 A und B).

Krebs-assoziierte Fibroblasten konnen die Invasion und Migration von Tumorzel-
len fordern, indem sie die stromale Umgebung umstrukturieren und stromale
Komponenten gerichtet anordnen sowie ein Metalloprotease-unabhangiges
Durchbrechen der Basalmembran durch Ausiibung von Zugkraften begiinstigen
(Attieh et al., 2017; Glentis et al., 2017). In diesem Zusammenhang wurden organo-
typische 3D-Kulturen auf Fibroblasten-abhangige Unterschiede beziiglich ihrer
Morphologie untersucht. TZ-Fibroblasten zeigten, insbesondere in Gegenwart der
HPV-transformierten NIKS-18 und der Zervixkarzinomzelllinie SW756, eine ver-
tikale Ausrichtung im Kollagen-Fibroblasten Kompartiment, wohingegen Ex-
Fibroblasten eine ungerichtete oder horizontale Anordnung zeigten (Abbildung 12
B). Insbesondere in NIKS- und NIKS-18-3D-Kulturen zeigte sich eine weniger
starke Abgrenzung von Epithel und Kollagen-Fibroblasten-Kompartiment durch
die Basalmembran in Gegenwart von TZ-Fibroblasten (Abbildung 12 C). Die Ba-
salmembran erlaubt hier keine klare Abtrennung der beiden 3D-Kultur Bestand-
teile mehr, sondern zeigt eine weniger durchgehende, diskontinuierliche Morpho-
logie. Zudem konnte gezeigt werden, dass Fibroblasten in direktem Kontakt mit
dem Epithel standen. Die Effekte der Fibroblasten-Anordnung und der verstark-

ten Invasion zeigten sich jedoch bei 3D-Kulturen einiger Zelllinien wie den
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Abbildung 12: Transformationszonen-Fibroblasten ordnen sich im organotypischen 3D-
Kulturmodell gerichtet an und fiihren zu einer verdnderten Struktur der Basalmembran

(A, B) Organotypische 3D-Kulturen von NIKS, NIKS-18, CaSki, SW756 und K51 mit unterschiedli-
chen exozervikalen (Ex) oder Transformationszonen (TZ) Fibroblasten wurden 7 Tage in DMEM-
Vollmedium (CaSki, SW756 und K51) oder 14 Tage in FAD-Medium kultiviert (NIKS, NIKS-18)
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und mittels HE-Farbung morphologisch analysiert. Dargestellt ist jeweils ein reprasentativer Ver-
such von n=3 unabhangigen Versuchen. In (C) ist eine vergrofierte Aufnahme der Basalmembran
der NIKS-18-3D-Kulturen dargestellt. Mafsstabsbalken 100 pum.

3.1.8 Transformationszonen-Fibroblasten fordern Invasion, Expression und
Freisetzung von Metalloproteasen sowie eine verstirkte Kollagen-
Kontraktion

In Gegenwart von Transformationszonen-Fibroblasten war die Invasion von CaS-
ki Zellen in organotypischen 3D-Kulturen stark erhoht (Abbildung 13 A). Die
Messung und statistische Auswertung der mittleren Invasion (als Anteil an der
gesamten 3D-Kultur) ergab eine Zunahme von 0,255 auf 0,455 fiir Fibroblasten der
Spenderin 1 und eine Zunahme von 0,3 auf 0,465 fiir Fibroblasten der Spenderin 2
(Abbildung 13 B).

Zudem korrelierte die starkere Invasion in CaSki-3D-Kulturen mit TZ-
Fibroblasten mit einer starkeren ADAM17-Expression in Fibroblasten und im in-
vasiven Bereich der 3D-Kultur (Abbildung 13 A).

Neben ADAM17 ist auch die Matrixmetalloprotease MMP-9 an der Invasion unter
anderem von Zervixkarzinomen beteiligt (Schroer et al., 2011). Zur Analyse der
MMP-9-Freisetzung in organotypischen NIKS-18-3D-Kulturen wurden die Uber-
stainde mittels ELISA untersucht. Hierbei zeigte sich eine 1,5-fach signifikant ho-
here MMP-9-Freisetzung in TZ-Fibroblasten gegeniiber Ex-Fibroblasten der Spen-
derin 1 beziehungsweise eine 1,1-fach hohere MMP-9-Freisetzung in Fibroblasten
der Spenderin 2 (Abbildung 13 C).

Um die Kontraktionsfahigkeit der Fibroblasten zu untersuchen, wurden Ex- und
TZ-Fibroblasten in Kollagenmatrices eingebettet, mit HPV16-positiven CaSki ko-
kultiviert und die Veranderung der Oberflache der Kollagenmatrices nach 3 Tagen
analysiert (Abbildung 13 D). Hierbei ergab sich eine signifikante Zunahme der
Kollagen-Kontraktion von 22 % bei Ex-Fibroblasten-Matrices auf 77,68 % bei TZ-
Fibroblasten-Matrices (Abbildung 13 E).
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Abbildung 13: Transformationszonen-Fibroblasten fordern Invasion, ADAM17 Expression, MMP-9-
Freisetzung und Kollagen-Kontraktion

(A) Organotypische 3D-Kulturen von CaSki mit unterschiedlichen exozervikalen (Ex) oder Trans-
formationszonen (TZ) Fibroblasten wurden 14 Tage in FAD-Medium kultiviert und immunhisto-
chemisch mit einem spezifischen ADAM17-Antikorper gefdrbt. Dargestellt ist jeweils ein Versuch
von n=2 unabhangigen Versuchen. (B) Die relative mittlere Invasion der Keratinozyten der in (A)
dargestellten 3D-Kulturen wurde als Anteil an der organotypischen 3D-Kultur gemessen und sta-
tistisch ausgewertet (n=2). (C) Organotypische 3D Kulturen von NIKS-18 mit unterschiedlichen Ex-
oder TZ-Fibroblasten wurden 7 Tage in FAD-Medium kultiviert und deren Uberstinde zur Analy-
se der MMP-9-Freisetzung mittels ELISA verwendet. Es erfolgte jeweils eine Normierung auf die
Werte der 3D-Kultur-Uberstinde der exozervikalen Fibroblasten. Zusammengefasst sind n=3 un-
abhangige Versuche. (D) Ex- oder TZ-Fibroblasten wurden in eine Kollagen-Matrix eingebettet
und nach einem Tag mit CaSki kokultiviert. Nach insgesamt dreitdagigem Wachstum wurde die
Kollagen-Kontraktion als Verdnderung der Kollagenoberfliche bezogen auf die Anfangs-
Oberflache gemessen und statistisch analysiert (E). Zusammengefasst sind n=3 unabhéngige Ver-
suche. *p<0,05, **p<0,01, **p<0,001, ungepaarter t-Test. Mafistabsbalken 100 pm.
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3.1.9 Regulation von Twist1 in Transformationszonen-Fibroblasten aus 3D-
Kulturen mit NIKS-18

In vielen Karzinomen ist eine erhchte Expression des Transkriptionsfaktors Twist1
zu verzeichnen (Kwok et al., 2005; Sung et al., 2011). Auch in CAFs einiger Gewebe
konnte eine verstarkte Twist1-Expression nachgewiesen werden, wie zum Beispiel
im Osophagus (Yeo et al., 2017). Vor diesem Hintergrund wurde die TwistI-
mRNA-Expression in Fibroblasten aus NIKS-18-3D-Kulturen analysiert
(Abbildung 14). Hierbei zeigte sich in TZ-Fibroblasten der Spenderin 1 eine 1,6-
fach signifikant hohere TwistI-Expression gegeniiber Ex-Fibroblasten. Fiir die

Spenderin 2 zeigte sich eine 3,3-fach héhere Expression.
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Abbildung 14: Erhohte Expression von Twist1 -mRNA in Transformationszonen-Fibroblasten aus
NIKS-18 3D-Kulturen

Organotypische 3D-Kulturen von NIKS-18-Zellen und unterschiedlichen exozervikalen (Ex) oder
Transformationszonen (TZ) Fibroblasten wurden 14 Tage in FAD-Medium kultiviert und dann
Keratinozyten-Kompartiment und Fibroblasten-Kompartiment voneinander gelost. Aus dem Fib-
roblasten-Kompartiment wurde eine RNA-Isolation durchgefiihrt und diese Isolate mittels qRT-
PCR auf die Expression von Twistl-mRNA untersucht. Dargestellt ist die relative Twist1-mRNA-
Expression normalisiert auf das Haushaltsgen RPL13A im Bezug zu den Ex-Fibroblasten der jewei-
ligen Spenderin. Zusammengefasst sind n=3 unabhangige Versuche. *p<0,05, **p<0,01, **p<0,001,
ungepaarter t-Test.
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3.1.10 Regulation der miR-375-Expression in Transformationszonen-
Fibroblasten

Um eine mogliche Regulation des Wnt-induzierbaren Transkriptionsfaktors
Twist]l zu klaren, wurde die Expression der miR-375 in den Fibroblasten unter-
sucht (Reinhold et al., 2006). Ein Einfluss dieser auf den kanonischen Wnt/p-
Catenin-Signalweg konnte bereits zuvor gezeigt werden (Miao et al., 2015). Ver-
schiedene Studien konnten zudem eine Herabregulation der miR-375 in Plat-
tenepithelkarzinomen zeigen (Ding et al., 2010; Yu et al., 2014). Auch unserer Ar-
beitsgruppe konnte eine 1,14-fach verringerte miR-375-Expression in zytologi-
schen Abstrichen hochgradiger Lasionen (Pap IV a-p) gegeniiber unauffilligen
Abstrichen (Pap I) feststellen (Treitz, 2016). In TZ-Fibroblasten zeigte sich eine um
das 0,37- (Spenderin 1, signifikant) beziehungsweise 0,59-fache (Spenderin 2)
niedrigere miR-375 Expression gegeniiber Ex-Fibroblasten derselben Spenderin
(Abbildung 15).
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Abbildung 15: Suppression der miR-375 in Transformationszonen-Fibroblasten

Fibroblasten verschiedener Spenderinnen wurden in einer Dichte von 100 000 Zellen pro Napfchen
einer 12-Well Platte ausgesit und deren gesamte RNA nach 24h isoliert und mithilfe des TagMan
PCR Assays fiir die Expression der miR-375 untersucht. Der Graph stellt die relative miR-375-
Expression normalisiert auf das Haushaltsgen RNU6B im Bezug zu den Ex-Fibroblasten der jewei-
ligen Spenderin dar. Zusammengefasst sind n>3 unabhangige Versuche. *p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001, ungepaarter ¢t-Test.
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3.2 Charakterisierung und Vergleich spezifischer Nischen in der Zer-

vix und der tonsilldren Krypte

Da im Rahmen dieser Dissertation die Nische als Gesamtheit der einzelnen, in ihr
enthaltenen Zellen beschrieben werden sollte, sollte auch ein Zusammenhang von
Zellen im Stroma und epithelialen Zellen hergestellt werden. Daher wurde auch
eine genauere Betrachtung verschiedener epithelialer Marker in der Zervix und

tonsillaren Krypte vorgenommen.

