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1. EINLEITUNG

1.1. Krebs

Tumorzellen entwickeln sich durch vererbte oder erworbene genetische Mutationen aus
ehemals gesunden Korperzellen, was als Transformation bezeichnet wird. Ursachen fiir solche
genetischen Veranderungen kdnnen auf Grund von Fehlern wahrend der DNA-Replikation
entstehen. Aber auch externe Faktoren, wie reaktive Sauerstoffspezies (ROS, englisch fir
,reactive oxygen species”), Viren oder radioaktive Strahlung kénnen Schaden am Erbgut
auslésen (Dempke, 2008; Pecorino, 2012; Wagener und Miiller, 2009; Weinberg, 2013). Die
Mutation eines Gens, das die Bildung von Krebs beglinstigt, stellt dabei den ersten Schritt der
Karzinogenese dar und betrifft haufig Signalwege, welche Einfluss auf die Proliferation,
Uberlebensfihigkeit oder Differenzierung haben (Pecorino, 2012; Wagener und Miiller, 2009;
Weinberg, 2013). Die weiteren Phasen der Karziogenese sind die Promotion, Progression und
Metastasierung. In der Promotion proliferiert die mutierte Zelle und gibt ihre genetischen
Veranderungen an ihre Tochterzellen weiter. Die Tochterzellen sind wiederrum durch das
deregulierte Gen anfillig, weitere Mutationen zu erlangen, welche die Proliferationsrate der
Krebszellen erhéhen oder sie widerstandsfahiger gegen schadliche Einflisse machen. Wenn
diese Zellen die Fahigkeit zur Invasion und Metastasierung in fremde Gewebe erhalten, ist die
Entwicklung zum metastasierenden Tumor abgeschlossen. Wahrend der Metastasierung
verteilen sich Tumorzellen Gber das Lymph- und BlutgefdaBsystem im Koérper und wachsen zu
Sekundartumoren aus, wobei das gesunde Gewebe verdrangt wird (Siddiqui et al., 2015;

Wagener und Miiller, 2009; Weinberg, 2013).

1.1.1. Das Melanom

Bei Hautkrebs wird epidemiologisch zwischen Melanomen und Nicht-Melanomen
unterschieden, wobei ein Melanom einen Tumor bezeichnet, der aus Melanozyten
hervorgegangen ist. Die Griinde fir das Entstehen eines Melanoms sind vielfaltig und kénnen
sowohl in individuellen Risikofaktoren, wie beispielsweise der familiaren Vorbelastung, dem

Vorliegen von Navi oder anderen genetischen Faktoren liegen (Bevona et al., 2003; Goldstein
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und Tucker, 2001; Lynch und Shaw, 2016). Einer der wichtigsten Faktoren fiir das Entstehen
eines Melanoms ist der intensive Kontakt mit Ultraviolettstrahlung, besonders wahrend der
Kindheit. Hierbei wird zwischen UV-A- (315 nm - 400 nm) und UV-B-Strahlung (280 nm - 315
nm) unterschieden, wobei UV-A-Strahlung DNA-Schaden hauptsachlich indirekt durch
oxidativen Stress auslost, wohingegen die zytotoxischere UV-B-Strahlung in der Lage ist,
direkte DNA-Schaden durch die Entstehung von Photoprodukten, wie Cyclobutan-Pyrimidin-
Dimeren oder 6-4-Photoprodukten, zu verursachen. Kdnnen die entstandenen DNA-Schaden
nicht korrekt behoben werden, kommt es durch eine Ansammlung von Mutationen zur

Entstehung eines Melanoms (Eklund und Malec, 1978; Proust, 2017; Sample und He, 2018).

1.1.2. Brustkrebs

Brustkrebs stellt weltweit mit 15,5% die zweithdufigste Krebserkrankung dar und ist nicht nur
die zweithaufigste Krebs-assoziierte Todesursache, sondern auch der groBte Sterbefaktor bei
Frauen zwischen dem 45. und 55. Lebensjahr (Boix-Montesinos et al., 2021; Ismail-Khan und
Bui, 2010). Verschiedene Faktoren kdonnen die Entstehung von Brustkrebs fordern, wie
Ubergewicht, zu wenig Bewegung, eine hohe Aufnahme von Fetten oder Kinderlosigkeit
(Alegre et al., 2013; Gonzdlez-Jiménez, 2018). Auch genetische Faktoren beglinstigen das
Auftreten dieser Krebsart. So haben 5-10% aller Brustkrebserkrankungen eine Mutation in den
Tumorsuppressorgenen BRCA1 und BRCA2 (englisch fir ,breast cancer susceptibility gene 1 /
2“) (Akram et al., 2017; Waks und Winer, 2019). Bei der Einteilung von Brustkrebs spielen zwei
Faktoren eine libergeordnete Rolle, zum einen das Vorhandensein von Hormonrezeptoren
(HR, englisch fir ,,hormone receptor®), also des Estrogen- oder Progesteron-Rezeptors, und
zum anderen die Prasenz des humanen epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor 2 (HER2, bzw.
HER2/neu, englisch fir ,human epidermal growth factor receptor 2“). Im Zuge dessen lasst
sich Brustkrebs in drei Klassen aufteilen: HR*HER2", HER2* und TNBC (englisch fir ,triple
negative breast cancer”), bei dem keiner dieser Rezeptoren gebildet wird. TNBC stellt etwa
15% aller Brustkrebsfalle dar und ist gekennzeichnet durch eine besonders schlechte Prognose
und Uberlebensdauer und ist besonders schwierig zu behandeln (Akram et al., 2017; Boix-

Montesinos et al., 2021; Ismail-Khan und Bui, 2010; Waks und Winer, 2019).



1.1.3. Charakteristika von Krebserkrankungen

Zur Beschreibung des heterogenen Krankheitsbilds , Krebs” wurden die Eigenschaften der
meisten oder moglicherweise auch aller Krebsarten als Kennzeichen von Krebs
zusammengefasst (Hanahan und Weinberg, 2000). In den letzten Jahren wurden diese
aufgrund des besseren Verstandnis von Krebserkrankungen um etliche weitere Kennzeichen

erweitert (Abbildung 1) (Hanahan, 2022; Hanahan und Weinberg, 2011).

Abbildung 1: Kennzeichen von Krebs und deren potentielle Kennzeichen und erméglichende Bedingungen.

Eigenschaften, in denen sich Krebszellen maRgeblich von gesunden Korperzellen unterscheiden und die ihren malignen
Phanotyp begilinstigen, sowie potentielle weitere Eigenschaften von Krebszellen und Umstdnde, die das Entstehen von Krebs

ermoglichen (Modifiziert nach: Hanahan, 2022).

Einer der entscheidenen Punkte bei der Krebsprogression ist die phanotypische Plastizitdt von
Tumoren. Tumore bestehen nicht nur aus einer Art von Tumorzellen, sondern aus vielen
heterogenen Subtypen an Tumorzellen. Die im Tumor vorliegende genetische und
epigenetische Instabilitdt, sowie die Modifikation des Proteoms ermoglichen dabei die
Entstehung von Tumorzellen fiir den jeweils geeignetsten Phanotyp zum Voranschreiten der
Tumorprogression unter dem jeweiligen Selektionsdruck (Agarwal et al., 2017; Devarakonda
et al., 2015; Grzywa et al., 2017; Ramodn y Cajal et al., 2020). Heterogenitat findet sich jedoch
nicht nur in Tumorzellen, sondern auch in Zellen der Tumormikroumgebung (TME, englisch
fir ,tumor microenvironment”). Hierbei wird die Tumorprogression nicht nur von
Tumorzellen selbst, sondern auch von den Zellen vorangetrieben, die sie umgeben.
Interaktionen von Krebszellen mit Immunzellen und Stromazellen fiihren beispielsweise dazu,
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dass die Metastasierung beglinstigt wird oder das Immunsystem supprimiert wird, um der
Zerstorung durch das Immunsystem zu entgehen (Biswas und De, 2021; Ramén y Cajal et al.,

2020).

1.2. Mesenchymale Stromazellen (MSCs)

MSCs sind multipotente, spindelférmige Zellen und weisen eine starke Adharenz zu Plastik
auf. Hierzu gehoren Osteoblasten, Chondrozyten und Adipozyten (Pittenger et al., 1999) oder
Neuronen und Hepatozyten (Black und Woodbury, 2001; Hermann et al., 2004; Petersen et
al., 1999). Aufgrund der Unsicherheiten tUber den Stammzellcharakter von MSCs empfahl die
International Society for Cell & Gene Therapy (ISCT), die Bezeichnung ,mesenchymale
Stromazelle” zu verwenden und von der Bezeichnung ,mesenchymale Stammzelle”
abzusehen, jedoch befindet sich bis heute letztere Bezeichnung in haufigerem Gebrauch
(Dominici et al., 2006; Horwitz et al., 2005). Quellen fiir MSCs stellen das Knochenmark, das
Fettgewebe, die Lunge, das Herz, ,die Plazenta oder die Nabelschnur dar (Barlow et al., 2008;
Beltrami et al., 2003; Fraser et al., 2006; Griffiths et al., 2005; Majore et al., 2009; Tavassoli
und Crosby, 1968). Die Charakterisierung der heterogenen Gruppe der MSCs steht seit
mehreren Jahrzehnten im Fokus der Wissenschaft. Im Falle von menschlichen MSCs wird
haufig die Expression der Marker CD (englisch fir ,cluster of differentiation”)73, CD90 und
CD105 auf der Zelloberflache zur Identifikation verwendet. Zusatzlich sollten MSCs negativ fur
die Marker CD11b, CD14, CD19, CD34, CD45, sowie CD79a und MHC-Klasse-lI-Komplexe sein
(Dominici et al., 2006).

Besonders bekannt sind diese Zellen aufgrund ihrer immunmodulatorischen Eigenschaften,
mit denen sie bei der Forschung an Transplantationen oder an Krebserkrankungen von
besonderem Interesse sind (Galland und Stamenkovic, 2020; Kelly und Rasko, 2021). MSCs
werden haufig als immunsuppressive Zellen bezeichnet (Galland und Stamenkovic, 2020; Kelly
und Rasko, 2021). Tatsachlich ist der immunmodulatorische Zustand von MSCs jedoch
kontextabhangig und kann durch die Stimulation von Toll-like Rezeptoren (TLRs),
Mustererkennungsrezeptoren (PRRs, englisch fiir ,Pattern Recognition Receptors”) der
angeborenen Immunitat, auf diesen Zellen verandert werden (Shoshina et al.,, 2020;

Waterman et al., 2010, 2012b, 2012a)



1.2.1. Die Rolle von MSCs bei Krebserkrankungen

Die Rolle von MSCs bei dem Wachstum von Krebserkrankungen ist bis heute Gegenstand
wissenschaftlicher Diskussionen, da es zum einen Studien gibt, die MSCs als pro-tumorigen,
andere jedoch als anti-tumorigen einstufen (Djouad et al., 2003, 2006; Lin et al., 2010a; Qiao
et al., 2008a, 2008b). Der genaue Grund flr diese Unterschiede ist nicht bekannt, kdnnte
jedoch an der Heterogenitdat der MSC-Population, dem zugrunde liegenden Tumormodell,
dem Zeitpunkt der MSC-Administration oder der zugefiihrten Zellzahl liegen (Klopp et al.,
2011). MSCs bewegen sich aktiv auf Entziindungsherde zu und wandern dementsprechend
auch in Tumore ein (Kidd et al., 2010; Sun et al., 2009; Waterman et al., 2012a). Die Anzahl
einwandernder MSCs ist dabei sehr gering, jedoch sind diese Zellen auch in geringer Anzahl in
der Lage, das Tumorwachstum zu modulieren (Waterman et al., 2012a). Fibroblasten im
Tumor, auch CAFs (englisch fir ,cancer-associated fibroblasts“) genannt, stellen eine
Subpopulation von mesenchymalen Stromazellen dar, weswegen auch alle weiter unten in
Abschnitt 1.4.1. Tumor-assoziierte Fibroblasten (CAFs) aufgelisteten Punkte auf MSCs

zutreffen konnen (Hutton et al., 2021).

1.2.1.1.  Pro-tumorigene Effekte von MSCs durch die Modulation des Immunsystems

Die genauen Mechanismen hinter den tumorfordernden Eigenschaften von MSCs sind nicht
eindeutig geklart, jedoch konnten zumindest einige Mechanismen aufgezeigt werden, in
denen MSCs die Tumorprogression unterstiitzten. Hierbei spielt besonders die Suppression
des Immunsystems eine Rolle. MSCs kénnen die Proliferation von alloreaktiven, zytotoxischen
CD8*-T-Zellen, mittels l16slicher Stoffe und direktem Zell-Zell-Kontakt inhibieren (Djouad et al.,
2003; Engela et al.,, 2013a; Nasef et al., 2007). Eine weitere Population von T-Zellen,
regulatorische T-Zellen oder Tregs, die anti-inflammatorische Funktionen hat, weist jedoch eine
erhohte Proliferation bzw. Induktion in der Anwesenheit von MSCs und beispielsweise durch
die Produktion von TGFp (englisch fiir ,transforming growth factor B“) und Interleukin 2 (IL2)
auf (Engela et al., 2013b; Patel et al., 2010). Es sind jedoch auch weitere Zytokine bekannt, mit
denen MSCs die Aktivitdit von T-Zellen supprimieren, wie IL10, Prostaglandin E2,
Stickstoffmonoxid oder Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) (Aggarwal und Pittenger, 2005;
Batten et al., 2006; Meisel et al., 2004; Sato et al., 2007; Yang et al., 2009). Bei der Suppression
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von NK-Zellen durch MSCs produzieren NK-Zellen eine geringere Menge des Zytokins
Interferon y (IFNy) und exprimieren weniger Membranproteine der NK-Zell-Aktivierung, wie
NKp30 und NKp44. Dariiber hinaus ist auch die Bildung von Granzym B inhibiert, welches einen
der Hauptakteure fir NK-Zell- und T-Zell-vermittelte Lyse von Zielzellen darstellt (Aggarwal

und Pittenger, 2005; Hu et al., 2019; Patel et al., 2010; Spaggiari et al., 2008).

1.2.1.2.  Anti-tumorigene Effekte von MSCs durch die Modulation des Immunsystems

MSCs konnen das Immunsystem jedoch auch anti-tumorigen modulieren. Bei der
Transplantation von Darmkrebszellen zusammen mit MSCs in einer Gelatinmatrix konnte
gezeigt werden, dass das Wachstum der Tumorzellen bei der Anwesenheit von MSCs im
Verhaltnis 1:1 und 1:10 (Tumorzellen:MSCs) verringert war. Hierbei war die Anzahl an
Monozyten und Granulozyten in der Matrix erhéht. Da keine Beteiligung von T-Zellen gezeigt
werden konnte, spricht dies fiir eine Abt6tung der Tumorzellen durch myeloide Immunzellen
(Ohlsson et al.,, 2003). In einem anderen Darmkrebsmodell wurde Ratten
Methylnitronitrosoguanidin (MNNG) zur Induktion von Darmtumoren verabreicht. In Tieren,
welche zusatzlich mit MSCs behandelt wurden, wurden kleinere und weniger Tumore im
Vergleich zu den Kontrolltieren nachgewiesen. Hierbei war sowohl die Anzahl an CD3* T-Zellen
erhoht, als auch die Anzahl an CD68* Makrophagen verringert (Frangois et al., 2019). Eine
CD105-Stromazellsubpopulation fihrte im Pankreaskarzinom zu einer Unterdrickung des
Tumorwachstums, indem diese Zellen dendritische Zellen und damit einhergehend T-Zellen
modulierten. Die Analyse mehrerer gesunder und maligner Gewebe konnte zeigen, dass diese
Subpopulation in allen Proben nachweisbar ist, was eine anti-tumorigene Wirkung solcher

Stromazellen in vielen Tumormodellen denkbar macht (Hutton et al., 2021).

1.2.2. Die Polarisierung von MSCs durch TLRs

Die Reaktion von MSCs auf TLR-Agonisten verandert sich bei der Stimulation unterschiedlicher
TLRs. Es konnte nachgewiesen werden, dass humane MSCs mittels der Stimulation von TLR4
und TLR3 zu pro-inflammatorischen MSCs-, bzw. anti-inflammatorischen MSCs polarisierbar

sind. In Anlehnung an die Polarisierungszustande von Makrophagen wurden diese als MSC1,
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bzw. MSC2 bezeichnet (Shoshina et al., 2020; Tomchuck et al., 2008; Waterman et al., 2010,
2012b, 2012a). Pro-inflammatorische MSC1-Zellen exprimieren vermehrt pro-
inflammatorische Zytokine, wie IL6 und IL8, wohingegen MSC2-Zellen vermehrt die anti-
inflammatorischen Zytokine 1L10, CC-Chemokinligand 5 (CCL5) oder IDO bilden (Shoshina et
al., 2020; Waterman et al., 2010). MSC1-Zellen kénnen das Tumorwachstum, Migration und
Invasion sowohl in vitro, als auch in vivo inhibieren, wohingegen MSC2-Zellen Tumorzellen
unterstitzen. Neben dem direkten Einfluss von MSCs auf die Tumorzellen konnten auch
immunmodulatorische Anderungen festgestellt werden, da sowohl bei der Verwendung von
MSC1, als auch von MSC2 eine erhdhte Immunzellinfiltration festgestellt werden konnte.
Darilber hinaus veranlassten MSC1-Zellen die verstarkte Einwanderung von Makrophagen
und die Degranulation von Mastzellen (Waterman et al.,, 2012a). An anderer Stelle fihrte
jedoch auch die Stimulation von TLR3 zu pro-inflammatorischen Eigenschaften von MSCs,
weswegen die genaue Reaktion auf TLR-Liganden vermutlich von vielen weiteren Faktoren

abhéangt (Dumitru et al., 2014; Ryu et al., 2015).

Die Behandlung von MSCs mit TLR-Agonisten fihrt Ublicherweise zur Expression von
chemotaktischen und pro-inflammatorischen Zytokinen, wie C-X-C Ligand 1 (CXCL1), CXCLS5,
CXCL6, CXCL8 und CXCL10 oder auch IL6, IL12, Tumornekrosefaktor a (TNFa), CCL5 und GM-
CSF (Englisch fiir ,granulocyte-macrophage colony-stimulating factor”) (Hwa Cho et al., 2006;
Hwang et al., 2014; Ryu et al., 2015). Hierdurch vermitteln MSCs die Modulation von
Immunzellen, wodurch Neutrophile nicht nur chemotaktisch angezogen werden, sondern
auch eine erhohte Lebensdauer aufweisen und eine Verstarkung ihrer Effektorfunktionen, wie
der Phagozytose oder der Bildung von ROS, ausgeldst werden (Brandau et al., 2010; Cassatella

et al,, 2011; Hall et al., 2013a; Romieu-Mourez et al., 2009).

1.3. Die Rolle von TLRs bei Krebserkrankungen

1.3.1. Toll-like Rezeptoren

Toll-like Rezeptoren, oder TLRs, sind fiir die Produktion einer Vielzahl von Zytokinen
verantwortlich (Grassin-Delyle et al., 2020). In Menschen existieren 10 TLRs, TLR1-10,

wohingegen in Mdusen 12 TLRs vorliegen, die TLRs 1-9, sowie 11-13. TLR10 ist in Mausen
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aufgrund einer retroviralen Insertion nicht funktionsfahig (Kawai und Akira, 2010). Unter den
TLRs 1-10 sind dabei TLR1, 2, 5, 6 und 10 extrazellular lokalisiert, wohingegen TLR3, 7, 8 und 9
intrazellular in Endosomen exprimiert sind. TLR4 kann sowohl intra-, als auch extrazellular
vorliegen (Kawai und Akira, 2010). Unterschiedliche TLRs sind dazu in der Lage mit
unterschiedlichen Agonisten aus exogenen (z.B. Pathogenen) oder endogenen Quellen (z.B.
sterbende Korperzellen) zu interagieren. Einige Beispiele solcher Liganden fir humane TLRs

sind in Tabelle 1 aufgefiihrt.

Tabelle 1: Humane TLRs mit beispielhaften exogenen und endogenen Liganden.

Beispiele fiur PAMPs (englisch fir ,,pathogen associated molecular patterns”) und DAMPs (englisch fir ,,pathogen associated
molecular patterns”) als Agonisten fiir Toll-like Rezeptoren. HMBG1 (Englisch fiir ,,high-mobility-group-protein B1“), HSP70
(englisch fiir ,,heat shock protein 70“), FNII1c (Fibronektin Typ IlI-Modul 1c), dsRNA (englisch fiir ,,double stranded RNA*),
ssRNA (englisch fur ,single standed RNA“), mRNA (englisch fir ,messenger RNA“), LPS (Lipopolysaccharid), Pam3Cys (N-

Palmitoyl-2,3-bis(palmitoyloxy)-2-propylcysteine), IgG (Immunglobulin).

Bakterielle triacylierte

Funderburg et al., 2007;

TLR1 Lipopeptide (mit TLR2) B-defensin-3 (mit TLR2) Takeda et al., 2002
. ) ] Ambesi et al., 2022; Asea
° Zymosfam (mlF TLR.6) B-defensin-3 (mit TLR1) et al., 2002; Funderburg
" Serele raoiene oo
e Mykoplasmale Fibronektin-Fragmente 2015; Ozinsky et al,
Lipopeptide (mit TLR) FNIII1c 2000; Park et al., 2004;
Takeda et al., 2002
TLR3 e dsRNA mRNA Kariké et al., 2004
HMGB1 Asea et al., 2002;
HSP70 Okamura et al., 2001;
TR ° LPS ) . . EDA-Fibronektin Park et al., 2004; Rassa et
e Retrovirale Hillproteine .
Hyaluronséaure- al., 2002; Termeer et al.,
Fragmente 2002
TLR5 e Flagellin EDA-Fibronektin Ambesi et al., 2022
e Zymosan (mit TLR2) Kim et al., 2009; Ozinsky
TLR6 e Mykoplasmale Versican (mit TLR2) et al., 2000; Takeda et al.,
Lipopeptide (mit TLR2) 2002
Heil et al., 2004; Vollmer
TLR7 e ssSRNA (viral) ssRNA et al., 2005
Heil et al., 2004; Vollmer
TLR8 e sSRNA (viral) ssRNA et al., 2005
. Chromatin—IgG- Bao et al., 2016; Hemmi
TLRO ° Unm.ethyllirte ,CFI)IG- Komplexe et al., 2000; Leadbetter et
Motive (Bakterielle DNA) Mitochondirale DNA al., 2002
e Heliobacter pylori (mit Lee et al., 2018;
TLR10 TLR2) Nagashima et al., 2015;

Pam3Cys (mit TLR2)
dsRNA
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1.3.2. Die Aktivierung von TLR4 durch LPS

Die Aktivierung von TLR4 durch Lipopolysacchrid (LPS) stellt einen der am besten erforschten
Signalwege von TLRs dar. LPS bindet an das LPS-bindenden Protein (LBP, englisch fiir ,LPS-
binding protein®) (Tobias et al., 1986; Wright et al., 1989), welches die Interaktion von LPS mit
CD14 ermoglicht (Wright et al., 1990; Yu und Wright, 1996). CD14 vermittelt daraufhin die
Bindung von LPS an MD2 (englisch fiir ,myeloid Differentiation factor 2“) , einem essentiellen
Adapterprotein von TLR4 (Mitsuzawa et al., 2006; Ryu et al., 2017; Shimazu et al., 1999). Zwei
MD2-TLR4-Molekiile bilden einen Dimer, woraufhin die intrazellulare Signalkaskade beginnt
(Park et al., 2009). TLRs mutzen unterschiedliche Adapterproteine fir die Signalweiterleitung.
Die TLRs 1 und 2, sowie 5-10 nutzen MyD88 (englisch fiir ,,myeloid differentiation factor 88“)
und TLR3 nutzt TRIF (englisch fiir ,toll-interleukin-1 receptor-domain-containing adaptor
protein-inducing interferon beta“). TLR4 ist hingegen in der Lage, beide Adapterproteine zu
nutzen (Fore et al., 2020; Murphy und Weaver, 2018). Aus diesem Grund wird zwischen dem
MyD88-abhangigem und dem MyD88-unabhangigem Signalweg unterschieden (Abbildung 2)
(Ciesielska et al., 2020; Lu et al., 2008a; Yang et al., 2016).

1.3.2.1.  Der MyD88-abhdngige Signalweg von TLRs

Beim MyD88-abhadngigen Signalweg, detailliert in Abbildung 2, A beschrieben, wird zunachst
TIRAP/MAL (englisch fur , TIR domain containing adaptor protein“, bzw. ,MyD88 adaptor-
like“) und MyD88 aktiviert (Fitzgerald et al., 2001; Horng et al., 2002). Uber die aktivierte
Signalkaskade kommt es zur Phosphorylierung von IkB (englisch fir ,,inhibitor of kB“), welches
hierdurch ubiquitinlyiert und abgebaut wird, woraufhin NFkB (englisch fiir ,nuclear factor
kappa B“) in den Zellkern einwandern kann (Hayden und Ghosh, 2008; Murphy und Weaver,
2018; Pasparakis et al., 2006; Wu et al., 2006). NFkB fiihrt anschlieBend zur Expression von
Chemokinen, pro-inflammatorischen Zytokinen und Metalloproteasen (Burke et al., 2014;
Klper et al., 2012; Lim et al., 2007; Nyati et al., 2017; Park et al., 2015; Sun et al., 2017; Zhao
et al., 2014). Wahrend der MyD88-abhangigen Aktivierung von TLRs kommt es zeitgleich zur

Aktivierung von mitogen-aktivierten Protein Kinasen (MAPK, englisch fir ,mitogen-activated
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protein kinase”) (Kiiper et al., 2012; Nyati et al., 2017; Sato et al., 2005) und AKT (Arbibe et al.,
2000; Bai et al., 2009).

A

A
ST NSRS, oo

Abbildung 2: Die Aktivierung von TLRs

(A) Der MyD88-abhingige Signalweg. TLR4 interagiert mit TIRAP (englisch flr , TIR domain containing adaptor protein”) und
MyD88 (Fitzgerald et al., 2001; Horng et al., 2002). MyD88 bildet mit mehreren IRAKs (englisch fiir ,interleukin-1 receptor
associated kinase“) das Myddosom, in dem zuerst IRAK4 und daraufhin IRAK1 und IRAK2 phosphoryliert werden (Li et al.,
2002; Lin et al., 2010b; Suzuki et al., 2002). Als nachstes wird die E3 Ubiquitin Ligase TRAF6 (englisch fiir ,tumor necrosis
factor receptor-associated factor 6“), zusammen mit UBC13 (englisch fiir ,,Ubiquitin-conjugating enzyme E2 13“) und UEV1A
(englisch fir ,ubiquitin-conjugating E2 enzyme variant A“) rekrutiert, die eine Polyubiquitinkette generiert (Deng et al., 2000;
Fukushima et al., 2007; Gohda et al., 2004). TRAF6 interagiert mit TAK1 (englisch fur ,transforming growth factor-B-activated
kinase 1“), welches zusammen mit TABs (englisch furr ,, TAK1-binding protein®), IkB Kinasen (IKKs, englisch fur ,I1kB kinase”)
aktiviert (Ninomiya-Tsuji et al., 1999; Sato et al., 2005). NFkB liegt im Zytoplasma vor und kann aufgrund seiner Bindung zu
IkB nicht in den Zellkern einwandern. TAK1 Ubertragt zusammen mit den TABs die Polyubiquitinkette auf IKKy und
phosphoryliert IKKB. IKKB phosphoryliert anschlieBend IkB, welches ubiquitinyliert und abgebaut wird, wodurch NFkB in den
Zellkern gelangen kann (Hayden und Ghosh, 2008; Murphy und Weaver, 2018; Pasparakis et al., 2006; Wu et al., 2006).
Zeitgleich kommt es zur Aktivierung von mitogen-aktivierten Protein Kinasen (MAPK, englisch fiir ,,mitogen-activated protein
kinase“) in Form der Phosphorylierung von JNK, ERK und p38 mittels TAK1, was die Aktivierung des Transkriptionsfaktors AP-
1 zur Folge hat. AP-1 fiihrt dann zur Expression pro-inflammatorischer Molekiile, wie NFkB (Klper et al., 2012; Nyati et al.,
2017; Sato et al., 2005). Auch der PI3K/AKT-Signalweg wird aktiviert, der die Aktivierung von NFkB sowohl mittels der
Phosphorylierung von IKKa und IKKB, als auch mit der direkten Phosphorylierung von NFkB durch AKT fordern kann (Arbibe
et al., 2000; Bai et al., 2009). (B) Der MyD88-unabhangige Signalweg. Das Adapterprotein TRAM (englisch fiir , TRIF-related
adaptor molecule”) vermittelt die Interaktion von TLR4 mit TRIF (Oshiumi et al., 2003). TRIF interagiert im Anschluss mit TRAFs
3 und 6, wobei TRAF3 mit IKKe, IRAK1 und TBK1 (englisch fiir ,TRAF family member-associated NF-kB activator-binding kinase
1“) interagiert und durch diese die Transkriptionsfaktoren IRF3 und IRF7 (englisch fir ,interferon regulatory factor 3/7“)
aktiviert. Diese vermitteln die Transkription der Typ | Interferone IFNa und IFNP (Fitzgerald et al., 2003; Hacker et al., 2006;
Oganesyan et al., 2006; Sakaguchi et al., 2003). Durch TRAF6 kann TRIF unabh&nig von MyD88 die Aktivierung von MAPKs
und NFkB veranlassen und dadurch die Transkription pro-inflammatorischer Zytokine vermitteln (Sato et al., 2003). Daruber
hinaus kann TRIF zusatzlich Gber dessen Interaktion mit RIP1 (englisch flr ,receptor-interacting protein 1) die Aktivierung von
NFkB vermitteln (Meylan et al., 2004). (Modifiziert nach: Yang et al., 2016).
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1.3.2.2.  Der MyD88-unabhiingige Signalweg von TLRs

Der MyD88-unabhdngige Signalweg ist in Abbildung 2, B beschrieben. Hier beginnt der
Signalweg beim Adapterprotein TRAM (englisch fiir , TRIF-related adaptor molecule”), welches
die Interaktion von TLR4 mit TRIF vermittelt (Oshiumi et al., 2003). Am Ende dieses Signalwegs
werden die Transkriptionsfaktoren IRF3 und IRF7 (englisch fiir ,interferon regulatory factor
3/7“) aktiviert, die die Transkription Typ | Interferonen, also IFNa und IFNB, vermitteln
(Fitzgerald et al., 2003; Hacker et al., 2006; Oganesyan et al., 2006; Sakaguchi et al., 2003).
Dieser Signalweg kann jedoch auch MyD88-unabhangig die Translokation von NFkB in den

Zellkern auslosen (Meylan et al., 2004; Sato et al., 2003).

1.3.3. Die pro-tumorigene Rolle von TLRs bei Krebserkrankungen

Toll-like Rezeptoren kdnnen die Tumorprogression sowohl fordern, als auch hemmen. Viele
TLRs, oder auch Proteine des beispielsweise durch TLRs ausgelosten NFkB-Signalwegs, sind in
Tumoren Uberexprimiert, was mit dem Voranschreiten der Erkrankung korreliert (Lim et al.,

2019; Long et al., 2020; Wang et al., 2010; Yuan et al., 2013).

1.3.3.1.  Tumorférdernde Eigenschaften von TLRs auf Krebszellen

Mause, die kein TLR4 oder dessen Adapterprotein MyD88 exprimieren, haben eine groRere
Resistenz gegen die Entstehung von spontanen oder durch Karzinogene ausgeldste Tumore,
da TLR4 zur Expression von Zytokinen fihrt (Long et al., 2020; Naugler et al., 2007; Rakoff-
Nahoum und Medzhitov, 2007; Shi et al., 2020). Die ausgeschiitteten Zytokine stimulieren
Uberlebenssignale in mutierten, malignen Zellen und unterdriicken somit ihre Apoptose
(Balkwill und Coussens, 2004). Die Inaktivierung des NFkB-Signalwegs fiihrt zur Apoptose von
malignen Zellen und verhindert damit die Entstehung von Leber- und Darmtumoren (Balkwill
und Coussens, 2004; Greten et al., 2004; Pikarsky et al., 2004). Neben der Entstehung, kann
auch das Fortschreiten des Tumors durch TLRs beglinstigt werden. Der intrinsische TLR-
Signalweg in Krebszellen fordert das Wachstum und beglinstigt die Metastasierung in vivo
(Das et al., 2020; Hua et al., 2009; Liao et al., 2012; Rathore et al., 2019; Rogava et al., 2022;

Zhou et al., 2019). Die Mechanismen hierfiihr sind vielfaltig und umfassen beispielsweise die
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Unterdrickung der durch TNFa-vermittelten Apoptose, der Erhéhung der Expression des
Integrins avB3 oder der Begiinstigung des Stammzellcharakters von Krebszellen (Liao et al.,

2012; Rogava et al., 2022; Zhou et al., 2019).

1.3.3.2.  Tumorférdernde Eigenschaften von TLRs auf Immunzellen

Jedoch werden nicht nur Tumorzellen direkt, sondern auch Immunzellen des TMEs durch TLRs
beeinflusst. Hierbei unterstlitzt die Aktivierung von TLRs das Tumorwachstum. indem
Immunzellen in einen pro-tumorigenen Phanotyp polarisiert werden. So fihrt die Stimulation
von TLR4 auf Tumorzellen durch Bakterien oder LPS zur Bildung von Zytokinen, wie IL1B, was
die Polarisierung von Makrophagen zu Tumor-unterstiitzenden M2-Makrophagen beglinstigt
(Das et al., 2020; Li et al., 2019a). Durch diese Polarisierung unterstiitzen Makrophagen

beispielsweise eine verstarkte Angiogenese (Banerjee et al., 2011; Jin et al., 2014).

HSP72 aus Darm-, Brust- und Thymuskarzinomzellen veranlasst die Aktivierung des
TLR2/MyD88-abhangigen Signalwegs in MDSCs (englisch fur ,,myeloid-derived suppressor
cells“) und 16st deren Produktion von IL6 aus, wodurch sie das Tumorwachstum mittels
Immunsuppression anregen (Chalmin et al., 2010). MDSCs stellen eine heterogene Gruppe aus
unreifen Myeloidzellen und deren Progenitoren dar, die durch eine immunsuppressive
Wirkung charakterisiert sind und die Tumorprogression dadurch unterstiitzen kdnnen

(Gabrilovich und Nagaraj, 2009; Nagaraj und Gabrilovich, 2012; Veglia et al., 2021).

