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Zusammenfassung / Abstract

1 Zusammenfassung / Abstract

1.1 Zusammenfassung

Das Peniskarzinom (PeCa) z&hlt zu den seltenen malignen Tumorerkrankungen und ist h&ufig mit
Infektionen humaner Papillomviren (HPV) assoziiert. Obwohl das Tumormikromilieu (tumor
microenvironment, TME) zunehmend Bedeutung in der onkologischen Forschung und Therapie
gewinnt, sind die Wechselwirkungen zwischen Tumor-, Stroma- und Immunzellen sowie die kritischen
Signalweghierarchien bislang nur unzureichend erforscht. Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, die
Interaktionen zwischen HPV-positiven penilen Tumorzellen und Granulozyten zu untersuchen und

relevante aktivierte Signalwege zu identifizieren.

Zu diesem Zweck wurden die HPV-positiven penilen Tumorzelllinien P2, L2 und L3 sowohl in 2D- als
auch in 3D-Kulturmodellen mit Granulozyten kultiviert. Die organotypischen 3D-Kulturen erméglichen
einen Nachbau der 3D-Architektur des TME und damit die rdumliche und zeitliche Darstellung der
Immunzell-Immigration. Mittels immunhistochemischer und immunfluoreszenzbasierter Farbungen
wurde die Aktivierung tumorprogressionsfordernder Signalwege, wie AKT, ERK, p38 MAPK und
STATS, untersucht.

Diese Forschungsarbeit liefert erste Anhaltspunkte flr das Migrationsverhalten der Neutrophilen im
penilen TME sowie die Aktivierung von Tumor- und Immunzellen. Neutrophile immigrierten
insbesondere in organotypische 3D-Kulturen von HPV-positiven Tumorzellen mit ausgepragter
Expression viraler Onkoproteine. Deren gesteigerte Aktivitat generiert eine Zytokinkonstellation,
welche effektiv die Chemotaxis der Neutrophilen beglinstigt. Darliber hinaus konnte die Aktivierung
der Signalwege sowohl in Granulozyten als auch in benachbarten Tumorzellen nachgewiesen werden,
wobei Aktivierungsmarker wie pERK und pp38 MAPK teils in Neutrophilen, teils in Tumorzellen
phosphoryliert vorlagen.

Aus der Literatur ist die Bildung heterotypischer Aggregate aus Tumorzellen und Neutrophilen bekannt.
Diese Interaktion von Tumor- und Immunzellen flihrt zu einer Reaktivierung ruhender Tumorzellen und
schitzt diese vor einer moglichen Immuniberwachung im TME und der Zirkulation. Aufgrund der
vorliegenden Daten ist anzunehmen, dass der HPV-getriebenen penilen Karzinogenese vergleichbare
Mechanismen zugrunde liegen. Diese Arbeit hat gezeigt, dass anspruchsvollere Zellkulturmodelle mit
einer realistischeren 3D-Darstellung der TME-Architektur die Erarbeitung relevanter Mechanismen der
PeCa-Pathogenese ermdglichen. Folgeversuche mit einer grofieren Stichprobe sowie ein Vergleich mit
Gewebeproben tber Gewebemikroarrays mit klinisch-pathologischen Kontextdaten sind notwendig, um
die Relevanz der identifizierten Marker zu Gberprifen. Aufgrund der begrenzten Ressourcen zum PeCa
ist ein Vergleich mit anderen HPV-assoziierten Tumorentititen, wie dem Zervixkarzinom oder Kopf-
Hals-Tumoren, sinnvoll. Die Interaktionen zwischen PeCa-Zellen und Immunzellen folgen einer

komplexen raumlich-zeitlichen Dynamik, deren volistandige Aufklarung weiterfiihrende systematische
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Untersuchungen erfordert. Mit der Identifizierung vielversprechender Kandidaten legt die vorliegende
Arbeit hierfur eine fundierte Grundlage und erdffnet neue Perspektiven fiir zukinftige translational

orientierte Forschungsansatze.

1.2 Abstract

Penile cancer (PeCa) is a rare genitourinary malignancy, frequently associated with human
papillomavirus (HPV) infection. Despite growing interest in the tumor microenvironment (TME) as a
critical factor in cancer research and therapy, the interplay between tumor, stromal, and immune cells,
as well as the hierarchy of key signaling pathways, remains poorly understood. This study aimed to
investigate the interactions between HPV-positive penile tumor cells and granulocytes with a focus on
identifying relevant activated signaling pathways.

Therefore, the HPV-positive penile tumor cell lines P2, L2, and L3 were co-cultured with granulocytes
in 2D and 3D culture models. Organotypic 3D cultures can replicate the three-dimensional architecture
of the TME, thereby enabling spatial and temporal visualization of immune cell infiltration.
Immunohistochemical and immunofluorescence staining were performed to analyze the activation of
tumor-promoting signaling pathways, such as AKT, ERK, p38 MAPK, and STATS3.

Our results provide initial evidence for neutrophil migration within the penile TME as well as the
activation of tumor and immune cells. Neutrophils particularly migrated into organotypic 3D cultures
of HPV-positive tumor cells expressing high levels of viral oncogenes. Increased activity of these viral
oncogenes results in a cytokine milieu that effectively promotes neutrophil chemotaxis. Furthermore,
activation of key signaling pathways was detected in granulocytes and adjacent tumor cells, with

activation markers such as pERK and pp38 MAPK partly phosphorylated in both cell types.

Heterotypic aggregates of tumor cells and neutrophils have been described in the literature, reactivating
dormant tumor cells and protecting them from immune surveillance within the TME and the circulation.
Our data suggest that similar mechanisms may contribute to HPV-driven penile carcinogenesis. This
study demonstrates that advanced 3D culture models, which more accurately recapitulate TME
architecture, facilitate the elucidation of key mechanisms in PeCa pathogenesis. Follow-up studies with
larger sample sizes, as well as comparisons with tissue specimens via tissue microarrays including
clinicopathological data, are needed to validate the relevance of the identified markers. Due to the
limited data available for PeCa, comparisons with other HPV-associated malignancies, such as cervical
cancer or head and neck squamous cell carcinoma, could yield valuable insights. The interactions
between PeCa cells and immune cells follow a complex spatiotemporal dynamic, whose full
characterization requires further systematic investigation. By identifying promising signaling pathways,
this study provides a solid foundation for future translational research and opens new avenues for

targeted therapeutic strategies.
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2 Einleitung

2.1 Das Peniskarzinom

Das Peniskarzinom (PeCa) zéhlt mit einer weltweit geschitzten altersstandardisierten Inzidenz von
0,84 Fillen pro 100.000 Einwohnern pro Jahr zu den seltenen malignen Tumorerkrankungen des
Urogenitaltraktes (Montes Cardona & Garcia-Perdomo, 2017). Allerdings zeigen sich erhebliche
geographische Unterschiede (Abbildung 1). Wahrend das Peniskarzinom in Europa und Nordamerika
mit einer altersstandardisierten Neuerkrankungsrate von 0,3 bis 1,0 Féllen pro 100.000 Einwohnern in
etwa 0,4 % bis 0,6 % aller Malignome ausmacht, reprisentiert es in Teilen Afrikas, Asiens und
Siidamerikas bis zu 10 % der malignen Neoplasien und stellt daher ein ernstzunehmendes
Gesundheitsproblem in Entwicklungsldndern dar (Bleeker et al., 2009). Hervorzuheben sind die sehr
geringen Inzidenzraten in Kulturkreisen mit ritueller Zirkumzision im Kindesalter, beispielsweise bei
jidischen Méannern in Israel (Montes Cardona & Garcia-Perdomo, 2017). Die globalen Unterschiede in
der Inzidenzrate des Peniskarzinoms lassen sich demnach auf vielfaltige Faktoren zuriickfiihren,
darunter ethnischer Hintergrund, geographische Lage und individuelle kulturelle Praktiken (Misra et al.,
2004). Die meisten Ménner erkranken im Alter zwischen 55 und 74 Jahren, wobei die Inzidenz des

Peniskarzinoms mit zunehmendem Alter ansteigt (Barnholtz-Sloan et al., 2007).
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Abbildung 1: Weltweite Inzidenz des Peniskarzinoms. Die geschétzte altersstandardisierte
Inzidenzrate (ASR = age-standardized rate, berechnet anhand der Standardpopulation) des
Peniskarzinoms im Jahr 2020 wird fir L&nder weltweit abgebildet. Enthommen von
https://gco.iarc.fr/today.
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Das Peniskarzinom préasentiert sich in der Regel als sichtbare oder tastbare Lasion, die entweder de novo
entstanden ist oder sich aus einer Prakanzerose beziehungsweise einem Carcinoma in situ, den
sogenannten penilen intraepithelialen Neoplasien (PelN), entwickelt hat (Barocas & Chang, 2010).
Diese PelN werden in drei Schwergrade eingeteilt, wobei PeIN Grad | eine milde Dysplasie, PeIN Grad
Il eine moderate Dysplasie und PeIN Grad 11 eine schwere Dysplasie darstellt (Crispen & Mydlo, 2010).
Analog zum invasiven Peniskarzinom lassen sich PelN auf Grundlage der Pathogenese in zwei Subtypen
klassifizieren. Wahrend undifferenzierte PeIN mit humanen Papillomviren (HPV) assoziiert sind,
werden differenzierte PeIN nicht mit HPV in Verbindung gebracht (Spiess et al., 2016). Rubin et al.
wiesen in 90 % der penilen Dysplasien HPV-DNA nach. Darunter wurden in 81,5 % der Félle
Hochrisiko-HPV-Typen, am haufigsten HPV16, identifiziert (Rubin et al., 2001). Bei HPV-assoziierten
PelN fihrt die Integration des viralen Genoms in das Wirtsgenom zu einer Uberexpression viraler
Onkoproteine, die eine maligne Transformation des Plattenepithels fordert (Spiess et al., 2016).
Allerdings entwickeln sich lediglich 2 % der genitalen HPV16-Infektionen zu prékanzerdsen PelN
(Kidd et al., 2017).

Der makroskopische Befund des Peniskarzinoms variiert von Erythem, Ulzeration und Induration bis
hin zu einem warzigen, exophytischen Erscheinungsbild. Vor allem bei Patienten mit Phimose kann das
Peniskarzinom mit Schmerzen, Blutungen oder purulentem bis fotide riechendem Ausfluss begleitet sein
(Barocas & Chang, 2010). Obwohl es sich beim Peniskarzinom in vielen Féllen, insbesondere bei
exophytischem Wachstumsverhalten, um eine Blickdiagnose handelt, ist eine histologische
Diagnosesicherung des Primértumors vor Therapieeinleitung erforderlich (Leitlinienprogramm
Onkologie, 2020). Im Rahmen der kdrperlichen Untersuchung sollte neben der Inspektion eine Palpation
erfolgen, bei der Tumorgrofle und Lokalisation, Verschieblichkeit oder Fixierung sowie Infiltration des
umliegenden Gewebes beurteilt werden (Sievert et al., 2018). Um die Tiefeninfiltration des
Primértumors, beispielsweise vor geplantem organerhaltenden Operationsverfahren, zuverldssiger
einschétzen zu konnen, kann erginzend eine Doppler-Sonographie oder Magnetresonanztomographie

(MRT) mit artifizieller Erektion eingesetzt werden (De Vries et al., 2019; Hanchanale et al., 2016).

Histopathologisch handelt es sich beim Grofiteil der priméren Peniskarzinome (annéhernd 95 %) um
Plattenepithelkarzinome, welche von der epithelialen Oberfléche der Glans penis, des Sulcus coronarius
oder des inneren Blattes des Praputiums ausgehen. Andere epitheliale Tumoren des Penis, beispielsweise
das Merkelzellkarzinom, Klarzellkarzinom und Talgdriisenkarzinom, sowie nicht-epitheliale Tumoren,
zum Beispiel Melanome und Sarkome, sind deutlich seltener (Bleeker et al., 2009; Leitlinienprogramm

Onkologie, 2020).
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Die World Health Organization (WHO) klassifiziert Plattenepithelkarzinome des Penis aufgrund
verschiedener Pathogenesen in HPV-assoziierte und nicht-HPV-assoziierte Tumoren (Hakenberg et al.,
2018). HPV-DNA, insbesondere der Hochrisikotypen HPV16 und HPV18, konnte bei 14 % bis 100 %
der invasiven Peniskarzinome nachgewiesen werden (Backes et al., 2009; Flaherty et al., 2014; Olesen
et al.,, 2019). Schwankungen in dieser Prozentzahl lassen sich durch Unterschiede in der
Virusnachweismethode, geographischen Region und des untersuchten histologischen Subtyps erklaren.
Als Risikofaktoren fiir die Entstehung des nicht-HPV-assoziierten Peniskarzinoms gelten chronisch-
entzlindliche Erkrankungen der Glans penis oder des Préputiums (insbesondere Balanitis und Lichen
sclerosus et atrophicus), Phimose, mangelhafte Genitalhygiene, Tabakkonsum und UV A-Phototherapie
(Dillner et al., 2000; Misra et al., 2004). AuRerdem finden sich beim HPV-negativen Peniskarzinom,
verglichen mit HPV-positiven Tumoren, geh&uft somatische TP53-Mutationen, welche eine mdgliche
Erklarung fur die HPV-unabhéngige Karzinogenese liefern (Chahoud et al., 2021; Kashofer et al., 2017;
Qiu et al., 2021). Stankiewicz et al. belegen zudem eine gesteigerte Phosphorylierung des EGFR beim
HPV-negativen Peniskarzinom (Stankiewicz, Prowse, Ng, et al., 2011).

Plattenepithelkarzinome des Penis werden histopathologisch in die Subtypen basaloid, warzig, gemischt
warzig-basaloid, gewdhnlich, verrukds und papillér eingeteilt. Der mit bis zu 75 % héaufigste
histologische Subtyp ist das gewohnliche, nicht-HPV-assoziierte Plattenepithelkarzinom, welches sich
durch ein aggressives Wachstumsverhalten und eine frithe Metastasierung auszeichnet. Weitere nicht-
HPV-assoziierte, aber deutlich seltener vorkommende Subtypen sind das lediglich in Ausnahmefillen
metastasierende und daher mit einer giinstigen Prognose einhergehende verrukdse Karzinom (2 % bis
3 %) sowie das sarkomatoide Peniskarzinom (1 % bis 4 %), welches aufgrund seines sehr aggressiven
Wachstums die schlechteste Prognose aller Subtypen aufweist. Zur Gruppe der HPV-assoziierten
Plattenepithelkarzinome zdhlen unter anderem das frith lymphogen metastasierende und hierdurch mit
reduziertem tumorspezifischen Uberleben einhergehende basaloide Karzinom (5 % bis 10 %) sowie das
warzige Peniskarzinom (5 % bis 10 %), welches nahezu keine Metastasierungstendenz und
infolgedessen eine giinstige Prognose zeigt (Hakenberg et al., 2018). Somit erwies sich der histologische
Subtyp im Gegensatz zum HPV-Status als prognostischer Faktor des Peniskarzinoms (Holters et al.,

2019).
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Zur Stadieneinteilung (Tabelle 2) nach TNM-Klassifikation (Tabelle 1) muss neben der Ausbreitung des
Priméartumors das Fehlen oder Vorhandensein von regiondren Lymphknotenmetastasen, im Falle des
Peniskarzinoms Metastasen in oberfldchlichen und tiefen inguinalen und pelvinen Lymphknoten, sowie
Fernmetastasen, retroperitoneale oder mediastinale Lymphknotenmetastasen, Lungen-, Leber- und
Knochenherde, beurteilt werden (Leitlinienprogramm Onkologie, 2020). Hierzu erfolgen zunéchst
Inspektion und Palpation der bilateralen inguinalen Lymphknoten, wobei Anzahl, GroBe und
Verschieblichkeit tastbarer Lymphknoten dokumentiert werden (Sievert et al., 2018). Da klinisch
unauffallige, nicht palpable inguinale Lymphknoten bereits in einem Viertel der Féille Mikrometastasen
aufweisen, ist in Abhéngigkeit der Infiltrationstiefe des Primértumors eine invasiv-operative
Lymphknotendiagnostik  mittels dynamischer Sentinel-Lymphknoten-Biopsie (DSNB) oder
modifizierter inguinaler Lymphadenektomie (MIL) notwendig (Hakenberg et al., 2018). Palpable
inguinale Lymphknoten werden durch eine radikale Lymphadenektomie histologisch gesichert (Protzel
et al, 2009). Schnittbildverfahren und nuklearmedizinische Hybrid-Bildgebungsverfahren,
beispielsweise die '*F-Fluordesoxyglukose-Positronenemissionstomographie/Computertomographie
("8F-FDG-PET/CT), eignen sich nicht zur Feststellung oder zum Ausschluss von Mikrometastasen,
sondern spielen in der Diagnostik von Fernmetastasen, die beim Peniskarzinomen meist spét und somit
in fortgeschrittenen Krankheitsstadien auftreten, eine zentrale Rolle (Leitlinienprogramm Onkologie,

2020; Sadeghi et al., 2012; S. Zhang et al., 2016).

Tabelle 1: TNM-Klassifikation des Peniskarzinoms. Entnommen von Leitlinienprogramm
Onkologie, 2020.

Primartumor

pTx Priméartumor kann nicht beurteilt werden

pTO Kein Anhalt fiir Primértumor

pTis Carcinoma in situ (penile intraepitheliale Neoplasie)
pTa Nichtinvasives lokalisiertes Plattenepithelkarzinom
pTl Glans: Tumor infiltriert Lamina propria

Vorhaut: Tumor infiltriert Dermis, Lamina propria oder Dartos’sche Faszie

Schaft: Tumor infiltriert das Bindegewebe zwischen Epidermis und Corpora unabhéngig
von der Lokalisation

Alle: Lokalisation mit/ohne lymphvaskulére oder perineurale Infiltration und/oder schlecht
differenziert/undifferenziert

pTla | Tumor ohne lymphovaskuldre oder perineurale Infiltration, nicht schlecht differenziert/
undifferenziert/sarkomatoid

pT1b | Tumor mit lymphovaskulérer Infiltration und/oder perineuraler Invasion oder ist schlecht
differenziert/undifferenziert/sarkomatoid
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pT2 Tumor infiltriert Corpus spongiosum (entweder Glans oder ventraler Schaft) mit/ohne
Invasion der Urethra

pT3 Tumor infiltriert Corpus cavernosum (eingeschlossen Tunica albuginea) mit/ohne Invasion
der Urethra

pT4 Tumor infiltriert andere Nachbarstrukturen (z. B. Skrotum, Prostata, Schambein)

Regionire Lymphknoten

pNx Regionédre Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden

pNO Keine regiondren Lymphknotenmetastasen

pN1 Metastase(n) in einem oder zwei Leistenlymphknoten

pN2 Metastasen in mehr als zwei unilateralen inguinalen oder bilateralen Leistenlymphknoten

pN3 Metastase(n) in Beckenlymphknoten (uni- oder bilateral), oder extranodale Ausbreitung
regiondrer Lymphknotenmetastasen

Fernmetastasen
MO Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen

Tabelle 2: Stadieneinteilung des Peniskarzinoms. Enthommen von Leitlinienprogramm Onkologie,
2020.

Tis NO MO

Stadium 0
Ta NO MO
Stadium I Tla NO MO
Stadium ITA T1b, T2 NO MO
Stadium I1B T3 NO MO
Stadium IITA T1, T2, T3 N1 MO
Stadium IIIB T1, T2, T3 N2 MO
T4 Jedes N MO
Stadium IV Jedes T N3 MO
Jedes T Jedes N M1
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Hinsichtlich der Behandlung des Peniskarzinoms stehen abhingig vom vorliegenden Tumorstadium
verschiedene Therapieverfahren zur Verfiigung. Das Ziel der lokalen Therapie besteht in einer effektiven
Tumorkontrolle bei gleichzeitig bestmoglichem Organerhalt und Gewihrleistung der
Patientenzufriedenheit, denn mit zunehmender Invasivitit des operativen Verfahrens erhoht sich die
psychosexuelle Beeintridchtigung des Patienten (Leitlinienprogramm Onkologie, 2020; Romero et al.,
2005; Sedigh et al., 2015). Wihrend bei Prikanzerosen und oberfldchlichen, nicht-invasiven Tumoren
der Glans eine lokale Exzision, komplette chirurgische Deepithelialisierung der Glans (glans
resurfacing) sowie topische Therapien mit 5-Fluoruracil oder Imiquimod (Off-Label-Use) und
Lasertherapie Anwendung finden, geniigt im Falle isolierter Tumoren des Préputiums eine Zirkumzision
(Alnajjar et al., 2012; Leitlinienprogramm Onkologie, 2020; Shabbir et al., 2011; D. H. Tang et al.,
2018). Bei lokal fortgeschrittenen Primértumoren werden in Abhéngigkeit der Lokalisation und
Tumorausdehnung eine Glansektomie, eine partielle oder totale (radikale) Penektomie, letztere mit
Anlage einer perinealen Urethrostomie (Boutonniere), durchgefiihrt, bei denen anschlieBend eine
plastische Rekonstruktion mittels Spalthautdeckung erfolgen kann (Leitlinienprogramm Onkologie,
2020; D. H. Tang et al., 2017). Die lokale Strahlentherapie stellt eine Alternative zur chirurgischen
Resektion dar, zeigte jedoch im direkten Vergleich zur operativen Therapie umso schlechtere
Ergebnisse, je ausgedehnter der Tumor war (Hasan et al., 2015; X. Hu et al., 2017). Patienten mit
befallenen inguinalen Lymphknoten wird eine systemische Kombinationschemotherapie mit Paclitaxel,
Cisplatin und 5-Fluoruracil beziehungsweise Ifosfamid empfohlen (Leitlinienprogramm Onkologie,
2020; Pagliaro et al., 2010; Pizzocaro et al., 2009; Protzel & Hakenberg, 2009). Im Falle einer
Fernmetastasierung wird ein palliativer Ansatz verfolgt, der abhingig vom Allgemeinzustand des
Patienten eine palliative Chemotherapie oder alternativ eine palliative Strahlentherapie zur
Lebensverldngerung und  Symptomkontrolle sowie Best Supportive Care  einschlie3t

(Leitlinienprogramm Onkologie, 2020).

Mehr als die Halfte aller Rezidive des Peniskarzinoms tritt innerhalb der ersten zwei Jahre nach der
Primartherapie auf, weshalb die Nachsorge in diesem Zeitraum vierteljahrliche klinische
Untersuchungen umfasst, die bei Bedarf durch Ultraschalluntersuchungen der Leistenregion oder
Schnittbildgebung ergidnzt werden konnen. Ab dem zweiten Jahr erfolgen halbjdhrliche Kontrollen.
Zusitzlich zur Bewertung der lokalen und regionalen Tumorkontrolle liegt der Schwerpunkt auf der
Erfassung therapie- und tumorbedingter Nebenwirkungen sowie der Verbesserung der Lebensqualitit

der Patienten (Leitlinienprogramm Onkologie, 2020).

Wiihrend die 5-Jahres-Uberlebensrate beim Peniskarzinom fiir organbegrenzte Erkrankungen bei 85 %
und fiir lymphogen metastasierte Tumoren bei 59 % liegt, sind fiinf Jahre nach Diagnosestellung
lediglich 11 % der Patienten mit Fernmetastasierung noch am Leben (Leitlinienprogramm Onkologie,
2020). Angesichts der drastischen Prognoseverschlechterung bei lymphogener Metastasierung und

Fernmetastasierung ist eine Diagnosestellung in frilhen Krankheitsstadien von entscheidender
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Bedeutung (Ficarra et al., 2010). Allerdings nehmen Patienten mit Peniskarzinom aufgrund von
Schamgefiihlen und der Furcht vor sozialen Stigmata gehduft erst mehrere Monate nach

Symptombeginn érztliche Hilfe in Anspruch (Barocas & Chang, 2010).

2.2 Humane Papillomviren

Humane Papillomviren (HPV) sind ubiquitdar vorkommende, unbehillte DNA-Viren mit einem
Durchmesser von circa 55 nm, die zur Familie der Papillomaviridae zahlen (De Villiers et al., 2004; zur
Hausen, 1996). Bisher wurden Uber 200 verschiedene HPV-Genotypen identifiziert (siehe
Papillomavirus Episteme (PaVE) Datenbank, verflgbar unter https://pave.niaid.nih.gov). Anhand von
DNA-Sequenzanalysen werden HPV in die fiinf evolutiondren Genera Alpha (o), Beta (), Gamma (y),
Mu und Nu eingeteilt (Abbildung 2), die sich hinsichtlich des Epitheliotropismus und der assoziierten
Krankheiten unterscheiden. Wahrend HPV-Typen des Genus Alpha neben kutanem auch mukosales
Epithel infizieren, befallen die restlichen Genera ausschlieRlich kutanes Gewebe (Doorbar et al., 2012).
Des Weiteren werden HPV entsprechend ihres onkogenen Potenzials in Niedrig- und Hochrisikotypen
unterteilt. Niedrigrisikotypen, insbesondere HPV6 und HPV11, verursachen benigne Lasionen und
Genitalwarzen (zur Hausen, 1996). Im Gegensatz dazu kdnnen Infektionen mit Hochrisikotypen, vor
allem HPV16 und HPV18, zu intraepithelialen Neoplasien und Karzinomen multipler anatomischer
Regionen, darunter Kopf-Hals-Tumoren sowie Karzinome an Cervix, Vulva, Vagina, Penis und Anus,
fiihren (Berman & Schiller, 2017). Neben HPV16 und HPV18 stuft die World Health Organization
(WHO) die HPV-Typen 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 und 59 als Hochrisikotypen ein (Doorbar et
al.,, 2012). Schatzungsweise sind HPV fir etwa 5 % aller Krebserkrankungen des Menschen
verantwortlich (Berman & Schiller, 2017).

HPV-Infektionen z&hlen zu den haufigsten sexuell Ubertragbaren Infektionen weltweit (Sabeena et al.,
2017). Mehr als die Halfte aller sexuell aktiven Menschen infiziert sich im Laufe ihres Lebens mit HPV
(Chesson et al., 2014). Obwohl HPV-Infektionen in der Regel asymptomatisch verlaufen und folgenlos
ausheilen, kann eine persistierende Infektion mit Hochrisiko-HPV-Typen zu prakanzertsen

Veranderungen und Karzinomen fortschreiten (Dunne & Park, 2013).
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Abbildung 2: Systematik der humanen Papillomviren. Humane Papillomviren (HPV) werden
anhand ihres Genoms in die fiinf evolutiondren Genera Alpha (o), Beta (), Gamma (y), Mu und Nu
eingeteilt, die sich hinsichtlich des Epitheliotropismus und der assoziierten Krankheiten unterscheiden.
HPV-Typen des Genus Alpha werden entsprechend ihres onkogenen Potenzials als kutane
Niedrigrisikotypen (grau), mukosale Niedrigrisikotypen (orange) sowie mukosale Hochrisikotypen
(rosa) Kklassifiziert. Hochrisikotypen in roter Schrift werden als sicher karzinogen eingestuft, wahrend
die Ubrigen Hochrisikotypen héchstwahrscheinlich eine Rolle in der Onkogenese spielen. Im Gegensatz
dazu verursachen Niedrigrisikotypen benigne Lasionen und Hautwarzen. HPV-Typen der Genera Beta
(grun), Gamma (blau), Mu (violett) sowie Nu (rot) zéhlen zu den kutanen HPV-Typen und werden mit
Ausnahme vereinzelter Beta-HPV-Typen nicht mit Karzinomen in Verbindung gebracht. Der
Stammbaum basiert auf dem Alignment der DNA-Sequenzen E1, E2, L1 und L2. Entnommen von
Doorbar et al., 2012.

Bereits in den 1970er Jahren formulierte Harald zur Hausen die Hypothese der HPV-induzierten
zervikalen Karzinogenese (zur Hausen, 1977), fur welche er 2008 mit dem Nobelpreis fur Medizin
ausgezeichnet wurde. Basierend auf zur Hausens Erkenntnis wurden Impfstoffe zur Prdvention von
HPV-Infektionen und den damit assoziierten Karzinomen entwickelt, die auf virusahnlichen Partikeln
(virus-like particles, VLP) beruhen. VLP bestehen aus dem gentechnisch in Hefezellen der
Saccharomyces cerevisiae hergestellten Hauptkapsidprotein L1 und bilden leere, ikosaedrische Hullen,
die der Morphologie des jeweiligen HPV-Typs &hneln. Wahrend sich der 2006 zugelassene
quadrivalente Impfstoff Gardasil® gegen die Hochrisiko-HPV-Typen 16 und 18 sowie Niedrigrisiko-
HPV-Typen 6 und 11 richtet, schiitzt der 2014 zugelassene nonavalente Impfstoff Gardasil®9 zusétzlich
vor den Hochrisiko-HPV-Typen 31, 33, 45, 52 und 58 (Kash et al., 2015). Seit 2018 empfiehlt die
Standige Impfkommission (STIKO) die Impfung gegen HPV nicht nur fir Médchen, sondern ebenfalls

far Jungen im Alter von 9 bis 14 Jahren (Robert Koch-Institut, 2018).
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Das zirkuldre, doppelstrangige DNA-Genom der HPV (Abbildung 3) besteht aus circa 8000
Basenpaaren und gliedert sich in drei Regionen (zur Hausen, 1996). Die regulatorische Region (long
control region, LCR) verfugt Uber Bindungsstellen fur zelluldre Transkriptionsfaktoren sowie fur die
HPV-Proteine E1 und E2, welche die virale Replikation und Genexpression kontrollieren. Die early
region kodiert die friihen viralen Onkoproteine E1, E2, E4, E5, E6 und E7, wéhrend die late region die
Gene der viralen Kapsidproteine L1 und L2 beinhaltet (Doorbar et al., 2012). Die Strukturproteine L1
und L2, im Verhéltnis von 30:1, verpacken das virale Genom in ein aus insgesamt 72 Pentameren
bestehendes, ikosaedrisches Kapsid. Jedes Pentamer bildet sich aus fiinf einzelnen L1-Proteinen, die
tUber Disulfidbriicken miteinander verbunden sind. Im Zentrum eines jeden Pentamers ist ein L2-Protein
lokalisiert (Buck & Trus, 2012; Finnen et al., 2003). Abbildung 3 zeigt den Genomaufbau am Beispiel
des Hochrisiko-HPV-Typs 16.

Abbildung 3: Aufbau des HPV16-Genoms. Das zirkuldre DNA-Genom des Hochrisiko-HPV-Typs 16
gliedert sich in drei Regionen: Die regulatorische Region (long control region, LCR) verfligt Uber
Bindungsstellen flr zellulare Transkriptionsfaktoren und virale Proteine. Die early region kodiert die
friihen viralen Onkoproteine E1, E2, E4, E5 (grin) sowie E6 und E7 (rot), deren Expression durch den
early promoter (PE, ebenfalls als p97 bezeichnet) reguliert wird. Die late region beinhaltet die Gene der
viralen Kapsidproteine L1 und L2 (orange), deren Expression durch den late promoter (PL, auch
bekannt als p670) gesteuert wird. PAE und PAL kennzeichnen die Polyadenylierungsstellen innerhalb
des viralen Genoms. Entnommen von Doorbar et al., 2012.
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Da das HPV-Genom, mit Ausnahme einer DNA-Helikase, keine fiir die virale Replikation benétigten
Enzyme kodiert, sind HPV auf die Transkriptionsmaschinerie ihrer Wirtszellen, der Keratinozyten,
angewiesen. Hierbei ist der HPV-Replikationszyklus (Abbildung 4) eng mit der Differenzierung der
Keratinozyten verknipft (Graham, 2010; Moody & Laimins, 2010). Damit eine Infektion entsteht,
benétigen HPV Zugang zu undifferenzierten, mitotisch aktiven Basalzellen des mehrschichtigen
kutanen oder mukosalen Epithels durch Mikrolasionen (Doorbar, 2005; Pyeon et al., 2009). Die Bindung
des Virus an Oberflachenproteine der Basalzelle, beispielsweise Heparansulfat (Giroglou et al., 2001),
flihrt unter anderem durch Furinspaltung von L2 (Richards et al., 2006) zu strukturellen Veranderungen
des Viruskapsids, wodurch die Internalisierung des Virus in die Wirtszelle mittels rezeptorvermittelter
Endozytose ermdglicht wird (Doorbar et al., 2012). Nachdem das Virus durch das im reduzierenden
Milieu des Zytoplasmas bedingte Aufbrechen der Kapsid-Disulfidbriicken entpackt wurde (M. Li et al.,
1998), erfolgt der Transfer des Virusgenoms in den Zellkern sowie die Genomreplikation (Doorbar et
al., 2012). Das Genom liegt dann in episomaler Form mit circa 10 bis 200 Kopien pro Zelle vor
(Doorbar, 2005). In der Frithphase des viralen Replikationszyklus werden die HPV-Onkoproteine E1,
eine DNA-Helikase, und E2 synthetisiert. E2 reguliert die Transkription des viralen Genoms durch
Bindungsstellen in der LCR (Egawa et al., 2012). Daruber hinaus bilden E1 und E2 einen Komplex, der
an den Replikationsursprung des Genoms bindet, die DNA entwindet und dadurch die Expression der
ubrigen fruhen viralen Onkoproteine ermdglicht (Wilson et al., 2002).

Keratinozyten differenzieren im Rahmen ihrer Wanderung vom Stratum basale zum Stratum corneum
von proliferationsfahigen zu ausgereiften, verhornten Zellen (Eckert, 1989). Die physiologische
Differenzierung der Keratinoztyen wird durch die HPV-Onkoproteine E6 und E7, deren Expression
durch den early promoter (PE, ebenfalls bezeichnet als p97) reguliert wird, unterbunden (Doorbar et al.,
2012). Die wichtigste Funktion des HPV-Proteins E6 ist die Inaktivierung des Tumorsuppressorgens
p53, welches bei DNA-Schéden den Zellzyklus reversibel unterbricht, um zelleigene
Reparaturmechanismen zu aktivieren oder im Bedarfsfall die Apoptose einzuleiten (Boulet et al., 2007;
Levine, 1997). Hierfir bildet E6 zusammen mit dem E6-assoziierten Protein (E6AP), eine E3-Ubiquitin-
Ligase, und p53 einen trimeren Komplex, wodurch p53 ubiquitiniert und proteolytisch abgebaut wird
(Huibregtse et al., 1991; Martinez-Zapien et al., 2016). In nicht-infizierten Zellen formieren das
Retinoblastom-Protein  (pRb) und der Transkriptionsfaktor E2F einen Komplex, der als
Transkriptionsrepressor fungiert. Die Bindung des HPV-Onkoproteins E7 an pRb verhindert die
Interaktion von pRb mit E2F, wodurch E2F vermehrt freigesetzt wird und die Zelle in die S-Phase des
Zellzyklus eintreten kann (Boulet et al., 2007). Zudem fuhrt die Freisetzung von E2F zu einer
gesteigerten Expression des Tumorsuppressorproteins p16'N<4 (Spiess et al., 2016). Demzufolge kann
eine HPV-Infektion nicht nur durch den direkten Nachweis von HPV-DNA mittels Polymerase-
Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR), sondern ebenfalls durch den immunhistochemischen
Nachweis einer p16'N<“-Uberexpression diagnostiziert werden. Das Protein p16'N<* gilt hierbei als
indirekter Marker fir eine transkriptiv aktive Hochrisiko-HPV-Infektion (Cubilla et al., 2011; Olesen et
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al., 2019; Sastre-Garau & Harlé, 2020). Zusammenfassend deregulieren die HPV-Onkoproteine E6 und
E7 die Zellzykluskontrolle infizierter Wirtszellen, zwingen differenzierte Zellen zum Wiedereintritt in
den Zellzyklus und gewahrleisten dadurch eine anhaltende Proliferation der Keratinozyten und den
Erhalt des Virusgenoms (Moody & Laimins, 2010).

Wéhrend Basalzellen zur Initiierung der Infektion und Expression der friihen viralen Gene dienen,
werden in den suprabasal gelegenen Epithelschichten die spaten Kapsidproteine L1 und L2, gesteuert
durch den late promoter (PL, auch bekannt als p670), synthetisiert, die Viruspartikel zusammengebaut
und die infektidsen Viren schlieBlich freigesetzt (Graham, 2017).

Bei HPV-assoziierten Karzinomen wurde das virale Genom meist in das Wirtszellgenom integriert,
woraus eine gesteigerte Expression der Onkoproteine E6 und E7 resultiert (McBride & Warburton,
2017). Griinde hierfir liegen zum einen in der mangelnden Suppression dieser HPV-Proteine aufgrund
der durch die Integration bedingten Unterbrechung des E2-Gens (Thierry & Yaniv, 1987) und zum
anderen in der Methylierung der E2-Bindungsstellen in der LCR (Leung et al., 2015). Eine erhohte
E6/E7-Proteinexpression trdgt angesichts der verdnderten Zellzyklus-Regulation und daraus
resultierender DNA-Schadigung sowie Genominstabilitdt zur Entstehung und Progression von
Karzinomen bei (Hoppe-Seyler et al., 2018).
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Abbildung 4: Replikationszyklus der humanen Papillomviren im Zervixepithel. Humane
Papillomviren (HPV) infizieren die Basalzellen des zervikalen Epithels durch Bindung spezifischer
Oberflachenrezeptoren. Die virale Replikation erfolgt im Nukleus und ist eng mit der Differenzierung
der Keratinozyten verkniipft. Zunachst werden die friihen HPV-Proteine E1 und E2 synthetisiert. Im
Stratum spinosum wird das virale Genom durch die zelluldre Transkriptionsmaschinerie des
Keratinozyten amplifiziert. Die Expression der Onkoproteine E6 und E7 fuhrt zur Deregulation des
Zellzyklus und gewdhrleistet damit eine anhaltende Proliferation der Keratinozyten und den Erhalt des
Virusgenoms. Im Stratum granulosum des Zervixepithels werden die spaten Kapsidproteine L1 und L2

exprimiert, die Viruspartikel zusammengebaut und schlieBlich die infektiosen Viren freigesetzt.
Entnommen von Graham, 2017.
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2.3 Neutrophile Granulozyten

Neutrophile Granulozyten, ebenfalls als Polymorphonuclear Neutrophils (PMN) bezeichnet, sind Teil
des angeborenen, unspezifischen Immunsystems und stellen bis zu 70 % aller Leukozyten des
peripheren Blutes gesunder Erwachsener dar. Sie entwickeln sich im Rahmen der Granulopoese aus
pluripotenten hamatopoetischen Stammzellen im Knochenmark. Die hdmatopoetischen Stammzellen
differenzieren zunéchst Uber myeloische Vorlauferzellen zu Myeloblasten, aus welchen nicht nur
neutrophile Granulozyten, sondern auch basophile und eosinophile Granulozyten hervorgehen kénnen.
Die Myeloblasten durchlaufen dann einen Entwicklungsprozess ber Promyelozyten, Myelozyten und
Metamyelozyten, welche anschlieRend zu stabkernigen und letztlich zu segmentkernigen neutrophilen
Granulozyten heranreifen (Junger, 2008). Neben dem Granulocyte Colony-Stimulating Factor (G-CSF)
und dem Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor (GM-CSF) regulieren zudem die
Interleukine IL-3, IL-17 und IL-23 die Granulopoese (Metcalf, 1988; Stark et al., 2005). Die neu
gebildeten PMN werden im Knochenmark gespeichert und bei Bedarf rasch in die Blutbahn abgegeben,
wo sie mehrere Stunden in den GeféRRen zirkulieren. Zahlreiche von Bakterien oder inflammatorischem
Gewebe produzierte Chemokine steuern die Rekrutierung der neutrophilen Granulozyten aus der
Blutbahn in das entziindete Gewebe, die sogenannte Chemotaxis. Dort angekommen, erkennen PMN
eingedrungene Mikroorganismen und bekdmpfen diese durch Phagozytose, NETose sowie durch
Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies (oxidative burst), proteolytischer Enzyme und bakterizider
Mediatoren (Junger, 2008). Neutrophil Extracellular Traps (NETSs) sind extrazellulare, netzartige
Strukturen aus DNA, zytotoxischen Proteinen und Proteasen wie neutrophile Elastase (NE) und Matrix-
Metalloproteinase-9 (MMP-9), die Pathogene binden und abtoten (Albrengues et al., 2018).

2.4 Myeloische Zellen im Tumormikromilieu

Das Tumormikromilieu (tumor microenvironment, TME) (Abbildung 5) vermag durch Forderung der
karzinombedingten Inflammation fortwéahrend angeborene Immunzellen, darunter Makrophagen und
Neutrophile, zu rekrutieren und stellt daher ein schicksalsentscheidendes Kompartiment der Neoplasie
dar. Innerhalb des TME werden myeloische Zellen zu tumorassoziierten Makrophagen,
tumorassoziierten Neutrophilen (TANs) oder myeloiden Suppressorzellen (myeloid-derived suppressor
cells, MDSCs) reprogrammiert (Flemming et al., 2018; Jaillon et al., 2020; Mohr et al., 2022; Veglia et
al., 2018). Diese Zellen begunstigen die Tumorprogression in allen Stadien der Karzinogenese,
beginnend bei der Initiierung Uber die Progression von Vorlauferldsionen zum invasiv wachsenden
Karzinom bis hin zur Metastasierung (Coffelt et al., 2016; Jaillon et al., 2020; Mohr et al., 2022;
Wellenstein et al., 2019).
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Allerdings ist wichtig zu betonen, dass TANSs basierend auf ihrer Funktion im Tumorgewebe in zwei
Phénotypen, ndmlich N1- und N2-TANSs, eingeteilt werden (Fridlender et al., 2009). N1-TANs wirken
proinflammatorisch  und  tumorhemmend. Durch  Ausschittung von Chemokinen und
proinflammatorischen Zytokinen konnen N1-TANs zytotoxische T-Zellen in das Tumorstroma
rekrutieren und aktivieren (Fridlender & Albelda, 2012). Allerdings polarisieren N1-TANs unter dem
Einfluss des im Tumorstroma sezernierten Zytokins Transforming Growth Factor-g (TGF-p) zum
tumorférdernden N2-Phanotyp (Fridlender et al., 2009), welcher das Tumorwachstum unterstiitzt und
die antitumorale Immunantwort unterdriickt (Fridlender & Albelda, 2012). N2-TANs foérdern durch
Freisetzung von Wachstumsfaktoren, wie Epidermal Growth Factor (EGF), direkt die Proliferation der
Tumorzellen (Granot & Jablonska, 2015). Darlber hinaus verhindert die N2-TAN-vermittelte Sekretion
der Matrix-Metalloproteinase MMP-9 die Apoptose der Tumorzellen und begiinstigt die Angiogenese
des Tumors. Durch Ausschiittung der Arginase 1 unterdriicken N2-TANSs die Funktion der T-Zellen und
wirken somit immunsuppressiv. Aullerdem unterstiitzen N2-TANs die Invasion und Metastasierung des
Tumors durch Sekretion der neutrophilen Elastase (Fridlender & Albelda, 2012).
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Abbildung 5: Die zellulare Zusammensetzung des Tumormikromilieus. Enthommen von Hanahan
& Weinberg, 2011.
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2.5 Konvergenz multipler onkogener Signalwege in HPV-positiven und HPV-negativen
Tumoren

Im Rahmen der Karzinogenese HPV-positiver und HPV-negativer peniler Tumoren konvergieren
multiple onkogene Signalwege, darunter der Notch-, p53-, TGF-B-, Wnt- und Hippo-Signalweg,
miteinander (Arya et al., 2015; Bley et al., 2022; Ribera-Cortada et al., 2022; L. Zhang et al., 2015;
Zhou et al., 2018).

Aktuelle Forschungsergebnisse unserer Arbeitsgruppe belegen eine Uberexpression des Epidermal
Growth Factor Receptor (EGFR) (Bernhard et al.,, 2021) als auch des Extracellular Matrix
Metalloproteinase Inducer (EMMPRIN) (Mohr et al., 2022) im Falle des Peniskarzinoms und stehen
somit in Einklang mit publizierter Literatur (Bérgermann et al., 2009; Di Lorenzo et al., 2013; Grass et
al., 2023; Z. D. Han et al., 2010; Lavens et al., 2010). Sowohl der EGFR als auch EMMPRIN aktivieren
verschiedene tumorfordernde Signalwege, darunter der PI3K/AKT-Signalweg, MAPK-Signalwege
sowie der JAK/STAT-Signalweg (Asgari et al., 2023; Laurent-Puig et al., 2009; Nyati et al., 2006; Xin
et al., 2016). Zudem deuten die Daten darauf hin, dass EGFR und EMMPRIN einen Komplex auf der
Karzinomzelloberflache bilden und direkt miteinander interagieren (Dai et al., 2013; Grass et al., 2013;
X. Zhang et al., 2018). Grass et al. belegen eine Ansammlung aus EGFR und EMMPRIN bestehender
Signalkomplexe in , lipid raft“-artigen (siehe 5.1) Doméanen (Grass et al., 2013).