3.2.1 Die zervikale Nische ist durch die Expression von Lgr6 und p63 charakte-
risiert

Die Transmembran-Rezeptoren der Lgr (leucine-rich repeat-containing G-protein
coupled receptors) Familie sind in einigen Gewebearten als Marker fiir Stammzellen
beschrieben (Barker et al., 2007; Jaks et al., 2008; Guinot, Oeztuerk-Winder and
Ventura, 2016). Auch in unserer Arbeitsgruppe wurden die Lgr-Proteine in der
Zervix sowie der zervikalen Karzinogenese untersucht, wobei sich die Expression
von Lgré wahrend der gesamten zervikalen Karzinogenese zeigte und auch eine
Expression von Lgr6 in Reservezellen nachgewiesen werden konnte (Kamionka,
2014).

In immunhistochemischen Farbungen von normalem Zervixgewebe zeigte sich
eine Expression sowohl des Stammzellmarkers p63 als auch von Lgré6 in Reserve-
zellen (Abbildung 16 A).

Als diagnostischer Goldstandard zur Fritherkennung von Gebarmutterhalskrebs
dient der sogenannte Pap-Abstrich, bei dem Zervixmaterial im Bereich der SCJ
entnommen und lichtmikroskopisch analysiert wird. Eine weiterentwickelte
Testmoglichkeit stellt die Diinnschichtzytologie dar, wie zum Beispiel das Thin-
Prep®-Verfahren des Herstellers Hologic, bei der das entnommene Probenmaterial
vor Auftragung auf den Objekttrager in einer Fixierlosung fixiert wird. Das fixier-
te Probenmaterial kann gelagert und anschliefiend fiir weitere Tests herangezogen
werden. Die Expressionsanalyse verschiedener Lgrs in diesen zytologischen Thin-
Prep® Abstrichen zeigte eine signifikante Steigerung der LGR6-Expression in Pap
IV a-p Abstrichen hochgradiger Lasionen mit einer mittleren Expression von 284

Kopien pro 10° Kopien RPL13A gegeniiber normaler Pap I und niedriggradigerer
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Pap II D2 Abstriche (Abbildung 16 B). Zwischen Pap I und Pap III D2 Abstrichen

ebenso wie fiir LGR4 und LGR5 konnte keine signifikante Veranderung der Lgr-

Expression festgestellt werden.
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Abbildung 16: Expression von Lgré und p63 charakterisiert die zervikale Nische

(A) FFPE-Schnitte von Gewebeproben der normalen Zervix wurden immunhistochemisch mit
spezifischen p63- und Lgr6-Antikorpern gefarbt. Dargestellt ist jeweils eine reprasentative Far-
bung. (B) RNA aus zytologischen ThinPrep® Abstrichen wurde isoliert, in cDNA umgeschrieben
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und die Expression von LGR4, LGR5 und LGR6 mittels qRT-PCR analysiert und jeweils auf das
Haushaltsgen RPL13A normiert. Jeder Punkt reprasentiert eine Patientinnenprobe. Pap I: n=12, Pap
IID2: n=6, Pap IV a-p: n=10. Die in (B) dargestellten Daten sind im Rahmen meiner Masterarbeit
untersucht worden (Treitz, 2016). Fiir jede Probengruppe ist der jeweilige Mittelwert im Graphen
dargestellt. Die statistische Analyse erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test und als Post-Test dem
Dunn-Test zur Bestimmung von Signifikanzen. p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. Mafstabsbalken 100

pm.

Eine genauere Analyse zeigte, dass eine LGR6-Expression in 25 % der Abstriche
normaler Zytologie (Pap I), 50 % der Abstriche einer mafligen Dysplasie (Pap III
D2) und 90 % der Abstriche einer hochgradigen Lasion (Pap IV a-p) detektiert
wurde (Tabelle 12).

Tabelle 12: Statistische Analyse der LGR-Genexpression in zytologischen Abstrichen der Zervix

Relative Anzahl LGR-positiver Proben (% der Gesamt-Probenzahl)

Papl Pap Il D2 Pap IV a-p
LGR4 5 (41,67 %) 1(16,67 %) 3 (30 %)
LGRS 4 (33,33 %) 2(33,33 %) 7 (70 %)
LGR6 3(25%) 3(50 %) 9 (90 %)
Anzahl der Proben (3) 12 6 10

3.2.2 Die tonsillare Nische weist dieselben Charakteristika der zervikalen Ni-
sche auf

Sowohl die tonsillare Krypte als auch die zervikale Transformationszone gelten als
moglicher Infektionsort fiir eine HPV-Infektion und weisen eine dhnliche Expres-
sion verschiedener, charakteristischer Marker auf (Morbini et al., 2015). Die genau-
ere Analyse der Expression der potentiellen Stammzellmarker p63 und Lgr6 zeigte
ein dhnliches Expressionsmuster in Zervix und Tonsille (Abbildung 16 A, Abbil-
dung 17). In der Tonsille geht am dufieren Teil der Krypte das mehrschichtige
Plattenepithel in ein netzartiges Epithel aus einzelnen Keratinozyten entlang der
Krypte iiber. Die Expression von p63 im Plattenepithel der Tonsille erfolgt hierbei
ahnlich wie im zervikalen Plattenepithel an der Transformationszone in basalen
und parabasalen Zellen (Abbildung 17). Auch in der Krypte selbst zeigte sich eine
p63-Expression, allerdings nicht direkt an der Krypten-Oberfldache, sondern tiefer
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im netzartigen Kryptenepithel. Auch die Expression von Lgr6 dhnelte sich in Ton-
sillen-Krypte und zervikaler Transformationszone (Abbildung 16 A und Abbil-
dung 17, rechte Spalte). Im Bereich der Krypte kommt es zur verstarkten Lgré6-

Expression im Vergleich zum umliegenden Stroma.

p63 Lgré

Tonsillen-Krypte

Abbildung 17: Die zervikale und Krypten-Nische dhneln sich in Morphologie und Expression cha-
rakteristischer Marker

FFPE-Schnitte von Gewebeproben der normalen Gaumenmandel (A) und der normalen Zervix (B),
wurden immunhistochemisch mit spezifischen p63- und Lgro-Antikdrpern gefdarbt. Dargestellt
sind jeweils reprasentative Farbungen von Tonsillengewebe (n=8). MafSstabsbalken 100 pm.

3.2.3 Die Prasenz von subepithelialen CD79a*-Lgr6+*-Zellen charakterisiert die
HPV-suszeptible Nische in Zervix und Tonsille

Nachdem eine dhnliche Morphologie und Expression verschiedener Proteine in
der Zervix und der tonsillaren Krypte gezeigt werden konnte, wurde eine genaue-
re Analyse der Lgr6-Expression durchgefiihrt. Hierbei zeigten sich in der tonsilla-
ren Krypte zwei unterschiedliche Lokalisationen der Lgr6-Expression (Abbildung
18 A). Unterhalb der Basalmembran des Plattenepithels befinden sich in inselarti-
ger Anordnung subepitheliale Lgr6*-Zellen. Eine zweite Lgr6*-Zellpopulation be-
findet sich entlang der tonsillaren Krypten (Abbildung 17, Abbildung 18 A). Bei
genauerer Betrachtung konnte mithilfe einer Ko-Immunfluoreszenz keine Ko-
Lokalisierung der Lgr6- und p63-Expression festgestellt werden (Abbildung 18 B).
Stattdessen sind die beiden Proteine in jeweils benachbarten Zellen exprimiert.
Diese Beobachtung unterscheidete sich von der beobachteten Ko-Expression in

zervikalen Reservezellen (Abbildung 16 A). Bei der anschliefenden Analyse ver-
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schiedener Marker erwies sich der B-Zellmarker CD79a als Protein, welches in den
Lgr6*-subepithelialen Zellen ko-exprimiert wird (Abbildung 18 C). Die Lgr6*-
Zellen entlang der tonsillaren Krypte sind demnach keine Keratinozyten, sondern
subepitheliale B-Zellen, die sich in direkter Nachbarschaft zu p63-positiven Zellen
befinden. Eine Ko-Immunfluoreszenz von Lgr6 und dem B-Zellmarker CD20 zeig-
te jedoch keine Ko-Expression (Abbildung 18 D).