1.3.3.3.  Tumorférderdernde Eigenschaften von TLRs auf Stromazellen

Auch auf anderen Zellen des TMEs, wie Stromazellen in Form von Fibroblasten, lassen sich die
meisten Toll-like Rezeptoren nachweisen (Jang et al., 2012; Yao et al., 2015). Die Expression
von TLR4 auf Fibroblasten geht dabei mit Tumorrezidiven und einer verringerten
Uberlebensrate einher (Eiré et al., 2013). Ein moglicher Mechanismus hierfiir ist
beispielsweise, dass TLR4/MyD88-vermittelte Signalwege in Stromazellen zur Produktion pro-
inflammatorischer Zytokine und Chemokine fiihren, die die Infiltration von Tumor-

unterstitzenden Immunzellen beglinstigen und damit die Karzinogenese anregen (Koliaraki et
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al., 2019). AuRRerdem fiihrt Autophagie in Fibroblasten im Tumor zum Freiwerden von HMGB1,
das an TLR4 auf Krebszellen binden kann und damit nachweislich den Stammzellcharakter und

die Tumorigenitat von Brustkrebszellen unterstitzt (Zhao et al., 2017).

1.3.4. Die anti-tumorigene Rolle von TLRs bei Krebserkrankungen

Im Gegensatz zu den eben genannten Funktionen sind TLRs auch in vielen Situationen in der
Lage, das Tumorwachstum einzuschranken. Als Molekiil des Immunsystems konnen TLRs eine
Vielzahl von Immunzellen in den pro-inflammatorischen und damit haufig auch anti-

tumorigenen Zustand zu versetzen.

1.3.4.1. Tumorinhibierende Eigenschaften von TLRs auf Immunzellen

Ahnlich wie Makrophagen, kénnen auch Neutrophile per TLR-Stimulation in anti-tumorigene
N1-Neutrophile polarisiert werden (Garcia-Culebras et al., 2019; Ma et al., 2016; Ohms et al.,
2020). Ein Mechanismus der Tumorunterdriickung ist die verstarkte Chemotaxis. Die Injektion
von MPL (Monophosphoryl Lipid A), einem modifizierten LPS, Poly(l:C)
(Polyinosinsaure:Polycytidylsaure) und des Hillproteins des japanischen
Hamagglutinationsvirus reduzierte das Tumorwachstum von B16-Melanomen in vivo. Grund
fir die Verringerung des Tumorwachstums ist die chemotaktische Anziehung von
Neutrophilen durch CXCL2, welches durch die Tumormikroumgebung als Antwort auf Poly(l:C)
produziert wurde. Die Verwendung des Hillproteins zusatzlich zu Poly(l:C) fiihrt zu einem
Anstieg von CXCL2, der jedoch nicht signifikant ist. Jedoch sind die einwandernden
Neutrophile mit der Kombination aus Hiillprotein und Poly(l:C) zu einem signifikant groRerem
Anteil N1-polarisiert (Chang et al., 2016). Da die Polarisierung mit Poly(l:C) nicht signfikant ist,
konnte dies dafir sprechen, dass die TME durch die TLR3-Stimulation durch Poly(l:C) allein
durch eine Erhéhung der chemotaktischen Anziehung von Neutrophilen das Wachstum
unterdriicken kann, wohingegen das Hillprotein dies durch eine Polarisierung veranlasst.
Auch die Zugabe von LPS in Walker256 Tumoren in Ratten flihrt durch TLR4-Aktivierung des
TMEs zu einer erhohten Infiltration von Neutrophilen, die das Tumorwachstum unterdriickten

(Kuwabara et al., 2019).
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1.3.4.2.  Tumorinhibierende Eigenschaften von TLRs auf Stromazellen

TLRs kdnnen auch das Verhalten von Stromazellen anti-tumorigen beeinflussen. Wahrend der
Radiotherapie von Krebspatienten werden DAMPs aus sterbenden Tumorzellen freigesetzt,
die Toll-like Rezeptoren auf Endothelzellen aktivieren kénnen. In einem TNBC-Modell konnte
in Mausen gezeigt werden, dass dies zu einer erhdhten Expression chemotaktischer Molekile
durch Endothelzellen fiihrt, wie beispielsweise CCL2, CXCL1 und CXCL2, was von einer
erhohten Infiltration von Neutrophilen und Monozyten begleitet wird. Zusatzlich wird die
Differenzierung und Reifung von dendritischen Zellen aktiviert, die das Primen von T-Zellen
durchfihren (Krombach et al., 2019). Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass das Wachstum
von B16-Melanomen durch TLR5-/NFkB-Aktivierung durch Flagellen von Salmonellen inhibiert
werden kann. Die Stimulation findet vermutlich in Immunzellen des TMEs statt, wobei die

Beteiligung von Stromazellen nicht ausgeschlossen werden kann (Chen et al., 2021).

CAFs (englisch fiir ,cancer-associated fibroblasts“) sind dafiir bekannt, die T-Zell-Proliferation
zu inhibieren. Jedoch bewirkt auch die Stimulation dieser Zellen mit dem TLR4-Agonisten
Ligustilid oder einem Liposaccharid die Aktivierung des NFkB-Signalwegs, woraufhin T-Zellen

wieder zur normalen Proliferation fahig sind (Ma et al., 2019b; Xu et al., 2019).

Mesenchymale Stromazellen (MSCs, englisch fiir ,,mesenchymal stromal cells”) kdnnen mittels
der Modulation von TLRs polarisiert werden. Hierbei flihrt die Stimulation von TLR4 zu pro-
inflammatorischen (MSC1) und die von TLR3 zu anti-inflammatorischen MSCs (MSC2),
woraufhin MSC1-Zellen viele pro-inflammatorische Zytokine, wie IL6 oder IL8, exprimieren (Li
et al., 2016; Waterman et al., 2010, 2012b, 2012a). TLR4-stimulierte MSC1-Zellen sind dadurch
in der Lage, das Wachstum von Tumorzellen zu inhibieren (Waterman et al., 2012a). Die
Modulation von MSCs mittels TLRs wurde in Abschnitt 1.2.2. Die Polarisierung von MSCs durch

TLRs genauer beschrieben .

1.4. Die Tumormikroumgebung und ihre Bestandteile

Ein Tumor besteht aus vielen verschiedenen Zelltypen, welche zusammen mit BlutgefaRen

und der extrazellularen Matrix als Tumormikroumgebung (TME) bezeichnet werden. Die dort
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stattfindenden Interaktionen konnen das Tumorwachstum modulieren, inhibieren und

unterstiitzen (Abbildung 3).

Blutgefal

. Tumorzelle = = = Endothelzellen .—©-—_ Fibroblast

@ Makrophage Granulozyt j@} Dendritische Zelle
@ T-Zelle @ B-Zelle @ NK-Zelle

M ECM 0 .O Zytokine/Chemokine/Wachstumsfaktoren

Abbildung 3: Zusammensetzung der Tumormikroumgebung

Die Tumormikroumgebung besteht neben Tumorzellen an sich, auch aus einer heterogenen Mischung verschiedener Zellen,
Bestandteilen der extrazelluldaren Matrix, BlutgefaBen und 16slichen Faktoren, wie beispielsweise Zytokinen. Zu solchen Zellen
gehoren unter anderem sogenannte Tumor-assoziierter Fibroblasten, welche das Tumorwachstum Uber unterschiedliche
Mechanismen unterstiitzen, oder auch myeloide und lymphoide Immunzellpopulationen. Tumorzellen modulieren
wiederrum die sie umgebenden Zellen, mittels der Ausschittung von Wachstumsfaktoren, anti-inflammatorischer Zytokine
und Chemokine, oder der Produktion von extrazelluldrer Matrix. Zur Nahrstoffversorgung der Tumorzellen wird zusétzlich die
Bildung von BlutgefaRen, die Angiogenese, angeregt (Modifiziert nach: Alsibai & Meseure, 2018).

1.4.1. Tumor-assoziierte Fibroblasten (CAFs)

Stromazellen sind ein wichtiger Teil des TMEs und sind ein Faktor beim Voranschreiten der
Tumorentwicklung (Biswas und De, 2021; Ramodn y Cajal et al., 2020). Bei CAFs handelt es sich
um eine duBerst heterogene Population spindelférmiger Zellen, die einen grofRen Teil des
Tumorstromas bilden (Chen und Song, 2019). Dieser Zelltyp teilt sich in viele Subpopulationen
auf, die unter anderem mesenchymale oder inflammatorische Funktionen innehaben kénnen
(Hutton et al., 2021). Aufgrund ihrer Heterogenitét ist es nicht moglich, CAFs eine bestimmte
Zusammenstellung von Markern zuzuordnen, jedoch werden aSMA, Vimentin, FSP-1 englisch
far ,fibroblast specific protein-1“), FAP (englisch fir ,fibroblast activation protein“), CD90,
CD140a und CD140b haufig firr ihre Identifikation genutzt (Griinwald et al., 2021; Jiang et al.,
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2020; Jung et al., 2013; Lao et al., 2016; Parajuli et al., 2017; Primac et al., 2019). Erschwert
wird die Charakterisierung von CAFs dadurch, dass sie aus den verschiedensten
Vorlauferzellen hervorgehen kénnen, wie Adipozyten, mesenchymalen Stromazellen (MSCs),
Perizyten, Endothel- oder Epithelzellen (Bochet et al., 2013; Jung et al., 2013; Karnoub et al.,
2007; Ning et al., 2018; Sugimoto et al., 2006; Xing et al., 2010).

1.4.1.1.  Tumorférdernde Funktionen von CAFs

Der sich entwickelnde Tumor kann CAFs nicht nur aus dem umliegenden Gewebe, sondern
auch aus entfernten Organen, wie dem Knochenmark oder dem Fettgewebe rekrutieren und
differenzieren. Hierbei spielen beispielsweise TGFB, CXCL12 oder CXCL16 eine Rolle (Jung et
al., 2013; Kidd et al., 2012; Quante et al., 2011).

CAFs wiederum sind in der Lage, immunsuppressive Immunzellen in Form von Makrophagen,
dendritischen Zellen, MDSCs, Neutrophilen oder bestimmten Populationen von T-Zellen zum
Tumor zu rekrutieren und/oder ihr Verhalten zu modulieren (Cheng et al., 2018; Mao et al.,
2021; Mhaidly und Mechta-Grigoriou, 2021; Munir et al., 2020). CAFs kdnnen, Monozyten
chemotaktisch anziehen, wodurch sie diese zu pro-tumorigenen M2-Makrophagen zu
polarisieren (Comito et al., 2014; Gok Yavuz et al., 2019; Zhang et al., 2019). Darliber hinaus
kdnnen CAFs ebenfalls M2-Makrophagen aus M1-Makrophagen transdifferenzieren (Comito
etal., 2014; Gok Yavuz et al., 2019). Auch die Abgabe von Matrixproteinen, wie Hyaluronsaure,
rekrutiert Makrophagen, um die Angiogenese zur Versorgung des Tumors zu unterstiitzen

(Kobayashi et al., 2010).

1.4.1.2. Tumorinhibierende Funktionen von CAFs

Trotz ihrer vielfaltigen Tumor-unterstitzenden Funktionen, sind auch Falle bekannt, in denen
CAFs das Wachstum von Tumoren inhibieren kdnnen. Tatsachlich flihrt die Depletion von
aSMA-exprimierenden Zellen und dem Fehlen ihrer Matrix im Pankreaskarzinom zu einer
erhohten epithelial-mesenchymalen Transition von Tumorzellen und unterstiitzt auch den

Stammazellcharakter, was zu einer verkiirzten Lebensdauer der Versuchstiere fihrt (Ozdemir
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et al., 2014). Eine Subpopulation mit dieser Fahigkeit im Pankreaskarzinom stellt eine CD105-
negative CAF-Subpopulation dar, deren Abundanz im Tumor beispielsweise mit der Haufigkeit
bestimmter zytotoxischer T-Zell Subpopulationen korreliert. Die Injektion von CD105-
negativen Fibroblasten unterdriickte das Tumorwachstum in vivo, indem sie dendritische
Zellen und damit T-Zellen modulierten, ohne selbst jedoch Antigene an T-Zellen zu
prasentieren (Hutton et al., 2021). In einer anderen Studie konnte gezeigt werden, dass
Hyaluronsauresynthase 2, bzw. Hyaluronsdure von mesenchymalen CAFs und der hepatische
Wachstumsfaktor aus inflammatorischen CAFs zwar die Metastasierung von Pankreas- und
Darmkarzinomen fordern, mesenchymale CAFs jedoch auch gleichzeitig die Tumorprogression
einschranken kénnen. Dies geschieht mittels der Bildung von Kollagen |, welches sowohl die
Proliferation, als auch die Invasion der Tumorzellen inhibierte. Dementsprechend fiihrte die
Deletion von Kollagen | im Pankreas- und Darmkrebsmodell in vivo zu einer verstarkten

Metastasierung in die Leber (Bhattacharjee et al., 2021).

1.4.2. Immunzellen

Immunzellen sind ein essentieller Teil des TME und sind maBgeblich am Voranschreiten der
Tumorentwicklung beteiligt (Biswas und De, 2021; Ramén y Cajal et al.,, 2020). Das
Immunsystem dient dem Korper nicht nur als Abwehr gegen Pathogene, wie Bakterien oder
Viren, sondern auch als Antwort gegen Fremdkorper oder Krebserkrankungen. Hierzu
entwickelten sich im Laufe der Evolution zwei Arten der Immunantwort, das angeborene und
das adaptive Immunsystem. Das adaptive Immunsystem besteht aus T- und B-Zellen (Murphy
und Weaver, 2018). T-Zellen werden im Knochenmark generiert, wandern anschlieBend zur
Reifung in den Thymus ein, woraufhin MHC-Rezeptoren auf ihrer Oberflache gebildet werden.
AuBerdem entstehen T-Zell-Rezeptoren, die zur Erkennung spezifischer Antigene dienen. T-
Zellen durchlaufen daraufhin die positive Selektion, bei der sichergestellt wird, dass sie
schwach an korpereigene MHC-Moklekile binden kénnen und die negative Selektion, die dazu
sient auszuschlieBen, dass diese Bindung zu stark ist (Murphy und Weaver, 2018). T-Zellen
werden daraufhin von Zellen der angeborenen Immunitdt aktiviert, indem Antigen-
prasentierende Zellen, wie dendritische Zellen Quellen von Antigenen aufnehmen und diese

Antigene auf ihren MHC-Klasse-lI-Kkomplexen an T-Zellen prasentieren (Germic et al., 2019; Li
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et al., 2019b). T-Zellen aktivieren daraufhin B-Zellen, die zu Plasmazellen differenzieren und

Antikorper produzieren (Murphy und Weaver, 2018).

Zelltypen des angeborenen Immunsystems umfassen Monozyten, Makrophagen,
dendritischen Zellen, NK-Zellen, Eosinphilen, Basophilen und Neutrophile (Haas und Obenauf,
2019; Murphy und Weaver, 2018). Eine Infektion oder das Auftreten von Gewebeschaden
wird von  Makrophagen im  Gewebe wahrgenommen, woraufhin  diese
Entziindungsreaktionen, beispielsweise durch die Ausschittung von Zytokinen, ausldsen, die
daraufhin Granulozyten in das Gewebe rekrutieren, wo diese Zellen die erste Abwehr gegen
eine Infektion bilden (Murphy und Weaver, 2018). In der Regel reagieren myeloide Zellen
mittels der Erkennung von exogenen ,Pathogen-assoziierten molekularen Mustern® (PAMPs,
englisch fur ,,pathogen-associated molecular patterns®). Zusatzlich existieren noch endogene
,Gefahren-assoziierte molekulare Muster” (DAMPs, englisch fir ,damage-associated
molecular patterns”), die haufig von sterbenden Zellen abgegeben werden, wie DNA,
Hitzeschockproteine (HSPs) oder HMGB1 (englisch fir: ,, High mobility group box 1 protein®).
Auch Teile der extrazellularen Matrix, wie die EDA-Domane von Fibronektin, kdnnen als
DAMPs agieren (Kawai und Akira, 2010; Kelsh-Lasher et al., 2017; Okamura et al., 2001). Die
Erkennung solcher Molekiile erfolgt mittels PRRs wie Toll-like-Rezeptoren (Murphy und

Weaver, 2018; Newton und Dixit, 2012).

1.4.2.1.  Neutrophile

Neutrophile sind als Teil des Immunsystems in der Tumormikroumgebung und in
verschiedenen Tumoren nachweisbar (Eruslanov et al., 2014; Finisguerra et al., 2015;
Gershkovitz et al.,, 2019; McFarlane et al., 2021; Sun et al., 2014). Sie stellen die erste
Verteidigungslinie des Korpers gegen Infektionen dar (Blanco-Camarillo et al., 2021; Filippi,
2019; Ohms et al., 2020). Neutrophile werden als kurzlebige Zellen betrachtet, deren
Uberlebensdauer weniger als 24 Stunden betréigt, wobei es an anderer Stelle moglich war,
eine Lebensdauer von 5,4 Tagen nachzuweisen. Beim Menschen werden ca. 10! dieser Zellen
pro Tag produziert und stellen damit mit ca. 70% aller Immunzellen im Blut den haufigsten

Immunzelltypus in der Zirkulation dar (Blanco-Camarillo et al., 2021; Yvan-Charvet und Ng,
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2019). Bei Mausen machen Neutrophile nur einen Anteil von ca. 20% - 30% der Immunzellen

im Blut aus (Lieschke et al., 1994).

1.4.2.1.1. Chemotaktische Anziehung von Neutrophilen

Im Knochenmark bindet CXCL12, auch SDF-1a (englisch fir ,stromal-derived factor 1a“)
genannt, an den CXCR4-Rezeptor von Neutrophilen, wodurch sie dazu veranlasst werden im
Knochenmark zu verbleiben. Werden Neutrophile jedoch Liganden fiir ihren Rezeptor CXCR2
ausgesetzt, wie beispielsweise CXCL1 (alternativ KC, englisch fiir ,keratinocyte
chemoattractant”) oder CXCL2 (alternativ MIP2-a, englisch fir ,,macrophage inflammatory
protein 2-alpha“), wirken diese antagonistisch gegentiiber der Retentionswirkung der CXCL12-
CXCR4-Interaktion und die Zellen werden aus dem Knochenmark mobilisiert und gehen in die
Blutbahn tiber. Wahrend Neutrophile des Knochenmarks eine hohe Expression von CXCR4 und
eine niedrige Expression von CXCR2 aufweisen, werden die Rezeptoren in der Blutbahn
hingegen herunter- bzw. hoch-reguliert (Eash et al., 2009, 2010; Hedrick und Malanchi, 2021;
Martin et al., 2003; Wengner et al., 2008). Solche Chemokine dienen auch als Reiz fir die
Migrationsrichtung von Neutrophilen, indem ein Gradient von Chemokinen, welche mittels
Heparansulfaten auf Endothelzellen befestigt sind, diese Immunzellen an den GefaBwanden
entlang fuhrt (Massena et al., 2010). Besonders potente Chemokine fiir die Anziehung von
Neutrophilen sind MIF, CXCL1, CXCL2 und im Menschen IL8 (Brandau et al., 2010; Means et
al., 2003; Romieu-Mourez et al., 2009; Vieira et al., 2009).

1.4.2.1.2. Biologische Funktionen aktivierter Neutrophiler

Neutrophile erfiillen diverse Funktionen, um beispielsweise Pathogene zu bekdampfen. Hierzu
gehort beispielsweise die NETose, was die Bildung von Neutrophilen extrazelluldren Fallen,
oder auch NETs (englisch fir ,neutrophil extracellular traps“) bezeichnet, bei denen klebrige
Netze aus DNA gebildet werden, oder auch die Phagozytose von Krankheitserregern (Kaplan
und Radic, 2012; van Kesse et al., 2014; Lee et al., 2003; Papayannopoulos, 2017; Yipp und
Kubes, 2013). Weitere Mechanismen, mit denen Neutrophile in der Lage sind, Mikroben

abzutoten oder Entziindungsprozesse zu regulieren, sind die Bildung von reaktiven Sauerstoff-
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und Stickstoffspezies, sowie die Bildung von Zytokinen (Eyles et al., 2006; Fialkow et al., 2007;
Tamassia et al., 2018; Tecchio et al., 2014). Neutrophile enthalten sogenannte Granulae. Diese
stellen kleine Kompartimente innerhalb der Zellen dar, in denen antimikrobielle Proteine, wie
beispielsweise Defensine, Lysozyme, oder auch Proteasen enthalten sind (Moraes et al., 2006;

Tecchio et al., 2014; Xu und Lu, 2020).

1.4.2.1.3. Die Identifikation von Neutrophilen anhand von Markern

In Menschen ist die ldentifikation von Neutrophilen, haufig zusammen mit dem CD11b-
Marker, beispielsweise durch die Marker CD13, CD15, CD16, CD33, CD63 und CD66b moglich,
haufig in unterschiedlichen Kombinationen zu einander (Cloke et al., 2013; Eruslanov et al.,
2012; Lu et al., 2020). In Mausen hingegen findet die Identifikation von Neutrophilen mittels
anderer Marker statt. Hierbei werden meist Antikorper gegen den Oberflachenrezeptor Ly6G
genutzt, der unter reifen Immunzellen fast ausschlieflich von Neutrophilen exprimiert wird
(Biswas et al., 2017; Lee et al., 2013; Loughner et al., 2016). Wahrend demnach der Ly6G-
Marker theoretisch gezielt Neutrophile identifizieren kdnnte, stellen MDSCs eine Ausnahme
dar. Sie kénnen, neben Ly6C, ebenfalls Ly6G exprimieren, weswegen es nicht moglich ist,
Neutrophile anhand von Markern von MDSCs zu unterscheiden (Hegde et al., 2021; Vanhaver

et al,, 2021; Veglia et al., 2021).

1.4.2.1.4. Neutrophile in der anti-Tumor Immunitat

Die Tatsache, dass Neutrophile Tumorzellen abtoten, ist seit Jahrzehnten bekannt (Godleski
et al., 1970). Dennoch wurde diesen Zellen lange Zeit im Kontext der Tumorforschung wenig
Beachtung geschenkt. In den letzten Jahren hingegen kam aufgrund ihrer Heterogenitat und
Funktion als Tumorpromoter oder —suppressor ein erhohtes Interesse an dieser

Immunzellpopulation auf (Berry et al., 2017; McFarlane et al., 2021; Wu et al., 2020a).
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14.2.14.1. N1- und N2-Polarisierung von Neutrophilen

Ein Versuch die Heterogenitdit von Neutrophilen im Tumor zu beschreiben, ist die
Klassifizierung in N1- (anti-tumorigen) und N2-Neutrophile (pro-tumorigen), in Anlehnung an
die M1- und M2-Polarisierung von Makrophagen (Fridlender et al., 2009; Ohms et al., 2020;
Powell und Huttenlocher, 2016). Die N1-Polarisierung kann dabei durch Typ | und Typ Il
Interferone, LPS, die Wirkung des TLR4/NFkB-Signalwegs oder TNFa ausgel6st werden,
wohingegen der N2-Zustand durch die Aktivierung von IRAK-M oder die Anwesenheit von
TGFB, IL-10 oder G-CSF (englisch fir ,granulocyte colony-stimulating factor”) beginstigt wird
(Andzinski et al., 2015, 2016; Comen et al., 2016; Fridlender et al., 2009; Garcia-Culebras et
al., 2019; Ohms et al., 2020; Sagiv et al., 2015; Sun et al., 2014; Zhang et al., 2020). N1-
Neutrophile weisen sich durch die Expression von ICAM1 und TNFa aus, wohingegen N2-
Neutrophile VEGF, MMP9 und Arginase-1 exprimieren (Andzinski et al., 2016; Fridlender et al.,
2009; Jablonska et al., 2010; Mishalian et al., 2013; Shaul et al., 2016). Wahrend Neutrophile
und ihre Funktionen anfanglich als schadlich fir alle Zellen und Gewebe angesehen wurden,
konnte in den genannten Prozessen mehrfach gezeigt werden, dass Neutrophile nicht nur
gezielt Krebszellen abtéten oder in einen Zellzyklusarrest Uberfiihren, sondern auch ihre
Effektormechanismen, wie Elastase, spezifisch gegen Tumorzellen wirken und gesunde Zellen
davon kaum betroffen sind (Cui et al., 2021; Sionov et al., 2019; Sun et al., 2018; Wang, 2018;
Yan et al., 2014).

14.2.14.2. Mechanismen von Neutrophilen zur Inhibition der Tumorprogression

Es sind mehrere Mechanismen bekannt, mit denen Neutrophile anti-tumorigen wirken
konnen. Eine Moglichkeit von Neutrophilen Krebszellen abzutoten ist der oxidative Burst, bei
dem reaktive Sauerstoffspezies, wie H,0, ausgestoBen werden (Gershkovitz et al., 2018;
Granot et al.,, 2011; Yan et al., 2014; Zivkovic et al., 2007). So wurde jlingst gezeigt, dass
Neutrophile durch die besagte Bildung von H;0; oder der Produktion von IL1B die
Metastasierung inihibieren (Castafio et al., 2018; Granot et al., 2011; Li et al., 2020; Wculek
und Malanchi, 2015). Auch die NETose kann sich zytotoxisch auf Krebszellen auswirken
(Andzinski et al., 2016; Hirschhorn et al., 2021; Millrud et al., 2017). Hierfir sind beispielsweise
die bei der NETose ausgestoBenen Enzyme (z.B. Elastase) verantwortlich, deren direkte und
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indirekte, durch T-Zellen vermittelte, zytotoxische Wirkung gegen Krebszellen bereits
mehrfach gezeigt wurden (Cui et al., 2021; Mittendorf et al., 2012; Odajima et al., 1996).
Neutrophile Elastase wird von Krebszellen aufgenommen und legt proteolytisch die
intrazelluldre Domane von CD95, auch Fas genannt, frei. Dies fihrt zur ROS- und T-Zell-
abhangigen Apoptose von Krebszellen (Cui et al., 2021). Die Interaktion von Fas auf
Tumorzellen mit Fas-Ligand auf Neutrophilen kann auch zu einem Zellzyklusarrest der

Krebszellen fiihren (Sun et al., 2018).

Die tumorunterdriickende Wirkung von Neutrophilen ist jedoch moglicherweise stark vom
Zeitpunkt der Tumorprogression abhangig, weswegen Neutrophile insbesondere in der friihen
Phase des Tumorwachstums anti-tumorigen wirken (Blaisdell et al., 2015; Eruslanov, 2017,
Eruslanov et al., 2012, 2014; Singhal et al., 2016; Zivkovic et al., 2007). So war es moglich zu
zeigen, dass wahrend der friihen Phase des Tumorwachstums anti-tumorigene Neutrophile
mit der Tumorprogression zu Tumor-unterstiitzenden Neutrophilen polarisieren (Mishalian et
al., 2013). Alternativ kann der Tumor auch die Einwanderung anti-tumorigener Neutrophile
unterdriicken, nachdem sein Wachstum weiter vorangeschritten ist. In diesem
Zusammenhang wurde in Ratten gezeigt, dass Walker 256-Mammatumoren nur wahrend der
ersten 5 Tage eine erhohte Anzahl an Neutrophilen aufweisen, die ab Tag 6 rapide absinkt

(Kuwabara et al., 2019).

1.4.3. Die extrazelluldare Matrix

Der Begriff extrazellulare Matrix (ECM, englisch fur ,extracellular matrix“) bezeichnet
Molekiile, die auRerhalb von Zellen im Interzellularraum angesiedelt sind. In Sdugetieren
existieren mehr als 300 extrazellulare Makromolekiile, die sich in Kollagene, Proteoglykane,
wie beispielsweise Heparansulfate, Versican oder Hyaluronsdure, und Glykoproteine, wie
Laminine, Elastin, Tenascine oder Fibronektin, einteilen lassen. Extrazelluldre Matrixmolekiile
kdnnen eine Vielzahl an Wachstumsfaktoren oder Zytokine einlagern (Winkler et al., 2020).
Die ECM wird dabei in zwei Kategorien eingeteilt. Zum einen gibt es die Basalmembran aus
Kollagen IV, Lamininen, Nidogenen und Perlecan und zum anderen die interstitielle Matrix aus
Kollagene | und Ill, Fibronektin, Decorin, Hyaluronsdure, Elastin und Tropoelastin. Die
Basalmembran befindet sich unter Endothel- und Epithelzellen und bildet eine etwa 50-100

nm dicke Schicht, die zwischen diesen Zellen und der Lamina Propia liegt (Pompili et al., 2021).
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1.4.3.1.  Tumorférdernde Eigenschaften der ECM

Die extrazellulare Matrix wird wahrend der Tumorprogression nicht nur niedergelegt, sondern
auch modelliert, wodurch Matrix-gebundene |6sliche Faktoren freigesetzt oder
Matrixproteine in bioaktive Fragmente zerkleinert werden kodnnen. Die mechanische
Streckung von Matrixfasern kann weitere, vorher kryptische Bindungsstellen zuganglich
machen oder den Weg fiir migrierende Zellen freilegen. Durch diese Mechanismen ist die ECM
in der Lage, die epitheliale-mesenchymale Transition, Migration, Invasion, Metastasierung
und Therapieresistenz der Tumorzellen, sowie der Polarisierung von Stromazellen in CAFs und
die Angiogenese zu fordern und damit die Tumorprogression voranzutreiben (Henke et al.,
2020; Hielscher et al., 2016; Winkler et al., 2020; Xiong und Xu, 2016). So konnte bereits in
friheren Arbeiten gezeigt werden, dass sowohl Brust- als auch Protatakrebspatienten eine
verringerte Uberlebensdauer aufweisen, wenn ein besonders hoher Fibronektingehalt in den
Tumoren vorlag (von Au et al., 2013). In diesem Kontext konnte gezeigt werden, dass sowohl
der Knockdown von Fibronektin in MDA-Brustkrebszellen, als auch die pharmakologische
Unterdrickung seiner Akkumulation mittels des bakteriellen Peptids pUR4, in einer inhibition

der Tumorprogression resultierte (Ghura et al., 2021).

Das Gewicht eines Tumor besteht bis zu 60% aus extrazelluldrer Matrix (Henke et al., 2020).
Stromazellen stellen die Hauptquelle fiir diese Proteine dar, wobei seit einigen Jahren auch
der Beitrag der von Tumorzellen produzierten Matrix zunehmend an Bedeutung gewinnt
(Henke et al.,, 2020; Winkler et al., 2020; Xiong und Xu, 2016). Auch Immunzellen wie
Makrophagen kdnnen im Tumor ECM produzieren, was eine wichtige Rolle bei dem
Voranschreiten von Tumorerkrankungen spielen kann (Afik et al., 2016). Wahrend der
Progression von Tumorerkrankungen verandern sich die abgegebenen Matrixmolekiile und
deren Verhaltnis im Vergleich zu gesunden Geweben und tragen dazu bei das Krebswachstum
zu modulieren (Bar et al., 2004; Barsky et al., 1982; Deak et al., 1991; Kauppila et al., 1998). In
Tumoren konnte eine erhdhte Expression von Kollagen |, aber eine verminderte Expression
von Kollagen IV im Vergleich zu gesunden Geweben nachgewiesen werden.
Interessanterweise flihrte die Deletion von Kollagen | in Lungenkrebszellen zu einer erhéhten
Migrations- und Invasionsfahigkeit, wohingegen die Bildung von Kolonien in vitro vermindert

wurde, was darauf hinweist, dass Kollagen | die Invasion von Tumorzellen hemmen kann,
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jedoch zeitgleich ihre Fahigkeit proliferierende Tumorklone zu bilden, verstarkt (Fang et al.,

2019).

1.4.3.2.  Tumorinhibierende Eigenschaften der ECM

Aufgrund des zuletzt genannten Beispiels wird deutlich, dass die ECM trotz ihrer pro-
tumorigenen Effekte auch eine wichtige Rolle in der Unterdriickung von Tumorerkrankungen
spielt. CAFs, die aus hepatischen Sternzellen polarisiert sind, produzieren wahrend der
Tumorprogression sowohl HGF als auch Hyaluronsdaure welche das Tumorwachstum
beglinstigen. Zeitgleich wird jedoch auch Kollagen | produziert, welches das Tumorwachstum
aufgrund der Entstehung einer mechanischen Barriere einschranken kann. Die Deletion von
Kollagen | aus diesen Stromazellen fiihrt deshalb zu einer verstarkten Metastasierung von

Pankreas- und Darmkarzinomen (Bhattacharjee et al., 2021).

Ein weiteres Moleklll der extrazellularen Matrix, EMILIN2, ist in Magenkrebs
herunterreguliert. EMILIN2 verringert die Proliferation von Tumorzellen und erhéht auch
deren Apoptose. EMILIN2 16st die Expression von pro-inflammatorischen Zytokinen, wie ILS,
aus oder polarisiert Makrophagen in den anti-tumorigenen M1-Phdnotyp (Andreuzzi et al.,

2020, 2022), was auch fiir Tenascin-C gezeigt werden konnte (Deligne et al., 2020).

Da eine verringerte Expression von Fibronektin die Folge von maligner Transformation sein
kann und die darauf folgende Reduktion der Adhdsion das Risiko zur Metastasierung erhoht,
kann Fibronektin so die Tumorprogression beeinflussen (Beier et al., 2007; Chen et al., 1976;
Hynes et al., 1979; McDoniels-Silvers et al., 2002; Stenman und Vaheri, 1981). Verstarkt wird
diese Vermutung dadurch, dass die Spaltung von Fibronektin durch DDR2 in einem Modell fiir

Ovarkarzinome in der Tat zu einer verstarkten Metastasierung flhrte (Grither et al., 2018).

1.5. Fibronektin

Fibronektin ist ein Protein der extrazellularen Martix, welches in Geweben und Flissigkeiten
von Wirbeltieren auftritt und als Monomer eine Masse von etwa 250 kDa aufweist.
Fibronektin tritt in der Regel jedoch als Dimer auf, das durch Disulfidbindungen am c-

terminalem Ende verbunden sind (Hynes, 1990). Fibronektin bildet je nach Gewebe ein
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Netzwerk, welches sich im Aufbau der Proteine unterscheidet und dient als Verbindungsstiick
zu anderen Proteinen der ECM (Dalton und Lemmon, 2021). Das Vorhandensein einer stabilen
Fibronektinmatrix ist dabei notwendig fiir die Niederlegung anderer Matrixmolekile, wie
Kollagen (Sottile et al., 2007). Fibronektin ist essentiell fir das Uberleben eines Organismus,
da die globale Deletion zum Absterben von murinen Embryos im Mutterleib fihrt. Solche
Embryos sind fehlgebildet und weisen Defekte im Neuralrohr, der Vaskularisierung und in der

Entwicklung des Herzens auf (George et al., 1993).