2.5.1 Extracellular Matrix Metalloproteinase Inducer

Der Extracellular Matrix Metalloproteinase Inducer (EMMPRIN) (Abbildung 6), auch Cluster of
Differentiation 147 (CD147) oder Basigin genannt, ist ein multifunktionales Glykoprotein der
Immunglobulin-Superfamilie, welches sowohl auf der Oberfliche maligner als auch nicht-maligner
Zellen, bei letzteren jedoch in geringerer Konzentration, exprimiert wird (H. Guo et al., 1998).
EMMPRIN besteht aus einem extrazelluliren Bereich mit zwei Immunglobulin-dhnlichen Doménen,

einer Transmembrandoméne sowie einer zytoplasmatischen Doméne (Fossum et al., 1991).

Durch Vermittlung von Interaktionen zwischen Tumor- und Stromazellen sowie zwischen Tumorzellen
untereinander trdgt EMMPRIN zur Tumorprogression bei (Yan et al., 2005). EMMPRIN fordert
Invasivitdt und Metastasierung des Karzinoms, indem er die Synthese von Matrix-Metalloproteinasen
(MMPs) aus Tumor- und Stromazellen stimuliert (Grass & Toole, 2016). Aus gesteigerter Freisetzung
von MMPs resultiert eine erhohte EMMPRIN-Expression, sodass EMMPRIN seine eigene Expression
im Tumorstroma induziert (Y. Tang et al., 2004). EMMPRIN dient zudem als Rezeptor fir das
S100A8/S100A9-Heterodimer Calprotectin auf Tumorzellen, Neutrophilen und Fibroblasten (Mohr et
al., 2022). Des Weiteren reguliert EMMPRIN die Produktion des Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF) iiber den PI3K/AKT-Signalweg, wodurch die Tumorangiogenese induziert wird (Y. Tang et al.,
2006). Die EMMPRIN-vermittelte Aktivierung des PI3K/AKT-Signalwegs sowie MAPK-abhéngiger
Signalwege wird fiir die Entwicklung der Zytostatikaresistenz vieler Karzinome verantwortlich

gemacht. Infolgedessen kann EMMPRIN als Prognoseindikator von Tumorerkrankungen fungieren,
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wobei dessen erhohte Expression mit einer ungiinstigen Prognose einhergeht (Xin et al., 2016). Beim
Zervixkarzinom werden eine EMMPRIN-Uberexpression sowie eine Koexpression von EMMPRIN und

HPV16 E6 als Indikatoren fiir Malignitat und eine schlechte Prognose angesehen (Zhao et al., 2017).

Han et al. belegen eine EMMPRIN-Expression in 94,12 % der Fille des Peniskarzinoms (Z. D. Han et
al., 2010). Unsere Arbeitsgruppe konnte ebenfalls eine Uberexpression von EMMPRIN beim

Peniskarzinom nachweisen, insbesondere im Tumorzentrum und bei HPV-positiven Tumoren (Mohr et
al., 2022).
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Abbildung 6: Schematische Darstellung EMMPRIN-assoziierter Proteine. Der Extracellular
Matrix Metalloproteinase Inducer (EMMPRIN), auch Cluster of Differentiation 147 (CD 147) genannt,
tragt zur Tumorprogression bei, indem er durch Synthese von Matrix-Metalloproteinasen (MMPS)
Invasivitat und Metastasierung des Karzinoms fordert, durch Produktion des Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF) die Tumorangiogenese tber den PI3K/AKT-Signalweg induziert und durch
Aktivierung des PI3K/AKT-Signalwegs sowie MAPK-abhéngiger Signalwege die Entwicklung der
Zytostatikaresistenz begiinstigt. Entnommen von Xin et al., 2016.
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2.5.2 Epidermal Growth Factor Receptor

Der Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) (Abbildung 7), ebenfalls als ErbB1 oder HER1
bezeichnet, ist ein transmembranes Glykoprotein, welches gemeinsam mit ErbB2 (HER2), ErbB3
(HER3) und ErbB4 (HER4) zur ErbB-Familie der Rezeptor-Tyrosinkinasen zahlt (Yarden, 2001; Yarden
& Sliwkowski, 2001). Er besteht aus einer N-terminalen extrazelluliren Ligandenbindungsdomaéne,
einer einzelnen o-helikalen Transmembrandomine, einer zytoplasmatischen Domine mit
Tyrosinkinaseaktivitit sowie einer C-terminalen regulatorischen Doméne (Wells, 1999). Neben dem
Epidermal Growth Factor (EGF) wurden der Transforming Growth Factor-a (TGF-a), Amphiregulin,
B-Cellulin, Heparin-bindendes EGF sowie Epiregulin als Liganden des EGFR identifiziert (Yarden &
Sliwkowski, 2001). Bindet ein Ligand an die extrazellulire Domédne des EGFR, kommt es zur
Dimerisierung des Rezeptors. Die dadurch bedingte Autophosphorylierung des EGFR fiihrt zur
Aktivierung der intrazelluldren Tyrosinkinase und schlieBlich zum Beginn der Signaltransduktion
(Yarden & Schlessinger, 1987a, 1987b). Der EGFR beeinflusst ein breites Spektrum an Signalwegen,
darunter der Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweg, der PI3K/AKT-Signalweg sowie der JAK/STAT-
Signalweg, woraus letztlich die Férderung von Proliferation, Wachstum, Differenzierung und Migration

der Zellen bei gleichzeitiger Hemmung der Apoptose resultiert.

Eine Uberexpression des EGFR findet sich nicht nur bei nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen,
kolorektalen Karzinomen, Glioblastomen, Kopf-Hals-Tumoren sowie Karzinomen des Pankreas und der
Mamma (Wee & Wang, 2017), sondern wurde ebenfalls in iiber 90 % der Primértumoren und
Lymphknotenmetastasen des Peniskarzinoms nachgewiesen (Borgermann et al., 2009; Di Lorenzo et
al., 2013; Lavens et al., 2010). Des Weiteren korrelieren Uberexpression und Uberaktivierung des EGFR
mit einer schlechteren Prognose, Arzneimittelresistenz, Metastasierung und reduzierten Uberlebensrate

(Z. Wang, 2017).

In Hinblick auf HPV ist anzumerken, dass deren Onkoproteine ES5, E6 und E7 den EGFR beeinflussen.
ES inhibiert einerseits den Abbau von internalisiertem EGFR in Lysosomen durch Hemmung der
endosomalen Protonen-ATPase (Straight et al., 1995). Andererseits interagiert ES mit der E3-Ubiquitin-
Ligase c-Cbl, wodurch die Ubiquitinierung und der Abbau von EGFR verhindert werden (Zhang et al.,
2005). Die EGFR-Liganden TGF-o und Amphiregulin hemmen den Hippo-Signalweg und aktivieren
das Yes-Associated Protein (YAP). Aus der Aktivierung von YAP resultiert eine Hochregulierung des
EGFR und seiner Liganden, sodass eine positive Riickkopplungsschleife entsteht (C. He et al., 2015).
Die HPV-Onkoproteine E6 und E7 verhindern den Proteasom-abhéngigen YAP-Abbau und erhalten
somit hohe YAP-Proteinspiegel aufrecht (C. He et al., 2015; White et al., 2016). Infolgedessen fordern
HPV das Recycling des EGFR zur Zelloberfliche sowie dessen Uberexpression und erméglichen so die

Signaliibertragung des Rezeptors.
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Im Gegensatz dazu belegen Qiu et al. eine Herunterregulierung des EGFR bei HPV-positiven
Zervixkarzinomen und Kopf-Hals-Tumoren verglichen mit HPV-negativen Tumoren (Qiu et al., 2021).
Des Weiteren wiesen Stankiewicz et al. eine erhohte Expression von phosphoryliertem EGFR beim
HPV-negativen Peniskarzinom, im Vergleich zu HPV-positiven Tumoren, nach. Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass der EGFR eine bedeutendere Rolle in der nicht-HPV-assoziierten penilen

Karzinogenese spielt (Stankiewicz, Prowse, Ng, et al., 2011).
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Abbildung 7: Schematische Darstellung EGFR-vermittelter Signalwege. Die Bindung eines
Liganden, beispielsweise Epidermal Growth Factor (EGF), Transforming Growth Factor-a (TGF-a)
oder Amphiregulin, an die extrazellulare Doméane des EGFR bewirkt die Dimerisierung und
Autophosphorylierung des Rezeptors. Die hieraus resultierende Aktivierung der intrazellularen
Tyrosinkinase l0st zahlreiche Signalkaskaden, darunter der Ras/Raf/MEK/ERK-, der PI3K/AKT- sowie
der JAK/STAT-Signalweg, aus, die letztlich die Transkription bestimmter Zielgene beeinflussen und
somit Differenzierung, Proliferation, Uberleben sowie Onkogenese der Zellen regulieren. Entnommen
von Nyati et al., 2006.
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2.5.3 AKT und der PI3K/AKT-Signalweg

Der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K)/AKT-Signalweg zdhlt zu den am héufigsten aktivierten
Signalwegen in humanen Karzinomen. Er reguliert iiber multiple Effektoren zahlreiche Prozesse,
einschlieBlich Zellproliferation, Apoptose, Metastasierung, Arzneimittelresistenz sowie Inflammation
(Abbildung 8B), und spielt daher eine entscheidende Rolle in der Karzinogenese (Y. He et al., 2021).
Dariliber hinaus interagiert der PI3K/AKT-Signalweg mit dem Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweg
(McCubrey et al., 2007).

Die Aktivierung des PI3K/AKT-Signalwegs (Abbildung 8A) erfolgt durch Rezeptor-Tyrosinkinasen,
Zytokinrezeptoren, Integrine und G-Protein-gekoppelte Rezeptoren. Bindet ein Ligand an einen solchen
Rezeptor, kommt es zu dessen Aktivierung sowie zur Phosphorylierung von Tyrosinresten seiner
zytosolischen Doméne. Die hierdurch geschaffenen Bindungsstellen rekrutieren PI3K zur Zellmembran.
PI3K phosphoryliert darauthin Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat, abgekiirzt als PtdIns(4,5)P, oder
PIP,, zu Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat, kurz PtdIns(3,4,5)P; oder PIPs. Die Lipidphosphatase
PTEN (Phosphatase and Tensin Homolog) kann diesen Prozess umkehren, indem sie PIP; zu PIP,
dephosphoryliert. PIP; fungiert als klassischer Second Messenger und rekrutiert die Serin/Threonin-
Kinase AKT, ebenfalls als Proteinkinase B bezeichnet, zur Zellmembran. AKT wird dann durch
Phosphorylierung an Thr308 durch die Phosphoinositid-abhingige Proteinkinase-1 (PDPK1) sowie an
Ser473 durch den mechanistic Target of Rapamycin Complex 2 (mTORC?2) vollstindig aktiviert (Y. He
et al., 2021; Hoxhaj & Manning, 2020).

Neben der Ligand-Rezeptor-Bindung kann der PI3K/AKT-Signalweg auch durch verschiedene
genomische Verdnderungen aktiviert werden. In vielen Karzinomen, einschlieBlich HPV-assoziierten
Karzinomen, wurden aktivierende Mutationen im PIK3CA-Gen, welches fiir die katalytische
Untereinheit p110a von PI3K kodiert, nachgewiesen (Henken et al., 2011; Samuels et al., 2004).
Wihrend Andersson et al. PIK3CA-Genmutationen in 29 % der untersuchten PeCa-Proben belegen,
zeigte eine wenige Jahre spéter, allerdings mit einer groferen Stichprobe durchgefiihrte Studie von
Ferrdndiz-Pulido et al. einen niedrigeren Anteil von lediglich 9 % (Andersson et al., 2008; Ferrandiz-
Pulido et al., 2015). Nach Adimonye et al. korreliert der Anstieg der PIK3CA-Kopienzahl mit der
Aktivierung des PI3K/AKT-Signalwegs in PeIN, wohingegen dieser Zusammenhang beim
Peniskarzinom nicht beobachtet werden konnte. Dies impliziert eine stirkere Aktivierung des
PI3K/AKT-Signalwegs in der frithen Karzinogenese des Peniskarzinoms (Adimonye, Stankiewicz, La-
Touche, et al., 2018). Weitere genomische Verdnderungen, die zur Aktivierung des PI3K/AKT-
Signalwegs fiihren konnen, umfassen Mutationen mit Funktionsverlust und Deletionen in PTEN, einem
héufig mutierten Tumorsuppressorgen, sowie Amplifikation und Aktivierung spezifischer PI3K-
aktivierender Rezeptor-Tyrosinkinasen. Auflerdem kénnen Amplifikation und Mutationen in Genen, die
fiir eine der drei Isoformen von AKT kodieren, die Aktivierung dieses Signalwegs bewirken (Hoxhaj &

Manning, 2020). Zahlreichen Publikationen zufolge sind Hauptakteure des PI3K/AKT-Signalwegs in
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verschiedensten HPV-assoziierten Tumoren amplifiziert oder mutiert (Bertelsen et al., 2006; Chiosea et

al., 2013; Lui et al., 2013).

Die Serin/Threonin-Kinase AKT ist ein zentraler Akteur des PI3K/AKT-Signalwegs. Im
Saugetiergenom wurden die drei AKT-Gene AKT1, AKT2 und AKT3 identifiziert. AKT1 stellt die
Hauptisoform dieser Proteinfamilie dar und ist maBgeblich an der Regulation der Apoptose beteiligt.
Trotz struktureller Ahnlichkeiten unterscheiden sich die drei AKT-Isoformen in ihrer Funktion und
ihrem Vorkommen. Wéhrend sich AKT1 ubiquitédr nachweisen lédsst, wird AKT2 hauptséchlich in
insulinreaktiven Geweben wie Fettgewebe, Leber sowie Skelettmuskulatur und AKT3 vor allem im

Gehirn exprimiert (H. Yu et al., 2015).

Aktuelle Forschungsergebnisse implizieren eine HPV-unabhingige Dysregulation des PI3K/AKT-
Signalwegs beim Peniskarzinom (Chaux et al., 2014; Stankiewicz, Prowse, Ng, et al., 2011; Thomas et
al., 2021). Chaux et al. sowie Thomas et al. wiesen eine hohere pAKT- beziehungsweise AKT-
Expression bei high-grade Tumoren des Peniskarzinoms nach (Chaux et al., 2014; Thomas et al., 2021),
wihrend Azizi et al. die Hochregulierung des PI3K/AKT-Signalwegs und eine HPV-Koinfektion mit

einer giinstigen Prognose des Peniskarzinoms assoziierten (Azizi et al., 2019).
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Abbildung 8: Der PI3K/AKT-Signalweg und seine bedeutendsten Effektoren. [A] Schematische
Darstellung des PI3K/AKT-Signalwegs. Aus Bindung eines Liganden, beispielsweise Insulin,
Wachstumsfaktoren oder Zytokine, an die Rezeptor-Tyrosinkinase resultiert deren Aktivierung sowie
Phosphorylierung von Tyrosinresten ihrer zytosolischen Domdéne, wodurch Bindungsstellen fir
verschiedene Molekiile geschaffen werden. Die hierdurch zur Zellmembran rekrutierte Phosphoinositid-
3-Kinase (PI3K) phosphoryliert daraufhin Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat, abgekirzt als
PtdIns(4,5)P, oder PIP,, zu Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat, kurz PtdIns(3,4,5)P; oder PIPs. Das
Phosphatase and Tensin Homolog (PTEN)-Protein, eine Lipidphosphatase, kann diesen Prozess
umkehren, indem es PIP; zu PIP, dephosphoryliert. PIP; rekrutiert anschlieBend die Serin/Threonin-
Kinase AKT zur Zellmembran, welche durch die Phosphoinositid-abhéngige Proteinkinase-1 (PDPK1)
sowie durch den mechanistic Target of Rapamycin Complex 2 (mTORC2) phosphoryliert und damit
vollstdndig aktiviert wird. Vollstindig aktiviertes AKT reguliert durch zahlreiche Effektoren
Proliferation, Wachstum und Uberleben der Zellen. Modifiziert nach Hoxhaj & Manning, 2020. [B] Die
Rolle des PI3K/AKT-Signalwegs in der Karzinogenese. Der PI3K/AKT-Signalweg reguliert eine
Vielzahl zelluldrer Prozesse durch multiple Effektoren. Entnommen von Y. He et al., 2021.
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2.5.4 p38 MAPK und MAPK-Signalwege

Mitogen-activated Protein Kinases (MAPKs) sind Serin/Threonin-Kinasen, die durch Phosphorylierung
zytoplasmatischer und nukleérer Ziele an der Vermittlung extrazelluldrer Stimuli mitwirken (Nebreda
& Porras, 2000). Jede MAPK-Signalkaskade besteht aus drei nacheinander geschalteten Proteinkinasen:
MAPK-Kinase-Kinasen (MAPKKK oder MAP3K) phosphorylieren und aktivieren zundchst MAPK-
Kinasen (MAPKK oder MAP2K), die anschlieBend MAPK durch Phosphorylierung aktivieren. Mit dem
ERK-, INK- und p38 MAPK-Signalweg wurden drei bedeutende MAPK-Signalwege bei Séugetieren
identifiziert (Martinez-Limon et al., 2020). Da die Zellkontext- und Zelltyp-spezifischen JAK- und p38
MAPK-Signalwege (Wagner & Nebreda, 2009) hauptsidchlich durch Umwelt- und genotoxische

Belastungen aktiviert werden, bezeichnet man sie auch als stressaktivierte Proteinkinasen.

Die vier p38 MAPK p38a, p38p, p38y und p386 werden von verschiedenen Genen kodiert und mittels
doppelter Phosphorylierung an Thr und Tyr des Thr-Gly-Tyr-Motivs in der Aktivierungsschleife der
Subdoméne VIII durch MKK3 und MKK6 aktiviert. Obwohl sich alle vier p38-Isoformen ubiquitir
nachweisen lassen, wird p38p vor allem im Gehirn, p38y in der Skelettmuskulatur und p385 in

endokrinen Driisen exprimiert (Cuenda & Rousseau, 2007).

Die p38 MAPK reguliert durch Interaktion mit multiplen Substraten eine Vielzahl zelluldrer Prozesse,
einschlieBlich der Stressreaktion sowie Proliferation, Differenzierung, Migration und Apoptose der
Zellen (Martinez-Limon et al., 2020). Sie fordert das Uberleben und die Migration von Tumorzellen
sowie deren Resistenz gegeniiber Stress und Chemotherapeutika (Wagner & Nebreda, 2009).

Im Rahmen einer immunhistochemischen Analyse von iiber 400 Gewebeproben humaner Kopf-Hals-
Tumoren wurde eine Uberexpression der Phospho-p38 MAPK in 79 % der Fille nachgewiesen
(Leelahavanichkul et al., 2014). Zudem belegen Junttila et al. die Entkopplung der p38 MAPK- und
ERK-Signalwege in Kopf-Hals-Tumoren, wodurch die Tumorzellen von der wachstumsférdernden
Aktivitit beider Signalkaskaden profitieren (Junttila et al., 2007). Hinsichtlich des Peniskarzinoms
konnte eine gesteigerte p38-Phosphorylierung in HPV-positiven Tumoren mit MAPK-assoziierter
Integration im Vergleich zu HPV-positiven Tumoren mit anderer Integration und HPV-negativen
Tumoren gezeigt werden (K. B. Huang et al., 2021). Satsuka et al. belegen, dass der p38 MAPK-
Signalweg bei der Differenzierung HPV-positiver humaner Keratinozyten, im Gegensatz zu normalen
Keratinozyten, aktiviert wird und implizieren daher eine zentrale Rolle dieses Signalwegs bei der

differenzierungsspezifischen Genomamplifikation von HPV (Satsuka et al., 2015).
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2.5.5 ERK und der Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweg

Neben dem p38 MAPK- und JNK-Signalweg stellt der Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweg (Ras = rat
sarcoma, Raf = rapidly accelerated fibrosarcoma, MEK = mitogen-activated protein kinase kinase,
ERK = extracellular signal-regulated kinase) einen weiteren MAPK-Signalweg bei Sadugetieren dar
(Martinez-Limén et al., 2020). Der Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweg reguliert Proliferation,
Differenzierung, Migration sowie Uberleben der Zellen (Lavoie et al., 2020) und interagiert mit dem
PI3K/AKT-Signalweg (McCubrey et al., 2007). ERK, das Schliisselprotein des Ras/Rat/MEK/ERK-
Signalwegs, verhindert durch Suppression proapoptotischer Faktoren sowie durch Stimulation

antiapoptotischer Proteine die Zellapoptose (Lavoie et al., 2020).

Die Bindung eines Liganden an Rezeptor-Tyrosinkinasen, G-Protein-gekoppelte Rezeptoren oder
Zytokin-Rezeptoren fiihrt zur Aktivierung von Ras-Proteinen, welche in der Zellmembran verankert
sind (Lewis et al., 1998). Ras-Proteine sind kleine GTPasen, die bei Aktivierung von einer GDP-
gebundenen, inaktiven Konformation zu einer GTP-gebundenen, aktiven Konformation wechseln
(Rajalingam et al., 2007; Stites & Ravichandran, 2009). Diese Konformationsédnderung initiiert eine fiir
MAPK-charakteristische, dreistufige Phosphorylierungskaskade. Zundchst wird Raf an die
Zellmembran rekrutiert und dort phosphoryliert. Hierdurch aktiviertes Raf, welches als MAP3K
fungiert, phosphoryliert und aktiviert anschlieBend MEK1/2. MEK1/2 agieren als MAP2K, die ERK1
durch Phosphorylierung an Thr202 und Tyr204 beziehungsweise ERK2 durch Phosphorylierung an
Thr183 wund Tyrl85 aktivieren. Aktivierte ERKI1/2-Proteine phosphorylieren darauffolgend
Serin/Threonin-Reste von mehr als flinfzig nachgeschalteten zytosolischen und nukledren Substraten

(Lewis et al., 1998; Pearson et al., 2001; Yap et al., 2011).

Die Dysregulation des Ras/Raf/MEK/ERK-Signalwegs ist durch Forderung von Proliferation,
Uberleben, Invasion, Metastasierung sowie Angiogenese eng mit der Onkogenese humaner Karzinome
assoziiert (Y. Guo et al., 2020). Laut Hoshino et al. liegt eine Aktivierung des Ras/Raf/MEK/ERK-
Signalwegs in tiber 30 % der Karzinome vor (Hoshino et al., 1999). Forschungsergebnisse von
Ferrandiz-Pulido et al. belegen eine gesteigerte Aktivierung von ERK in frilhen Tumorstadien des
Peniskarzinoms (Ferrandiz-Pulido et al., 2013). Bei Patienten mit HPV-negativen Kopf-Hals-Tumoren
korreliert eine erhohte pERK-Expression mit einem schlechteren Behandlungsergebnis der

Radiochemotherapie (de Kort et al., 2023).

23



Einleitung

2.5.6 STAT3 und der JAK/STAT-Signalweg

Durch Ubermittlung extrazellulirer Signale zum Zellkern ermoglicht der Januskinase/Signal Transducer
and Activator of Transcription-Signalweg (JAK/STAT-Signalweg) (Abbildung 9) die Expression
spezifischer Zielgene und reguliert dadurch zahlreiche zelluldre Prozesse, -einschlieBlich
Zellproliferation, Differenzierung, Apoptose sowie Angiogenese. Die Bindung von Zytokinen und
Wachstumsfaktoren an ihren Tyrosinkinase-assoziierten Membranrezeptor fiihrt zur Dimerisierung des
Rezeptors und nachfolgenden Phosphorylierung der Januskinasen (JAK). Die hierdurch aktivierten JAK
phosphorylieren anschlieend spezifische Tyrosinreste des Rezeptors, woraus dessen Interaktion mit
Signal Transducer and Activator of Transcription (STAT)-Proteinen resultiert. Nach erfolgter
Phosphorylierung der STAT-Proteine bilden diese Dimere, welche in den Zellkern translozieren und dort

die Gentranskription aktivieren (Gutiérrez-Hoya & Soto-Cruz, 2020).

Die Familie der humanen STAT-Proteine besteht aus den sieben strukturell dhnlich aufgebauten
Mitgliedern STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STATSb sowie STAT6, die als ligandenabhéngige
Transkriptionsfaktoren fungieren (Darnell, 1997). Insbesondere STAT3 und STATS sind mit der
Progression von Tumoren assoziiert, da sie die Expression von Genen fordern, die den Zellzyklus

vorantreiben und die Apoptose unterdriicken (Morgan & Macdonald, 2020).

Lim et al. verkniipfen die HPV-assoziierte Karzinogenese mit einer Aktivierung des JAK/STAT-
Signalwegs (Lim et al., 2024). HPV16-positive Zellen des Zervixkarzinoms wiesen, im direkten
Vergleich zu HPV-negativen Zellen, eine gesteigerte Expression von STAT3 und pSTAT3 auf (Shukla
et al., 2013). Im Gegensatz dazu konnten Gaykalova et al. eine hohere STAT3-Expression beim HPV-
negativen Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-Bereichs zeigen (Gaykalova et al., 2015). Dies deutet
darauf hin, dass der Einfluss von HPV auf die STAT3-Aktivitdt je nach Gewebetyp variiert (Morgan &
Macdonald, 2020).

Aktuelle Forschungsergebnisse identifizieren STAT3 als moglichen prognostischen Marker (de Barros
et al., 2023) und vielversprechenden Ansatzpunkt neuer Therapien des Peniskarzinoms (Mo et al., 2021;

Mo, Tong, Li, et al., 2020; Mo, Tong, Yin, et al., 2020; E. S. Yang et al., 2017).
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Cytokines

Abbildung 9: Der JAK/STAT-Signalweg. Die Bindung von Zytokinen an ihren Tyrosinkinase-
assoziierten Membranrezeptor bewirkt die Dimerisierung des Rezeptors sowie die Phosphorylierung der
Januskinasen (JAK). Die hierdurch aktivierten JAK phosphorylieren anschlieBend spezifische
Tyrosinreste des Rezeptors, die als Andockstellen fiir Signal Transducer and Activator of Transcription
(STAT)-Proteine dienen. Nach erfolgter Phosphorylierung der STAT-Proteine bilden diese Dimere,
welche in den Zellkern translozieren und dort die Gentranskription aktivieren. Entnommen von Moon
etal., 2021.

25



Einleitung

2.6 Zielsetzung

Das Peniskarzinom ist eine seltene maligne Tumorerkrankung des Urogenitaltraktes, bei der die

Interaktionen zwischen Tumor-, Stroma- und Immunzellen bislang nur unzureichend erforscht wurden.

Organotypische 3D-Kulturen wurden kirzlich beschrieben ein mehrschichtiges Epithel auszubilden,
welches die Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen in der dreidimensionalen Architektur eines
Tumorgewebes modelliert. Im Vergleich zu 2D-Zellkulturmodellen ermdglichen sie somit eine
prazisere und physiologisch relevantere Untersuchung der HPV-Onkoprotein-getriebenen malignen
Transformation. Diese Eigenschaft macht sie besonders geeignet fur Studien zur gezielten Manipulation

von Granulozyten im Tumormikromilieu HPV-assoziierter Tumorerkrankungen.
Das Ziel dieser explorativen Forschungsarbeit bestand darin,

o die Interaktionen zwischen HPV-positiven penilen Tumorzellen und Granulozyten in 2D- und 3D-
Kulturmodellen zu analysieren,

e das Migrationsverhalten der Granulozyten in organotypische 3D-Kulturen zu untersuchen sowie

e vielversprechende Aktivierungsmarker und zugrunde liegende Signalweghierarchien des

Peniskarzinoms zu identifizieren.
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3 Material

3.1 Genehmigung der Ethikkommission

Die Experimente mit menschlichem Blut und Gewebe wurden durch die Ethikkommission der
Arztekammer des Saarlandes genehmigt (Zustimmungsnummern: 141/14, 251/15) und in
Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki durchgefiihrt.

3.2 Zelllinien

Die verwendeten HPV16-positiven Peniskarzinomzelllinien Ki-PeCa-P2, Ki-PeCa-L2 und Ki-PeCa-L3
(Fenner et al., 2018), nachfolgend PeCa P2, PeCa L2 und PeCa L3 (Tabelle 3), wurden aus Biopsaten
eines Primdrtumors sowie inguinaler Lymphknotenmetastasen von Patienten mit metastasiertem
Peniskarzinom etabliert (Naumann et al., 2012). Dabei ist hervorzuheben, dass die Primartumorzelllinie
PeCa P2 als auch die Lymphknotenmetastasenzelllinie L2 vom selben Patienten stammen. Bei PeCa L3
handelt es sich hingegen um eine Lymphknotenmetastasenzelllinie eines weiteren Patienten (Fenner et
al., 2018). Wahrend sich bei PeCa P2 und L2 das HPV-Genom in den offenen Leserahmen von p63
integrierte, zeichnet sich L3 durch episomales wie integriertes HPV-Genom aus. Die Expression der
HPV-Onkoproteine E6 und E7 ist bei PeCa P2 und L3 wesentlich hoher als bei L2 (Bernhard et al.,
2021).

Zur Imitation des Tumormikromilieus fanden zudem primére humane Vorhautfibroblasten (VHF)
Verwendung (Tabelle 3).

Tabelle 3: Verwendete Zelllinien

Zelllinie Charakteristika

PeCa P2 | HPV16-positive Peniskarzinomzelllinie aus dem Primartumor des Patienten 2

PeCa L2 | HPV16-positive Peniskarzinomzelllinie aus einer Lymphknotenmetastase des Patienten 2

PeCa L3 | HPV16-positive Peniskarzinomzelllinie aus einer Lymphknotenmetastase des Patienten 3

VHF Priméare humane Vorhautfibroblasten von vier Donatoren

Die Peniskarzinomzelllinien wurden freundlicherweise von Herrn PD Dr. med. Carsten M. Naumann
(Klinik ftr Urologie und Kinderurologie des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein am Campus
Kiel) und Herrn Prof. Dr. rer. nat. Holger Kalthoff (Institut fir Experimentelle Tumorforschung des

Universitatsklinikums Schleswig-Holstein am Campus Kiel) zur Verfiigung gestellt.

Das Patientenmaterial zur Isolierung der primédren humanen Vorhautfibroblasten ist auf eine
Zusammenarbeit mit Herrn Dr. med. Martin Janssen (Klinik fir Urologie und Kinderurologie des
Universitatsklinikums des Saarlandes) zuruickzufiihren. Die Isolierung und Kultivierung der Zellen

erfolgten in unserer Arbeitsgruppe.
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3.3 Medien und Lésungen zur Zellkultivierung

Folgende Grundmedien, Losungen und Zusétze wurden zur Zellkultivierung verwendet (Tabelle 4). Die

Grundmedien wurden vor ihrem Gebrauch durch Lésungen und Zusatze zu VVollmedien vervollstandigt

(Tabelle 5).

Tabelle 4: Medien und Ldsungen zur Zellkultivierung

Produkt

Hersteller (Firma, Firmensitz)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) -
high glucose (4,5 g/l) with L-glutamine and

sodium bicarbonate

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS)

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland

Fetal Calf Serum (FCS),
hitzeinaktiviert fir 30 Minuten bei 56 °C

Gibco™ bei Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Keratinocyte Growth Medium 2 (KGM2)

PromoCell GmbH, Heidelberg, Deutschland

Penicillin/Streptomycin [10000 U/ml, 10 mg/ml]

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Roswell Park Memorial Institute Medium
(RPMI-1640) with L-glutamine and sodium

bicarbonate

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Sodium pyruvate [100 mM]

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

SupplementMix (C-34005)

PromoCell GmbH, Heidelberg, Deutschland

SupplementMix (C-39016)

PromoCell GmbH, Heidelberg, Deutschland

TrypLE™ Express

Gibco™ bhei Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA
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Tabelle 5: Vollmedien zur Zellkultivierung

Komponenten zur Vervollstandigung Menge
D10**- Medium
DMEM 500 ml
FCS 10 %
Penicillin/Streptomycin 1%
Sodium pyruvate 1mM
R10"*- Medium
RPMI-1640 500 ml
FCS 10 %
Penicillin/Streptomycin 1%
Sodium pyruvate 1mM
Vollstandiges KGM2-Medium
KGM2 500 ml

SupplementMix (C-34005)
SupplementMix (C-39016)

ein Rohrchen

ein Rohrchen

Peniskarzinomzellmedium (PeCa-Medium)

R10**- Medium 50 %
Vollstandiges KGM2-Medium 50 %
Einfriermedium

FCS 90 %
DMSO 10 %

3.4 Primer fur Mykoplasmen-PCR

Tabelle 6 stellt die zur Mykoplasmen-PCR verwendeten Primer dar. Diese wurden mit dH.O auf 5 uM

verdinnt.

Tabelle 6: Primer fur Mykoplasmen-PCR in 5¢2>3¢-Richtung

Forward Primer

Reverse Primer

CGC CTG AGT AGT ACGTTCGC GCG GTG TGT ACA AGA CCC GA
CGC CTG AGT AGT ACG TACGC GCG GTG TGT ACA AAACCC GA
TGC CTG GGT AGT ACATTCGC GCG GTG TGT ACA AAC CCC GA

TGC CTG AGT AGT ACATTCGC

CGC CTG AGT AGT ACATTCGC

CACCTG AGT AGT ATGCTC GC

CGCCTG GGT AGT ACATTCGC
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3.5 Antikorper fur Immunhistochemie und Immunfluoreszenz

In dieser Promotionsarbeit wurde mit folgenden PrimdrantikOrpern fir Immunhistochemie und

Immunfluoreszenz gearbeitet (Tabelle 7). Tabelle 8 listet die verwendeten Sekundarantikorper fur

Immunfluoreszenz auf. Bei den Sekundérantikorpern fur Immunhistochemie handelt es sich um
IMMPRESS® Kits (Tabelle 9).

Tabelle 7: Verwendete Primarantikérper fur Immunhistochemie und Immunfluoreszenz

Spezies, Ver- Hersteller
Antikorper Isotyp Anwendung diinnung (Firma, Firmensitz)
CD15 Maus, IgM | IHC Einzelfarbung (3D) | 1:200 Agilent Technologies,
IHC Doppelfarbung (3D) | 1:500 Santa Clara, USA
IF Doppelfarbung (3D) 1:200
EGFR Maus, IgG | IF (2D) 1:200 BD Biosciences, Franklin
Lakes, USA
migG; Maus, IF (2D) 1:200 Santa Cruz
1gG1 Biotechnology, Dallas,
USA
Phospho-AKT Kaninchen, | IHC Doppelfarbung (3D) | 1:500 Cell Signaling
(Thr308) IgG IF Doppelfarbung (3D) 1:200 Technology, Danvers,
IF (2D) 1:200 USA
Phospho-ERK Maus, IgG | IHC Einzelfarbung (3D) | 1:500 Sigma-Aldrich, St. Louis,
IF Doppelfarbung (3D) 1:400 USA
IF (2D) 1:200
Phospho-p38 Kaninchen, | IF Einzelfarbung (3D) 1:200 Cell Signaling
MAPK IgG IF Doppelfarbung (3D) 1:200 Technology, Danvers,
(Thr180/Tyr182) IF (2D) 1:200 USA
Phospho-STAT3 | Kaninchen, | IHC Doppelfarbung (3D) | 1:1000 Cell Signaling
(Tyr705) (D3A7) | 1gG IF Doppelfarbung (3D) 1:200 Technology, Danvers,
IF (2D) 1:200 USA

IHC = Immunhistochemie, IF = Immunfluoreszenz, 3D = Schnitte einer organotypischen 3D-Kultur,
2D = 2D-Zellkulturmodell.
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Tabelle 8: Verwendete Sekundarantikorper fir Immunfluoreszenz

Antikdrper Spezies Verdinnung Hersteller (Firma, Firmensitz)

Alexa Fluor™ 488 goat Ziege 1:200 Thermo Fisher Scientific,
anti-mouse 1gG (H+L) Waltham, USA
(A-11029)

Alexa Fluor™ 488 goat Ziege 1:200 Thermo Fisher Scientific,
anti-mouse IgM (u-chain) Waltham, USA
(A-21042)

Alexa Fluor™ 546 goat Ziege 1:200 Thermo Fisher Scientific,
anti-mouse 1gG (H+L) Waltham, USA
(A-11030)

Alexa Fluor™ 546 goat Ziege 1:200 Thermo Fisher Scientific,
anti-rabbit 1gG (H+L) Waltham, USA
(A-11035)

3.6 Kits und gebrauchsfertige Produkte

Folgende Kits und gebrauchsfertigen Produkte wurden verwendet (Tabelle 9).

Tabelle 9: Verwendete Kits und gebrauchsfertige Produkte

Produkt

Hersteller (Firma, Firmensitz)

IMMPACT® DAB Substrate Kit,
Peroxidase (SK-4105)

Vector Laboratories, Burlingame, USA

IMmMPRESS® - AP anti-mouse 1gG
(Alkaline Phosphatase)

Vector Laboratories, Burlingame, USA

IMmMPRESS® - HRP anti-mouse 1gG

(Peroxidase)

Vector Laboratories, Burlingame, USA

IMmMPRESS® - HRP anti-rabbit 1gG
(Peroxidase)

Vector Laboratories, Burlingame, USA

Normal Horse Serum blocking solution, 2,5%
(MP-7405)

Vector Laboratories, Burlingame, USA

QlAamp® DNA Mini Kit

QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland

VectaMount® Permanent Mounting Medium
(H-5000)

Vector Laboratories, Burlingame, USA

VECTASHIELD® Antifade Mounting Medium

(H-1000)

Vector Laboratories, Burlingame, USA

Vector® Red Substrate Kit,
Alkaline Phosphatase (SK-5100)

Vector Laboratories, Burlingame, USA
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3.7 Puffer und Ldsungen

In dieser Promotionsarbeit wurde mit folgenden Puffern und Lésungen gearbeitet (Tabelle 10).

Tabelle 10: Verwendete Puffer und Lésungen

Komponenten Menge

0,25 % Trypanblau-Ldsung zur Zellzahlbestimmung
Trypanblau 0,25¢g
1x PBS 100 ml
Die entstandene Losung wurde steril filtriert.

Puffer und Losungen zur Mykoplasmentestung

10x Puffer

Tris-HCI (pH 8,88) 37,5 ml
Ammoniumsulfat (NH4)2SO4 1,32¢g
Magnesiumchlorid MgCl, 0,203 g
Tween®20 0,5 ml

AnschlieBend wurde die Losung steril filtriert und bei -20 °C gelagert.

dNTP-Mix
Nukleotide (10 uM) 10 i
dH:0 60 pl

Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE-Puffer)

Tris 89 mM
Borsaure 89 mM
EDTA 2mM

2 % Agarose-Gel

Agarose 8¢
Tris-Acetat-EDTA-Puffer 400 ml
Ethidiumbromid 25 ul
Blaumarker

Bromphenolblau 0,25 %
Glycerin 50 %

EDTA 50 mM
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Waschpuffer

10x Phosphate Buffered Saline (PBS)

Natriumchlorid (NaCl)

Kaliumchlorid (KCI)

Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4)

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO.)

Das Gemenge wurde mit dH,O auf einen Liter aufgefullt und der pH-Wert
auf 7,2 eingestellt.

1x Phosphate Buffered Saline (PBS)
10x PBS
dH,0

1x Phosphate Buffered Saline with Tween®20 (PBST)
Tween®20
1x PBS

10x Tris Buffered Saline (TBS)

Tris

Natriumchlorid (NaCl)

Das Gemenge wurde mit dH,0 auf einen Liter aufgefiillt und der pH-Wert
mit 1 M HCI auf 7,6 eingestellt.

1x Tris Buffered Saline (TBS)
10x TBS
dH0

80g

29
1144

29

100 ml

900 ml

500 l
1000 ml

24,2 g

804¢g

100 ml
900 ml
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Losungen fir Immunfluoreszenz von 96-Well-Zellkultur-Platten

0,2 % Triton in 1x PBS zur Permeabilisierung
Triton® X-100
1x PBS

3 % BSA in 1x PBS + 0,002 % Triton zur Blockierung
Albumin (BSA) Fraction V (pH 7,0)

1x PBS

Triton® X-100

0,5 % BSA in 1x PBS zur Verdunnung der Antikorper
Albumin (BSA) Fraction V (pH 7,0)
1x PBS

Losungen fir Immunhistochemie und Immunfluoreszenz von 3D-

Kulturen

1 % Eosin-Farbungslésung
Eosin

1x PBS

Essigsaure (C2H40,)

Tris-EDTA-Puffer (TE-Puffer)

Tris

EDTA

Das Gemenge wurde mit dH,0 auf einen Liter aufgefillt und der pH-Wert

auf 9 eingestellt.

3 % Wasserstoffperoxid zur Blockierung der endogenen Peroxidase
30 % Wasserstoffperoxid (H202)
1x TBS

0,5 % BSA in 1x TBS zur Verdinnung der Antikoérper
Albumin (BSA) Fraction V (pH 7,0)
1x TBS

200 pl
100 ml

39
100 ml
2 ul

0549
100 ml

05¢
500 ml
5 Tropfen

1,29¢g

0,374

10 %

90 %

05¢9
100 ml
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Peroxidase Substratldsung (SK-4105)

bestehend aus einem Tropfen DAB-Chromogen und

1 ml ImmPACT® DAB Dilent

Tris-HCI-Puffer (100 mM Tris-HCI)
Tris
dH0

AnschlieBend wurde der pH-Wert mit HCL auf 8,3 eingestellt.

Alkaline Phosphatase Substratlésung (SK-5100)
bestehend aus 5 ml Tris-HCI (pH 8,3) und jeweils zwei Tropfen der

Reagenzien 1, 2 und 3

DAPI in Methanol zur Zellkernfarbung
4'6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
Methanol

1219
100 ml

1l
50 mi

3.8 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 11 listet Chemikalien und Reagenzien auf, die in dieser Promotionsarbeit verwendet wurden.

Tabelle 11: Verwendete Chemikalien und Reagenzien

Produkt

Hersteller (Firma, Firmensitz)

4' 6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Agarose

Meridian Bioscience, Cincinnati, USA

Albumin (BSA) Fraction V (pH 7,0)

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Ammoniumsulfat ((NH4)2SO,)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Agua ad iniectabilia

B. Braun Deutschland GmbH & Co. KG,

Melsungen, Deutschland

Borsaure

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Bromphenolblau

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Dimethylsulfoxid (DMSQO)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) -
high glucose (10x)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Epidermal Growth Factor (EGF)

Gibco™ bei Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Eosin G, Certistain®

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
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Essigséaure (C2H40,)

AnalaR NORMAPUR® bei VWR International,

Radnor, USA

Ethanol (C;HsOH)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Ethidiumbromid

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Glycerin/Glycerol

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Kaliumchlorid (KCI)

Griissing GmbH, Filsum, Deutschland

Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO.)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Magnesiumchlorid (MgCl.)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Methanol (CH3;OH)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Natriumchlorid (NaCl)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO.)

J.T. Baker® bei VWR International, Radnor,
USA

Natriumhydroxid (NaOH)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Nukleotide (10 uM)

PEQLAB bei VWR International, Radnor, USA

Pancoll human (Densitiy 1,0770 g/ml)

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland

Paraformaldehyd (PFA)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Salzsaure (HCI)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Trizma® base

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Tris-Hydrochlorid (Tris-HCL)

MP Biomedicals™ bei Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA

Triton® X-100

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Trypanblau

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Tween®20 pure

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Vector® Hematoxylin (H-3401)

Vector Laboratories, Burlingame, USA

Wasserstoffperoxid 30 % (H205)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Xlel (Cngo)

Otto Fischar GmbH & Co. KG, Saarbriicken,

Deutschland
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3.9 Geréte und Verbrauchsmaterialien

Mit folgenden Geraten und Verbrauchsmaterialien wurde gearbeitet (Tabelle 12).