Immunhistochemische Farbungen von Lgré in der zervikalen Transformationszo-
ne zeigten, dass Lgr6 nicht nur in Plattenepithel- und Reservezellen exprimiert
wird, sondern auch hier eine Lgr6-Expression im Stroma zu verzeichnen ist. Mit-
tels Immunfluoreszenz-Farbung konnte die Existenz der subepithelialen CD79a*-
Lgr6*-Zellpopulation auch an der zervikalen Transformationszone gezeigt werden
(Abbildung 18 E).
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Abbildung 18: Subepitheliale CD79a*-Lgr6*-Zellen charakterisieren die HPV-suszeptible Nische in
Zervix und Tonsille

FFPE-Schnitte von Gewebeproben der normalen Gaumenmandel (A-D) und der normalen Zervix
(E), wurden mittels Ko-Immunfluoreszenz-Farbungen analysiert. (A) zeigt eine Ko-Farbung von
Pan-Cytokeratin (griin), Lgré (rot) und DAPI (blau) einer tonsilliren Krypte. Die gestrichelte Linie
zeigt die Position der Basalmembran im Gewebe an. (B) zeigt eine Ko-Farbung von p63 (griin),
Lgr6 (rot) und DAPI (blau), (C) eine Ko-Farbung von CD79a (griin), Lgr6 (rot) und DAPI (blau)
einer tonsilliren Krypte. (D) zeigt eine Ko-Immunfluoreszenz fiir CD20 (griin), Lgré (rot) und



Ergebnisse 20

DAPI (blau) einer tonsilldren Krypte. (E) zeigt eine Ko-Farbung von CD79a (griin), Lgr6 (rot) und
DAPI (blau) in der zervikalen Transformationszone. Dargestellt sind jeweils reprasentative Far-
bungen von (A) n=3, (B) n=3, (C) n=6, (D) n=1, (E) n=1. Mafstabsbalken 100 pm.
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4 Diskussion

Die squamocolumnar junction, die den Ubergang vom mehrschichtigem Platten-
zum einschichtigem Saulenepithel der Zervix bildet, gilt bereits lange als potenti-
eller Infektionsort fiir eine transformierende HPV-Infektion. Aufgrund ihrer dhnli-
chen Merkmale beziiglich HPV-Assoziation und morphologischer Gemeinsamkei-
ten riickt die Existenz einer mdglichen Nische in Zervix und Tonsille immer mehr
in den Fokus atiologischer Studien. Sowohl in der zervikalen SCJ als auch in der
tonsillaren Krypte zeigte sich die Beteiligung spezialisierter Zellen an der HPV-
Infektion und Karzinogenese (Martens et al., 2004; Kang et al., 2015; Mirkovic et al.,
2015). Herfs et al. postulierten die Expression einer bestimmten Marker-Signatur in
spezialisierten Saulenepithelzellen, die eine besondere HPV-Suszeptibilitat zeig-
ten. Diese Marker wiirden demnach auch in Zervixkarzinomen vermehrt
exprimiert. Die Untersuchung dieser Markerproteine in der tonsilliren Krypte
und im Tonsillenkarzinom zeigte eine partielle Expression mehrerer Marker,
wobei jedoch keine Zellen identifiziert werden konnten, die die vollstindige

Signatur exprimierten (Morbini et al., 2015).

Sowohl die zervikale SCJ als auch die obere tonsillire Krypte stellen einen
Ubergang vom mehrschichtigem Plattenepithel zu einem einschichtigen
Saulenepithel beziehungsweise retikuldaren Epithel dar. Auch aufgrund dieser
morphologischen Gemeinsamkeiten ist die Existenz einer gemeinsamen Nische,
die zur HPV-Suszeptibilitit und Karzinogenese in beiden Geweben beitragt,

vorstellbar.

Um zunachst die zervikale Nische weiter zu charakterisieren, wurden im Rahmen
dieser Arbeit Fibroblasten der Transformationszone analysiert. Diese bezeichnet
den Bereich zwischen der urspriinglichen SCJ und der nach metaplastischen
Veranderungen verlagerten SCJ und umfasst somit einen rdaumlich grofieren
epithelialen und stromalen Bereich der Zervix als die eigentliche SCJ (Singer,
1975). Im Bereich der Transformationszone ist folglich auch das Stroma unterhalb
der urspriinglichen SCJ vor metaplastischen Verdanderungen eingeschlossen,
wodurch eine detailliertere Analyse ermoglicht wird. Insbesondere das
Vorkommen potentieller Stammzellen legt eine besondere Vulnerabilitat der

Transformationszone nahe (Smedts et al, 1992, Martens et al., 2004). Zur
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Untersuchung der Transformationszonen-Fibroblasten wurden unter anderem
organotypische 3D-Kulturen herangezogen. Da Humane Papillomviren an die
natiirliche Differenzierung eines Epithels gebunden sind, besteht die
Notwendigkeit eines addquaten Zellkulturmodells zur Analyse HPV-induzierter

Veranderungen (Taichman, Reilly and LaPorta, 1983; Lambert et al., 2005).

Organotypische 3D-Kulturen der immortalisierten humanen
Keratinozytenzelllinie NIKS, welche normale Differenzierungseigenschaften
besitzen, ermoglichten eine Trennung von Keratinozyten-Kompartiment und
Fibroblasten-Kompartiment zur weiteren Analyse der einzelnen Bestandteile. Die
getrennte Analyse der Zellen beider Kompartimente mittels Western Blot und
qRT-PCR erlaubt eine exaktere Charakterisierung im Vergleich zur 2D-in-vitro-
Analyse. Mithilfe dieses Systems werden gegenseitige Interaktionen bei der
Untersuchung von Zellen beriicksichtigt und die in-vivo-Situation genauer

widergespiegelt.

4,1 ADAM-Metalloprotease-vermitteltes Shedding des loslichen IL-6-

Rezeptors sgp80 in Transformationszonen-Fibroblasten

Das pleiotrope Zytokin IL-6 ist in vielen Gewebetypen und Karzinomen von gro-
er Bedeutung, wie zum Beispiel in Myelomen und Nierenkarzinomen (Kawano
et al., 1988; Miki et al., 1989). Dabei hat IL-6 meist eine tumorféordernde Funktion,
wie beispielsweise in Brust- und Hautkarzinomen, wo es das maligne Wachstum
fordern kann, indem es sowohl auto- als auch parakrine Zytokine reguliert
(Sansone et al., 2007; Lederle et al., 2011). Auch in der Zervix zeigte sich eine Betei-
ligung des IL-6-Signalweges in der zervikalen Karzinogenese (Hess et al., 2000).
HPV-transformierte Keratinozyten produzieren verstarkt IL-6, welches parakrin
an der Regulation der chronischen Inflammation im Tumorstroma beteiligt ist
(Smola, 2019). Es kommt zu einer IL-6-vermittelten STAT3-Aktivierung in in-
flammatorischen Monozyten, welche wiederum zu einer autokrinen CCL2-
vermittelten MMP-9-Produktion fiihrt und mafigeblich an der Umgestaltung der
extrazellularen Matrix beteiligt ist (Schroer et al., 2011). Gleichzeitig wird eine au-
tokrine Stimulation der Zervixkarzinomzellen durch den Verlust der IL-6-

Rezeptoruntereinheit gp80 verhindert und so eine konstitutive Produktion des
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monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) unterbunden (Hess et al., 2000). Diese
balancierte Regulation ermoglicht ein Entkommen der Tumorzellen vor der Im-

munantwort.

Die Analyse der Expression der IL-6Ra-Untereinheit gp80 im Zervixgewebe zeigte
eine stetige Zunahme vom Normalgewebe iiber die niedriggradigen Vorstufen
CIN1 und CIN2 zur hochgradigen Lasion CIN3 — sowohl im Epithel als auch in
geringerem Mafle im Stroma. Zum invasiven Plattenepithelkarzinom nahm die
Expression von gp80 dann wieder leicht ab. Dieses Expressionsmuster entspricht
dem von pTyr705-STAT3 in der Zervix und zeigt die Bedeutung von gp80 in der
Aktivierung des Transkriptionsfaktors STAT3 im Zervixgewebe (Walch-Riickheim
et al., 2016). Auch im Normalgewebe konnte eine differenzielle Expression von
gp80 beobachtet werden. Wahrend im exozervikalen Epithel eine dufserst geringe
bis keine Expression von gp80 zu verzeichnen war, nahm die Expression an der
Transformationszone sowohl im Epithel als auch leicht im Stroma zu. Im Bereich
der Endozervix nahm die gp80-Expression hingegen vor allem im Stroma wieder
leicht ab.

Um eine genauere Betrachtung der gp80-Expression in vivo zu ermoglichen und
Epithel und Stroma separat nachzuahmen und zu analysieren, wurden organoty-

pische 3D-Kulturen zur Analyse herangezogen.

In Abwesenheit der IL-6-bindenden IL-6Ra-Untereinheit gp80 hat die ubiquitar
exprimierte IL-6RB-Untereinheit gp130 keine IL-6-Affinitdt. Eine IL-6-vermittelte
Signaltransduktion kann somit ausschliefSlich in Gegenwart von gp80 erfolgen
(Taga et al., 1989). Allerdings besteht durch die Komplexbildung von IL-6 und ei-
ner — unter anderem in Blut und Serum zirkulierenden — 19slichen Rezeptorun-
tereinheit sgp80 (soluble gp80) die Moglichkeit der IL-6-Signaltransduktion. Dieser
Komplex kann dann mit hoher Affinitdt, in einem Vorgang der als Trans-Signaling

bezeichnet wird, an gp130 binden.

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation konnte eine deutlich erhohte Expressi-
on von sgp80 in Fibroblasten-Kollagen-Kompartimenten organotypischer 3D-
Kulturen in Gegenwart von Fibroblasten der Transformationszone gezeigt wer-
den, wohingegen sich in entsprechenden Kompartimenten mit exozervikalen Fib-
roblasten kein sgp80 nachweisen lief3. Die organotypische 3D-Kultur bietet hierbei

den erheblichen Vorteil gegeniiber 2D-in-vitro-Versuchen, dass auch freigesetzte,
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l6sliche Faktoren innerhalb der 3D-Kultur detektiert werden konnen. Ob das im
Fibroblasten-Kollagen-Kompartiment befindliche sgp80 von den Keratinozyten
oder Fibroblasten freigesetzt wird, muss in weiteren Versuchen untersucht wer-
den. Auch in Zellkulturiiberstinden sowohl von NIKS- als auch NIKS-18-3D-
Kulturen konnte eine deutlich erhdhte Freisetzung von sgp80 in Gegenwart von
Transformationszonen-Fibroblasten detektiert werden, wobei die Expression in
NIKS-3D-Kulturen deutlich hoher war als in solchen mit NIKS-18. Hierdurch zeigt
sich, dass die sgp80-Freisetzung sowohl eine Bedeutung in der interzelluldren
Kommunikation zwischen Keratinozyten und Fibroblasten als auch bei der Beein-

flussung des Mikromilieus durch distale Weiterleitung haben kann.