Fibronektin wird von verschiedenen Zelltypen, wie auch mesenchymalen Stromazellen,
produziert und sezerniert. Das abgegebene Fibronektin beeinflusst dabei viele
unterschiedliche Zellprozesse, wie beispielsweise Proliferation, Differenzierung, Adhasion und
die Uberlebensfihigkeit der Zelle (Dalton und Lemmon, 2021). Aus diesem Grund ist
Fibronektin auch im Tumorkontext von groRer Bedeutung. Es ist bekannt, dass Fibronektin das
Tumorwachstum sowohl inhibieren, als auch verstarken kann (Lin et al., 2019). So konnte
gezeigt werden, dass die Behandlung von Versuchstieren mit Fibronektin in vivo sowohl die
gebildeten Metastasen, als auch das Tumorwachstum und die Angiogenese reduzieren kann
(Pasqualini et al., 1996; Yi und Ruoslahti, 2001). Andererseits konnten in Vorarbeiten innerhalb
der Gruppe bereits mehrere pro-tumorigene Eigenschaften von Fibronektin nachgewiesen
werden (von Au et al., 2013; Ghura et al., 2021). Von besonderer Bedeutung sind dabei die
verschiedenen Isoformen von Fibronektin. In Vorarbeiten konnte ebenfalls gezeigt werden,
dass das von Osteoblasten gebildete EDA-Fibronektin das Tumorwachstum verstarken kann,

indem es das Immunsystem mittels des a5pB1-Integrins moduliert (Rossnagl et al., 2016).

1.5.1. Der Aufbau von Fibronektin

Der schematische Aufbau von Fibronektin ist in Abbildung 4 wiedergegeben. Ein Fibronektin-
Monomer besteht aus mehreren Domanen, die anhand von proteolytischer Fragmentierung
und der Analyse rekombinanter DNA durch ihre Bindungspartner benannt wurden: Heparin,
Kollagen, Gelatine, Fibrin, Bakterien, Gewebs-Transglutaminase und die Zellbindende-
Domaéne (Dalton und Lemmon, 2021; Pankov und Yamada, 2002). Fibronektin ist in Modulen
aufgebaut. Es existieren 12 FNI-Module, 2 FNII-Module und 15 FNIII-Module. Ein Typ I-Modul
besteht aus 40, ein Typ lI-Modul aus 60 und ein Typ llI-Modul aus 90 Aminosauren (Pankov

und Yamada, 2002). Grundsatzlich existieren noch zwei weitere Typ [lI Module von
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Fibronektin, das EDA- und das EDB-Modul, welche durch alternatives SpleiRen entstehen und
wodurch in Fibronektin-Isoformen gebildet werden kénnen (Dalton und Lemmon, 2021;
Pankov und Yamada, 2002). Zusatzlich kann Fibronektin post-translational durch N- und O-
Glykosylierungen modifiziert werden (Pankov und Yamada, 2002). Eine bestimmte Form von
Fibronektin, das sogenannte onkof6tale Fibronektin (oFN, englisch fir ,oncofetal
fibronectin®), welches hauptsachlich wahrend der Embryonalentwicklung oder in malignen
Geweben gebildet wird, wird durch eine solche O-Glykosylierung in der variablen Region, auch
IIICS (englisch fir ,type Il connecting segment”)-Region genannt, gekennzeichnet (Freire-de-
Lima et al., 2011; Matsuura und Hakomori, 1985). Wichtige Bindepartner fir Fibronektin
stellen Integrine dar. Fibronektin hat Bindestellen fiir eine Vielzahl von Integrinen, wobei die
am besten beschriebene Interaktion zwischen Integrinen und Fibronektin die Bindung des
Integrins a5B1 an die RGD-Sequenz der zellbindenden Region darstellt. Die Bindung wird dabei
durch Integrin a5 vermittelt. Neben Integrin a5B1, binden viele weitere Integrine an
Fibronektin, wie a4B1, a4B7, a9B1 oder avPB3 (Dalton und Lemmon, 2021; Pankov und
Yamada, 2002). Die Bindung von Molekiilen der ECM an Integrine hat im Anschluss die
Aktivierung der Kinasen FAK (englisch fiir ,focal adehsion kinase”), ERK (englisch fir
»extracellularly activated kinase”), AKT (englisch fiir ,AKT8 virus oncogene cellular homolog
kinase“) und JNK (englisch fir ,, c-Jun N-terminal kinase”) zur Folge. Hierdurch werden
anschliellend verschiede Prozesse in der Zelle beeinflusst, wie die Differenzierung, Migration

und das Uberleben (Ellert-Miklaszewska et al., 2020).

Abbildung 4: Schematische Struktur eines Monomers von Fibronektin. (Modifiziert nach: Freire-de-Lima et al., 2011).

1.5.2. Spleiisoformen von Fibronektin

Das Auftreten von SpleilSvarianten von Fibronektin ist in der adulten Lebensphase im Vergleich
zur Embryonalentwicklung oder dem Jugendalter herabreguliert, wobei Unterschiede
zwischen unterschiedlichen Kérpergeweben nachgewiesen werden konnten (Chauhan et al.,

2004; Magnuson et al., 1991; Pagani et al., 1991; Peters und Hynes, 1996; Peters et al., 1996).
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Die verschiedenen Isoformen von Fibronektin spielen wahrend der Embryogenese eine
wichtige Rolle und beeinflussen dabei die Vaskularisierung oder die Entwicklung der Chorda
dorsalis (Peters und Hynes, 1996). Die Expression dieser beiden Fibronektin-Module, wird im
Erwachsenenalter wieder induziert, wenn Leber- oder Tumorerkrankungen auftreten oder
eine Wundheilung stattfindet (Carnemolla et al., 1989; ffrench-Constant et al., 1989; Kawelke
et al., 2008; Matsumoto et al., 1999).

1.5.2.1. EDA- und EDB-Fibronektin

Bei der EDA-Isoform befindet sich das EDA-Modul zwischen den FNIII11- und FNIII12- Modulen
(Pankov und Yamada, 2002). EDA-Fibronektin kann wahrend der Tumorbildung verstarkt an
sich neu bildenden BlutgefaRen nachgewiesen werden, was EDA zu einem guten Marker fiir
Tumorerkrankungen macht (Rybak et al., 2007). Da die Bildung des EDA-Moduls wahrend
Krebserkrankungen hochreguliert wird, stellt es ein vielversprechendes Ziel fir die
Krebstherapie dar (Femel et al.,, 2014; Martin-Otal et al., 2022). Es wurde beispielsweise
gezeigt, dass EDA-Fibronektin das Tumorwachstum Giber mehrere Meschanismen unterstitzt,
indem es das Immunsystem moduliert, die Lymphangiogenese unterstiitzt oder das
Wachstum und die Metastasierung begiinstigt (Amin et al., 2021; Ou et al., 2013, 2014, 2010).
Es wurde vermutet, dass EDA-Fibronektin bei der Vaskularisierung von Tumorerkrankungen
eine wichtige Rolle spielt, da es auch wahrend der Embryogenese hierfiir von Bedeutung ist.
Jedoch konnte die Verwendung von EDA-null-Mausen zeigen, dass das Fehlen von EDA weder
die Tumorangiogenese, noch das Tumorwachstum beeinflussen konnte (Astrof et al., 2004).
Es konnte dennoch nachgewiesen werden, dass das EDA-Fibronektin aus Tumorzellen
lymphatische Endothelzellen zur Bildung von Roéhrenstrukturen, also zur Lymphangiogenese,

veranlasst (Ou et al., 2010).

Das EDB-Modul befindet sich zwischen den Modulen FNIII7 und FNIII8 (Pankov und Yamada,
2002). Da EDB, ahnlich wie EDA, in Tumoren gebildet wird, handelt es sich auch bei dieser
Isoform um ein mogliches Ziel fiir die Tumortherapie (Eigentler et al., 2011; Huijbers et al.,
2012; Johannsen et al., 2010; Wagner et al., 2021). Méause, in denen EDB-Fibronektin
ausgeschaltet wurde, entwickeln sich normal, wobei ihre Fibroblasten in vitro langsamer

proliferierten und weniger Fibronektin produzierten (Fukuda et al., 2002). Die Anwesenheit
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von EDB-Fibronektin veranlasst die verstarkte Proliferation von Endothelzellen in vitro, erh6ht
die Expression von VEGF und fihrt zur Bildung von rohrenartigen Strukturen. Die Ausschaltung
von EDB mittels siRNA reduzierte die Expression von VEGF und inhibierte auch die
Proliferation von Endothelzellen (Khan et al., 2005). Auch wenn diese Erkenntnisse und die
Anwesenheit von EDB bei der embryonalen Vaskularisierung die Vermutung nahelegt, dass
dieses Molekiil die Tumorangiogenese positiv beeinflusst, zeigten EDB-null-Mause dhnlich wie
bei EDA keine Verdanderungen in der Tumorvaskularisierung oder -grofRe (Astrof et al., 2004).
Die doppelte Ausschaltung von EDA- und EDB-Fibronektin flihrt jedoch zu starker embryonaler

Lethalitat aufgrund von Defekten bei der Angiogenese (Astrof et al., 2007).

1.5.2.2.  Connecting-segment-1 (CS1)

Die IlICS-Region unterliegt ebenfalls dem alternativen SpleiBRen, wodurch insgesamt etwa 20
SpleiBvarianten im Menschen bekannt sind. Beim Menschen sind 5 unterschiedliche
Versionen der IlICS-Region bekannt, die entweder alle 120 oder nur 95, 89 oder 64
Aminosauren umfasst oder auch vollstandig fehlen kann (White und Muro, 2011). Das
Vorhandensein dieser Region ist essentiell fir die Sekretion dieses Molekiils (Schwarzbauer et
al., 1989). CS1 (englisch fiir ,,connecting segment 1) ist ein Teil der 11ICS-Region (Humphries
et al., 1987). CS1 bindet an die Integrine a4B1 und a4B7 (Guan und Hynes, 1990; Mould et al.,
1990; Ruegg et al.,, 1992; Wayner et al., 1989). CS1 stellt die 25 ersten, N-terminalen,
Aminosauren der IlICS-Region dar, wobei die kleinste, notwendige Einheit an Aminosauren,
die fiir die Bindefahigkeit von CS1 notwendig sind, Leucin-Asparaginsaure-Valin darstellen,
welche somit die LDV-Sequenz bilden (Komoriyas et al., 1991). Aufgrund der Wichtigkeit von
Integrin a4B1 (im immunologischen Kontext meist VLA4 oder CD49d/CD29 genannt) bei der
Anheftung von Immunzellen an GefaRe mittels VCAM1 von Endothelzellen, wird CS1 haufig
als Inhibitor dieses Vorgangs eingesetzt (Berg et al., 1997; Van Dinther-Janssen et al., 1993;
Dong et al., 2017; Liu et al., 2015). Die Expression von CS1 durch Endothelzellen, die durch
Inflammation ausgel6st wird, kann dadurch spezifisch die Adhasion und damit die Infiltration
von Immunzellen férdern, womit CS1 einen Mediator inflammatorischer Immunreaktionen

darstellt (Berg et al., 1997; Van Dinther-Janssen et al., 1993; Elices et al., 1994).
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1.5.2.3.  CS1im Kontext von Krebserkrankungen

Die Expression der IIICS-Region, welche die CS1 enthalt, ist in vielen Krebszellen hochreguliert
(Hershberger und Culp, 1990). Auch bei oralen Plattenepithelkarzinomen ist die Expression
von CS1 in malignen Geweben im Vergleich zu gesunden Geweben erhéht und fordert die
Migration und die Invasion dieser Zellen (Kamarajan et al., 2010). Jedoch nimmt die Expression
von CS1 mit steigendem Krankheitsgrad ab (Kamarajan et al., 2010), was die Vermutung
nahelegt, dass CS1 das Tumorwachstum zwar férdern kann, aber in bestimmten Situationen
nachteilig fir maligne Zellen sein kénnte. Aus diesem Grund kann CS1, dhnlich wie bei
Immunzellen, eingesetzt werden, um die Festsetzung der Zellen zu verhindern. Die Injektion
von CS1 zusammen mit B16-Zellen inhibiert die Metastasierung in die Lunge. Auch die
intravendse CS1-Injektion nach der Entfernung des Primdrtumors in einem Modell fir
spontane Metastasenbildung konnte die Kolonisierung der Lunge unterdriicken (Saiki et al.,

1990).

1.5.3. Fibronektin als TLR-Agonist

Bisher sind mehrere in Fibronektin enthaltene Liganden fiir TLRs bekannt. Es handelt sich
dabei zum einen um EDA-Fibronektin und zum anderen die Typ-lll-Module FNIll1lc, sowie
FNIII13-14 und weiteren Fibronektin-Fragmenten (Hwang et al., 2015; Kelsh et al., 2014;
Okamura et al., 2001; Sofat et al., 2012). Zellen reagieren jedoch unterschiedlich auf TLR-
Agonisten. So konnte gezeigt werden, dass MDA-MD-231-Zellen EDA-Fibronektin
hauptsachlich mittels TLR2 und nur zu einem kleinen Teil mittels TLR5 erkennen und daraufhin
IL8 exprimieren, wohingegen MDA-MB-468 ausschlieRlich TLR5 hierfiir nutzen. Zusatzlich
fihrt das Fibronektin-Fragment FNIlllc in MDA-MB-231-Zellen zur TLR2-abhdngigen
Produktion von IL8, wohingegen MDA-MB-468-Zellen keine Reaktion auf dieses Fragment
zeigten, was die verschiedenen Reaktion verschiedener Zelltypen auf unterschiedliche TLR-

Agonisten unterstreicht (Ambesi et al., 2022).
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1.5.3.1. FNIilic als TLR-Agonist

FNIIl1c wird von TLR2, TLR4 und TLR5 erkannt und fihrt bei der Erkennung durch humane
MSCs, Fibroblasten oder Krebszellen zur Aktivierung des NFkB-Signalwegs und zur Expression
von CXCL1, CXCL2, CXCL3, sowie TNFa und IL8 (Ambesi et al., 2022; Cho et al., 2020; Kelsh et
al., 2014; Tomchuck et al., 2008; You et al., 2010; Zheng et al., 2011). Wichtig fir die Erkennung
dieses Teils von Fibronektin ist das Vorhandensein von membrangebundenem, nicht |6slichem
CD14 und dass FNIll1c, beispielsweise durch mechanische Krafte oder die Proteolyse durch
MMPs, zumindest zum Teil entfaltet wird (Kelsh et al., 2014; You et al., 2010; Zheng et al.,
2011, 2020). Daruber hinaus fiihrt FNIlI1lc synergistisch zusammen mit EDA-Fibronektin zu

einer verstarkten pro-inflammatorischen Antwort (Kelsh et al., 2014; Zheng et al., 2020).

1.5.3.2.  EDA-Fibronektin als TLR-Agonist

EDA-Fibronektin stellt dabei den ersten Teil von Fibronektin dar, der als TLR-Agonist
beschrieben wurde und interagiert mit TLR2, TLR4 und TLR5 (Ambesi et al., 2022; Okamura et
al., 2001; Zheng et al., 2020). Bindet EDA-Fibronektin an TLRs, kommt es zur Bildung von pro-
inflammatorischen Proteinen, wie TNFa, IL1B, IL6, IL8, 1L12, CXCL1, CXCL2, CXCL3 und MMP9
(Amin et al., 2021; Gondokaryono et al., 2007; Julier et al., 2015; Kelsh et al., 2014; Malara et
al., 2019; Okamura et al., 2001; Zheng et al., 2020). Die TLR-Aktivierung von EDA-Fibronektin
ist im Falle der Bindung an TLR4 abhangig von MD-2, jedoch nicht von CD14 (Gondokaryono
et al., 2007; Okamura et al., 2001).

1.5.3.3.  Fibronektin-Fragmente als TLR-Agonisten

FNIII13-14 fdhrt in primaren porcinen Chondrozyten allein und im Synergismus mit IL1a und
TNFa zu einer erh6hten Expression der Aggrecanasen ADAMTS (englisch fiir ,,a disintegrin and
metalloproteinase with a thrombospondin type 1 motif“)-4 und -5, MMP3 und HSP70, sowie
anderen pro-inflammatorischen Proteinen. Die Nutzung von TLR4- und MyD88-knockout

Mausen deutete daraufhin, dass TLR4 den Rezeptor fir FNIII13-14 darstellt (Sofat et al., 2012).
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Wiéhrend es sich bei allen genannten Beispielen um einzelne FNIlI-Module handelte, wurden
auch groRere Teile Fibronektins in der Form von Fibronektin-Fragmenten identifiziert. Bei den
bisher erforschten Fibronektin-Fragmenten handelt es sich um N-terminale 70kDa-, 45kDa-,
29/30kDa-, sowie das zellbindende 120kDa-Fragment (Hwang et al., 2015; Su et al., 2005). Das
70kDa-Fragment entspricht den Modulen FNI1-9 und FNII1-2, das 29/30kDa-Fragment den
Modulen FNI1-5, das 45kDa-Fragment aus FNI6-9 und FNII1-2 und das 120kDa-Fragment aus
den Modulen FNIII2-11 (Hsu et al., 2016; Tsang et al., 2012). Direkt nachgewiesen wurde die
Aktivierung von TLR2 mit dem 29/30kDa-Fragment. Hierbei wurden humane Chondrozyten,
Fibrochondrozyten und Fibroblasten mit diesem Fragment stimuliert, was unter anderem zur
Expression von TNFa, IL1B3, iNOS, MMP1, MMP3 und MMP13 fiihrte, deren Bildung durch
Inhibition von TLR2 vermindert wurde (Hwang et al., 2015, 2019, 2021; Lu et al., 2021).

Fir die 45kDa- und 120kDa-Fibronektin-Fragmente gibt es hingegen nur indirekte Hinweise
auf eine Erkennung durch TLR-Rezeptoren (Hwang et al., 2015). Die Stimulation humaner
Chondrozyten mit diesen Fragmenten fihrt zu einer MyD88-abhangigen Aktivierung von NFkB
und einem Anstieg der Expression von TLR2 (Hwang et al., 2015; Su et al., 2005). In humanen
MSCs fiihrt das 45kDa-Fragment ebenfalls zu einer leichten Aktivierung des NFkB-Signalwegs
und der Ausschittung von TNFa (Tomchuck et al., 2008). In Chrondrozyten fiihrte dieses
Fragment aulRerdem zur Produktion von MMP3 und MMP13. Da die autokrine Produktion von
IL1 als Folge einer moglichen Integrin-Fibronektin-Bindung hierbei ausgeschlossen wurde,
macht dies TLRs als moglichen Rezeptor fiir dieses Fragment denkbar (Stanton et al., 2002).
Letztendlich fihrt das 120kDa-Fragment von Fibronektin zu einer Erhéhung der Expression
von TLR2 in humanen Chondrozyten und der Expression von CXCL1, CXCL2 und CXCL3 in
humanen Fibroblasten (Hwang et al., 2015; Yano und Ogura, 2018). Da die Expression von
CXCL1 durch die Inhibition von IRAK1/4 reduziert wurde, konnte die Erkennung dieses

Fragments ebenfalls TLR-vermittelt sein (Yano und Ogura, 2018).

1.6. Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist die Ermittlung des Zusammenhangs von Fibronektin und mesenchymalen
Stromazellen auf das Tumorwachstum. Dabei wurde sowohl die Rolle des von MSCs

produziertem Fibronektin aus verschiedenen Subpopulationen ermittelt, als auch die
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Wahrnehmung von Fibronektin durch MSCs thematisiert. Ein besonderes Augenmerk wurde

dabei auf die immunmodulatorischen Eigenschaften von MSCs gelegt.
Daraus ergaben sich folgende Fragen:

1. Wie beeinflussen MSCs das Tumorwachstum? Verdndert die Produktion von
Fibronektin aus MSC-Subpopulationen diesen Effekt? Durch welche Subpopulation
wird Fibronektin dabei wahrgenommen?

2. Welche Rolle nimmt die Stimulation von MSCs mit Fibronektin bei der Inflammation
ein? Welche Immunzellen werden moduliert und welcher Mechanismus liegt dieser
Modulation zugrunde?

3. Durch welche Oberflichenmarker lasst sich die entscheidende Subpopulation

definieren?
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Material

2.1.1. Hersteller

Hersteller

Standort

Abcam plc

Adipogen AG

Agfa Healthcare GmbH

A. Hartenstein GmbH
Alcan Packaging Neenah
Analytik Jena AG
AppliChem GmbH

ASYS Hitech GmbH
Baxter International

BD Biosciences

Bender & Hobein AG
BioCat GmbH

BioLegend Europe BV
Bioline

Biometra GmbH

Biomers

Bio-Rad Laboratories GmbH
Bio-Techne (R&D, Tocris)
Biozym Scientific GmbH
Brand GmbH & Co. KG
Braun

Canon Inc.

Carl Roth GmbH & Co.KG
Charles River Laboratories
CST Cell Signaling

Dako Deutschland GmbH
Dunn Labortechnik GmbH

Cambridge, UK
Liestal, Schweiz

KélIn

Wirzburg

Wisconsin, USA

Jena

Darmstadt
Eugendorf, Osterreich
Deerfield, lllinois, USA
Heidelberg

Zirich, Schweiz
Heidelberg

Uithoorn, Niederlande
London, England
Gottingen

Ulm

Minchen
Wiesbaden-Nordenstadt
Oldendorf

Frankfurt am Main
Tuttlingen

Tokyo, Japan
Karlsruhe

Sulzfeld

Frankfurt am Main
Hamburg

Asbach
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Eppendorf AG

Fermentas GmbH

GE Healthcare Europe GmbH
Gesellschaft flr Labortechnik
Gilson Inc.

Greiner Bio-One GmbH
Heraeus Kulzer GmbH & Co. KG
Heraeus Sepatech GmbH
Hiss Diagnostics

Integra Biosciences AG
Invitrogen GmbH

InvivoGen Europe

Kern & Sohn GmbH

Kinesis GmbH

Knick GmbH & Co. KG

Leica Microsystems
Marienfeld GmbH & Co. KG
Memmert GmbH & Co. KG
Merck KGaA

Messer Group GmbH
NeolLab

New Brunswick Scientific
New England BioLabs GmbH
Nikon GmbH

Nordmark Arzneimittel GmbH
OLS OMNI Life Science

Pan Biotech GmbH

Peqglab Biotechnologie GmbH
PromoCell GmbH

Roche Diagnostics

Sarstedt

Serva

Semperit AG

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Hamburg

St. Leon-Rot
Freiburg
Burgwedel
Middleton Wisconsin, USA
Frickenhausen
Wehrheim
Osterode am Harz
Freiburg

Biebertal
Karlsruhe
Toulouse, Frankreich
Balingen
Langenfeld

Berlin

Wetzlar
Lauda-Konigshofen
Schwabach
Darmstadt
Sulzbach
Heidelberg

Edison NJ, USA
Frankfurt am Main
Dusseldorf
Uetersen

Bremen
Aidenbach
Erlangen
Heidelberg
Mannheim
Nirnberg
Heidelberg

Wien, Osterreich

Taufkirchen
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Sigma Laborzentrifugen GmbH Osterode am Harz

Sirius Biotech S.r.L. Genoa, Italien
Sony Corporation Tokyo, Japan
Systec GmbH Wettenberg
Tecan Deutschland GmbH Crailsheim
Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham MA, USA
Vilber Eberhardzell
VWR International GmbH Darmstadt
Whatman International Ltd. Maldstone, UK
Zentrallager Theoretikum Heidelberg
2.1.2. Gerate

Gerate Hersteller

Absorptions-Mikroplatten-Reader Microplate Reader Sunrise, Tecan

Autoklav Tuttnauer Systec 5075 EL, Systec

Blotsystem PerfectBlue™ 'Semi-Dry'-Elektroblotter, Peqlab
Chemilumineszenz-Gerat Fusion FX7, Vilber

Durchflusszytometer LSRII, BD Biosciences

BD LSRFortessa X-20, BD Biosciences

Entwicklungsgerat Typ CP1000, Agfa
Fluoreszenz-Plattenleser Spark, Tecan

Gelsystem DNA PerfectBlue 40-1410, Peqlab

Gelsystem Protein Mini-PROTEAN Tetra Cell, Bio-Rad
Geldokumentation UVP UVsolo touch., Analytik Jena
Heizblock Thermomixer compact, Eppendorf
Inkubatoren Innova CO-170, New Brunswick Scientific

Heraeus Cytoperm 2, Thermo Fisher Scientific

IVIS-100 Imaging System Xenogen bzw. Caliper Life Sciences
Magnetriihrer Yellow line MSH basic, Roth
Mikroskop DM IL, inverses Routinemikroskop, LeicaVanox-S,

Olympus, mit Sony Kamera (CCD)
Mikrowellengerat Microwellenherd MK-113, J.S.C.

Niederspannungsnetzgerate Standard Power Pack P25, Biometra
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Pipetten

Pipettierhilfe
pH-Meter
Photometer
Plattenwascher
gPCR Cycler
Scanner

Sterilbanke

Stickstofftank

Thermocycler

Trockenschrank
Ultragefrierschrank
Ultraschallbad
Vortex

Waagen

Wasserbad
Zellsortierer
Zellzéhlapparatur

Zentrifugen

2.1.3. Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial

Model 200/2.0 Power Supply, Bio-Rad
PIPETMAN Classic P10, Gilson

PIPETMAN Classic P20, Gilson

PIPETMAN Classic P200, Gilson

PIPETMAN Neo P1000N, Gilson

Pipetboy Comfort Classic, IBS Integra

Typ 761 Calimatic, Knick

BioPhotometer Plus, Eppendorf

anthos fluido Typ 24200, ASYS

Light Cycler 2.0 Instrument, Roche

CanoScan LiDE 60, Canon

Holten LaminAir 1.2, Thermo Fisher Scientific
HERAsafe HS 12, Thermo Fisher Scientific
Chronos Biosafe, Messer

GeneAmp PCR System 9700, PE Applied Biosystems
T Personal Thermocycler, Biometra

Sterilisator, Memmert

Innova U725, New Brunswick Scientific

Branson 2200, Branson

Vortex Genie 2, Bender & Hobein

Laborwaage, PRS 4200-2, Kern

Feinwaage, ABJ 120-4M, Kern

Typ 1004, Gesellschaft fiir Labortechnik

BD FACSAria lll Cell Sorter, BD Biosciences

Typ TT CASY; Innovatis, Roche

Typ 1-14, Sigma Laborzentrifugen

Biofuge 15, Heraeus

Heraeus Multifuge 1 S-R, Thermo Fisher Scientific

Light Cycler 2.0 Sample Carousel (20 pl), Roche

Produkthummer, Hersteller

Abdeckfolie

#30001358, Tecan
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Aluminiumfolie
CASYCups
Deckglaser 24x60, @ 10 mm

Einmalinjektionskanilen

Einmalrohrchen

Frischhaltefolie

LightCycler Capillaries (20ul)
Handschuhe
Homogenisator-Stempel
Kryordhrchen

Magnet

Microvette

Mykoplasmen-Detektions-Kit
Nitrozellulose-Membran
Objekttrager

Parafilm

Pasteurpipetten

PCR-ReaktionsgefaRe

Petrischalen

Pipettenspitzen

Reaktionsgefalie

Rontgenfilme
Serologische Pipetten

Spritzen

#2596.1, Carl Roth

#5651794, OLS OMNI Life Science

#0102242, Marienfeld

#0111500, Marienfeld

#304000 Microlance, 30G, BD Biosciences
#302200 Microlance, 27G, BD Biosciences
#55.1578, Polypropylen, 12/75 mm, Sarstedt
#59206, Zentrallager Theoretikum (Universitat
Heidelberg)

# 04929292001, Roche

#3780872, Sempercare, Semperit AG

#6-1060, Neolab

#123263, Greiner Bio-One

#12002D Dynal MPC-6, Thermo Fisher Scientific
#20.1288, 200 K3E (Blutplasma), Sarstedt
#20,1291, 200 Z-Gel (Blutserum), Sarstedt
#PK-CA91-1048, PromocCell

#10600016, Amersham Protran, GE Healthcare

#J1800AMNT, Superfrost Plus, Thermo Fisher Scientific

#P-996, Alcan Packaging
#197734230, Neolab

#747720, Brand

#711080, Biozym

#633171, Greiner Bio-One
#664160 Cellstar, Greiner Bio-One
#VTO0001X, Biozym

#VTO0004X, Biozym

#740290, Greiner Bio-One
#72.706 1,5 ml, Sarstedt

#72.695 2 ml, Sarstedt

#RF12 Fuji Medical Super RX, A. Hartenstein
(2,5, 10 & 25 ml), Greiner Bio-One
#300013 Plastipak, BD Biosciences
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Sterilfilter HESF-PV-30-022, KX Syringe Filter PVDF, Kinesis
#1564020 Nalgene, Thermo Fisher Scientific
Whatman Papier #3030917 3MM CHR, Whatman International Ltd.
Zellkulturflaschen #169900 25 cm?, Nunc, Thermo Fisher Scientific
#156800 75 cm?, Nunc, Thermo Fisher Scientific
#159926 175 cm?, Nunc, Thermo Fisher Scientific
Zellkulturplatten #150239 6-Well, Nunc, Thermo Fisher Scientific
#150200 12-Well, Nunc, Thermo Fisher Scientific
#144530 24-Well, Nunc, Thermo Fisher Scientific
#150787 48-Well, Nunc, Thermo Fisher Scientific
#269620 96-Well, Nunc, Thermo Fisher Scientific
Zellsiebe #542040 40 um, Greiner Bio-One
#542070 70 pm, Greiner Bio-One
#542000 100 um, Greiner Bio-One
Zentrifugenrohrchen #188271 15 ml, Greiner Bio-One
#227261 50 ml, Greiner Bio-One

2.1.4. Chemikalien, Reagenzien

Aceton #40143 Zentrallager Theoretikum

Agarose #Bl0-41025, Bioline

Albumin Fraktion V (BSA) #8076.2, Carl Roth

a-MEM Medium # 22561, Gibco, Invitrogen

Agua ad iniectabilia #23114.01, Braun

Biotin-11-dUTP #R0O081, Thermo Fisher Scientific

Cell dissotiation buffer #12151-014, Gibco, Invitrogen

DAPI #6335.1, Carl Roth

Detektionsreagenz ECL #32106, ECL Western-Blotting-Substrat, Thermo Fisher
Scientific

Dimethylsulfoxid (DMSO) #D2650, Sigma-Aldrich

Di-Natriumhydrogenphosphat-
Dihydrat #A3567, 0500, Applichem
DMEM Medium #41966052, Gibco, Invitrogen
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DNA Exitus Plus

DNA-Marker 100 bp

DNase

dNTP Mix

DPBS

Dynabeads Schaf anti-Ratte IgG
Dynabeads Protein G

EDTA

Enhancer (PCR)

Essigsaure

Ethanol

FCS (Fetal Calf Serum)
Fibronektinstandard (ELISA)
Formaldehyd

Fixable Viability Stain 450
Isofluran

Kochsalzlésung (0,9% NaCl)
Kollagenase NB4

Luziferin

Anti-Rat and Anti-Hamster Ig k /
Negative Control Compensation
Particles Set
B-Mercaptoethanol
Methanol

2-Methylbutan

MgCl; (PCR)

Micro BCA Protein Assay
Milchpulver

Mowiol 4-88 Reagent
Natriumchlorid

Natrium Deoxycholat
Natriumdihydrogenphosphat

Natriumfluorid

#A7089, Applichem

#T835., Carl Roth

#79256, Qiagen

#Bl10-39044, Bioline

#14190, Gibco, Invitrogen

#110.35, Invitrogen

#10004D, Invitrogen

#E5134, Sigma-Aldrich

#01-1030, Peqlab

#10296, Griissing GmbH

#32205, Riedel-de Haén, Zentrallager
#P30-3302, Pan Biotech

#IFMBN, Dunn

#31245, Riedel-de Haén, Zentrallager
#562247, BD Biosciences

#FDG9623, Baxter

#190/12606084, B. Braun

#17454, Nordmark

#P1043, Promega

#552845, BD Biosciences
#444203-250ML, Merck
#32213-2.5L, Sigma-Aldrich
#A1263,1000, Applichem
#01-1030, Peqglab

#23235, Thermo Scientific
#T145.1, Carl Roth
#475904, Merck

#64026, Riedel-de Haén, Zentrallager
#3484.1, Carl Roth
#106346, Merck

#S6776, Sigma-Aldrich
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Natriumhydrogencarbonat #106323, Merck

Natriumhydroxid #30620, Sigma-Aldrich
Natriumnitrat #237213, Sigma-Aldrich
Natriumorthovanadat #56508-50G, Sigma-Aldrich
Natriumthiosulfat #57026, Sigma-Aldrich

PageRuler Plus vorgefarbte

Proteinleiter (10 — 250 kDa) #26619, Thermo Fisher Scientific
Paraformaldehyd #16005, Riedel-de Haén, Zentrallager
Penicillin/Streptomycin #15140-122, Gibco, Invitrogen
Phenylmethysulfonylfluorid #A0999,0005, AppliChem

2-Propanol #69595, Riedel-de Haén, Zentrallager
Plasmocin #ant-mpt-1, Invivogen

Poly(l:C) #1AX-200-021-3005, Adipogen
Propidiumiodid #421301, Biolegend

Proteinase K #3115852001, Roche

RedSafe #21141, Hiss Diagnostics

RevertAid Reverse Transcriptase

zusammen mit 5x Reaktionspuffer #EP0442, Fermentas

RiboLock RNase Inhibitor #EOO0381, Fermentas

RNAzol RT #R4533, Sigma-Aldrich

Salzsaure #Z-23-88, Zentrallager Theoretikum
Schwefelsaure #13073, Grlissing GmbH
SensiMixTM Capillary Kit #QT405-01, Bioline

Tag-it Violet Proliferation and

Cell Tracking Dye #425101, Biolegend

Tag DNA-Polymerase #01-1030, Peqglab

Tag DNA-Polymerase MPI fiir Biochemie Martinsried
Tissue-Tek #4583, O.C.T. Compound, Sakura, VWR
TMB #613544, Merck

Tris #4855.2, Carl Roth

Tris-HCI #9090.3, Carl Roth

Triton X-100 #108603, Merck

Trypanblaue Lésung 0,4% #15250061, Gibco, Invitrogen
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Trypsin-EDTA #25300, Gibco, Invitrogen
Tween 20 #9127.1, Carl Roth
Zombie Aqua Fixable Viability Kit ~ #423102, Biolegend
Zombie Violet Fixable Viability Kit #423114, Biolegend

2.1.5. Puffer und Losungen

ACK-Lysepuffer

- 4,2 g Ammoniumchlorid

- 0,5 g Kaliumhydrogencarbonat
- 100 pl 0,5 M EDTA (pH 7,5)

- auf 500 ml H,Odd auffiillen

- Sterilfiltriert bei 4 °C lagern

Agarose-Gel

- 1,5 % bzw. 3 % Agarose einwiegen

- 1 x TAE-Puffer auffiillen

- inder Mikrowelle unter Kochen I6sen

- abkihlen lassen und bei etwa 60°C 2 ul RedSafe zugeben und mischen
- in Gelschlitten gielRen und ausharten lassen