Tabelle 12: Verwendete Gerate und Verbrauchsmaterialien

Produkt Hersteller (Firma, Firmensitz)

6-Well-Zellkultur-Platte Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

24-Well-Zellkultur-Platte Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

96-Well-Zellkultur-Platte, pclear® Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

CELLSTAR™ Zellkulturflaschen Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

ChemiDoc™ XRS+ Bio-Rad Laboratories GmbH, Hercules, USA

Chirurgische Einmal-Skalpelle B. Braun GmbH & Co. KG, Melsungen,
Deutschland

EASYseal™, Abdeckfolie, transparent Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen,

(79 x 135 mm) Deutschland

Heracell™ 240i Inkubator Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

IKAMAG® RET Magnetrihrer IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen,
Deutschland

Laborabzug WALDNER Holding GmbH & Co. KG,

Wangen, Deutschland

Leica DMI6000 B Forschungsmikroskop Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland

Leica DMl inverses Mikroskop flr Zellkultur Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland

Leica RM2235 Manual Rotary Microtome for Leica Biosystems, Nussloch, Deutschland
Routine Sectioning

Megafuge® 1.0R Heraeus Holding GmbH & Co. KG, Hanau,
Deutschland

Megafuge® 16R Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Mehrkanalpipette Discovery Comfort HTL Lab Solutions, Warschau, Polen

Mikroskopische Deckgldser (24 x 60 mm) R. Langenbrinck GmbH, Emmendingen,
Deutschland

Mikrowelle R-941STW Sharp Corporation, Sakai, Japan

Neubauer-Zahlkammer Brand GmbH & Co. KG, Wertheim,

Deutschland




Material

OneTouch™ Pipettenspitzen
(20 pl, 200 pl, 1000 )

Sorenson BioScience, Salt Lake City, USA

pH-Meter

WTW® bei Xylem, Rye Brook, USA

Pipetten

Gilson, Middleton, USA

Pipettierhilfe Pipetboy acu 2

INTEGRA Biosciences, Hudson, USA

PTC-200 Thermal Cycler

MJ Research, St. Bruno, Kanada

Reaktionsgefale (1,5 ml, 2 ml)

Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht,
Deutschland

RL-Pen® Labormarker

R. Langenbrinck GmbH, Emmendingen,
Deutschland

Schraubréhre (15 ml, 50 ml)

Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht,
Deutschland

Schuttel-Misch-Gerédt GFL-3005

GFL Technology bei LAUDA Dr. R. Wobser
GmbH & Co. KG, Lauda-Koénigshofen,
Deutschland

Serologische Pipetten

Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht,
Deutschland

Sicherheitswerkbank Thermo Scientific™
Maxisafe 2020

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

S-Monovette®, Citrat 3,2 %, 10 ml

Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht,
Deutschland

SuperFrost® Plus Objekttrager

R. Langenbrinck GmbH, Emmendingen,
Deutschland

Tissue-Tek Cryo Console

Miles Scientific, Newark, USA

Vector ImmEdge™ Pen, H-4000

Vector Laboratories, Burlingame, USA

Vortex-Schittler VV3

IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen,

Deutschland

Waage SI-2002

Denver Instrument GmbH, Géttingen,

Deutschland

Wasserbad

Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach,

Deutschland
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3.10 Software

Folgende Software wurde flir diese Promotionsarbeit verwendet (Tabelle 13).

Tabelle 13: Verwendete Software

Software Hersteller (Firma, Firmensitz)
GraphPad Prism 9.1.0 GraphPad Software, San Diego, USA
ImagelJ National Institutes of Health, Bethesda, USA
Leica Application Suite X Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland
Microsoft Office 365 Microsoft, Redmond, USA
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4 Methodik

Die durchgefuhrten Experimente erfolgten anhand etablierter Versuchsprotokolle des Instituts fur

Virologie des Universitétsklinikums des Saarlandes.

4.1 Zellkultur

4.1.1 Kultivieren und Passagieren von Zellen

Um bestmdgliche Zellkulturbedingungen zu gewdhrleisten, wurden die Zelllinien in 175 cm?
Zellkulturflaschen in entsprechendem Vollmedium bei 37 °C und 5 % CO,-Gehalt im Brutschrank
kultiviert. Wahrend fur die Peniskarzinomzelllinien P2, L2 und L3 PeCa-Medium verwendet wurde,
kam fur die primaren humanen Vorhautfibroblasten (VHF) D10"*-Medium zum Einsatz. Sobald die
Zellen einen konfluenten Zellrasen bildeten, wurden sie in einem angemessenen Teilungsverhaltnis
passagiert. Dazu wurde zunéchst das verbrauchte Medium samt toten Zellen und Stoffwechselprodukten
unter der Sterilbank abgenommen. AnschlieRend wurde verbleibendes Medium durch zweimaliges
Waschen mit jeweils 10 ml 1x Phosphate Buffered Saline (PBS) entfernt. Zur Deadhésion der Zellen
wurden 3 ml Trypsin in die Zellkulturflasche hinzugefiigt und zum Erzielen einer optimalen
Trypsinwirkung kurzzeitig bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Trypsin ist eine Endopeptidase, die Zell-
Matrix-Verbindungen andaut und zum Abldsen der adhérenten Zellen von der Zellkulturflasche flhrt
(Gstraunthaler & Lindl, 2021, S. 148). Nach mikroskopischer Uberpriifung des vollstindigen Ablésens
und Separierens der Zellen wurden zum Stoppen der enzymatischen Trypsinwirkung 10 ml
vorgewarmtes Medium in die Zellkulturflasche gegeben. Die Vitalitat der Zellen kann durch langere
Einwirkzeit des Trypsins irreversibel geschadigt werden (Gstraunthaler & Lindl, 2021, S. 148). Zur
Trypsinentfernung wurden die geldsten Zellen fir 5 Minuten bei 1400 rpm zentrifugiert und das
entstandene Zellpellet in 5 ml frischem Medium resuspendiert. Ein Teil der Suspension wurde zur
Stammhaltung in die Zellkulturflasche tberfuhrt, mit frischem Medium auf 25 ml aufgefillt und bei
37 °C im Brutschrank kultiviert. Zudem erfolgten in regelmaRigen Abstdnden Mykoplasmentestungen

(siehe 4.1.4), sodass lediglich negativ getestete Zellen flr die Experimente verwendet wurden.

4.1.2 Zellzahlbestimmung

Da fur viele Experimente eine definierte Zelldichte ausgesat werden musste, wurde die Zellzahl der
Suspension mithilfe einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Hierzu wurde die Zellsuspension im
Verhaltnis 1:1 mit 0,25 % Trypanblau verdiinnt. Trypanblau ist ein saurer Farbstoff (Gstraunthaler &
Lindl, 2021, S. 167), der von toten Zellen aufgrund der geschédigten Membran ins Zellinnere
aufgenommen wird. Unter dem Mikroskop erscheinen dadurch tote Zellen tiefblau und vitale Zellen hell
(Schmitz, 2020, S. 292-293). AnschlieBend wurden 10 pl der verdiinnten Zellsuspension in eine
Neubauer-Zahlkammer gefillt, die vitalen Zellen der vier groRen Eckquadrate ausgezahlt und daraus

das arithmetische Mittel berechnet. Die Zellzahl pro Milliliter ergibt sich aus folgender Formel:

Zellzahl pro Milliliter = arithmetisches Mittel = Verdinnungsfaktor 2 x Kammerfaktor 10*.
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4.1.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zur Langzeitlagerung wurden Zellen, die negativ auf Mykoplasmen getestet wurden (siehe 4.1.4),
tiefgefroren. Dafiir wurden adhérente Zellen einer 75 cm?2-Zellkulturflasche mit Trypsin abgeldst (siehe
4.1.1) und das durch Zentrifugation entstandene Zellpellet in 2 ml Einfriermedium resuspendiert. Das
Einfriermedium besteht aus Fetal Calf Serum (FCS) mit 10 % kryoprotektivem Dimethylsulfoxid
(DMSO) (Gstraunthaler & Lindl, 2021, S. 174, 345). Danach wurde 1 ml der Zellsuspension in ein 2 ml
Kryogefal? tberfuhrt. Das Kryogefal wurde zunadchst fur 24 Stunden bei -80 °C gelagert und

anschlieBend in einen -150 °C kalten Gefrierschrank transferiert.

Wurden Zellen aus dem gefrorenen Zellbestand benétigt, wurde ein Kryogefal3 aus dem -150 °C kalten
Gefrierschrank entnommen und bis zum vollstandigen Auftauen der Zellsuspension in ein 37 °C warmes
Wasserbad gestellt. Im Anschluss daran wurden die aufgetauten Zellen in ein 50 ml ReaktionsgefaR mit
vorgewdrmtem Medium Gberfihrt. Zur Entfernung des DMSO wurde die Zellsuspension flir 5 Minuten
bei 1600 rpm zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde in 12 ml vorgewarmtem Medium
resuspendiert, in eine 75 cm?-Zellkulturflasche transferiert und im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Am

Folgetag wurde das Zellwachstum tberpriift.

4.1.4 Mykoplasmen-PCR

Mykoplasmen sind 0,2 bis 0,8 um grofle, zellwandlose Prokaryoten, die bei Kontamination von
Zellkulturen zur Beeintrachtigung des Zellwachstums, der Proliferation und Vitalitat fihren konnen
(Gstraunthaler & Lindl, 2021, S. 32). Um dies zu verhindern, wurden die Zellkulturen routinemaRig auf
einen Befall mit Mykoplasmen untersucht. Das verwendete Protokoll zur Durchfiihrung der
Mykoplasmen-PCR basiert auf Publikationen von Uphoff und Drexler (Uphoff & Drexler, 2013, 2014).
Zunachst wurde 1 ml Uberstand einer konfluenten Zellkulturflasche abgenommen und zwecks
Entfernung vorhandener Zellbestandteile fiir 5 Minuten bei 1400 rpm zentrifugiert. Im Anschluss daran
wurden 200 pl des entstandenen Uberstands mithilfe des QlAamp® DNA Mini Kits der Firma QIAGEN
zur Gewinnung von DNA verwendet. In einer Mykoplasmen-PCR mit spezifischen Primern (Tabelle 6)
wurde die gewonnene DNA zusammen mit einer Negativ- und Positivkontrolle auf die Anwesenheit
von Mykoplasmen-DNA untersucht. Wahrend destilliertes Wasser als Negativkontrolle diente, wurde
eine zuvor auf Mykoplasmen positiv getestete Probe als Positivkontrolle verwendet. Fir jede DNA-

Probe wurde folgender Ansatz vorbereitet:
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Tabelle 14: PCR-Ansatz zur Mykoplasmentestung

Komponenten Menge
10x Puffer 2,5 ul
dNTP-Mix 2 ul
Primer-Mix 10 pl
Tag-Polymerase 1l
dH20 9,3 ul
zu testende DNA (beziehungsweise dH2O als Negativkontrolle) 2 ul

Die PCR wurde nach folgendem Protokoll (Tabelle 15) in einem PTC-200 Thermal Cycler der Firma

MJ Research amplifiziert:

Tabelle 15: PCR-Programm zur Mykoplasmen-Detektion

Funktion Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen
Pré-Denaturierung 94 °C 1 Minute 1
Denaturierung 94 °C 30 Sekunden 35
Annealing 62 °C 30 Sekunden 35
Polymerisierung 72 °C 30 Sekunden 35
Verlangerung 72°C 3 Minuten 1
Kdihlen 4°C o0

Nach erfolgter Mykoplasmen-PCR wurde zwecks Visualisierung Blaumarker zum jeweiligen PCR-
Produkt hinzugefligt. Danach wurden die Proben auf ein zweiprozentiges Agarose-Gel aufgetragen und
bei 100 Volt gelelektrophoretisch aufgetrennt. Zum Schluss wurde das Gel mithilfe des ChemiDoc
XRS+ der Firma Bio-Rad Laboratories bei UV-Licht auf Banden auf Hohe der Positivkontrolle
Uberprift.

4.2 Isolierung von Granulozyten aus Vollblut

Um Granulozyten zu isolieren, wurde gesunden Spendern nach schriftlicher Einwilligung 60 ml vendses
Vollblut mithilfe von Natriumcitrat-haltigen Blutentnahmeréhrchen (S-Monovette® der Firma Sarstedt)
abgenommen. Natriumcitrat inhibiert durch Bindung der im Blutplasma enthaltenen Calciumionen die
Blutgerinnung (Ldllmann et al., 2016, S. 224). Die gewonnene Blutmenge wurde in 20 ml Portionen
aufgeteilt und im Verhaltnis 1:1 mit 1x PBS verdiinnt. Anschliefend wurden 20 ml des verdiinnten
Blutes vorsichtig auf 12,5 ml Ficoll, ein synthetisches Polysaccharid-Polymer mit definierter Dichte
(Luttmann et al., 2014, S. 56), aufgeschichtet. Die Reaktionsgefalie wurden danach fur 20 Minuten bei
2000 rpm mit ausgeschalteter Bremse (Bremse 1, Beschleunigung 7) zentrifugiert. Bei diesem
Verfahren wird sich das Prinzip der Dichtegradientenzentrifugation zu Nutzen gemacht (Abbildung 10).
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Das Blutplasma und die mononukleéren Zellen des peripheren Blutes (PBMC) haben eine geringere
Dichte als Ficoll und finden sich deshalb nach erfolgter Zentrifugation oberhalb der Ficollschicht
wieder. Im Gegensatz dazu weisen Erythrozyten und Granulozyten eine hohere Dichte als Ficoll auf und
setzen sich daher am Gefallboden ab (Luttmann et al., 2014, S. 58-59). Nach Verwerfen des Blutplasmas
und PBMC-Rings wurde die Ficollschicht durchstoen und die sich darunter befindende Schicht aus
Erythrozyten und Granulozyten in einem frischen 50 ml ReaktionsgefaR gesammelt. Die
zusammengetragene Suspension wurde in 5 ml Portionen aufgeteilt und mit jeweils 45 ml 1x PBS
aufgefullt. Im Anschluss an eine flinfmin(tige Zentrifugation bei 1800 rpm mit ausgeschalteter Bremse
wurde der Uberstand verworfen und das Zellpellet aufgelockert. Die Erythrozyten wurden mit 40 ml auf
Eis vorgekihltem destillierten Wasser behandelt. Der dadurch entstehende osmotische Druck fiihrt zur
Lyse der Erythrozyten. Die Reaktion wurde nach 30 Sekunden durch Zugabe von 5 ml sterilem 10x PBS
gestoppt. Nach einem weiteren flnfminitigen Zentrifugationsschritt bei 1600 rpm (Bremse 9,
Beschleunigung 9) wurde die Erythrozytenlyse ein zweites Mal durchgefiihrt, sodass sich im Zellpellet
keine rot geféarbten Zellen mehr erkennen lieRen. Zuletzt wurde das Zellpellet im erforderlichen Medium
aufgenommen. Wéhrend Granulozyten zur Erstellung von organotypischen 3D-Kulturen in 1x PBS
resuspendiert wurden, kam fir Granulozyten der zweidimensionalen 96-Well-Immunfluoreszenzplatten

R10**-Medium zum Einsatz.

=
Verdﬁn?tes —— Blutplasma, Thrombozyten
venoses Zentrifugation
Vollblut > B — L PBMC
—— Ficoll
Ficoll
Erythrozyten, Granulozyten
Abbildung 10: Darstellung der Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation zur

Granulozytenisolierung. Zunéchst wurde vendéses Vollblut im Verhaltnis 1:1 mit 1x PBS verdinnt und
auf Ficoll aufgeschichtet. Durch Zentrifugation wurden die unterschiedlichen Blutbestandteile anhand
ihrer Dichte aufgetrennt. Wé&hrend sich Blutplasma, Thrombozyten und mononukledre Zellen des
peripheren Blutes (PBMC) oberhalb der Ficollschicht sammeln, lagern sich Erythrozyten und
Granulozyten am GeféaBboden ab. Zur Isolierung der Granulozyten wurden die Erythrozyten lysiert.
Modifiziert nach Schmitz & Desel, 2018, S. 33.
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4.3 Indirekte Immunfluoreszenz im 2D-Zellkulturmodell

Zweidimensionale Zellkulturen gelten aufgrund ihrer einfachen Handhabung, Kosteneffizienz und
guten Reproduzierbarkeit als etablierter Forschungsstandard (Gstraunthaler & Lindl, 2021, S. 312).

4.3.1 Stimulation mit Epidermal Growth Factor

Am ersten Versuchstag erfolgte die Aussaat der Zellen in eine schwarze puClear® 96-Well-Zellkultur-
Platte mit durchsichtigem Boden. Zur Erstellung einer Monokultur wurden 2,5 x 10* Zellen der
entsprechenden Peniskarzinomzelllinie in 100 pl PeCa-Medium ausgesat. Eine Kokultur entstand aus
1,25 x 10* Zellen einer Peniskarzinomzelllinie in 50 pl PeCa-Medium und 1,25 x 10* VHF in 50 pl
D10**-Medium. Nach vierundzwanzigstiindiger Inkubation der Zellkulturplatte bei 37 °C und 5 % CO-
Gehalt wurde das verbrauchte Medium abgenommen. Zur Zellstimulation wurden 50 pl Epidermal
Growth Factor (EGF) mit einer Endkonzentration von 10 ng/ml in PeCa-Medium auf die Zellen gegeben
und fir 15 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die Kontrollkulturen erhielten stattdessen dieselbe Menge
1x PBS in PeCa-Medium. AnschlieRend wurde das Medium abgenommen und die Zellen zweimal mit
jeweils 150 pl 1x PBS gewaschen. Das Fixieren der Zellen erfolgte mit 100 pl vorgekiihltem Methanol
fiir 10 Minuten bei -20 °C. Nach Abnahme des Methanols wurden die Zellen mit 100 pl 0,2 % Triton-
X in 1x PBS fir 5 Minuten bei Raumtemperatur permeabilisiert. Die Losung zur Permeabilisierung
wurde ebenfalls entfernt. Daraufhin wurde die unspezifische Bindung der Antikorper durch Blocken mit
100 pl 3 % Bovinem Serumalbumin (BSA) in 1x PBS mit 0,002 % Triton-X fur 60 Minuten bei
Raumtemperatur verhindert. Nach Abnahme der Blockierungslésung wurden 50 pl des
Primarantikdrpers im Verhéltnis 1:200, verdiinnt in 0,5 % BSA in 1x PBS, auf die Zellen gegeben, die
Zellkulturplatte mit einer EASYseal™ Abdeckfolie bedeckt und fur 24 Stunden bei 4 °C unter sanfter

Bewegung inkubiert.

Am Folgetag wurde der Priméarantikorper abgenommen und die Zellen dreimal mit jeweils 100 pl
1x Phosphate Buffered Saline with Tween®20 (PBST) fiir jeweils 10 Minuten unter sanfter Bewegung
gewaschen. Im Anschluss daran wurden 50 pl des Alexa Fluor 546-markierten Sekundarantikdrpers im
Verhaltnis 1:200, verdinnt in 0,5 % BSA in 1x PBS, auf die Zellen gegeben und fiir 60 Minuten bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Danach schlossen sich drei Waschschritte mit 100 pl 1x PBST
(0,05 %) fur jeweils 10 Minuten im Dunkeln an. Die Zellkerne wurden durch dreiminiitige Inkubation
mit 100 pl 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) in Methanol (1:50000) geféarbt. Als interkalierende
Substanz lagert sich DAPI in die DNA-Doppelhelix ein und farbt somit den Zellkern (Gstraunthaler &
Lindl, 2021, S. 35). Nach zweimaligem Waschen mit Methanol fiir jeweils 5 Minuten wurden zum
Entgegenwirken des Austrocknens 200 pl 1x PBS auf die Zellen gegeben. Die
Immunfluoreszenzfarbung wurde mithilfe des Leica DMI6G000 B Forschungsmikroskops
fotodokumentiert. Schlieflich wurde das 1x PBS abgenommen und die Zellen zur Langzeitlagerung mit

vierprozentigem Paraformaldehyd (PFA) fixiert.
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4.3.2 Stimulation mit Granulozyten

Um Aussagen zum Einfluss von Granulozyten auf die Peniskarzinomzelllinien treffen zu kénnen,

wurden zweidimensionale Mono- und Kokulturen mit Granulozyten stimuliert.

Der erste Versuchstag entspricht der Darstellung unter 4.3.1 (Stimulation mit Epidermal Growth
Factor). Am Folgetag wurden nach Abnahme des verbrauchten Mediums frisch isolierte Granulozyten
(siehe 4.2) im Verhéltnis 10:1 zu ausgeséten Zellen in 100 pl R10**-Medium auf die Zellen gegeben
und fur 24 Stunden bei 37 °C und 5 % CO»-Gehalt inkubiert. Die Kontrollkulturen wurden lediglich mit
R10"*-Medium behandelt. Nach zweimaligem Waschen mit 150 pl 1x PBS wurden die Zellen mit
100 pl vorgekihltem Methanol fiir 10 Minuten bei -20 °C fixiert. Die darauffolgenden Schritte sind den

Ausfuhrungen unter 4.3.1 zu entnehmen.

4.4 Organotypische 3D-Kulturen

Organotypische 3D-Kulturen wurden kirzlich beschrieben aufgrund der Ausbildung eines
mehrschichtigen Epithels ein genaueres, der physiologischen Situation naheres Bild der HPV-
Onkoprotein-getriebenen malignen Transformation zu liefern (Bernhard et al., 2021; Bley et al., 2022;
Mohr et al., 2022). 3D-Kulturen bestehen aus Fibroblasten, die in eine extrazellulare Matrix aus
Kollagen eingebettet werden, sowie Keratinozyten oder Tumorzellen, die auf dieser Matrix an der Luft-
Medium-Grenze ausgesat werden, um das Wachstum eines mehrschichtigen Epithels zu induzieren
(Anacker & Moody, 2012; Asselineau & Prunieras, 1984). Dieses Zellkulturmodel generiert eine
Umgebung, die interzellulare regulatorische Netzwerke widerspiegelt und dadurch Studien zur
Manipulation von Granulozyten im Tumormikromilieu in einem physiologischeren Kontext ermdglicht
(Bernhard et al., 2021; Bley et al., 2022; Mohr et al., 2022).

4.4.1 Erstellung organotypischer 3D-Kulturen

Zur Beurteilung der Zell-Zell-Interaktionen zwischen penilen Tumorzellen und VHF wurden
organotypische 3D-Kulturen generiert (Abbildung 11). Das verwendete Protokoll wurde von Dr. Katrin
Knerr-Rupp im Rahmen ihrer Doktorarbeit am Institut fur Virologie des Universitatsklinikums des
Saarlandes etabliert (Knerr-Rupp, 2017). Zunachst wurde das Kollagen-Fibroblasten-Gel, die
Grundlage der 3D-Kultur, erstellt. Um ein friihzeitiges Erstarren des Gels zu verhindern, wurden die
nachfolgenden Schritte unter stdndiger Bewegung auf Eis durchgefiihrt. Fir die Fertigung einer
3D-Kultur wurden 800 pl Rattenschwanzkollagen vorsichtig mit 100 pl sterilem 10x Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) gemischt. Die entstandene orangefarbene Ldsung wurde
tropfchenweise mit 2 M Natriumhydroxid (NaOH) neutralisiert, bis ein Farbumschlag von orange zu
pink mittels pH-Indikator sichtbar wurde. Pro 3D-Kultur wurden 0,5 x 10® VHF, welche lediglich bis
Passage sieben verwendet wurden, in 100 pl hitzeinaktiviertem FCS resuspendiert und zur
neutralisierten Kollagenmischung hinzugeflgt. Nach sanftem Mischen wurde die entstandene Kollagen-

Fibroblasten-Suspension in eine 24-Well-Platte pipettiert und die Platte bis zum Aushérten des Gels im
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Brutschrank inkubiert. AbschlieRend wurde das ausgehértete Kollagen-Fibroblasten-Gel mit 1 ml
D10**-Medium Uberschichtet und tGber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Am Folgetag wurde das D10"*-Medium entfernt und durch PeCa-Medium ersetzt. Pro 3D-Kultur
wurden 0,7 x 10® Tumorzellen der Peniskarzinomzelllinien P2, L2 oder L3 in 1 ml PeCa-Medium auf

dem Kollagen-Fibroblasten-Gel ausgesat und tiber Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.

Am dritten Versuchstag wurde die heranwachsende 3D-Kultur vorsichtig mit einer sterilen Pinzette auf
einem autoklavierten Edelstahlgitter in einem Well einer 6-Well-Platte platziert und mit PeCa-Medium
unterschichtet. Der dadurch entstehende Luftreiz ermdglicht das Wachstum eines mehrschichtigen
Epithels.

Fir die Versuche dieser Promotionsarbeit wurden die 3D-Kulturen 14 Tage lang bei 37 °C und 5 %
CO,-Gehalt im Brutschrank inkubiert. Wahrenddessen wurde das Medium alle zwei bis drei Tage unter
Bewahrung der Luft-Medium-Grenze gewechselt.

Nach Erreichen der gewiinschten Inkubationsdauer wurde die 3D-Kultur mit 4 % PFA fixiert. Daftr
wurde zunéchst das verbrauchte Medium entnommen. Anschliefend wurde die 3D-Kultur mit PFA
unterschichtet, nach zwei bis drei Stunden ebenfalls mit PFA (berschichtet und tiber Nacht bei 4 °C
inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde die PFA-fixierte 3D-Kultur mittels chirurgischem Skalpell
halbiert und in Paraffin eingebettet. Um immunhistochemische und immunfluoreszenzbasierte
Farbungen durchfiihren zu kénnen, wurden 6 um dicke formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE)-

Schnitte aus dem Paraffinblock mittels Mikrotom erstellt und auf einem Objekttréger platziert.

4.4.2 Erstellung organotypischer 3D-Kulturen mit Granulozyten

Um das Granulozytenmigrationsverhalten als auch deren Einfluss auf das Tumormikromilieu zu
analysieren, wurden organotypische 3D-Kulturen mit Granulozyten gefertigt (Abbildung 11). Zu diesem
Zweck wurden, wie bereits unter 4.4.1 beschrieben, 3D-Kulturen angeziichtet und fiir 14 Tage auf dem
Edelstahlgitter inkubiert. SchlieRlich wurden 5 x 10° frisch isolierte Granulozyten (siehe 4.2), geldst in
50 ul 1x PBS, von oben auf die Versuchskulturen gegeben und 4, 6, 8, 20 oder 24 Stunden nach Zugabe
der Granulozyten fixiert. Die Kontrollkulturen wurden lediglich mit 50 pl 1x PBS behandelt und nach
24 Stunden fixiert.
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(1) Anfertigung des Kollagen-Fibroblasten-Gels

Pt 4= Kulturmedium
— ) % Kollagen-Fibroblasten-Gel

(2) Aussaat der Tumorzellen auf dem
Gel und Wachstum bis zur Konfluenz

<~ Epithelzellen

3D-Kultur auf ein autoklaviertes Edelstahlgitter

(3) Bei Konfluenz: Platzieren der heranwachsenden
l unter Bewahrung der Luft-Medium-Grenze

— Edelstahlgitter

l (4) Kultivierung fuir 14 Tage
4
— = — Mehrschichtiges Epithel
(5b) Kontrollkulturen: e .. (5a) Versuchskulturen:
Zugabe von 1x PBS / \ .. Zugabe von Granulozyten

= 3 == ﬂ
Fixierung 24 Stunden Fixierung 4, 6, 8§, 20 oder 24 Stunden
nach Zugabe von 1x PBS nach Zugabe der Granulozyten

Abbildung 11: Erstellung organotypischer 3D-Kulturen. Die Anfertigung des Kollagen-
Fibroblasten-Gels erfolgte am ersten Versuchstag (1). Am Folgetag wurden Tumorzellen der
Peniskarzinomzelllinien P2, L2 oder L3 auf dem Kollagen-Fibroblasten-Gel ausgesét (2). AnschlieRend
wurde die heranwachsende 3D-Kultur auf ein autoklaviertes Edelstahlgitter platziert und unter
Bewahrung der Luft-Medium-Grenze mit PeCa-Medium unterschichtet (3). Der dadurch entstehende
Luftreiz ermdglicht das Wachstum eines mehrschichtigen Epithels. Nach vierzehntégiger Inkubation (4)
wurden frisch isolierte Granulozyten von oben auf die Versuchskulturen gegeben und 4, 6, 8, 20 oder
24 Stunden nach Zugabe der Granulozyten fixiert (5a). Die Kontrollkulturen wurden lediglich mit 1x
PBS behandelt und nach 24 Stunden fixiert (5b). Modifiziert nach Anacker & Moody, 2012.
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4.5 Histologische Farbetechniken

4.5.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Zur Beurteilung der Qualitat der 3D-Kultur wurde eine Hamatoxylin-Eosin-Farbung durchgefiihrt. Dazu
wurden 6 um dicke FFPE-Schnitte der 3D-Kultur durch dreimalige Inkubation fur jeweils 10 Minuten
in verschiedenen Xylol-Kivetten deparaffiniert. Im Anschluss daran wurden die histologischen Schnitte
in einer absteigenden Ethanolreihe mit 99%-, 90%-, 80%-, 70%- und 50%igem Ethanol fur jeweils
2 Minuten rehydriert. Nach einem flinfminltigen Waschschritt in destilliertem Wasser wurden die
deparaffinierten und rehydrierten Schnitte fur 90 Sekunden in einer Hamatoxylin-Farbeldsung inkubiert.
Hé&matoxylin farbt saure (basophile) Strukturen, beispielsweise den DNA-enthaltenden Zellkern, blau
(Schmitz & Desel, 2018, S. 77). Damit sich die Farbung entwickeln konnte, wurden die Schnitte fur
5 Minuten unter flieBendem, warmem Leitungswasser geblaut. Anschlielend wurden die Schnitte fir
10 Minuten in einer Eosin-Farbelésung inkubiert. Im Gegensatz zu Hamatoxylin farbt Eosin basische
(azidophile) Zellstrukturen, beispielsweise Proteine des Zytoplasmas, rot (Schmitz & Desel, 2018, S.
77). Danach wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Ethanolreihe mit 50%-, 70%-, 80%-, 90%- und
99%igem Ethanol dehydriert. Nach dreiminiitigem Eintauchen in Xylol wurden die Schnitte mit
wenigen Tropfen VectaMount™ Mounting Medium und einem Deckglas eingedeckt. Die Hdmatoxylin-
Eosin-Farbung wurde nach Trocknen des Eindeckmediums mithilfe des Leica DMI6000 B
Forschungsmikroskops bei  Hellfeldmikroskopie und zweihundertfacher  Bildvergrofierung

fotodokumentiert.

4.5.2 Immunhistochemische Einzelfarbung mit DAB-Peroxidase

Entsprechend dem Protokoll der Hdmatoxylin-Eosin-Farbung (siehe 4.5.1) wurden 6 pum dicke FFPE-
Schnitte der 3D-Kultur deparaffiniert und rehydriert. Zur Antigendemaskierung wurden die Schnitte in
Tris-EDTA-Puffer in der Mikrowelle einmal aufgekocht und anschlieend mintlich Uber einen
Zeitraum von 15 Minuten wiederholt bis zur Blasenbildung erhitzt. Nach Abkiihlen der Proben wurden
endogene Peroxidasen durch zehnminditige Inkubation mit dreiprozentigem Wasserstoffperoxid (H-0-)
in 1x Tris Buffered Saline (TBS) im Dunkeln blockiert. Darauf schloss sich ein funfmindtiger
Waschschritt in 1x TBS an. Eine unspezifische Bindung der Antikdrper wurde durch eine
zwanzigminutige Inkubation mit 2,5-prozentigem Normal Horse Serum in einer Feuchtkammer
verhindert. Nach Entfernung des Normal Horse Serums wurde der spezifische Primarantikorper in der
jeweiligen Verdiinnung (Tabelle 7, Tabelle 16), geléstin 0,5 % BSA in 1x TBS, auf die Schnitte gegeben
und fur 24 Stunden bei 4 °C in einer Feuchtkammer inkubiert. Um tberschussigen Primarantikérper zu
entfernen, wurden die Schnitte am darauffolgenden Tag fiir 5 Minuten in 1x TBS gewaschen. Dann
wurde der Meerrettich-Peroxidase-gekoppelte (HRP = horseradish peroxidase) Sekundérantikdrper auf
die Schnitte gegeben und fiir 30 Minuten in einer Feuchtkammer inkubiert. Nach zweimaligem Waschen
in 1x TBS fir jeweils 5 Minuten wurde die ImMmPACT® DAB-Peroxidase-Substratldsung (SK-4105)
der Firma Vector Laboratories auf die Schnitte gegeben und fir eine individuelle Zeitdauer (Tabelle 16)

inkubiert. Die Meerrettich-Peroxidase katalysiert die Oxidation von 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) durch
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H>O,, die in einem dunkelbraunen, unléslichen Prézipitat resultiert (Schmitz & Desel, 2018, S. 77).
Sobald die gewilinschte Farbintensitat erreicht wurde, erfolgte ein kurzer Waschschritt in
Leitungswasser. Daraufhin schloss sich eine vierzigsekiindige Hamatoxylin-Gegenfarbung an. Zur
Farbentwicklung wurden die Schnitte fir 5 Minuten unter flieRendem, warmem Leitungswasser geblaut.
SchlieBlich wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Ethanolreihe mit 50%-, 70%-, 80%-, 90%- und
99%igem Ethanol dehydriert, fir 3 Minuten in Xylol getaucht und mit wenigen Tropfen VectaMount™
Mounting Medium eingedeckt. Die immunhistochemischen Farbungen wurden nach Trocknen des
Eindeckmediums mithilfe des Leica DMI6000 B Forschungsmikroskops bei Hellfeldmikroskopie und

zweihundertfacher BildvergroRerung fotodokumentiert.

4.5.3 Immunhistochemische Doppelfarbung mit CD15

Sollen zwei unterschiedliche Proteine parallel nachgewiesen werden, besteht die Mdglichkeit der
Durchfiihrung einer immunhistochemischen Doppelfarbung. Die ersten Schritte entsprechen dem
Protokoll der immunhistochemischen Einzelfarbung (siehe 4.5.2). An die Inkubation der InmPACT®
DAB-Substratlosung schloss sich ein funfminttiger Waschschritt in 1x TBS an. Nach erneuter
zwanzigmindtiger Blockierung mit 2,5-prozentigem Normal Horse Serum wurde der CD15-spezifische
Primarantikdrper im Verhéltnis 1:500, geldst in 0,5 % BSA in 1x TBS, auf die Schnitte gegeben und fiir
24 Stunden bei 4 °C in einer Feuchtkammer inkubiert. Am Folgetag wurden die Schnitte fiir 5 Minuten
in 1x TBS gewaschen. Im Anschluss erfolgte eine dreiBigminitige Inkubation des Alkalische-
Phosphatase-gekoppelten Sekundéarantikdrpers in einer Feuchtkammer. Nach zweimaligem Waschen in
1x TBS fur jeweils 5 Minuten wurde die Vector® Red-Alkaline-Phosphatase-Substratlésung (SK-5100)
der Firma Vector Laboratories auf die Schnitte gegeben und bis zur Entwicklung einer magentafarbenen

Farbreaktion inkubiert. Die darauffolgenden Schritte sind der Beschreibung unter 4.5.2 zu entnehmen.

Tabelle 16: Verwendete Substrate und Inkubationszeiten fir Immunhistochemie

Antigen Verdinnung Substrat Inkubationszeit
CD15 1:200 DAB-Peroxidase 30 Sekunden
(Einzelfarbung)
CD15 1:500 Alkalische Phosphatase 5 Minuten
(Doppelfarbung)
Phospho-AKT 1:500 DAB-Peroxidase 2 Minuten
(Thr308)
Phospho-STAT3 1:1000 DAB-Peroxidase 90 Sekunden
(Tyr705)

DAB = 3,3'-Diaminobenzidin.
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45.4 Immunfluoreszenz

Die indirekte Immunfluoreszenz erlaubt die Expressionsanalyse und Lokalisierung von Proteinen
mittels Fluoreszenzmikroskopie. Entsprechend der Darstellung unter 4.5.1 wurden deparaffinierte und
rehydrierte 3D-Kultur-Schnitte zur Antigendemaskierung fir 15 Minuten in Tris-EDTA-Puffer in der
Mikrowelle aufgekocht. Die abgekiihlten Schnitte wurden anschliefend fir 5 Minuten in 1x TBS
gewaschen. Nach zwanzigminitiger Inkubation mit 2,5-prozentigem Normal Horse Serum wurde der
spezifische Primarantikdper in der jeweiligen Verdiinnung (Tabelle 7), geldst in 0,5 % BSA in 1x TBS,
auf die Schnitte gegeben und fur 24 Stunden bei 4 °C in einer Feuchtkammer inkubiert. Am zweiten
Versuchstag wurden die Schnitte zunéchst fiir 5 Minuten in 1x TBS gewaschen. AnschlieRend erfolgte
die einstiindige Inkubation des Alexa Fluor 546-markierten Sekundarantikérpers im Verhaltnis 1:200,
geldst in 0,5 % BSA in 1x TBS, in einer Feuchtkammer im Dunkeln. Um ein Ausbleichen der
Immunfluoreszenz zu vermeiden, wurden die nachfolgenden Schritte ebenfalls im Dunkeln
durchgefihrt. Es schlossen sich zwei funfmindtige Waschschritte in 1x TBS an, bevor die Schnitte fur
2 Minuten mit DAPI in Methanol (1:50000) geféarbt wurden. Nach zweimaligem Spiilen mit Methanol
wurden die Schnitte nach kurzem Trocknen mit VECTASHIELD® Antifade Mounting Medium und
einem Deckglas eingedeckt. Die Immunfluoreszenzfarbungen wurden mithilfe des Leica DMI6000 B
Forschungsmikroskops bei zweihundertfacher BildvergrofRerung fotodokumentiert.

Analog zur Immunhistochemie besteht bei der Immunfluoreszenz ebenfalls die Mdglichkeit der
Durchfiihrung einer Doppelfarbung. Dabei liegt das Augenmerk auf der Auswahl zweier
Primarantikorper, die anhand unterschiedlicher Spezies (Maus, Kaninchen) oder Isotypen (1gG, IgM)
differenziert werden kdnnen. Zudem wird der zweite Primarantikdrper mit einem Alexa Fluor 488-
anstelle eines Alexa Fluor 546-markierten Sekundarantikorpers detektiert. Das Versuchsprotokoll
andert sich lediglich dahingehend, dass sowohl beide Primar- als auch Sekundarantikorper, gelost in

0,5 % BSA in 1x TBS, an entsprechender Stelle gleichzeitig auf die Schnitte gegeben wurden.

4.6 Statistik

Zur graphischen Darstellung und statistischen Analyse der Ergebnisse wurde das Programm GraphPad
Prism 9.1.0 der Firma GraphPad Software verwendet. Die Signifikanzen wurden mittels two-way
ANOVA fiir Mehrfachvergleiche mit Korrektur nach Turkey berechnet. Fir alle durchgefiihrten Tests
wurde das Signifikanzniveau a = 0,05 zugrunde gelegt, sodass Ergebnisse mit p < 0,05 als statistisch
signifikant angesehen wurden. Signifikante Ergebnisse wurden in den jeweiligen Abbildungen durch
Sternchen gekennzeichnet (* = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001; **** = p < 0,0001).
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5 Ergebnisse

5.1 Einfluss von EGF auf die Aktivierung EMMPRIN-assoziierter Proteine in HPV-
positiven PeCa-Zellen

Bisherige Forschungsergebnisse zeigten eine Uberexpression des EGFR in (iber 90 % der
Primartumoren und Lymphknotenmetastasen des Peniskarzinoms (Bdrgermann et al., 2009; Di Lorenzo
et al., 2013; Lavens et al., 2010) sowie dessen Interaktion mit dem multifunktionalen Glykoprotein
EMMPRIN (Grass et al., 2013; Suzuki & Ishikawa, 2014). Der Einfluss von EGF, ein mit hoher Affinitat
an EGFR bindender Ligand (Jones et al., 1999), auf die Aktivierung EMMPRIN-assoziierter Proteine
wurde im 2D-Zellkulturmodell mit den HPV-positiven Peniskarzinomzelllinien P2 (Abbildung 12) und
L2 (Abbildung 13), jeweils als Monokultur und in Kokultur mit VHF, mittels indirekter

Immunfluoreszenz untersucht.

In Kontrollkulturen, Mono- und Kokulturen ohne EGF-Stimulation, zeigt PeCa P2 (Abbildung 12) fir
PERK eine zur Positivkontrolle EGFR vergleichbar starke Signalintensitat. Im Gegensatz dazu weisen
Tumorzellen der Primartumorzelllinie P2 lediglich ein basales Aktivierungslevel fur AKT, STAT3 und
p38 MAPK auf. Alle geféarbten Proteine sind bei P2 zytoplasmatisch lokalisiert. In Kokulturen lassen
sich die Tumorzellen von P2 morphologisch eindeutig von VHF abgrenzen. Zudem ist bei P2, im
direkten Vergleich zu den VHF, die Uberexpression von EGFR und pERK deutlich erkennbar. Die
stattfindende Interaktion zwischen Tumorzellen und VHF fiuhrt bei PeCa P2 zu keiner gesteigerten

Aktivierung EMMPRIN-assoziierter Proteine.

Mono- und Kokulturen mit EGF-Stimulation (Versuchskulturen) zeigen bei P2 fiir alle untersuchten
Proteine Fluoreszenzsignale &hnlich starker Intensitdt und gleicher Lokalisation wie die der
Kontrollkulturen. Somit resultiert bei PeCa P2 aus zusétzlicher Stimulation mit EGF keine verstarkte
Aktivierung EMMPRIN-assoziierter Proteine, da das EGF im Medium anscheinend bereits zur
maximalen Aktivierung fuhrt. Werden Tumorzellen der Zelllinie P2 nach EGF-Stimulation mit EGFR
gefarbt, lasst sich keine gleichmaRige Verteilung des EGFR mehr erkennen, sondern dessen punktuelle
Anordnung beobachten. Dies lieBe sich mit dem Modell der lipid rafts erkldren. Lipid rafts sind
organisierte  Mikrodomanen der Zellmembran, die hohe Konzentrationen an Cholesterol und
Sphingolipiden enthalten und durch Bildung von Signalplattformen intrazellulére Signalwege regulieren
(Simons & lkonen, 1997). Zahlreichen Publikationen zufolge ist der EGFR in derartigen lipid rafts
organisiert (Ringerike et al., 2002; Roepstorff et al., 2002; M. G. Waugh et al., 1999). Wahrend der
EGFR unter basalen Bedingungen als Monomer vorliegt, bewirkt die Bindung von EGF dessen
Dimerisierung. Die dadurch bedingte Autophosphorylierung des EGFR flihrt zur Aktivierung der
intrazelluldren Tyrosinkinase und schlieBlich zum Beginn der Signaltransduktion (Yarden &
Schlessinger, 1987a, 1987b).
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Abbildung 12: Nachweis von pAKT, pSTAT3, pERK und pp38 nach EGF-Stimulation im 2D-
Zellkulturmodell mit der Peniskarzinomzelllinie P2. Zellen der Primérkarzinomzelllinie P2 wurden
entweder als Monokultur oder zusammen mit VHF als Kokultur in eine schwarze uClear® 96-Well-
Zellkultur-Platte ausgesat. Am Folgetag wurden die Versuchskulturen mit EGF (Endkonzentration:
10 ng/ml) far 15 Minuten bei 37 °C stimuliert. Die Kontrollkulturen wurden lediglich mit 1x PBS
behandelt. Nach vierundzwanzigstiindiger Inkubation der Primarantikérper erfolgte deren Detektion
mittels Alexa Fluor 546-markierten Sekundérantikdrpern. Die Zellkerne wurden mit DAPI (1:50000)
gefarbt. Die Immunfluoreszenzfarbungen wurden mithilfe des Leica DMI6000 B
Forschungsmikroskops (zweihundertfache BildvergroRerung) fotodokumentiert. Overlays aus
Immunfluoreszenz  und nukledrer DAPI-Farbung werden abgebildet. Wahrend migG; die
Negativkontrolle darstellt, dient EGFR als Positivkontrolle. Représentative Bilder aus drei
unabhéngigen Versuchen (n = 3), die jeweils in Triplikaten durchgefiihrt wurden, werden gezeigt.
DAPI = 4',6-Diamidin-2-phenylindol, EGF = epidermal growth factor, EGFR = epidermal growth
factor receptor, migG: = monoklonales Immunglobulin G der Subklasse 1, pAKT = phosphorylierte
Proteinkinase B, pERK = phosphorylated extracellular signal-regulated kinase, pp38 = phosphorylated
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p38 mitogen-activated protein kinase, pSTAT3 = phosphorylated signal transducer and activator of
transcription 3, VHF = VVorhautfibroblasten.