Die 16sliche Form des IL-6R wird tiberwiegend durch proteolytische Spaltung des
membrangebundenen gp80 kontrolliert synthetisiert (Althoff et al., 2000). Diese
proteolytische Spaltung von gp80 erfolgt zwischen den Aminosaureresten Pro-355
und Val-356 und erfordert die Glykosylierung nahe der Schnittstelle (Miillberg et
al., 1994; Riethmueller et al., 2017). An der proteolytischen Spaltung von Trans-
membranproteinen sind sogenannte Sheddasen beteiligt, die sowohl Rezeptoren,
wie IL-6R und CDA40, als auch l6sliche Faktoren, wie das Zytokin TNF-a, freiset-
zen konnen (Black et al., 1997; Contin et al., 2003; Schumacher et al., 2015). Die Me-
talloprotease ADAM17 ist das vorrangig fiir die als Shedding bezeichnete proteoly-
tische Freisetzung von sgp80 verantwortliche Enzym (Miillberg et al., 1993). Ana-
log zur Induktion von 16slichem sgp80 in Gegenwart von Transformationszonen-
Fibroblasten kommt es in diesen zu einer erhchten Expression von ADAM17 im
3D-Kulturmodell sowohl mit HPV-negativen NIKS als auch HPV16-positiven
CaSki. Demnach kann die Freisetzung von sgp80 im 3D-Kulturmodell durch das
ADAM17 der Transformationszonen-Fibroblasten vermittelt sein. Auch in vivo
zeigte sich eine verstarkte Expression von ADAM17 im Bereich der Transformati-
onszone, was die mogliche Bedeutung der Metalloprotease in der Shedding-

vermittelten sgp80-Freisetzung in der Zervix hervorhebt.

ADAM17 wurde urspriinglich als wichtiger Faktor bei der Prozessierung von
TNF-a identifiziert und als tumor necrosis factor-a converting enzyme (TACE) be-
zeichnet (Kriegler et al., 1988). Neben ADAM17 kann auch ADAM10 am IL-6-
Trans-Signaling beteiligt sein (Garbers et al., 2011). Insgesamt hat ADAM17 mehr
als 80 Substrate, neben TNFa und IL-6Ra unter anderem auch EGFR (Zunke and
Rose-John, 2017). ADAMI10 ist zudem an der Regulation von Notch, welches das
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Zellschicksal wahrend der Entwicklung bestimmt, und E- sowie N-Cadherin betei-
ligt (Maretzky et al., 2005; Reiss et al., 2005; van Tetering et al., 2009; Groot et al.,
2014). ADAM-Proteasen zeichnen sich durch eine N-terminale Pro-Domaéne aus,
welche durch die Proprotein-Konvertase Furin gespalten werden muss, um eine
proteolytisch aktive ADAM-Protease zu induzieren (Srour et al., 2003; Wong et al.,
2015). Um ihre enzymatische Aktivitat auszuiiben, muss ein Transport der
ADAM-Proteasen zur Zellmembran erfolgen (Matthews et al., 2017). Die daran
beteiligten Faktoren unterscheiden sich fiir ADAM10 und ADAM17. So assoziiert
ADAMI10 mit Vertretern der TetraspaninC8-Gruppe (TSpan) zu Nanoclustern,
wohingegen es bei ADAM17 zu einer Assoziation mit den inaktiven Rhomboiden
iRhom1 und iRhom2 kommt (Adrain et al., 2012; Haining et al., 2012). Es kommt
zum Austritt aus dem endoplasmatischen Retikulum, der enzymatischen Reifung
und Furin-abhdngigen Aktivierung im Golgi sowie letztlich zum Transport zur

Zellmembran.

Ob es tatsdchlich zu einer proteolytischen Spaltung von gp80 an der Zellmembran
der Transformationszonen-Fibroblasten kommt, muss weiter untersucht werden.
Da sgp80 im gesamten Fibroblasten-Kollagen-Kompartiment nachgewiesen wur-
de, ist auch eine proteolytische Spaltung von der Zellmembran der Keratinozyten
denkbar, wodurch das 16sliche sgp80 fiir die Fibroblasten zur Verfiigung stiinde
und es zur STAT3-Aktivierung kommen kann. Die Untersuchung der Proteiniso-
late aus Fibroblasten-Kollagen-Kompartimenten von NIKS-3D-Kulturen zeigte die
Expression von membrangebundenen gp80 sowohl in exozervikalen als auch in
Transformationszonen-Fibroblasten. Das IL-6-Trans-Signaling bewirkt eine deut-
lich starkere Signaltransduktion als der klassische IL-6-Signalweg und kann nach-
geschaltete Faktoren deutlich schneller beeinflussen (Reeh et al., 2019).

In verschiedenen Korperfliissigkeiten wie Plasma, Urin und dem Serum von Tu-
mor-Patientlnnen konnte ein Vorkommen von extrazelluldaren Vesikeln (EV)
nachgewiesen werden (Pisitkun, Shen and Knepper, 2004; Caby et al., 2005; Taylor
and Gercel-Taylor, 2008). Auch ADAM-Metalloproteasen konnen in solchen EVs
vorkommen. So finden sich ADAM10-Exosomen unter anderem in Ovarialkarzi-
nomen, wohingegen ADAM17-Exosomen neben dem Ovarialkarzinom vor allem
von Lungenkarzinomzellen, Monozyten und Endothelzellen freigesetzt werden
(Keller et al., 2006; Stoeck et al., 2006; Groth et al., 2016). Metalloprotease-assoziierte

Exosomen konnen ihre Funktionen auf unterschiedliche Weise ausiiben (Shimoda
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and Khokha, 2017). So kann es an den Exosomen selbst zur Umgestaltung der ext-
razelluliren Matrix und der proteolytischen Spaltung und Freisetzung von
Transmembranproteinen kommen. Daneben kann auch ein interzelluldrer Trans-
fer von Metalloproteasen auf Zielzellen stattfinden und dort das Shedding von Re-
zeptoren und Zytokinen induziert werden (Al-Nedawi et al., 2008; Skog et al.,
2008). Die vielfaltigen Moglichkeiten der Funktion von EV-vermittelten Me-
talloproteasen machen ihre grofie Bedeutung bei der Regulation des Mikromilieus
deutlich.

Basierend auf den Beobachtungen, dass in Gegenwart von Transformationszonen-
Fibroblasten verstarkt sgp80 freigesetzt wird, wahrend membranstandiges gp80
sowohl in exozervikalen als auch Transformationszonen-Fibroblasten exprimiert
wird, ist ein Mechanismus des distalen Sheddings, wie im oberen Abschnitt be-
schrieben, denkbar. Im Gegensatz zu exozervikalen Fibroblasten exprimieren
Transformationszonen-Fibroblasten verstarkt ADAM17, welches tiber einen Exo-
somen-vermittelten Transfer zu Keratinozyten gelangen und dort membranstan-
diges gp80 proteolytisch spalten und somit sgp80 freisetzen konnte. Das 16sliche
sgp80 konnte dann wiederum mit hoher Affinitdt mit IL-6 an die IL-6Rf-
Untereinheit gpl130 der Transformationszonen-Fibroblasten binden und IL-6-
vermittelte Signalwege aktivieren. Ob dieser mdgliche Mechanismus eines Exo-
somen-vermittelten Transfers und Sheddings hier von Bedeutung ist, bedarf weite-

rer Untersuchungen.

Wahrend in Zervixkarzinomzelllinien keine Expression der IL-6Ra-Untereinheit
gp80 nachgewiesen werden konnte, kommt es in den HPV-transformierten
HPK1A und K51 weiterhin zur gp80-Expression (Hess et al., 2000). Eine genauere
Untersuchung der gp80-Expression auf NIKS, NIKS-18 und anderen zervikalen

Zellen ist in diesem Kontext notwendig.

4.2 pSTAT3-Aktivierung und Expression des CAF-assoziierten Mar-

kers a-SMA in Transformationszonen-Fibroblasten

Neben der Induktion von 16slichem sgp80 in organotypischen 3D-Kulturen in Ge-
genwart von Transformationszonen-Fibroblasten kommt es in diesen Transforma-

tionszonen-Fibroblasten auch zur STAT3-Aktivierung durch Phosphorylierung
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des Tyrosins 705. Wahrend unter normalen Bedingungen eine genaue Kontrolle
des JAK-STAT3-Signalweges erfolgt, kommt es in Karzinomen haufig zu einer
starken STAT3-Aktivierung (Bournazou and Bromberg, 2013). Hierzu konnen ge-
netische Verdnderungen beitragen, wie zum Beispiel im Falle einer gain-of-
function-Mutation von STAT3 im hepatozelluliren Adenom (Sommer et al., 2012).
Hautfig ist jedoch eine verstarkte STAT3-Aktivierung Folge einer gesteigerten IL-6-
Signaltransduktion (Berishaj et al., 2007; Grivennikov et al., 2009). Auch in Gegen-
wart von Transformationszonen-Fibroblasten kam es zu einer verstarkten Freiset-
zung der IL-6Ra-Untereinheit sgp80, welche die STAT3-Aktivierung demnach

fordern kann.