Annexin V Bindepuffer

- 10mM HEPESpH 7,4

- 140mM NacCl

- 2,5mM CaCl

- Auf 50 ml mit H,Odd auffillen

Beschichtungspuffer (ELISA)

- 15 mM NaCOs3

- 18 mM NaHCOs

- auf 500 ml mit H,0dd auffiillen
- pH auf 9,6 einstellen
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Blockierlosung (Western Blot)

- 2,5gBSA
- In 50 ml PBS-T l6sen

Blockierpuffer (ELISA)

- 3%BSA
- in PBS-T l6sen

Cytoplasmic Extraction Buffer (Fraktionierung)

- 10 mM HEPES

- 1,5 mM MgClI2

- 10 mM KCl

- 0,5 mM DTT (Dithiothreitol) (Optional)

- 1 mMEDTA

- 0,05% NP40 (Nonidet-40) (Wird bei der Wasch-Losung weggelassen)
- 1 mMPMSF

- 5mM NaF

- 1 mM Natrium-orthovanadat

- pH=79

DEPC-H,0

- 1ml Diethyldicarbonat in 1000 ml H,0Odd geben
- Inkubation fur 2h bei RT zur Inaktivierung von RNasen
- Autoklavieren zur Inaktivierung von DEPC-Resten

DNA-Lysepuffer:

- 100 mM Tris (pH 8,5)

- 200 mM NacCl

- 5mM EDTA (pH 8,0)

- 0,2%SDS

- in 10 ml H,0dd sterilfiltrieren
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FACS-Puffer

- 2,5%FCSin DPBS

Isolationspuffer (Dynabeads Schaf-Anti-Ratte-1gG)

- 0,1% BSA

- 2mMEDTA
- pH=74

- in DPBS

Laufpuffer 10X (Western Blot)

- 30,25 g Tris

- 144 g Glycin

- 10gsSDSs

- auf 1 I mit H,Odd auffillen

Luziferin-Mix (Zytotoxizitatsassay)

- 150pg/ml in DPBS

Nuclear Extraction Buffer (Fraktionierung)

- 20mMTRIS

- 1,5 mM MgCI2

- 400 mM NaCl

- 0,5 mM DTT (Dithiothreitol) (Optional)
- 0,2mMEDTA

- 25% Glycerol

- 1 mM PMSF

- 5mM NaF

- 1 mM Natrium-orthovanadat

- pH=79
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Paraformaldehyd-Losung 4%

- 22,5 ml H,0dd

- 5ul 10 M NaOH auf 60°C erhitzen

- 1g Paraformaldehyd zugeben

- 2,5 ml 10X PBS hinzufligen und auf Eis abklhlen lassen

- pH-Wert auf 7,4 einstellen

- Aliguots bei 4°C oder bei langfristiger Lagerung bei -20°C aufbewahren

PBS (10X)

- 400 g NacCl

- 58 g Na;HPO4

- 10 g KH,PO4

- 10gKcl

- auf 5 I mit H,0dd auffillen, pH-Wert auf 7,0 einstellen

PBS (1X)

- 100 ml PBS (10X)
- 900 ml H,0dd hinzugeben

- 0,05 % Tween-20
- In 1X PBS losen

Probenpuffer 4X (DNA)

- 50 % Glycerin
- In4XTBE
- Spatelspitze Bromphenol hinzugeben

5X SDS-Ladepuffer (Protein)
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- 0,15 ml H,0dd

- 1,25ml 0,5 M Tris (pH 6,8)

- 1 ml Glycerol

- 2ml 10 % SDS

- 0,1 ml 1% Bromphenolblau

- 0,5 ml B-Mercaptoethanol (nur bei reduzierenden Bedingungen)

Protein-Lysepuffer

- 20 mM Tris-HCl

- 150 mM NacCl

- 10 % Glycerin

- 0,5 % Triton X-100
- 2mMEDTA

- 10 mM NaF

- 1 mM PMSF

- 1 mM Na3VOq

Proteinase K-Losung

- 20 mg/ml Proteinase K in H,0dd l6sen

Stopplosung (ELISA)

- 0,5M H2504

Stripping-Puffer (Western Blot)

- 15g Glycin

- 1gSDS

- 10 ml Tween-20

- auf 1 I mit H,0dd auffillen
- pH-Wert auf 2,2 einstellen

TAE-Puffer (50X)
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- 242 gTris

- 57,1 ml reine Essigsdure

- 100 ml 0,5 M EDTA

- auf 1 mit H,Odd auffillen
- pH-Wert auf 8,3 einstellen

TBE-Puffer (10X)

- 108 g Tris

- 55,6 g Borsaure

- 4,65 gEDTA

- mit 11 H,0d auffillen

Transferpuffer 10X (Western Blot)

- 29,2 g Glycin

- 58gTris

- 37,6 ml 10 % SDS Lésung

- auf 1 I mit H,Odd auffillen

Verdaumedium (Tumor)

- 1 mg/ml Kollagenase NB4 pro Tumor
- 0,5 pl/ml DNAse | pro Tumor
- In1 mlI DMEM pro Tumor lésen

Verdiinnungspuffer (ELISA)

1,5 % BSA
- gelostin PBS-T



2.1.6. Primarantikorper

Tabelle 2: Verwendente Primarantikorper.

AKT

CDA45-purified

EDA-Fibronektin

EDB-Fibronektin

ERK 1/2
FAK
Fibronektin
GAPDH
Histon H3
IkBa
JNK/SAPK
NFkB (p65)
phos- IkBa
(Ser32)
phos-AKT
(Ser473)
phos-ERK 1/2
(Thr 202/Tyr 185)
phos-FAK (Tyr
397)
phos-JNK
(Thr 183/Tyr 185)
phos-NFkB
(Ser536)

Kaninchen

Ratte

Maus

Maus

Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen
Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

2.1.7. Sekundarantikorper

Tabelle 3: Verwendete Sekundarantikorper.

Anti-Fibronektin

Ziege anti-Kaninchen

Polyklonal
Monoklonal
(30-F11)
Monoklonal
(FN3E2)
Monoklonal
(L19;
Radretumab)
Polyklonal
Polyklonal
Polyklonal
Polyklonal
Polyklonal
Monoklonal
Polyklonal
Monoklonal

Monoklonal
Polyklonal
Polyklonal

Monoklonal
Polyklonal

Monoklonal

#9272 Cell Signaling
#103102 Biolegend

#ab131065 Abcam

#MBS156298
MyBiosource

#9102 Cell Signaling
#3285 Cell Signaling

#F3648 Sigma Aldrich
#G9545 Sigma Aldrich

#9715 Cell Signaling
#4812 Cell Signaling
#9252 Cell Signaling
#4764 Cell Signaling

#2859 Cell Signaling

#9271 Cell Signaling

#4376 Cell Signaling

#8556 Cell Signaling

#9251 Cell Signaling

#3033 Cell Signaling

#IRBAMSFBNGFHRP1MGE

HRP

HRP
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Loxo

#111-035-045 Dianova

Western Blot
MSC-
Isolation

ELISA

ELISA

Western Blot
Western Blot
ELISA
Western Blot
Western Blot
Western Blot
Western Blot
Western Blot

Western Blot

Western Blot

Western Blot

Western Blot

Western Blot

Western Blot

ELISA

Western Blot



2.1.8. Antikoérper fur durchflusszytometrische Analysen

Tabelle 4: Verwendete Antikorper fiir die Durchflusszytometrie.

B2 mikroglobulin

CD105

CD11b

CD140a
CD140b
CD146

CD31

CD3¢
CD4
Cbh4a

CD45

CD8a
CD90

F4/80

FAP

Ly6C

Ly6G

Podoplanin
Scal
Streptavidin
Ter119
Integrin a4
Integrin f1
TLR2
TLR4
TLR5

PE
PerCP-Cy5.5
APC-Cy7
Alexa Fluor 700
BV605
PerCP-Cy5.5
APC
Biotin
APC
PE
BV510
PE
PerCP-Cy5.5
APC-Cy7
Alexa Fluor 647
APC-Cy7
Pacific Blue
Alexa Fluor 647
BV605
PE
FITC

Alexa Fluor 488

Alexa Fluor 647
BV711
PerCP-Cy5.5
Alexa Fluor 647
PE-Cy7
PerCP-Cy5.5
FITC
Pacific Orange
Pacific Blue
PE
APC
PE
PE
PE

#563089 BD Biosciences

#FAB9727G-100UG R&D
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#ab49424 Abcam
#120415 Biolegend
#120431 Biolegend
#101222 Biolegend
#101257 Biolegend
#101228 Biolegend
#135908 Biolegend
#136010 Biolegend
#134712 Biolegend
#102508 Biolegend

#100308 Biolegend
#100540 Biolegend
#103028 Biolegend
#103124 Biolegend
#103116 Biolegend
#103126 Biolegend
#100724 Biolegend
#105343 Biolegend
#123110 Biolegend
#123017 Biolegend

Systems
#128010 Biolegend
#128037 Biolegend
#128012 Biolegend
#127610 Biolegend
#127618 Biolegend
#127421 Biolegend
#122506 Biolegend
#532365 Invitrogen
#116232 Biolegend
#103706 Biolegend
#102215 Biolegend
#148603 Biolegend
#145403 Biolegend
#148107 Biolegend

1:1600
1:100
1:100

1:1600
1:400
1:200

1:50
1:100
1:100
1:100
1:100
1:400
1:400
1:100
1:400
1:400
1:400
1:800
1:100
1:400
1:400

1:50

1:400
1:400

1:200
1:100
1:100
1:400
1:400
1:200
1:100
1:100
1:100
1:100
1:100



2.1.9. Nicht-Antikdrper-basierte Fluoreszenzreagenzien

Tabelle 5: Sonstige verwendete Fluoreszenzreagenzien fiir die Durchflusszytometrie.

Annexin V Alexa Fluor 647 #640912 Biolegend 1:50
CFSE Cell Division )
- #423801 Biolegend 5uM
Tracker
Propidium lodid (PI) - #421301 Biolegend 1:300
Tag-it Violet - #425101, Biolegend 1:1000
Zombie Aqua Fixable )
e 7q - #423102 Biolegend 1:200
Viability Dye
Zombie Violet Fixable .
e - #423114 Biolegend 1:200
Viability Dye
2.1.10. Primer und Sonden
2.1.10.1. Primer fiir die Genotypisierung
Tabelle 6: Primer fiir die Genotypisierung
Collagen-a1(l)-Cre Promotor CAGCTCTCCATCAAGATGGT ATGTTTAGCTGGCCCAAATG
eGFP TCGTGACCACCCTGACCTA TCGTCCATGCCGAGAGTGAT
Fibronektin TGTCCCATATAAGCCTCTGCT ACCCCTGAGCATCTTGAGTG
Integrin 1 AGGTGCCCTTCCCTCTAGA GTGAAGTAGGTGAAAGGTAAC
Mx1-Cre Promotor GCAAGCTCAGGCTTTTTCAC ATGTTTAGCTGGCCCAAATG
Osx-Cre Promotor CTCTTCATGAGGAGGACCCT GCCAGGCAGGTGCCTGGACAT
Vav-iCre Promotor AGATGCCAGGACATCATCAGGAACCT  ATCAGCCACACCAGACACAGAGATC
Tomato Wildtyp AAGGGAGCTGCAGTGGAGTA CCGAAAATCTGTGGGAAGTC
Tomato Mutant GGCATTAAAGCAGCGTATCC CTGTTCCTGTACGGCATGG

2.1.10.2. Primer und Sonden fiir die quantitative Polymerase-Kettenreaktion (qPCR)

Tabelle 7: Primer und Sonden fiir die gPCR

CXCL1 CAGGACTCAGAGCCTCTAACCA GTGGCTGGGATCATGGTG
CXCL2 ATGGCATCTTATTTAATGTTTA CTCAGAAATAGCAATATAACTC
HPRT TCCTCCTCAGACCGCTTTT CCTGGTTCATCATCGCTAATC
IFNB GCAAGAGGAAAGATTGAC TCTGGTAAGTCTTCGAATG
IL1B TTGACGGACCCCAAAAGAT TTGTTGATGTGCTGCTGTGA
IL6 GCTACCAAACTGGATATAATCAGGA  CCAGGTAGCTATGGTACTCCAGAA
TNFa CTGTAGCCCACGTCGTAGC TTGAGATCCATGCCGTTG

#109
CTCTAACCTTCAAGTTA
AGAATAGGCT
#95
ATCTCTGCTCGGACCAC
CATC
#42
#6
#102



2.2. Methoden

2.2.1. Tierexperimentelle Methoden

2.2.1.1. Versuchstiere und Haltung

Fur diese Arbeit wurden Versuchstiere der Art Mus musculus, der Hausmaus, verwendet. Die
Tiere wurden in der Tierhaltung der Interfakultaren Biomedizinischen Forschungseinrichtung
(IBF) der Universitdt Heidelberg unter standardisierten Bedingungen und spezifiziert
pathogenfrei (SPF) sowohl geziichtet, als auch gehalten. Fir die Tumorinjektion war die
Betaubung mittels Isofluran erforderlich. Hierzu wurden die Tiere direkt im Klinisch
Experimentellen Bereich (KEB) oder dem Maushotel der IBF in einer Inhalationskammer (1-
2%) narkotisiert, woraufhin die Injektion in die Flanke erfolgte. Daraufhin erfolgte die Haltung
der Tiere im KEB, beziehungsweise dem Maushotel der IBF. Die entsprechenden Versuche
wurden vom Regierungsprasidium Karlsruhe unter den Aktenzeichen G-21/18 (Kurztitel:
Einfluss von MSCs auf das Tumorwachstum), G-249/18 (Kurztitel: Einfluss der Matrixbildung
von MSCs auf Melanome), G-242/19 (Kurztitel: Einfluss des Fehlens von Integrin 1 in MSCs),
G-5/21 (Kurztitel: CS1 und Integrin B1-Ausschaltung in MSCs), G-102/21 (Kurztitel: MSC
Subpopulationen und Melanom), G-216/21 (Kurztitel: MSCs und Granulozyten im Melanom),
G-219/21 (Kurztitel: Fibronektin in MSCs und Melanomwachstum), G-222/21 (Kurztitel:
Integrin betal in MSCs und Melanomwachstum), G-230/21 (Kurztitel: Einfluss von MSCs auf
Tumorwachstum), G-277/21 (Kurztitel: MSCs und Granulozyten im Melanom in C57BL/6), G-
280/21 (Kurztitel: Einfluss von MSCs auf Brustkrebs), G-283/21 (Kurztitel: Fibronektin
einwandernder MSCs des Melanoms) und G-284/21 (Kurztitel: Fibronektinrezeptoren im

Melanom) genehmigt.

2.2.1.2. Mausstdmme

Der verwendete Mausstamm geht auf den CD1-Stamm (englisch fir , Caesarean Derived 1)
von Charles River zuriick. Bei diesen Mausen handelt es sich zum einen um heterozygote
immunkompetente Mause und zum anderen um homozygote, immundefiziente, nackte

Mause. Letztere werden auch als athymische oder thymusaplastische Mause bezeichnet.
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Diesen haarlosen Tieren fehlt der Thymus, wodurch sie nicht in der Lage sind, reife T-
Lymphozyten zu bilden, die zu einer wildtypischen, effizienten Immunreaktion filhren wiirden,
wodurch diese Tiere als immundefizient bezeichnet werden (Pelleitier und Montplaisir, 1975).
Da athymische Weibchen zusatzlich unterentwickelte Brustdriisen aufweisen und somit keine
Jungtiere aufziehen kénnen, ist es um homozygote Nachkommen zu erhalten notwendig
heterozygote, behaarte Weibchen, mit homozygoten nackten Mannchen zu verpaaren. Diese
immundefizienten Nacktmause sind deshalb bestens dazu geeignet, auch humane
Tumorarten zu erforschen, da diese nicht von den Versuchstieren abgestoflen werden. Mit
dieser Linie wurden wildtypische Versuchstiere, als auch konditionelle-Knockout-Tiere fir

Fibronektin und das Integrin B1 erstellt.

Zusatzlich wurden Tiere der C57BL/6-Linie verwendet, die eine der am haufigsten
verwendeten Mauslinien der Forschung. Versuche wurden mit wildtypischen Tieren dieser

Linie durchgefiihrt.

2.2.1.3. Konditionelle Knockout-Tiere

Da sich eine Ausschaltung von Fibronektin und dem Integrin B1 als embryonal letal
herausstellt, wurden konditionelle Knockout-Mé&use mit Hilfe des Cre/loxP Systems erstellt.
Hierbei werden beide Allele des Zielgens, diesem Falle Fibronektin und das Integrin B1, ist von
loxP-Stellen flankiert (floxed, fl/fl), welche durch die ebenfalls exprimierte Cre-Rekombinase
erkannt werden. Das Enzym Cre-Rekombinase bindet daraufhin an die entsprechenden loxP-
Stellen, wodurch der dazwischenliegende DNA-Bereich herausgeschnitten wird und die DNA-
Enden verbunden werden. Durch die Expression der Cre-Rekombinase in Verbindung mit
gewebsspezifischen Promotoren ist es moglich, die Deletion eines Zielgens nur in einem

bestimmten, spezifischen Gewebe zu gewahrleisten.

2.2.1.3.1. Der Mx1-Cre-Promotor

Der Mx1-Promotor, oder auch Mx-Promotor, wird natirlicherweise durch die Infektionen und
die damit verbudene Anwesenheit von Interferonen aktiviert, wobei es experimentell moglich

ist, synthetisches Poly(I:C) (englisch fir ,polyinosinic-polycytidylic acid“) zu injizieren, was
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ebenfalls die Ausschiittung von Interferonen induziert (Kihn et al., 1995). Der Mx1-Promotor
wurde durch drei Injektionen Poly(1:C) in 0,9% NaCl aktiviert. Die Injektion von Poly(l:C) wurde
intraperitoneal (i.p.) im Abstand von 2 Tagen durchgefihrt. Injiziert wurden jeweils 20ug/g
Kérpergewicht bzw. 10ul/g. Der Promotor ist beispielsweise in der Niere, der Leber oder dem
Herzen aktiv und wird in hamatopoetischen Zellen, sowie in MSCs, osteoblastischen Zellen
und in einigen adiopogenen Zellen exprimiert (Kiihn et al., 1995; Park et al., 2012). Durch die
Aktivierung des Mx-Promotors kam es zur Ausschaltung von Fibronektin bzw. des Integrins 1

in groRen Teilen Knochenmark.

2.2.1.3.2. Der Osx-Cre-Promotor

Der Osx-Promotor ist in Praosteoblasten aktiv, die einen Teil des Stromas des Knochenmarks
darstellen. Das Osx-Gen ist in Prdosteoblasten essentiell, um Schliisselgene zu aktivieren, um
die weitere Differenzierung zu Osteoblasten zu gewahrleisten (Nakashima et al., 2002; Rodda
und McMahon, 2006). Zusatzlich wird dieser Promotor aulRerdem in Fibroblasten, wie
tumorassoziierten Fibroblasten, oder auch in hamatopoetischen Zellen exprimiert (Ricci et al.,
2020). Mit Hilfe dieses Promotors war es moglich, Fibronektin und das Integrin B1 gezielt in

Praosteoblasten des Knochenmarks auszuschalten.

2.2.1.3.3. Der Vav-iCre-Promotor

Der urspriingliche Vav-Cre-Promotor ist nicht nur in den meisten hamatopoietischen Zellen,
sondern auch in den Eierstdécken und Endothelzellen aktiv, die ebenfalls einen Anteil des
Stromas des Knochenmarks ausmachen (Georgiades et al., 2002). Der in dieser Studie
verwendete Vav-Promotor verwendet jedoch eine verbesserte Cre-Rekomhionase, iCre
(englisch fir ,improved Cre“) genannt, deren Codons so verdandert wurden, dass eine
epigenetische Inaktivierung unwahrscheinlicher wird (Shimshek et al.,, 2002). Der so
entstandene Vav-iCre-Promotor ist damit ebenfalls in hdmatopoietischen Zellen und
Endothelzellen aktiv und zeigt ebenfalls eine Expression in den Testes (de Boer et al., 2003;
Joseph et al.,, 2013; Ueda et al., 2019). Somit war es durch diesen Promotor moglich,
Fibronektin und Integrin Bl gezielt in endothelialen Zellen des Knochenmarkstromas

auszuschalten.
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2.2.1.3.4. Der Col-a1(l)-Cre-Promotor

Beim Col-al(l)-Promotor handelt es sich um ein 2,3 Kilobasen-groRes Genfragment, welches
die gezielte Ausschaltung von Genen in Osteoblasten ermdglicht (Dacquin et al., 2002). Diese
sind im Knochen und nicht im Knochenmarksstroma vorhanden und dienen deshalb als

Kontrolle fur die anderen verwendeten Promotoren.

2.2.1.4. Das B16-Melanom-Modell

Die Mause wurden in einer Inhalationskammer mit Isofluran (1-2%) narkotisiert. Im Falle von
C57BL/6-Tieren wurden 10° B16-Zellen abhingig vom Versuchsaufbau mit mit 100.000,
1.000.000 oder 2.000.000 MSCs in einem Gesamtvolumen von 100 pl DPBS vermischt und in

die rechte Flanke injiziert. Das Tumorwachstum betrug daraufhin 7 Tage.

Bei der Nutzung von immunkompetenten CD1nu-Tieren wurden 10® B16-Zellen mit mit
100.000 MSCs vermischt und ebenfalls in die rechts Flanke injiziert. Das Wachstum betrug in
diesem Modell 14 Tage.

Neben den erwdahnten immunkompetenten Mauslinien wurden auch athymische CD1nu-Tiere
genutzt, welche keine reifen T-Zellen bilden kénnen. Hier wurden ebenfalls 10° B16-Zellen mit
mit 100.000 MSCs in die rechte Flanke der Versuchstiere injiziert, woraufhin der der Versuch,

wie bei C57BL/6-Tieren, nach 7 Tagen endete.

In allen Tumormodellen wurden die Tumore wurden am Versuchende gewogen und ihr
Volumen mittels Kaliper vermessen. Daraufhin wurden sie fiir eine Stunde in Verdauldsung
mit Kollagenase (1 mg/ml) und DNase (0,5 pl/ml) in DMEM-Medium bei 37°C verdaut. Als
nachstes wurden unverdaute, groRere Tumorstiicke durch ein 100 um Zellsieb entfernt. Die
so gewonnenen Tumorzellen waren nun fir weitere Versuche, wie durchflusszytometrische

Analysen, verwendbar.
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2.2.1.5. Das orthotope EOQ771-Brustkrebsmodell

Die Mduse wurden in einer Inhalationskammer mit Isofluran (1-2%) narkotisiert, woraufhin
die Injektion von 10° EO771-Zellen, vermischt mit 100.000 MSCs, in einem Gesamtvolumen
von 50 pl DPBS in die linke abdominale Brustdriise von Weibchen der C57BL/6-Linie erfolgte.

Die Tumore wurden nach 14 Tagen entnommen.

Die Tumore wurden daraufhin gewogen und ihr Volumen mittels Kaliper vermessen.
Daraufhin wurden sie fiir eine Stunde in Verdaulésung mit Kollagenase und DNase in DMEM-
Medium bei 37°C verdaut. Im Anschluss wurden unverdaute, groflere Tumorstiicke durch ein
100 um Zellsieb entfernt. Die so gewonnenen Tumorzellen waren nun fir

durchflusszytometrische Analysen verwendbar.

2.2.1.6. Die Depletion Ly6G-exprimierender Zellen im B16-Melanom-Modell

Zwei Tage vor Versuchsbeginn wurden entweder Isotyp-Kontroll-Antikérper oder anti-Ly6G-
Antikorper (je 50 pg in 50 pl) intraperitoneal in C57BL/6-Mdause injiziert. Zusatzlich wurden
jeden zweiten Tag, startend an Tag eins, zwei Stunden vor der Injektion des anti-Ly6G-
Antikorpers ein anti-Ratte k-Leichte-Kette-Antikorper (50 pg in 50 pl) intraperitoneal injiziert,
um die Effektivitdit der Depletion zu verbessern (Boivin et al., 2020). Am Tag der
Tumorinjektion wurden die Tiere in einer Inhalationskammer mit Isofluran (1-2%) narkotisiert
und 10° B16-Zellen zusammen mit 100.000 MSCs in einem Gesamtvolumen von 100 pl DPBS
in die rechte Flanke injiziert. Daraufhin betrug das Tumorwachstum 7 Tage. Am Tag des
Versuchsendes wurden die Tumore wurden daraufhin gewogen und ihr Volumen mittels
Kaliper vermessen. Zusatzlich wurde Blut aus dem Herzen entnommen um die Depletion der
Ly6G-exprimierenden Zellen durchflusszytometrisch nachzuweisen. Die Tumore wurden
anschliefRend fir eine Stunde in Verdaul6sung mit Kollagenase und DNase in DMEM-Medium
bei 37°C verdaut. Daraufhin wurden unverdaute, gréBere Tumorstilicke durch ein 100 um
Zellsieb entfernt. Die so gewonnenen Tumorzellen waren nun fiir durchflusszytometrische

Analysen verwendbar.
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2.2.1.7. Intrazelluldre Férbung von Ly6G zur Bestdtigung der Depletion

Um die Rolle von Ly6G-exprimierenden Zellen beim Tumorwachstum zu ergriinden, wurden
diese mittels intraperitonealer Injektion von Antikoérpern depletiert. Um den Erfolg der
Depletion zu bestatigen, wurde am Versuchsende das Blut der Versuchstiere aus dem Herzen
entnommen und in mit EDTA beschichtete ReaktionsgefaRe gegeben, um die Blutgerinnung
zu unterbinden. AnschlieBend wurden zundchst die Erythrozyten mittels zweimaliger ACK-
Lyse entfernt. Die Immunzellen wurden in DPBS gewaschen, fiir 10 Minuten in 1% PFA bei 4°C
fixiert und dreimal PBS gewaschen. Daraufhin wurden die Zellen mittels der Zugabe von 0,1%
Triton-X-100 fiir 10 Minuten bei 4°C permeabilisiert und erneut dreimal in DPBS gewaschen.
Dieser Vorgang diente dazu, sowohl extra- als auch intrazellular vorliegende Ly6G-Molekile
fiir die durchflusszytometrische Farbung zuganglich zu machen, um auszuschlieBen, dass die
jeweiligen Zellen durch die wahrend des Versuchszeitraums injizierten Antikérper maskiert
und somit nicht detektierbar waren (Boivin et al., 2020). Anschliefend wurden die Ubrigen
Blutzellen mit Antikdrpern gegen Ly6G gefarbt, erneut gewaschen und die vorliegenden Ly6G-

exprimierenden Zellen durchflusszytometrisch bestimmt.

2.2.1.8. Probenentnahme nach der Tétung der Versuchstiere

Nach Ablauf des Versuchszeitraums erfolgte die Narkotisierung aller Tiere mit Ketamin/Xylazin
(Ketamin 120 mg/kg/Xylazin 16 mg/kg), welches in 0,9% Kochsalzlésung gelést wurde,
woraufhin 10ul/g Kérpergewicht der Mixtur i.p. verabreicht wurden. Unter tiefer Narkose wird
die Bauchwand -Haut und Muskel- mit einer Schere getrennt und die Vena Cava durchtrennt.
Letztendlich wird durch einen Schnitt in das Herz wird der Tod sichergestellt. Die noch vitalen

Tumore wurden daraufhin zligig entnommen.

2.1.2. Zellbiologische Methoden

2.1.2.1. Isolation von murinen Knochenmarkszellen

Zur Isolation von murinen Knochenmarkszellen wurden die Tiere zunachst mittels zervikaler

Dislokation getotet und die Femura und Tibia abgetrennt. Nach der Entfernung des Haut- und
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Muskelgewebes wurden die Knocken mit 70%igem Ethanol abgerieben und in eine sterile
Petrischale gegeben. Die darauffolgenden Schritte wurden unter einer Sterilwerkbank
durchgefiihrt. Nach dem Abschneiden der Knochenenden der Femura und Tibia, wurden die
Knochen mit einer mit DPBS gefiillten Spritze und einer 27G-Kaniile in ein 15ml
Zentrifugationsrohrchen auf Eis ausgespult. Um ungewollte Erythrozyten zu entfernen, wurde
das Knochenmark fir 5 Minuten bei 500xg zentrifugiert, das DPBS abgenommen und die
abzentrifugierten Zellen in ACK-Lysepuffer aufgenommen. Nach der Zugabe des gleichen
Volumens DPBS wurden die Zellen erneut zentrifugiert und daraufhin in DPBS aufgenommen,

woraufhin die Zellen fiir den weiteren Versuchsverlauf verwendet werden konnten.

2.1.2.2.  Isolation von mesenchymalen Stromazellen

Die Isolation von mesenchymalen Stromazellen, erfolgte mittels der Verwendung von Protein
G Kigelchen (Dynabeads, Invitrogen) aus dem Knochenmark. Hierbei handelt es sich um
magnetische Kiigelchen mit einer GroRe von 2,8 um, an die beinahe alle Saugetier-
Immunglobuline mit der konstanten Fc-Region binden, wodurch die Fab-Abschnitt, also die
antigenbindende-Region, des Antikoérpers frei liegt. Fur 1x10’ Zellen wurden 50 pl der
Kligelchen verwendet. Diese magnetischen Kigelchen wurden zunachst in ein 2 ml
Reaktionsgefall gegeben und mit mindestens demselben Volumen an DPBS gewaschen. Das
Reaktionsgefald wurde daraufhin an einem Magneten angebracht, was die Abnahme der
Flissigkeit ohne die Kigelchen ermdglichte. Pro 50 ul ,Dynabeads Protein G“ wurden
daraufhin 250 pl DPBS, sowie 25 ul an unkonjugierten anti-Maus CD45-Antikdrpern (#103102,
Biolegend) hinzugegeben. Die Antikorper-Kigelchen-Mixtur wurde daraufhin fiir 30 Minuten
bei RT geschuttelt (750 rmp), wodurch die Antikorper an die Kligelchen binden konnten. Nach
Ablauf von 30 Minuten wurden die Kiigelchen 3 Mal mit DPBS gewaschen. Im weiteren Verlauf
wurden erneut 250 pl DPBS pro 50 pl magnetischer Kiigelchen, sowie murines Knochenmark
(aufgenommen in 250ul pro 1x107 Zellen), hinzugegeben. Die Zellen wurden auf diese Art
erneut fir 30 Minuten bei RT geschittelt (500 rpm). Wahrend dieser Zeit werden
hamatopoietischen Zellen aus den Knochenmark von den Antikérpern an den Kiigelchen
gebunden, da diese das CD45-Antigen exprimieren. Bei den (ibrigen Zellen handelt es sich

somit um die im Knochenmark enthaltenen mesenchymalen Stromazellen. Diese Art der
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Zellgewinnung nennt sich negative Depletion. Nach dem Ablauf von 30 Minuten wurde das
Reaktionsgefall erneut am Magneten angebracht und die erwiinschten Zellen abgenommen.
Um auszuschlieBen, dass magnetische Kiigelchen und vor allem die an diese gebundenen
hamatopoietischen Zellen und anti-Maus CD45-Antikérper in die folgenden Versuche
Uberflihrt werden, wurden dieser Schritt drei Mal wiederholt. Die somit gewonnenen MSCs
konnten somit fir weitere Versuche verwendet werden. Wurden die MSCs mit Tag-it Violet
markiert, wurden 107 in 1 ml DPBS aufgenommen und 1 pl Tag-it Violet zugegeben. Nach 20
Minuten bei 37°C wurden die Zellen zwei Mal mit 10 ml DPBS gewaschen (je 5 Min., 500xg)

und fir weitere Versuche verwendet.

2.1.2.3. Isolation von CD45*-Zellen

CD45*-Zellen wurden ebenfalls als Kontrollzellen aus dem Knochenmark gewonnen. Die
Gewinnung dieser Zellen erfolgte mittels positiver Selektion mit magnetischen Beads
(Dynabeads Schaf-Anti-Ratte-1gG, Invitrogen). Hierbei werden magnetische Beads, dhnlich wie
bei der Isolation von MSCs, mit Antikdrpern gegen das CD45-Antigen gekoppelt, indem beides
fir 30 Minuten bei Raumtemperatur unter leichtem Schitteln inkubiert. AnschlieBend
werden die Knochenmarkszellen zu den Beads gegeben und 30 Minuten unter Schiitteln
inkubiert. Nach Ablauf der Zeit werden die Zellen abgenommen, die nicht an den Beads
hangen, abgenommen und die Beads, an denen die CD45*-Zellen gekoppelt sind, vorsichtig 3
Mal mit DPBS gewaschen. Anschliefend werden die Beads mittels eines BSA- und EDTA-
haltigen Isolationspuffers von den Beads getrennt, indem 1 ml des Puffers auf die Bead-Zellen-
Mixtur gegeben wird und das ReaktionsgefdR im Magneten positioniert wird. Nach dem
Ablauf von 3 Minuten werden die freigewordenen Zellen abgenommen und in ein 15 ml
Zentrifugenrdhrchen Gberfihrt. Dieser Schritt wird anschlieBend weitere vier Mal wiederholt,

um so viele Zellen wie moglich zu gewinnen.

2.1.2.4. Stimulation von Zellen

MSCs, die mit Fibronektin stimuliert wurden, wurden mit Plasmafibronektin aus humanem

Plasma stimuliert (0,73 uM). Das CS1-Peptid (DELPQLVTLPHPNLHGPEILDVPST) und das
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Scrambled-Peptid (GDPELNITLSVPLPTHLQEPDPVLH) wurden bei der Firma BioCat mit einer
Reinheit von mindestens >80% synthetisiert und die Reinheit vom Hersteller mittels HPLC
bestatigt. TFA wurde dieses durch Acetatsalz ersetzt. Das Integrin a5B1-bindende Peptid
(CRETAWAC) wurde in einer Konzentration von 50 pg/ml eingesetzt. Das Losen der Peptide
erfolgte in sterilem DPBS. Die Stimulation von MSCs mit den Scr- und CS1-Peptiden erfolgte
mit einer Konzentration von 7,3 uM in sterilem a-MEM Medium ohne FCS oder Penicillin oder
Streptomycin, um eine Beeinflussung der Zellen durch andere Faktoren auszuschlieRen. Fir in
vivo Versuche wurden die Zellen fir 24h stimuliert, flir andere Versuche, wie beispielsweise
Western Blots, erfolgte die Stimulation fiir die angegebenen Zeitpunkte. Die MSCs wurden

nach der Stimulation mit Peptiden stets drei Mal in DPBS gewaschen (500xg fir 5 Minuten).