Tumorzellen der Peniskarzinomzelllinie L2 (Abbildung 13) zeigen, vergleichend zu PeCa P2, sowohl
in Kontroll- als auch in Versuchskulturen fiir EGFR (Positivkontrolle) und pERK die starksten
Signalintensitaten, wahrend AKT, STAT3 und p38 MAPK lediglich basal aktiviert sind. Die
untersuchten Proteine sind bei PeCa L2 zytoplasmatisch und membrangebunden nachweisbar.
Tumorzellen der Zelllinie L2 sind morphologisch spindelartiger als jene von P2 und lassen sich dadurch
bei Kokultivierung mit VHF schlechter von diesen unterscheiden. Dennoch ist bei PeCa L2, im direkten
Vergleich zu den VHF, die Uberexpression von EGFR und pERK sichtbar. In Versuchskulturen lasst
sich bei L2, ahnlich zu PeCa P2, bezuglich der Farbung des EGFR nach Stimulation mit EGF das
Phanomen der lipid rafts beobachten. Weder die stattfindende Interaktion zwischen Tumorzellen und
VHF noch die zusétzliche Stimulation mit EGF fihrt bei PeCa L2 zur gesteigerten Aktivierung
EMMPRIN-assoziierter Proteine.

Unter diesen Versuchsbedingungen konnte durch EGF-Stimulation keine verstarkte Aktivierung von
AKT, STAT3, ERK und p38 MAPK in Zellen der HPV-positiven Peniskarzinomzelllinien P2 und L2
hervorgerufen werden, da das EGF im Medium anscheinend bereits zur maximalen Aktivierung fuhrt.
Nichtsdestotrotz zeigt sich im 2D-Zellkulturmodell eine Uberexpression des EGFR sowie eine deutliche

Aktivierung von ERK bei PeCa P2 und L2 sowohl in Monokulturen als auch in Kokulturen mit VHF.
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Abbildung 13: Nachweis von pAKT, pSTAT3, pERK und pp38 nach EGF-Stimulation im 2D-
Zellkulturmodell mit der Peniskarzinomzelllinie L2. Zellen der Peniskarzinomzelllinie L2 wurden
entweder als Monokultur oder in Kokultur mit VHF in eine schwarze pClear® 96-Well-Zellkultur-Platte
ausgesat. Am darauffolgenden Tag erfolgte die finfzehnmin(tige Stimulation der Versuchskulturen mit
EGF (Endkonzentration: 10 ng/ml) bei 37 °C. Die Kontrollkulturen wurden lediglich mit 1x PBS
behandelt. Nach vierundzwanzigstiindiger Inkubation der Priméarantikorper erfolgte deren Detektion
mittels Alexa Fluor 546-markierten Sekundérantikdrpern. Die Zellkerne wurden mit DAPI (1:50000)
gefarbt. Die Immunfluoreszenzfarbungen wurden mithilfe des Leica DMI6000 B
Forschungsmikroskops bei zweihundertfacher VergroRerung fotodokumentiert. Abgebildet werden
Overlays aus Immunfluoreszenz und nukledrer DAPI-Farbung. migGl dient als Negativkontrolle,
wéhrend EGFR die Positivkontrolle darstellt. Gezeigt werden reprasentative Bilder aus drei
unabhéngigen Versuchen (n = 3), die jeweils in Triplikaten durchgefiihrt wurden.
DAPI = 4',6-Diamidin-2-phenylindol, EGF = epidermal growth factor, EGFR = epidermal growth
factor receptor, migG: = monoklonales Immunglobulin G der Subklasse 1, pAKT = phosphorylierte
Proteinkinase B, pERK = phosphorylated extracellular signal-regulated kinase, pp38 = phosphorylated
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p38 mitogen-activated protein kinase, pSTAT3 = phosphorylated signal transducer and activator of
transcription 3, VHF = VVorhautfibroblasten.

5.2 Einfluss von Granulozyten auf die Aktivierung EMMPRIN-assoziierter Proteine in
HPV-positiven PeCa-Zellen

Vordaten der Arbeitsgruppe belegen sowohl die Immigration von Granulozyten (Bernhard et al., 2021)
als auch die Uberexpression von EMMPRIN im Falle des Peniskarzinoms, insbesondere in dessen
Tumorzentrum und bei HPV-positiven Tumoren (Mohr et al., 2022). Einzeln betrachtet haben beide
Faktoren ein starkes Potential die Karzinogenese voranzutreiben (Bonecchi et al., 2022; Jaillon et al.,
2020; Yan et al., 2005), welches sich gegenseitig verstirken konnte. Aus diesem Grund erscheint es
sinnvoll deren Einfluss aufeinander zu analysieren. Hierflr wurden Zellen der Peniskarzinomzelllinien
P2 (Abbildung 14) und L2 (Abbildung 15), jeweils als Monokulturen oder zusammen mit VHF als
Kokulturen, nicht nur mit, sondern auch ohne Granulozyten im 2D-Zellkulturmodell mittels indirekter

Immunfluoreszenz auf die Aktivierung EMMPRIN-assoziierter Proteine untersucht.

In Mono- und Kokulturen ohne Zugabe von Granulozyten (Kontrollkulturen) zeigen Tumorzellen der
Peniskarzinomzelllinie P2 (Abbildung 14) fir EGFR (Positivkontrolle) und pERK das starkste
Fluoreszenzsignal, wéhrend sie lediglich ein basales Aktivierungslevel fir AKT, STAT3 und p38
MAPK aufweisen. Die Lokalisation der gefarbten Proteine beschrankt sich bei PeCa P2 auf das
Zytoplasma. In Kokulturen lassen sich die Tumorzellen von P2 morphologisch eindeutig identifizieren
und zeigen, im direkten Vergleich zu den VHF, eine Uberexpression von EGFR und pERK. Erneut fihrt
die stattfindende Interaktion zwischen Tumorzellen und VHF zu keiner gesteigerten Aktivierung
EMMPRIN-assoziierter Proteine bei PeCa P2. Somit &hneln die Kontrollkulturen dieses VVersuchs denen
von Abbildung 12.

Aus Zugabe von Granulozyten zu Mono- und Kokulturen mit der Primartumorzelllinie P2
(Versuchskulturen) resultiert, im direkten Vergleich zu den Kontrollkulturen, die Anhebung der
Signalintensitat fir EGFR und pERK als auch die erstmals deutliche Aktivierung von AKT, STAT3 und
p38 MAPK bei PeCa P2, sofern sich Granulozyten im direkten Umfeld der penilen Tumorzellen
befinden. Die untersuchten Proteine sind bei P2 wiederholt zytoplasmatisch lokalisiert. In
Versuchskulturen mit PeCa P2 zeigen Granulozyten einen deutlichen EGFR-Nachweis. Da
Granulozyten im Allgemeinen keinen EGFR exprimieren, ist der Nachweis von EGFR bei Granulozyten
am ehesten auf einen von penilen Tumorzellen ausgehenden Proteintransfer ber small extracellular
vesicles (SEVs) als Ausdruck interzellularer Kommunikation zurtickzufiihren. Ein ahnlicher ber EVs
vermittelter Proteintransfer wurde bereits bei anderen Immunzellen, beispielsweise Makrophagen,
beobachtet (Buzas, 2023; Rubenich et al., 2021; Théry et al., 2009). Des Weiteren sind bei Granulozyten
intensive Fluoreszenzsignale fir pAKT, pSTAT3, pERK und pp38 MAPK detektierbar, sodass unter
diesen Kulturbedingungen AKT-, STAT3-, ERK- und p38 MAPK-abhdngige Signalwege in
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Granulozyten aktiv zu sein scheinen. Im Gegensatz dazu sind AKT, STAT3, ERK und p38 MAPK bei
VHF lediglich basal aktiviert.

P2+G P2 + VHF P2+ VHF +G
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Abbildung 14: Nachweis von pAKT, pSTAT3, pERK und pp38 nach Stimulation mit
Granulozyten im 2D-Zellkulturmodell mit der Peniskarzinomzelllinie P2. Zellen der
Primarkarzinomzelllinie P2 wurden entweder als Monokultur oder zusammen mit VHF als Kokultur in
eine schwarze pClear® 96-Well-Zellkultur-Platte ausgesat. Am Folgetag wurden frisch isolierte
Granulozyten im Verhdltnis 10:1 zu ausgesdten Zellen in R10**-Medium auf die Zellen der
Versuchskulturen gegeben und fiir 24 Stunden bei 37 °C inkubiert. Die Kontrollkulturen wurden
lediglich mit R10**-Medium behandelt. Nach vierundzwanzigstiindiger Inkubation der Primé&rantikorper
erfolgte deren Detektion mittels Alexa Fluor 546-markierten Sekundérantikorpern. Die Zellkerne
wurden mit DAPI (1:50000) geféarbt. Die Immunfluoreszenzfarbungen wurden mithilfe des Leica
DMI6000 B Forschungsmikroskops (zweihundertfache BildvergréRerung) fotodokumentiert. Overlays
aus Immunfluoreszenz und nukledrer DAPI-Farbung werden abgebildet. Wahrend mlgG: die
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Negativkontrolle darstellt, dient EGFR als Positivkontrolle. Repréasentative Bilder aus drei
unabhéngigen Versuchen (n = 3), die jeweils in Triplikaten und insgesamt mit drei unterschiedlichen
Granulozytendonatoren durchgefuhrt wurden, werden gezeigt. DAPI = 4',6-Diamidin-2-phenylindol,
EGFR = epidermal growth factor receptor, G = Granulozyten, mlgG: = monoklonales Immunglobulin
G der Subklasse 1, pAKT = phosphorylierte Proteinkinase B, pERK = phosphorylated extracellular
signal-regulated kinase, pp38 = phosphorylated p38 mitogen-activated protein kinase, pSTAT3 =
phosphorylated signal transducer and activator of transcription 3, VHF = Vorhautfibroblasten.

In Kontrollkulturen mit PeCa L2 (Abbildung 15) zeigen Tumorzellen dieser Zelllinie fir pERK eine zur
Positivkontrolle EGFR vergleichbar starke Signalintensitat. Die Proteine AKT, STAT3 und p38 MAPK
sind bei L2 lediglich basal aktiviert. Im Falle von PeCa L2 sind, im Vergleich zu P2, alle untersuchten
Proteine sowohl zytoplasmatisch als auch membrangebunden lokalisiert. Bei VHF zeigt sich lediglich
eine Hintergrundféarbung fur EGFR, pAKT, pSTAT3, pERK und pp38 MAPK. Aus direkter Interaktion
zwischen Tumorzellen und VHF resultiert bei PeCa L2 keine gesteigerte Aktivierung EMMPRIN-
assoziierter Proteine. Demnach dhneln die Kontrollkulturen dieses Versuchs denen von Abbildung 13.

Die Zugabe von Granulozyten zu Mono- und Kokulturen mit der Peniskarzinomzelllinie L2 bewirkt, im
direkten Vergleich zu den Kontrollkulturen, die Verstarkung des Fluoreszenzsignals fur EGFR und
PERK als auch eine erstmals deutliche Aktivierung von AKT, STAT3 und p38 MAPK bei PeCa L2,
sofern sich Granulozyten in direkter Nachbarschaft der penilen Tumorzellen aufhalten. Erneut sind die
gefarbten Proteine bei L2 zytoplasmatisch und membrangebunden nachweisbar. Vergleichend zu
Kulturen mit PeCa P2 zeigen Granulozyten in Versuchskulturen mit L2 einen EGFR-Nachweis sowie
starke Signalintensitaten fir pAKT, pSTATS3, pERK und pp38 MAPK. Folglich scheinen die Proteine
AKT, STAT3, ERK und p38 MAPK unter diesen Kulturbedingungen in Granulozyten phosphoryliert
und damit aktiviert vorzuliegen. Im Gegensatz dazu ist bei VHF lediglich eine Hintergrundféarbung fir
pAKT, pSTAT3, pERK und pp38 MAPK detektierbar.

Im 2D-Zellkulturmodell fiihrt der direkte Kontakt zu Granulozyten zur gesteigerten Aktivierung von
AKT, STAT3, ERK und p38 MAPK in Tumorzellen der HPV-positiven PeCa-Zelllinien P2 und L2.
Zudem sind sowohl in Kulturen mit PeCa P2 als auch in Kulturen mit PeCa L2 pAKT, pSTAT3, pERK
und pp38 MAPK in Granulozyten nachweisbar, sodass unter diesen Kulturbedingungen AKT-,
STAT3-, ERK- und p38 MAPK-abhéngige Signalwege in Granulozyten aktiv zu sein scheinen. Die
bisherigen Ergebnisse implizieren eine gegenseitige Aktivierung von Tumorzellen und Granulozyten in
der Kultur mit und ohne VHF.
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Abbildung 15: Nachweis von pAKT, pSTAT3, pERK und pp38 nach Stimulation mit
Granulozyten im 2D-Zellkulturmodell mit der Peniskarzinomzelllinie L2. Zellen der
Peniskarzinomzelllinie L2 wurden entweder als Monokultur oder in Kokultur mit VHF in eine schwarze
pClear® 96-Well-Zellkultur-Platte ausgesdt. Am darauffolgenden Tag wurden frisch isolierte
Granulozyten im Verhéltnis 10:1 zu ausgesdten Zellen in R10™-Medium auf die Zellen der
Versuchskulturen gegeben und fir 24 Stunden bei 37 °C inkubiert. Die Kontrollkulturen wurden
lediglich mit R10**-Medium behandelt. Nach vierundzwanzigstiindiger Inkubation der Primé&rantikorper
erfolgte deren Detektion mittels Alexa Fluor 546-markierten Sekundarantikdrpern. Die Zellkerne
wurden mit DAPI (1:50000) gefarbt. Die Immunfluoreszenzfarbungen wurden mithilfe des Leica
DMI6000 B Forschungsmikroskops bei zweihundertfacher VVergroRerung fotodokumentiert. Abgebildet
werden Overlays aus Immunfluoreszenz und nukledrer DAPI-Farbung. mlgG: dient als
Negativkontrolle, wahrend EGFR die Positivkontrolle darstellt. Gezeigt werden reprasentative Bilder
aus drei unabhé&ngigen Versuchen (n = 3), die jeweils in Triplikaten und insgesamt mit drei
unterschiedlichen Granulozytendonatoren durchgefiihrt wurden. DAPI = 4',6-Diamidin-2-phenylindol,
EGFR = epidermal growth factor receptor, G = Granulozyten, mlgG: = monoklonales Immunglobulin
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G der Subklasse 1, pAKT = phosphorylierte Proteinkinase B, pERK = phosphorylated extracellular
signal-regulated kinase, pp38 = phosphorylated p38 mitogen-activated protein kinase, pSTAT3 =
phosphorylated signal transducer and activator of transcription 3, VHF = Vorhautfibroblasten.

5.3 Einfluss von Granulozyten auf das Wachstumsverhalten von Tumorzellen in
organotypischen 3D-Kulturen

Neutrophile Granulozyten sind eine heterogene Population von Immunzellen mit einer nennenswerten
kontext- beziehungsweise gewebespezifischen Plastizitat bezuglich Phanotyp und Funktion, die ber
eine Vielzahl an Modi das Wachstum von Tumoren modulieren kénnen (Bonecchi et al., 2022; Jaillon
et al., 2020; Silvestre-Roig et al.,, 2019). Um den Einfluss von Granulozyten auf das
Wachstumsverhalten der PeCa-Linien P2, L2 und L3 beurteilen zu konnen, wurden FFPE-Schnitte
organotypischer 3D-Kulturen sowohl mit als auch ohne Granulozyten mit Hamatoxylin-Eosin gefarbt
(Abbildung 16).

Die Peniskarzinomzelllinien P2, L2 und L3 weisen in Kulturen ohne Granulozyten eine horizontal
verlaufende, mehr kontinuierliche Basalmembran zwischen Epithel- und Kollagen-Fibroblasten-Schicht

auf und zeigen somit kein ausgepragtes invasives Wachstumsverhalten.

Werden Granulozyten auf heranwachsende 3D-Kulturen gegeben und diese nach zwanzig Stunden
fixiert, fihrt dies bei allen drei PeCa-Zelllinien zu einer eher unregelméBig verlaufenden und
interruptierten Basalmembran. In allen drei Fallen, am prominentesten bei L2, durchbrechen

Tumorzellen die Basalmembran und invadieren die darunterliegende Kollagen-Fibroblasten-Schicht.

Dartiber hinaus &ndern VHF in Kulturen mit Granulozyten ihre Orientierung im Kollagen hin zu einer
eher diffusen, vertikalen Ausrichtung, wahrend sie in Kulturen ohne Granulozyten eher horizontal

angeordnet sind.

Trotz der geringen Inkubationszeit wird im Ansatz sichtbar, dass Granulozyten das invasive Wachstum
der drei Peniskarzinomzelllinien P2, L2 und L3 foérdern. Eine langere Inkubationszeit der Granulozyten

oder Verwendung konditionierter Medien kdnnte diesen Effekt vermutlich verstarken.

Zur besseren Visualisierung der Invasivitat wiirde sich zudem die Durchfiihrung einer Laminin-5-
spezifischen Farbung eignen. Laminin-5, ein Hauptbestandteil der Basalmembran, verbindet
Keratinozyten auf Ebene der Hemidesmosomen mit dem Mesenchym. Durchbrechen Tumorzellen die
Basalmembran, wirde sich eine irreguldre Farbung von Laminin-5 nachweisen lassen (Zinn et al.,
2006).
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Abbildung 16: Hamatoxylin-Eosin-Farbung organotypischer 3D-Kulturen. Organotypische 3D-
Kulturen mit den Peniskarzinomzelllinien P2, L2 und L3 wurden fir 14 Tage kultiviert. Bei den
Kulturen mit Granulozyten wurden 20 Stunden vor Fixierung je 5 x 108 frisch isolierte Granulozyten
von oben auf die Kulturen gegeben. 6 um dicke FFPE-Schnitte wurden mit Hdmatoxylin-Eosin gefarbt.
Die Fotodokumentation erfolgte mittels Leica DMI16000 B Forschungsmikroskop bei zweihundertfacher
VergroRerung. Représentative Bilder aus drei Farbungen einer Kultur werden gezeigt.

5.4 Migrationsverhalten von Granulozyten

Hohe Level der HPV-Onkoproteine E6 und E7 fuhren (iber eine gesteigerte Expression von p63 zu einer
erhdhten CXCL8-Freisetzung (Bernhard et al., 2021), wodurch verstarkt Neutrophile rekrutiert werden
(Barker et al., 1991; Yoshiro, 2008). Da die HPV-Onkoproteine E6 und E7 bei PeCa P2 und L3, im
Vergleich zu L2, gesteigert aktiv sind (Bernhard et al., 2021), liegt die Vermutung nahe, dass
Granulozyten in 3D-Kulturen mit diesen beiden PeCa-Zelllinien verstarkt einwandern. Um diese
Hypothese zu Uberprifen, wurden Granulozyten von oben auf organotypische 3D-Kulturen mit den
Peniskarzinomzelllinien P2, L2 und L3 gegeben und nach unterschiedlicher Inkubationsdauer fixiert.
AnschlieBend erfolgte zur Analyse des Einwanderungsverhaltens der Granulozyten eine CD15-
spezifische immunhistochemische Farbung (Abbildung 17). Die maximale Einwanderungstiefe der
immigrierten Granulozyten wurde ausgehend von der apikalen Epithelschichtgrenze pro Inkubationszeit
in drei unabhéngigen Bildausschnitten pro Kultur mittels ImageJ gemessen und daraus Mittelwerte
sowie Standardabweichungen berechnet. Daruber hinaus wurde die maximale Einwanderungstiefe
zwischen den einzelnen PeCa-Zelllinien und verschiedenen Zeitpunkten graphisch dargestellt und auf

signifikante Unterschiede untersucht (Abbildung 18).
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Bereits nach vier Stunden sind im Falle der Zelllinie P2 zahlreiche Granulozyten bis zu einer mittleren
maximalen Tiefe von 207,34 um (£ 1,90 um) in die 3D-Kultur eingewandert. Wahrend sich sechs
Stunden nach Zugabe noch einige Granulozyten im mittleren bis unteren Epitheldrittel der Kultur mit
PeCa P2 befinden, hat sich der Grof3teil der immigrierten Granulozyten mit einer mittleren maximalen
Einwanderungstiefe von 283,74 um (x 15,57 um) direkt unterhalb der Basalmembran angesiedelt. Mit
zunehmender Inkubationszeit wandern die Granulozyten bei P2 in die obere und mittlere Kollagen-
Fibroblasten-Schicht ein. Vergleicht man nun die achtstiindige mit der vierundzwanzigstindigen
Inkubation, wird deutlich, dass sich in Kulturen mit PeCa P2 weniger die mittlere maximale
Immigrationstiefe (305,28 um + 15,06 um bei acht Stunden im Vergleich zu 319,42 um + 20,10 pm bei
vierundzwanzig Stunden), sondern vielmehr die Anzahl der tief eingewanderten Granulozyten erhoht.
Die maximale Einwanderungstiefe immigrierter Granulozyten unterscheidet sich bei PeCa P2 nach
vierstundiger Inkubationszeit vergleichend zu sechs Stunden (p = 0,0005), acht Stunden (p < 0,0001)
und vierundzwanzig Stunden (p < 0,0001) signifikant voneinander (Abbildung 18, A & E).

In 3D-Kulturen mit der PeCa-Linie L2 zeigt sich ein, im Vergleich zu PeCa P2 und L3, abweichendes
Migrationsverhalten der Granulozyten. Sowohl die Anzahl als auch die Tiefe der eingewanderten
Granulozyten sind bei PeCa L2 geringer. Nach vierstindiger Inkubation befindet sich mehr als die
Hélfte der eingewanderten Granulozyten im oberen bis mittleren Epithel der Kultur mit L2. Die
restlichen Granulozyten reihen sich mit einer mittleren maximalen Einwanderungstiefe von 125,13 um
(£ 6,74 um) direkt unterhalb der Basalmembran auf. Die mittlere maximale Einwanderungstiefe erhéht
sich sechs Stunden nach Immigration der Granulozyten lediglich minimal auf 135,19 um (+ 10,63 pum).
Erst nach achtstiindiger Inkubation zeigt sich bei L2 mit einer mittleren maximalen Immigrationstiefe
von 161,91 um (z 6,24 um) eine deutliche Wanderungstendenz der Granulozyten in tiefere Anteile der
Kollagen-Fibroblasten-Schicht, sodass sich nach vierundzwanzigstiindiger Inkubation nahezu alle
Granulozyten aus dem Epithel in der oberen Kollagen-Fibroblasten-Schicht angesiedelt haben. Im Falle
der PeCa-Zelllinie L2 erreichen Granulozyten nach vierundzwanzig Stunden eine mittlere maximale
Einwanderungstiefe von 224,01 pm (x 11,17 pm). Die two-way ANOVA der maximalen
Einwanderungstiefe immigrierter Granulozyten zwischen jeweils zwei Inkubationszeiten zeigt bei PeCa
L2, mit Ausnahme des Vergleichs nach vier- und sechsstiindiger Inkubationszeit (p = 0,6822),
signifikante Unterschiede (Abbildung 18, B & E).

Findet nun PeCa L3 Beachtung, zeichnet sich hier ein zu P2 vergleichbares Granulozytenverhalten ab.
Lé&sst man Granulozyten in 3D-Kulturen mit PeCa L3 immigrieren, wandern diese innerhalb weniger
Stunden vielzahlig und tief (mittlere maximale Einwanderungstiefe nach vier Stunden: 210,96 pum
+ 22,11 pum) ein. Der Groliteil der immigrierten Granulozyten befindet sich im Falle der Zelllinie L3
bereits nach sechsstiindiger Inkubation mit einer mittleren maximalen Einwanderungstiefe von
264,88 um (x 9,98 um) im oberen Drittel der Kollagen-Fibroblasten-Schicht. Nichtsdestotrotz hat sich

eine nicht zu vernachlassigende Anzahl an Granulozyten in tiefen Schichten des Epithels angesiedelt.

61



Ergebnisse

Nach acht Stunden sind die Granulozyten bei PeCa L3 mit einer mittleren maximalen Tiefe von
335,62 um (+ 6,46 um) bis in das mittlere Drittel der Kollagen-Fibroblasten-Schicht eingewandert. Mit
zunehmender Inkubationszeit erreichen die Granulozyten tiefere Anteile der Kollagen-Fibroblasten-
Schicht, sodass nach vierundzwanzigstindiger Inkubation mit einer mittleren maximalen
Immigrationstiefe von 409,97 um (£ 7,91 um) beinahe die vollstdndige Kollagen-Fibroblasten-Schicht
der 3D-Kultur mit L3 von Granulozyten durchwandert ist. Wird die maximale Einwanderungstiefe
immigrierter Granulozyten jeweils zwischen zwei verschiedenen Inkubationszeiten beurteilt, sind diese
bei PeCa L3 in allen Fallen signifikant unterschiedlich (Abbildung 18, C & E).

Vergleicht man nun die drei PeCa-Zelllinien miteinander, wird deutlich, dass Granulozyten bei PeCa P2
und L3 zahlreicher und in kiirzerer Zeit tber eine groRere Distanz (mittlere maximale Immigrationstiefe
nach vierundzwanzig Stunden: 319,42 um + 20,10 um bei P2 gegeniber 409,97 um + 7,91 um bei L3)
einwandern. Im Gegensatz dazu bendtigt eine reduzierte Granulozytenanzahl bei PeCa L2 eine langere
Inkubationszeit, um weniger tief (mittlere maximale Einwanderungstiefe bei L2 nach vierundzwanzig
Stunden: 224,01 um + 11,17 um) in die Kollagen-Fibroblasten-Schicht zu migrieren. Wahrend sich bei
P2 und L3 der GroBteil der Granulozyten bereits sechs Stunden nach Zugabe in der oberen bis mittleren
Kollagen-Fibroblasten-Schicht befindet, erreichen sie bei L2 erst nach vierundzwanzigstiindiger
Inkubation tiefe Anteile der oberen Kollagen-Fibroblasten-Schicht. Wird die maximale
Einwanderungstiefe immigrierter Granulozyten statistisch zwischen jeweils zwei Zelllinien nach
gleicher Migrationszeit ausgewertet, sind die Ergebnisse im Vergleich zwischen P2 und L2
beziehungsweise zwischen L2 und L3 in allen Fallen signifikant (Abbildung 18, D & F). Dagegen zeigen
sich im Vergleich zwischen P2 und L3 lediglich nach vierundzwanzig Stunden (p = 0,0276) signifikante
Unterschiede (Abbildung 18, D & F).
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Abbildung 17: Nachweis von CD15 in organotypischen 3D-Kulturen. Organotypische 3D-Kulturen
mit den Peniskarzinomzelllinien P2, L2 und L3 wurden fiir 14 Tage kultiviert. Im Anschluss wurden je
5 x 108 frisch isolierte Granulozyten von oben auf die 3D-Kulturen gegeben. Die Fixierung der
3D-Kulturen erfolgte 4, 6, 8 oder 24 Stunden nach Zugabe der Granulozyten. Zur Analyse des
Migrationsverhaltens der Granulozyten wurde eine immunhistochemische Férbung mit einem CD15-
spezifischen Primérantikdrper durchgefihrt. Der PrimdarantikOrper wurde mithilfe eines Peroxidase-
gekoppelten Sekundarantikorpers detektiert. Durch Zugabe der DAB-Peroxidase-Substratlosung
entstand die Braunfarbung. Die Zellkerne wurden mit Hamatoxylin blau gefarbt. Die
Fotodokumentation erfolgte mittels Leica DMI6000 B Forschungsmikroskop bei zweihundertfacher
VergroBRerung. Abgebildet werden reprasentative Bilder aus drei Farbungen einer Kultur.
CD = cluster of differentiation, DAB = 3,3'-Diaminobenzidin.
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Abbildung 18: Maximale Einwanderungstiefe von Granulozyten in 3D-Kulturen mit den
Peniskarzinomzelllinien P2, L2 und L3. In der CD15-spezifischen Immunhistochemie (Abbildung 17)
wurde die maximale Einwanderungstiefe wvon Granulozyten ausgehend von der apikalen
Epithelschichtgrenze pro Inkubationszeit in drei unabhdngigen Bildausschnitten pro Kultur mittels
ImageJ gemessen. Die Ergebnisse wurden graphisch als replicates with connected means fiir jede
Zelllinie, PeCa P2 in [A], PeCa L2 in [B] und PeCa L3 in [C], dargestellt. W&hrend die gemessenen

64



Ergebnisse

Einzelwerte als Punkte abgebildet werden, symbolisiert der Balken deren arithmetisches Mittel. Zudem
wurden die Ergebnisse im Zelllinienvergleich fur die Zelllinien PeCa P2 (blau), PeCa L2 (rot) und PeCa
L3 (griin) graphisch als interleaved box and whiskers in [D] dargestellt. Neben Boxplots werden die
gemessenen Einzelwerte abgebildet. Die Signifikanzen wurden mittels two-way ANOVA fir
Mehrfachvergleiche mit Korrektur nach Turkey berechnet. Tabelle [E] zeigt p-Werte bei Vergleich der
maximalen Einwanderungstiefe immigrierter Granulozyten in 3D-Kulturen mit der Zelllinie PeCa P2,
PeCa L2 beziehungsweise PeCa L3 zwischen zwei verschiedenen Zeitpunkten. P-Werte resultierend aus
dem Vergleich der maximalen Einwanderungstiefe immigrierter Granulozyten zwischen zwei
verschiedenen Zelllinien nach gleicher Migrationszeit werden in Tabelle [F] aufgelistet. Signifikante
Ergebnisse wurden durch Sternchen gekennzeichnet (* = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001,
**F* = p <0,0001).

Des Weiteren wurden die eingewanderten Granulozyten ausgezahlt, um mit einem Vergleich der Anzahl
pro Schicht Uber die Zeit ein Mal fur die Immigration der Granulozyten zu erhalten und deren Quantitat
zwischen den 3D-Kulturen mit den individuellen PeCa-Zelllinien und verschiedenen Zeitpunkten
mathematisch miteinander vergleichen zu konnen. Dabei wurde die Anzahl eingewanderter
Granulozyten innerhalb der Epithelschicht und Kollagen-Fibroblasten-Schicht jeweils zwischen den
verschiedenen Inkubationszeiten sowie im Vergleich der beiden Schichten zueinander nach gleicher
Migrationszeit auf signifikante Unterschiede untersucht.

In absoluten Zahlen steigt im Falle von 3D-Kulturen mit der PeCa-Zelllinie P2 (Abbildung 19, A) mit
zunehmender Zeit die Zahl der immigrierten Granulozyten sowohl im Epithel als auch der Kollagen-
Fibroblasten-Schicht an. Wahrend sich bei P2 nach vier Stunden annahernd gleich viele Granulozyten
in der Epithel- sowie Kollagen-Fibroblasten-Schicht befinden, nimmt die Granulozytenzahl in der
Kollagen-Fibroblasten-Schicht mit weiterer Inkubationszeit stark zu. Im Gegensatz dazu erreicht die
Kurve des Epithels vierundzwanzig Stunden nach Applikation der Granulozyten nahezu ein Plateau.
Eine mogliche Erklarung hierfur ist, dass PeCa P2 eine hohe Menge an CXCL8 produziert, das
chemotaktisch auf Granulozyten wirkt (Barker et al., 1991; Yoshiro, 2008), sodass diese voriibergehend
in der Epithelschicht gehalten werden. Denkbar wére ebenfalls die Einstellung eines Gleichgewichts
durch eine weiterhin Uber die Zeit stattfindende Immigration zugegebener Granulozyten in die
Epithelschicht der 3D-Kultur bei gleichzeitig konstanter Wanderung immigrierter Granulozyten durch
das Epithel in die Kollagen-Fibroblasten-Schicht. Die Granulozytenzahl der Epithelschicht
unterscheidet sich bei PeCa P2 nach vierstiindiger Inkubationszeit vergleichend zu sechs Stunden (p =
0,0355), acht Stunden (p = 0,0111) und vierundzwanzig Stunden (p = 0,0253) signifikant voneinander
(Abbildung 19, B). Im Falle der Primartumorzelllinie P2 gibt es einen sukzessiven Anstieg der
Granulozytenmigration in die Kollagen-Fibroblasten-Schicht (ber die Zeit mit einem signifikanten
Unterschied zwischen allen Zeitpunkten (Abbildung 19, B). Vergleicht man nun die Granulozytenzahl
in 3D-Kulturen mit P2 zwischen Epithel- und Kollagen-Fibroblasten-Schicht nach jeweils gleicher
Migrationszeit, zeigen sich bereits ab sechsstiindiger Inkubation signifikante Differenzen (Abbildung
19, C). Hervorzuheben ist der hoch signifikante Unterschied vierundzwanzig Stunden nach Applikation

der Granulozyten zwischen den beiden Schichten (Abbildung 19, C: p = 0,0004).
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Werden nun die relativen Zahlen betrachtet (Abbildung 19, D), nimmt der Anteil eingewanderter
Granulozyten mit zunehmender Inkubationszeit im Epithel der 3D-Kulturen mit P2 ab, wéhrend er sich
in der Kollagen-Fibroblasten-Schicht erhoht. Dabei ist bereits nach vier Stunden nahezu die Halfte der
immigrierten  Granulozyten in  die Kollagen-Fibroblasten-Schicht ~ vorgedrungen.  Der
Granulozytenanteil in der Kollagen-Fibroblasten-Schicht steigert sich vierundzwanzig Stunden nach
Applikation der Granulozyten auf circa 75 %. Die two-way ANOVA zwischen jeweils zwei
Inkubationszeiten innerhalb der Epithel- oder Kollagen-Fibroblasten-Schicht zeigt bei PeCa P2, mit
Ausnahme des Vergleichs nach sechs- und achtstiindiger Inkubationszeit, signifikante Unterschiede
(Abbildung 19, E). Erwéhnenswert ist an dieser Stelle der Vergleich zwischen vier und vierundzwanzig
Stunden nach Granulozytenapplikation mit p = 0,0009 (Abbildung 19, E). Werden die Verhaltnisse
zwischen Epithel- und Kollagen-Fibroblasten-Schicht nach jeweils gleicher Migrationszeit ausgewertet,
sind diese bei P2 ab sechsstiindiger Inkubationszeit hoch signifikant (Abbildung 19, F).

Die Granulozyten wandern im Falle von 3D-Kulturen mit PeCa P2 sukzessive in Abhangigkeit von der
Zeit durch das Epithel in die Kollagen-Fibroblasten-Schicht ein. Offensichtlich besteht ein
Chemokingradient in Richtung des Mediums, entlang dessen die Granulozyten durch die Kultur
wandern. Vorarbeiten der Arbeitsgruppe zeigten, dass P2 grofle Mengen an CXCLS8, einem Lockstoff
fiir Granulozyten (Barker et al., 1991; Yoshiro, 2008), sezerniert. Somit weist die Epithelschicht der 3D-
Kultur eine hohe Konzentration von CXCL8 auf, wodurch eine Anreichung von Granulozyten im
Epithel begiinstigt wird. Entscheidend fiir das Migrationsverhalten und damit die Lokalisation von
Granulozyten ist die Starke und der Vektor der Chemokingradienten. Verlauft der Chemokingradient
durch einen zusatzlichen Beitrag der VHF nach unten in Richtung Medium, wandern die Granulozyten
durch das Epithel in die Kollagen-Fibroblasten-Schicht ein. Im Falle eines aufwarts gerichteten
Chemokingradienten verbleiben die Granulozyten im Epithel. Dies wirde erkldren, warum es den
Anschein hat, dass die Granulozyten zwischen beiden Schichten pausieren. Vermutlich werden hier die

Chemokingradienten verrechnet und entschieden, welchem Gradienten die Granulozyten folgen.
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Abbildung 19: Absolute Anzahl und relativer Anteil immigrierter Granulozyten in 3D-Kulturen
mit der Peniskarzinomzelllinie P2. In der mittels CD15-Antikérper durchgefiihrten
Immunhistochemie (Abbildung 17) wurde die Anzahl eingewanderter Granulozyten pro Inkubationszeit
in drei unabh&ngigen Bildausschnitten pro Kultur erhoben. Hierbei wurde differenziert, ob sich die
Granulozyten im Epithel (rot) oder der Kollagen-Fibroblasten-Schicht (blau) befinden. Die Ergebnisse
wurden graphisch als replicates with connected means sowohl in absoluten [A] als auch in relativen
Zahlen [D] dargestellt. Zur Berechnung der relativen Zahlen wurde die gezahlte Anzahl immigrierter
Granulozyten in der Epithel- beziehungsweise Kollagen-Fibroblasten-Schicht ins Verhaltnis zur
Gesamtzahl eingewanderter Granulozyten gesetzt. Die gezdhlten Einzelwerte beziehungsweise
berechneten Relationen werden als Punkte abgebildet, wahrend der Balken deren arithmetisches Mittel
symbolisiert. Die Signifikanzen wurden mittels two-way ANOVA fiir Mehrfachvergleiche mit
Korrektur nach Turkey berechnet. Tabelle [B] listet p-Werte bei Vergleich der absoluten Anzahl
immigrierter Granulozyten innerhalb der Epithelschicht (E) oder Kollagen-Fibroblasten-Schicht (K)
zwischen zwei verschiedenen Zeitpunkten auf. Gleiches ist fir relative Zahlen in [E] zu sehen. P-Werte
bei Vergleich der absoluten Anzahl beziehungsweise des relativen Anteils eingewanderter Granulozyten
zwischen Epithelschicht (E) und Kollagen-Fibroblasten-Schicht (K) nach gleicher Migrationszeit
werden in [C] beziehungsweise [F] gezeigt. Signifikante Ergebnisse wurden durch Sternchen
gekennzeichnet (* = p < 0,05; ** = p <0,01; *** = p < 0,001; **** =p < 0,0001).
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In 3D-Kulturen mit der PeCa-Zelllinie L2 sinkt mit zunehmender Inkubationszeit sowohl die absolute
Anzahl (Abbildung 20, A) als auch der relative Anteil (Abbildung 20, D) eingewanderter Granulozyten
im Epithel bei gleichzeitiger Zunahme in der Kollagen-Fibroblasten-Schicht. Vier Stunden nach
Applikation der Granulozyten Uberwiegt bei L2 die absolute Zahl der Granulozyten im Epithel
verglichen zur Kollagen-Fibroblasten-Schicht. Das Verhaltnis kehrt sich jedoch bereits nach sechs
Stunden zugunsten der Kollagen-Fibroblasten-Schicht um und zeigt mit fortschreitender Inkubationszeit
eine signifikant progrediente Differenz (Abbildung 20, C: p = 0,0007 nach acht Stunden, p = 0,0047
nach vierundzwanzig Stunden). Die Granulozytenzahl ist im Epithel der 3D-Kulturen mit PeCa L2
zwischen vier- und vierundzwanzigstiindiger Inkubationszeit (p = 0,0402) und in der Kollagen-
Fibroblasten-Schicht zwischen acht- und vierundzwanzigstiindiger Inkubationszeit (p = 0,0362)
signifikant unterschiedlich (Abbildung 20, B).

Wéhrend bei L2 nach vier Stunden noch nahezu 60 % der Granulozyten in der Epithelschicht lokalisiert
sind, sinkt dieser Anteil nach sechs Stunden auf knapp Uber 40 % und vermindert sich mit weiterer
Inkubationszeit zunehmend (Abbildung 20, D). Umgekehrt verhdlt sich der Granulozytenanteil in der
Kollagen-Fibroblasten-Schicht. Werden die Granulozyten fiir vierundzwanzig Stunden inkubiert,
befinden sich lediglich etwa 20 % der Granulozyten im Epithel und knapp 80 % in der Kollagen-
Fibroblasten-Schicht der 3D-Kultur mit L2. Der Granulozytenanteil ist bei PeCa L2 innerhalb der
Epithel- beziehungsweise Kollagen-Fibroblasten-Schicht zwischen vier- und vierundzwanzigsttndiger
Inkubationszeit (Abbildung 20, E: p = 0,004) als auch im Vergleich der Zellschichten miteinander
vierundzwanzig Stunden nach Applikation der Granulozyten (Abbildung 20, F: p < 0,0001) signifikant
verschieden. Hervorzuheben ist der im Falle der PeCa-Zelllinie L2, im Gegensatz zu P2 und L3, hoch
signifikante Unterschied (Abbildung 20, F: p < 0,0001) des Granulozytenanteils nach vierstlindiger

Inkubationszeit zwischen den beiden Zellschichten.

Erneut wandern die Granulozyten sukzessive in Abhangigkeit von der Zeit durch das Epithel in die
Kollagen-Fibroblasten-Schicht ein, sodass bei PeCa L2 von einem abwdrts in Richtung Medium
gerichteten Chemokingradienten ausgegangen werden kann. Vorarbeiten der Arbeitsgruppe belegen,
dass L2 nur wenig CXCLS8 sezerniert. Dadurch reichern sich die Granulozyten nicht im Epithel an,
sondern wandern mit zunehmender Inkubationszeit in die Kollagen-Fibroblasten-Schicht ein. Insgesamt
wandern Granulozyten in 3D-Kulturen mit L2, im Vergleich zu 3D-Kulturen mit P2 und L3, nur

rudimentar ein.
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Abbildung 20: Absolute Anzahl und relativer Anteil immigrierter Granulozyten in 3D-Kulturen
mit der Peniskarzinomzelllinie L2. In der CD15-spezifischen Immunhistochemie (Abbildung 17)
wurde die Anzahl eingewanderter Granulozyten pro Inkubationszeit in drei unabh&ngigen
Bildausschnitten pro Kultur bestimmt. Dabei wurde unterschieden, ob sich die Granulozyten im Epithel
(rot) oder der Kollagen-Fibroblasten-Schicht (blau) befinden. Die Ergebnisse wurden graphisch als
replicates with connected means sowohl in absoluten [A] als auch in relativen Zahlen [D] dargestellt.
Zur Berechnung der relativen Zahlen wurde die gezahlte Anzahl immigrierter Granulozyten in der
Epithel- beziehungsweise Kollagen-Fibroblasten-Schicht in Relation zur Gesamtzahl eingewanderter
Granulozyten gesetzt. Wahrend die gezahlten Einzelwerte beziehungsweise berechneten Relationen als
Punkte abgebildet werden, symbolisiert der Balken deren arithmetisches Mittel. Die Signifikanzen
wurden mittels two-way ANOVA fir Mehrfachvergleiche mit Korrektur nach Turkey berechnet.
Tabelle [B] zeigt p-Werte bei Vergleich der absoluten Anzahl immigrierter Granulozyten innerhalb der
Epithelschicht (E) oder Kollagen-Fibroblasten-Schicht (K) zwischen zwei verschiedenen Zeitpunkten.
Gleiches ist fur relative Zahlen in [E] zu sehen. P-Werte bei Vergleich der absoluten Anzahl
beziehungsweise des relativen Anteils eingewanderter Granulozyten zwischen Epithelschicht (E) und
Kollagen-Fibroblasten-Schicht (K) nach gleicher Migrationszeit sind in [C] beziehungsweise [F]
aufgelistet. Signifikante Ergebnisse wurden durch Sternchen gekennzeichnet (* = p < 0,05;
** =p<0,01; ***=p<0,001; **** =p<0,0001).
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In 3D-Kulturen mit der PeCa-Zelllinie L3 reduziert sich mit fortschreitender Inkubationszeit sowohl die
absolute Anzahl (Abbildung 21, A) als auch der relative Anteil (Abbildung 21, D) immigrierter
Granulozyten im Epithel bei gleichzeitig stetigem Anstieg in der Kollagen-Fibroblasten-Schicht. Zudem
sind bei PeCa L3 vier Stunden nach Granulozytenapplikation im arithmetischen Mittel mehr
Granulozyten im Epithel als in der Kollagen-Fibroblasten-Schicht vorhanden. Diese
Granulozytenverteilung kehrt sich bei L3 in der sechsstiindig inkubierten Kultur um und steigert sich
dann bei weiterer Inkubationszeit signifikant zugunsten der Kollagen-Fibroblasten-Schicht (Abbildung
21, C: p=0,0073 nach sechs Stunden, p = < 0,0001 nach acht Stunden, p = 0,0031 nach vierundzwanzig
Stunden). AulRerdem zeigt die Granulozytenzahl der Epithelschicht in 3D-Kulturen mit L3 im Vergleich
zwischen vier und vierundzwanzig Stunden nach Applikation der Granulozyten einen signifikanten
Unterschied (Abbildung 21, B: p = 0,0408). Wird die Anzahl eingewanderter Granulozyten in der
Kollagen-Fibroblasten-Schicht jeweils zwischen zwei verschiedenen Inkubationszeiten beurteilt, sind
diese bei PeCa L3 in allen Fallen signifikant unterschiedlich (Abbildung 21, B). Erwahnenswert ist dabei
der Vergleich zwischen vier- und vierundzwanzigstundiger Inkubationszeit mit p = 0,0088 (Abbildung
21, B).