Eine Expression und Aktivierung von STATS3 ist fiir viele Tumore in den Karzi-
nomzellen selbst beschrieben. Das stimulierende IL-6 wird dabei oft durch stroma-
le Zellen bereitgestellt. So tragen Fibroblasten durch Produktion von IL-6 direkt
zum Wachstum und zur Invasion von Mammakarzinomen bei, wahrend myeloide
Zellen im Pankreas durch IL-6-Produktion und Trans-Signaling an der Entstehung
pankreatischer intraepithelialer Neoplasien (PanIN) beteiligt sind (Studebaker et
al., 2008; Lesina et al., 2011). Neben IL-6 sind auch andere stromale STAT3-
Regulatoren, wie TNF-a und CCL2, bekannt (Miscia et al., 2002; Bournazou and
Bromberg, 2013; Yang et al., 2016). Die Aktivierung von STAT3 kann die Karzino-
genese sowohl durch tumor-intrinsische Effekte, wie gesteigerte Proliferation und
verringerte Apoptose, sowie durch tumor-extrinsische Effekte, wie verstarkte An-
giogenese, fordern (Grandis et al., 2000; Niu et al., 2002; Xu et al., 2005; Lin et al.,
2011).

In Mamma- und Zervixkarzinomen konnte eine tumorrandstdndige Aktivierung
von STAT3 nachgewiesen werden, die auf eine mogliche Interaktion mit Zellen
des Tumor-Stromas hindeutet (Azare et al., 2011; Walch-Riickheim et al., 2016). Ein
Mechanismus, wie im Rahmen dieser Dissertation beobachtet, bei dem es zur
sgp80-Freisetzung in Gegenwart von speziellen Transformationszonen-
Fibroblasten kommt, konnte demnach auch bei der tumorrandstandigen Aktivie-
rung von STAT3 in vivo von Bedeutung sein. Eine Beteiligung stromaler Zellen im
Rahmen des Tumormikromilieus zeigt sich auch durch die Freisetzung von IL-6
durch adipdse stromale Zellen im Ostrogenrezeptor-negativen Brustkrebs, welche
Migration und Invasion fordert (Walter et al., 2009). Auch in HNSCC-Zelllinien

konnte eine Aktivierung von STAT3 durch das von primaren Endothelzellen se-
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zernierte IL-6 gezeigt werden (Neiva et al., 2009). Zentraler Bestandteile der Tu-
mornische sind die Krebs-assoziierten Fibroblasten (CAFs). Korrelierend zu der
im Rahmen dieser Dissertation beobachteten STAT3-Aktivierung in Transformati-
onszonen-Fibroblasten wurde diese auch in CAFs beobachtet (K. W. Lee et al,,
2015). Im Magen wurde eine Transdifferenzierung von normalen Fibroblasten
durch Stimulation mit IL-6 zu CAFs induziert, welche sich durch Expression von
pSTAT3 auszeichnet. Die Transdifferenzierung erfolgt in Abhangigkeit des Tran-
skriptionsfaktors Twistl und dessen Effektors CXCL12 (CXC-Motiv-Chemokin 12,
auch stromal cell-derived factor 1 SDF-1) und fordert den malignen Charakter der
gastrischen Tumorzellen. Die Expression von Twistl beeinflusst demnach die
Homoostase zwischen normaler Gewebeentwicklung und EMT. Diese von K.-W.
Lee et al. beschriebene Aktivierung von STAT3 durch Phosphorylierung in CAFs
entspricht derer in Transformationszonen-Fibroblasten in NIKS-3D-Kulturen. Zu-
dem konnte in 3D-Kulturen mit NIKS-18-Zellen eine deutlich verstarkte Expressi-
on von TwistI-mRNA in Transformationszonen-Fibroblasten nachgewiesen wer-

den.

Twistl gehort zu der Familie der Helix-Loop-Helix-Transkriptionsfaktoren und
spielt eine wichtige Rolle wahrend der Entwicklung von Geweben mesodermalen
Ursprungs (Thisse, Messal and Perrin-Schmitt, 1987). Eine heterozygote loss-of-
function-Mutation fiithrt zu schweren Krankheitsbildern (Qin et al., 2012). Eine ver-
starkte Twistl-Expression findet sich haufig in Karzinomen und korreliert mit ei-
ner schlechten Prognose, unter anderem im Prostata-, Magen- und Osophaguskar-
zinom (Kwok et al., 2005; Yuen et al., 2007; Sung et al., 2011). In letzterem kommt es
in fast 90 % der CAFs zur Twistl-Expression, welche mit ungtinstigen klinopatho-
logischen Parametern wie Invasionsstirke und Lymphknotenmetastasierung as-
soziiert ist (Yeo et al., 2017). Eine Stilllegung des Twist1-Gens in diesen Zellen mit-
tels shRNA reicht aus, um die tumorférdernden Eigenschaften kokultivierter Tu-
morzellen zu verringern. Durch die Expression von Twist]l in Fibroblasten der
Transformationszone zeigt sich, dass diese eine besondere Fibroblasten-
Population darstellen. Diese Population kann moglicherweise fiir die Bildung ei-
ner speziellen Nische von Bedeutung sein, in welcher praferenziell eine transfor-
mierende HPV-Infektion erfolgen kann. Eine Beteiligung der Sekretion des Twist-
Effektors CXCL12 in CAFs am Tumorwachstum und der Angiogenese zeigt sich

auch im Mammakarzinom (Orimo et al., 2005). In mammildren Fibroblasten tragt
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die Differenzierung zu CAFs zur autokrinen TGF-f- und CXCL12-
Signaltransduktion bei, welche sich tumorfordernd auswirkt (Kojima et al., 2010).
Twistl stellt somit ein potentielles therapeutisches Target dar (K. W. Lee et al.,
2015). Gleichzeitig ist auch CXCL12 als potentieller Nischenfaktor in HPV-

suzeptiblen Geweben von Interesse und bedarf weiterer Untersuchungen.

Die funktionelle Ahnlichkeit von Transformationszonen-Fibroblasten und CAFs
zeigt sich weiterhin durch die Expression des Myofibroblastenmarkers a-SMA.
Unsere Arbeitsgruppe konnte in a-SMA-exprimierenden, zervikalen CAFs in 3D-
Kulturen mit CaSki-Zellen eine verstarkte Aktivierung von STAT3 in Form von
Tyr705-Phosphorylierung gegeniiber normalen exozervikalen Fibroblasten fest-
stellen (Bastuck, 2016). Diese geht mit einer verstarkten Proliferation und Herab-
regulation der E-Cadherin-Expression in Keratinozyten einher. In zervikalen Fib-
roblasten kommt es demnach wahrend der Differenzierung von normalen Fib-
roblasten zu CAFs zu einem NF«xB-pSTAT3-Switch. Die in Transformationszonen-
Fibroblasten deutlich verstarkte Expression des CAF-Markers a-SMA legt nahe,
dass erstere in ihrer Funktion und ihrem Verhalten den CAFs gleichen. Bereits im
2D-Kulturmodell zeigte sich eine deutliche Steigerung der a-SMA-Expression in
Transformationszonen- gegeniiber exozervikalen Fibroblasten, welche im 3D-
Kulturmodell mit NIKS-Zellen noch deutlicher wurde. Im Rahmen dieser Disser-
tation konnte zudem gezeigt werden, dass die a-SMA-Expression in den Trans-
formationszonen-Fibroblasten unter Einfluss von HPV-positiven NIKS-18-Zellen
weiter verstarkt wird. Die Prasenz von Transformationszonen-Fibroblasten kann
demnach zur Bildung einer geeigneten Nische beitragen, die moglicherweise so-
wohl die Suzeptibilitdt fiir eine transformierende HPV-Infektion als auch die po-

tentielle Entwicklung prakarzinogener Vorstufen fordert.

In Gallengangskarzinomen konnte auch eine Twistl-unabhangige STAT3-
Aktivierung in Fibroblasten durch den CAF-Marker FAP gezeigt werden, die zu
CCL2-Produktion und der Rekrutierung myeloider Suppressorzellen, einherge-
hend mit einer schlechten Prognose, fiihrt (Yang et al., 2016). Demnach kann so-
wohl die IL-6-induzierte als auch die IL-6-unabhéangige STAT3-Aktivierung in

CAFs zur Umgestaltung der Mikroumgebung und der Tumornische beitragen.



Diskussion 100

4.3 Anisotrop gerichtete Transformationszonen-Fibroblasten fordern

die Expression von Metalloproteasen sowie die Invasion

Die erfolgreiche Invasion von Tumorzellen erfordert eine Umstrukturierung der
ECM, unter anderem durch Metalloproteasen, wie Vertreter der ADAM- oder
MMP-Familien.