Bei der Inhibition verschiedener Rezeptoren auf den MSCs wurde der entsprechende Inhibitor
eine Stunde vor der Stimulation auf die Zellen gegeben. Daraufhin erfolgte die Stimulation wie
oben beschrieben. Bei den verwendeten Inhibitoren handelt es sich um einen Integrin
a4B1/a4B7-Inhibitor BIO5192 (Tocris, 30 uM), einen TLR2-Inhibitor TLR2-IN-C29 (Selleck
Chemicals, 30 uM), die TLR4-Inhibitoren TLR4-IN-C34 (Sigma Aldrich, 30 uM) und TAK-242
(Sigma Aldrich, 30 uM) und einen TLR5-Inhibitor TH-1020 (R&D Systems, 3 uM), bei dem die

CS1-Konzentration auf 2 ug/ml reduziert wurde.

2.1.2.5.  Kultivierung von Zellen

Wenn MSCs flir Experimente mit Peptiden stimuliert werden sollten, wurden sie in a-MEM
Medium ohne FCS oder Penicillin oder Streptomycin in 15 ml Zentrifugenréhrchen kultiviert.
Die Kultivierung erfolgte dabei unter sterilen Bedingungen in einem Inkubator mit 95%iger
Luftfeuchtigkeit und einem CO2-Gehalt von 5% bei 37°C. Die jeweiligen Peptide wurden nach

einer Stunde zu den Zellen gegeben.

Bei der Kultivierung von MSCs verschiedener Genotypen zur Generierung von Proben fiir
ELISAs, wurden diese in a-MEM Medium ohne FCS oder Penicillin oder Streptomycin in 12-
Lochplatten ausgesat. Nach 24 Stunden wurde das Medium abgenommen, die Zellen mit
sterilem DPBS gewaschen, in Proteinlysepuffer aufgenommen und zusammen mit dem

Medium bei -80°C. bis zur Messung eingefroren.
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Fiir die Generierung von Proben fir stimulierte MSCs fir Western Blots wurden die Zellen in
6-Lochplatten ausgesaht und Uber Nacht in o-MEM Medium ohne FCS oder
Penicillin/Streptomycin kultiviert, um die Zellen auszuhungern. AnschlieRend wurde die Zellen
mit den angegebenen Peptiden fiir die angegebene Zeit stimuliert und in Proteinlysepuffer
aufgenommen, bzw. der Puffer fir die Fraktionierung von Zytoplasma und Zellkernen
hinzugegeben, worauf in in Abschnitt ,,2.1.2.1. Fraktionierung der Zellen in Zytoplasma und

Zellkern-Fraktion“ genauer eingegangen wird.

Fir die Erstellung von Proben fir gPCR-Analysen wurden die Zellen in 12-Lochplatten
ausgesaht und in a-MEM Medium ohne FCS oder Penicillin oder Streptomycin kultiviert. Nach
einer Stunde wurden die entsprechenden Peptide zugegeben und die Zellen nach 24 Stunden

in RNAzol aufgenommen.

Die Kultivierung von NIH3T3, B16- und EO771-Zellen fand in DMEM Medium mit 10% FCS und
1% Penicillin und Streptomycin statt. Das Medium der MDA-Zellen enthielt zusatzlich 1,6%
Geniticin. Die Passage der Zellen erfolgte alle zwei bis drei Tage, wobei das Medium abgesaugt
und die Zellen einmal mit sterilem DPBS gewaschen wurden. AnschlieRend wurden die Zellen
mit einer 0,05 % Trypsin/EDTA-Losung flr etwa drei Minuten bei 37°C im Inkubator von der
Zellkulturflasche abgeldst. Die Zellen wurden daraufhin in Medium aufgenommen und zur
Entfernung der Trypsin/EDTA-L6sung fur finf Minuten bei 500xg zentrifugiert. Die Flussigkeit
wurde abschlieBend abgesaugt, woraufhin die Zellen in einer fiir die Passage entsprechenden
Menge Medium aufgenommen und in eine Zellkulturflasche ausgesdat wurden. Zur
Kryokonservierung wurden 1x10° Zellen keimfreiin 1 ml DMEM Medium mit 10% FCS und 10%
DMSO in ein Kryoréhrchen gegeben. Die Zellen wurden dann bei einer kontinuierlichen
Temperaturabnahme von 1°C pro Minute bei -80°C fir 24h eingefroren, woraufhin die

langfristige Lagerung bei -196°C in flissigem Stickstoff erfolgte.

2.1.2.6.  Durchflusszytometrische Analysen

Die durchflusszytometrische Analyse ermoglicht es, Zellen sowohl anhand ihrer GréBe und
Granularitat, als auch durch ihre Expression an intra- oder extratzelluldren Molekilen zu
charakterisieren. Bei der Farbung von Oberflichenmolekilen kommt es zur Bindung von
Fluorophor-gekoppelten Antikorpern gegen das jeweilige Molekiil. Das jeweilige Fluorophor
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wird daraufhin mittels eines Lasers einer bestimmten Wellenlange angeregt, woraufhin die
Emission des Fluorophors, abhangig von der Intensitat des Farbstoffs und der Dichte des
Oberflachenmolekidils, als einzelnes Signal von einem Filter fiir eine definierte Wellenlange an
Licht wahrgenommen und von der Software, Diva von BD Bioscience, dargestellt wird. Die
Farbung von Zellen mit Antikérpern oder lebend/tot-Farbstoffen erfolgt dabei in 100ul FACS-
Puffer mit dem entsprechenden Antikérper-Mix pro 1x10° Zellen fiir 30 Minuten bei 4°C. Nach
dem Ablauf der Inkubation werden die Zellen mit mindestens dem doppelten Volumen an
FACS-Puffer gewaschen und fiir 5 Minuten bei 500xg zentrifugiert. AnschlieBend wird der
Uberstand abgenommen und die Zellen in 100ul FACS-Puffer pro 1x10° Zellen aufgenommen.
Als Negativkontrolle dienten hierbei ungefarbte Zellen. Im Falle einer Sekundarfarbung, wie
es beispielsweise bei der Nutzung von Biotin-gekoppelten Antikérpern notwendig ist, wurden
die beschriebenen Schritte nochmals mit den jeweiligen Sekundarantikérpern wiederholt. Im
Falle von Biotin-gekoppelten Antikérpern wurden deshalb Fluorophor-gekoppeltes

Streptavidin, der Bindepartner von Biotin, genutzt.

Da es bei der Emission von Fluorophoren in den meisten Fallen zu einer gewissen
Uberschneidung der detektierten Signale kommt, ist es notwendig, diese Uberlappung zu
kompensieren. Hierzu wurden Kompensationskiigelchen verwendet, an die die jeweiligen
Antikorper binden und detektiert werden kénnen, wobei zu beachten ist, dass fir jedes
verwendete Fluorophor ein eigener Ansatz hergestellt werden muss. Zur Kompensation wird
laut Herstellerangaben jeweils ein Tropfen (etwa 60 pl) von Antikérper-bindenden und nicht-
Antikorper-bindenden Kiigelchen verwendet. Hierzu werden 100ul FACS-Puffer hinzugefigt,
sowie 20ul des jeweiligen Antikorpers in der gleichen Verdiinnung, wie er auch fir die
Detektion von Proben verwendet wird. Nach einer Inkubation von 15 Minuten bei RT wurden
die Beads fiir 5 Minuten bei 500xg zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und die
Kiigelchen in 100pl FACS-Puffer aufgenommen. Um bei der Messung eine Uber-Kompensation
zu vermeiden, war es notwendig, dass jedes Fluorophor in seinem jeweiligen Kanal das
starkste Signal emittierte und dass die so ermittelten Einstellungen der Laser-Starken zur
Anregung der Fluorophore ebenso fiir die Messung der Proben verwendet wurde. Die

Evaluation der Daten geschah daraufhin mittels der FlowJo-Software von BD Biosciences.
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2.1.2.7.  Zellsortierung

Fir die Sortierung von Zellen wurden die Zellen, wie zuvor in Abschnitt ,2.1.2.6.
Durchflusszytometrische Analysen” beschrieben, gefarbt. AnschlieRend wurden die Zellen in
einem Zentrifugengefall in den Zellsortierer geladen und die Sortierung der gewiinschten
Zellpopulation basierend auf dem Signal der fluoreszierenden Antikdrper gestartet. Sowohl
das AusgangsgefaR, als auch die Zentrifugenréhrchen, in die die Zellen sortiert wurden,
wurden auf 4°C gekiihlt. Die Zellen wurden in sterilem PBS sortiert und die Durchflussrate des
Zellsortierers wurde fir die groRtmogliche Effizienz auf die langsamste Stufe (1.0) gestellt. Als
Sortier-Einstellung des Gerats war dabei auf ,Purity” gewahlt, was bedeutet, dass der
Zellsortierer nur Tropfchen annimmt, in denen ausschlieRlich das gewiinschte
Fluoreszenzsignal vorhanden ist. In anderen Modi wird ein Tropfen ausgewahlt, wenn er
positiv flir das entsprechende Signal ist, ungeachtet anderer Fluoreszenzsignale und damit

auch anderer Zelltypen.

2.1.2.8.  AnnexinV-Pl-Apoptose-Assay

Zu Bestimmung des apoptotischen Zustands von Zellen wurde die AnnexinV-PI-Farbung
verwendet. Hierflir wurden die Zellen zunachst bei 500xg bei fiir 5 Minuten abzentrifugiert
und anschlieBend mit kaltem DPBS gewaschen. Im nachsten Schritt wurden die Zellen in 50 pl
Annexin-Bindepuffer mit 1 pl AnnexinV resuspendiert. AnnexinV stellt einen Marker fir die
frihe Apoptose dar. Nach 20 Minuten Inkubationszeit bei RT wurde die Reaktion mit 100 ul
Annexin-Bindepuffer abgestoppt. Ungefdhr finf Minuten vor der Messung am

Durchflusszytometer wurde 1 pl PI-Losung zur jeweiligen Probe pipettiert und gemessen.

2.1.2.9.  Ki67-Proliferations-Assay

Auch der proliferative Zustand der Zellen wurde mittels Durchflusszytometrie mit dem
Proliferationsmarker Ki67 bestimmt. Hierfir wurden die Zellen zunachst fur funf Minuten bei
500xg zentrifugiert und mit kaltem DPBS gewaschen. Daraufhin wurden die Zellen fir 10
Minuten bei 4°C mit 1% PFA fixiert und zwei Mal mit kaltem DPBS gewaschen. Im nachsten
Schritt werden die Zellen mit 0,1% Triton-X 100 fir 10 Minuten bei 4°C permeabilisiert,
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woraufhin erneut zwei Waschschritte folgten. AnschlieRend wurden die permeabilisierten
Zellen in FACS-Puffer aus DPBS und 5% FCS fiir 15 Minuten bei 4°C geblockt. Die Zellen wurden
anschlieBend 30 Minuten bei 4°C mit einem PE-gekoppelten anti-Ki67 Antikérper (1:100)
gefarbt, nochmals mit DPBS gewaschen (500xg, 5 Minuten) und die Zellen

durchflusszytometrisch analysiert.

2.1.2.10. Erstellung konditionierter Medien von stimulierten MSCs

Zur Erstellung von konditionierten Medien von stimulierten MSCs, wurden die Zellen in
Medium oder FCS oder Antibiotika in 6-Lochplatten ausgesat und das CS1- oder Scrambled-
Peptid nach einer Stunde hinzugegeben. Nach der Stimulation wurde das Medium abgesaugt,
die Zellen zweimal mit sterilem DPBS gewaschen, woraufhin a-MEM Medium mit 10% FCS und
1% Penicillin und Streptomycin fir 24 Stunden auf die Zellen gegeben wurde. Die
konditionierten Medien der unterschiedlich behandelten MSCs wurden daraufhin

abgenommen und frisch flir weitere Versuche verwendet.

2.1.2.11. Isolation von Neutrophilen

Die Isolation von Neutrophilen per Histopaque-Dichtegradient durchgefiihrt. Hierflir wurde
entweder Knochenmark oder Blut aus dem Herzen entnommen, wobei letzteres in ein EDTA-
beschichtetes Reaktionsgefall gegeben wurde, um die Blutgerinnung zu verhindern. Das Blut
wurde daraufhin fiir 10 Minuten bei 300xg bei RT zentrifugiert, das Plasma abgenommen und
die diinne Immunzellschicht auf den Erythrozyten vorsichtig abgenommen. Das Knochenmark

hingegen wurde durch ein 40 um Zellsieb pipettiert.

Die Histopaque-Reagenzen und die Proben, aus denen Neutrophile gewonnen werden sollten,
wurden auf Raumtemperatur gebracht, damit alle Bestandteile des Gradienten in der
richtigen Dichte vorliegen. Fir die Schichtung des Histopaque-Gradienten wurden zunachst
drei ml der unteren Phase Histopaque, Histopaque-1119, in ein 15 ml Zentrifugengefald gefillt,
ohne dass eine Luftblase im Konus verbleibt. Anschliefend werden vorsichtig drei ml der
oberen Phase, Histopaque-1077, am Rand des Zentrifugengefalles herablaufend auf die erste

Phase pipettiert. Dabei ist es notwendig darauf zu achten, dass eine scharfe Abgrenzung
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zwischen den beiden Phasen vorhanden bleibt. Als ndchstes wurden das Kochenmark, bzw.
das Blut, aus denen Neutrophile gewonnen werden sollen, ebenso vorsichtig auf die
Histopaque-1077-Schicht pipettiert. Das Knochenmark einer Maus wurde hierbei in 1 ml PBS
aufgenommen Im nachsten Schritt wurden die Gradienten fiir 30 Minuten bei 872xg ohne
Bremse zentrifugiert. Nach diesem Schritt bilden sich verschiedene Phasen: In der obersten
Phase befindet sich das Plasma/PBS an dessen Ubergang sich alle Immunzellen, auRer
Neutrophile befinden. Danach folgt die Histopaque-1077-Schicht, an deren Ubergang zur
Histopaque-1119-Schicht sich die Neutrophilen sammeln. Darunter befindet sich noch die
Histopaque-1119-Schicht und worunter sich im Konus des ZentrifugengefaRes die

Erythrozyten befinden (Abbildung 5).

Plasma/PBS
Mononukleére Zellen

Histopaque-1077

Neutrophile

Histopaque-1119

Erythrozyten

Abbildung 5: Phasenbildung nach der Zentrifugation des Histopaque-Dichtegradienten.

2.1.2.12. Transwell-Assay fiir die Chemotaxis von Neutrophilen

Zur Bestimmung der chemotaktischen Anziehung von Neutrophilen wurden Neutrophile aus
dem Mausblut genutzt. Diese wurden nach der Isolation fir 20 Minuten bei 37°C mit 5 uM
CFSE in a-MEM Medium ohne FCS oder Penicillin und Streptomycin gefarbt und anschlieBend
zwei Mal mit dem 20-fachen Volumen an DPBS gewaschen (je 300xg fiir 10 Minuten bei RT).
In diesem Versuch wird ein , Transwell-System” verwendet, bei dem ein Einsatz in ein Loch
einer 24-Lochplatte eingesetzt wird. In der Lochplatte selbst befindet sich die jeweilige
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Substanz, die auf ihre chemoattraktive Wirkung getestet werden soll, in diesem Falle 450 pl
konditionierte Medien von MSCs, die mit 300 pl a-MEM Medium mit 10% FCS und 1%
Penicillin und Streptomycin gemischt wurden. In den Einsatz wurden 10.000 der CFSE-
markierten Neutrophilen in 300ul aMEM-Medium ohne FCS oder Penicillin und Streptomycin
eingefiillt. Die Einsdtze enthalten 3 um groBe Poren, durch die ein potentielles
Chemoattraktans in die obere Kammer eindringen kann und durch die die Zellen in das Loch
der Lochplatte migrieren kdnnen, wenn sie von dem Inhalt der konditionierten Medien

angezogen werden (Abbildung 6).

Fluoreszenz-blockierender

Einsatz Standardmedium ohne FCS
Fluoreszenz-markierte

Neutrophile | EEsse Konditionlertes Medium ﬁ

Abbildung 6: Schematische Darstellung eines Transwell-Assays.

Die Zellen befanden sich daraufhin fiir 23 Stunden im Plattenleser (Spark, Tecan), der auf 37°C
beheizt wurde und in dem die Fluoreszenzintensitdt am Boden der Lochplatte einmal pro
Stunde gemessen wurde. Der Anstieg der relativen Fluoreszenzintensitat wurde daraufhin
prozentual auf das Signal des Lochs in der Lochplatte bezogen, bevor Neutrophile begonnen

haben durch den Einsatz zu migrieren.

2.1.2.13. Biolumineszenz-basierter Zytotoxizitéitsassay

Die Fahigkeit von Neutrophilen Krebszellen abzutéten ist seit einiger Zeit bekannt (Godleski et
al., 1970). Um zu bestimmen, ob MSCs in der Lage sind, dieses Verhalten von Neutrophilen
gegeniber Krebszellen zu modifizieren, wurde ein Zytotoxizitatsassay mit diesen Zellen
durchgefiihrt. Hierbei wurden je 10.000 EO771- oder MDA-MB-231-Brustkrebszellen, die mit
einem Luziferase-Konstrukt ausgestattet und freundlicherweise von Caren Zoller zur
Verfligung gestellt wurden, in eine schwarze 96-Lochplatte ausgesat, woraufhin ihnen Gber
Nacht erlaubt wurde, sich zu adharieren. Am nachsten Tag wurden Neutrophile aus dem
Knochenmark von Mausen isoliert und diese zusammen mit konditionierten Medien von MSCs

auf die Tumorzellen gegeben. Die verwendeten Verhaltnisse von Tumorzellen zu Neutrophilen
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betrug dabei 1:2, 1:5 und 1:10. Nach 24 Stunden wurde der Uberstand auf den Tumorzellen
entfernt und die Locher der Lochplatte ein Mal vorsichtig mit DPBS gewaschen, woraufhin 200
ul Luziferin (150 pug/ml) auf die Zellen gegeben wurde. Nach einer fiinf-minitigen Wartezeit
wurde das entstehende Biolumineszenzsignal 10 Sekunden lang mittels des IVIS Spectrum In-

vivo-Bildgebungssystems gemessen.

2.1.3. Molekularbiologische Methoden

2.1.3.1.  DNA-Isolation aus Biopsien von Mdusen

Zur DNA-Isolation aus M&usen wurde zunichst ein etwa 1 mm?3 groRes Stiick einer Ohr-, bzw.
Schwanzbiopsie in eine Verdaul6sung, bestehend aus 92 pl DNA-Lysepuffer und 8 pl
Proteinase K (20 mg/ml), gegeben. Nach der Lyse des Gewebes bei 56°C fir mindestens 3
Stunden oder liber Nacht in einem Wasserbad, kam es zur Inaktivierung der Proteinase K bei
95°C fiir 10 Minuten in einem Heizblock. AbschlieBend wurden nicht-lysierbare Bestandteile,
wie beispielsweise Haare, durch einen Zentrifugationsschritt von 10 Minuten bei 12.000xg
pelletiert, wobei der Uberstand anschlieRend fiir eine Polymerasekettenreaktion verwendet

werden konnte.

2.1.3.2.  Genotypisierung konditioneller Knockout-Tiere

0,5 ul der gewonnenen genomischen DNA wurden zu 24,5 ul eines PCR-Ansatzes gegeben.
Alle Primer wurden Uber die Firma Biomers synthetisiert. Der PCR-Ansatz, sowie das

verwendete Programm des Thermocyclers waren wie folgt:
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PCR-Ansatz: Genotypisierung

- H,0dd 15,25 pl
- 10X Reaktionspuffer 2,50 ul
- Enhancer 2,00 pl
- MgCl; 1,50 pl
- dNTPs (25 uM) 1,00 pl
- 5Primer (25 pM) 1,00 pl
- 3’Primer (25 pM) 1,00 pl
- Tag-Polymerase (5 U/ul) 0,25 pl
- DNA-Lysat 0,50 pl

Programm des Thermocyclers: Genotypisierung

- 95°C 3min

- 95°C 30s ]

- 63°C (-1°C/Zyklus) 30s — 10x (Vor-Amplifikation)
- 72°C 30s _

- 95°C 30s ]

- 53°C 30s — 35x (Amplifikation)

- 72°C 30s _

- 72°C 3min

- 4°C oo

Die amplifizierten DNA-Fragmente wurden mittels Gelelektrophorese visualisiert. Hierzu
wurde ein 1,5%-3%iges Agarose-Gel mit RedSafe (5 ul/100 ml) gegossen, die PCR-Proben mit
10 pl 4x DNA-Ladepuffer versetzt und 15 pl der resultierenden Proben auf das Gel
aufgetragen. AnschlieBend wird das Gel auf einem Schlitten in 1x TAE-Puffer gegeben und fir
etwa 30 Minuten eine Spannung von 150 Volt angelegt. Die aufgetrennten DNA-Fragmente

konnten abschlieBend unter UV-Licht visualisiert werden.

2.1.3.3.  Mykoplasmen-Detektion mittels PCR

Bei Mykoplasmen handelt es sich um kleine, zellwandlose Prokaryoten, welche meist parasitar
intrazellular von Wirtszellen, wie beispielsweise Sdugetierzellen, leben (Cypionka, 2010). Da

Mykoplasmen gegen die meisten Standard-Antibiotika resistent sind und sie durch ihre
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geringe GroRe nicht lichtmikroskopisch erkennbar sind, hat sich die Detektion einer
Mykoplasmen-Kontamination mittels PCR als wirkungsvoll herausgestellt, um eine
Beeinflussung des Zellverhaltens ausschliefen zu kénnen. Die Detektion von Mykoplasmen
findet dabei sowohl im Lysat konfluenter Zellen, als auch im Zellkulturmedium, welches zuvor
drei bis funf Tage auf den zu lGberpriifenden Zellen verleiben muss, statt. Der PCR-Ansatz und

das Programm des Thermocyclers lauten wie folgt:

PCR-Ansatz: Mykoplasmen

- H,0dd 15,3 pl
- 10X Reaktionspuffer 2,5 ul
- Primer/Nukleotid-Mix 2,5 ul
- Interne-Kontroll-DNA 2,5 ul
- Tag-Polymerase (5 U/ul) 0,2 ul
- DNA-Lysat/Zellkulturmedium 2 ul

Programm des Thermocyclers: Mykoplasmen

- 95°C 3min

- 95°C 30s

- 55°C 30s 39x (Amplifikation)
- 72°C 30s

- 4°C oo

Nach Ablauf der Polymerasekettenreaktion wurden 10ul des entstandenen Produkts mit 10 pl
des im Kit enthaltenen ,DNA sample buffer” vermischt und auf ein 1,5%iges Agarose-Gel
aufgetragen. Nach dem Anlegen einer Spannung von 150 Volt fir 30 Minuten konnte das Gel
unter UV-Licht visualisiert werden. Zur Kontrolle des korrekten Ablaufs der PCR ist dabei eine
Kontroll-Bande bei 191 Basenpaaren zu sehen, wahrend bei einem positiven Ergebnis der
Anwesenheit von Mykoplasmen eine Bande bei 265-268 Basenpaaren zu erkennen ist. Zur
Entfernung von Mykoplasmen kann Plasmocin in einer Konzentration von 25 pug/ml zu den
Zellen gegeben werden, welches fiir 2 Wochen alle 3 Tage erneut hinzugegeben wird. Nach
dem Ablauf der Behandlung kann die Eliminierung der Mykoplasmen-Kontamination mittels

erneuter PCR nachgewiesen werden.
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2.1.3.4. Isolation von RNA

Zur Analyse der RNA-Expression von Zellen oder Gewebe, wurden laut Herstellerangaben
1x10’ Zellen, bzw. 1 mg Gewebe, in 1 ml RNAzol aufgenommen und lysiert. AnschlieRend
wurden die Proben entweder direkt weiterverarbeitet oder bei -80°C eingefroren. Zur
Prazipitation von DNA, Proteinen und Polysacchariden, wurde das 0,4-fache Volumen an
RNase freiem DEPC-H,0 hinzugegeben. Nach einer Inkubation von 15 Minuten und einer 15-
minitigen Zentrifugation bei 12.000xg wurde der RNA-enthaltende Uberstand in ein neues
ReaktionsgefalR Uberfiihrt. Die RNA wurde anschlieBend mit dem 0,4-fachen Volumen an
75%igen Ethanol fir 8 Minuten bei RT gefallt. Nach der Zentrifugation der Proben fir 7
Minuten bei 12.000xg wurde der Uberstand vorsichtig von der RNA abgenommen und
verworfen. Die RNA wurde mittels der Zugabe von 75%igen Ethanol gewaschen und erneut
flr 3 Minuten bei 12.000xg zentrifugiert. Die erhaltende RNA wurde abschlieend in 25pl

RNase-freiem Wasser resuspendiert.

2.1.3.5. DNase-Verdau der isolierten RNA

Da die Primer und Sonden mehrer Gene, deren mRNA-Expression untersucht werden sollte,
sowohl an der mRNA, als auch der genomischen DNA des Zielgens binden (CXCL1, CXCL2,
IFNB), wurden DNA-Kontaminationen aus der isolierten RNA mittels DNase-Verdau entfernt.
Hierzu wurden 12,5 pl der RNA zusammen mit 5,3 ul RNase-freiem Wasser, 2 pl RDD DNA-
Verdau-Puffer und 0,2 ul DNase fiir 30 Minuten bei 37°C verdaut. Die DNase wurde daraufhin
mit der Zugabe von 2 pl einer 25 mM EDTA-L6sung inhibiert und daraufhin fiir 10 Minuten bei
65°C inaktiviert (Santos et al., 2016).

2.1.3.6.  cDNA-Synthese

Zur Untersuchung der mRNA-Expression eines bestimmten Gens mittels quantitativer
Polymerasekettenreaktion, ist es notwendig die isolierte RNA mittels reverser Transkription

in cDNA umzuschreiben. Fir diesen Vorgang wird 1ul Oligo dT-Primer (10 mM) zu 10ul der
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RNA gegeben und fiir 5 Minuten bei 65°C inkubiert. Anschliefend wurden 9ul des Ansatzes

zur reversen Transkription hinzugegeben. Der Ansatz fiir eine Probe lauter wie folgt:

Reverse-Transkription-Ansatz: cDNA Synthese

- Nukleasefreies H,0 2,4 ul
- dNTPs (10 mM) 2 ul
- 5X Reaktionspuffer 4 pul
- RibolLock RNase-Inhibitor (40 U/pl) 0,5 ul
- RevertAid Reverse Transcriptase (200 U/ul) 2,5 ul

Die reverse Transkription findet daraufhin bei 42°C fiir 60 Minuten im Thermocycler statt,

woraufhin die Proben fiir die gPCR verwendet werden konnten.

2.1.3.7.  Quantitative ,real-time” Polymerasekettenreaktion (qPCR)

Flr die Durchfiihrung der gPCR wurde das SensiFAST Probe No-ROX-Kit verwendet. Die fir die
gPCR verwendeten Sonden und Primer wurden mit der Universal Probelibrary Assay Design
Center Software von Roche erstellt und verwendet. Fiir die mRNA von Genen, fiir die weder
Primer und noch Sonden vorlagen, wurden diese selbst erstellt (Tabelle 7). Ein Ansatz mit

einem Gesamtvolumen von 15ul und das zugehorige Programm lauten wie folgt:

gPCR-Ansatz

- Nukleasefreies H,0 2,4 ul
- SensiFAST Enzyme Mix 7,5 ul
- 5’Primer (10 uM) 0,6 ul
- 3’Primer (10 uM) 0,6 ul
- 20X BSA (1mg/ml) 0,75 pl
- Hydrolysis Probe 0,15 pul
- cDNA 3u
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Programm des Light Cycler Il: gPCR

- 95°C 10min

- 95°C 10s

- 55°C 30s 48x (Amplifikation)
- 72°C Im

- 40°C 30s

Die mRNA-Expression des jeweiligen Gens von Interesse wurde daraufhin mittels der AACt-

Berechnungs-Methode bestimmt und relativ zum HPRT-Gen der zugehdrigen Probe korrigiert.

2.1.4. Proteinbiochemische Methoden

2.1.4.1.  Herstellung von Proteinlysaten

Zur Erstellung von Proteinlysaten fir Western Blots oder ELISAs wurde das Medium auf den
jeweiligen Zellen abgenommen unud diese mit DPBS gewaschen. AnschlieRend wurden die
Zellen in einen Proteinlysepuffer aufgenommen, welcher sowohl Proteinase- (1 mM PMSF),
als auch Phosphatasehemmer (1 mM Natriumorthovanadat) beinhaltete. Die Zellen wurden
anschliellend fiir 20 Minuten in einem Eis-gefiilltem Ultraschallbad sonifiziert. AnschlieBend
wurden die Proben fiir 10 Minuten bei 12.000xg zentrifugiert und der Uberstand in ein neues
Reaktionsgefald Uberflihrt. AnschlieBend wurden die Proben entweder direkt fir Experimente

verwendet.

2.1.4.2.  Fraktionierung der Zellen in Zytoplasma und Zellkern-Fraktion

Der Transkriptionsfaktor NFkB liegt im Zytosol vor und kann der Zellkern nur erreichen, wenn
der entsprechende Signalweg aktiviert wird und IkB, das Protein, das die Translokation von
NFkB verhindert abgebaut wird (Yang et al., 2016). Aus diesem Grund wurden MSCs in ihr
jeweiliges Zytosol und ihre Zellkerne fraktioniert, um die Einwanderung von NFkB in den
Zellkern zu bestimmen. Hierflr wurde zunachst das Medium von Zellen abgesaugt und diese
zwei Mal mit eiskaltem DPBS gewaschen. AnschlieBend wurde ,,Cytoplasmic Extraction Buffer”

mit NP-40 hinzugegeben und Lésung im Well durch Schwenken der Platte verteilt. Die Zellen
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schwellen anschlieRend fiir 20 Minuten auf Eis an und werden dabei mehrmals, spatestens
alle 5 Minuten, geschwenkt. Nach Ablauf der Zeit werden die Zellen mittels eines Zellschabers
von den Wells gel6st. Der Puffer wird aufgenommen und vorsichtig in ein Reaktionsgefald
pippetiert. Jede Probe wird im Anschluss 10 Sekunden lang auf héchster Stufe gevortext, um
die Zellmembran um die Zellkerne herum zu zerstoéren. Die Zellkerne bleiben intakt, solange
sie nicht durch starkes pipettieren oder zu langes vortexten zerstort werden. Die Flissigkeit
wird daraufhin bei 700xg fir 10 Minuten zentrifugiert und der Uberstand in ein neues
ReaktionsgefalR Uberfiihrt und bei -80°C eingefroren. Hierbei handelt es sich um die
Zytoplasma-Fraktion. Die zurlickbleibenden festen Bestanddteile aus Zellkernen werden nun
drei Mal mit ,,Cytoplasmic Extraction Buffer” ohne NP-40 gewaschen (jeweils 10 Min bei 700xg
und kurz vortexen). Die Zellkerne werden nun in 50 pl ,Nuclear Extraction Buffer”
aufgenommen und vorsichtig resuspendiert. Die Kerne nun fiir 20 Minuten in einem mit Eis
gefiilltem Ultraschallbad sonifiziert und mehrfach, spatestens alle 5 Minuten, bei hochster
Stufe gevortext. Dadurch platzen die Zellkerne. Die Reaktionsgefalle werden zum Abschluss
bei 12.000xg fiir 10 Minuten zentrifugiert und der Uberstand in ein neues ReaktionsgefiR
Uberfiihrt. Hierbei handelt es sich um den Inhalt der Zellkerne. Die jeweiligen Fraktionen

kénnen anschlieBend fir Western Blots verwendet werden.

2.1.4.3.  Ermittlung der Proteinkonzentration mittels Bicinchoninsédure (BCA) -
Assay

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration von Proben wurde der Micro BCA Protein-Assay-
Kit verwendet. Die gesammelten Proteinlysate wurden 1:100 in H,Odd verdiinnt.
AnschlieBend wurde eine Standardkurve aus dem im Kit enthaltenen BSA mit den
Konzentrationen 200, 40, 20, 10, 5, 2,5, 1, 0,5 und 0 pg/ml erstellt. Daraufhin wurden sowohl
von den Proben, als auch vom Standard, jeweils 150 pl in jede Vertiefung der 96-Lochplatte
pipettiert, gefolgt von 150 ul der laut Herstellerangaben angesetzten ,, working solution”. Nach
der Inkubation der Platte fiir zwei Stunden bei 37°C wurde abschlieRend die Absorption bei
einer Wellenlange von 562 nm gemessen. Mit Hilfe der Magellan V6.4 Software die

Standardkurve erstellt und die Proteinkonzentrationen bestimmt.
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2.1.4.4.  SDS-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Auftrennung von Proteinen anhand ihres Molekulargewichts erfolgte anhand des
Anlegens eines elektrischen Feldes mit der Sodiumdodecylsulfate-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE). Hierzu wurden die entsprechenden Proben zunachst mit 4X
SDS-Ladepuffer (denaturierend) im Verhaltnis 1:5 versetzt und fiir 3 Minuten bei 95°C erhitzt.
AnschlieBend wurden die Proben auf ein Gel, bestehend aus den zwei Komponenten, dem
5%igen Sammelgel und dem Trenngel, aufgetragen. Die Zusammensetzung eines 10%igen

Gels lautet wie folgt:

10%iges SDS-PAGE-Gel

Sammelgel (5%) Trenngel (10%)
- HxOdd 1,8 ml 4,2 ml
- 30%ige Acrylamid-Losung 0,5 ml 3,3ml
- 0,5MTris/HCl pH =6,8 0,8 ml -
- 1,5MTris/HCl pH = 8,8 - 2,5 ml
- 10% APS 30 pl 100 pl
- TEMED 3ul 7 ul

Nach dem Auftragen wird zum Fokussieren der Proben zunachst fir 15 Minuten eine
Spannung von 100 Volt angelegt, gefolgt von dem Anlegen einer Spannung von 130 Volt fir

ein bis zwei Stunden.

2.1.4.5.  Western Blotting (,semi-dry”)

Um die bei der SDS-Page aufgetrennten Proteine mittels Antikdrpern nachweisen zu kdnnen,
miussen die Proteine mittels ,semi dry“-Blotting-Methode auf eine Nitrozellulosemembran
Ubertragen werden. Hierzu wurden zundchst drei in methanolhaltigen Transferpuffer
getrankte Abschnitte Whatman Papier, gefolgt von der Nitrozellulosemembran, auf die Anode
gelegt. Anschliefend wurde das Gel luftblasenfrei auf der Membran platziert und weitere drei

getrankte Whatman Papier Abschnitte auf das Gel gelegt. AbschlieBend wurde die Kathode
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auf dem Aufbau platziert und vorsichtig festgeschraubt. AnschlieRend fand der

Proteintransfer fiir 50 Minuten bei 12 Volt statt.