Wahrend die relative Granulozytenverteilung in 3D-Kulturen mit der Zelllinie L3 (Abbildung 21, D),
vergleichend zu P2, nach vier Stunden mit leicht Giber 50 % zugunsten der Epithelschicht ausfallt, ahnelt
sie nach vierundzwanzig Stunden mit etwas unter 20 % Granulozytenanteil im Epithel hingegen der von
L2. Der Vergleich zweier Inkubationszeiten innerhalb einer Zellschicht liefert im Falle der PeCa-
Zelllinie L3, mit Ausnahme des Vergleichs zwischen sechs und acht Stunden nach
Granulozytenapplikation (p = 0,0666), signifikante Unterschiede (Abbildung 21, E). Des Weiteren sind
bei L3 die Verhaltnisse nach sechs Stunden (p = 0,0022), nach acht Stunden (p < 0,0001) und nach
vierundzwanzig Stunden (p < 0,0001) zwischen den beiden Zellschichten signifikant (Abbildung 21, F).

Vergleichend zu P2 und L2 wandern die Granulozyten in 3D-Kulturen mit PeCa L3 sukzessive in
Abhéngigkeit von der Zeit durch das Epithel in die Kollagen-Fibroblasten-Schicht ein. Aus diesem
Grund ist ein Chemokingradient in Richtung des Mediums naheliegend, entlang dessen die
Granulozyten durch die Kultur wandern. Vorarbeiten der Arbeitsgruppe zeigten, dass PeCa L3, dhnlich
zu P2, groRe Mengen an CXCLS8, einem Lockstoff fir Granulozyten (Barker et al., 1991; Yoshiro,
2008), sezerniert. Durch eine hohe Konzentration von CXCLS8 in der Epithelschicht der 3D-Kultur mit
L3 wird eine Anreichung von Granulozyten im Epithel begunstigt. Entscheidend fur das
Migrationsverhalten und damit die Lokalisation von Granulozyten ist die Stirke und der Vektor der
Chemokingradienten. Im Falle eines abwaérts in Richtung Medium gerichteten Chemokingradienten
wandern die Granulozyten durch das Epithel in die Kollagen-Fibroblasten-Schicht ein. Verlauft der
Chemokingradient nach oben, verbleiben die Granulozyten im Epithel. Allem Anschein nach verweilen
die Granulozyten zwischen den beiden Schichten, bis durch Verrechnung der Chemokingradienten die

Entscheidung getroffen wird, welchem Gradienten die Granulozyten folgen.
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Abbildung 21: Absolute Anzahl und relativer Anteil immigrierter Granulozyten in 3D-Kulturen
mit der Peniskarzinomzelllinie L3. In der mittels CD15-Antikérper durchgeflhrten
Immunhistochemie (Abbildung 17) wurde die Anzahl eingewanderter Granulozyten pro Inkubationszeit
in drei unabhédngigen Bildausschnitten pro Kultur erhoben. Hierbei wurde differenziert, ob sich die
Granulozyten im Epithel (rot) oder der Kollagen-Fibroblasten-Schicht (blau) befinden. Die Ergebnisse
wurden graphisch als replicates with connected means sowohl in absoluten [A] als auch in relativen
Zahlen [D] dargestellt. Zur Berechnung der relativen Zahlen wurde die gezahlte Anzahl immigrierter
Granulozyten in der Epithel- beziehungsweise Kollagen-Fibroblasten-Schicht ins Verhaltnis zur
Gesamtzahl eingewanderter Granulozyten gesetzt. Die gezédhlten Einzelwerte beziehungsweise
berechneten Relationen werden als Punkte abgebildet, wéhrend der Balken deren arithmetisches Mittel
symbolisiert. Die Signifikanzen wurden mittels two-way ANOVA fir Mehrfachvergleiche mit
Korrektur nach Turkey berechnet. Tabelle [B] listet p-Werte bei Vergleich der absoluten Anzahl
immigrierter Granulozyten innerhalb der Epithelschicht (E) oder Kollagen-Fibroblasten-Schicht (K)
zwischen zwei verschiedenen Zeitpunkten auf. Gleiches ist fir relative Zahlen in [E] zu sehen. P-Werte
bei Vergleich der absoluten Anzahl beziehungsweise des relativen Anteils eingewanderter Granulozyten
zwischen Epithelschicht (E) und Kollagen-Fibroblasten-Schicht (K) nach gleicher Migrationszeit
werden in [C] beziehungsweise [F] gezeigt. Signifikante Ergebnisse wurden durch Sternchen
gekennzeichnet (* = p < 0,05; ** = p <0,01; *** = p < 0,001; **** =p < 0,0001).
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Im Folgenden wurden die Ergebnisse zwischen den einzelnen PeCa-Zelllinien beziglich der
Immigration von Granulozyten in das Epithel (Abbildung 22, A & E) als auch in die Kollagen-
Fibroblasten-Schicht (Abbildung 22, C & G) verglichen.

Die absolute Anzahl ins Epithel immigrierter Granulozyten in 3D-Kulturen mit der PeCa-Zelllinie P2
steigt mit zunehmender Inkubationszeit an (Abbildung 22, A). Im Gegensatz dazu nimmt sie in Kulturen
mit den Zelllinien L2 und L3 im zeitlichen Verlauf ab. Hinsichtlich der absoluten Anzahl
eingewanderter Granulozyten zeigen sich erhebliche Unterschiede: Wahrend sich nach vier Stunden im
Epithel der Kultur mit L3 am meisten Granulozyten befinden, sind es bei L2 am wenigsten. Diese
Rangfolge veréndert sich acht Stunden nach Granulozytenapplikation durch Anstieg der
Granulozytenzahl bei P2 und gleichzeitigem Abfall bei L3 zugunsten der Primartumorzelllinie. Des
Weiteren wandern bei L3, im Vergleich zu L2, trotz graphisch &hnlicher Einwanderungskinetik deutlich
mehr Granulozyten in die Epithelschicht ein. Wertet man nun das Granulozytenmigrationsverhalten im
Epithel statistisch zwischen jeweils zwei Zelllinien nach jeweils gleicher Migrationszeit aus, ergeben
sich im Vergleich zwischen P2 und L2 beziehungsweise L2 und L3 in allen Fallen signifikante
Unterschiede (Abbildung 22, B). Dieses Ergebnis lasst sich ebenfalls auf den Vergleich zwischen P2
und L3, mit Ausnahme sechs Stunden nach Applikation der Granulozyten (Abbildung 22, B: p =
0,7323), Ubertragen. Konzentriert man sich auf die Kollagen-Fibroblasten-Schicht, erhéht sich die
Anzahl eingewanderter Granulozyten mit zunehmender Inkubationszeit bei allen drei Zelllinien
(Abbildung 22, C). Die Granulozytenzunahme ist bei P2 und L3 deutlich starker ausgeprégt als bei L2.
Vergleichend zur Epithelschicht sind nach vier Stunden in 3D-Kulturen mit der PeCa-Zelllinie L3 die
meisten und im Falle der Zelllinie L2 die wenigsten Granulozyten lokalisiert. Allerdings kommt es in
der Kollagen-Fibroblasten-Schicht bereits nach sechsstiindiger Granulozyteninkubation zur Anderung
der Rangfolge, die dann P2 anfiihrt. Wird das Granulozytenmigrationsverhalten in der Kollagen-
Fibroblasten-Schicht statistisch zwischen jeweils zwei Zelllinien nach jeweils gleicher Migrationszeit
ausgewertet, sind die Ergebnisse im Vergleich zwischen P2 und L2 beziehungsweise L2 und L3 in allen
Fallen hoch signifikant (Abbildung 22, D). Im Gegensatz dazu zeigen sich im Vergleich zwischen P2
und L3 lediglich nach vier Stunden (p = 0,0048) und nach vierundzwanzig Stunden (p = 0,0461)
signifikante Unterschiede (Abbildung 22, D).

Wahrend bei allen drei Zelllinien der Anteil eingewanderter Granulozyten im Epithel mit zunehmender
Inkubationszeit abnimmt (Abbildung 22, E), steigt er parallel in der Kollagen-Fibroblasten-Schicht an
(Abbildung 22, G). Signifikante Differenzen des Granulozytenanteils sind zwischen P2 und L2 nach
vier Stunden (p = 0,0079), zwischen L2 und L3 nach acht Stunden (p = 0,0305) und zwischen P2 und
L3 nach vierundzwanzig Stunden (p = 0,0373) nachweisbar (Abbildung 22, F & H).

Diese Ergebnisse belegen signifikante Unterschiede beziiglich der Immigration der Granulozyten
sowohl zwischen den verwendeten PeCa-Zelllinien, den Zeitpunkten als auch den 3D-Kultur-Schichten.

Aus Vorarbeiten der Arbeitsgruppe geht hervor, dass insbesondere die beiden PeCa-Zelllinien P2 und
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L3, mit hoher Aktivitat viraler Onkoproteine und Expression von p63, deutlich mehr CXCLS8
exprimierten als die Zelllinie L2. Weitere Pilotversuche zeigten ebenfalls eine erhdhte Expression an
CXCL1, CXCL5, G-CSF und GM-CSF, alle vier wirken chemotaktisch auf Granulozyten, in 3D-
Kulturen mit den Zelllinien P2 und L3 im Vergleich zu L2 (Bernhard, 2019). Damit liegt im Falle der
PeCa-Zelllinien P2 und L3 ein Zytokinmilieu vor, welches besonders stark die Immigration von

Granulozyten fordern sollte. Die Ergebnisse dieser Arbeit bestatigen dies.
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Abbildung 22: Absolute Anzahl und relativer Anteil immigrierter Granulozyten

im

Zelllinienvergleich. In der CD15-spezifischen Immunhistochemie (Abbildung 17) wurde die Anzahl
eingewanderter Granulozyten pro Inkubationszeit in drei unabhangigen Bildausschnitten pro Kultur fir
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die Zelllinien PeCa P2 (blau), PeCa L2 (rot) und PeCa L3 (griin) bestimmt. Dabei wurde unterschieden,
ob sich die Granulozyten im Epithel [A & E] oder der Kollagen-Fibroblasten-Schicht [C & G] befinden.
Die Ergebnisse wurden graphisch als interleaved box and whiskers sowohl in absoluten [A & C] als
auch in relativen [E & G] Zahlen dargestellt. Zur Berechnung der relativen Zahlen wurde die gezéhlte
Anzahl immigrierter Granulozyten in der Epithel- beziehungsweise Kollagen-Fibroblasten-Schicht in
Relation zur Gesamtzahl eingewanderter Granulozyten gesetzt. Neben Boxplots werden die gezahlten
Einzelwerte beziehungsweise berechneten Relationen abgebildet. Die Signifikanzen wurden mittels
two-way ANOVA fir Mehrfachvergleiche mit Korrektur nach Turkey berechnet. P-Werte resultierend
aus dem Vergleich der absoluten Anzahl immigrierter Granulozyten nach gleicher Inkubationszeit
zwischen zwei verschiedenen Zelllinien werden fir die Epithelschicht in [B] beziehungsweise flr die
Kollagen-Fibroblasten-Schicht in [D] gezeigt. Wéhrend in [F] p-Werte bei Vergleich des relativen
Anteils immigrierter Granulozyten nach gleicher Inkubationszeit zwischen zwei verschiedenen
Zelllinien fiir die Epithelschicht aufgelistet sind, ist Gleiches fiur die Kollagen-Fibroblasten-Schicht in
[H] zu sehen. Signifikante Ergebnisse wurden durch Sternchen gekennzeichnet (* = p < 0,05;
**=p<0,01, *** =p<0,001; **** =p<0,0001).

5.5 Aktivierung von AKT in organotypischen 3D-Kulturen mit den HPV-positiven PeCa-
Zelllinien P2, L2 und L3

AKT reguliert als zentrales Signalprotein des sowohl durch EGFR als auch durch EMMPRIN aktivierten
PI3K/AKT-Signalwegs Proliferation, Differenzierung, Migration und Uberleben der Zellen und fordert
durch gesteigerte VEGF-Expression die Tumorangiogenese (Stankiewicz, Prowse, Ng, et al., 2011; Y.
Tang et al., 2006).

Nachdem im 2D-Zellkulturmodell eine Aktivierung der Tumorzellen durch direkten Kontakt zu
Granulozyten nachgewiesen werden konnte, stellte sich die Frage, ob sich diese Beobachtung ebenfalls
im 3D-Zellkulturmodell zeigt. Zundchst wurde analysiert, ob sich pAKT in organotypischen 3D-
Kulturen mit den HPV-positiven PeCa-Zelllinien P2, L2 und L3 nachweisen lasst und welchen Einfluss
Granulozyten auf diese Aktivierung haben. Hierzu wurden FFPE-Schnitte organotypischer 3D-Kulturen
mit Granulozyten gegeniiber Kulturen ohne Granulozyten immunhistochemisch auf die Expression von
pAKT und CD15 untersucht (Abbildung 23).

In der granulozytenlosen Kultur (Kontrollkultur) mit der Peniskarzinomzelllinie P2 ist eine schwache,
am ehesten zytoplasmatisch lokalisierte, pAKT-spezifische Braunfarbung im gesamten Epithel
feststellbar. Bei genauerer Betrachtung zeigen zudem vereinzelte, diffus in der Epithelschicht
lokalisierte Tumorzellen eine nukledre Aktivierung von AKT. Bei P2 ist in Versuchskulturen (3D-
Kulturen mit Granulozyten), die vier oder sechs Stunden nach Granulozytenzugabe fixiert wurden, eine
nukledre pAKT-Expression in Tumorzellen der obersten Epithelreihe sowie geh&uft in Granulozyten
umgebenden Tumorzellen des unteren Epitheldrittels detektierbar. Da die Granulozyten von oben auf
die Kulturen gegeben wurden und nun nach kurzer Inkubationszeit vermehrt pAKT im oberen
Epitheldrittel nachgewiesen werden konnte, deutet dies auf einen positiven Einfluss der Granulozyten
auf die Aktivierung von AKT hin. Nichtsdestotrotz darf nicht auler Acht gelassen werden, dass sich
diese Beobachtung ebenfalls durch ein technisches Artefakt begrinden lieRe: In den oberen

Epithelschichten befinden sich mit héherer Wahrscheinlichkeit tote Zellen, welche den Antikorper
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unspezifisch aufnehmen, wodurch der gesteigerte pAKT-Nachweis im oberen Epitheldrittel ebenfalls
erklart werden konnte. Die Anzahl bréunlich gefarbter und somit pAKT-positiver Tumorzellnuklei
erhoht sich in der Kultur mit P2, die acht Stunden nach Zugabe der Granulozyten fixiert wurde, im
Vergleich zu kiirzeren Inkubationszeiten sichtlich. Hierbei ist aufféllig, dass die braunlich geférbten, in
allen Epithelschichten lokalisierten Tumorzellen beinahe perlschnurartig angeordnet sind und diagonal
von apikal nach basal verlaufen. Damit ahneln sie dem von apikal nach basal gerichteten
Einwanderungsverhalten der  Granulozyten. Bei P2 zeigt die Versuchskultur nach
vierundzwanzigstundiger Granulozyteninkubation wiederholt eine nukledre AKT-Aktivierung einzelner
Tumorzellen im gesamten Epithel hauptsachlich in unmittelbarer Nachbarschaft zu Granulozyten. Im
Falle von 3D-Kulturen mit PeCa P2 ist die Mehrheit der immigrierten Granulozyten, unabhangig der
Inkubationszeit und Immigrationstiefe, sowohl magentafarben als auch braunlich gefarbt und exprimiert
demzufolge neben CD15 auch pAKT.

Bei PeCa L2 ist in der Kultur ohne Granulozyten keine Phosphorylierung von AKT im Epithel
erkennbar. Dagegen zeigt sich in Versuchskulturen nach vier- und sechsstiindiger Inkubation ein
nuklearer pAKT-Nachweis in zahlreichen Tumorzellen der Zelllinie L2, die vorrangig in der oberen
Epithelhalfte lokalisiert sind. Acht Stunden nach Immigration der Granulozyten sind bei PeCa L2
einzelne Tumorzellnuklei in verschiedenen Epithelschichten, hauptsachlich im mittleren Epitheldrittel,
braunlich gefarbt und AKT somit phosphoryliert. Die nukledre AKT-Aktivierung beschréankt sich in der
Versuchskultur mit L2, die vierundzwanzig Stunden nach Granulozytenzugabe fixiert wurde, auf
Zellkerne des unteren Epitheldrittels. Dementsprechend ist pAKT im Falle von PeCa L2 immer in den
Epithelschichten nachweisbar, in denen sich laut CD15-Farbung der Grof3teil der Granulozyten aufhalt
und deckt sich folglich mit dem Einwanderungsverhalten der Granulozyten. In 3D-Kulturen mit der
Zelllinie L2 zeigen nahezu alle Granulozyten Uber die Zeit eine rotbraune Férbung, sodass AKT in

Granulozyten aktiviert vorliegt.

Die Kontrollkultur mit der Peniskarzinomzelllinie L3 zeigt, vergleichend zu PeCa P2, eine dezente
zytoplasmatisch lokalisierte pAKT-spezifische Braunfarbung im gesamten Epithel sowie eine nukledre
Aktivierung von AKT in einzelnen diffus lokalisierten Tumorzellen. Lasst man Granulozyten in die
Kultur immigrieren, ist pAKT sowohl nach vier Stunden als auch nach sechs Stunden in zahlreichen,
sich vor allem im direkten Umfeld von Granulozyten befindenden Tumorzellen der Zelllinie L3
nachweisbar. Mit zunehmender Inkubationszeit der Granulozyten verschiebt sich die AKT-Aktivierung
vom oberen ins untere Epitheldrittel der 3D-Kulturen mit PeCa L3 und spiegelt demnach das von apikal
nach basal gerichtete Migrationsverhalten der Granulozyten wider. Bei L3 ist der GroRteil der
immigrierten Granulozyten, unabhangig der Inkubationszeit und Immigrationstiefe, magentafarben und

braunlich geférbt, sodass Granulozyten neben CD15 auch pAKT exprimieren.

Im Zelllinienvergleich ist anzumerken, dass PeCa P2 und L3 in Kontrollkulturen eine vergleichbar

intensive, pAKT-spezifische Braunfdarbung des Epithels zeigen, wahrend bei L2 keine pAKT-
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Expression in der Epithelschicht nachweisbar ist. In Versuchskulturen mit geringer Inkubationszeit der
Granulozyten ist die starkste Aktivierung von AKT zunéchst bei L2, gefolgt von L3 und P2, detektierbar.
Diese Rangfolge kehrt sich spéatestens nach acht Stunden zugunsten von P2 um und wird nach
vierundzwanzig Stunden von L3 angefuhrt. Die nukledare Braunfarbung fir pAKT ist bei allen drei
PeCa-Zelllinien, abhangig von der Inkubationsdauer der Granulozyten, hauptséachlich im oberen oder
unteren Epitheldrittel lokalisiert. Somit lassen die Beobachtungen dieses Versuches in Zusammenschau
mit den Ergebnissen der CD15-Farbung (Abbildung 17) den Ruckschluss zu, dass die pAKT-Farbung
in den Tumorzellen der drei verschiedenen PeCa-Zelllinien dem Einwanderungsverhalten der
Granulozyten zu folgen scheint. Des Weiteren erscheinen Granulozyten Uber die Zeit bei allen drei
PeCa-Zelllinien, jedoch vor allem bei L2, in einem Mischfarbton aus magentafarben und braun. Dies
deutet auf eine Expression von pAKT und CD15 bei Granulozyten hin. Infolgedessen scheinen unter
diesen Kulturbedingungen und unabhédngig der verwendeten PeCa-Zelllinie AKT-involvierende
Signalwege in Granulozyten aktiv zu sein. VHF sind bei PeCa P2, L2 und L3 sowohl in Kulturen mit
als auch ohne Granulozyten sowie (ber alle Zeitpunkte hinweg schwach braunlich geférbt, sodass von
einer basalen AKT-Aktivierung ausgegangen werden kann.
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Abbildung 23: Nachweis von pAKT (Thr308) und CD15 mittels Immunhistochemie.
Organotypische 3D-Kulturen mit den Peniskarzinomzelllinien P2, L2 und L3 wurden fiir 14 Tage
kultiviert. AnschlieRend wurden je 5 x 10° frisch isolierte Granulozyten von oben auf die
Versuchskulturen gegeben und 4, 6, 8 oder 24 Stunden nach Granulozytenzugabe fixiert. Die
Kontrollkulturen wurden lediglich mit 1x PBS behandelt und nach 24 Stunden fixiert. Um den Einfluss
der Granulozyten auf die Aktivierung von AKT beurteilen zu kénnen, wurde eine immunhistochemische
Doppelfarbung durchgefuhrt. Die Detektion des pAKT-spezifischen Primdrantikorpers erfolgte durch
Verwendung eines Peroxidase-gekoppelten Sekunddrantikorpers. Durch Zugabe der DAB-Peroxidase-
Substratlésung entstand die Braunfarbung. Der CD15-spezifische Primarantikdrper wurde mithilfe eines
Alkalische-Phosphatase-gekoppelten Sekunddrantikorpers detektiert. Das Hinzufugen der Red-
Alkaline-Phosphatase-Substratldsung fuhrte zur magentafarbenen Farbreaktion. Die Zellkerne wurden
mit Hamatoxylin blau gefarbt. Die Fotodokumentation erfolgte mittels Leica DMI6000 B
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Forschungsmikroskop bei zweihundertfacher VergroRerung. Représentative Bilder aus drei Farbungen
einer Kultur werden gezeigt. CD = cluster of differentiation, DAB = 3,3'-Diaminobenzidin, pAKT =
phosphorylierte Proteinkinase B.

Da die rotbraunen Farbténe der Immunhistochemie (Abbildung 23) nur bedingt voneinander
unterschieden werden kdnnen, wurde im Anschluss eine Immunfluoreszenzfarbung, die sich besser zur
Visualisierung von Doppelfarbungen eignet, mit pAKT und CD15 durchgefuhrt (Abbildungen 24 bis
31).

Wird der Fokus zunéchst auf die granulozytenlosen Kontrollkulturen (Abbildung 24) gerichtet, zeigt
sich bei PeCa P2, L2 und L3 ein basales Aktivierungslevel fir AKT im gesamten Epithel. Sporadisch
ist eine nukledre Signalzunahme der rotfarbenen, pAKT-spezifischen Immunfluoreszenz erkennbar, die
bei PeCa P2 und L3 diffus im Epithel verteilt ist und sich bei L2 in der unteren Epithelhélfte befindet.
Diese Beobachtung lasst sich am ehesten durch tote Zellen erkléren, die den Antikdrper unspezifisch
aufnehmen und so zu einem vermeintlichen pAKT-Nachweis fiihren. ErwartungsgemaR ist in 3D-
Kulturen ohne Granulozyten keine Expression des Granulozytenmarkers CD15 detektierbar. Bei VHF
fallt das rotfarbene Fluoreszenzsignal fir pAKT, unabhé&ngig der verwendeten PeCa-Zelllinie, schwach

aus.
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Abbildung 24: Nachweis von pAKT (Thr308) und CD15 in organotypischen 3D-Kulturen ohne
Granulozyten  mittels  Immunfluoreszenz.  Organotypische ~ 3D-Kulturen ~ mit  den
Peniskarzinomzelllinien P2, L2 und L3 wurden fur 14 Tage kultiviert. Die hier abgebildeten
Kontrollkulturen wurden mit 1x PBS behandelt und nach 24 Stunden fixiert. Die Detektion des pAKT-
spezifischen Priméarantikdrpers erfolgte mittels Alexa Fluor 546-markiertem Sekundarantikdrper. Der
CD15-spezifische  Primarantikdrper wurde mithilfe eines Alexa Fluor 488-markierten
Sekundarantikorpers detektiert. Die Zellkerne wurden mit DAPI (1:50000) gefarbt. Die
Immunfluoreszenzfarbungen wurden mithilfe des Leica DMI6000 B Forschungsmikroskops
(zweihundertfache BildvergrofRerung) fotodokumentiert. Abgebildet werden Immunfluoreszenz, CD15-
Farbung und nukledre DAPI-Farbung sowie deren Overlay. Représentative Bilder aus drei Farbungen
einer Kultur werden gezeigt. CD = cluster of differentiation, DAPI = 4',6-Diamidin-2-phenylindol,
pAKT = phosphorylierte Proteinkinase B.
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In organotypischen 3D-Kulturen, die vier Stunden nach Zugabe der Granulozyten fixiert wurden
(Abbildung 25), ist bei allen drei PeCa-Zelllinien, jedoch am stdrksten bei PeCa L2, ein dezentes,
rotfarbenes, pAKT-spezifisches Fluoreszenzsignal in der gesamten Epithelschicht sichtbar. Durch
Expression des Markers CD15 lassen sich Granulozyten eindeutig identifizieren. Wéhrend bei PeCa L2
alle immigrierten Granulozyten neben CD15 auch pAKT exprimieren, demzufolge doppelt positiv sind
und durch Uberlagerung der griinen CD15- und rotfarbenen pAKT-Fluoreszenz eine gelbe Farbung
zeigen, trifft dies in 3D-Kulturen mit P2 und L3 lediglich auf die Mehrheit, aber nicht auf alle
Granulozyten zu. Demzufolge scheinen, unabhéngig der verwendeten PeCa-Zelllinie, AKT-abhéngige
Signalwege in Granulozyten aktiv zu sein. Bei genauerer Betrachtung liegt in der Epithelschicht aller
drei PeCa-Zelllinien, insbesondere bei L3, keine vollstandige Deckungsgleichheit der beiden
Immunfluoreszenzfarbungen vor, sodass sich mehrfach ein an Granulozyten grenzendes, rotfarbenes,
pAKT-spezifisches Signal erkennen l&sst. Infolgedessen zeigt sich in penilen Tumorzellen, die sich in
der N&he der Granulozyten befinden, unabhéngig der verwendeten PeCa-Zelllinie, allerdings vor allem
bei L3, ein gesteigerter pAKT-Nachweis. VHF weisen bei allen drei PeCa-Zelllinien nicht nur in
Kulturen mit Granulozyten, sondern auch in Kulturen ohne Granulozyten lediglich ein basales
Aktivierungslevel fur AKT auf.
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Abbildung 25: Nachweis von pAKT (Thr308) und CD15 in organotypischen 3D-Kulturen mit
Granulozyten fiir 4 Stunden mittels Immunfluoreszenz. Organotypische 3D-Kulturen mit den
Peniskarzinomzelllinien P2, L2 und L3 wurden fiir 14 Tage kultiviert. Im Anschluss wurden je 5 x 10°
frisch isolierte Granulozyten von oben auf die Versuchskulturen gegeben und 4 Stunden nach
Granulozytenzugabe fixiert. Der Einfluss der Granulozyten auf die Phosphorylierung von AKT
(Thr308) wurde mittels Immunfluoreszenz-Doppelfarbung analysiert. Die Detektion des pAKT-
spezifischen  Primédrantikorpers  erfolgte  mithilfe eines Alexa Fluor  546-markierten
Sekundarantikorpers. Der CD15-spezifische Primarantikorper wurde mittels Alexa Fluor 488-
markiertem Sekundarantikorper detektiert. Zur Darstellung der Zellkerne wurde DAPI (1:50000)
verwendet. Die Immunfluoreszenzfarbungen wurden mithilfe des Leica DMI6000 B
Forschungsmikroskops (zweihundertfache BildvergroRerung) fotodokumentiert. Gezeigt werden
Immunfluoreszenz, CD15-Farbung und nukledre DAPI-Farbung sowie deren Overlay. Représentative
Bilder aus drei Farbungen einer Kultur werden abgebildet. CD = cluster of differentiation, DAPI = 4',6-
Diamidin-2-phenylindol, pAKT = phosphorylierte Proteinkinase B.
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Sechs Stunden nach Immigration der Granulozyten (Abbildung 26) zeigen Kulturen mit PeCa P2, L2
und L3 erneut ein basales Aktivierungslevel fir AKT im gesamten Epithel mit einem gesteigerten,
rotfarbenen, pAKT-spezifischen Fluoreszenzsignal im oberen Epitheldrittel bei PeCa L2. Wéhrend bei
P2 und L3 lediglich der Grofteil der Granulozyten sowohl CD15 als auch pAKT exprimiert, sind bei
L2 ausnahmslos alle eingewanderten Granulozyten doppelt positiv. Vergleichend zu 3D-Kulturen nach
vierstindiger Inkubation sind die CD15- und pAKT-Féarbungen im Epithel aller drei PeCa-Zelllinien,
jedoch vor allem bei L3, nicht vollkommen kongruent. Demnach liegt hier AKT in Granulozyten

umgebenden Tumorzellen phosphoryliert und somit aktiviert vor.
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Abbildung 26: Nachweis von pAKT (Thr308) und CD15 in organotypischen 3D-Kulturen mit
Granulozyten fiir 6 Stunden mittels Immunfluoreszenz. Organotypische 3D-Kulturen mit den
Peniskarzinomzelllinien P2, L2 und L3 wurden fiir 14 Tage kultiviert. AnschlieBend wurden je 5 x 10°
frisch isolierte Granulozyten von oben auf die Versuchskulturen gegeben und 6 Stunden nach
Granulozytenzugabe fixiert. Um den Einfluss der Granulozyten auf die Aktivierung von AKT (Thr308)
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beurteilen zu kénnen, wurde eine Immunfluoreszenz-Doppelfarbung durchgefiihrt. Die Detektion des
pAKT-spezifischen  Primarantikdrpers  erfolgte  mittels  Alexa  Fluor  546-markiertem
Sekundarantikorper. Der CD15-spezifische Primarantikorper wurde mithilfe eines Alexa Fluor 488-
markierten Sekundérantikorpers detektiert. Die Zellkerne wurden mit DAPI (1:50000) gefarbt. Die
Immunfluoreszenzfarbungen wurden mithilfe des Leica DMI6000 B Forschungsmikroskops
(zweihundertfache Bildvergrofierung) fotodokumentiert. Abgebildet werden Immunfluoreszenz, CD15-
Farbung und nukledre DAPI-Farbung sowie deren Overlay. Reprasentative Bilder aus drei Farbungen
einer Kultur werden gezeigt. CD = cluster of differentiation, DAPI = 4',6-Diamidin-2-phenylindol,
pAKT = phosphorylierte Proteinkinase B.

Lasst man Granulozyten in 3D-Kulturen immigrieren, ist nach acht Stunden (Abbildung 27) bei allen
drei PeCa-Zelllinien, jedoch am stérksten bei PeCa P2, gefolgt von L3 und schlielich L2, eine im
gesamten Epithel lokalisierte AKT-Aktivierung erkennbar. Vergleichend zu den Abbildungen 25 und
26 liegt AKT bei L2 in allen eingewanderten Granulozyten in seiner aktivierten Form vor, wahrend
diese Beobachtung in den Kulturen mit P2 und L3 lediglich auf die Mehrzahl der Granulozyten zutrifft.
Wiederholt sind die beiden Immunfluoreszenzfarbungen im Epithel der drei PeCa-Zelllinien nicht
komplett deckungsgleich. Dadurch kann, insbesondere bei PeCa L3 und nun auch eindriicklich bei P2,
in zu Granulozyten benachbarten Tumorzellen verstarkt pAKT als rotfarbene Fluoreszenz nachgewiesen

werden.

84



Ergebnisse

PeCa P2 PeCa L2 PeCa L3

=

<

(@)

R M JV\‘;%X-\,';‘—“ |
B . »

ht

)

@

~

N

<

o

>

S

5}

>

© 2
].T)() pm’
—_—

Abbildung 27: Nachweis von pAKT (Thr308) und CD15 in organotypischen 3D-Kulturen mit
Granulozyten fur 8 Stunden mittels Immunfluoreszenz. Organotypische 3D-Kulturen mit den
Peniskarzinomzelllinien P2, L2 und L3 wurden fiir 14 Tage kultiviert. Im Anschluss wurden je 5 x 10°
frisch isolierte Granulozyten von oben auf die Versuchskulturen gegeben und 8 Stunden nach
Granulozytenzugabe fixiert. Eine Immunfluoreszenz-Doppelfarbung wurde durchgefiihrt, um den
Einfluss der Granulozyten auf die Aktivierung von AKT (Thr308) zu untersuchen. Die Detektion des
pAKT-spezifischen  Primarantikdrpers  erfolgte  mittels  Alexa  Fluor  546-markiertem
Sekundarantikorper. Der CD15-spezifische Primarantikorper wurde mithilfe eines Alexa Fluor 488-
markierten Sekundarantikérpers detektiert. Zur Visualisierung der Zellkerne wurde DAPI (1:50000)
verwendet. Die Immunfluoreszenzfarbungen wurden mithilfe des Leica DMIG000 B
Forschungsmikroskops (zweihundertfache BildvergroRerung) fotodokumentiert. Dargestellt werden
Immunfluoreszenz, CD15-Farbung und nukledre DAPI-Farbung sowie deren Overlay. Représentative
Bilder aus drei Farbungen einer Kultur werden abgebildet. CD = cluster of differentiation, DAPI = 4',6-
Diamidin-2-phenylindol, pAKT = phosphorylierte Proteinkinase B.
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Nach vierundzwanzigstindiger Granulozyteninkubation (Abbildung 28) zeigen die 3D-Kulturen mit
den Peniskarzinomzelllinien P2, L2 und L3 ein diffus im gesamten Epithel vorkommendes, rotfarbenes
Fluoreszenzsignal fir pAKT. Hervorzuheben ist dabei die gesteigerte, sich in Granulozytennahe
befindende Signalintensitdt im unteren Epitheldrittel bei PeCa L2. Wahrend bei L2 alle immigrierten
Granulozyten sowohl CD15 als auch pAKT exprimieren, ist bei PeCa P2 und L3 lediglich der GroRteil
der Granulozyten doppelt positiv. Somit ist in Granulozyten, unabhéngig der verwendeten PeCa-
Zelllinie, AKT phosphoryliert und damit aktiviert. Erneut liegt im Epithel der drei PeCa-Zelllinien keine
vollstdndige Deckungsgleichheit der CD15- und pAKT-Farbungen vor, sodass nicht nur bei PeCa L3
und P2, sondern neuerdings auch deutlich bei L2 in penilen Tumorzellen, die in der Umgebung von

Granulozyten angesiedelt sind, pAKT verstérkt nachweisbar ist.
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Abbildung 28: Nachweis von pAKT (Thr308) und CD15 in organotypischen 3D-Kulturen mit
Granulozyten fur 24 Stunden mittels Immunfluoreszenz. Organotypische 3D-Kulturen mit den
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Peniskarzinomzelllinien P2, L2 und L3 wurden fiir 14 Tage kultiviert. AnschlieBend wurden je 5 x 10°
frisch isolierte Granulozyten von oben auf die Versuchskulturen gegeben und 24 Stunden nach
Granulozytenzugabe fixiert. Um den Einfluss der Granulozyten auf die Aktivierung von AKT (Thr308)
beurteilen zu kdnnen, wurde eine Immunfluoreszenz-Doppelfarbung durchgefiihrt. Die Detektion des
pAKT-spezifischen  Primarantikdrpers  erfolgte  mittels  Alexa  Fluor  546-markiertem
Sekundarantikorper. Der CD15-spezifische Primarantikorper wurde mithilfe eines Alexa Fluor 488-
markierten Sekundarantikorpers detektiert. Die Zellkerne wurden mit DAPI (1:50000) gefarbt. Die
Immunfluoreszenzfarbungen wurden mithilfe des Leica DMI6000 B Forschungsmikroskops
(zweihundertfache Bildvergréerung) fotodokumentiert. Abgebildet werden Immunfluoreszenz, CD15-
Farbung und nukledre DAPI-Farbung sowie deren Overlay. Reprasentative Bilder aus drei Farbungen
einer Kultur werden gezeigt. CD = cluster of differentiation, DAPI = 4',6-Diamidin-2-phenylindol,
pAKT = phosphorylierte Proteinkinase B.

Neben Abbildungen zum Vergleich der drei PeCa-Zelllinien zu einem Zeitpunkt (Abbildungen 24 bis
28) wurden ebenfalls Abbildungen fir jede Zelllinie pro Zeitpunkt (Abbildungen 29 bis 31) der pAKT-

und CD15-spezifischen Immunfluoreszenz gefertigt.

Im Falle der Primértumorzelllinie P2 (Abbildung 29) unterscheiden sich 3D-Kulturen mit und ohne
Granulozyten hinsichtlich des Nachweises von pAKT deutlich: Wéhrend sich in der granulozytenlosen
Kontrollkultur mit P2 lediglich ein basales Aktivierungslevel fir AKT zeigt, ist in Kulturen mit
Granulozyten, unabhéngig der Inkubationszeit, ein im gesamten Epithel vorkommendes, rotfarbenes,
pAKT-spezifisches Fluoreszenzsignal mit vor allem ab acht Stunden nach Immigration der
Granulozyten auftretender nukledrer Signalzunahme einzelner peniler Tumorzellen feststellbar. Der
Grol3teil der in 3D-Kulturen mit PeCa P2 eingewanderten Granulozyten exprimiert Gber die Zeit sowohl
CD15 als auch pAKT, sodass unter diesen Kulturbedingungen AKT-abhédngige Signalwege in
Granulozyten aktiviert zu sein scheinen. Insbesondere bei achtstiindiger und vierundzwanzigstiindiger
Inkubation sind substanziell mehr Granulozyten in die Kulturen eingewandert und pAKT anhand
fehlender Kongruenz der beiden Immunfluoreszenzfarbungen im Epithel gesteigert in zu Granulozyten
benachbarten Tumorzellen nachweisbar. Folglich fuhrt die Anwesenheit von Granulozyten zu einer

verstarkten Phosphorylierung und damit Aktivierung von AKT bei PeCa P2.
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Abbildung 29: Nachweis von pAKT (Thr308) und CD15 in organotypischen 3D-Kulturen mit der
Peniskarzinomzelllinie P2 mittels Immunfluoreszenz. Organotypische 3D-Kulturen mit der
Peniskarzinomzelllinie P2 wurden fiir 14 Tage kultiviert. Im Anschluss wurden je 5 x 108 frisch isolierte
Granulozyten von oben auf die Versuchskulturen gegeben und 4, 6, 8 oder 24 Stunden nach
Granulozytenzugabe fixiert. Die Kontrollkulturen wurden lediglich mit 1x PBS behandelt und nach
24 Stunden fixiert. Der Einfluss der Granulozyten auf die Phosphorylierung von AKT (Thr308) wurde
mittels Immunfluoreszenz-Doppelfarbung untersucht. Die Detektion des pAKT-spezifischen
Primérantikorpers erfolgte mithilfe eines Alexa Fluor 546-markierten Sekundarantikorpers. Der CD15-
spezifische Primarantikérper wurde mittels Alexa Fluor 488-markiertem Sekundarantikorper detektiert.
Zur Darstellung der Zellkerne wurde DAPI (1:50000) verwendet. Die Immunfluoreszenzfarbungen
wurden mithilfe des Leica DMI6000 B Forschungsmikroskops (zweihundertfache Bildvergrdfierung)
fotodokumentiert. Gezeigt werden Immunfluoreszenz, CD15-Féarbung und nukledre DAPI-Farbung
sowie deren Overlay. Représentative Bilder aus drei Farbungen einer Kultur werden abgebildet.
CD = cluster of differentiation, DAPI = 4'.6-Diamidin-2-phenylindol, G = Granulozyten, pAKT =
phosphorylierte Proteinkinase B.
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Die granulozytenlose 3D-Kultur mit der Peniskarzinomzelllinie L2 (Abbildung 30) zeigt lediglich ein
basales Aktivierungslevel flir AKT im gesamten Epithel. Lasst man Granulozyten in die Kulturen mit
L2 einwandern, ist Uber die Zeit ein rotfarbenes, pAKT-spezifisches Fluoreszenzsignal in der gesamten
Epithelschicht mit nukledrer Signalzunahme einzelner peniler Tumorzellen, die vier und sechs Stunden
nach Immigration der Granulozyten vor allem im oberen Epitheldrittel und nach vierundzwanzig
Stunden im unteren Epitheldrittel lokalisiert sind, sichtbar. Dementsprechend gleicht die Lokalisation
des gesteigerten pAKT-Nachweises bei PeCa L2 dem von apikal nach basal gerichteten
Einwanderungsverhalten der Granulozyten. Im Falle der Zelllinie L2 exprimieren ausnahmslos alle
Granulozyten, unabhangig der Inkubationszeit und Immigrationstiefe, neben CD15 auch pAKT und sind
damit doppelt positiv. Die beiden Immunfluoreszenzfarbungen sind im Epithel der Kulturen mit L2
nicht komplett deckungsgleich, sodass AKT, insbesondere nach vierundzwanzigsttindiger Inkubation,
in den Tumorzellen, die sich in der N&he der Granulozyten befinden, phosphoryliert und damit aktiviert
vorliegt. Somit scheinen Granulozyten auf ihrem Weg durchs Epithel AKT-abhé&ngige Signalwege in

Tumorzellen von PeCa L2 zu aktivieren.
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Abbildung 30: Nachweis von pAKT (Thr308) und CD15 in organotypischen 3D-Kulturen mit der
Peniskarzinomzelllinie L2 mittels Immunfluoreszenz. Organotypische 3D-Kulturen mit der
Peniskarzinomzelllinie L2 wurden fiir 14 Tage kultiviert. AnschlieBend wurden je 5 x 10° frisch isolierte
Granulozyten von oben auf die Versuchskulturen gegeben und 4, 6, 8 oder 24 Stunden nach
Granulozytenzugabe fixiert. Die Kontrollkulturen wurden lediglich mit 1x PBS behandelt und nach 24
Stunden fixiert. Um den Einfluss der Granulozyten auf die Aktivierung von AKT (Thr308) beurteilen
zu konnen, wurde eine Immunfluoreszenz-Doppelfarbung durchgefiihrt. Die Detektion des pAKT-
spezifischen Primarantikdrpers erfolgte mittels Alexa Fluor 546-markiertem Sekundarantikdrper. Der
CD15-spezifische  Primarantikdrper wurde mithilfe eines Alexa Fluor 488-markierten
Sekundarantikorpers detektiert. Die Zellkerne wurden mit DAPI (1:50000) geféarbt. Die
Immunfluoreszenzfarbungen wurden mithilfe des Leica DMI6000 B Forschungsmikroskops
(zweihundertfache BildvergréRerung) fotodokumentiert. Abgebildet werden Immunfluoreszenz, CD15-
Farbung und nukledre DAPI-Farbung sowie deren Overlay. Reprasentative Bilder aus drei Farbungen
einer Kultur werden gezeigt. CD = cluster of differentiation, DAPI = 4',6-Diamidin-2-phenylindol, G =
Granulozyten, pAKT = phosphorylierte Proteinkinase B.