Wahrend zu Beginn einer HPV-Infektion und in frithen CIN-Laisionen eine Im-
munsuppression von grofler Bedeutung ist, beginnt in der hochgradigen CIN3-
Lasion ein Wechsel zur stromalen Inflammation und Immunzellinfiltration
(Schroer et al., 2011). Auch Metalloproteasen spielen in der zervikalen Karzinoge-
nese eine wichtige Rolle. So konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass es in CIN3-
Lasionen durch parakrine Signale von den Tumorzellen zur Aktivierung von
STAT3 in stromalen, perivaskuldren Immunzellen kommt, die wiederum in einem
autokrinen CCL2-abhangigen Signalweg die Produktion und Freisetzung von
MMP-9 térdern (Schroer et al., 2011). Zur tumorférdernden Mikroumgebung tragt
zudem die Induktion der CCL20-Produktion durch parakrines IL-6 sowie C/EBP-
p-Induktion in Fibroblasten bei, welche die Infiltration von Tul7-Zellen fordert
(Walch-Riickheim et al., 2015). In diesen Kontext lasst sich auch die in vivo wah-
rend der Karzinogenese zur CIN3-Lasion zunehmende ADAM17-Expression ein-
ordnen. Gerade am Ubergang der zervikalen Krebsvorstufen hin zum invasiven
Zervixkarzinom kommt es demnach zur verstarkten Inflammation, welche mit
einer Induktion der Metalloprotease ADAM17 einhergeht. Im Normalgewebe
scheint insbesondere die Transformationszone fiir inflammatorische Signalwege
von Bedeutung zu sein, da sich hier sowohl im Epithel als auch im Stroma eine
starke Induktion der ADAM17-Expression im Vergleich zur Endozervix, vor allem
aber gegeniiber der Exozervix zeigt. ADAM-Proteasen konnen einen wesentlichen
Einfluss auf die Gestaltung der Mikroumgebung und die inflammatorische Im-
munantwort nehmen. So kann membrangebundenes TNF-a, im Gegensatz zu
Shedding-vermitteltem, antiinflammatorisch wirken (Alexopoulou et al.,, 2006).
ADAM17 kann indirekt die Balance zwischen Trg- und Tul7-Zellen beeinflussen,
indem IL-6-Trans-Signaling, nicht aber die klassische IL-6-Signaltransduktion, die
Entwicklung neuer Trg-Zellen durch Herabregulation von FoxP3 blockiert
(Dominitzki et al., 2007). Die verstarkte ADAM17-Expression an der Transformati-

onszone und insbesondere in CIN3-Lasionen und SCCs lasst auf eine Beteiligung
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der Metalloprotease am Invasionsverhalten schlieflen. In der Tat zeigte sich auch
in 3D-Kulturen mit NIKS-18, CaSki und SW756 eine verstarkte Invasion in Ge-
genwart von Transformationszonen-Fibroblasten. Eine genauere morphologische
Betrachtung der Basalmembran in NIKS-18-3D-Kulturen zeigte zudem, dass die
Struktur der Basalmembran in Gegenwart von Transformationszonen-
Fibroblasten stark verandert und weniger kontinuierlich ist. In diesem Kontext ist
eine weitere Betrachtung von Markern wie Laminin und Kollagen IV notwendig,

welche die Basalmembran charakterisieren (Berning et al., 2015).

In Leukozyten zeigte sich, dass ADAMI10, nicht aber ADAM17, fiir die Migration
von Bedeutung ist und die hierfiir charakteristische Polymerisation von F-Actin
und Adhesion an Fibronectin induziert sowie eine Hochregulation des as-
Integrins bewirkt (Pruessmeyer et al., 2014). Zudem ist ADAMI10 am Shedding des
Adhasionsproteins E-Cadherin in embryonalen Maus-Fibroblasten beteiligt
(Maretzky et al., 2005). Es zeigte sich, dass E-Cadherin-Shedding ADAMI10-
abhangig ist und die Freisetzung und Translokation von g-Catenin im Zytoplasma
bewirken kann. Gerade im Hinblick auf die von Chumduri et al. beschriebene dif-
ferenzielle Wnt-Aktivierung im zervikalen Stroma konnte die ADAMI0-
Metalloprotease im Zusammenhang mit einer f-Catenin-Regulation moglicher-
weise von Interesse sein und sollte weiter untersucht werden. In Abwesenheit von
proteolytisch aktivem ADAMI0 verhindert die Bindung von f-Catenin an die int-

razelluldre E-Cadherin-Domane eine Kerntranslokation (Orsulic et al., 1999).

Im Osopharyngealkarzinom ist die ~ADAMI10-vermittelte —E-Cadherin-
Herabregulation mit Invasion, Lymphknotenmetastasierung und einer hohen
TNM-Klassifikation assoziiert, wahrend in Pankreastumorzellen der Einsatz des
Kalziumkanalblockers Fendilin invasives Wachstum durch Inhibition dieses
ADAMI10-vermittelten Sheddings verhindert (Woods et al., 2015; Ma et al., 2016).
Neben der aspi-abhangigen ADAM10-vermittelten Migration kann eine Umstruk-
turierung der Mikroumgebung auch durch Interaktion der Metalloprotease mit
ihrem Substrat CD44 erfolgen (Jouannet et al., 2016). Interessanterweise konnten in
der Tonsille CD44-exprimierende Progenitorzellen charakterisiert werden, deren
Differenzierungspotential durch eine lentivirale HPV-Onkogen-Transduktion ge-
stort wird (Kang et al., 2015). Die CD44-vermittelte Zelladhasion kann durch Kal-
zium-induziertes ADAM10 und PMA-induziertes ADAM17 unterbrochen wer-

den, was eine Ablosung von einer Hyaluronsdure(HA)-Matrix zur Folge hat
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(Nagano et al., 2004). ADAM-Proteasen wird hierbei eine besondere Bedeutung bei
der CD44-abhédngigen Migration von Tumorzellen auf HA-beschichteten, nicht
aber Fibronectin-beschichteten, Oberflachen zugeschrieben. Dieser Mechanismus
spielt auch in Tumoren eine Rolle und ist insbesondere vor dem Hintergrund des
Vorkommens der CD44-exprimierenden, HPV-suszeptiblen Stammzellen in der
tonsilliren Nische interessant (Pan et al., 2012; Kang et al., 2015). Aufgrund der
Ahnlichkeit der zervikalen und tonsillaren Nische ist eine Untersuchung, ob eine
solche CD44-positive Zellpopulation auch im zervikalen Gewebe vorkommt und
gegebenenfalls fiir die transformierende HPV-Infektion und Invasion von Bedeu-
tung sein konnte, von Interesse. In der Zervix konnte eine Abnahme der CD44-
Expression in CIN3-Lasionen und mikroinvasiven Karzinomen im Vergleich zu
CIN1-Lasionen nachgewiesen werden (Callagy et al., 2000). In Nasopha-
ryngealkarzinomzellen konnte zudem eine Beteiligung von ADAM17 an der Inva-
sion gezeigt werden (Wu et al., 2015). Ob CD44-exprimierende Zellen und ein
ADAM-vermittelter Mechanismus zur Migration auch in der Zervix von Bedeu-
tung sind, sollte weiter untersucht werden, da eine dhnliche Konstitution der zer-
vikalen und tonsillaren Nische auch im Rahmen dieser Dissertation nachgewiesen

werden konnte.

Auch die Rolle der Metalloproteasen ADAM10 und ADAM17 in der beobachteten
Invasion und Kollagen-Kontraktion sollte in knock-down-Experimenten weiter ana-
lysiert werden. Eine Behandlung der Transformationszonen-Fibroblasten mit spe-
zifischen ADAM-Inhibitoren und shRNA konnte Aufschluss dariiber geben, ob
dadurch die Kontraktionsfahigkeit im Kollagen beziehungsweise die Invasion von

Keratinozyten in 3D-Kulturen gestort ist.

Auch die Freisetzung von MMPs tragt dazu bei, dass das Tumorwachstum und
die Invasion gefordert, die Angiogenese reguliert sowie die erneute Adhasion der
Tumorzellen wahrend der Metastasierung unterstiitzt wird (Gialeli, Theocharis
and Karamanos, 2011). Im Zervixkarzinom wurde eine Zunahme der MMP-2- und
MMP-9-Expression gezeigt, wobei mehr als 90 % der SCC und mehr als 83 % der
HSIL eine MMP-9-Expression zeigten (Sheu et al., 2003; Rauvala et al., 2006). Zu-
dem war die enzymatische Aktivitat der Gelatinase MMP-9 in HSIL und SCC im
Vergleich zum Normalgewebe deutlich gesteigert. Unsere Arbeitsgruppe konnte
ebenfalls eine Zunahme stromaler MMP-9-Expression nachweisen und zeigen,

dass parakrines IL-6 die STAT3-Aktivierung in Monozyten induziert, welche wie-
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derum durch eine autokrine CCL2-vermittelte Signaltransduktion die Expression
von MMP-9 induziert (Schroer et al., 2011). Diese Erkenntnisse zeigen eine Beteili-
gung von Metalloproteasen, wie MMP und ADAM, innerhalb dynamischer Ni-
schen sowie an der Umgestaltung der ECM wahrend der Karzinogenese. Auch in
organotypischen 3D-Kulturen mit NIKS-18-Zellen konnte im Rahmen dieser Dis-
sertation in Gegenwart von Transformationszonen-Fibroblasten eine verstarkte
MMP-9-Freisetzung beobachtet werden. Dementsprechend kann eine MMP-9-
und ADAM10/17-Expression innerhalb der zervikalen Nische an der Transforma-
tionszone — moglicherweise auch in der Nische der tonsillaren Krypte — von Be-
deutung fiir die dynamische Gestaltung der Mikroumgebung sein sowie moglich-

erweise spater die Invasion begiinstigen.

In der Tat ist die Metalloprotease ADAM17 zentraler Bestandteil bei der Bildung
der Stammzellnische im Haarfollikel (Nagao et al., 2012). In einer Studie zur Ana-
lyse der fiir eine erfolgreiche HPV-Infektion notwendigen endozytischen Ein-
trittsplattform in Zervixkarzinomzellen zeigte sich ebenfalls eine Beteiligung von
ADAM17 (Mikulici¢ et al., 2019). Die Metalloprotease ist hier unabdingbar fiir die
endozytische Internalisierung des HPV/CD151-Clusters und ein knock-down von
ADAM17 vermindert die Infektionseffizienz deutlich. In ihrer Untersuchung ha-
ben Mikulici¢ et al. dabei keinen Fokus auf eine mogliche ADAM17-exprimierende
Zellpopulation gelegt, welche fiir eine erfolgreiche Infektion notwendig ist. Die
Zunahme der Expression an der Transformationszone — sowohl im Epithel als
auch stromal — sowie in Reservezellen legt nahe, dass die ADAMI17-Expression
einer bestimmten Zellpopulation in vivo von grofier Bedeutung fiir die Suszeptibi-

litat einer HPV-Infektion sein konnte.