2.1.4.6. Immundetektion von Proteinen

Nach der Ubertragung der Proteine auf die Nitrozellulosemembran, wurde die Membran fiir
eine Stunde bei Raumtemperatur in PBS-T mit 5% BSA geblockt. AnschlieBend wurde die
Membran drei Mal fir 10 Minuten mit PBS-T gewaschen. Danach wurde der entsprechende
Primadrantikérper in der bendétigten Verdinnung in PBS-T mit 5% BSA auf die Membran
gegeben und bei Gber Nacht bei 4°C unter Schwenken inkubiert. Im nachsten Schritt wurde
der Antikorper abgenommen und die Membran drei Mal flir 20 Minuten mit PBS-T gewaschen,
bevor der jeweilige HRP-gekoppelte Antikorper in PBS-T mit 1% BSA hinzugegeben wurde.
Dieser wurde fur eine Stunde bei RT unter Schwenken auf der Membran belassen. Um
Uberschissige Sekundarantikorper zu entfernen, wurde die Membran erneut drei Mal fiir 20
Minuten mit PBS-T gewaschen. Die Messung des Chemilumineszenzsignals erfolgte daraufhin
mit an einem Fusion FX7-Gerat. Die Auswertung der Banden erfolgte mit der Software Image
J mittels einer densitometrischen Dichtemessung, wobei das jeweilige Protein von Interesse
entweder zu GAPDH (bei Proteinen aus dem Zytosol) oder Histon H3 (bei Proteinen aus dem
Zellkern) der zugehorigen Probe normalisiert wurde. Nach der Detektion wurden die
Antikorper mit ,Stripping Buffer” (zwei Mal, jeweils 15 Minuten) von der Membran entfernt

und diese erneut mit 5% BSA in PBS-T fir eine Stunde geblockt.

2.1.4.7.  ,Enzyme linked immunosorbent assay” (ELISA)

Der ELISA ermoglicht es, 16sliche Proteine mittels spezifischer Antikorper zu detektieren und
guantifizieren. Hierzu wurde der sogenannte ,Sandwich-ELISA” verwendet, wobei eine 96-
Lochplatte zundchst mit einem Antikérper gegen das Protein von Interesse beschichtet wird,
woraufhin das Zelllysat oder Medium, in dem das Protein enthalten ist, hinzugegeben wird,
welches dann letztendlich mittels eines zweiten, HRP-gekoppelten Antikorpers gegen das
Protein von Interesse detektiert werden kann. Im ersten Schritt dieses Verfahrens wurden die
Platten Gber Nacht bei 4°C mit dem jeweiligen Antikorper gegen murines Gesamtfibronektin,
EDA-Fibronektin, EDB-Fibronektin oder onkofdtales Fibronektin in Beschichtungspuffer (50 pl)
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beschichtet. Nachdem die Lochplatte am darauffolgenden Tag drei Mal mit PBS-T gewaschen
wurde, wurde sie in einer Blockierldsung mit 3% BSA fiir 1 Stunde bei RT blockiert. Nach dem
erneuten, dreimaligen Waschen mit PBS-T wurden sowohl die Proben, als auch die Standards,
welche in Verdinnungspuffer verdiinnt wurden, in einem Volumen von 50 pl auf die
Lochplatte gegeben. Die Konzentrationen der Standards fiir murines Gesamtfibronektin
waren 2000, 1000, 500, 250, 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,56 und 0 ng/ml. Die
Konzentrationen der Standards fir EDA-Fibronektin wurden aus der murinem Leberlysat
erstellt und enthielt 2,25, 1,8, 1,6, 1,3, 0,75, 0,37 und 0 ng/ml EDA-Fibronektin. Die
Konzentration fir die Standards fir EDB-Fibronektin, ebenfalls aus der murinen Leber
gewonnen, waren 0,3, 0,27, 0,25, 0,16, 0,095, 0,089, 0,057, 0,021 und O ng/ml. Die
Konzentration des Standards fiir oFN aus der murinen Leber betrug 0,39, 0,37, 0,31, 0,17, 0,1,
0,07, 0,04 und 0 ng/ml. Proben fur Gesamtfibronektin wurden entweder 2- oder 4-fach
verdiinnt, wahrend die Proben fiir die Fibronektin-lsoformen unverdiinnt auf die Platte
gegeben wurden. Nachdem die Proben und Standards fiir zwei Stunden bei RT in der 96-
Lochplatte inkubierten, kam es zum dreimaligem Waschen der Platte mit PBS-T, woraufhin 50
ul des HRP-gekoppelten Sekundarantikorpers gegen Fibronektin in Verdinnungspuffer in
einer Verdinnung von 1:5000 im Falle von murinem Gesamtfibronektin und in einer
Verdiinnung von 1:2500 fir EDA-, EDB- und oFN hinzugegeben wurden. Nach einer Inkubation
von zwei Stunden bei RT wurde die Platte erneut drei Mal mit PBS-T gewaschen, woraufhin 50
pl TMB in jede Vertiefung gegeben wurde und die Losung fiir 45 Minuten lang im Dunkeln bei
RT inkubierte. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 50 pl Stopplésung unterbrochen und
die Platten sofort bei 450 nm im Mikroplatten-Reader analysiert. Die Auswertung der Daten

geschah daraufhin mit Hilfe der Magellan V6.4 Software.

2.1.5. Statistische Analyse

Die statistische Analyse der Daten fand mit Hilfe der Software GraphPad Prism (V5, GraphPad
Software Inc.) statt. Statistische Unterschiede zwischen zwei Gruppen wurden mit einem
zweiseitigen t-Test bestimmt, wobei diese bei mehr als zwei Gruppen zundchst mittels einer
ANOVA (engl. ,analysis of variance”) evaluiert wurden. Wenn die ANOVA signifikant

unterschiedliche Mittelwerte detektierte, wurden mit dem ungepaarten t-Test unabhangige
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Stichproben analysiert. Als Signifikanzniveau wurde ein p-Wert von 0,05 festgelegt, wobei die
Starke der Signifikanz als Asterisk in folgender Art angegeben wurden: *p<0,05, **p<0,01,

***p<0,001. Die Fehlerbalken wurden als Standardfehler des Mittelwertes angegeben.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Entnahme und Charakterisierung von MSCs

3.1.1. Reinheit entnommener MSCs

Um aussagekraftige Ergebnisse (iber die Rolle von MSCs beim Tumorwachstum zu erhalten,
ist eine moglichst hohe Reinheit dieser Zellen notwendig. Deshalb wurden die aus dem
Knochenmark gewonnenen Stromazellen dieser Arbeit mittels magnetischer Beads von den
vorhandenen Immunzellen getrennt. Die durch die negative Depletion gewonnenen Zellen
wurden anschlieBend mit einem Fluorophor-gekoppelten Antikorper gegen CD45, ein
Oberflachenmolekil auf Immunzellen, gefarbt und durchflusszytometrisch untersucht

(Abbildung 7).
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Abbildung 7: Bestimmung der Reinheit der Stromazellen nach Depletion.

(A-B) Reprasentatives Punktdiagramm des Immunzellgehalts des Knochenmarks vor (A) und nach (B) der Depletion. (C) Durch
die Depletion von Immunzellen durch magnetische Beads reduziert den Gehalt an CD45+-Zellen von 82,5% + 1,4% auf 1,1% +
0,2% (n = 20/20). ***p<0,001.

Durch die Depletion wurde die Anzahl an Immunzellen in der Zellsuspension von ca. 82,5 auf
ca. 1,1% reduziert, wonach der Grof3teil der erhaltenen Zellen nur noch aus Stromazellen

besteht.

3.1.2. Apoptose und Proliferation entnommener MSCs

Es konnte bereits gezeigt werden, dass apoptotische MSCs eine besonders starke

immunsuppressive Wirkung im Vergleich zu lebenden MSCs aufweisen (Chang et al., 2012;
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Sung et al., 2013). Aus diesem Grund ist eine hohe Viabilitdt der Zellen nach Isolation wichtig.
Um zu Uberpriifen, wie viele Stromazellen nach der Depletion absterben, wurde deshalb die
Apoptose mittels einer AnnexinV-Propidium lodid (Pl)-Farbung durchflusszytometrisch

bestimmt (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Bestimmung des Uberlebenszustands und der Proliferation von MSCs.

(A) Die Anzahl der lebenden MSCs nach der Depletion betragt 59,09% + 1,1%, wohingegen Zellen in der friihen Apoptose
15,47% * 0,96% und Zellen in der spiten Apoptose 23,94% + 1,2% umfassen (n = 13/13/13). (B) Représentatives
Punktdiagramm des AnnexinV-Pl-Apoptose-Assays im Durchflusszytometer. (C) Reprasentatives Punktdiagramm der
Bestimmung der Proliferation am Durchflusszytometer mittels des Ki67-Markers. Der Durchschnitt der Menge an
proliferierenden MSCs betragt 12,6% + 079%. (n = 13).

Die Viabilitat der Zellen nach Depletion betragt ca. 60% (Abbildung 8, A-B). Dem gegenliber
befinden sich ca. 15% der Zellen in der friihen Apoptose, erkennbar an der ausschliellich
positiven Farbung an Annexin V. Etwa 24% der Zellen weisen auBerdem zusatzlich eine
positive Farbung fur Pl auf, weswegen diese Zellen sich in der spaten Apoptose befinden, bzw.
bereits abgestorben sind. Somit sind etwa zwei Drittel aller gewonnen Zellen lebendig und fiir

weitere Versuche verwendbar.

Neben der Apoptose stellt auch die Proliferation einen wichtigen Punkt in der
Charakterisierung von Zellen dar. MSCs sind Zellen mit einem hohen proliferativen Potential
(Widowati et al., 2019). Aus diesem Grund wurden MSCs nach der Entnahme fixiert,
permeabilisiert und mit einem Antikorper gegen den Proliferationsmarker Ki67 gefarbt
(Abschnitt 8, C). Zellen, die positiv flr dieses intrazelluldre Protein sind, befinden sich in der
Proliferation. Bei der Charakterisierung der Proliferation entnommener MSCs stellte sich

heraus, dass zum Zeitpunkt der Entnahme etwa 12,6% aller MSCs proliferieren.
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3.2. Der Einfluss von MSCs auf das Tumorwachstum

3.2.1. Vorarbeiten

Der Einfluss von mesenchymalen Stromazellen auf das Wachstum von Tumoren stellt einen
umfassend diskutierten Aspekt der Forschung dar. Vorausgegangene Arbeiten innerhalb der
Gruppe konnten bereits das Potential einer MSC-Subpopulation zeigen, das Tumorwachstum
zu unterdriicken (Rossnagl et al., 2018). Hierzu wurde ein intratibiales Brustkrebs-Modell fur
das Wachstum von Knochenmetastasen genutzt. Dabei zeigte sich, dass die Vermischung und
Injektion der Tumorzellen zusammen mit aus dem Knochenmark gewonnenen CD45Scal*-
Stromazellen (Scal: englisch fir: ,stem cell antigen 1“) im Verhdltnis 1:2
(Tumorzellen:Stromazellen) das Tumorwachstum inhibierte, was bei der Injektion zusammen
mit Tumor-assoziierten Fibroblasten, CAFs, nicht der Fall war. Da die Wirkung von MSCs von
diversen Faktoren abhadngt, wie dem zugrundeliegenden Tumormodell, der Anzahl der
injizierten Stromazellen und der jeweils verwendeten Subpopulation an MSCs, sollte der

Einfluss dieser Stromazellen im B16-Melanom-Modell weiter charakterisiert werden.

3.2.2. Die  Wirkung  verschiedener  Tumorzell:MSC-Verhaltnisse  auf  das
Tumorwachstum

Die Auswirkung von MSCs auf das Tumorwachstum

Im ersten Schritt sollte charakterisiert werden, ob mesenchymale Stromazellen im B16-
Melanom-Modell ebenfalls in der Lage sind, das Tumorwachstum zu beeinflussen. In diesem
Modell wurden 1.000.000 B16-F10-Tumorzellen subkutan in die Flanke von C57BL/6-M3&usen
injiziert und die entstandenen Tumore nach 7 Tagen entnommen. Flr die Untersuchung der
Rolle der Stromazellen wurden diese zusammen mit den B16-Melanomzellen injiziert. Die
verwendeten Zellzahlen der Stromazellen waren in den jeweiligen Gruppen 100.000,
1.000.000 und 2.000.000, woraus sich bei der Vermischung mit 1.000.000 B16-Zellen die
Verhaltnisse 1:0,1, 1:1 und 1:2 ergaben. Nach einer Woche wurden die Tumore entnommen

und das Volumen und das Gewicht bestimmt (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Tumorvolumen und -gewicht bei unterschiedlichen Verhaltnissen von Tumorzellen zu MSCs

1.000.000 B16-Melanomzellen wurden zusammen mit 100.000, 1.000.000 und 2.000.000 MSCs in die Flanke von C57BL/6-
Mausen injiziert, woraus sich die Verhaltnisse 1:0,1, 1:1 und 1:2 ergaben. (A) Volumen der Tumore am Versuchsende (B16:
0,04cm3 + 0,008cm3, 1:0,1: 0,0078cm3 + 0,00092cm3, 1:1: 0,027cm3 + 0,0035cm3, 1:2: 0,042cm3 + 0,0071cm3),
(n=12/12/12/12). (B) Gewicht der Tumore am Versuchsende (B16: 0,035g + 0,003g, 1:0,1: 0,0084g + 0,00098g, 1:1: 0,024g +
0,0027g, 1:2: 0,03g + 0,0033g), (n=12/12/12/12) *p<0,05, ***p<0,001.

Die Zugabe von 100.000 MSCs verringerte das Wachstum der Tumore sowohl in Bezug auf
Volumen (Abbildung 9, A) als auch Gewicht (Abbildung 9, B), signifikant. Auch bei der Nutzung
von 1.000.000 MSCs war eine Reduktion des Tumorgewichts festzustellen, jedoch fiihrte die
Zugabe einer hoheren Anzahl von MSCs zu einer immer geringeren Inhibition des
Tumorwachstums, was letztendlich dazu flihrte, dass die Injektion von 2.000.000 MSCs keine
Unterdriickung des Wachstums mehr zeigte. Dementsprechend sind auch das Volumen und
Gewicht der Tumore mit 100.000 MSCs geringer, als in den anderen beiden Gruppen, in denen

mehr Stromazellen injiziert wurden.

Die Auswirkung von MSCs auf die infiltrierenden Immunzellen

MSCs sind fir ihre immunmodulatorischen Eigenschaften bekannt, mit denen sie Einfluss auf
die Tumorprogression nehmen kdnnen (Francois et al., 2019; Galland und Stamenkovic, 2020;
Kelly und Rasko, 2021; Ohlsson et al., 2003). Aus diesem Grund wurden die entnommenen
Tumore verdaut und die Immunzellen mittels fluoreszierender Antikorper gefarbt. Bei der
durchflusszytometrischen Analyse der Tumore wurden verschiedene Marker fiir Immunzellen
analysiert. CD45 bezeichnet dabei den allgemeinen Marker fir alle hdmatopoietischen Zellen
mit einem Zellkern (Donovan und Koretzky, 1993), wohingegen CD11b hauptsachlich von
Myeloidzellen exprimiert wird (Hey et al.,, 2016). Andere Marker waren F4/80, der
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beispielsweise von Makrophagen exprimiert wird (Khazen et al., 2005), Ly6C, welcher auf
Monozyten und Granulozyten zu finden ist (Hey et al., 2016) und Ly6G, der in Mausen auf
Neutrophilen gebildet wird (Biswas et al., 2017; Lee et al., 2013; Loughner et al., 2016). Auch
T-Zellen spielen eine sehr wichtige Rolle bei der anti-Tumor-Immunitat (Chang et al., 2016;
Hutton et al., 2021; Takahashi et al., 2017). CD3 stellt einen allgemeinen T-Zell-Marker dar,
wohingegen CD4 und CD8 auf T-Helferzellen bzw. zytotoxischen T-Zellen exprimiert werden
(Murphy und Weaver, 2018). Die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse sind in

Abbildung 10 wiedergegeben.

A B C
0, 0 20
< ST $T
s " s2 » 25 1
i3 . LK Lk
ﬁ.g 28 2 §,9 10
o & 20 oS ||.=
38 . g5 £5 -
£, ax 8
B16 101 11 12 B16 101 11 12 B16 1201 11 12
D E . F
25 15 e 20,
5% » 53 _ = 53
[ 2 28 19
3.5 10| §= 5 +3_§
23 s % |"| 9§ 05
of F o SEM
B16 101 11 12 B16 101 1M 12 B16 101 14 12
G H
g § ™
S5 S5 os
BN 2N o
23 o3
3 ®c 04
g (oo 830 [0
3, 3E o0
o B16 101 11 12 o B16 101 11 12

Abbildung 10: Immunzellinfiltration bei der Injektion MSCs in verschiedenen Verhiltnissen in C57BL/6-Tieren.

1.000.000 B16-Melanomzellen wurden zusammen mit 100.000 MSCs in die Flanke von C57BL/6-Mausen injiziert und die
infiltrierenden Immunzellen per Durchflusszytometrie ausgewertet. (A) CD45*-Zellen (B16: 42,06% + 0,98%, 1:0,1: 42,83% +
3,54%, 1:1: 42,19% * 2,27&, 1:2: 44,23% + 2,79%), (n=12/12/12/12). (B) CD45*CD11b*-Zellen (B16: 33,01% * 0,89%, 1:0,1:
32,92% +2,34%, 1:1: 33,52% + 1,58%, 1:2: 34,93% + 2,23%), (n=12/12/12/12). (C) CD45*F4/80*-Zellen (B16: 12,89% + 0,69%,
1:0,1: 11,46% * 2,25%, 1:1: 12,83% + 0,96%, 1:2: 13,72% + 1,16%), (n=12/12/12/12). (D) CD45*Ly6C*-Zellen (B16: 17,72% *
0,77%, 1:0,1: 20,97% * 2,64%, 1:1: 17,03% + 0,94%, 1:2: 19,38% + 1,38%), (n=12/12/12/12). (E) CD45*Ly6G*-Zellen (B16:
3,73% + 0,31%, 1:0,1: 9,9% * 0,48%, 1:1: 4,26% * 0,46%, 1:2: 5,54% + 0,77%), (n=12/12/12/12). (F) CD45*CD3e*-Zellen (B16:
1,16% + 0,11%, 1:0,1: 1,29% + 0,24%, 1:1: 1,3% + 0,19%, 1:2: 1,51% + 0,2%), (n=12/6/12/12). (G) CD45*CD3e*CD4*-Zellen
(B16:0,48% + 0,083%, 1:0,1: 0,79% + 0,22%, 1:1: 0,61% + 0,088%, 1:2: 0,54% + 0,069%), (n=12/6/12/12). (H) CD45*CD3*CD8&*-
Zellen (B16: 0,53% + 0,12%, 1:0,1: 0,62% * 0,26%, 1:1: 0,5% + 0,14%, 1:2: 0,64% + 0,11%), (n=12/6/12/12). *p<0,05,
***p<0,001.
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Die durchflusszytometrische Analyse der Tumore ergab keine Unterschiede an Immunzellen,
ermittelt mit dem CD45-Marker, zwischen den verschiedenen Gruppen (Abbildung 10, A).
Ebenso gab es keine Verdnderungen der Infiltration von CD45*CD11b*-, CD45*F4/80*- und
CD45*Ly6C*-Zellen (Abbildung 10, B-D). Veranderungen bei der Infiltration von myeloiden
Immunzellen konnten bei CD45*Ly6G*-Immunzellen festgestellt werden (Abbildung 10, E),
einem Marker von Neutrophilen (Biswas et al., 2017; Lee et al., 2013; Loughner et al., 2016).
Der Anteil von CD45*Ly6G*-Zellen war beim nicht-inhibitorischen Verhaltnis von 1:2 im
Vergleich zur Kontrolle leicht erhéht, jedoch zeigte sich, dass die starkste Erhéhung dieser
Zellen im Vergleich zu allen anderen Gruppen beim Verhaltnis 1:0,1 zu finden war. Neben der
Infiltration von myeloiden Zellen wurde auch die Infiltration von T-Zellen in den Tumor
Uberpruft. Trotz der verringerten TumorgréRe beim Verhiltnis von 1:0,1 war jedoch weder
der Prozentsatz an T-Zellen insgesamt (Abbildung 10, F), noch der CD4-exprimierenden T-
Zellen (Abbildung 10, G) oder CD8-exprimierenden T-Zellen (Abbildung 10, H) in dieser und

auch allen anderen Gruppen verandert.

Zusammenfassend konnte hiermit gezeigt werden, dass MSCs in einem Verhaltnis von 1:0,1
das Wachstum von B16-Melanomen hemmen. Dieser Effekt ging mit einer ansteigenden
Anzahl an MSCs immer weiter verloren, wobei das Tumorzell:MSC-Verhiéltnis von 1:2 keine
Inhibition des Tumorwachstums mehr aufwies. Aus diesem Grund wurden im weiteren Verlauf
dieser Arbeit stets zu den 1.000.000 Tumorzellen 100.000 MSC-Zellen injiziert. Darliber hinaus
konnten keine Unterschiede bei der Infiltration der meisten myeloiden
Immunzellenpopulationen oder T-Zellen nachgewiesen werden. Als einzige Ausnahme hierzu
zeigten die kleinsten B16-MSC-Tumore einen héheren Prozentsatz von CD45*Ly6G*-Zellen im

Vergleich zu allen anderen Gruppen.

3.2.3. Nachweisbarkeit der MSCs in vivo

MSCs sind fiir ihre kurze Uberlebensdauer, selbst nach einer Transplantation in syngenischen
Modellen, bekannt (Preda et al., 2021). Aus diesem Grund sollte liberprift werden, inwiefern
die MSCs im Tumor nach der Injektion nachweisbar sind. 100.000 MSCs wurden deshalb mit

Tag-it Violet fluoreszenzmarkiert und zusammen mit B16-Tumorzellen subkutan injiziert. Die
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Tumorentnahme geschah nach drei Tagen, woraufhin sie verdaut und durchflusszytometrisch

untersucht wurden (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Tag-it Violet markierte MSCs in B16-Melanomen 3 Tage nach Injektion.

1.000.000 B16-Melanomzellen wurden zusammen mit 100.000 Tag-it Violet-markierten MSCs in die Flanke von
immunkompetenten CD1nu-Ma&usen injiziert. AnschlieBend wurden die Tumore nach drei Tagen entnommen und nach
fluoreszierenden MSCs untersucht. Durchschnittliches MSC-Signal: 0,94% + 0,037%, n = 5.

Die injizierten MSCs waren drei Tage nach der Injektion noch im Tumor nachweisbar, wenn
auch zu einer geringen Zahl (0,94%  0,037% aller lebender Zellen). MSCs nisten sich
nachweislich zu einer sehr geringen Menge im Tumor ein (<0,5%), konnen jedoch trotz ihrer
geringen Anzahl scheinbar das Wachstum von Tumoren beeinflussen (Waterman et al.,
2012a). Somit konnte nachgewiesen werden, dass die MSCs wahrend der friihen Phase der

Tumorformation noch im Tumor nachweisbar sind.

3.2.4. Ubertragbarkeit der Inhibition des Tumorwachstums auf T-Zell-defiziente
CD1nu-Tiere

Stromazellen nehmen meist Gber Modulation von T-Zellen auf das Tumorwachstum Einfluss
(Francois et al., 2019; Hutton et al., 2021). Um die Rolle von T-Zellen bei der Tumorinhibition
zu evaluieren, wurden deshalb athymische Nackmause genutzt, die keinen Thymus besitzen
und deshalb keine reifen T-Zellen bilden kénnen (Pelleitier und Montplaisir, 1975). 10° B16-
Tumorzellen wurden zusammen mit 100.000 MSCs in die Flanke von athymischen, T-Zell-

defizienten Mausen injiziert (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Tumorvolumen und -gewicht bei unterschiedlichen Verhiltnissen von Tumorzellen zu MSCs in athymischen
Tieren

1.000.000 B16-Melanomzellen wurden zusammen mit 100.000 MSCs in die Flanke von athymischen CD1nu-Mausen injiziert.
(A) Volumen der Tumore am Versuchsende (B16: 0,048cm3 + 0,0083cm3, MSCs: 0,011cm3 + 0,0065cm3), (n=8/8). (B) Gewicht
der Tumore am Versuchsende (B16: 0,044g + 0,0053g, MSCs: 0,014g + 0,0041g), (n=8/8). **p<0,01, ***p<0,001.

In T-Zell-defizienten Tieren zeigte sich, dass die MSCs auch in diesem Modell in der Lage sind,
das Tumorwachstum zu unterdriicken. So waren sowohl das Tumorvolumen (Abbildung 12, A)
als auch das Tumorgewicht (Abbildung 12, B) beim Einsatz von 100.000 MSCs signifikant

verringert.

Diese Ergebnisse zeigen, dass MSCs in der Lage sind, das Tumorwachstum in athymischen
Tieren zu unterdriicken. Auch in den erwdhnten Vorarbeiten fihrte die Injektion von MDA-
Brustkrebszellen in athymischen Tieren mit MSCs zu einer Unterdriickung des
Tumorwachstums (Rossnagl et al., 2018). T-Zellen scheinen fiir die Hemmung des Wachstums
also keine Rolle zu spielen. Zwar war die unterdriickende Wirkung von MSCs in dem dort
angewandten Intratibial-Modell, anders als in diesem Modell, bei einem Verhaltnis von 1:2
feststellbar, jedoch bedeutete dieses Verhiltnis eine Injektion von 50.000 Tumorzellen mit
100.000 MSCs, was der gleichen absoluten Zellzahl entspricht, die in diesem Modell zu einer

Unterdrickung fihrte (Rossnagl et al., 2018).

3.2.5. Die Rolle des genetischen Hintergrunds bei der Tumorinhibition

Im nachsten Schritt sollte geklart werden, inwiefern der genetische Hintergrund der
Versuchstiere die Wirkung von MSCs auf das Tumorwachstum beeinflusst, da die athymischen

Tiere, die verwendet wurden, einen genetischen Hintergrund zu 50% aus der C57BL/6- und zu

86



50% aus der CD1-Linie besitzen. Aus diesem Grund wurden 100.000 MSCs zusammen mit
1.000.000 B16-Melanomzellen subkutan in immunkompetente CD1nu-Tiere, deren
genetischer Hintergrund ebenfalls zu 50% aus der C57BL/6- und zu 50% aus der CD1-Linie
besteht, injiziert (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Tumorvolumen und -gewicht bei der Injektion von MSCs in immunkompetente CD1nu-Tiere.

1.000.000 B16-Melanomzellen wurden zusammen mit 100.000 MSCs in die Flanke von immunkompetenten CD1nu-Tieren
injiziert. (A) Volumen der Tumore am Versuchsende (B16: 0,094cm3 + 0,022cm3, MSCs: 0,026cm3 + 0,0046¢cm3), (n=9/15). (B)
Gewicht der Tumore am Versuchsende (B16: 0,083g + 0,023g, MSCs: 0,022g + 0,003g), (n=9/15). **p<0,01.

Die Durchfiihrung des Experiments in immunkompetenten CD1nu-Tieren zeigte, dass die
MSCs auch hier in der Lage sind, das Tumorvolumen (Abbildung 13, A) und -gewicht
(Abbildung 13, B) zu reduzieren. Dementsprechend scheint der beobachtete Effekt nicht vom

genetischen Hintergrund der Versuchstiere beeinflusst zu werden.

3.2.6. Die Unterdrickung des Tumorwachstums ist spezifisch fir MSCs

Es blieb noch zu klaren, ob die beobachteten Effekte in diesem Modell spezifisch fir die
Injektion von MSCs sind, oder ob die Injektion jeder Zellart unspezifisch zur Inhibition des
Tumorwachstums fiihren wiirde. Aus diesem Grund wurde eine andere Art von Stromazellen,
Tumor-assoziierte Fibroblasten (CAFs), im Verhaltnis 1:0,1 mit B16-Tumorzellen injiziert. Als
eine weitere Kontrolle dienten CD45*-Zellen aus dem Knochenmark. Dies wurde durchgefiihrt,
um sicherzugehen, dass der Effekt nicht von den 1% der CD45*-Zellen, die bei der Depletion

in den MSCs zurtlickbleiben, ausgelbt wird.
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Gewonnen wurden diese Zellen mittels Zellsortierung aus Uberschiissigem Material von
intratibialen MDA-MB-231-Tumoren, die von Caren Zo6ller im Rahmen ihrer Dissertation
injiziert und freundlicherweise zur Verfligung gestellt wurden. Zur Gewinnung der CAFs
wurden zum einen murine Immunzellen mittels des CD45-Markers gefarbt, wobei sich zum
anderen die humane Herkunft der Tumorzellen zunutze gemacht wurde und diese mit einem
Antikorper gegen humanes $2-Mikroglobulin gefarbt wurden. Die Zellen, die negativ fiir beide

Marker waren, bildeten somit das Tumorstroma und wurden als CAFs isoliert (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Beispielhafte Darstellung einer Sortierung zur Gewinnung von CAFs aus MDA-MB-231-Tumoren.

Murine Immunzellen wurden mit Antikorpern gegen den CD45-Marker gefarbt, wohingegen humane MDA-MB-231-Zellen
mit einem Antikérper gegen humanes B2-Mikroglobulin gefarbt wurden. Zellen, die negativ fir beide Marker waren, wurden
als CAFs sortiert und genutzt.

100.000 solcher Zellen wurden anschliefend mit 1.000.000 B16-Zellen subkutan in die Flanke
von Mausen injiziert, die entstandenen Tumore am Versuchsende entnommen und das

Tumorvolumen und -gewicht bestimmt (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Tumorvolumen und -gewicht bei der Injektion von Tumorassozzierten Fibroblasten (CAFs).

1.000.000 B16-Melanomzellen wurden zusammen mit 100.000 CAFs in die Flanke von behaarten CD1nu-Mausen injiziert. (A)
Volumen der Tumore am Versuchsende (B16: 0,078cm3 + 0,039cm3, CAFs: 0,13cm3 + 0,04cm3), (n=8/9). (B) Gewicht der
Tumore am Versuchsende (B16: 0,057g + 0,014g, CAFs: 0,087g + 0,03g), (n=8/9).

Die Injektion der CAFs flihrte weder zu einer Verringerung des Tumorvolumens (Abbildung 15,
A), noch des Tumorgewichts (Abbildung 15, B), was auch im intratibialen MDA-Modell
ersichtlich war (Rossnagl et al., 2018). Dementsprechend kann gefolgert werden, dass

Fibroblasten im Allgemeinen das Tumorwachstum nicht inhibieren.

CD45*-Zellen aus dem Knochenmark

Die CD45*-Zellen wurden ebenfalls aus dem Knochenmark gewonnen. Hiermit sollte tiberprift
werden, ob die Verunreinigung der MSCs bei der Isolation mit etwa 1% (Abbildung 7) fiir den

beobachteten Effekt verantwortlich sein konnte.

Fir den Versuch wurden 100.000 CD45*-Zellen mit 1.000.000 B16-Zellen vermischt und
subkutan in die Flanke von Mausen injiziert. Am Ende des Versuchszeitraums wurden die

Tumore entnommen und deren Volumen und Gewicht bestimmt (Abbildung 16).

89



0.20 0.08
Ems '|‘ O 0.06 T
gow %om
goos gooz
5 =
0.00 0.00

B16 CD45" " B16 CD45"

Abbildung 16: Tumorvolumen und -gewicht bei der Injektion von CD45+*-Zellen aus dem Knochenmark.

1.000.000 B16-Melanomzellen wurden zusammen mit 100.000 CD45+*Zellen in die Flanke von behaarten CD1nu-Mausen
injiziert. (A) Volumen der Tumore am Versuchsende (B16: 0,095cm?3 + 0,032cm3, CD45*: 0,12cm3 + 0,037cm?) (B) Gewicht der
Tumore am Versuchsende (B16: 0,042g + 0,012g, CD45*: 0,058g + 0,016g), (n=5/10).

Auch die Verwendung von CD45*-Zellen aus dem Knochenmark fiihrte zu keiner Veranderung

des Tumorvolumens (Abbildung 16, A) und des Tumorgewichts (Abbildung 16, B).

Dementsprechend kann aus den Versuchen gefolgert werden, dass MSCs, anders als CAFs
oder CD45*-Zellen aus dem Knochenmark, spezifisch das Tumorwachstum bei einem

Verhaltnis von einer Million Tumorzellen zu 100.000 MSCs inhibieren.

3.2.7. Ubertragbarkeit der Inhibition des Tumorwachstums auf ein murines,
orthotopes Brustkrebsmodell

Die Auswirkung von MSCs auf das Tumorwachstum im orthotopen Brustkrebsmodell

Die Ubertragbarkeit auf andere Tumormodelle stellt eine wichtige Frage bei der Rolle von
MSCs beim Tumorwachstum dar. Hierzu wurde ein Modell des orthotopen Wachstums von
Brustkrebs gewahlt. EO771-Zellen, eine murine Mammakarzinom-Zelllinie, wurden
zusammen mit 100.000 MSCs in die Brustdriise von C57BL/6-Mausen injiziert und die Tumore

nach 14 Tagen entnommen (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Tumorvolumen und -gewicht im orthotopen EO771-Modell in C57BL/6-Tieren.

1.000.000 EO771-Brustkrebszellen wurden zusammen mit 100.000 MSCs in die Brustdriise von C57BL/6-Mausen injiziert. (A)
Volumen der Tumore am Versuchsende (EO771: 0,12cm3 + 0,024cm3, MSCs: 0,032cm3 + 0,0083cm3), (n=10/8). (B) Gewicht
der Tumore am Versuchsende (EO771: 0,048g + 0,0079g, MSCs: 0,013g + 0,0029g), (n=10/8). **p<0,01.

Das EO771-Brustkrebsmodell bestatigte die zuvor erhaltenen Ergebnisse des B16-
Melanommodells und zeigte ein vermindertes Tumorwachstum in Form von Tumorvolumen
(Abbildung 17, A) und Tumorgewicht (Abbildung 17, B) bei der Verwendung des Tumorzell-
MSC-Verhaltnisses von 1:0,1.

Aufgrund der bisher gewonnen Erkenntnisse kann festgehalten werden, dass MSCs dazu in
der Lage sind das Tumorwachstum in einem Verhiéltnis von 1:0,1 zu inhibieren, wobei die
Anwesenheit von T-Zellen keine Rolle spielt. Dieser Effekt ist spezifisch fiir MSCs und konnte

sowohl im Melanom- auch auch im orthotopen Brustkrebsmodell beobachtet werden.