Im Folgenden wird die Aktivierung von AKT in 3D-Kulturen mit der PeCa-Zelllinie L3 in Abhangigkeit
der eingewanderten Granulozyten nach Zeit verglichen (Abbildung 31). Wahrend sich in der Kultur
ohne Granulozyten lediglich ein basales Aktivierungslevel fir AKT zeigt, resultiert bei L3 aus Zugabe
von Granulozyten, unabhangig der Inkubationszeit, ein im gesamten Epithel detektierbares, rotfarbenes,
pAKT-spezifisches Fluoreszenzsignal mit nukleédrer Signalzunahme einzelner peniler Tumorzellen.
Vergleichend zu PeCa P2 ist bei L3 ber die Zeit die Mehrheit der immigrierten Granulozyten doppelt
positiv gefarbt. Demnach liegt AKT in Granulozyten der 3D-Kulturen mit PeCa L3 in seiner aktivierten
Form vor. Erneut sind die CD15- und pAKT-Farbungen im Epithel nicht vollstandig kongruent, sodass
im Falle von L3 ab vierstiindiger Inkubation in Granulozyten umgebenden Tumorzellen AKT verstarkt
aktiviert ist. Mit zunehmender Inkubationszeit erhoht sich die Anzahl pAKT-positiver Tumorzellen der

Zelllinie L3 entsprechend der sich steigernden Menge eingewanderter Granulozyten.
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Abbildung 31: Nachweis von pAKT (Thr308) und CD15 in organotypischen 3D-Kulturen mit der
Peniskarzinomzelllinie L3 mittels Immunfluoreszenz. Organotypische 3D-Kulturen mit der
Peniskarzinomzelllinie L3 wurden fiir 14 Tage kultiviert. Im Anschluss wurden je 5 x 108 frisch isolierte
Granulozyten von oben auf die Versuchskulturen gegeben und 4, 6, 8 oder 24 Stunden nach
Granulozytenzugabe fixiert. Die Kontrollkulturen wurden lediglich mit 1x PBS behandelt und nach
24 Stunden fixiert. Eine Immunfluoreszenz-Doppelfarbung wurde durchgefiihrt, um den Einfluss der
Granulozyten auf die Aktivierung von AKT (Thr308) zu untersuchen. Die Detektion des pAKT-
spezifischen Priméarantikorpers erfolgte mittels Alexa Fluor 546-markiertem Sekundarantikdrper. Der
CD15-spezifische  Primarantikdrper wurde mithilfe eines Alexa Fluor 488-markierten
Sekundarantikorpers detektiert. Zur Visualisierung der Zellkerne wurde DAPI (1:50000) verwendet. Die
Immunfluoreszenzfarbungen wurden mithilfe des Leica DMI6000 B Forschungsmikroskops
(zweihundertfache BildvergroRerung) fotodokumentiert. Dargestellt werden Immunfluoreszenz, CD15-
Farbung und nukledre DAPI-Farbung sowie deren Overlay. Représentative Bilder aus drei Farbungen
einer Kultur werden abgebildet. CD = cluster of differentiation, DAPI = 4',6-Diamidin-2-phenylindol,
G = Granulozyten, pAKT = phosphorylierte Proteinkinase B.
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Im direkten Vergleich zur Immunhistochemie (Abbildung 23) ermdglicht die Immunfluoreszenz
(Abbildungen 24 bis 31) eine genauere Zuordnung der pAKT-Farbung zu den Granulozyten und
erleichtert somit den Nachweis pAKT-positiver peniler Tumorzellen in deren direkter Nachbarschaft.
Wahrend AKT bei PeCa L3 bereits ab vierstlindiger Inkubation verstérkt in Granulozyten umgebenden
Tumorzellen phosphoryliert und damit aktiviert vorliegt, ist dies bei P2 erst ab acht Stunden und bei L2
vierundzwanzig Stunden nach Immigration der Granulozyten der Fall. Die Anzahl pAKT-positiver
Tumorzellen steigt in 3D-Kulturen mit PeCa P2, L2 und L3 mit zunehmender Inkubationszeit der
Granulozyten an. VHF exprimieren, unabhangig der verwendeten PeCa-Zelllinie sowie in Kulturen mit

als auch ohne Granulozyten und tber alle Zeitpunkte hinweg, schwach pAKT.

Zusammenfassend sprechen die Daten der 2D- und 3D-Farbungen fur eine sehr starke Aktivierung von
AKT in Granulozyten, unabhdngig der verwendeten PeCa-Zelllinie, Inkubationszeit und
Immigrationstiefe. Des Weiteren scheint der direkte Kontakt zu Granulozyten AKT-abhéngige
Signalwege in penilen Tumorzellen der HPV-positiven PeCa-Zelllinien P2, L2 und L3 zu aktivieren.
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5.6 Aktivierung von ERK in organotypischen 3D-Kulturen mit den HPV-positiven PeCa-
Zelllinien P2, L2 und L3

Der ebenfalls durch EGFR aktivierte Ras/RaffMEK/ERK-Signalweg reguliert wichtige physiologische
Prozesse wie Proliferation, Differenzierung, Entwicklung und Apoptose der Zellen, interagiert mit dem
PI3K/AKT-Signalweg und ist mit der Onkogenese humaner Tumoren assoziiert (McCubrey et al.,
2007). Dessen Schlisselprotein ERK verhindert durch Suppression proapoptotischer Faktoren sowie

durch Stimulation antiapoptotischer Proteine die Zellapoptose (Lavoie et al., 2020).

Nachdem im 2D-Zellkulturmodell eine Uberexpression von pERK in HPV-positiven Zellen der PeCa-
Linien P2 (Abbildungen 12 und 14) und L2 (Abbildungen 13 und 15) nachgewiesen werden konnte,
wurde die Aktivierung von ERK in 3D-Kulturen mit P2, L2 und L3 mittels Immunhistochemie
analysiert (Abbildung 32).

In 3D-Kulturen ohne Granulozyten zeigt sich, unabhangig der verwendeten PeCa-Zelllinie, eine sowohl
nukleér als auch zytoplasmatisch lokalisierte, pERK-spezifische Braunfarbung im gesamten Epithel.
Dieser pERK-Nachweis ist bei L2 am stérksten und bei P2 am schwéchsten ausgepragt. Lasst man
Granulozyten in die Kulturen immigrieren, ist, unabhangig der Inkubationszeit, wiederholt bei allen drei
PeCa-Zelllinien, erneut am starksten bei L2, gefolgt von L3 und zuletzt P2, eine nukledre und
zytoplasmatische Aktivierung von ERK in der gesamten Epithelschicht feststellbar. Zudem zeigt sich
bei PeCa L3 bereits ab vierstiindiger Inkubation der Granulozyten eine erhohte Farbintensitat der
nukleédren Braunfarbung fiir pERK in der unteren Epithelhélfte. Hingegen ist bei P2 lediglich in der
Kultur, die acht Stunden nach Zugabe der Granulozyten fixiert wurde, vermehrt pERK in
Tumorzellnuklei des unteren Epitheldrittels nachweisbar. Wéhrend nukledre ERK bei PeCa L2 ab
vierstiindiger Inkubation gesteigert in der oberen Epithelhalfte phosphoryliert und damit aktiviert
vorliegt, verschiebt sich dies nach vierundzwanzig Stunden in Einklang mit dem von apikal nach basal
gerichteten Einwanderungsverhalten der Granulozyten in die untere Epithelhdlfte. Granulozyten
exprimieren, unabhédngig der verwendeten PeCa-Zelllinie, Inkubationszeit und Immigrationstiefe,
PERK. VHF sind bei P2, L2 und L3, in Kulturen mit als auch ohne Granulozyten sowie unabhéngig der

Inkubationszeit, braunlich gefarbt und ERK somit aktiviert.
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Abbildung 32: Nachweis von pERK in organotypischen 3D-Kulturen mittels Immunhistochemie.
Organotypische 3D-Kulturen mit den Peniskarzinomzelllinien P2, L2 und L3 wurden fir 14 Tage
kultiviert. Im Anschluss wurden je 5 x 10° frisch isolierte Granulozyten von oben auf die
Versuchskulturen gegeben und 4, 6, 8 oder 24 Stunden nach Granulozytenzugabe fixiert. Die
Kontrollkulturen wurden lediglich mit 1x PBS behandelt und nach 24 Stunden fixiert. Zum Nachweis
von pERK wurde eine immunhistochemische Férbung durchgefihrt. Die Detektion des pERK-
spezifischen Primérantikorpers erfolgte mithilfe eines Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikorpers.
Durch Zugabe der DAB-Peroxidase-Substratldsung entstand die Braunfarbung. Die Zellkerne wurden
mit H&matoxylin blau gefarbt. Die Fotodokumentation erfolgte mittels Leica DMI6000 B
Forschungsmikroskop bei zweihundertfacher VVergrofierung. Abgebildet werden représentative Bilder
aus drei Farbungen einer Kultur. DAB = 3,3'-Diaminobenzidin.
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An die Immunhistochemie (Abbildung 32) schloss sich eine Immunfluoreszenzfarbung mit pERK und

CD15 an (Abbildungen 33 bis 40), da diese sich besser zur Visualisierung von Doppelfarbungen eignet.

Widmet man sich anfangs den Kulturen ohne Granulozyten (Abbildung 33), zeigt sich im gesamten
Epithel der drei PeCa-Zelllinien eine Hintergrundfarbung fir pERK. Nennenswert ist die vermutlich auf
Fluoreszenz toter Zellen beruhende Signalzunahme einzelner, diffus in der Epithelschicht lokalisierter
Tumorzellen bei L3. Erwartungsgemal’ ist in granulozytenlosen Kulturen keine Expression des
Granulozytenmarkers CD15 detektierbar. VHF weisen, unabhangig der verwendeten PeCa-Zelllinie,
lediglich ein basales Aktivierungslevel fir ERK auf.
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Abbildung 33: Nachweis von pERK und CD15 in organotypischen 3D-Kulturen ohne
Granulozyten  mittels  Immunfluoreszenz.  Organotypische  3D-Kulturen ~ mit  den
Peniskarzinomzelllinien P2, L2 und L3 wurden fur 14 Tage kultiviert. Die hier abgebildeten
Kontrollkulturen wurden mit 1x PBS behandelt und nach 24 Stunden fixiert. Die Detektion des pERK-
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spezifischen Primarantikdrpers erfolgte mittels Alexa Fluor 546-markiertem Sekundarantikdrper. Der
CD15-spezifische  Primarantikdrper wurde mithilfe eines Alexa Fluor 488-markierten
Sekundarantikorpers detektiert. Zur Darstellung der Zellkerne wurde DAPI (1:50000) verwendet. Die
Immunfluoreszenzfarbungen wurden mithilfe des Leica DMI6000 B Forschungsmikroskops
(zweihundertfache Bildvergrofierung) fotodokumentiert. Gezeigt werden Immunfluoreszenz, CD15-
Farbung und nukledre DAPI-Farbung sowie deren Overlay. Reprasentative Bilder aus drei Farbungen
einer Kultur werden abgebildet. CD = cluster of differentiation, DAPI = 4',6-Diamidin-2-phenylindol,
PERK = phosphorylated extracellular signal-regulated kinase.

Nach vierstlindiger Inkubation der Granulozyten (Abbildung 34) ist ERK in Kulturen mit PeCa P2, L2
und L3 im gesamten Epithel basal aktiviert. Die beiden Immunfluoreszenzfarbungen sind in der
Epithelschicht der drei Peniskarzinomzelllinien vollstdndig deckungsgleich, sodass alle immigrierten
Granulozyten, unabhangig der verwendeten PeCa-Zelllinie, neben CD15 auch pERK exprimieren,
folglich doppelt positiv sind und durch Uberlagerung der griinen CD15- und rotfarbenen pERK-
Fluoreszenz eine gelbe Farbung zeigen. Demnach ist kein gesteigerter pERK-Nachweis in Granulozyten
umgebenden Tumorzellen detektierbar. VHF zeigen bei P2, L2 und L3 nicht nur in 3D-Kulturen mit
Granulozyten, sondern auch in Kulturen ohne Granulozyten lediglich eine geringe pERK-Expression.
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Abbildung 34: Nachweis von pERK und CD15 in organotypischen 3D-Kulturen mit
Granulozyten fiir 4 Stunden mittels Immunfluoreszenz. Organotypische 3D-Kulturen mit den
Peniskarzinomzelllinien P2, L2 und L3 wurden fur 14 Tage kultiviert. AnschlieBend wurden je
5 x 106 frisch isolierte Granulozyten von oben auf die Versuchskulturen gegeben und 4 Stunden nach
Granulozytenzugabe fixiert. Um den Einfluss der Granulozyten auf die Aktivierung von ERK beurteilen
zu koénnen, wurde eine Immunfluoreszenz-Doppelfarbung durchgefiihrt. Die Detektion des pERK-
spezifischen Priméarantikdrpers erfolgte mittels Alexa Fluor 546-markiertem Sekundarantikorper. Der
CD15-spezifische  Primarantikdrper wurde mithilfe eines Alexa Fluor 488-markierten
Sekundarantikdrpers detektiert. Die Zellkerne wurden mit DAPI (1:50000) geféarbt. Die
Immunfluoreszenzfarbungen wurden mithilfe des Leica DMI6000 B Forschungsmikroskops
(zweihundertfache BildvergrofRerung) fotodokumentiert. Abgebildet werden Immunfluoreszenz, CD15-
Farbung und nukledre DAPI-Féarbung sowie deren Overlay. Représentative Bilder aus drei Farbungen
einer Kultur werden gezeigt. CD = cluster of differentiation, DAPI = 4',6-Diamidin-2-phenylindol,
PERK = phosphorylated extracellular signal-regulated kinase.
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Lasst man Granulozyten in 3D-Kulturen immigrieren, ist nach sechs Stunden (Abbildung 35) eine
niedrigschwellige Positivitat fir pERK im gesamten Epithel der drei PeCa-Zelllinien feststellbar. Da
beide Immunfluoreszenzfarbungen in der Epithelschicht vollkommen kongruent sind, liegt in allen
eingewanderten Granulozyten, unabhédngig der verwendeten PeCa-Zelllinie, ERK phosphoryliert und
damit aktiviert vor, wahrend es auf der anderen Seite keinen nennenswerten pERK-Nachweis in
Tumorzellen und VHF gibt.
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Abbildung 35: Nachweis von pERK und CD15 in organotypischen 3D-Kulturen mit
Granulozyten fur 6 Stunden mittels Immunfluoreszenz. Organotypische 3D-Kulturen mit den
Peniskarzinomzelllinien P2, L2 und L3 wurden fir 14 Tage kultiviert. Im Anschluss wurden je
5 x 10° frisch isolierte Granulozyten von oben auf die Versuchskulturen gegeben und 6 Stunden nach
Granulozytenzugabe fixiert. Der Einfluss der Granulozyten auf die Phosphorylierung von ERK wurde
mittels Immunfluoreszenz-Doppelfarbung analysiert. Die Detektion des pERK-spezifischen
Primdrantikorpers erfolgte mithilfe eines Alexa Fluor 546-markierten Sekundérantikdrpers. Der CD15-
spezifische Primarantikérper wurde mittels Alexa Fluor 488-markiertem Sekundarantikorper detektiert.
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Zur Visualisierung der Zellkerne wurde DAPI (1:50000) verwendet. Die Immunfluoreszenzfarbungen
wurden mithilfe des Leica DMI6000 B Forschungsmikroskops (zweihundertfache BildvergréRerung)
fotodokumentiert. Dargestellt sind Immunfluoreszenz, CD15-Farbung und nukledre DAPI-Férbung
sowie deren Overlay. Reprasentative Bilder aus drei Farbungen einer Kultur werden abgebildet.
CD = cluster of differentiation, DAPI = 4'6-Diamidin-2-phenylindol, pERK = phosphorylated
extracellular signal-regulated kinase.

Acht Stunden nach Immigration der Granulozyten (Abbildung 36) zeigt sich in 3D-Kulturen mit den
Peniskarzinomzelllinien P2, L2 und L3 eine Hintergrundfarbung fir pERK in der gesamten
Epithelschicht. Vergleichend zu den Abbildungen 34 und 35 liegt im Epithel der drei PeCa-Zelllinien
eine vollstdndige Deckungsgleichheit der CD15- und pERK-Farbungen vor, sodass alle eingewanderten
Granulozyten, unabhéngig der verwendeten PeCa-Zelllinie, neben CD15 auch pERK exprimieren. In

Tumorzellen, die sich in der Nahe der Granulozyten befinden, ist ERK nicht verstarkt aktiviert.
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Abbildung 36: Nachweis von pERK und CD15 in organotypischen 3D-Kulturen mit
Granulozyten fir 8 Stunden mittels Immunfluoreszenz. Organotypische 3D-Kulturen mit den
Peniskarzinomzelllinien P2, L2 und L3 wurden fur 14 Tage kultiviert. AnschlieBend wurden je
5 x 10° frisch isolierte Granulozyten von oben auf die Versuchskulturen gegeben und 8 Stunden nach
Granulozytenzugabe fixiert. Um den Einfluss der Granulozyten auf die Aktivierung von ERK beurteilen
zu konnen, wurde eine Immunfluoreszenz-Doppelfarbung durchgefiihrt. Die Detektion des pERK-
spezifischen Priméarantikorpers erfolgte mittels Alexa Fluor 546-markiertem Sekundarantikorper. Der
CD15-spezifische  Primarantikdrper wurde mithilfe eines Alexa Fluor 488-markierten
Sekundarantikorpers detektiert. Die Zellkerne wurden mit DAPI (1:50000) geféarbt. Die
Immunfluoreszenzfarbungen wurden mithilfe des Leica DMI6000 B Forschungsmikroskops
(zweihundertfache Bildvergréerung) fotodokumentiert. Abgebildet werden Immunfluoreszenz, CD15-
Farbung und nukledre DAPI-Féarbung sowie deren Overlay. Représentative Bilder aus drei Farbungen
einer Kultur werden gezeigt. CD = cluster of differentiation, DAPI = 4',6-Diamidin-2-phenylindol,
PERK = phosphorylated extracellular signal-regulated kinase.

In organotypischen 3D-Kulturen, die vierundzwanzig Stunden nach Zugabe der Granulozyten fixiert
wurden (Abbildung 37), weisen die drei PeCa-Zelllinien ein basales Aktivierungslevel fir ERK im
gesamten Epithel auf. Im Overlay wird deutlich, dass die grine CD15-Farbung und die rotfarbene
pERK-Farbung bei P2, L2 und L3 komplett deckungsgleich sind, sodass ERK in allen immigrierten
Granulozyten phosphoryliert und damit aktiviert ist. Dementsprechend ist pERK in zu Granulozyten
benachbarten Tumorzellen nicht gesteigert nachweisbar.
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Abbildung 37: Nachweis von pERK und CD15 in organotypischen 3D-Kulturen mit
Granulozyten fur 24 Stunden mittels Immunfluoreszenz. Organotypische 3D-Kulturen mit den
Peniskarzinomzelllinien P2, L2 und L3 wurden fir 14 Tage kultiviert. Im Anschluss wurden je
5 x 10° frisch isolierte Granulozyten von oben auf die Versuchskulturen gegeben und 24 Stunden nach
Granulozytenzugabe fixiert. Eine Immunfluoreszenz-Doppelfarbung wurde durchgefiihrt, um den
Einfluss der Granulozyten auf die Aktivierung von ERK zu untersuchen. Die Detektion des pERK-
spezifischen Priméarantikdrpers erfolgte mittels Alexa Fluor 546-markiertem Sekundarantikérper. Der
CD15-spezifische  Primarantikdrper wurde mithilfe eines Alexa Fluor 488-markierten
Sekundérantikorpers detektiert. Zur Darstellung der Zellkerne wurde DAPI (1:50000) verwendet. Die
Immunfluoreszenzfarbungen wurden mithilfe des Leica DMI6000 B Forschungsmikroskops
(zweihundertfache BildvergroRerung) fotodokumentiert. Gezeigt werden Immunfluoreszenz, CD15-
Farbung und nukledre DAPI-Farbung sowie deren Overlay. Représentative Bilder aus drei Farbungen
einer Kultur werden abgebildet. CD = cluster of differentiation, DAPI = 4',6-Diamidin-2-phenylindol,
PERK = phosphorylated extracellular signal-regulated kinase.
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Als Néchstes wird die Aktivierung von ERK in 3D-Kulturen mit den Peniskarzinomzelllinien P2, L2
und L3 in Abhéangigkeit der immigrierten Granulozyten pro Zeitpunkt verglichen (Abbildungen 38 bis
40).

Findet zunédchst PeCa P2 Beachtung (Abbildung 38), zeigt sich sowohl in Kulturen mit als auch der
Kultur ohne Granulozyten eine Hintergrundfarbung fiir pERK in der gesamten Epithelschicht. Die
beiden Immunfluoreszenzfarbungen sind im Epithel tGber die Zeit vollkommen kongruent, sodass bei P2
alle eingewanderten Granulozyten, unabh&ngig der Inkubationszeit und Immigrationstiefe, doppelt
positiv sind. Zudem ist keine verstarkte pERK-Expression in Granulozyten umgebenden Tumorzellen
dieser Zelllinie sichtbar.
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Abbildung 38: Nachweis von pERK und CD15 in organotypischen 3D-Kulturen mit der
Peniskarzinomzelllinie P2 mittels Immunfluoreszenz. Organotypische 3D-Kulturen mit der
Peniskarzinomzelllinie P2 wurden fiir 14 Tage kultiviert. AnschlieRend wurden je 5 x 10° frisch isolierte
Granulozyten von oben auf die Versuchskulturen gegeben und 4, 6, 8 oder 24 Stunden nach
Granulozytenzugabe fixiert. Die Kontrollkulturen wurden lediglich mit 1x PBS behandelt und nach
24 Stunden fixiert. Um den Einfluss der Granulozyten auf die Aktivierung von ERK beurteilen zu
konnen, wurde eine Immunfluoreszenz-Doppelfarbung durchgefuhrt. Die Detektion des pERK-
spezifischen Primarantikdrpers erfolgte mittels Alexa Fluor 546-markiertem Sekundarantikdrper. Der
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CD15-spezifische  Primarantikdrper wurde mithilfe eines Alexa Fluor 488-markierten
Sekundarantikorpers detektiert. Die Zellkerne wurden mit DAPI (1:50000) geféarbt. Die
Immunfluoreszenzfarbungen wurden mithilfe des Leica DMI6000 B Forschungsmikroskops
(zweihundertfache Bildvergrofierung) fotodokumentiert. Abgebildet werden Immunfluoreszenz, CD15-
Farbung und nukledre DAPI-Féarbung sowie deren Overlay. Reprasentative Bilder aus drei Farbungen
einer Kultur werden gezeigt. CD = cluster of differentiation, DAPI = 4',6-Diamidin-2-phenylindol, G =
Granulozyten, pERK = phosphorylated extracellular signal-regulated kinase.

Im Falle der Peniskarzinomzelllinie L2 (Abbildung 39) ist in der granulozytenlosen Kultur sowie in
Kulturen mit Granulozyten fir pERK lediglich ein sehr schwaches, rotfarbenes Fluoreszenzsignal im
gesamten Epithel detektierbar. Im Vergleich zur Kontrollkultur fihrt die Anwesenheit von
Granulozyten, unabhéngig der Inkubationszeit und Immigrationstiefe, zu keinem gesteigerten pERK-
Nachweis in Tumorzellen dieser Zelllinie. Bei L2 liegt Uber die Zeit eine vollstandige
Deckungsgleichheit der CD15- und pERK-Farbungen im Epithel vor, sodass alle eingewanderten
Granulozyten neben CD15 auch pERK exprimieren.
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Abbildung 39: Nachweis von pERK und CD15 in organotypischen 3D-Kulturen mit der
Peniskarzinomzelllinie L2 mittels Immunfluoreszenz. Organotypische 3D-Kulturen mit der
Peniskarzinomzelllinie L2 wurden fiir 14 Tage kultiviert. Im Anschluss wurden je 5 x 10 frisch isolierte
Granulozyten von oben auf die Versuchskulturen gegeben und 4, 6, 8 oder 24 Stunden nach
Granulozytenzugabe fixiert. Die Kontrollkulturen wurden lediglich mit 1x PBS behandelt und nach
24 Stunden fixiert. Der Einfluss der Granulozyten auf die Phosphorylierung von ERK wurde mittels
Immunfluoreszenz-Doppelfarbung analysiert. Die Detektion des pERK-spezifischen Primarantikorpers
erfolgte mithilfe eines Alexa Fluor 546-markierten Sekundarantikorpers. Der CD15-spezifische
Primarantikdrper wurde mittels Alexa Fluor 488-markiertem Sekundarantikdrper detektiert. Zur
Visualisierung der Zellkerne wurde DAPI (1:50000) verwendet. Die Immunfluoreszenzfarbungen
wurden mithilfe des Leica DMI6000 B Forschungsmikroskops (zweihundertfache BildvergréRerung)
fotodokumentiert. Dargestellt werden Immunfluoreszenz, CD15-Farbung und nukledre DAPI-Féarbung
sowie deren Overlay. Reprasentative Bilder aus drei Farbungen einer Kultur werden abgebildet.
CD = cluster of differentiation, DAPI = 4',6-Diamidin-2-phenylindol, G = Granulozyten, pERK =
phosphorylated extracellular signal-regulated kinase.

Wird der Fokus schlieflich auf PeCa L3 (Abbildung 40) gerichtet, weisen Tumorzellen dieser Zelllinie
in 3D-Kulturen mit und ohne Granulozyten lediglich ein basales Aktivierungslevel fir ERK im
gesamten Epithel auf. Vergleichend zu P2 und L2 sind beide Immunfluoreszenzfarbungen lber die Zeit
in der Epithelschicht komplett deckungsgleich. Folglich liegt bei PeCa L3 in allen immigrierten
Granulozyten, unabhéngig der Inkubationszeit und Immigrationstiefe, ERK phosphoryliert und damit
aktiviert vor. Auch dber alle Zeitpunkte hinweg zeigt sich kein Signal fur pERK in Granulozyten
benachbarten Tumorzellen oder VHF.
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Abbildung 40: Nachweis von pERK und CD15 in organotypischen 3D-Kulturen mit der
Peniskarzinomzelllinie L3 mittels Immunfluoreszenz. Organotypische 3D-Kulturen mit der
Peniskarzinomzelllinie L3 wurden fiir 14 Tage kultiviert. AnschlieRend wurden je 5 x 10° frisch isolierte
Granulozyten von oben auf die Versuchskulturen gegeben und 4, 6, 8 oder 24 Stunden nach
Granulozytenzugabe fixiert. Die Kontrollkulturen wurden lediglich mit 1x PBS behandelt und nach
24 Stunden fixiert. Um den Einfluss der Granulozyten auf die Aktivierung von ERK beurteilen zu
konnen, wurde eine Immunfluoreszenz-Doppelfarbung durchgefuhrt. Die Detektion des pERK-
spezifischen Primarantikdrpers erfolgte mittels Alexa Fluor 546-markiertem Sekundarantikdrper. Der
CD15-spezifische  Primarantikdrper wurde mithilfe eines Alexa Fluor 488-markierten
Sekundarantikorpers detektiert. Die Zellkerne wurden mit DAPI (1:50000) gefarbt. Die
Immunfluoreszenzfarbungen wurden mithilfe des Leica DMI6000 B Forschungsmikroskops
(zweihundertfache BildvergréRerung) fotodokumentiert. Abgebildet werden Immunfluoreszenz, CD15-
Farbung und nukledre DAPI-Farbung sowie deren Overlay. Représentative Bilder aus drei Farbungen
einer Kultur werden gezeigt. CD = cluster of differentiation, DAPI = 4',6-Diamidin-2-phenylindol, G =
Granulozyten, pERK = phosphorylated extracellular signal-regulated kinase.
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Im direkten Vergleich zur Immunhistochemie (Abbildung 32) erlaubt die Immunfluoreszenz
(Abbildungen 33 bis 40) eine deutlichere Zuordnung der pERK-Farbung zu den Granulozyten bei
gleichzeitig eher ungefarbt erscheinenden Tumorzellen und VHF. Wahrend die Immunhistochemie
PERK auch in Tumorzellen der drei Peniskarzinomzelllinien und VHF nachweist, ist der Nachweis in
der Immunfluoreszenz vielmehr einer Hintergrundfarbung zuzuordnen. Folgeuntersuchungen mit
Immunblot werden zeigen missen, inwieweit ERK in den einzelnen beteiligten Zelltypen in seiner
phosphorylierten Form vorliegt. Gegenwartig sprechen die Daten fir eine sehr starke Aktivierung von
ERK in Granulozyten, unabhdngig der verwendeten PeCa-Zelllinie, Inkubationszeit und

Immigrationstiefe.
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5.7 Aktivierung von p38 MAPK in organotypischen 3D-Kulturen mit den HPV-positiven
PeCa-Zelllinien P2, L2 und L3

Die Regulation der Apoptose wird nicht nur durch den Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweg, sondern
ebenfalls malgeblich durch den p38 MAPK-Signalweg beeinflusst (Martinez-Limon et al., 2020). Nach
Analyse der ERK-Phosphorylierung wurde nun die Aktivierung von p38 MAPK mittels indirekter
Immunfluoreszenz in organotypischen 3D-Kulturen mit den PeCa-Linien P2, L2 und L3 sowohl mit
(Abbildung 42) als auch ohne Granulozyten (Abbildung 41) untersucht.

In granulozytenlosen Kulturen (Abbildung 41) ist bei allen drei Peniskarzinomzelllinien, jedoch am
stérksten bei P2, gefolgt von L3 und schliel}lich L2, ein nukledrer und zytoplasmatischer Nachweis von
pp38 MAPK im gesamten Epithel feststellbar. Wahrend sich bei PeCa P2 eine Zunahme des nukleéren,
rotfarbenen, pp38 MAPK-spezifischen Fluoreszenzsignals in Tumorzellen der unteren Epithelhalfte und
bei L2 der oberen Epithelhélfte zeigt, ist pp38 MAPK in diffus lokalisierten Tumorzellnuklei der
Zelllinie L3 gesteigert nachweisbar. Bei VHF ist, unabhdngig der verwendeten PeCa-Zelllinie,
p38 MAPK phosphoryliert und damit aktiviert.
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Abbildung 41: Nachweis von Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) in organotypischen 3D-
Kulturen ohne Granulozyten. Organotypische 3D-Kulturen mit den Peniskarzinomzelllinien P2, L2
und L3 wurden fur 14 Tage kultiviert. Zum Nachweis von pp38 MAPK wurde eine
Immunfluoreszenzfarbung durchgefiihrt. Die Detektion des pp38-spezifischen Primérantikorpers
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erfolgte mittels Alexa Fluor 546-markiertem Sekundérantikorper. Die Zellkerne wurden mit DAPI
(1:50000) gefarbt. Die Immunfluoreszenzfarbungen wurden mithilfe des Leica DMI6000 B
Forschungsmikroskops (zweihundertfache BildvergroRerung) fotodokumentiert. Abgebildet werden
Immunfluoreszenz, nukledre DAPI-Farbung sowie deren Overlay. Reprasentative Bilder aus drei
Farbungen einer Kultur werden gezeigt. DAPI = 4',6-Diamidin-2-phenylindol, pp38 = phosphorylated
p38 mitogen-activated protein kinase.

Werden Granulozyten auf heranwachsende 3D-Kulturen gegeben und diese nach zwanzig Stunden
fixiert (Abbildung 42), ist pp38 MAPK erneut sowohl nukleér als auch zytoplasmatisch in der gesamten
Epithelschicht der drei PeCa-Zelllinien nachweisbar. Hervorzuheben ist dabei, dass nun die
ausgepragteste Aktivierung von p38 MAPK bei PeCa L2, gefolgt von P2 und L3, detektierbar ist und
sich somit die Rangfolge der Zelllinien durch Anwesenheit von Granulozyten verandert. Entsprechend
der granulozytenlosen Kultur ist bei PeCa P2 in der Kultur mit Granulozyten eine Zunahme der
nuklearen, rotfarbenen, pp38 MAPK-spezifischen Signalintensitdt im unteren Epitheldrittel sichtbar,
wahrend wiederholt vereinzelte, diffus im Epithel lokalisierte Tumorzellen der Zelllinie L3 eine
verstarkte nukledre pp38 MAPK-Expression zeigen. Tumorzellnuklei der Zelllinie L2 weisen in der
3D-Kultur mit Granulozyten, passend zum apikal nach basal gerichteten Einwanderungsverhalten der
Granulozyten, eine intensivere rotfarbene Immunfluoreszenz fiir pp38 MAPK im unteren Epitheldrittel
auf. VHF zeigen in Kulturen mit Granulozyten, unabhéngig der verwendeten PeCa-Zelllinie, einen
deutlichen pp38 MAPK-Nachweis.

Stellt man die Beobachtungen der Abbildungen 41 und 42 gegeniiber, ist anzumerken, dass p38 MAPK
bei PeCa P2, L2 und L3 nicht nur in Kulturen mit Granulozyten, sondern auch in granulozytenlosen
Kulturen phosphoryliert und damit aktiviert vorliegt. Wahrend die Anwesenheit von Granulozyten bei
L2 zu einem gesteigerten Fluoreszenzsignal flr pp38 MAPK fihrt, wird die Intensitat der pp38 MAPK-
Expression bei P2 und L3 nicht bedeutend durch Granulozyten verstarkt. Des Weiteren unterscheidet
sich bei PeCa L2 die Lokalisation der intensivsten nuklearen Immunfluoreszenz fir pp38 MAPK
zwischen Kulturen mit und ohne Granulozyten. Bei VHF ist, unabhangig der verwendeten PeCa-

Zelllinie sowie in Kulturen mit als auch ohne Granulozyten, pp38 MAPK nachweisbar.
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Abbildung 42: Nachweis von Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) in organotypischen 3D-
Kulturen mit Granulozyten. Organotypische 3D-Kulturen mit den Peniskarzinomzelllinien P2, L2 und
L3 wurden fir 14 Tage kultiviert. 20 Stunden vor Fixierung wurden je 5 x 108 frisch isolierte
Granulozyten von oben auf die Kulturen gegeben. Zum Nachweis von pp38 MAPK wurde eine
Immunfluoreszenzfarbung durchgefiihrt. Der pp38-spezifische PrimdrantikOrper wurde mittels Alexa
Fluor 546-markiertem Sekundérantikorper detektiert. Die Zellkerne wurden mit DAPI (1:50000)
gefarbt. Die  Immunfluoreszenzfarbungen wurden mithilffe des Leica DMI6000 B
Forschungsmikroskops (zweihundertfache Bildvergroerung) fotodokumentiert. Abgebildet werden
Immunfluoreszenz, nukledre DAPI-Farbung sowie deren Overlay. Reprasentative Bilder aus drei
Farbungen einer Kultur werden gezeigt. DAPI = 4',6-Diamidin-2-phenylindol, pp38 = phosphorylated
p38 mitogen-activated protein kinase.
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Als Néchstes wurde eine Immunfluoreszenz-Doppelfarbung mit pp38 MAPK und CD15 durchgefihrt
(Abbildungen 43 bis 50).

In 3D-Kulturen ohne Granulozyten (Abbildung 43) zeigen PeCa P2, L2 und L3 einen hauptsachlich
nukledr, aber ebenfalls zytoplasmatisch lokalisierten pp38 MAPK-Nachweis im gesamten Epithel.
Dabei gilt es zu betonen, dass bei P2 und L3 das rotfarbene, pp38 MAPK-spezifische Fluoreszenzsignal
wesentlich stérker ausgepragt ist als bei L2. Erwartungsgemal ist in granulozytenlosen Kulturen keine
Expression des Granulozytenmarkers CD15 detektierbar. Bei VHF liegt, unabhéngig der verwendeten
PeCa-Zelllinie, p38 MAPK phosphoryliert und damit aktiviert vor.
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Abbildung 43: Nachweis von Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) und CD15 in
organotypischen 3D-Kulturen ohne Granulozyten mittels Immunfluoreszenz. Organotypische 3D-
Kulturen mit den Peniskarzinomzelllinien P2, L2 und L3 wurden fir 14 Tage kultiviert. Die hier
abgebildeten Kontrollkulturen wurden mit 1x PBS behandelt und nach 24 Stunden fixiert. Die Detektion
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des pp38-spezifischen Primérantikorpers erfolgte mittels Alexa Fluor 546-markiertem
Sekundarantikorper. Der CD15-spezifische Primarantikdrper wurde mithilfe eines Alexa Fluor 488-
markierten Sekundérantikorpers detektiert. Die Zellkerne wurden mit DAPI (1:50000) gefarbt. Die
Immunfluoreszenzfarbungen wurden mithilfe des Leica DMI6000 B Forschungsmikroskops
(zweihundertfache Bildvergréerung) fotodokumentiert. Abgebildet werden Immunfluoreszenz, CD15-
Farbung und nukledre DAPI-Farbung sowie deren Overlay. Reprasentative Bilder aus drei Farbungen
einer Kultur werden gezeigt. CD = cluster of differentiation, DAPI = 4',6-Diamidin-2-phenylindol, pp38
= phosphorylated p38 mitogen-activated protein kinase.

Lasst man Granulozyten in 3D-Kulturen immigrieren, ist nach vier Stunden (Abbildung 44) eine
augenscheinlich gleichwertige, vor allem nukleére, aber auch zytoplasmatische Aktivierung von p38
MAPK im gesamten Epithel der drei PeCa-Zelllinien sichtbar. Insbesondere bei L3, allerdings
ansatzweise auch bei P2, zeigt sich zudem eine Intensitdtszunahme der rotfarbenen, nukleéren,
pp38 MAPK-spezifischen Immunfluoreszenz in zu Granulozyten benachbarten Tumorzellen des
unteren Epitheldrittels. Wahrend bei P2 vereinzelte Granulozyten neben CD15 auch pp38 MAPK
exprimieren, ist im Falle der Zelllinien L2 und L3 bei Granulozyten lediglich ein CD15-Nachweis
detektierbar. VHF weisen, unabhangig der verwendeten PeCa-Zelllinie sowie in Kulturen mit und ohne
Granulozyten, ein rotfarbenes Fluoreszenzsignal fiir pp38 MAPK auf.

111



Ergebnisse

PeCa P2 PeCa L2 PeCa L3

DAPI

CDI15

pp38

Overlay

100 pm
b

Abbildung 44: Nachweis von Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) und CD15 in
organotypischen 3D-Kulturen mit Granulozyten fir 4 Stunden mittels Immunfluoreszenz.
Organotypische 3D-Kulturen mit den Peniskarzinomzelllinien P2, L2 und L3 wurden fiir 14 Tage
kultiviert. Im Anschluss wurden je 5 x 10° frisch isolierte Granulozyten von oben auf die
Versuchskulturen gegeben und 4 Stunden nach Granulozytenzugabe fixiert. Der Einfluss der
Granulozyten auf die Phosphorylierung von p38 MAPK wurde mittels Immunfluoreszenz-
Doppelfarbung analysiert. Die Detektion des pp38-spezifischen Primérantikdrpers erfolgte mithilfe
eines Alexa Fluor 546-markierten Sekundarantikérpers. Der CD15-spezifische Primarantikérper wurde
mittels Alexa Fluor 488-markiertem Sekundarantikdrper detektiert. Zur Darstellung der Zellkerne wurde
DAPI (1:50000) verwendet. Die Immunfluoreszenzfarbungen wurden mithilfe des Leica DMI6000 B
Forschungsmikroskops (zweihundertfache BildvergrofRerung) fotodokumentiert. Gezeigt werden
Immunfluoreszenz, CD15-Farbung und nukledre DAPI-Farbung sowie deren Overlay. Représentative
Bilder aus drei Farbungen einer Kultur werden abgebildet. CD = cluster of differentiation, DAPI = 4',6-
Diamidin-2-phenylindol, pp38 = phosphorylated p38 mitogen-activated protein kinase.
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Nach sechsstindiger Inkubation der Granulozyten (Abbildung 45) zeigt sich weiterhin bei allen drei
Peniskarzinomzelllinien, jedoch nun am starksten bei L2, gefolgt von L3 und zuletzt P2, eine nukleare
und zytoplasmatische pp38 MAPK-Expression in der gesamten Epithelschicht. Im Falle der Zelllinien
P2 und insbesondere L3 ist darliber hinaus eine gesteigerte nukledre Aktivierung von p38 MAPK in
Granulozyten umgebenden Tumorzellen des unteren Epitheldrittels sichtbar. In 3D-Kulturen mit P2, L2
und L3 ist bei Granulozyten CD15, aber keine pp38 MAPK detektierbar.
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Abbildung 45: Nachweis von Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) und CD15 in
organotypischen 3D-Kulturen mit Granulozyten fir 6 Stunden mittels Immunfluoreszenz.
Organotypische 3D-Kulturen mit den Peniskarzinomzelllinien P2, L2 und L3 wurden fir 14 Tage
kultiviert. AnschlieBend wurden je 5 x 10° frisch isolierte Granulozyten von oben auf die
Versuchskulturen gegeben und 6 Stunden nach Granulozytenzugabe fixiert. Um den Einfluss der
Granulozyten auf die Aktivierung von p38 MAPK beurteilen zu kénnen, wurde eine Immunfluoreszenz-
Doppelfarbung durchgefiihrt. Die Detektion des pp38-spezifischen Primérantikdrpers erfolgte mittels
Alexa Fluor 546-markiertem Sekundarantikorper. Der CD15-spezifische Primérantikrper wurde
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mithilfe eines Alexa Fluor 488-markierten Sekundérantikorpers detektiert. Die Zellkerne wurden mit
DAPI (1:50000) gefarbt. Die Immunfluoreszenzfarbungen wurden mithilfe des Leica DMI6000 B
Forschungsmikroskops (zweihundertfache BildvergroRerung) fotodokumentiert. Abgebildet werden
Immunfluoreszenz, CD15-Farbung und nukledre DAPI-Farbung sowie deren Overlay. Représentative
Bilder aus drei Farbungen einer Kultur werden gezeigt. CD = cluster of differentiation, DAPI = 4',6-
Diamidin-2-phenylindol, pp38 = phosphorylated p38 mitogen-activated protein kinase.

In organotypischen 3D-Kulturen, die acht Stunden nach Zugabe der Granulozyten fixiert wurden
(Abbildung 46), ist erneut nukledr und zytoplasmatisch lokalisierte pp38 MAPK im gesamten Epithel
der drei PeCa-Zelllinien, nun allerdings am stérksten bei P2, gefolgt von L3 und schlieflich L2,
nachweisbar. Hervorzuheben ist die nicht nur bei PeCa L3 und P2, sondern neuerdings im Ansatz auch
bei L2 sichtbare Zunahme des nukledren, rotfarbenen, pp38 MAPK-spezifischen Fluoreszenzsignals in
Tumorzellen des unteren Epitheldrittels, sofern sich Granulozyten in deren Nahe befinden. Wahrend in
Kulturen mit P2, L2 und L3 immigrierte Granulozyten lediglich CD15 exprimieren, liegt p38 MAPK
bei VHF, unabhéngig der verwendeten PeCa-Zelllinie, phosphoryliert und damit aktiviert vor. Um zu
bestétigen, dass es sich hierbei tatsachlich um pp38 MAPK-positive VHF und nicht um invadierte

Tumorzellen handelt, misste man ebenfalls mit einem Fibroblastenmarker gegenfarben.
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Abbildung 46: Nachweis von Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) und CD15 in
organotypischen 3D-Kulturen mit Granulozyten fir 8 Stunden mittels Immunfluoreszenz.
Organotypische 3D-Kulturen mit den Peniskarzinomzelllinien P2, L2 und L3 wurden fiir 14 Tage
kultiviert. Im Anschluss wurden je 5 x 10° frisch isolierte Granulozyten von oben auf die
Versuchskulturen gegeben und 8 Stunden nach Granulozytenzugabe fixiert. Eine Immunfluoreszenz-
Doppelfarbung wurde durchgefiihrt, um den Einfluss der Granulozyten auf die Aktivierung von p38
MAPK zu untersuchen. Die Detektion des pp38-spezifischen Primarantikorpers erfolgte mittels Alexa
Fluor 546-markiertem Sekundarantikorper. Der CD15-spezifische Primérantikdrper wurde mithilfe
eines Alexa Fluor 488-markierten Sekundérantikdrpers detektiert. Zur Visualisierung der Zellkerne
wurde DAPI (1:50000) verwendet. Die Immunfluoreszenzfarbungen wurden mithilfe des Leica
DMI6000 B Forschungsmikroskops (zweihundertfache Bildvergrofierung) fotodokumentiert.
Dargestellt werden Immunfluoreszenz, CD15-Férbung und nukledre DAPI-Farbung sowie deren
Overlay. Représentative Bilder aus drei Farbungen einer Kultur werden abgebildet. CD = cluster of
differentiation, DAPI = 4',6-Diamidin-2-phenylindol, pp38 = phosphorylated p38 mitogen-activated
protein kinase.
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Vierundzwanzig Stunden nach Immigration der Granulozyten (Abbildung 47) ist bei P2 und L3 eine vor
allem nukledre, aber auch zytoplasmatische pp38 MAPK-Expression im gesamten Epithel detektierbar.
Zudem ist bei PeCa L3 eine gesteigerte nukledre p38 MAPK-Aktivierung in Tumorzellen der unteren
Epithelhélfte, die sich in direkter Umgebung von Granulozyten aufhalten, erkennbar. Die 3D-Kultur mit
L2 zeigt eine intensive, gleichermallen nukledr und zytoplasmatisch lokalisierte, rotfarbene,
pp38 MAPK-spezifische Immunfluoreszenz in zu Granulozyten benachbarten Tumorzellen des unteren
Epitheldrittels, wahrend in der restlichen Epithelschicht pp38 MAPK lediglich schwach nachweisbar
ist. Granulozyten exprimieren, unabhéngig der verwendeten PeCa-Zelllinie, ausschlieRlich CD15 und
keine pp38 MAPK.
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Abbildung 47: Nachweis von Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) und CD15 in
organotypischen 3D-Kulturen mit Granulozyten fur 24 Stunden mittels Immunfluoreszenz.
Organotypische 3D-Kulturen mit den Peniskarzinomzelllinien P2, L2 und L3 wurden fir 14 Tage
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kultiviert. AnschlieRend wurden je 5 x 10° frisch isolierte Granulozyten von oben auf die
Versuchskulturen gegeben und 24 Stunden nach Granulozytenzugabe fixiert. Um den Einfluss der
Granulozyten auf die Aktivierung von p38 MAPK beurteilen zu kénnen, wurde eine Immunfluoreszenz-
Doppelféarbung durchgefiihrt. Die Detektion des pp38-spezifischen Primérantikorpers erfolgte mittels
Alexa Fluor 546-markiertem Sekundérantikorper. Der CD15-spezifische Primarantikdrper wurde
mithilfe eines Alexa Fluor 488-markierten Sekundarantikorpers detektiert. Die Zellkerne wurden mit
DAPI (1:50000) gefarbt. Die Immunfluoreszenzfarbungen wurden mithilfe des Leica DMI6000 B
Forschungsmikroskops (zweihundertfache BildvergroRerung) fotodokumentiert. Abgebildet werden
Immunfluoreszenz, CD15-Farbung und nukledre DAPI-Farbung sowie deren Overlay. Représentative
Bilder aus drei Farbungen einer Kultur werden gezeigt. CD = cluster of differentiation, DAPI = 4',6-
Diamidin-2-phenylindol, pp38 = phosphorylated p38 mitogen-activated protein kinase.