Ein Vorkommen von ADAM-Proteasen wurde, wie bereits zuvor beschrieben,
auch in extrazelluldren Vesikeln nachgewiesen. Dabei leisten die EV-assoziierten
Metalloproteasen auch einen Beitrag in der zervikalen Karzinogenese durch Inter-
aktion mit Zielzellen, Umgestaltung der ECM und Forderung der Tumorprogres-
sion. Sowohl proteolytisch aktives ADAM10 als auch ADAM17 werden in Ovari-
alkarzinomzellen gebildet und in Form von Exosomen, gemeinsam mit dem Ober-
flachenprotein CD44, freigesetzt (Stoeck et al., 2006). Ob Exosomen-vermitteltes
Shedding durch ADAM-Proteasen zum Beispiel in der tonsillaren Nische von Be-
deutung ist und gegebenenfalls die Invasion von CD44*-Stammzellen fordert, soll-

te genauer untersucht werden. Gleichzeitig werden von Fibroblasten sezernierte
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Exosomen von Brustkarzinomzellen so modifiziert, dass sie Wntll exprimieren
und dann anschlieflend autokrin zur Aktivierung der Brustkarzinomzellen und
letztlich der Invasion beitragen (Luga et al., 2012). In Prostatakarzinomzelllinien
korreliert die Expression von ADAM17 mit einer verstarkten MMP-2- und MMP-

9-Expression sowie TGF-S-Freisetzung und Invasion (Xiao et al., 2012).

Die Expression von Metalloproteasen wird unter anderem durch Vertreter der
Timp-Genfamilie (tissue inhibitor of metalloproteinases) reguliert (Stetler-Stevenson,
Krutzsch and Liotta, 1989). Interessanterweise induziert der vollstandige Verlust
dieser Timp-Genfamilie in Fibroblasten einen CAF-Phéanotyp, der durch Expressi-
on von a-SMA sowie verstdrkte Kollagengel-Kontraktion und CXCL12-Expression
gekennzeichnet ist (Shimoda et al.,, 2014). Diese Timp~-,CAFs” produzieren
ADAMI10-exprimierende Exosomen, die die Motilitdt von Krebsstammzellen und
die Krebsstammzellmarker-Expression fordern. Ein knock-down von ADAMI0
verhindert diesen Phanotyp. Auch die aus der Transformationszone isolierten Fib-
roblasten teilen die beschriebenen Charakteristika dieser induzierten CAFs, indem
sie eine Expression von a-SMA aufweisen und im Kollagen-Kontraktions-Assay
eine deutlich verstarkte Kontraktion gegeniiber exozervikalen Fibroblasten auf-
weisen. Transformationszonen-Fibroblasten stellen demnach eine besondere
stromale Zellpopulation dar, die Teil einer definierten Nische ist, welche moglich-
erweise sowohl die Infektion durch HPV als auch die Tendenz zur HPV-
induzierten Karzinogenese und Invasion begiinstigt. Eine verstarkte Invasion in
Gegenwart von Transformationszonen-Fibroblasten konnte in organotypischen
3D-Kulturen mit NIKS-18, CaSki und SW756 gezeigt werden.

Wie bereits beschrieben kann die Aktivierung und Differenzierung von Fibroblas-
ten zu CAFs durch Twist1 erfolgen (K.-W. Lee et al., 2015). Auch durch Transfekti-
on von Twistl in normalen Fibroblasten kommt es zur Induktion eines CAF-
Phanotyps, der sich durch erhchte Migration, Anordnung von Kollagen und letzt-
lich der Versteifung der ECM auszeichnet (Garcia-Palmero et al., 2016). In Kolon-
karzinom-CAFs kommt es durch verstarkte Expression von Palladin und Kollagen
Typ VI al zu gesteigerter Orientierung und Polaritdat der Fibroblasten sowie zur
Forderung prometastatischer Effekte wie Migration und Invasion. Die Rolle der
ECM-Verfestigung in der Karzinogenese und Tumorstreuung wurde bereits kurz
angesprochen (Abschnitt 1.5.1; Levental et al., 2009). Auch die verstarkte Twist1-

Expression und Kerntranslokation ist mit der ECM-Versteifung assoziiert (Wei et



Diskussion 105

al., 2015). Diese Beobachtungen passen zu der in Transformationszonen-
Fibroblasten beobachteten Induktion von TwistI-mRNA in organotypischen NIKS-
18-3D-Kulturen.

In organotypischen 3D-Kulturen von NIKS-18, HPV16-positiven CaSki sowie
HPV18-positiven SW756 mit Transformationszonen-Fibroblasten konnte eine ge-
richtete, vertikale Anordnung der Fibroblasten gegeniiber einer eher horizontalen
bzw. ungerichteten Anordnung bei exozervikalen Fibroblasten beobachtet wer-
den. Diese geht einher mit einer verstarkten Invasion der Keratinozyten. Eine ge-
richtete Invasion und Anordnung ist auch in Gegenwart von CAFs beschrieben.
Die Remodellierung der ECM kann durch die Anordnung von Fibronectin erfol-
gen (Erdogan, Ao, Lauren M. White, et al., 2017). Primare, aus der Prostata isolier-
te CAFs produzieren vermehrt Fibronectin, welches sie in die ECM abgegeben
und dort die gerichtete Migration von Karzinomzellen entlang der CAF-Achse
fordert. Auf das sezernierte Fibronectin werden starke Zugkrafte von Seiten der
CAFs durch Induktion des kontraktilitatsfordernden Myosin II ausgeiibt, welche
zur Organisation der Fibronectin-Fasern in anisotroper Ausrichtung beitragen. In
Kollagen-Kontraktionsassays zeigte sich, dass Transformationszonen-Fibroblasten
in Gegenwart von CaSki eine wesentlich starkere Kontraktion des Kollagens be-
wirken als exozervikale Fibroblasten. Die Fibroblasten der Transformationszone
konnten demnach ebenso wie CAFs eine deutlich hohere Kontraktilitat besitzen.
Erdogan et al. konnten zeigen, dass die Adhdsion von CAFs an Fibronectin durch
eine hohere aspi-Integrin-Aktivitat vermittelt wird. Die Bindung der Tumorzellen
an die anisotropen Fibronectin-Fasern, welche die gerichtete Migration in Anwe-
senheit von CAFs fordert, erfolgt iiber das av-Integrin. Auch in vivo konnte eine
Orientierung von Fibronectin im Prostatakarzinom nachgewiesen werden. Der
knock-down von Fibronectin in Kolonkarzinom-CAFs inhibiert die Fahigkeit zur
Invasion, wahrend die Matrixkontraktion erhalten bleibt (Attieh et al., 2017). Die
Arbeitsgruppe um Attieh et al. konnte auch eine Beteiligung des asps-Integrins an
der CAF-vermittelten Fibronectin-Anordnung zeigen. Eine Analyse der Expressi-
on und Freisetzung von Fibronectin von Transformationszonen-Fibroblasten ge-
geniiber exozervikalen Fibroblasten konnte Aufschluss iiber die zur Invasion bei-
tragenden Mechanismen geben. Erste 2D-in-vitro-Analysen mittels FACS zeigten
eine as- und fi-Integrin-Expression sowohl auf exozervikalen als auch Transfor-

mationszonen Fibroblasten. Eine genauere Untersuchung der Expression im orga-
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notypischen 3D-Kulturmodell ist hier erforderlich, um mogliche Unterschiede der
Integrin-Expression und -Aktivitdt im Kontext der verdnderten Fibroblasten-

Anordnung und verstarkten Invasion zu analysieren.

Im Rahmen dieser Dissertation konnte gezeigt werden, dass Transformationszo-
nen-Fibroblasten besondere Eigenschaften haben, in denen sie den CAFs dhneln
und in in-vitro-Versuchen letztlich eine verstarkte Invasion fordern. Diese korre-
liert mit einer Veranderung der Basalmembran in organotypischen 3D-Kulturen
und der Expression der Metalloproteasen ADAM17 und MMP-9. Die verstarkte
Kontraktilitit und veranderte Ausrichtung der Transformationszonen-
Fibroblasten im 3D-Kulturmodell weist auf eine gerichtete Invasion HPV-positiver
Keratinozyten hin. Auch in vivo konnte eine verstarkte ADAMI17-Expression im

Stroma der Transformationszone nachgewiesen werden.

4.4 Veranderte Expression der miR-375 in Transformationszonen-

Fibroblasten und Bedeutung fiir den Wnt/B-Catenin-Signalweg

Wahrend viele der beschriebenen Veranderungen der Expression verschiedener
Faktoren und die Aktivierung von Signalwegen tiberwiegend exklusiv im Kontext
externer Stimuli, zum Beispiel in 3D-Kulturen, zu beobachten waren, zeigte sich
eine Veranderung der Expression der miR-375 in den Fibroblasten bereits ohne

weitere Stimuli.

Im Zervixkarzinom konnte bereits zuvor eine Herabregulation der miR-375 sowie
eine Korrelation mit klinopathologischen Faktoren, wie Lymphknotenmetastasie-
rung und stromaler Invasion, beobachtet werden (Wang et al., 2011). Auch im
Rahmen meiner Masterarbeit zeigte sich eine Abnahme der miR-375-Expression
von zytologischen Abstrichen mit maffigem Dysplasiegrad (Pap IIID2) zu schwe-
ren Dysplasien (Pap IVa-p). Auch zwischen exozervikalen und Transformations-
zonen-Keratinozyten sowie in verschiedenen Zervixkarzinomzelllinien zeigte sich
eine Abnahme der miR-375-Expression (Treitz, 2016). In unstimulierten, 2D-
kultivierten Transformationszonen-Fibroblasten konnte eine signifikante Abnah-

me der Expression um 41 % bis 63 % beobachtet werden.