3.3. Die Ermittlung der Rolle von Fibronektin aus und auf MSCs in
konditionellen Knockout-Modellen

3.3.1. Der Einfluss von Fibronektin aus MSCs auf das Tumorwachstum

Die ECM stellt einen wichtigen Faktor im Tumorkontext dar (Abschnitt 1.4.3. Die extrazelluldre
Matrix). Da Stromazellen eine der Hauptquellen fir Fibronektin darstellen (Henke et al., 2020;
Winkler et al., 2020; Xiong und Xu, 2016), wird im Folgenden die Auswirkung von Fibronektin
aus mesenchymalen Stromazellen und dessen Abwesenheit im Zusammenhang mit dem

Tumorwachstum untersucht.
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Es wurden konditionelle Knockout-Mause (cKOs) generiert, in denen das Fibronektin-Gen
mittels des Cre/loxP-Systems aus verschiedenen Subpopulationen von MSCs deletiert wurde.
Hierzu dienten loxP-Stellen um das Fibronektin-Gen in Verbindung mit einer Cre-Rekombinase
unter der Kontrolle unterschiedlicher Promotoren. Zellen, in denen der entsprechende
Promotor aktiv ist, exprimieren Promotor-abhangig die Cre-Rekombinase, die daraufhin das

gefloxte Gen deletiert.

3.3.1.1.  Der Anteil verschiedener Subpopulationen in den isolierten MSCs

Im ersten Schritt sollte gezeigt werden, in welchem Ausmalf’ die hier genutzten Promotoren in
den isolierten MSCs aktiv sind. Hierbei handelte es sich um die Col-, Vav-, Osx und Mx-
Promotoren. Der Col-Promotor ist dabei in differenzierten Osteoblasten (Dacquin et al., 2002),
der Vav-Promotor in Endothelzellen (Ueda et al., 2019), und der Osx-Promotor in
Prdosteoblasten (Rodda und McMahon, 2006) aktiv. Der Mx-Promotor ist nach der Injektion
von Poly(l:C) in mehreren Populationen des Knochenmarks aktiv, wie beispielsweise in
hamatopoetischen Zellen, MSCs, osteoblastischen Zellen und in einigen adipogenen Zellen
(Kdhn et al., 1995; Park et al., 2012). Trotz der Aktivitat in mehreren Geweben ist der Mx-
Promotor jedoch ebenfalls in Zellen osteogener Abstammung aktiv (Panaroni et al., 2014; Park
et al., 2012). Der Col-Promotor dient als Kontrolle, da sich differenzierte Osteoblasten nicht
im Knochenmarksstroma befinden und demnach die Ausschaltung von Fibronektin mittels des

Col-Promotors in mesenchymalen Stromazellen keine Auswirkungen haben sollte.

Zur Beantwortung dieser Frage, wie aktiv die besagten Promotoren in Stromazellen des
Knochenmarks sind, wurden Tiere mit Promotor-abhangiger Cre-Rekombinase mit Tieren
verpaart, welche das Reporterprotein tdTomato exprimieren. Sobald der Promotor in einer
Zelle aktiv ist, deletiert die exprimierte Cre-Rekombinase ein Stop-Codon im tdTomato-
Reportergen, woraufhin die Zelle das Reporterprotein exprimiert und somit Fluoreszenz-
markiert wird. Somit konnte mittels Durchflusszytometrie ermittelt werden, wie groR der
Anteil der Zellen unter den MSCs ist, die den Promotor exprimieren. Die Ergebnisse dieser

Analyse sind in Abbildung 18 aufgefiihrt.
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Abbildung 18: Tomato-Expression in MSCs mit verschiedenen Promotoren.

(A) Reprasentative Darstellung des Tomato-Signals in Kontroll-MSCs, sowie MSCs mit dem Col-, Mx-, Vav- und Osx-Promotor.
(B) Quantifizierung der dTomato-positven Zellen innerhalb der isolierten MSCs (CT: 0,1% + 0,047%, Col: 0,41% * 0,18%, Mx:
37,0% + 3,67%, Vav: 39,13% + 2,13%, Osx: 4,2% + 0,35%), (n=5/4/3/4/4).

Die Untersuchung der MSCs mittels Durchflusszytometrie ergab, dass, wie erwartet, MSCs in
Abwesenheit einer Cre-Rekombinase bzw. MSCs aus Col-Tomato-Tieren das Reporterprotein nicht
exprimierten. Die Promotoren Mx, Vav und Osx waren in den isolierten Stromazellen aktiv. Die Mx-
und Vav-Promotoren waren dabei in etwa 40% aller Zellen aktiv. Beide Promotoren umfassen damit
eine relativ groRe Population an Stromazellen. Der Osx-Promotor wies nur eine Expression in etwa 4%

aller isolierten Stromazellen auf und macht damit nur einen sehr kleinen Teil aller MSCs aus.

3.3.1.2.  Quantifizierung von Fibronektin und dessen Isoformen in verschiedenen
Fibronektin-Knockout-MSCs

Als nachstes wurde die Ausschaltung von Fibronektin in den unterschiedlichen Fibronektin-
cKO-Tieren mittels ELISA nachgewiesen. Hierzu wurde das Knochenmark der jeweiligen Tiere
isoliert und die MSCs mittels magnetischer Beads gewonnen. Die Zellen wurden anschlieSend
fir 24 Stunden in FCS-freiem a-MEM Medium ausgesdt, um einen Einfluss der
Fibronektinproduktion aufgrund der Zytokine wund Wachstumsfaktoren im FCS

auszuschlieBen. Das Medium wurde von den Zellen abgenommen und die Zellen in
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Proteinlysepuffer aufgenommen. Das produzierte Gesamt-Fibronektin (tFN) und die EDA-,

EDB- und onkofotale-lIsoform (oFN) wurden quantifiziert.

Gesamt-Fibronektin (tFN)

Zunachst wurde der Gesamtgehalt an Fibronektin aus den konditionierten Medien und dem

Proteinlysat bestimmt (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Quantifizierung der Menge an Gesamt-Fibronektin von Fibronektin-cKO-MSCs in konditionierten Medien
und Zellysat.

Quantifizierte Menge an Fibronektin in konditionierten Medien von Fibronektin-cKO-MSCs normalisiert anhand des
Gesamtproteingehalts bestimmt mittels BCA-Assay. (A) Fibronektingehalt in konditionierten Medien (CT: 0,17ng/ug *
0,021ng/ug, Col FNf/f: 0,14ng/ug + 0,044ng/ug, Mx FNf/f: 0,02ng/pg + 0,0033ng/pg, Vav FN/f: 0,028ng/ug + 0,0052ng/ug,
Osx FNf/fl: 0,028ng/ug + 0,0053ng/ug), (n=41/9/7/14/11) (B) Fibronektingehalt im Zelllysat (CT: 0,043ng/ug + 0,003ng/ug, Col
FN/fi: 0,04ng/ug + 0,0068ng/ug, Mx FN/f: 0,018ng/ug + 0,0031ng/ug, Vav FN/f: 0,025ng/ug + 0,0046ng/ug, Osx FNf/f:
0,029ng/ug + 0,0062ng/ug) (n=41/9/7/14/11). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

In den konditionierten Medien (Abbildung 19, A) wurde eine signifikant verringerte
Fibronektinmenge mit den cKO-MSCs aus Mx-, Vav- und Osx-Tieren festgestellt. Wie erwartet,
war keine Reduktion der Fibronektinmenge aus MSCs von Col-Tieren erkennbar, da der Col-
Promotor nicht in Stromazellen des Knochenmarks aktiv ist. Dementsprechend war auch im
Zelllysat keine Reduktion der Menge an Fibronektin zwischen Col- und CT-Mausen erkennbar
(Abbildung 19, B). Uberraschenderweise war die Menge an Fibronektin von Vav-Tieren im
Zellysat im Vergleich zu Kontroll-MSCs nicht reduziert. Dem gegeniiber zeigten Mx- und Osx-
MSCs signifikant weniger Fibronektin im Lysat als Kontrollzellen und Mx-Zellen weniger

Fibronektin als Col- und Vav-MSCs enthielten.
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Die Ausschaltung der Fibronektinproduktion konnte dementsprechend sowohl in Mx-, als
auch in Osx-MSCs in den konditionierten Medien und im Lysat gezeigt werden, wohingegen
auch Vav-MSCs weniger l6sliches Fibronektin in ihre Umgebung abgaben. Unerwarteterweise
zeigte sich in Verbindung mit Abbildung 18, dass Osx- MSCs, obwohl sie nur einen sehr
geringen Teil des Knochenmarksstromas einnehmen, die Produktion von Fibronektin stark

beeinflussen (Abbildung 19).

EDA-Fibronektin

Da die Isoformen von Fibronektin in vielen biologischen Prozessen und damit auch in der
Tumorentwicklung eine wichtige Rolle spielen (Abschnitt 1.5.2. SpleiBisoformen von
Fibronektin), sollten diese auch per ELISA quantifiziert und etwaige Unterschiede festgestellt

werden. Im Folgenden ist der Gehalt an EDA-Fibronektin im Medium und dem Proteinlysat

aufgefiihrt (Abbildung 20).

Abbildung 20: Quantifizierung der Menge an EDA-Fibronektin von Fibronektin-cKO-MSCs in konditionierten Medien und
Zellysat.

Quantifizierte Menge an EDA-Fibronektin in konditionierten Medien und Zelllysaten von Fibronektin-cKO-MSCs normalisiert
anhand des Gesamtproteingehalts bestimmt mittels BCA-Assay. (A) EDA-Gehalt in konditionerten Medien (CT: 0,62pg/ug +
0,03pg/pg, Col FNf/fl: 0,69pg/ug+ 0,068pg/ug, Mx FN/fl: 0,57pg/ug + 0,068pg/ug, Vav FN/f: 0,55pg/ug + 0,06pg/ug, Osx FN/;
0,63pg/ug + 0,047pg/ug), (n=41/9/7/14/11). (B) EDA-Gehalt im Zelllysat (CT: 0,75pg/ug + 0,03pg/ug, Col FN/: 0,7pg/ug +
0,07pg/ug, Mx FN/fl: 0,96pg/ug + 0,088pg/ug, Vav FN/f: 0,67pg/ug + 0,072pg/ug, Osx FN/f: 0,82pg/ug + 0,055pg/ug),
(n=41/9/7/14/11). *p<0,05.

Waéhrend sich im Medium keine Unterschiede in der Menge an EDA-Fibronektin zwischen den
verschiedenen FN-cKO-MSCs ergaben (Abbildung 20, A), zeigte sich im Lysat, dass die Menge

an EDA-Fibronektin in Mx-FN-cKO-MSCs im Vergleich zu CT-, Col- und Vav-FN-cKO-MSCs
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erhoht war (Abbildung 20, B). Zu MSCs aus Osx-Mausen war jedoch kein statistisch relevanter
Unterschied ersichtlich. Dementsprechend produzieren Mx-FN-cKO-MSCs insgesamt weniger
Fibronektin (Abbildung 19), haben aber einen héheren Anteil an EDA-Fibronektin, als Kontroll-
MSCs.

EDB-Fibronektin

Auch die EDB-Isoform wurde auf dieselbe Art und Weise im Medium und dem Proteinlysat

quantifiziert (Abbildung 21).

Abbildung 21: Quantifizierung der Menge an EDB-Fibronektin von Fibronektin-cKO-MSCs in konditionierten Medien und
Zellysat.

Quantifizierte Menge an EDB-Fibronektin in konditionierten Medien und Zelllysaten von Fibronektin-cKO-MSCs normalisiert
anhand des Gesamtproteingehalts bestimmt mittels BCA-Assay. (A) EDB-Gehalt in konditionerten Medien (CT: 0,03pg/ug
0,002pg/ug, Col FNf/fl: 0,046pg/ug + 0,0073pg/ug, Mx FN/f: 0,024pg/ug + 0,0022pg/ug, Vav FN/f: 0,025pg/ug +
0,0045pg/ug, Osx FNf/f: 0,043pg/ug + 0,004pg/ug), (n=41/9/7/14/11). (B) EDB-Gehalt im Zelllysat (CT: 0,084pg/ug *
0,0041pg/ug, Col FNf/fl: 0,11pg/ug + 0,01pg/ug, Mx FN/f: 0,072pg/ug + 0,0059pg/ug, Vav FN/f: 0,059pg/ug + 0,0089pg/ug,
Osx FN/f: 0,1pg/ug + 0,0092pg/ug), (n=41/9/7/14/11). *p<0,05, **p<0,01.

Bezlglich der Expression von EDB-Fibronektin zeigte sich sowohl im untersuchten Medium,
als auch im Zelllysat der unterschiedlichen Fibronektin-Knockout-MSCs, dass der Gehalt an
EDB sowohl in Col-MSCs, als auch in Osx-MSCs im Vergleich zu CT-, Vav und Mx-MSCs erhoht
war. Dies ist besonders liberraschend gegeniber der Tatsache, dass der Col-Promotor in MSCs
nicht aktiv ist (Abbildung 18) und dass auch die Produktion an Gesamt-Fibronektin keine
Unterschiede zu der Kontrollgruppe zeigte. Dennoch konnte hier die Erkenntnis gewonnen

werden, dass die Ausschaltung des Fibronektin-Gens in Osx-MSCs zwar trotz ihres geringen
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Anteils zur Verminderung von Fibronektin fiihrt, die EDB-Isoform jedoch in einer grofReren

Menge vorliegt, als in Kontroll-MSCs.

Onkofotales Fibronektin (oFN)

Letztendlich wurde auch oFN per ELISA quantifiziert. Der Gehalt dieser Form von Fibronektin

im Medium und dem Proteinlysat ist unten aufgefiihrt (Abbildung 22).

Abbildung 22: Quantifizierung der Menge an onkofétalem Fibronektin von Fibronektin-cKO-MSCs in konditionierten
Medien und Zellysat.

Quantifizierte Menge an onkofttalem Fibronektin in konditionierten Medien und Zelllysaten von Fibronektin-cKO-MSCs
normalisiert anhand des Gesamtproteingehalts bestimmt mittels BCA-Assay. (A) oFN-Gehalt in konditionerten Medien (CT:
0,041pg/ug +0,0029pg/ug, Col FN/f: 0,052pg/ug + 0,0067pg/ug, Mx FN/fi: 0,041pg/ug + 0,0058pg/ug, Vav FN/f: 0,036pg/ug
+ 0,0044pg/ug, Osx FNM/f: 0,045pg/ug + 0,0043pg/ug), (n=41/10/7/14/11). (B) oFN-Gehalt im Zelllysat (CT: 0,092pg/ug *
0,0048pg/ug, Col FNf/: 0,094pg/ug + 0,0095pg/ug, Mx FNf/: 0,079pg/ug + 0,01pg/ug, Vav FN/f: 0,079pg/ug + 0,0089pg/ug,
Osx FN/f: 0,096pg/ug + 0,011pg/ug), (n=41/9/7/14/11). *p<0,05.

Es zeigte sich eine verringerte Expression dieser Form von Fibronektin in Vav-FN-cKO-MSCs im
Vergleich zu MSCs aus Col-FN-cKO-Tieren (Abbildung 22, A). Keine weiteren Unterschiede

konnten festgestellt werden.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass sich in Mx-, Vav- und Osx-MSCs eine Ausschaltung
der Fibronektin-Produktion nachweisen lieR (Abbildung 19). Zusammen mit der Expression
von Tomato (Abbildung 18) lasst dies schlussfolgern, dass die Osx-Population fiir eine grof3e
Menge an Fibronektin verantwortlich ist, obwohl sie nur etwa 4% aller Zellen unter den aus
dem Knochenmark ausgespilten MSCs ausmacht. Dariiber hinaus zeigte sich, dass Mx-FN-
cKO-MSCs mehr EDA-Fibronektin in ihrem Proteinlysat aufwiesen, als in den tbrigen Gruppen

(mit der AuRnahme der Osx-Gruppe) (Abbildung 20). Im Gegensatz dazu lief} sich in Col-, sowie
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Osx-FN-cKO-MSCs eine groBere Menge an EDB-Fibronektin im Medium und Lysat nachweisen,
als in den Gbrigen Gruppen (Abbildung 21), obwohl keine Aktivitat des Col-Promotors in MSCs
nachweisbar ist (Abbildung 18). Dies bedeutet, dass zwei Gruppen, die eine Ausschaltung der
Gesamt-Fibronektinmenge zeigen, gleichzeitig eine erhéhte Menge einer Isoform von

Fibronektin aufweisen. Dies ist in Form von EDA-FN bei Mx-MSCs im Zelllysat und EDB-FN bei

Osx-MSCs sowohl im Uberstand als auch im Zelllysat der Fall.

3.3.1.3.  Die Auswirkung des Knockouts von Fibronektin in verschiedenen MSC-

Subpopulationen

Die Auswirkung der FN-cKO-MSCs auf das Tumorwachstum

Nun sollte das Fehlen von Fibronektin in den verschiedenen Subpopulationen und dessen
Auswirkung auf das Tumorwachstum untersucht werden. Hierzu wurden MSCs, aus den
verschiedenen konditionellen Knockout-Mausen isoliert und 100.000 solcher Zellen subkutan
mit 1.000.000 B16-Melanomzellen injiziert. Erneut wurden die Tumore am Versuchende

entommen und ihr Volumen und Gewicht bestimmt (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Tumorvolumen und -gewicht bei der Injektion von Fibronektin-cKO-MSCs in immunkompetenten CD1nu-
Tieren.

1.000.000 B16-Melanomzellen wurden zusammen mit 100.000 MSCs in die Flanke von immunkompetenten CD1nu-Ma&usen
injiziert. (A) Volumen der Tumore am Versuchsende (B16: 0,084cm3 + 0,027cm3, CT: 0,014cm3 + 0,0025cm3, Col FNf/fi;
0,005cm3 + 0,0011cm3, Mx FN/fl: 0,068cm3 + 0,02cm3, Vav FN/fl: 0,024cm3 + 0,016cm3, Osx FN/f: 0,14cm3 + 0,038cm3),
(n=16/16/8/11/10/13). (B) Gewicht der Tumore am Versuchsende (B16: 0,067g + 0,014g, CT: 0,019g + 0,0033g, Col FNf/fi;

0,0088g + 0,0024g, Mx FN™/f: 0,059g + 0,016g, Vav FN"/: 0,025g + 0,01g, Osx FN/f:: 0,097g + 0,022g), (n=16/16/8/11/10/13).
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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Die Auswertung des Volumens und des Gewichts der Tumore ergab, dass MSCs mit
wildtypischer Fibronektin-Produktion, Col-FN-cKO-MSCs oder Vav-FN-cKO-MSCs das
Tumorwachstum verringern (Abbildung 23). Damit scheint das Fibronektin aus der Vav-
Subpopulation keinen Einfluss auf die Tumorprogression zu haben. Uberraschenderweise
waren bei der Nutzung von MSCs aus Mx-FN-cKO-Tieren, in denen Fibronektin in einem
groRRen Teil des Knochenmarks nicht mehr exprimiert wird, weder das Tumorvolumen, noch
das Gewicht signifikant unterdriickt (Abbildung 23). Da sowohl das Tumorvolumen, als auch
das —gewicht mit MSCs dieses Genotyps signifikant zu Kontroll-MSCs und Col-FN-cKO-MSCs
erhoht war, deuten diese Ergebnisse an, dass das von MSCs produzierte Fibronektin fiir ihre
tumorunterdriickenden Eigenschaften notwendig ist. Ahnlich wie die Injektion von Mx-FN-
cKO-MSCs fiihrte auch die Injektion von MSCs aus Osx-FN-cKO Tieren dazu, dass weder das
Tumorvolumen, noch dessen Gewicht, von diesen Stromazellen in Vergleich zu B16-Tumoren
weiter verringert wurde (Abbildung 23). Da der Mx-Promotor in Zellen osteogener
Abstammung aktiv ist (Panaroni et al.,, 2014; Park et al., 2012), beinhalten Mx-MSCs also
vermutlich die Osx-Population, was die Ahnlichkeit der Resultate bei der Nutzung dieser Zellen

erklart.

Zusammenfassend lasst sich somit festhalten, dass das Fibronektin der Mx- und der Osx-
Subpopulation in MSCs notwendig ist, das Tumorwachstum effizient zu unterdriicken. Dies
wirde bedeuten, dass das Fibronektin, welches von Stromazellen produziert wird, dazu fihrt,
das Tumorwachstum einzudammen. Dies steht im Kontrast zu dem Fibronektin, welches von
Tumorzellen produziert wird und das Tumorwachstum fordert, wie bereits gezeigt werden

konnte (Ghura et al., 2021).

Die Auswirkung der FN-cKO-MSCs auf die infiltrierenden Immunzellen

Die Immunzellinfiltration in den Tumor wurde auch in diesen Tumoren durchflusszytometrisch
analysiert, insbesondere, da Fibronektin selbst auch immunmodulatorische Eigenschaften
aufweist (Hwang et al., 2015; Kelsh et al., 2014; Okamura et al., 2001; Sofat et al., 2012). Da
die zuvor erhaltenen Ergebnisse zeigten, dass T-Zellen keine Rolle bei der Modulation des
Tumorwachstums durch MSCs spielen (Abschnitt 1.2.1.Ubertragbarkeit der Inhibition des

Tumorwachstums auf T-Zell-defiziente CD1nu-Tiere), jedoch Zellen des myeloiden
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Immunsystems verdandet waren (Abbildung 10), wurde in den folgenden Versuchen der Fokus

auf die Analyse von myeloiden Immunzellen gelegt (Abbildung 24).

Abbildung 24: Immunzellinfiltration bei der Injektion von Fibronektin-cKO-MSCs in immunkompetenten CD1nu-Tieren.

1.000.000 B16-Melanomzellen wurden zusammen mit 100.000 MSCs in die Flanke von immunkompetenten CD1nu-M&usen
injiziert und die infiltrierenden Immunzellen per Durchflusszytometrie bestimmt. (A) CD45*-Zellen (B16: 31% + 2,77%, CT:
26,28% *1,98%, Col FN™/: 33,95% + 5,93%, Mx FN/f: 26,06% + 3,68%, Vav FNf/fl: 30,02% + 4,82%, Osx FNf/f: 34,21% + 3,38%),
(n=13/14/6/8/6/12). (B) CD45*CD11b*Zellen (B16: 22,19% + 2,26%, CT: 18,14% + 1,59%, Col FN"/f: 21,83% + 3,67%, Mx FNf/fi;
18,34% + 2,59%, Vav FNf/fl: 20,27% + 3,37%, Osx FNf/f: 23,38% + 2,26%), (n=13/14/6/8/6/8/12). (C) CD45*F4/80*Zellen (B16:
16,63% + 2,94%, CT: 10,1% * 1,84%, Col FNf/f: 19,37% + 4,2%, Mx FNf/f: 8,4% + 2,22%, Vav FNf/f: 15,11% + 4,31%, Osx FNf/fi;
22,94% * 2,53%), (n=13/14/6/8/6/8/12). (D) CD45*Ly6C*Zellen (B16: 7,19% + 0,69%, CT: 9,07% + 1,95%, Col FN/: 6,27% +
1,77%, Mx FNA/f: 7.61% + 1,62%, Vav FN/fi: 7,95% + 1,81%, Osx FN/f: 6,6% + 1,27%), (n=13/14/6/8/6/8/12). (E)
CD45*Ly6G*Zellen (B16: 0,83% + 0,22%, CT: 3,58% + 1,05%, Col FN/: 3,71% + 0,68%, Mx FNf/f: 2,1% + 0,76%, Vav FNf/f: 2,9%
+1,2%, Osx FN/f: 1,09% + 0,29%), (n=12/14/6/8/6/12). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

Die durchflusszytometrische Analyse der Tumore ergab keine signifikante Erhéhung der
infiltrierenden Immunzellen im Allgemeinen oder von CD45*CD11b*-Zellen (Abbildung 24, A-
B). Auch CD45*Ly6C*-Zellen waren in allen Gruppen unverdndert (Abbildung 24, D).
CDA45*F4/80*-Zellen infiltrierten die Tumore mit Osx-FN-cKO-MSCs in einem hohreren
prozentualen Anteil, als die CT-, Mx- und Vav-Gruppen (Abbildung 24, C). Wie zuvor, wurde
eine Erhéhung von CD45*Ly6G*-Zellen in der Gruppe mit Kontroll-MSCs festgestellt (Abbildung
24, E). Darliber hinaus war die Anzahl dieser Zellen auch in allen anderen Gruppen, die das

Tumorwachstum inhibierten, also der Col- und Vav-Gruppe, erhéht. Tumore mit CT- und Col-
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FN-cKO-MSCs hatten auferdem im Vergleich zur Osx-FN-cKO-MSC-Gruppe signifikant mehr

dieser Zellen.

Diese Ergebnisse zeigen, zusammengenommen mit den Erkenntnissen der vorangegangenen
Experimente, dass das Fibronektin der Mx- und Osx-Subpopulation in den isolierten MSCs fiir
die Unterdrickung des Tumorwachstums verantwortlich ist. Dieser Effekt scheint weder von
einer Erhéhung der Immunzellen, noch der Myeloidzellen im Allgemeinen abzuhdngen, jedoch

von einer Erhéhung der CD45*Ly6G*-Zellen.

3.3.2. Der Einfluss der Integrin B1-Ausschaltung auf MSCs auf das Tumorwachstum

Wie bereits beschrieben (Abschnitt 1.5. Fibronektin), hat Fibronektin Bindestellen fur viele
Integrine, wie a4B1, a4B7, a9B1 oder avp3. Die am besten beschriebene Interaktion zwischen
Integrinen und Fibronektin stellt jedoch die Bindung des Integrins a5B1 dar (Dalton und

Lemmon, 2021; Pankov und Yamada, 2002).

Aus diesem Grund stellt die Ausschaltung von Integrinen, wie dem Integrin B1, eine geeignete
Methode dar, um zu liberprifen, wie Zellen darauf reagieren, wenn sie Fibronektin nicht mehr
wahrnehmen. Da aus den Ergebnissen in Abschnitt 3.3.1.3. Die Auswirkung des Knockouts von
Fibronektin in verschiedenen MSC-Subpopulationen deutlich wird, dass Fibronektin der Osx-
Population die Unterdriickung des Tumorwachstums auslost, stellt die Verwendung von
konditionellen Knockout-Modellen eine Moglichkeit dar herauszufinden, auf welche
Population innerhalb der isolierten MSCs dieses Fibronektin wirkt. Dementsprechend wurden
MSCs aus Tieren mit den entsprechenden Genotypen gewonnen und eine mogliche

Veranderung im Tumorwachstum tberpruft.

3.3.2.1.  Quantifizierung der Integrin f1-Ausschaltung in verschiedenen Integrin [1-
Knockout-MSCs

Zundachst sollte die Ausschaltung des Integrins B1 in den MSCs der jeweiligen konditionellen-
Knockout-Tiere bestatigt werden. Hierzu wurden die isolierten MSCs mit fluoreszierenden

Antikorpern gegen Integrin Bl gefarbt. AnschlieBend wurden die Zellen
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durchflusszytometrisch untersucht und die Expression dieses Integrins quantifiziert

(Abbildung 25).
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Abbildung 25: Quantifizierung der Expression an Integrin 1 von Integrin-B1-cKO-MSCs mittels Durchflusszytometrie.

(A) Quantifizierung der Expression von Integrin B1 (CT: 83,19% * 1,40%, Col B17/: 87,25% + 0,75%, Mx B17/f: 63,5% + 2,28%,
Vav B1/f: 52,3% + 2,2%, Osx B17/f: 83,6% + 5,28%), (n=13/10/7/2/3). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. (B) Reprisentative
Darstellung der Ausschaltung des Integrins B1 auf MSCs der unterschiedlichen cKO-Tiere.

Die Analyse der Expression von Integrin B1 ergab, dass keine Verringerung in Col-Integrin B1-
cKO-Tieren ersichtlich war, da dieser Promotor nicht in Stromazellen des Knochenmarks
exprimiert wird (Abbildung 18). Dem gegeniiber zeigten Mx-Integrin f1-cKO- und Vav-Integrin
B1-cKO-MSCs eine Ausschaltung dieses Integrins auf den Zellen im Vergleich zu Kontroll-MSCs.
Bei Osx-Tieren war keine Ausschaltung zu erkennen, was jedoch nicht verwunderlich ist, da

die Osx-Population nur eine sehr kleine Zellpopulation ausmacht (Abbildung 18).
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3.3.2.2.  Die Auswirkung des Knockouts von Integrin 1 in verschiedenen MSC-
Subpopulationen

Die Auswirkung der Integrin B1-cKO-MSCs auf das Tumorwachstum

Im nachsten Schritt sollte getestet werden, auf welche MSC-Population das Osx-Fibronektin
wirkt. Deshalb wurden MSCs aus Kontroll-Tieren, sowie den Knockouts fur Col-, Mx-, Vav- und
Osx-Integrin B1, isoliert und in die Flanke von immunkompetenten CD1nu-Tieren injiziert. Am

Versuchsende wurden das Tumorvolumen und -gewicht bestimmt (Abbildung 26).

Abbildung 26: Tumorvolumen und -gewicht bei der Injektion von Integrin-B1-cKO-MSCs in immunkompetenten CD1nu-
Tieren.

1.000.000 B16-Melanomzellen wurden zusammen mit 100.000 MSCs in die Flanke von immunkompetenten CD1nu-Mausen
injiziert. (A) Volumen der Tumore am Versuchsende (B16: 0,1cm3 + 0,026cm3, CT: 0,021cm3 + 0,0044cm3, Col B1f/; 0,018cm3
+ 0,0043cm3, Mx B1/f: 0,045cm3 + 0,012cm3, Vav B17/f: 0,0084cm3 + 0,0029cm3, Osx B17/f: 0,0071cm3 + 0,0018cm3),
(n=17/16/9/15/12/11). (B) Gewicht der Tumore am Versuchsende (B16: 0,11g + 0,019g, CT: 0,027g + 0,0045g, Col B1%/f: 0,02g
+ 0,0026g, Mx B1%/f: 0,056g + 0,012g, Vav B17: 0,014g + 0,0027g, Osx B1%": 0,013g + 0,0022g), (n=17/16/9/15/12/11).
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

Sowohl das Tumorvolumen (Abbildung 26, A) als auch das Tumorgewicht (Abbildung 26, B)
waren bei der CT-, Col- und Vav-Integrin B1-cKO-Gruppe im Vergleich zu B16-Tumoren ohne
MSCs signifikant reduziert. Dies war auch bei der Injektion von Osx-Integrin f1-cKO-MSCs der
Fall. Die Ausschaltung des Integrins B1 mittels des Mx-Promotors fiihrte dazu, dass die
resultierenden Tumore zwar ein hdheres Gewicht hatten als alle anderen Gruppen mit MSC-
Injektion, jedoch waren die Mx-Integrin f1-cKO-MSC-Tumore dennoch kleiner als B16-Tumore

ohne MSCs (Abbildung 26, B).
103



Zusammengefasst spielt f1-Expression in den untersuchten Populationen keine wichtige

Funktion bei der Unterdriickung des Wachstums durch MSCs.

Die Auswirkung der Integrin B1-cKO-MSCs auf die infiltrierenden Immunzellen

Auch in diesem Tumormodell wurden die isolierten Tumore durchflusszytometrisch auf die

Tumor-infiltrierenden Immunzellen untersucht (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Immunzellinfiltration bei der Injektion von Integrin B1-cKO-MSCs in immunkompetenten CD1nu-Tieren.

1.000.000 B16-Melanomzellen wurden zusammen mit 100.000 MSCs in die Flanke von immunkompetenten CD1nu-Mausen
injiziert und die infiltrierenden Immunzellen per Durchflusszytometrie ausgewertet. (A) CD45*Zellen (B16: 28,19% + 2,38%,
CT: 28,14% * 2,53%, Col B1%/: 32,71% + 4,62%, Mx B17/f: 29,75% + 2,89%, Vav B1/f: 27,06% + 3,47%, Osx B1f/f: 37,68% +
3,43%), (n=17/16/9/15/12/11). (B) CD45*CD11b*Zellen (B16: 22,7% + 1,83%, CT: 33,89% + 5,18%, Col B17/f: 43,24% + 5,79%,
Mx B1f/fl: 23,13% + 2,57%, Vav B1/f: 26,84% =+ 5,12%, Osx B1/f: 39,87%% 5,4%), (n=17/16/9/15/12/11). (C)
CD45*F4/80*Zellen (B16: 16,19% + 1,82%, CT: 10,3% + 1,35%, Col B17/f: 11,3% + 2,92%, Mx B17/f: 11,88% + 1,23%, Vav B1 7/
11,71% * 3%, Osx B1%/f: 11,55% + 3,21%), (n=17/16/9/15/12/11). (D) CD45*Ly6C*Zellen (B16: 6,82% + 0,63%, CT: 8,72% +
2,05%, Col B1/f: 10,1% + 1,86%, Mx B1/f: 8,57% + 1,32%, Vav B17/f: 7,84% + 1,16%, Osx B17/f: 13,48% + 1,63%),
(n=17/16/9/15/12/11). (E) CD45*Ly6G*Zellen (B16: 0,73% + 0,21%, CT: 1,91% + 0,5%, Col B17/: 3,57% + 1,3%, Mx B1f: 1,11%
+0,18%, Vav B1f/f: 2,37% + 0,55%, Osx B1%/: 4,71% + 1,15%), (n=17/16/9/15/12/11). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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Die Auswertung der infiltrierenden CD45* (Abbildung 27, A) und CD45*Ly6C*-Zellen
(Abbildung 27, D) ergab einen signifikanten Anstieg in der Osx Integrin B1-cKO-MSC-Gruppe
im Vergleich zu mehreren anderen Gruppen. Im Gegensatz dazu konnte ein erhohter
Prozentsatz von CD45*CD11b*-Zellen in den CT-, Col- und Osx- Integrin B1-cKO-Gruppen im
Vergleich zur B16-Kontrolle ohne MSCs gezeigt werden, bei denen das Wachstum verringert
war, mit Ausnahme der Vav Integrin 1-cKO-MSC-Gruppe (Abbildung 27, B). Col- und Osx-
Integrin B1-cKO-MSC-Tumore zeigten auch einen hoheren Anteil von CD45*CD11b*-Zellen als
Mx-Tumore (Abbildung 27, B). CD45*F4/80*-Zellen waren lediglich in der Gruppe mit Kontroll-
MSCs reduziert (Abbildung 27, C). Die Analyse von CD45*Ly6G*-Zellen zeigte, dass alle
Gruppen, die eine Reduktion des Wachstums ausldsten, eine erhohte Anzahl dieser
Immunzellen aufwiesen (Abbildung 27, E). Dies stimmt somit mit den zuvor erzielten

Ergebnissen lberein (Abbildung 10 und Abbildung 24).