Neben Abbildungen zum Vergleich der drei PeCa-Zelllinien zu einem Zeitpunkt (Abbildungen 43 bis
47) wurden ebenfalls Abbildungen fiir jede Zelllinie pro Zeitpunkt (Abbildungen 48 bis 50) der
pp38 MAPK- und CD15-spezifischen Immunfluoreszenz erstelit.

Im Falle der Primartumorzelllinie P2 (Abbildung 48) zeigt sich sowohl in 3D-Kulturen mit
Granulozyten, unabhdngig der Inkubationszeit, als auch in der granulozytenlosen Kultur eine
hauptsachlich nukleére, allerdings ebenfalls zytoplasmatische Aktivierung von p38 MAPK im gesamten
Epithel. Erwahnenswert ist dabei, dass vier, sechs und acht Stunden nach Immigration der Granulozyten
ein leicht verstéarkter nukledrer pp38 MAPK-Nachweis in Tumorzellen des unteren Epitheldrittels, die
in der Néahe der Granulozyten lokalisiert sind, detektierbar ist. Alle in 3D-Kulturen mit PeCa P2
eingewanderten Granulozyten exprimieren Uber die Zeit CD15 und mit Ausnahme von ein bis zwei
vereinzelten Granulozyten Uber die gesamte Kultur nach vierstlindiger Inkubation keine pp38 MAPK.
VHF weisen in Kulturen mit P2 ein im direkten Vergleich zu den Tumorzellen dezenteres, rotfarbenes

Fluoreszenzsignal fiir pp38 MAPK auf.
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Abbildung 48: Nachweis von Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) und CD15 in
organotypischen 3D-Kulturen mit der Peniskarzinomzelllinie P2 mittels Immunfluoreszenz.
Organotypische 3D-Kulturen mit der Peniskarzinomzelllinie P2 wurden fur 14 Tage kultiviert. Im
Anschluss wurden je 5 x 106 frisch isolierte Granulozyten von oben auf die Versuchskulturen gegeben
und 4, 6, 8 oder 24 Stunden nach Granulozytenzugabe fixiert. Die Kontrollkulturen wurden lediglich
mit 1x PBS behandelt und nach 24 Stunden fixiert. Der Einfluss der Granulozyten auf die
Phosphorylierung von p38 MAPK wurde mittels Immunfluoreszenz-Doppelfarbung analysiert. Die
Detektion des pp38-spezifischen Primarantikorpers erfolgte mithilfe eines Alexa Fluor 546-markierten
Sekundarantikorpers. Der CD15-spezifische Priméarantikdrper wurde mittels Alexa Fluor 488-
markiertem Sekundarantikorper detektiert. Zur Darstellung der Zellkerne wurde DAPI (1:50000)
verwendet. Die Immunfluoreszenzfarbungen wurden mithilfe des Leica DMI6G000 B
Forschungsmikroskops (zweihundertfache Bildvergroerung) fotodokumentiert. Gezeigt werden
Immunfluoreszenz, CD15-Farbung und nukledre DAPI-Farbung sowie deren Overlay. Représentative
Bilder aus drei Farbungen einer Kultur werden abgebildet. CD = cluster of differentiation, DAPI = 4',6-
Diamidin-2-phenylindol, G = Granulozyten, pp38 = phosphorylated p38 mitogen-activated protein
kinase.
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Im Folgenden wird die Aktivierung von p38 MAPK in 3D-Kulturen mit der PeCa-Zelllinie L2 in
Abhangigkeit der immigrierten Granulozyten nach Zeit verglichen (Abbildung 49). Bei PeCa L2 zeigt
sich in der granulozytenlosen Kultur sowie in 3D-Kulturen mit Granulozyten ein vor allem nukledr, aber
auch zytoplasmatisch lokalisierter pp38 MAPK-Nachweis in der gesamten Epithelschicht. Im direkten
Vergleich zur Kultur ohne Granulozyten resultiert aus Anwesenheit von Granulozyten, mit Ausnahme
der vierundzwanzigstiindigen Inkubation, eine verstarkte Aktivierung von p38 MAPK im gesamten
Epithel. Dartber hinaus ist in 3D-Kulturen mit L2, die acht und insbesondere vierundzwanzig Stunden
nach Zugabe der Granulozyten fixiert wurden, ein gesteigertes nukledres und zytoplasmatisches
Fluoreszenzsignal fir pp38 MAPK im unteren Epitheldrittel sichtbar. Wahrend Granulozyten,
unabhéngig der Inkubationszeit und Immigrationstiefe, bei L2 lediglich CD15 exprimieren, ist die p38
MAPK bei VHF phosphoryliert und damit aktiviert.
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Abbildung 49: Nachweis von Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) und CD15 in
organotypischen 3D-Kulturen mit der Peniskarzinomzelllinie L2 mittels Immunfluoreszenz.
Organotypische 3D-Kulturen mit der Peniskarzinomzelllinie L2 wurden fur 14 Tage kultiviert.
AnschlieRend wurden je 5 x 10° frisch isolierte Granulozyten von oben auf die Versuchskulturen
gegeben und 4, 6, 8 oder 24 Stunden nach Granulozytenzugabe fixiert. Die Kontrollkulturen wurden
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lediglich mit 1x PBS behandelt und nach 24 Stunden fixiert. Um den Einfluss der Granulozyten auf die
Aktivierung von p38 MAPK beurteilen zu kdnnen, wurde eine Immunfluoreszenz-Doppelfarbung
durchgefuhrt. Die Detektion des pp38-spezifischen Primérantikorpers erfolgte mittels Alexa Fluor 546-
markiertem Sekundarantikorper. Der CD15-spezifische Priméarantikorper wurde mithilfe eines Alexa
Fluor 488-markierten Sekundérantikorpers detektiert. Die Zellkerne wurden mit DAPI (1:50000)
gefarbt. Die Immunfluoreszenzfarbungen wurden mithilfe des Leica DMI6000 B
Forschungsmikroskops (zweihundertfache BildvergroRerung) fotodokumentiert. Abgebildet werden
Immunfluoreszenz, CD15-Farbung und nukledre DAPI-Farbung sowie deren Overlay. Représentative
Bilder aus drei Farbungen einer Kultur werden gezeigt. CD = cluster of differentiation, DAPI = 4',6-
Diamidin-2-phenylindol, G = Granulozyten, pp38 = phosphorylated p38 mitogen-activated protein
kinase.

Findet schlielich PeCa L3 Beachtung (Abbildung 50), ist nicht nur in 3D-Kulturen mit Granulozyten,
unabhéngig der Inkubationszeit, sondern auch in der Kultur ohne Granulozyten ein hauptséchlich
nukledrer, jedoch auch zytoplasmatischer pp38 MAPK-Nachweis im gesamten Epithel feststellbar.
Bereits ab vierstiindiger bis einschlieflich vierundzwanzigstiindiger Inkubation der Granulozyten zeigt
sich im Falle der Zelllinie L3 eine gesteigerte nukleére rotfarbene Immunfluoreszenz fur pp38 MAPK
in zu Granulozyten benachbarten Tumorzellen des unteren Epitheldrittels. Folglich fiihrt die
Anwesenheit von Granulozyten zu einer verstarkten Phosphorylierung und damit Aktivierung von
p38 MAPK bei PeCa L3. Vergleichend zu PeCa P2 und L2 exprimieren Granulozyten, unabhéngig der
Inkubationszeit und Immigrationstiefe, auch in 3D-Kulturen mit L3 ausschlielich CD15 und keine
pp38 MAPK.
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Abbildung 50: Nachweis von Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) und CD15 in
organotypischen 3D-Kulturen mit der Peniskarzinomzelllinie L3 mittels Immunfluoreszenz.
Organotypische 3D-Kulturen mit der Peniskarzinomzelllinie L3 wurden fiir 14 Tage kultiviert. Im
Anschluss wurden je 5 x 106 frisch isolierte Granulozyten von oben auf die Versuchskulturen gegeben
und 4, 6, 8 oder 24 Stunden nach Granulozytenzugabe fixiert. Die Kontrollkulturen wurden lediglich
mit 1x PBS behandelt und nach 24 Stunden fixiert. Eine Immunfluoreszenz-Doppelfarbung wurde
durchgefuhrt, um den Einfluss der Granulozyten auf die Aktivierung von p38 MAPK zu untersuchen.
Die Detektion des pp38-spezifischen Primérantikorpers erfolgte mittels Alexa Fluor 546-markiertem
Sekundarantikorper. Der CD15-spezifische Primarantikdrper wurde mithilfe eines Alexa Fluor 488-
markierten Sekundarantikorpers detektiert. Zur Visualisierung der Zellkerne wurde DAPI (1:50000)
verwendet. Die Immunfluoreszenzfarbungen wurden mithilfe des Leica DMI6G000 B
Forschungsmikroskops (zweihundertfache BildvergroBerung) fotodokumentiert. Dargestellt werden
Immunfluoreszenz, CD15-Farbung und nukledre DAPI-Farbung sowie deren Overlay. Représentative
Bilder aus drei Farbungen einer Kultur werden abgebildet. CD = cluster of differentiation, DAPI = 4',6-
Diamidin-2-phenylindol, G = Granulozyten, pp38 = phosphorylated p38 mitogen-activated protein
kinase.
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Demzufolge zeigt sich in 3D-Kulturen mit und ohne Granulozyten, unabhéngig der verwendeten PeCa-
Zelllinie, ein vor allem nuklear, allerdings auch zytoplasmatisch lokalisierter pp38 MAPK-Nachweis im
gesamten Epithel. Wéhrend nukledre p38 MAPK insbesondere bei PeCa L3, jedoch ansatzweise auch
bei P2, in Granulozyten umgebenden Tumorzellen des unteren Epitheldrittels verstarkt aktiviert ist, fihrt
im Falle der Zelllinie L2 die Anwesenheit von Granulozyten, im direkten Vergleich zur
granulozytenlosen Kultur, zu einer leicht gesteigerten pp38 MAPK-spezifischen Immunfluoreszenz in
der gesamten Epithelschicht. Bei allen drei Peniskarzinomzelllinien exprimieren Granulozyten,
unabhéngig der Inkubationszeit und Immigrationstiefe, lediglich CD15 und keine pp38 MAPK. Im
Gegensatz dazu ist bei VHF, unabhéngig der verwendeten PeCa-Zelllinie, in Kulturen mit und ohne

Granulozyten sowie ber alle Zeitpunkte hinweg, p38 MAPK phosphoryliert und damit aktiviert.

Auf Basis dieser Daten liegt p38 MAPK in Granulozyten, unabhangig der verwendeten PeCa-Zelllinie,
Inkubationszeit und Immigrationstiefe, nicht in phosphorylierter und damit nicht in aktivierter Form vor,
sodass unter diesen Kulturbedingungen p38 MAPK-abhéngige Signalwege in Granulozyten nicht aktiv
zu sein scheinen. Nichtsdestotrotz zeigt sich ein deutlicher pp38 MAPK-Nachweis in Tumorzellen der
HPV-positiven PeCa-Zelllinien P2, L2 und L3. Hervorzuheben ist die durch direkten Kontakt zu

Granulozyten verstéarkte Aktivierung p38 MAPK-abhangiger Signalwege in den penilen Tumorzellen.
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5.8 Aktivierung von STAT3 in organotypischen 3D-Kulturen mit den HPV-positiven
PeCa-Zelllinien P2, L2 und L3

Vordaten der Arbeitsgruppe zeigten eine nukledre STAT3-Phosphorylierung in humanen mit HPV16
beziehungsweise HPV18 in vitro transfizierten Vorhautkeratinozyten, die sich in direkter Nachbarschaft
zu Granulozyten befanden (Vogelgesang, 2017). Daher stellte sich die Frage, ob Granulozyten ebenfalls
die Aktivierung von STAT3 in Tumorzellen der HPV16-positiven PeCa-Zelllinien P2, L2 und L3
beeinflussen, sodass 3D-Kulturen mit und ohne Granulozyten immunhistochemisch mit pSTAT3 und
CD15 gefarbt wurden (Abbildung 51).

Konzentriert man sich eingangs auf die granulozytenlose Kontrollkultur mit der Peniskarzinomzelllinie
P2 ist pSTAT3 in der gesamten Epithelschicht nukledr nachweisbar. In der 3D-Kultur, die vier Stunden
nach Zugabe der Granulozyten fixiert wurde, zeigen Tumorzellen der Zelllinie P2 erneut eine nukleére
Aktivierung von STAT3 im gesamten Epithel. Hervorzuheben ist hierbei die, im direkten Vergleich zur
Kultur ohne Granulozyten, gesteigerte Farbintensitat der pSTAT3-spezifischen Braunfarbung. Nach
sechsstiindiger Inkubation der Granulozyten liegt STAT3 bei PeCa P2 weiterhin im gesamten Epithel
phosphoryliert und damit aktiviert vor. Wahrend acht Stunden nach Immigration der Granulozyten nur
noch einzelne, vor allem in der unteren Epithelhalfte lokalisierte Tumorzellen pSTAT3 exprimieren, ist
nach vierundzwanzigstiindiger Inkubation keine pSTAT3-spezifische Braunfarbung mehr bei PeCa P2
detektierbar. In 3D-Kulturen mit der Zelllinie P2 sind ausnahmslos alle immigrierten Granulozyten,
unabhéngig der Inkubationszeit und Immigrationstiefe, lediglich magentafarben geféarbt, sodass sie
CD15, aber kein pSTAT3 exprimieren.

Bei PeCa L2 ist in der 3D-Kultur ohne Granulozyten keine pSTAT3-spezifische Braunfarbung sichtbar.
Im Gegensatz dazu zeigt sich vier und sechs Stunden nach Immigration der Granulozyten in Kulturen
mit L2 ein intensiver nukledrer pSTAT3-Nachweis im gesamten Epithel. Nach achtstiindiger Inkubation
der Granulozyten konzentriert sich bei PeCa L2 die Aktivierung von STAT3 auf Tumorzellen des oberen
Epitheldrittels, wahrend sich in der unteren Epithelhalfte lediglich eine zarte pSTAT3-spezifische
Braunfarbung  zeigt. Diese  Beobachtung lieBe sich aufgrund der  ausgepragten
Granulozytenansammlung oberhalb der 3D-Kultur mit L2 durch einen positiven Einfluss der
Granulozyten auf die Aktivierung von STAT3 in Tumorzellen dieser Zelllinie erklaren. Mdglicherweise
verursachen aber auch tote Zellen, die sich insbesondere in oberen Epithelschichten befinden und den
Antikorper unspezifisch aufnehmen, den vermeintlich gesteigerten pSTAT3-Nachweis. In der
organotypischen 3D-Kultur mit L2, die vierundzwanzig Stunden nach Zugabe der Granulozyten fixiert
wurde, liegt STAT3 ausschlieRlich in Tumorzellen des unteren Epitheldrittels aktiviert vor. Demnach
deckt sich bei PeCa L2 die pSTAT3-Expression mit dem von apikal nach basal gerichteten
Migrationsverhalten der Granulozyten. Im Falle der Zelllinie L2 ist in allen eingewanderten
Granulozyten CD15, jedoch kein pSTAT3 nachweisbar.
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In der granulozytenlosen Kultur mit der Zelllinie L3 ist ein nukledrer pSTAT3-Nachweis im gesamten
Epithel feststellbar. Lasst man Granulozyten in die Kultur mit PeCa L3 immigrieren, zeigt sich nach
vier Stunden eine nukleédre Aktivierung von STAT3 im gesamten Epithel, die verglichen mit der Kultur
ohne Granulozyten eine intensivere Braunfarbung fur pSTAT3 aufweist. Sowohl nach sechsstiindiger,
achtstiindiger und vierundzwanzigstindiger Immigration der Granulozyten ist keine Expression von
pPSTAT3 mehr in 3D-Kulturen mit L3 erkennbar. Erneut sind ausnahmslos alle immigrierten
Granulozyten, unabhédngig der Inkubationszeit und Immigrationstiefe, magentafarben geférbt.
Demzufolge exprimieren Granulozyten in Kulturen mit PeCa L3 CD15, wahrend STAT3 nicht aktiviert

vorliegt.

Zusammenfassend zeigt die Immunhistochemie im direkten Zelllinienvergleich als auch im Vergleich
der Kulturen mit beziehungsweise ohne Granulozyten eindeutige Unterschiede hinsichtlich der
Aktivierung von STAT3 auf: In 3D-Kulturen ohne Granulozyten ist bei PeCa P2, gefolgt von L3, die
intensivste pSTAT3-spezifische Braunfarbung im gesamten Epithel sichtbar. Dagegen ist in der
granulozytenlosen Kultur mit L2 kein pSTAT3 nachweisbar. Wahrend aus Anwesenheit der
Granulozyten bei PeCa L2 eine erstmalige Aktivierung von STAT3 resultiert, fihren sie bei P2 nach
vier und sechs Stunden sowie bei L3 nach vierstindiger Inkubation zu einer gesteigerten Expression
von pSTAT3 in der gesamten Epithelschicht. Allerdings zeigt sich eine Intensitdtsabnahme der
pSTAT3-spezifischen Braunfarbung mit zunehmender Inkubationszeit der Granulozyten bei allen drei
Peniskarzinomzelllinien. Granulozyten exprimieren, unabhédngig der verwendeten PeCa-Zelllinie,
Inkubationszeit und Immigrationstiefe, lediglich CD15 und kein pSTAT3. VHF sind bei PeCa P2, L2
und L3 in 3D-Kulturen mit und ohne Granulozyten sowie Ulber alle Zeitpunkte hinweg hochstens
schwach braunlich gefarbt, sodass eine von dieser Zellart ausgehende pSTAT3-Expression fraglich

erscheint.
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Abbildung 51: Nachweis von pSTAT3 (Tyr705) und CD15 mittels Immunhistochemie.
Organotypische 3D-Kulturen mit den Peniskarzinomzelllinien P2, L2 und L3 wurden fiir 14 Tage
kultiviert. AnschlieBend wurden je 5 x 10° frisch isolierte Granulozyten von oben auf die
Versuchskulturen gegeben und 4, 6, 8 oder 24 Stunden nach Granulozytenzugabe fixiert. Die
Kontrollkulturen wurden lediglich mit 1x PBS behandelt und nach 24 Stunden fixiert. Um den Einfluss
der Granulozyten auf die Aktivierung von STAT3 beurteilen zu konnen, wurde eine
immunhistochemische Doppelfarbung durchgefuhrt. Die Detektion des pSTAT3-spezifischen
Primarantikorpers erfolgte durch Verwendung eines Peroxidase-gekoppelten Sekundérantikorpers.
Durch Zugabe der DAB-Peroxidase-Substratlésung entstand die Braunfarbung. Der CD15-spezifische
Primérantikorper wurde mithilfe eines Alkalische-Phosphatase-gekoppelten Sekundérantikorpers
detektiert. Das Hinzufiigen der Red-Alkaline-Phosphatase-Substratlésung fuhrte zur magentafarbenen
Farbreaktion. Die Zellkerne wurden mit Hamatoxylin blau gefarbt. Die Fotodokumentation erfolgte
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mittels Leica DMI6000 B Forschungsmikroskop bei zweihundertfacher VergroRerung. Reprasentative
Bilder aus drei Férbungen einer Kultur werden gezeigt. DAB = 3,3'-Diaminobenzidin.

Da die rotbraunen Farbtone der Immunhistochemie (Abbildung 51) nur bedingt voneinander
differenziert werden kénnen, wurde anschlieRend eine Immunfluoreszenzfarbung, die sich besser zur
Visualisierung von Doppelfarbungen eignet, mit pSTAT3 und CD15 durchgefiihrt (Abbildungen 52 bis
59).

Widmet man sich als Erstes den 3D-Kulturen ohne Granulozyten (Abbildung 52), zeigt sich bei PeCa
P2, L2 und L3 eine Hintergrundfarbung fur pSTAT3 in der gesamten Epithelschicht. Erwartungsgemaf
ist in granulozytenlosen Kulturen keine Expression des Granulozytenmarkers CD15 detektierbar. Bei
VHF ist, unabhéngig der verwendeten PeCa-Zelllinie, lediglich ein basales Aktivierungslevel fur
STATS3 sichtbar.
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Abbildung 52: Nachweis von pSTAT3 (Tyr705) und CD15 in organotypischen 3D-Kulturen ohne
Granulozyten  mittels  Immunfluoreszenz.  Organotypische  3D-Kulturen  mit  den
Peniskarzinomzelllinien P2, L2 und L3 wurden fiur 14 Tage kultiviert. Die hier abgebildeten
Kontrollkulturen wurden mit 1x PBS behandelt und nach 24 Stunden fixiert. Die Detektion des
pSTAT3-spezifischen  Primdrantikorpers  erfolgte  mittels Alexa Fluor  546-markiertem
Sekundarantikorper. Der CD15-spezifische Primarantikdrper wurde mithilfe eines Alexa Fluor 488-
markierten Sekundarantikorpers detektiert. Zur Darstellung der Zellkerne wurde DAPI (1:50000)
verwendet. Die Immunfluoreszenzfarbungen wurden mithilfe des Leica DMI6G000 B
Forschungsmikroskops (zweihundertfache BildvergroRerung) fotodokumentiert. Gezeigt werden
Immunfluoreszenz, CD15-Farbung und nukledre DAPI-Farbung sowie deren Overlay. Représentative
Bilder aus drei Farbungen einer Kultur werden abgebildet. CD = cluster of differentiation, DAPI = 4',6-
Diamidin-2-phenylindol, pSTAT3 = phosphorylated signal transducer and activator of transcription 3.
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Vier Stunden nach Immigration der Granulozyten (Abbildung 53) ist insbesondere bei P2, gefolgt von
L3 und zuletzt L2, eine dezente nukledre Aktivierung von STAT3 im gesamten Epithel detektierbar.
Alle eingewanderten Granulozyten zeigen, unabhéngig der verwendeten PeCa-Zelllinie, ausschliellich
eine CD15-Expression und keinen pSTAT3-Nachweis. VHF weisen bei allen drei PeCa-Zelllinien
sowohl in Kulturen mit als auch ohne Granulozyten lediglich eine sehr schwache rotfarbene pSTAT3-

spezifische Immunfluoreszenz auf.
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Abbildung 53: Nachweis von pSTAT3 (Tyr705) und CD15 in organotypischen 3D-Kulturen mit
Granulozyten fir 4 Stunden mittels Immunfluoreszenz. Organotypische 3D-Kulturen mit den
Peniskarzinomzelllinien P2, L2 und L3 wurden fiir 14 Tage kultiviert. AnschlieBend wurden je 5 x 10°
frisch isolierte Granulozyten von oben auf die Versuchskulturen gegeben und 4 Stunden nach
Granulozytenzugabe fixiert. Um den Einfluss der Granulozyten auf die Aktivierung von STAT3
beurteilen zu kdnnen, wurde eine Immunfluoreszenz-Doppelfarbung durchgefiihrt. Die Detektion des
pSTAT3-spezifischen  Primdrantikorpers  erfolgte  mittels Alexa Fluor  546-markiertem
Sekundérantikdrper. Der CD15-spezifische Primarantikdrper wurde mithilfe eines Alexa Fluor 488-
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markierten Sekundérantikorpers detektiert. Die Zellkerne wurden mit DAPI (1:50000) gefarbt. Die
Immunfluoreszenzfarbungen wurden mithilfe des Leica DMI6000 B Forschungsmikroskops
(zweihundertfache Bildvergrofierung) fotodokumentiert. Abgebildet werden Immunfluoreszenz, CD15-
Féarbung und nukledre DAPI-Farbung sowie deren Overlay. Représentative Bilder aus drei Farbungen
einer Kultur werden gezeigt. CD = cluster of differentiation, DAPI = 4',6-Diamidin-2-phenylindol,
pSTAT3 = phosphorylated signal transducer and activator of transcription 3.

In organotypischen 3D-Kulturen, die sechs Stunden nach Zugabe der Granulozyten fixiert wurden
(Abbildung 54), zeigt sich am stérksten bei PeCa P2, gefolgt von L3 und L2, ein schwacher nukleérer
pSTAT3-Nachweis in der gesamten Epithelschicht. STAT3 liegt in Granulozyten, unabhangig der
verwendeten PeCa-Zelllinie, nicht in phosphorylierter und damit nicht in aktivierter Form dar.
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Abbildung 54: Nachweis von pSTAT3 (Tyr705) und CD15 in organotypischen 3D-Kulturen mit
Granulozyten fur 6 Stunden mittels Immunfluoreszenz. Organotypische 3D-Kulturen mit den
Peniskarzinomzelllinien P2, L2 und L3 wurden fir 14 Tage kultiviert. Im Anschluss wurden je 5 x 108
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frisch isolierte Granulozyten von oben auf die Versuchskulturen gegeben und 6 Stunden nach
Granulozytenzugabe fixiert. Der Einfluss der Granulozyten auf die Phosphorylierung von STAT3 wurde
mittels Immunfluoreszenz-Doppelfarbung analysiert. Die Detektion des pSTAT3-spezifischen
Primérantikorpers erfolgte mithilfe eines Alexa Fluor 546-markierten Sekundarantikorpers. Der CD15-
spezifische Primarantikrper wurde mittels Alexa Fluor 488-markiertem Sekundarantikorper detektiert.
Zur Visualisierung der Zellkerne wurde DAPI (1:50000) verwendet. Die Immunfluoreszenzfarbungen
wurden mithilfe des Leica DMI16000 B Forschungsmikroskops (zweihundertfache Bildvergrdfierung)
fotodokumentiert. Dargestellt werden Immunfluoreszenz, CD15-Féarbung und nukledre DAPI-Féarbung
sowie deren Overlay. Repréasentative Bilder aus drei Farbungen einer Kultur werden abgebildet.
CD = cluster of differentiation, DAPI = 4',6-Diamidin-2-phenylindol, pSTAT3 = phosphorylated signal
transducer and activator of transcription 3.

Nach achtstuindiger Inkubation der Granulozyten (Abbildung 55) ist bei den drei PeCa-Zelllinien eine
Hintergrundfarbung fir pSTAT3 im gesamten Epithel sichtbar. Zudem zeigt sich in der 3D-Kultur mit
L2 ein gesteigertes nukledr lokalisiertes Fluoreszenzsignal fur pSTAT3 direkt unterhalb der
Granulozytenauflagerung. Unter diesen Bedingungen scheinen Granulozyten STAT3-abhéngige
Signalwege in Tumorzellen der Zelllinie L2 zu aktivieren. Weiterhin exprimieren ausnahmslos alle
immigrierten Granulozyten, unabhéngig der verwendeten PeCa-Zelllinie, lediglich CD15, wahrend
STAT3 bei VHF basal aktiviert vorliegt.
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Abbildung 55: Nachweis von pSTAT3 (Tyr705) und CD15 in organotypischen 3D-Kulturen mit
Granulozyten fiir 8 Stunden mittels Immunfluoreszenz. Organotypische 3D-Kulturen mit den
Peniskarzinomzelllinien P2, L2 und L3 wurden fir 14 Tage kultiviert. AnschlieBend wurden je 5 x 108
frisch isolierte Granulozyten von oben auf die Versuchskulturen gegeben und 8 Stunden nach
Granulozytenzugabe fixiert. Um den Einfluss der Granulozyten auf die Aktivierung von STAT3
beurteilen zu kénnen, wurde eine Immunfluoreszenz-Doppelfarbung durchgefiihrt. Die Detektion des
pSTAT3-spezifischen  Primdrantikorpers  erfolgte  mittels Alexa Fluor  546-markiertem
Sekundarantikorper. Der CD15-spezifische Primarantikorper wurde mithilfe eines Alexa Fluor 488-
markierten Sekundérantikorpers detektiert. Die Zellkerne wurden mit DAPI (1:50000) gefarbt. Die
Immunfluoreszenzfarbungen wurden mithilfe des Leica DMI6000 B Forschungsmikroskops
(zweihundertfache BildvergrofRerung) fotodokumentiert. Abgebildet werden Immunfluoreszenz, CD15-
Farbung und nukledre DAPI-Farbung sowie deren Overlay. Représentative Bilder aus drei Farbungen
einer Kultur werden gezeigt. CD = cluster of differentiation, DAPI = 4',6-Diamidin-2-phenylindol,
pSTAT3 = phosphorylated signal transducer and activator of transcription 3.
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Lasst man Granulozyten in 3D-Kulturen immigrieren, zeigt sich nach vierundzwanzig Stunden
(Abbildung 56) bei allen drei PeCa-Zelllinien eine Hintergrundfarbung fir pSTAT3 in der gesamten
Epithelschicht. Bei PeCa L2 ist die nukledre Aktivierung von STAT3 in einzelnen, zu Granulozyten
benachbarten Tumorzellen des unteren Epitheldrittels hervorzuheben. Erneut ist bei allen
eingewanderten Granulozyten, unabhéngig der verwendeten PeCa-Zelllinie, CD15 und kein pSTAT3

nachweisbar.
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Abbildung 56: Nachweis von pSTAT3 (Tyr705) und CD15 in organotypischen 3D-Kulturen mit
Granulozyten fur 24 Stunden mittels Immunfluoreszenz. Organotypische 3D-Kulturen mit den
Peniskarzinomzelllinien P2, L2 und L3 wurden fiir 14 Tage kultiviert. Im Anschluss wurden je 5 x 10°
frisch isolierte Granulozyten von oben auf die Versuchskulturen gegeben und 24 Stunden nach
Granulozytenzugabe fixiert. Eine Immunfluoreszenz-Doppelférbung wurde durchgefiihrt, um den
Einfluss der Granulozyten auf die Aktivierung von STAT3 zu untersuchen. Die Detektion des pSTAT3-
spezifischen Primarantikdrpers erfolgte mittels Alexa Fluor 546-markiertem Sekundarantikorper. Der
CD15-spezifische  Primdrantikorper wurde mithilfe eines Alexa Fluor 488-markierten
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Sekundarantikorpers detektiert. Zur Darstellung der Zellkerne wurde DAPI (1:50000) verwendet. Die
Immunfluoreszenzfarbungen wurden mithilfe des Leica DMI6000 B Forschungsmikroskops
(zweihundertfache BildvergroRerung) fotodokumentiert. Gezeigt werden Immunfluoreszenz, CD15-
Farbung und nukledre DAPI-Farbung sowie deren Overlay. Reprasentative Bilder aus drei Farbungen
einer Kultur werden abgebildet. CD = cluster of differentiation, DAPI = 4',6-Diamidin-2-phenylindol,
pSTAT3 = phosphorylated signal transducer and activator of transcription 3.

Im Folgenden wird die Aktivierung von STAT3 in 3D-Kulturen mit den Peniskarzinomzelllinien P2,
L2 und L3 in Abhé&ngigkeit der immigrierten Granulozyten pro Zeitpunkt verglichen (Abbildungen 57
bis 59).

Wird der Fokus zunachst auf PeCa P2 (Abbildung 57) gerichtet, ist in der Kultur ohne Granulozyten
eine Hintergrundfarbung fur pSTAT3 in der gesamten Epithelschicht detektierbar. Im direkten
Vergleich zur granulozytenlosen Kultur zeigt sich bei P2 vier und sechs Stunden nach Immigration der
Granulozyten eine dezente nukledre im gesamten Epithel lokalisierte Aktivierung von STATS.
Demzufolge scheinen Granulozyten bei ihrem Weg durchs Epithel STAT3-abhéngige Signalwege in
Tumorzellen der Zelllinie P2 zu aktivieren. Mit zunehmender Inkubationszeit der Granulozyten ist in
Kulturen mit P2 erneut lediglich eine Hintergrundfarbung fiir pSTAT3 nachweisbar. Bei PeCa P2
exprimieren ausnahmslos alle eingewanderten Granulozyten, unabhéngig der Inkubationszeit und

Immigrationstiefe, ausschliellich CD15.
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Abbildung 57: Nachweis von pSTAT3 (Tyr705) und CD15 in organotypischen 3D-Kulturen mit
der Peniskarzinomzelllinie P2 mittels Immunfluoreszenz. Organotypische 3D-Kulturen mit der
Peniskarzinomzelllinie P2 wurden fiir 14 Tage kultiviert. AnschlieRend wurden je 5 x 108 frisch isolierte
Granulozyten von oben auf die Versuchskulturen gegeben und 4, 6, 8 oder 24 Stunden nach
Granulozytenzugabe fixiert. Die Kontrollkulturen wurden lediglich mit 1x PBS behandelt und nach 24
Stunden fixiert. Um den Einfluss der Granulozyten auf die Aktivierung von STAT3 beurteilen zu
kdnnen, wurde eine Immunfluoreszenz-Doppelfarbung durchgefiihrt. Die Detektion des pSTAT3-
spezifischen Priméarantikorpers erfolgte mittels Alexa Fluor 546-markiertem Sekundarantikdrper. Der
CD15-spezifische  Primarantikdrper wurde mithilfe eines Alexa Fluor 488-markierten
Sekundarantikorpers detektiert. Die Zellkerne wurden mit DAPI (1:50000) gefarbt. Die
Immunfluoreszenzfarbungen wurden mithilfe des Leica DMI6000 B Forschungsmikroskops
(zweihundertfache Bildvergréerung) fotodokumentiert. Abgebildet werden Immunfluoreszenz, CD15-
Farbung und nukledre DAPI-Féarbung sowie deren Overlay. Représentative Bilder aus drei Farbungen
einer Kultur werden gezeigt. CD = cluster of differentiation, DAPI = 4',6-Diamidin-2-phenylindol, G =
Granulozyten, pSTAT3 = phosphorylated signal transducer and activator of transcription 3.
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Im Falle der PeCa-Zelllinie L2 (Abbildung 58) ist nicht nur in der granulozytenlosen Kultur, sondern
ebenfalls in 3D-Kulturen mit Granulozyten eine Hintergrundfarbung fur pSTAT3 im gesamten Epithel
sichtbar. Zudem zeigt sich acht Stunden nach Immigration der Granulozyten eine verstarkte nukleére
Aktivierung von STAT3 in sich direkt unterhalb der Granulozytenauflagerung befindenden
Tumorzellen. Nach vierundzwanzigstiindiger Inkubation der Granulozyten ist bei L2 ein gesteigertes
nuklear lokalisiertes Fluoreszenzsignal fur pSTAT3 in einzelnen, zu Granulozyten benachbarten
Tumorzellen des unteren Epitheldrittels nachweisbar. Folglich spiegelt der pSTAT3-Nachweis in
Kulturen mit L2 das von apikal nach basal gerichtete Einwanderungsverhalten der Granulozyten wider.
Alle immigrierten Granulozyten zeigen bei PeCa L2, unabhangig der Inkubationszeit und

Immigrationstiefe, eine CD15-Expression und keinen pSTAT3-Nachweis.
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Abbildung 58: Nachweis von pSTAT3 (Tyr705) und CD15 in organotypischen 3D-Kulturen mit
der Peniskarzinomzelllinie L2 mittels Immunfluoreszenz. Organotypische 3D-Kulturen mit der
Peniskarzinomzelllinie L2 wurden fiir 14 Tage kultiviert. Im Anschluss wurden je 5 x 10° frisch isolierte
Granulozyten von oben auf die Versuchskulturen gegeben und 4, 6, 8 oder 24 Stunden nach
Granulozytenzugabe fixiert. Die Kontrollkulturen wurden lediglich mit 1x PBS behandelt und nach 24
Stunden fixiert. Der Einfluss der Granulozyten auf die Phosphorylierung von STAT3 wurde mittels
Immunfluoreszenz-Doppelfarbung  analysiert.  Die  Detektion des  pSTAT3-spezifischen
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Primarantikdrpers erfolgte mithilfe eines Alexa Fluor 546-markierten Sekundérantikérpers. Der CD15-
spezifische Primarantikoérper wurde mittels Alexa Fluor 488-markiertem Sekundarantikorper detektiert.
Zur Visualisierung der Zellkerne wurde DAPI (1:50000) verwendet. Die Immunfluoreszenzfarbungen
wurden mithilfe des Leica DMI16000 B Forschungsmikroskops (zweihundertfache Bildvergrdf3erung)
fotodokumentiert. Dargestellt werden Immunfluoreszenz, CD15-Farbung und nukledre DAPI-Féarbung
sowie deren Overlay. Reprasentative Bilder aus drei Farbungen einer Kultur werden abgebildet.
CD = cluster of differentiation, DAPI = 4',6-Diamidin-2-phenylindol, G = Granulozyten, pSTAT3 =
phosphorylated signal transducer and activator of transcription 3.

Findet abschlieBend PeCa L3 Beachtung (Abbildung 59), zeigt sich in der 3D-Kultur ohne Granulozyten
eine im gesamten Epithel lokalisierte Hintergrundfarbung fir pSTAT3. Vergleichend zu P2 fihrt die
vierstiindige und sechsstlindige Anwesenheit von Granulozyten bei L3 zu einer dezenten nukledren
Aktivierung von STAT3 in der gesamten Epithelschicht. Mit weiterer Inkubationszeit der Granulozyten
ist bei L3 erneut lediglich eine Hintergrundfarbung fir pSTAT3 nachweisbar. Aufgrund dieser
Beobachtungen liegt die Vermutung nahe, dass Granulozyten bei ihrem Weg durch Epithel STAT3-
abhéangige Signalwege in Tumorzellen der Zelllinie L3 aktivieren. In Kulturen mit L3 exprimieren alle
eingewanderten Granulozyten, unabhéngig der Inkubationszeit und Immigrationstiefe, CD15 und kein
pSTAT3. VHF zeigen bei PeCa P2, L2 und L3 nicht nur in 3D-Kulturen mit Granulozyten, sondern
auch in Kulturen ohne Granulozyten tber alle Zeitpunkte hinweg lediglich eine schwache pSTAT3-

Expression.
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Abbildung 59: Nachweis von pSTAT3 (Tyr705) und CD15 in organotypischen 3D-Kulturen mit
der Peniskarzinomzelllinie L3 mittels Immunfluoreszenz. Organotypische 3D-Kulturen mit der
Peniskarzinomzelllinie L3 wurden fiir 14 Tage kultiviert. AnschlieBend wurden je 5 x 108 frisch isolierte
Granulozyten von oben auf die Versuchskulturen gegeben und 4, 6, 8 oder 24 Stunden nach
Granulozytenzugabe fixiert. Die Kontrollkulturen wurden lediglich mit 1x PBS behandelt und nach 24
Stunden fixiert. Um den Einfluss der Granulozyten auf die Aktivierung von STAT3 beurteilen zu
kénnen, wurde eine Immunfluoreszenz-Doppelfarbung durchgefiinrt. Die Detektion des pSTAT3-
spezifischen Priméarantikorpers erfolgte mittels Alexa Fluor 546-markiertem Sekundarantikdrper. Der
CD15-spezifische  Primarantikdrper wurde mithilfe eines Alexa Fluor 488-markierten
Sekundarantikorpers detektiert. Die Zellkerne wurden mit DAPI (1:50000) geféarbt. Die
Immunfluoreszenzfarbungen wurden mithilfe des Leica DMI6000 B Forschungsmikroskops
(zweihundertfache BildvergrofRerung) fotodokumentiert. Abgebildet werden Immunfluoreszenz, CD15-
Farbung und nukledre DAPI-Farbung sowie deren Overlay. Représentative Bilder aus drei Farbungen
einer Kultur werden gezeigt. CD = cluster of differentiation, DAPI = 4',6-Diamidin-2-phenylindol, G =
Granulozyten, pSTAT3 = phosphorylated signal transducer and activator of transcription 3.

6 h 4 h

+G

8h

24 h
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24 h
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AbschlieRend ist anzumerken, dass STAT3 in Granulozyten nicht in phosphorylierter und damit nicht
in aktivierter Form vorliegt. Auf Basis dieser Daten scheinen unter diesen Kulturbedingungen STAT3-
abhangige Signalwege in Granulozyten nicht aktiv vorzuliegen. Interessanter scheint hier die
Aktivierung der PeCa-Zellen zu sein: Die Nachbarschaft zu Granulozyten scheint sowohl p38 MAPK-
als auch STAT3-abhangige Signalwege in den penilen Tumorzellen zu aktivieren. Die bisherigen Daten
implizieren eine Aktivierung der Tumorzellen durch direkten Kontakt zu Granulozyten. Ein Effekt, der

bereits in den 2D-Féarbungen beobachtet wurde.
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6 Diskussion

Neutrophile Granulozyten sind eine heterogene Population von Immunzellen mit einer nennenswerten
kontext- beziechungsweise gewebespezifischen Plastizitdt beziiglich Phinotyp und Funktion, die im
TME zu TANSs reprogrammiert werden. TANs beeinflussen die Tumorprogression, Metastasierung und
das Therapieansprechen entscheidend (Bonecchi et al., 2022; Jaillon et al., 2020; Silvestre-Roig et al.,
2019).

Das Ziel dieser explorativen Studie bestand darin, die bislang unzureichend erforschten Interaktionen
zwischen penilen Tumorzellen und Granulozyten zu analysieren. Die vorliegende Forschungsarbeit
belegt die zeit- und zelllinienabhédngige Immigration von Granulozyten in organotypische 3D-Kulturen
mit den HPV-positiven Peniskarzinomzelllinien P2, L2 und L3, die sich unter anderem hinsichtlich der
Expression funktionaler viraler Onkoproteine voneinander unterscheiden (Bernhard et al., 2021). Ferner
wurde die gegenseitige Aktivierung von penilen Tumorzellen und Granulozyten nachgewiesen, wodurch
die bedeutende Rolle des TME im Rahmen der Progression HPV-assoziierter Tumorentititen

hervorgehoben wird.

6.1 Riumliche und zeitliche Auflosung der Immunzellmigration

Um die Dynamik der Immunzellmigration ins Gewebe untersuchen zu kdnnen, sind anspruchsvollere

Kulturmodelle zur Abbildung der rdumlichen und zeitlichen Auflésung erforderlich.

Zweidimensionale Zellkulturen (2D-Kulturen) gelten aufgrund ihrer einfachen Handhabung,
Kosteneffizienz und guten Reproduzierbarkeit als etablierter Forschungsstandard (Gstraunthaler &
Lindl, 2021, S. 312). Bei diesem Kulturmodell wachsen Zellen als adhérenter einschichtiger Zellrasen
auf Kulturgefilen (Jubelin et al, 2022). Bedingt durch eine polarisierte Zelladhision,
zweidimensionalem Kontakt zwischen benachbarten Zellen und unlimitiertem Zugang der Zellen zu
Nihrstoffen, kommt es zu einer abnormen Zellvermehrung und unphysiologischen Verteilung von
Zelloberflachenrezeptoren (Hoarau-Véchot et al., 2018). Folglich ahmen 2D-Kulturen weder in vivo
Zell-Zell-Interaktionen noch das TME nach. Stattdessen stellen sie ein stark vereinfachtes

Zellkultursystem dar (Jubelin et al., 2022).