In Fibroblasten-dhnlichen Synoviozyten aus Ratten mit einer Adjuvans-

induzierten Arthritis zeigte sich ebenfalls eine Herabregulation der miR-375 (Miao
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et al., 2015). Die Autoren konnten den Wnt-Rezeptor Fzd8 als miR-375-Target iden-
tifizieren und zeigen, dass die miR-375 an der Inhibition des kanonischen Wnt-
Signalweges sowie der Herabregulation von Fibronectin und MMP-3 beteiligt ist.
In Bezug auf die beobachtete Herabregulation der miR-375 in Transformationszo-
nen-Fibroblasten, konnte demnach die Abnahme der miR-375-Expression in den
Transformationszonen-Fibroblasten dazu fiihren, dass die Suppression von Fzd8
aufgehoben wird und die Zellen durch Expression dieses Rezeptors sensitiver fiir
die Aktivierung des Wnt-Signalweges sind. Eine detaillierte Analyse der Fzd8-
Expression sowohl in 2D als auch in 3D ist daher notwendig. Erste Western-Blot-
Experimente hierzu zeigten, dass Fzd8 in TZ-Fibroblasten gegeniiber Ex-
Fibroblasten in 2D tatsdchlich deutlich starker exprimiert ist (Daten nicht gezeigt).
Des Weiteren konnten Transformationszonen-Fibroblasten mit einem miR-375-
Mimic behandelt werden, um zu untersuchen, ob die Expression von Fzd8 danach
auf Proteinebene herabreguliert ist. In einem ersten Experiment konnte nach er-
folgreicher Transfektion des miR-375-Mimics in TZ-Fibroblasten eine Herabregula-
tion von Fzd8 gegeniiber der Kontrolle beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).
Auch hier konnte die Hypothese, dass die miR-375 an der Regulation von Fzd8
beteiligt sein kann, durch erste Experimente vorlaufig bekraftigt werden. Die wei-
tere Analyse der Fzd8-Expression in Transformationszonen-Fibroblasten und der
Einfluss der miR-375 auf selbige ist daher notwendig, um die besondere Rolle der
Transformationszonen-Fibroblasten weiter zu charakterisieren und hier den Ein-

fluss des kanonischen Wnt-Signalweges zu untersuchen.

Auch in alveolaren Epithelzellen konnte eine Inhibition des Wnt/-Catenin-
Signalweges durch die miR-375 nachgewiesen werden und gezeigt werden, dass
eine Herabregulation der Expression fiir die Wnt/g-Catenin-vermittelte AEC-
Transdifferenzierung notwendig ist (Wang et al., 2013). Interessanterweise sind die
in der zervikalen Nische bedeutenden Faktoren ADAM10, Twistl und Fibronectin
allesamt Zielgene des kanonischen Wnt/g-Catenin-Signalweges (Howe et al., 2003;
Gavert et al., 2007; ten Berge et al., 2008). Als weiteres Target der miR-375 wurde
JAK?2 identifiziert (miRTarBase). Im Magenkarzinom konnte die Beteiligung einer
reduzierten miR-375-Expression nach Helicobacter-pylorii-Infektion an der Indukti-
on des JAK2-STAT3-Signalweges und der nachfolgenden Expression von BCL-2
und Twistl gezeigt werden (Miao et al., 2014). Die miR-375 dient hier demnach als

Tumorsuppressor (Ding et al., 2010). Diese Regulation ist auch in Bezug auf die
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verstarkte STAT3-Aktivierung in den Transformationszonen-Fibroblasten im 3D-

Kulturmodell besonders interessant.

Die Transfektion eines miR-375-Mimics in Transformationszonen-Fibroblasten
konnte demnach auch Aufschluss tiber die mogliche Beteiligung der miR-375 an

der Expression von ADAM10 und Twist1 geben.

In einer neueren Publikation wird die Bedeutung der Homdostase des stromalen
Wnt-Signals an der Transformationszone fiir die Gestaltung der zervikalen
Mikroumgebung und das Zellschicksal verschiedener Zellpopulationen postuliert
(Chumduri et al., 2021). Demnach kommt es im endozervikalen Stroma zur Ak-
kumulation der Wnt-Agonisten Axin2, Dkk3 sowie Rspol/3, wahrend im exozer-
vikalen Stroma eine Expression von Dkk2 erfolgt. Im exozervikalen suprabasalen
Epithel sowie in metaplastischen und hyperplastischen, endozervikalen Bereichen

zeigte sich eine Expression von Notch.

Auch eine Interaktion von STAT3 und dem kanonischen Wnt-Signalweg wurde
bereits in der Literatur beschrieben. So tragt in embryonalen Maus-Stammzellen
die Aktivierung des Wnt/p-Catenin-Signalweges dazu bei, dass vermehrt STAT3-
mRNA exprimiert wird (Hao et al., 2006). Gleichzeitig fiihrt die Stimulation mit
LIF zur JAK-vermittelten STAT3-Aktivierung, welche gemeinsam mit der erhoh-
ten STAT3-Expression die Differenzierung der Stammzellen verhindert. Auch in
retinalem Pigmentepithel konnte eine Aktivierung und Kerntransduktion von

STAT3 durch Wnt3a gezeigt werden (Fragoso et al., 2012).

Im Kontext der Transformationszone sind Fibroblasten demnach mdglicherweise
sensitiver fiir die Aktivierung des Wnt-Signalweges durch die erhohte Expression
des Wnt-Rezeptors Fzd8, welche durch die verringerte miR-375-Expression indu-
ziert ist. In 3D-Kulturen konnte die Freisetzung von Wnt die Aktivierung des Sig-
nalweges induzieren und somit unter anderem die Expression von Fibronectin

fordern.
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Abbildung 19: Graphische Zusammenfassung der an der zervikalen und tonsillaren Nische betei-

ligten Faktoren und Signalwege

In schwarz und dunkelgrau sind die jeweils beobachteten Faktoren bzw. Verdanderungen darge-
stellt. In hellgrau sind mogliche, in der Literatur beschriebene Verdnderungen dargestellt.
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4.5 Subepitheliale CD79a*-Lgr6*-Zellen charakterisieren die HPV-

suszeptible Nische in Tonsille und Zervix

Sowohl die dhnliche Komposition der zervikalen Transformationszone und tonsil-
laren Krypte als auch das dhnliche Markerprofil, welches auch im Rahmen dieser
Dissertation etabliert wurde, weisen auf eine dhnliche Nischenumgebung in bei-

den Geweben hin.

Wahrend die zervikale Transformationszone bereits seit langerem als putativer
HPV-Infektionsort gilt, wurde der tonsillaren Krypte erst in jlingerer Zeit eine ver-
starkte Aufmerksamkeit geschenkt (Smedts et al., 1992; Martens et al., 2004; Kang
et al., 2015). Das Kryptenepithel konnte als Ursprungsort einer HPV-Infektion so-
wie der Tumorentstehung charakterisiert werden (Kim et al., 2007). Hier zeigt sich
eine verstarkte p16-Expression in HPV-positiven Tonsillenkarzinomen sowie eine
starkere HIF-1a-Expression bei Integration der viralen DNA in das Wirtsgenom.
Humane Papillom-Virionen konnen sowohl im Kryptenepithel als auch frei im
Krypten-auskleidenden Biofilm nachgewiesen werden (Rieth et al., 2018). Eine
Freisetzung von Virionen in die Glykokalyx-Matrix des Biofilms ermoglicht dem-
nach ein Reservoir latenter Virionen, welche eine erneute Infektion epithelialer
Zellen moglich macht. Weiterhin gilt das retikuldare Epithel durch die nicht-
durchgiangige Basalmembran als idealer Infektionsort fiir das Humane Papil-

lomvirus.

Sowohl in der Zervix als auch der Tonsille zeigte sich die Prasenz Lgr6- und p63-
exprimierender Zellen. Die beobachtete Zunahme der Lgr6-Expression in hoch-
gradigen zytologischen Abstrichen lasst auf die Bedeutung wahrend der Karzino-
genese schlieffen. Die im Bereich der zervikalen Transformationszone vorkom-
mende Expression vor allem in stammzelldhnlichen Reservezellen konnte in der
Tonsille nicht bestdtigt werden. Hier stellte sich heraus, dass sich die Lgro6-
exprimierenden Zellen in direkter Nachbarschaft zu den p63-exprimierenden Zel-
len befinden. Diese subepithelialen Zellen finden sich sowohl unterhalb des Plat-
tenepithels in inselartiger Anordung als auch relativ durchgehend entlang der
tonsilliren Krypte und exprimieren den B-Lymphozyten-Marker CD79a, nicht
aber CD20.
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Die Prasenz subepithelialer B-Zellen in der Gaumenmandel wurde bereits zuvor
beschrieben (Dono et al., 1996). Diese subepithelialen B-Lymphozyten, welche in
etwa 5-10 % der gesamten B-Zellzahl der Tonsille ausmachen, sind durch die Ex-
pression eines spezifischen Markersets charakterisiert und unterscheiden sich
deutlich von B-Lymphozyten des Keimzentrums und der Mantelzone, indem sie
unter anderem keine CD5-Expression aufweisen. Dono et al. konnten auch eine
kleinere Anzahl an aktivierten B-Zellen innerhalb der subepithelialen Areale vor-
finden, weshalb sie die subepithelialen B-Lymphozyten-Bereiche als moglichen
Ort der B-Zell-Aktivierung postulieren. Auch in der zervikalen Transformations-
zone wurde eine Prdsenz von B-Lymphozyten im subepithelialen Stroma be-
schrieben (Roncalli et al., 1988). Im Rahmen dieser Dissertation konnte gezeigt
werden, dass es sich bei den subepithelialen B-Lymphozyten in Tonsille und Zer-
vix um CD79a*-Lgr6*-Zellen handelt. Das Oberflaichenprotein CD79a ist in B-
Zellen wahrend der gesamten Entwicklung exprimiert, einschliefilich der Trans-
formation zur Plasmazelle (Tanaka et al., 2009). Da sich in der subepithelialen B-
Zell-Population keine Expression von CD20 zeigte, welches mit Ausnahme von
Plasmazellen ebenfalls in allen reifen B-Zellen exprimiert ist, lasst sich daraus
schlieflen, dass die subepitheliale B-Zell-Nische tatsachlich eine Zone der B-Zell-
Aktivierung darstellen konnte (Hoyer et al., 2005; Bour-Jordan and Bluestone,
2007).
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