Dagegen haben dreidimensionale Zellkulturmodelle (3D-Kulturen) das Potenzial die Liicke zwischen
2D-Modellen und in vivo Modellen zu schlieBen. Zwar ermoglichen in vivo Experimente, zum Beispiel
mittels Mausmodell, Erkenntnisse in einer komplexeren Mikroumgebung, lassen sich aber angesichts
interartlicher Unterschiede nicht vollstindig auf den Menschen iibertragen (Jubelin et al., 2022).
Organotypische 3D-Kulturen wurden kirzlich beschrieben aufgrund der Ausbildung eines
mehrschichtigen Epithels ein genaueres, der physiologischen Situation naheres Bild der HPV-
Onkoprotein-getriebenen malignen Transformation zu liefern (Bernhard et al., 2021; Bley et al., 2022;
Mohr et al., 2022). 3D-Kulturen bestehen aus Fibroblasten, die in eine extrazelluldre Matrix aus

Kollagen eingebettet werden, sowie Keratinozyten oder Tumorzellen, die auf dieser Matrix an der Luft-
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Medium-Grenze ausgesat werden, um das Wachstum eines mehrschichtigen Epithels zu induzieren
(Anacker & Moody, 2012; Asselineau & Prunieras, 1984). Dieses Zellkulturmodel generiert eine
Umgebung, die interzellulare regulatorische Netzwerke widerspiegelt und dadurch Studien zur
Manipulation von Granulozyten im Tumormikromilieu in einem physiologischeren Kontext ermdglicht
(Bernhard et al., 2021; Bley et al., 2022; Mohr et al., 2022). Infolgedessen eignen sich lediglich 3D-

Kulturmodelle zur Abbildung der rdumlichen und zeitlichen Immunzellmigration.

3D-Kulturen wird ebenfalls zugeschrieben verschiedene Aspekte der Tumorbiologie, unter anderem die
Tumorprogression, Gen- und Proteinexpression sowie das Therapieansprechen, besser darzustellen
(Hoarau-Véchot et al., 2018; Jubelin et al., 2022; Kapalczynska et al., 2018). Diesbeziiglich wiesen
verschiedene Studien kulturmodellabhidngige Unterschiede nach. Kopf-Hals-Tumorzellen, die im 3D-
Modell kultiviert wurden, zeigten im Vergleich zu Zellen, die im 2D-Modell geziichtet wurden, ein
vermindertes Therapieansprechen und Abweichungen in der Signalwegaktivierung (Heid et al., 2022;
Melissaridou et al., 2019). Kumar et al. belegen zudem signifikante Unterschiede in der Genexpression
sowie Expression von Zytokinen, Chemokinen, MMPs und HPV-Onkoproteinen zwischen 2D- und 3D-
Modellen bei Zervixkarzinomzellen (Kumar et al., 2024). Diese Forschungsarbeit zeigte ebenfalls
Abweichungen in der Zellmorphologie und Proteinexpression zwischen 2D- und 3D-Kulturmodellen
auf und steht damit in Einklang mit publizierter Literatur. Demzufolge ist die Auswahl der
Kultivierungsbedingungen zukiinftiger Experimente in Abhédngigkeit der wissenschaftlichen
Fragestellungen von entscheidender Bedeutung. Zur Analyse der Immunzelldynamik sowie der
Aktivierung im Gewebe sind organotypische 3D-Kulturen die Methode der Wahl, da dieses Modell
gegenwirtig die einzige Tierversuchsersatzmethode mit der notwendigen 3D-Architektur und

Komplexitét darstellt.

Tumorzellen, tumorassoziierte Stromazellen und tumorinfiltrierende Leukozyten, einschlieBlich T-
Zellen, Makrophagen und Neutrophilen, locken durch Produktion verschiedener Wachstumsfaktoren,
darunter G-CSF und GM-CSF, sowie Chemokine, unter anderem CXCL1, CXCL2, CXCL5 und
CXCLS, und proinflammatorischer Zytokine, beispielsweise IL-6, IL-1 und IL-17, Neutrophile ins
TME (Coffelt et al., 2015; Jaillon et al., 2020; SenGupta et al., 2019).

Vordaten der Arbeitsgruppe belegen eine gesteigerte Aktivitdt der HPV-Onkoproteine E6 und E7 bei
PeCa P2 und L3 im Vergleich zu L2. Da hohe Level der HPV-Onkoproteine E6 und E7 iiber eine
gesteigerte Expression von p63 zu einer erhohten CXCL8-Freisetzung fiihren (Bernhard et al., 2021)
und hierdurch verstarkt Neutrophile rekrutiert werden (Barker et al., 1991; Yoshiro, 2008), miissten
Granulozyten bei diesen beiden penilen Zelllinien verstarkt einwandern. Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit bestitigen diese Hypothese. Obwohl P2 und L3 gleichviel beziehungsweise P2
sogar etwas mehr CXCLS8 produziert (Bernhard, 2019; Braun, 2020), wandern mehr Granulozyten in
3D-Kulturen mit L3 ein. In den organotypischen 3D-Kulturen wirken neben CXCL8 noch weitere
Chemokine, darunter CXCL1 und CXCLS, rekrutierend auf Neutrophile. Die Kombination dieser
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zahlreichen chemotaktisch wirkenden Signale beeinflusst die Rekrutierung der Neutrophilen und liefert

eine Erklarung fiir die beobachteten Unterschiede (D. Kim & Haynes, 2012).

Die Zytokinkonstellation bei PeCa P2, L2 und L3 wurde bereits durch unsere Arbeitsgruppe analysiert.
Es konnte gezeigt werden, dass das inflammatorische Zytokin Macrophage Migration Inhibitory Factor
(MIF) sowohl bei 3D-Kulturen mit P2 als auch mit L3 enorm gesteigert vorliegt (Bernhard, 2019; Braun,
2020). MIF wirkt iiber den Chemokinrezeptor CXCR2 chemotaktisch auf Neutrophile (Bernhagen et
al., 2007). Dumitru et al. belegen einen proportionalen Zusammenhang zwischen der Infiltration von
Neutrophilen und der tumoralen MIF-Expression bei humanen Kopf-Hals-Tumoren. Durch
tumorbedingtes MIF aktivierte Neutrophile scheinen zudem die Migrationseigenschaften von Kopf-
Hals-Tumorzellen zu verbessern. AuBBerdem war eine erhohte intratumorale MIF-Expression mit einem
gesteigerten Risiko fiir Lymphknotenmetastasen sowie reduziertem Gesamtiiberleben von Patienten mit
Kopf-Hals-Tumoren assoziiert (Dumitru et al., 2011). Neben dem Chemokin CXCL1 waren die
Zytokine IL-17 und IL-6 bei 3D-Kulturen mit L3, im Vergleich zu P2, gesteigert nachweisbar (Bernhard,
2019; Braun, 2020). CXCLI, beim Menschen ebenfalls Gro-a (growth-related oncogene-o) genannt,
und IL-17 rekrutieren Neutrophile ebenfalls iiber CXCR2 (Sawant et al., 2016; L. Wu et al., 2020). Beim
metastasierten Mammakarzinom scheint das von yd T-Zellen exprimierte IL-17 die G-CSF-abhéngige
Expansion und Polarisierung von Neutrophilen {iber IL-1 zu induzieren (Coffelt et al., 2015). Ferner
wiesen Hashizume et al. chemotaktische Eigenschaften von IL-6 nach (Hashizume et al., 2011).
Zusammenfassend liegt somit im Falle von PeCa P2 und L3 ein Zytokinmilieu vor, welches besonders

stark die Migration von Granulozyten ins Gewebe fordert.

Vordaten der Arbeitsgruppe assoziieren die Invasion von Neutrophilen ins Zentrum peniler Tumoren mit
einem positivem HPV-Status, schlechterer Differenzierung und tendenziell héherem Tumorstadium
(Bernhard et al., 2021) und stehen somit in Einklang mit externer Literatur, die eine hohe Infiltration
von TANSs ins Tumorgewebe verschiedener Karzinomentititen mit einer schlechten Prognose verkniipft
(Shaul & Fridlender, 2019). Da sich im peripheren Blut von Patienten verschiedener Tumorentititen
eine erhohte Anzahl zirkulierender Neutrophiler zeigte, etablierte sich die Neutrophilen-Lymphozyten-
Ratio (neutrophil-to-lymphocyte ratio, NLR) als prognostischer Marker (Coffelt et al., 2016). Die NLR
berechnet sich als einfaches Verhéltnis zwischen der Neutrophilen- und Lymphozytenzahl im peripheren
Blut und stellt einen kostengiinstigen Biomarker fiir die systemische Immunantwort dar (Buonacera et
al., 2022). Die Metaanalyse von Templeton et al. assoziiert eine erhohte NLR mit einem schlechteren
Gesamtiiberleben verschiedener Tumorentitdten (Templeton et al., 2014). Eine erhdhte NLR ging mit
einem erniedrigten krebsspezifischen Uberleben und erhdhtem Risiko fiir Lymphknotenmetastasen bei
Patienten mit Peniskarzinom einher (C. Hu et al., 2020; Kasuga et al., 2016; Saputra et al., 2022).
Allerdings zeigte sich beim Peniskarzinom keine Assoziation zwischen NLR und Krankheitsstadium,
Grading, Lokalisation oder Tumorgrofe (Babadi et al., 2024). Nicht nur beim Peniskarzinom, sondern

auch bei Kopf-Hals-Tumoren und beim Cervixkarzinom war eine erhohte NLR mit einem erniedrigten
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Gesamtiiberleben assoziiert (Mascarella et al., 2017; Takenaka et al., 2022; Zou et al., 2020). Demnach
stellt die Rekrutierung von Neutrophilen bei HPV-assoziierten Tumorentititen keine Seltenheit dar,

sondern dient als prognostischer Marker.

6.2 Gegenseitige Aktivierung von Tumorzellen und Neutrophilen

Im 3D-Modell wurde eine gesteigerte pSTAT3-Expression in humanen mit HPV16 beziehungsweise
HPV18 in vitro transfizierten Vorhautkeratinozyten, die sich in direkter Nachbarschaft zu Granulozyten

befanden, nachgewiesen (Vordaten der Arbeitsgruppe; Vogelgesang, 2017).

Die vorliegende Forschungsarbeit belegt die Aktivierung tumorprogressionsfordernder Signalwege in
Granulozyten sowie in zu Granulozyten benachbarten HPV-positiven penilen Tumorzellen im 2D- und
3D-Kulturmodell. Da die Signalwegaktivierung der Tumorzellen den Migrationsbewegungen der
Granulozyten zu folgen scheint, ist von einer gegenseitigen Aktivierung beider Zelltypen auszugehen.
Ferner konnte im 2D-Modell gezeigt werden, dass Granulozyten, insbesondere in Kokulturen mit
Fibroblasten, an penilen Tumorzellen haften. Allerdings traf dies nicht auf alle hinzugegebenen
Granulozyten zu. Vergleichbar zu den Beobachtungen im 2D-Modell wanderte nur ein Teil der auf 3D-
Kulturen gegebenen Granulozyten ein. Somit scheinen lediglich spezifische Granulozyten in der Lage
zu sein im 2D-Modell an Tumorzellen zu binden beziehungsweise in 3D-Kulturen zu migrieren. Hierbei
konnte es sich entweder um eine angeborene oder induzierte Fahigkeit der Granulozyten handeln
(Silvestre-Roig et al., 2019).

Verschiedene Molekiile werden in der Literatur beschrieben, um Subpopulationen von Neutrophilen zu
identifizieren. Clemmensen et al. definieren eine Neutrophilen-Subpopulation anhand der Expression
des Granulaproteins Olfactomedin 4 (OLFM4). Bei gesunden Individuen waren zirka 20 % bis 25 % der
peripheren Neutrophilen im Blut OLFM4 positiv (Clemmensen et al., 2011). Dagegen fanden Welin et
al. einen Anteil von 8 % bis 57 % OLFM4-positiver Neutrophiler. Jedoch ist bisher unklar, ob OLFM4-
positive Neutrophile eine funktionelle Subpopulation darstellen (Welin et al., 2013). Abgesehen von
OLFM4 wird LOX-1 (lectin-type oxidized low-density lipoprotein (LDL) receptor-1), ein Rezeptor fiir
oxidiertes LDL, als Molekil zur Identifizierung einer Neutrophilen-Subpopulation in der Literatur
beschrieben. Wéhrend nahezu keine LOX-1-positiven neutrophilen Granulozyten im Blut gesunder
Spender nachgewiesen wurden, waren 5 % bis 15 % der Neutrophilen im Blut von Patienten mit Kopf-
Hals-Tumoren beziehungsweise 15 % bis 50 % der Neutrophilen in Kopf-Hals-Tumorgewebe
LOX-1-positiv (Condamine et al., 2016).

Neben gewebespezifischen Populationen, die anséssig oder immigriert sein konnten, werden
verschiedene Reifestadien und Aktivierungszustédnde der Neutrophilen diskutiert (Silvestre-Roig et al.,
2019). Es ware denkbar, dass durch Zell-Zell-Interaktionen aktivierte Granulozyten zytoplasmatische
Granula freisetzen, die Zelladh&sionsmolekiile enthalten, welche die Adhésion der Granulozyten an
Tumorzellen erméglichen (Cowland & Borregaard, 2016).
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Folglich stiitzen die vorliegenden Erkenntnisse die Hypothese der Heterogenitét sowie phanotypischen
und funktionellen Plastizitit von Neutrophilen. Nichtsdestotrotz bedarf es diesbeziglich

weiterflihrender systematischer Untersuchungen.

Die beobachtete gegenseitige Aktivierung von Tumorzellen und Neutrophilen kénnte sowohl durch
direkte Zell-Zell-Interaktionen als auch durch indirekte Mechanismen, etwa durch Freisetzung von
Zytokinen oder Bildung von NETS, erfolgen (C. Hu et al., 2024).

Verschiedene Studien implizieren eine direkte Interaktion zwischen 2-Integrinen, inshesondere Mac-1
(macrophage-1 antigen) und LFA-1 (lymphocyte function-associated antigen-1), auf Neutrophilen und
ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1) auf Tumorzellen (Huh et al., 2010; Spicer et al., 2012;
Strell et al., 2007, 2010). Binden Neutrophile an ICAM-1 der Tumorzellen degranulieren sie (Barnett et
al.,, 1998). Die hierdurch freigesetzten Proteasen brechen die Endothelbarriere auf, was die
transendotheliale Migration der Tumorzellen erleichtert und letztlich deren Metastasierung begtinstigt
(Q. D. Wu et al., 2001). Huh et al. zeigten, dass Melanomzellen Uber eine verstarkte 1L-8-Sekretion
nicht nur Neutrophile anlocken, sondern ebenfalls deren B2-Integrin-Expression um 75 % bis 100 %
erhdhen (Huh et al., 2010). Ferner wird eine direkte Interaktion zwischen NGAL (neutrophil gelatinase-
associated lipocalin) der Neutrophilen und der von Tumorzellen sezernierten MMP-9 diskutiert (Yan et
al., 2001). Der Eins-zu-eins-Kontakt zwischen Neutrophilen und Tumorzellen fiihrte auRerdem zur
Aktivierung von MAPK- und PI3K/AKT-Signalwegen in Tumorzellen (Jaillon et al., 2020; C. Yang et
al., 2024)

Neutrophile sind in der Lage zirkulierende Tumorzellen (circulating tumor cells, CTCs) im
Blutkreislauf zu begleiten und sie durch direkte Zell-Zell-Interaktionen vor extrinsischen Einflissen und
Immuniberwachung zu schiitzen. Bei 34 von insgesamt 70 Patientinnen mit Mammakarzinom (48,6 %)
wurden CTCs im Blut nachgewiesen. Wahrend die Mehrheit dieser CTCs (88,0 %) einzeln vorlagen,
zeigten sich in 8,6 % CTC-Cluster und in 3,4 % der Félle CTC-Leukozyten-Cluster. CTC-assoziierte
Leukozyten waren vor allem Neutrophile. Diese Neutrophile wiesen ein Genexpressionsprofil auf,
welches dem tumorférdernden N2-Phanotyp ahnelt (Szczerba et al., 2019). Killock bezieht sich auf den
Artikel von Szczerba et al. und fiihrt den Begriff der ,,Huckepack Neutrophile“ ein (Killock, 2019).
CTCs exprimieren das Oberflachenprotein CD47, welches an SIRPa (signal regulatory protein ) auf
Neutrophilen bindet und dadurch die Phagozytose der CTCs verhindert (Behrens et al., 2022; Xiong et
al., 2021). Somit fordern Neutrophile durch Bildung heterotypischer Aggregate das Uberleben der CTCs
und begunstigen deren Metastasierung (Szczerba et al., 2019). In der externen Literatur werden neben
CTC-Leukozyten-Clustern auch heterotypische Aggregate aus Tumorzellen und DNA-Fé&den der NETs
beschrieben (Cools-Lartigue et al., 2013).
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Tumorzellen und Neutrophile interagieren sowohl durch direkten Zell-Zell-Kontakt als auch durch
Sekretion verschiedener Adhasionsmolekile, Zytokine und Chemokine. Diese Botenstoffe regulieren
die Chemotaxis und Aktivierung der Neutrophilen und begunstigen deren Aggregation und
Kommunikation mit Tumorzellen. Zudem modulieren sie zentrale Sighalwege und
Transkriptionsprozesse, die maBgeblich das Uberleben und die Metastasierung von Tumorzellen
beeinflussen (Huh et al., 2010; Liu et al., 2016; C. F. Wu et al., 2015; Zhu et al., 2020).

Neutrophile setzen Signalstoffe frei, die das Verhalten der Tumorzellen sowie die Dynamik des TME
regulieren (Fridlender et al., 2009). IL-8, G-CSF, TGF-$ und IL-6 tragen zur Tumorprogression bei,
wohingegen Interferon-y (IFN-y) und IL-12 antitumorale Effekte vermitteln (C. Hu et al., 2024).
Wahrend IL-8 und G-CSF die Proliferation, das Uberleben, die Invasion und Angiogenese von
Tumorzellen begtinstigen (Jaillon et al., 2020; D. J. J. Waugh & Wilson, 2008), induzieren TGF-$ und
IL-6 die epithelial-mesenchymale Transition (EMT) der Tumorzellen (Johnson et al., 2018; Massagué,
2008; Rokavec etal., 2014; T. Yu et al., 2021). IFN-y und IL-12 hemmen die Proliferation und Invasion
von Tumorzellen, indem IFN-y natiirliche Killerzellen und Makrophagen aktiviert, um Tumorzellen
abzut6ten und IL-12 die Th1-Polarisierung sowie die Aktivierung zytotoxischer T-Lymphozyten fordert
(Dunn et al., 2002; Trinchieri, 2003). Im Gegensatz dazu beschreiben Cools-Lartigue et al. und Spiegel
et al., dass Neutrophile beziehungsweise NETs Tumorzellen durch Bildung einer physikalischen
Barriere und Freisetzung immunsuppressiver Zytokine vor der zytotoxischen Wirkung der natirlichen

Killerzellen schitzen (Cools-Lartigue et al., 2013; Spiegel et al., 2016).

Tumorzellen sezernieren CXCL1, IL-8 und G-CSF, um Neutrophile in das TME und den Blutkreislauf
zu rekrutieren und zu aktivieren (Z. J. Han et al., 2022; Jaillon et al., 2020; SenGupta et al., 2021).
Dariiber hinaus scheint der I1L-8-Signalweg die EMT der Tumorzellen zu erleichtern (Fernando et al.,
2011).

Durch Rekrutierung von Neutrophilen begiinstigen Tumorzellen die Freisetzung von NETs (Alfaro et
al., 2016). Verschiedene aggressive Karzinomzelllinien férdern ihre Invasion und Migration durch die
Bildung von NETSs (Jin et al., 2021; Mantovani et al., 2011; Park et al., 2016). Die NE der NETs kann
das Adhasionsmolekil E-Cadherin, welches den interzelluldren Kontakt der Tumorzellen vermittelt,
proteolytisch spalten. Die hierdurch resultierende Dyshasion der Tumorzellen ermdglicht deren
Migration und dadurch das invasive Tumorwachstum (Gaida et al., 2012; X. Huang et al., 2024). Neben
NE kann auch das NET-gebundene Cathepsin G Komponenten der extrazellularen Matrix (ECM)
spalten, wodurch die Zellinvasion erleichtert wird. AuRerdem beginstigt Cathepsin G einen invasiven
Phanotyp hepatozellularer Tumorzellen (Guan et al., 2021). Yang et al. belegen, dass NET-DNA durch
Bindung an das Transmembranprotein CCDC25 auf Tumorzellen deren Zellmotilitat Gber den Integrin-
linked Kinase (ILK)/B-Parvin-Signalweg fordert (L. Yang, Liu, et al., 2020). Ferner erleichtern NETs
die EMT der Tumorzellen, wodurch deren Migrationsfahigkeit ebenfalls verbessert wird (Freisinger &
Huttenlocher, 2014; Grosse-Steffen et al., 2012; P. Hu et al., 2015; Jin et al., 2021; Martins-Cardoso et
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al., 2020; Y. Wang et al., 2022). Die Hochregulation von Notch-1 scheint eine Schlsselrolle in der
NET-abhangigen Induktion der EMT zu spielen (Dimitrov et al., 2024). Demnach kénnen NETS
Tumorzellen binden, ihre Ausbreitung unterstiitzen und die Adhésion an Zielorganen begunstigen (Ren
et al., 2021). Daruber hinaus blockieren intratumorale NETs den Kontakt zwischen Tumorzellen und

zytotoxischen Zellen, wodurch das Abtéten der Tumorzellen verhindert wird (Teijeira et al., 2020).

Im Verlauf der Tumorprogression sendet der Primarius Tumorzellen in spezialisierte Nischen anderer
Gewebe aus. Diese Tumorzellen (disseminated tumour cells, DTCs) sind lebensfahig und
therapieresistent, proliferieren zunédchst aber nicht und werden daher als ,ruhende Tumorzellen®
bezeichnet. Deren Reaktivierung flhrt zur Metastasierung und somit zum Krankheitsriickfall (Phan &
Croucher, 2020; Sosa et al., 2014). Albrengues et al. demonstrierten, dass eine durch chronische
Tabakrauchexposition oder nasale Instillation von Lipopolysaccharid induzierte Lungenentziindung zur
Umwandlung ruhender Tumorzellen in aggressive Lungenmetastasen fiihren kann. Aufgrund der
chronischen Entziindung bilden Neutrophile NETS, welche das Erwachen ruhender Tumorzellen durch
den Umbau der ECM fordern. Dabei bindet die DNA der NETs an das ECM-Protein Laminin, welches
anschlieend durch die NET-assoziierten Proteasen NE und MMP-9 gespalten wird. Diese NET-
vermittelte proteolytische Modifikation des Laminins fiihrt durch Integrin-vermittelte Signalwege zur
Proliferation ruhender Tumorzellen. Demzufolge spielen NETs und NET-vermittelter ECM-Umbau
eine entscheidende Rolle bei der entziindungsinduzierten Reaktivierung ruhender Tumorzellen im
Mausmodell. NETs und deren nachgeschalteten Effektoren sind vielversprechende Angriffspunkte, um
das Metastasierungsrisiko zu reduzieren (Aguirre Ghiso et al., 1999; Albrengues et al., 2018). Des
Weiteren scheint das Hoch- beziehungsweise Herabregulieren verschiedener Signalwege die ruhenden
Tumorzellen zu beeinflussen. Bei ruhenden Karzinomzellen wurde eine erhdhte p38-Aktivitat bei
gleichzeitig reduzierter ERK-Aktivitat (Aguirre-Ghiso et al., 2004; Ranganathan et al., 2006) als auch
eine reduzierte AKT-Phosphorylierung nachgewiesen (Schewe & Aguirre-Ghiso, 2008).

Zusammenfassend implizieren die bisherigen Daten eine Aktivierung der Tumorzellen durch direkten
und indirekten Kontakt zu Granulozyten, wodurch die zentrale Rolle der Granulozyten in der

Tumorprogression untermauert wird.

145



Diskussion

6.3 Signalwegaktivierung bei HPV-positiven penilen Tumorzellen und anderen HPV-
assoziierten Tumorentitéaten

Diese Forschungsarbeit belegt, dass HPV-positive penile Tumorzellen im 2D-Modell eine erhdhte
Expression von EGFR und pERK aufweisen, wohingegen im 3D-Modell eine gesteigerte Aktivierung
der p38 MAPK festgestellt wurde. Hervorzuheben ist zudem die im 3D-Modell gezeigte Aktivierung
von AKT, ERK, p38 MAPK und STATS3 in Granulozyten umgebenden Tumorzellen, welche den
Migrationsbewegungen der Granulozyten folgte.

In der Fachliteratur finden sich teils widerspriichliche Aussagen zur Expression und klinischen Relevanz
von pAKT beim Peniskarzinom. Azizi et al. und Stankiewicz et al. belegen eine gesteigerte Expression
von pAKT (Ser473) in mittels Tissue Microarrays (TMA) analysierten penilen Tumorproben (Azizi et
al., 2019; Stankiewicz, Prowse, Ng, et al., 2011). Dagegen berichten andere Studien, die ebenfalls TMA
oder frisches gefrorenes Tumorgewebe untersuchten, von einer geringen pAKT (Ser473)-Expression
(Adimonye, Stankiewicz, Kudahetti, et al., 2018; Adimonye, Stankiewicz, La-Touche, et al., 2018;
Chaux et al., 2014). Besonders hervorzuheben ist die Beobachtung, dass pAKT (Ser473) in PelN-
Léasionen starker exprimiert wurde als in PeCa-Gewebe, woraus eine Aktivierung des PI3K/AKT-
Signalwegs in der frithen penilen Karzinogenese geschlussfolgert wird (Adimonye, Stankiewicz, La-
Touche, et al., 2018). Hinsichtlich der Phosphorylierung von AKT an der Stelle Thr308 wiesen
Adimonye et al. in 86 % der untersuchten PeCa-Proben eine im Vergleich zu gesundem Penisepithel
niedrigere Expression nach (Adimonye, Stankiewicz, Kudahetti, et al., 2018). Diese Beobachtung steht
in Einklang mit den Ergebnissen dieser Forschungsarbeit. Interessanterweise waren Stromazellen
sowohl bei PeCa als auch in gesundem Penisepithel pAKT (Thr308)-positiv, weshalb die Autoren dem
PI3K/AKT-Signalweg keine entscheidende Rolle in der penilen Karzinogenese beimessen (Adimonye,
Stankiewicz, Kudahetti, et al., 2018). Kuasne et al. etablierten eine HPV16-positive PeCa-Zelllinie, die
eine Uberexpression des EGFR sowie eine geringe pAKT (Thr308)-Expression im Reverse Phase
Protein Array zeigte und damit meine Daten untermauert (Kuasne et al., 2021). Multiple Studien
konnten keine direkte Assoziation zwischen der Dysregulation des PI3K/AKT-Signalwegs,
einschlieBlich der Phosphorylierung des Schliisselproteins AKT, und einer HPV-Infektion feststellen,
sodass diesem Signalweg eine Rolle in der HPV-unabhéngigen penilen Karzinogenese zugeschrieben
wird (Chaux et al., 2014; Ferrandiz-Pulido et al., 2013; Stankiewicz, Prowse, Ng, et al., 2011; Thomas
et al., 2021). Die klinische Bedeutung der pAKT-Expression bei PeCa bleibt weiterhin Gegenstand
kontroverser Diskussionen. So fanden Stankiewicz et al. eine negative Korrelation zwischen einer
nukledren pAKT (Ser473)-Expression und dem Tumorstadium (Stankiewicz, Prowse, Ng, et al., 2011).
Demgegeniiber wurde eine verstirkte pAKT (Ser473)-Expression héufiger bei high-grade Tumoren
beobachtet (Adimonye, Stankiewicz, La-Touche, et al., 2018; Chaux et al., 2014; Thomas et al., 2021).
Waéhrend Azizi et al. eine Hochregulation des PI3K/AKT-Signalwegs bei vorliegender HPV-Infektion

mit einer glnstigen Prognose assoziierten (Azizi et al., 2019), bringt eine andere Studie die Aktivierung
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des PI3K/AKT-Signalwegs und eine HPV-Infektion mit einem geringeren Gesamtuberleben in
Verbindung (Thomas et al., 2021).

Bisher liegen nur wenige Studien zur Aktivierung von ERK, p38 MAPK und STAT3 beim
Peniskarzinom vor. Eine Analyse auf Basis von TMA ergab, dass eine erhdhte Expression von pERK
mit einem niedrigen Tumorstadium sowie einer guten histologischen Differenzierung des penilen
Tumorgewebes korreliert (Ferrandiz-Pulido et al., 2013). Huang et al. konnten daruber hinaus einen
direkten Zusammenhang zwischen der HPV-Integration und der Aktivierung von MAPK- und
JAK/STAT-Signalwegen nachweisen (K. B. Huang et al., 2021). STAT3-Signalwege scheinen bei PeCa
hochreguliert zu werden (Mo, Tong, Yin, et al., 2020; E. S. Yang et al., 2017). Die Arbeitsgruppe um
de Barros zeigte, dass eine erhdhte Expression von pSTAT3 mit einer giinstigen Prognose einhergeht,
wahrend eine gesteigerte STAT3-Expression mit einem aggressiveren Tumorverhalten und einer
schlechteren Prognose assoziiert war (de Barros et al., 2023, 2024). Ferner deuten verschiedene Studien
auf Konvergenzen zwischen den PI3K/AKT-, Ras/Raf/MEK/ERK- und JAK/STAT-Signalwegen beim
Peniskarzinom hin (Mo et al., 2021; Mo, Tong, Huang, et al., 2020; Mo, Tong, Li, et al., 2020).

Neben Dysregulationen der PI3K/AKT- und MAPK-Signalwege offenbarte das mittels Next-Generation
Sequencing ermittelte MicroRNA-Expressionsprofil des Peniskarzinoms auch Veranderungen in den
Notch-, p53-, TGF-B- und Whnt-Signalwegen, die ebenfalls maRgeblich an der Entstehung und
Progression der penilen Tumoren beteiligt sein kénnten (L. Zhang et al., 2015). Multiple Studien wiesen
eine Beteiligung des Notch-Signalwegs an der Pathogenese des Peniskarzinoms nach (Chahoud et al.,
2021; Ribera-Cortada et al., 2022). Des Weiteren wurde eine erhéhte Expression des Tumorsuppressors
p53 mit einer ungunstigen Prognose in Verbindung gebracht, zeigte jedoch keine Korrelation mit einer
HPV-Infektion (Ferrandiz-Pulido et al., 2013; Stankiewicz, Prowse, Ktori, et al., 2011). AufRerdem
scheint der Wnt-Signalweg bei PeCa, im Vergleich zu gesundem Gewebe, gesteigert aktiv zu sein (Arya
et al., 2015; Bley et al., 2022).

Das Peniskarzinom ist eine seltene Tumorerkrankung zu der bislang nur wenig geforscht wurde und
belastbare Studien mit ausreichender Fallzahl fehlen. Daher erscheint es sinnvoll, die gewonnenen
Erkenntnisse zur Signalwegaktivierung mit anderen HPV-assoziierten Tumorentitdten, wie dem

Zervixkarzinom und Kopf-Hals-Tumaoren, zu vergleichen.

Im Kontext des Zervixkarzinoms beschreiben Bhattacharjee et al., dass das HPV-Onkoprotein E5
MAPK-Signalwege stimuliert, wéhrend E6 PI3K/AKT-, Wnt- und Notch-Signalwege beeinflusst und
E7 den PI3K/AKT-Signalweg reguliert (Bhattacharjee et al., 2022). Vergleichbar zum Peniskarzinom
implizieren multiple Studien die Konvergenz verschiedener Signalwege beim Zervixkarzinom, darunter
PI3BK/AKT-, JAK/STAT-, Notch-, p53-, Wnt- und MAPK-Signalwege. Die Aktivierung von
PI3K/AKT-, MAPK-, Wnt- und Notch-Signalwegen bei gleichzeitiger Hemmung tumorsuppressiver
Signalwege, wie p53 und RB, fiihrt zu einer unkontrollierten Proliferation, verstarktem Uberleben sowie

gesteigerter Invasion und Migration zervikaler Tumorzellen (H. Wang et al., 2024). AuBerdem
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verkniipfen Li et al. die Induktion der EMT mit einer Aktivierung des PI3K/AKT-Signalwegs (A. Li et
al., 2018). Daruber hinaus scheint die Hochregulation des PI3K/AKT-Signalwegs zur Entwicklung von
Resistenzmechanismen gegeniiber Radiotherapie und Cisplatin-haltigen Chemotherapeutika
beizutragen (T. J. Kimetal., 2006; N. Wang et al., 2018; Xia et al., 2010). Durch Forderung der Invasion
und Metastasierung beginstigen aktivierte p38 MAPK- und Ras/Raf/MEK/ERK-Signalwege die
Progression des Zervixkarzinoms (Zheng et al., 2018). Ferner scheint die Aktivierung des p38 MAPK-
Signalwegs die EMT der zervikalen Tumorzellen zu férdern (L. Yang, Yu, et al., 2020). Unsere
Arbeitsgruppe konnte einen Anstieg der pSTAT3-Expression von niedriggradigen zervikalen
intraepithelialen Neoplasien (CIN1) zu hochgradigen Lasionen (CIN3) nachweisen, wéhrend im
Ubergang von CIN3 zum invasiven Zervixkarzinom ein Riickgang der pSTAT3-Expression beobachtet
wurde. Darlber hinaus erhohte die durch IL-6 induzierte STAT3-Aktivierung die Empfindlichkeit
zervikaler Tumorzellen gegenlber chemotherapeutischen Behandlungen (Walch-Riickheim et al.,
2016). Externe Literatur belegt eine gesteigerte Expression von pSTAT3 beim Zervixkarzinom im
Vergleich zu gesundem Gewebe und bringt diese mit einer HPV-Infektion in Verbindung (Chen et al.,
2007; Morgan & Macdonald, 2019; Shi et al., 2021; Shukla et al., 2010). Des Weiteren implizieren zwei
Studien eine Korrelation zwischen einer erhthten Expression von pSTAT3 und einer ungiinstigen
Prognose beim Zervixkarzinom (Abdullatif et al., 2024; Takemoto et al., 2009).

Vergleichbar zum Peniskarzinom zeigt sich auch bei Kopf-Hals-Tumoren in mindestens 80 % der Falle
eine Uberexpression oder Mutation des EGFR. Die Aktivierung des EGFR initiiert eine Kaskade
zellularer Signaltbertragungswege, darunter der Ras/Raf/MEK/ERK-, PI3K/AKT- sowie JAK/STAT-
Signalweg (Bhat et al., 2021; Q. Li et al., 2023). Hervorzuheben ist, dass der PISK/AKT-Signalweg in
etwa 90 % der Kopf-Hals-Tumoren aktiviert ist (Jiang et al., 2024; Q. Li et al., 2023). Interessanterweise
konnten Janecka-Widla et al. keinen signifikanten Unterschied hinsichtlich der pAKT (Thr308)-
Expression bei HPV-positiven und HPV-negativen Kopf-Hals-Tumoren feststellen (Janecka-Widta et
al., 2022). Die Aktivierung des PI3K/AKT-Signalwegs tragt aullerdem zur Strahlentherapieresistenz bei
(Su et al., 2022). Chan et al. belegen eine gesteigerte Expression von pERK und pp38 MAPK in Kopf-
Hals-Tumoren im Vergleich zu gesundem Gewebe (Chan et al., 2017). Diesbeziglich fanden
Leelahavanchkul et al. pERK in unter 33 % der mehr als 400 untersuchten Kopf-Hals-Tumorproben,
wahrend p38 MAPK in 79 % der Falle phosphoryliert und damit aktiviert vorlag (Leelahavanichkul et
al., 2014). In gesunden Keratinozyten flihrte die Aktivierung der p38 MAPK zur Hemmung des ERK-
Signalwegs, ein Regulationsmechanismus, der in Kopf-Hals-Tumorzellen offenbar aufgehoben ist,
wodurch die Tumorzellen von der wachstumsfordernden Aktivitit beider Signalkaskaden profitieren
(Junttila et al., 2007). Eine erhdhte pERK-Expression wurde insbesondere bei Kopf-Hals-Tumoren mit
fortgeschrittenen Lymphknotenmetastasen sowie Rezidiven beobachtet (Albanell et al., 2001) und
korrelierte demzufolge mit einer unguinstigen Prognose (de Kort et al., 2023). Ma et al. implizieren, dass
EMMPRIN (ber eine Aktivierung von MAPK-/ERK-Signalwegen eine Resistenz der Kopf-Hals-
Tumorzellen gegeniiber Chemotherapeutika vermittelt (Ma et al., 2017). Zudem wurde eine gesteigerte
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Aktivierung von STAT3 bei Kopf-Hals-Tumoren beobachtet, die mit einer schlechten Prognose
einherging (Johnson et al., 2020).

Zusammenfassend identifiziert die vorliegende Arbeit vielversprechende Aktivierungsmarker,
insbesondere pERK im 2D-Modell und pp38 MAPK im 3D-Modell, und liefert damit eine fundierte
Grundlage fur weiterflihrende systematische Untersuchungen.
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7 Ausblick

Diese Forschungsarbeit lieferte erste Hinweise auf die rdumliche und zeitliche Dynamik der
Neutrophilen-Immigration ins PeCa-TME sowie der Aktivierung von penilen Tumorzellen und
Immunzellen. Um diese komplexe Interaktionsdynamik weiter aufzuschlisseln, sind zukinftige
Untersuchungen erforderlich, welche die zeitliche Dimension des TME systematisch berlcksichtigen.
Ein kritischer Aspekt ist hierbei die kurze Uberlebenszeit der aus peripherem Blut isolierten
Neutrophilen von wenigen Stunden. In dieser Studie wurde eine maximale Inkubationszeit von
vierundzwanzig Stunden gewahlt. Nach Gewebeimmigration erhoht sich die Uberlebensdauer der
Neutrophilen auf drei bis funf Tage, ein Effekt, der mittels organotypischer 3D-Kulturen nachgebildet
werden kann. In kinftigen Experimenten sollte daher das Bewegungsmuster, die phénotypischen
Veranderungen und Signalweghierarchien Uber langere Zeitrdume analysiert werden. Dies kann
zusammen mit der zeitabhangigen wechselseitigen Aktivierung von Tumor- und Immunzellen mittels

Live-Cell Imaging am konfokalen Fluoreszenzmikroskop detailliert untersucht werden.

Dariiber hinaus lieferte die Arbeit erste Hinweise fir relevante Signalweghierarchien als
Ausgangspunkte weiterfihrender Untersuchungen. Ein umfassenderes Kinase-Profiling wirde helfen,
die zentralen Signalwegachsen und deren Dynamik mechanistisch aufzuklaren. Auch hierfur ist es
notwendig starker auf komplexe 3D-Zellkulturmodelle zu setzen, um die in vivo Situation besser
abzubilden und, wie bereits publizierte Vordaten der Arbeitsgruppe zeigten, damit klinisch relevante

Erkenntnisse und Biomarker zu generieren.

In einem ndchsten Schritt wirden Einzelzell- und Multiomics-Analysen, insbesondere Proteomics,
helfen, die Plastizitdt der Neutrophilen im Kontext des TME mit seiner zeitlichen und rdumlichen
Dimension auf molekularer Ebene zu erfassen. Die anschlielende Validierung der Marker mit TMA-
Farbungen und xenogenen Mausmodellen stellt schlieBlich entscheidende Schritte dar, um deren
prognostisches und préadiktives Potential zu evaluieren. Langfristig kdnnten diese Erkenntnisse die Basis
fur zielgerichtete Interventionsstrategien bilden, welche die Neutrophilen-Signalhierarchien im TME

therapeutisch nutzen, um neue Behandlungsoptionen fir PeCa-Patienten zu erdéffnen.
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9 Appendix

Tabelle 17: Rohdaten der maximalen Einwanderungstiefe von Granulozyten in organotypische

3D-Kulturen mit PeCa P2

PeCa P2 4h 6h 8h 24n

Bild 1 208,914 pm 294272 um | 303,704 pm | 299,931 pm

Bild 2 204,670 um 295215 um | 324454um | 311,249 um

Bild 3 208,443 um 261,732 pm 287,670 um 347,090 um
arithmetisches MIttel | 207,342 pm 283,740 pm | 305276pm | 319,423 um
Standardabweichung + 1,899 nm + 15,567 pm + 15,058 pm +20,102 pm

Tabelle 18: Rohdaten der
3D-Kulturen mit PeCa L2

maximalen Einwanderungstiefe von Granulozyten in

organotypische

PeCa 1.2 4h 6h 8h 24h

Bild 1 124,971 um 124,028 um 157,039 pm 210,329 um

Bild 2 116,954 um 132,045 um 157,982 um 224,005 um

Bild 3 133,460 um 149,494 um 170,715 um 237,681 um

ar ‘thmetlsihes Mittel | 155 128 um 135,189 pm 161,912 pm 224,005 um
Standardabweichung | 6739Bm | £10631pm | £6237 um + 11,166 pm

Tabelle 19: Rohdaten der
3D-Kulturen mit PeCa L3

maximalen Einwanderungstiefe von Granulozyten in

organotypische

PeCa L3 4h 6h 8h 24h

Bild 1 217,874 um 270,221 um 344,732 um 421,129 um

Bild 2 233,908 um 250,886 um 331,527 um 403,681 um

Bild 3 181,090 um 273,522 um 330,585 um 405,095 um
a“thmet‘sihes Mittel | 516,957 um 264,876 pm 335,615 um 409,968 pm
Standardabweichung | * 22111 1m + 9,984 m + 6,458 um +7,913 pm
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Tabelle 20: Rohdaten der Granulozytenmigration in absoluten Zahlen

. . . PeCa P2 PeCa L2 PeCa L3
Inkubationszeit Bild E K E K E K
1 63 61 45 32 123 103
2 59 54 36 27 128 121
4h 3 67 68 33 24 107 109
arithmetisches | 61 38 | 27.666 | 119333 | 111
Mittel
1 95 163 19 32 102 140
2 85 153 22 29 93 145
6h 3 88 188 28 31 86 148
arithmetisches | g9 333 | 48 23 | 30,666 | 93,666 | 144,333
Mittel
1 98 241 19 34 77 227
2 102 270 18 35 84 232
8h 3 103 280 17 37 83 220
arithmetisches | 0, | 563 666 | 18 | 35333 | 81,333 | 226,333
Mittel
1 110 321 14 51 58 286
2 106 332 15 61 71 296
24h 3 101 345 11 58 66 259
arithmetisches | o< (oo | 335 666 | 13333 | 56,666 | 65 | 280,333
Mittel

Absolute Anzahl immigrierter Granulozyten pro Bildausschnitt. E = Epithelschicht, K = Kollagen-
Fibroblasten-Schicht.

Tabelle 21: Rohdaten der Granulozytenmigration in relativen Zahlen

. . . PeCa P2 PeCa 1.2 PeCa L3
Inkubationszeit Bild E K E K E K

1 50.806 | 49,194 | 58442 | 41,558 | 54,425 | 45,575

2 52212 | 47,788 | 57,143 | 42,857 | 51,406 | 48,594

4h 3 49,630 | 50370 | 57.895 | 42,105 | 49,537 | 50,463
ar‘ﬂ;\‘,}‘i‘zgches 50,883 | 49,117 | 57,826 | 42,174 | 51,789 | 48211

1 36.822 | 63,178 | 37,255 | 62,745 | 42,149 | 57.851

2 35714 | 64,286 | 43,137 | 56,863 | 39,076 | 60,924

6h 3 31,884 | 68,116 | 47,458 | 52,542 | 36,752 | 63,248
a“t';w“‘i‘t*:‘:‘lches 34,807 | 65,193 | 42,617 | 57,383 | 39,326 | 60,674

1 28.009 | 71.091 | 35.849 | 64,151 | 25329 | 74,671

2 27419 | 72,581 | 33.962 | 66,038 | 26,582 | 73,418

Sh 3 26,893 | 73,107 | 31,481 | 68,519 | 27,393 | 72,607
a“t';wmii:flc"es 27,740 | 72,260 | 33,764 | 66,236 | 26435 | 73,565

1 25.522 | 74.478 | 21,538 | 78.462 | 16,860 | 83,140

2 24201 | 75,799 | 19,737 | 80,263 | 19,346 | 80,654

24h 3 22,646 | 77354 | 15,942 | 84,058 | 20,308 | 79,692
ar‘ﬂ;wmii:flc"es 24,123 | 75,877 | 19,072 | 80,928 | 18,838 | 81,162

Relativer Anteil immigrierter Granulozyten pro Bildausschnitt [%]. E = Epithelschicht, K = Kollagen-
Fibroblasten-Schicht.
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