Die Tatsache, dass das Tumorwachstum bei der Verwendung von Osx- Integrin B1-cKO-MSCs
weiterhin reduziert ist, zeigt, dass das Fibronektin aus Osx-MSCs zwar fiir die Unterdriickung
des Tumorwachstums verantwortlich ist, jedoch auch, dass es nicht in einer autokrinen Art
und Weise auf diese Population selbst wirkt. Zwar steigt das Tumorwachstum mit Mx-Integrin
B1-cKO-MSCs im Vergleich zu den anderen MSC-Gruppen an, jedoch ist das Tumorwachstum
immer noch reduziert im Vergleich zur B16-Kontrolle. Dies lasst vermuten, dass das
Fibronektin der Osx-Subpopulation entweder noch auf eine andere Subpopulation oder einen
anderen Rezeptor wirken kénnte. Die Reduktion des Tumorwachstums ging erneut in allen

Gruppen mit einer Erhéhung von CD45*Ly6G*-Zellen einher.

3.3.3. Die Charakterisierung der inhibitorischen MSC-Subpopulation

3.3.3.1.  Die Charakterisierung der isolierten MSCs anhand von exprimierten Markern

Nachdem das Fibronektin der Osx-exprimierenden Population der MSCs als notwendig fiir die
Unterdriickung des Tumorwachstums bestimmt wurde, sollte die entsprechende Population
mittels Markern bestimmt werden. Hierzu wurden erneut Tiere genutzt, die den Reporter
Tomato unter der Kontrolle des Osx-Promotors exprimieren. Dazu wurde das Knochenmark

aus den Mausen isoliert und mit den entsprechenden Antikorpern gegen verschiedene
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Marker, die MSCs charakterisieren kénnen, gefarbt. Hierzu gehorten Scal (Holmes und
Stanford, 2007), CD146 (MCAM, englisch fiir ,melanoma cell adhesion molecule”) (Bikorimana
etal., 2022; Crisan et al., 2008; Shi und Gronthos, 2003), CD31 (PECAM-1, englisch fur ,platelet
and endothelial cell adhesion molecule 1“) (Lertkiatmongkol et al., 2016), CD44 (Zhu et al.,
2006), CD105 (Endoglin) (Hutton et al., 2021), Fibroblasten-Aktivierungsprotein (FAP) (Hutton
etal.,, 2021; Kidd et al., 2012; Xing et al., 2010), CD90 (Hutton et al., 2021), Podoplanin (PDPN),
(Ward et al., 2019), Leptin Rezeptor (LepR) (Zhou et al., 2014), sowie CD140a (PDGFRa,
englisch fiir ,platelet-derived growth factor receptor a“) und CD140b (PDGFR, englisch fur
»platelet-derived growth factor receptor B“) (Tan et al.,, 2015). Das Knochenmark wurde
daraufhin durchflusszytometrisch untersucht. Die Ergebnisse dieser Auswertung ist in Tabelle

8 aufgefiihrt.

Tabelle 8: Prozentualer Anteil der untersuchten Marker auf der Osx-Tomato- und der Osx-Tomato*-Population in MSCs des
Knochenmarks.

Stromazellen des Knochenmarks wurden isoliert und die Expression verschiedener Marker charakterisiert. (n = 4).

CD31- CD31* Cb44 CDh44* CD90 CD90*
Osx 22,2£2,9 74,8 +3,4 72,7 £9 27,19 95,00+ 1,8 4+1,5
Osx* 34,2£5,3 63,7+5,5 69,3+7,5 30,2+7,4 93,8+2,4 4,9+2
CD105° CD105* CD140a CD140a* CD140b" CD140b*
Osx’ 92,2+1,2 711 93,6 £3,9 6+3,7 97,9%0,6 1,6+0,4
Osx* 78,92,2 20,4+2,1 93,3+3,9 6,4 £3,8 86,2 £2,9 12,3+2,4
CD146 cD146* LepR LepR* FAP- FAP*
Osx’ 98,2+1 1,6+1 99,7 0,1 0,3%0,1 95,3%2 43+1,7
Osx* 95,8+ 0,6 3,106 90,1+3,3 8,4%2,9 78,7 £4,9 19+4,5
PDPN- PDPN* Scal Scal*
Osx 95,3+2 43+1,7 93,3+1,7 6,3+1,5
Osx* 94,2+1,3 54+1,2 87,8+2,8 12,7+2,8

Keiner der Marker war ausschlielich auf der Osx- oder Osx*-Population exprimiert (Tabelle
8). Ein Grofteil der Osx*-Zellen exprimierte CD31. CD44 war auf etwa einem Drittel der Zellen
exprimiert und sowohl CD105 als auch FAP waren auf ca. 20% der Zellen zu finden. Wahrend
der CD140b und der Scal-Marker noch auf tiber 10% aller Zellen exprimiert war, waren alle
Ubrigen Marker (CD90, CD140a, CD146, LepR und PDPN) auf weniger als einem Zehntel der
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Osx*-Zellen reprasentiert. Eine reprasentative Darstellung der Expression der entsprechenden

Marker auf der Osx-Tomato-Population ist in Abbildung 28 gezeigt.
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Abbildung 28: Reprasentative Darstellung der Expression der untersuchten Marker auf Osx-Tomato-MSCs.

MSCs wurden aus Osx-dTomato-Tieren isoliert und mit Antikérpern gegen die Marker CD31, CD44, CD90, CD105, CD140a,
CD140b, CD146, FAP, LepR, PDPN und Scal gefarbt. Die MSCs wurden daraufhin im Durchflusszytometer auf die Expression
der genannten Marker Uberprift. (n = 4).

3.3.3.2.  Die Wirkung bestimmter MSC-Subpopulationen auf das Tumorwachstum

Ziel war anhand der Oberflichenmarker eine MSC-Population zu sortieren, die fir die
Unterdriickung des Tumorwachstums zustandig ist. Aus diesem Grund wurden MSCs mittels
fluorezierender Antikorper in verschiede Subpopulationen sortiert und subkutan mit B16-

Zellen injiziert.
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3.3.3.2.1. CD146

Der Einfluss der CD146- und CD146*-MSC-Subpopulationen auf das Tumorwachstum

Als erstes sollte unsere Methode der Zellsortierung Gberpriift werden. Die Zellsortierung kann
Zellen namlich beeinflussen, indem stressbedingt die MAPK p38 aktiviert wird (Andra et al.,
2020) und kann beispielsweise das Verhalten von MSCs in Bezug auf ihre Uberlebens- und
Proliferationsfahigkeit oder ihr Verhalten in der Chemotaxis, bzw. Migration verdandern (Li et
al., 2013). Deshalb wurden als Kontrolle CD146™ und CD146*-Zellen sortiert, da dieser Marker

von allen untersuchten Markern am wenigsten auf der Osx-Population exprimiert war (Tabelle

8).

CD146 wird vom Endothel, Immunzellen, Perizyten und glatten Muskelzellen exprimiert
(Elshal et al., 2007; Pickl et al., 1997; Wang et al., 2020), kann jedoch auch auf MSCs vorhanden
sein (Bikorimana et al., 2022; Crisan et al., 2008; Shi und Gronthos, 2003). CD146™- und CD146*-
Zellen wurden sortiert und mit B16-Zellen subkutan injiziert, woraufhin zunachst das

Tumorvolumen und das Tumorgewicht bestimmt wurden (Abbildung 29).
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Abbildung 29: Tumorvolumen und -gewicht bei der Injektion der CD146-sortierten MSC-Subpopulationen mit B16-
Tumorzellen in C57BL/6-Tieren.

1.000.000 B16-Melanomzellen wurden zusammen mit 100.000 sortierten MSCs in die Flanke von C57BL/6-Tieren injiziert. (A)
Volumen der Tumore am Versuchsende (B16: 0,034cm3 + 0,01cm3, CD146™: 0,0058cm3 + 0,0027cm3, CD146*: 0,028cm3 *
0,0086cm?3), (n=4/10/9). (B) Gewicht der Tumore am Versuchsende (B16: 0,031g + 0,009g, CD146": 0,008g + 0,0021g, CD146*:
0,026¢ + 0,0044g), (n=4/10/9). *p<0,05, **p<0,01.
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Die Injektion von CD146-MSCs, die den grofSten Teil der Osx-Subpopulation beschrieb, flihrte
zu einer Verringerung des Tumorwachstums in Form von Tumorvolumen (Abbildung 29, A)
und Tumorgewicht (Abbildung 29, B), wahrend dies bei der Injektion von CD146*-Zellen
ausblieb. Damit hemmt die CD146-Population, wie erwartet, das Tumorwachstum. Die

Sortierung scheint also das inhibitorische Potential der MSCs nicht zu beeinflussen.

Der Einfluss der CD146- und CD146*-MSC-Subpopulationen auf die infiltrierenden

Immunzellen

Um die Infiltration von CD45*Ly6G*-Zellen zu Giberprifen, wurde auch in dieser Versuchsreihe
die Immunzellzusammenstellung in den Tumoren durchflusszytometrisch untersucht

(Abbildung 30).
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Abbildung 30: Immunzellinfiltration bei der Injektion der CD146-sortierten MSC-Subpopulationen mit B16-Tumorzellen in
C57BL/6-Tieren.

1.000.000 B16-Melanomzellen wurden zusammen mit 100.000 sortierten MSCs in die Flanke von C57BL/6-Tieren injiziert und
die infiltrierenden Immunzellen per Durchflusszytometrie bestimmt. (A) CD45+*-Zellen (B16: 27,95% * 3,94%, CD146": 25,42%
+ 2,3%, CD146*: 32,14% * 2,08%), (n=4/10/9). (B) CD45*CD11b*-Zellen (B16: 22,45% * 2,86%, CD146": 21,93% + 1,85%,
CD146*: 25,47% + 1,52%), (n=4/10/9). (C) CD45*F4/80*-Zellen (B16: 12,92% + 2,12%, CD146": 8,89% + 1,63%, CD146*: 14,49%
+ 1,62%), (n=4/10/9). (D) CD45*Ly6C*-Zellen (B16: 14,33% * 2,16%, CD146": 14,62% + 1,82%, CD146*: 15,43% * 1,23%),
(n=4/10/9). (E) CD45*Ly6G*-Zellen (B16: 3,44% +0,44%, CD146™: 7,02% + 0,75%, CD146*: 4,74% + 0,68%), (n=4/10/9). *p<0,05.
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Wie bereits zuvor konnten keine Unterschiede zwischen der Infiltration von CD45*-,
CD45*CD11b*-, CD45*F4/80*- oder CD45*Ly6C*-Zellen ermittelt werden (Abbildung 30, A-D).
Dem gegenlber war die Infiltration von CD45*Ly6G*-Zellen bei der Injektion von CD146-MSCs,
die auch das Wachstum inhibierten, im Vergleich zu den anderen Gruppen erhéht (Abbildung
30, E). Daraus kann gefolgert werden, dass auch die Infiltration von CD45*Ly6G*-Zellen

spezifisch von der injizierten MSC-Subpopulation abhangt.

3.3.3.2.2. Scal

Der Einfluss der Scal- und Scal*-MSC-Subpopulationen auf das Tumorwachstum

Aufgrund der Tatsache, dass die Injektion von Scal*-Stromazellen aus dem Knochenmark in
Vorarbeiten das Wachstum von MDA-Brustkrebstumoren in der Tibia inhibierte, wurden auch
Scalund Scal*-Zellen untersucht (Rossnagl et al.,, 2018). Scal stellt einen Marker fir
Stammazellen in verschiedenen Geweben dar, wie auch im Knochen (Holmes und Stanford,
2007). Zunachst wurde wieder das Tumorvolumen und —gewicht zum Versuchsende von Scal

- und Scal*-MSCs bestimmt (Abbildung 31).
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Abbildung 31: Tumorvolumen und -gewicht bei der Injektion der Scal-sortierten MSC-Subpopulationen mit B16-
Tumorzellen in C57BL/6-Tieren.

1.000.000 B16-Melanomzellen wurden zusammen mit 100.000 sortierten MSCs in die Flanke von C57BL/6-Tieren injiziert. (A)
Volumen der Tumore am Versuchsende (B16: 0,056cm3 + 0,015cm3, Scal-: 0,02cm3 + 0,0063cm3, Scal*: 0,0071cm3 +
0,0019cm?3), (n=5/11/10). (B) Gewicht der Tumore am Versuchsende (B16: 0,057g + 0,008g, Scal-: 0,0296¢g *+ 0,0059g, Scal*:
0,0204g + 0,0027g), (n=5/11/10). *p<0,05, ***p<0,001.
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Die Auswertung des Tumorvolumens (Abbildung 30, A) und des Tumorgewichts (Abbildung
30, B) ergaben, dass sowohl Zellen, die den Scal-Marker nicht exprimierten, als auch Zellen,
die diesen Marker exprimierten dazu in der Lage sind, das Tumorwachstum zu verringern.

Zwischen diesen beiden MSC-Subpopulationen konnten auBerdem keine statistisch

relevanten Unterschiede festgestellt werden.

Der Einfluss der Scal™- und Scal*-MSC-Subpopulationen auf die infiltrierenden Immunzellen

Die infiltrierenden myeloiden Immunzellen in den Tumor wurden durchflusszytometrisch

untersucht. Die Ergebnisse der durchfluszytometrischen Untersuchung ist in Abbildung 32

wiedergegeben.
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Abbildung 32: Immunzellinfiltration bei der Injektion der Scal-sortierten MSC-Subpopulationen mit B16-Tumorzellen in
C57BL/6-Tieren.

1.000.000 B16-Melanomzellen wurden zusammen mit 100.000 sortierten MSCs in die Flanke von C57BL/6-Tieren injiziert und
die infiltrierenden Immunzellen per Durchflusszytometrie bestimmt (A) CD45+*-Zellen (B16: 40,96% + 7,61%, Scal: 31,16% +
2,87%, Scal*: 27,67% * 3,48%), (n=5/11/10). (B) CD45*CD11b*-Zellen (B16: 31,32% + 5,81%, Scal : 23,9% * 2,1%, Scal*:
22,55% + 2,63%), (n=5/11/10). (C) CD45*F4/80+*-Zellen (B16: 20,78% + 5,22%, Scal: 13,35% * 1,51%, Scal*: 12,79% * 2,28%),
(n=5/11/10). (D) CD45*Ly6C*-Zellen (B16: 22,4% + 3,71%, Scal : 15,53% + 1,42%, Scal*: 14,44% + 1,96%), (n=5/11/10). (E)
CD45*Ly6G*-Zellen (B16: 0,55% + 0,13%, Scal: 1,2% * 0,26%, Scal*: 1,26% + 0,26%), (n=5/11/10).
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Die Auswertung der Immunzellzusammenstellung in den Tumoren mit Scal™- und Scal*-MSCs
ergab keine Unterschiede zwischen der Infiltration der verschiedenen getesteten
Populationen, wobei CD45*Ly6G*-Zellen dennoch im Vergleich zur B16-Kontrolle einen nicht-

signifikanten Anstieg zeigten (Abbildung 32, A-E).

Damit konnten zwar die Ergebnisse der Vorarbeiten reproduziert werden, dass Scal-
exprimierende Stromazellen das Tumorwachstum unterdriicken kénnen (Rossnagl et al.,

2018), jedoch haben auch Scal-Zellen das Potential dazu.

3.3.3.2.3. CD31

Der CD31-Marker ist auf dem grofRten Anteil der Osx-Population exprimiert (Tabelle 8) und
wurde deshalb zur Untersuchung ausgewahlt. CD31 wird auf verschiedenen Zellarten
exprimiert, wie beispielsweise auf hamatopoetischen Stammzellen (Baumann et al., 2004),
Granulozyten, Monozyten oder Blutplattchen (Lertkiatmongkol et al., 2016). Meist wird dieser
Marker jedoch fiir die Identifikation von Zellen endothelialen Ursprungs genutzt, die einen Teil

des Stromas des Knochenmarks ausmachen (Lertkiatmongkol et al., 2016).

Der Einfluss der CD31- und CD31*-MSC-Subpopulationen auf das Tumorwachstum

Es wurden entweder sortierte CD31"- oder CD31*-MSCs mit B16-Melanomzellen injiziert. Am

Versuchsende wurden das Tumorvolumen und - gewicht bestimmt (Abbildung 33).
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Abbildung 33: Tumorvolumen und -gewicht bei der Injektion der CD31-sortierten MSC-Subpopulationen mit B16-
Tumorzellen in C57BL/6-Tieren.

1.000.000 B16-Melanomzellen wurden zusammen mit 100.000 sortierten MSCs in die Flanke von C57BL/6-Tieren injiziert. (A)
Volumen der Tumore am Versuchsende (B16: 0,018cm?3 + 0,0061cm3, CD31: 0,0041cm3 + 0,00049cm3, CD31*: 0,015cm3 *
0,0033cm?3), (n=4/10/9). (B) Gewicht der Tumore am Versuchsende (B16: 0,052g + 0,014g, CD31: 0,01g + 0,0017g, CD31*:
0,037g + 0,0097g), (n=4/10/9). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

Das Tumorwachstum von der CD31-MSC-Subpopulation wurde inhibiert, was bei der CD31-
exprimierenden-Population ausblieb (Abbildung 33). Dementsprechend ergibt sich, dass die

CD31-Population fiir die Inhibition des Tumors verantwortlich ist.

Der Einfluss der CD31- und CD31*-MSC-Subpopulationen auf die infiltrierenden Immunzellen

Die Immunzellinfiltration in den Tumor wurde auch an dieser Stelle untersucht (Abbildung 34).
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Abbildung 34: Immunzellinfiltration bei der Injektion der CD31-sortierten MSC-Subpopulationen mit B16-Tumorzellen in
C57BL/6-Tieren.

1.000.000 B16-Melanomzellen wurden zusammen mit 100.000 sortierten MSCs in die Flanke von C57BL/6-Tieren injiziert und
die infiltrierenden Immunzellen per Durchflusszytometrie bestimmt (A) CD45*-Zellen (B16: 31,45% + 6,87%, CD31": 28,68% +
3,22%, CD31*: 32,74% + 2,49%), (n=4/10/9). (B) CD45*CD11b*-Zellen (B16: 25,43% + 5,35%, CD31: 24,85% + 2,19%, CD31*:
24,94% + 1,8%), (n=4/10/9). (C) CD45*F4/80*-Zellen (B16: 2,33% + 1,89%, CD31: 5,96% + 2,17%, CD31*: 8,37% + 2,8%),
(n=4/10/9). (D) CD45*Ly6C*-Zellen (B16: 13,93% + 2,17%, CD31: 14,79% + 2,12%, CD31*: 11,93% + 2,12%), (n=4/10/9). (E)
CD45+*Ly6G*-Zellen (B16: 2,3% + 1,019%, CD31": 8,96% * 1,11%, CD31*: 4,4% + 1,12%), (n=4/10/9). *p<0,05, **p<0,01.

Keine Unterschiede beziiglich der Infiltration von CD45*-, CD45*CD11b*- oder CD45*Ly6C*-
Zellen konnten festgestellt werden (Abbildung 34, A, B, D). Es konnte jedoch eine Erhdhung
der Einwanderung von CD45*F4/80*-Zellen bei CD31*-MSC-Tumoren, die das Wachstum nicht
unterdriicken, gezeigt werden (Abbildung 34, C). Erneut konnte der Anstieg der CD45*Ly6G*-
Zellen bei der Injektion von CD31-MSCs, die das Tumorwachstum hemmten, gezeigt werden

(Abbildung 34, E).

Damit konnte gezeigt werden, dass sich die Tumor-inhibierende Population der MSCs in der

CD31-Subpopulation befindet.
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3.3.3.24. CD44

Der Einfluss der CD44 - und CD44*-MSC-Subpopulationen auf das Tumorwachstum

CD44 ist, wie CD31, auf hamatopoetischen Stammzellen (Cao et al., 2016) und Endothelzellen
(Xu et al., 1994) zu finden. Jedoch wird CD44 auch von Stromazellen exprimiert (Zhu et al.,
2006). CD44 wird der Hyaluronsdurerezeptor genannt, kann jedoch auch Fibronektin binden
(Wirth et al., 2020). Da CD44 zum einen den zweithaufigsten Marker auf der Osx-Population
darstellt (Tabelle 8) und da zum anderen Uberprift werden sollte, ob das Wachtstum bei
Zellen endothelialen Usprungs ausbleibt, wurden auch CD44- und CD44*-MSCs sortiert,

injiziert und die entstehenden Tumore am Versuchende gemessen (Abbildung 35).
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Abbildung 35: Tumorvolumen und -gewicht bei der Injektion der CD44-sortierten MSC-Subpopulationen mit B16-
Tumorzellen in C57BL/6-Tieren.

1.000.000 B16-Melanomzellen wurden zusammen mit 100.000 sortierten MSCs in die Flanke von C57BL/6-Tieren injiziert. (A)
Volumen der Tumore am Versuchsende (B16: 0,12cm3 + 0,021cm3, CD44: 0,012cm3 + 0,0029cm3, CD44+*: 0,021cm3 +
0,0061cm?3), (n=6/9/9). (B) Gewicht der Tumore am Versuchsende (B16: 0,075g + 0,0062g, CD44: 0,016g + 0,0021g, CD44*:
0,03g + 0,0055g), (n=6/9/9). *p<0,05, ***p<0,001.

Sowohl MSCs, die CD44 exprimieren, als auch MSCs, die CD44 nicht exprimieren unterdriicken

das Tumorwachstum. Die CD44-Population zeigte nur beim Gewicht eine stadrkere Inhibition

(Abbildung 35).
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Der Einfluss der CD44 - und CD44*-MSC-Subpopulationen auf die infiltrierenden Immunzellen

Auch bei der Nutzung dieser Stromazellen wurde die Immunzellinfiltration evaluiert

(Abbildung 36).
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Abbildung 36: Immunzellinfiltration bei der Injektion der CD44-sortierten MSC-Subpopulationen mit B16-Tumorzellen in
C57BL/6-Tieren.

1.000.000 B16-Melanomzellen wurden zusammen mit 100.000 sortierten MSCs in die Flanke von C57BL/6-Tieren injiziert und
die infiltrierenden Immunzellen per Durchflusszytometrie bestimmt (A) CD45*-Zellen (B16: 22,73% + 2,25%, CD44: 20,43% +
3,43%, CD4*: 28,03% + 4,16%), (n=6/9/9). (B) CDA45*CD11b*-Zellen (B16: 16,35% * 1,85%, CD44~: 16,83% + 2,77%, CDA44":
19,74% + 2,72%), (n=6/9/9). (C) CD45+F4/80*-Zellen (B16: 8,42%* 1,089%, CD44": 7,89% + 1,49%, CD44+:10,12% + 1,64%),
(n=6/9/9). (D) CD45*Ly6C*-Zellen (B16: 10,85% * 1,34%, CD44: 11,07% + 1,95%, CD44*: 14,07% + 1,99%), (n=6/9/9). (E)
CD45+*Ly6G*-Zellen (B16: 1,11% + 0,21%, CD44": 5,3% + 0,99%, CD44*:3,66% + 0,92%), (n=6/9/9). *p<0,05, **p<0,01.

Wie bereits in den zuvor gezeigten Versuchen, lag auch hier ein hoherer Anteil an CD45*Ly6G*-
Zellen in beiden Populationen, die das Tumorwachstum hemmen, vor (Abbildund 36, E). Keine

Anderungen fanden sich bei den anderen Populationen (Abbildung 36, A-D).

Durch die hier erzielten Ergebnisse ergibt sich, dass der Teil der MSCs, der das
Tumorwachstum inhibiert, CD31" ist. Auch die verstarkte Einwanderung von CD45*Ly6G*-

Immunzellen konnte in allen Gruppen gezeigt werden, die das Tumorwachstum hemmen. Die
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inhibitorische MSC-Population scheint jedoch durch die Sortierung in Scal™- und Scal*-, bzw.
CD44- und CD44*-Zellen nur aufgeteilt zu werden, weshalb eine inhibierende Wirkung von all

diesen Populationen ausgeht.

3.3.3.2.5. CD31CD44

Der Einfluss der CD31°CD44 - und CD31°CD44*-MSC-Subpopulationen auf das Tumorwachstum

Die CD31-MSC-Population sollte genauer charakterisiert werden. Méglicherweise kdnnte so
eine Kombination aus Markern fiir eine Population ermittelt werden, die fir die
Tumorunterdriickung verantwortlich ist. Da CD44-Zellen ein vielversprechenderes Ergebnis,
als CD44*-Zellen abgaben, wurde zunachst die CD31-MSC-Subpopulation in CD44- und
CD44*-Zellen aufgeteilt. Deshalb wurden CD31°CD44 - und CD31°CD44*-Zellen sortiert und

injiziert. Es wurde erneut das Tumorvolumen und -gewicht bestimmt (Abbildung 37).
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Abbildung 37: Tumorvolumen und -gewicht bei der Injektion der CD31-CD44-sortierten MSC-Subpopulationen mit B16-
Tumorzellen in C57BL/6-Tieren.

1.000.000 B16-Melanomzellen wurden zusammen mit 100.000 sortierten MSCs in die Flanke von C57BL/6-Tieren injiziert. (A)
Volumen der Tumore am Versuchsende (B16: 0,046cm3 + 0,0062cm3, CD31- CD44: 0,0064cm?3 + 0,0012cm3, CD31- CD44*:
0,0094cm?3 +0,0017%), (n=6/13/10). (B) Gewicht der Tumore am Versuchsende (B16: 0,047g + 0,005g, CD31-CD44~: 0,011g +
0,0016g, CD31-CD44+:0,012g + 0,0014g), (n=6/13/10). ***p<0,001.
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Es ergab sich ein dhnliches Bild wie bei der Injektion von CD44™- und CD44*-Zellen, da sowohl
CD31°CD44-MSCs, als auch CD31°CD44*-MSCs das Tumorwachstum hemmten (Abbildung 37).
Es konnten keine Unterschiede zwischen den Populationen festgestellt werden, wodurch die
Entfernung der CD31*-Zellen aus der CD44*-Population beide Populationen gleich effizient bei

der Suppression des Tumors macht.

Der Einfluss der CD31°CD44 - und CD31°CD44*-MSC-Subpopulationen auf die infiltrierenden

Immunzellen

Die entnommenen Tumore wurden auch durchflusszytometrisch analysiert (Abbildung 38).
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Abbildung 38: Immunzellinfiltration bei der Injektion der CD31:CD44-sortierten MSC-Subpopulationen mit B16-
Tumorzellen in C57BL/6-Tieren.

1.000.000 B16-Melanomzellen wurden zusammen mit 100.000 sortierten MSCs in die Flanke von C57BL/6-Tieren injiziert und
die infiltrierenden Immunzellen per Durchflusszytometrie bestimmt. (A) CD45*-Zellen (B16: 33,82% + 4,36%, CD31- CD44:
25,86% * 2,37%, CD31-CD44*: 23,74% * 2,73%), (n=6/13/10). (B) CD45*CD11b*-Zellen (B16: 26,82% + 3,81%, CD31- CD44:
21,91% + 1,91%, CD31-CD44+:18,96% * 2,3%), (n=6/13/10). (C) CD45*F4/80*-Zellen (B16: 7,48% * 1,45%, CD31-CD44": 7,52%
+1,18%,CD31-CD44+:9,68% + 1,69%), (n=6/13/10). (D) CD45*Ly6C*-Zellen (B16: 15,38% + 2,06%, CD31-CD44-: 13,94% + 1,4%,
CD31-CD44+:12,38% + 1,94%), (n=6/13/10). (E) CD45*Ly6G*-Zellen (B16: 1,58% + 0,6%, CD31- CD44: 5,93% + 1,06%, CD31-
CD44+:5,52% + 1,32%), (n=6/13/10). *p<0,05.
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Wie bei der Injektion von CD44  und CD44*-Zellen gab es keine Unterschiede bei der
Infiltration von CD45*-, CD45*CD11b*-, CD45*Ly6C*- oder CD45*F4/80*Zellen (Abbildung 38,
A-D). Sowohl in CD31CD44-, als auch in CD31°CD44*-Tumoren gab es einen hoheren
Prozentsatz von CD45*Ly6G*-Zellen (Abbildung 38, E).

3.3.3.2.6. CD31CD105

Der Einfluss der CD31CD105- und CD31CD105*-MSC-Subpopulationen auf das

Tumorwachstum

CD105, auch Endoglin genannt, wird auf Endothelzellen (Rossi et al., 2019), aber auch auf
Stromazellen exprimiert (Hutton et al., 2021; Pham et al., 2019). Er wurde auch von einem Teil
der Osx-MSC exprimiert (Tabelle 8). Der Abwesenheit dieses Markers konnte bereits eine Rolle
bei der Unterdriickung des Tumorwachstums zugesprochen werden (Hutton et al., 2021).
Dementsprechend wurden CD31°CD105- und CD31CD105*-Zellen zusammen mit B16-

Melanomzellen injiziert und das Tumorwachstum evaluiert (Abbildung 39).
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Abbildung 39: Tumorvolumen und -gewicht bei der Injektion der CD31-CD105-sortierten MSC-Subpopulationen mit B16-
Tumorzellen in C57BL/6-Tieren.

1.000.000 B16-Melanomzellen wurden zusammen mit 100.000 sortierten MSCs in die Flanke von C57BL/6-Tieren injiziert. (A)
Volumen der Tumore am Versuchsende (B16: 0,083cm3 + 0,0098cm3, CD31-CD105: 0,0089cm?3 + 0,0025cm3, CD31-CD105*:
0,024cm3 +0,0044cm3), (n=6/12/12). (B) Gewicht der Tumore am Versuchsende (B16: 0,064g + 0,0066g, CD31-CD105: 0,014g
+0,0035g, CD31-CD105*: 0,025g + 0,0037g), (n=6/12/12). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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Sowohl! die CD31°CD105-, als auch die CD31°'CD105*-MSC-Subpopulation verminderte das
Tumorvolumen (Abbildung 39, A) und Tumorgewicht (Abbildung 39, B). Hierbei waren CD31"
CD105-MSCs effizienter als CD31°CD105*-MSCs.

Der Einfluss der CD31°CD105- und CD31 CD105*-MSC-Subpopulationen auf die infiltrierenden

Immunzellen

Die entstandenen Tumore wurden erneut per Durchflusszytometrie analysiert (Abbildung 40).

A 40 B 40 C 15
X
— -T= =l—l = =
S 30 S8 S5
§% NG = 8s0
=N -:-QN + N
Sg= 15 g3 T
o
g% o.§ w@ g
010 Tta':_lw &3
= e (=
— O = QO o
0 0 ()
© ) &+ [r-} 0 + =) v +
o S 8 n g 8 @ g 8
o 5 Q o a A
v o g o g O
© @ @ & o =
[=]
S 8 6 8§ = e 8
D 20 E 8 ok
- = = T
$%1s T S5 T
N T NS
+ +
Qg 10 Qg4
= e =
= 2 = 2
+ + 8
gﬂs g..z
o= o
o@ 0@
o b

CD31TD105"
cD31¢D105*
CD31TD105"
cD31TD105*

Abbildung 40: Immunzellinfiltration bei der Injektion der CD31-CD105-sortierten MSC-Subpopulationen mit B16-
Tumorzellen in C57BL/6-Tieren.

1.000.000 B16-Melanomzellen wurden zusammen mit 100.000 sortierten MSCs in die Flanke von C57BL/6-Tieren injiziert und
die infiltrierenden Immunzellen per Durchflusszytometrie bestimmt. (A) CD45*-Zellen (B16: 31,73% + 2,74%, CD31-CD105":
33,63% + 1,99%, CD31'CD105*: 31,18% + 1,77%), (n=6/12/12). (B) CD45*CD11b*-Zellen (B16: 25,28% + 2,61%, CD31-CD105":
28,38% + 1,26%, CD31°CD105*: 26,58% * 1,5%), (n=6/12/12). (C) CD45*F4/80*-Zellen (B16: 9,85% + 1,01%, CD31CD105":
6,98% + 0,85%, CD31CD105*: 9,27% * 1,09%), (n=6/12/12). (D) CD45*Ly6C* (B16: 14,51% + 1,9%, CD31-CD105: 14,35% +
1,24%, CD31:CD105*: 12,94% + 0,87%), (n=6/12/12). (E) CD45*Ly6G*-Zellen (B16: 2,46% * 0,45%, CD31-CD105: 6,24% + 0,5%,
CD31°CD105*: 5,65% + 0,55%), (n=6/12/12). **p<0,01, ***p<0,001.
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Die Auswertung der Immunzellzusammenstellung in den Tumoren mit den CD31°CD105-
CD31CD105*-MSC-Subpopulationen ergab erneut, dass nur der Anteil der einwandernden
CD45*Ly6G*-Zellen in beiden tumorunterdriickenden MSC-Gruppen erhdht war (Abbildung
40, E), wohingegen sonst keine Unterschiede vorlagen (Abbildung 40, A-D).

3.3.3.2.7. CD31FAP

Der Einfluss der CD31 FAP- und CD31 FAP*-MSC-Subpopulationen auf das Tumorwachstum

Auch der FAP-Marker war auf einem nennenswerten Teil der Osx-Population vertreten
(Tabelle 8). FAP stellt einen wichtigen Marker bei der Identifikation von Stromazellen dar
(Hutton et al., 2021; Kidd et al., 2012; Xing et al., 2010). Es wurden sowohl CD31FAP™-, als auch

CD31°FAP*-MSCs mit Tumorzellen injiziert und das Tumorwachstum bestimmt (Abbildung 41).
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Abbildung 41: Tumorvolumen und -gewicht bei der Injektion der CD31-FAP-sortierten MSC-Subpopulationen mit B16-
Tumorzellen in C57BL/6-Tieren.

1.000.000 B16-Melanomzellen wurden zusammen mit 100.000 sortierten MSCs in die Flanke von C57BL/6-Tieren injiziert. (A)
Volumen der Tumore am Versuchsende (B16: 0,043cm3 + 0,0055cm3, CD31-FAP: 0,017cm3 = 0,0047cm3, CD31FAP*:
0,0084cm?3 +0,0022cm3), (n=6/11/6). (B) Gewicht der Tumore am Versuchsende (B16: 0,045g + 0,0075g, CD31-FAP~: 0,018g +
0,0037g, CD31°FAP*: 0,012g + 0,0026g), (n=6/11/6). **p<0,01, ***p<0,001.

121



Sowohl| CD31°FAP~, als auch CD31°FAP*-MSCs reduzierten das Tumorvolumen (Abbildung 41,
A) und Tumorgewicht (Abbildung 41, B) im Vergleich zur Kontrolle. Keine Unterschiede

zwischen den beiden Gruppen, die MSCs erhalten haben, war feststellbar.

Der Einfluss der CD31°FAP- und CD31 FAP*-MSC-Subpopulationen auf die infiltrierenden

Immunzellen

Erneut wurden die entstandenen Tumore mittels Durchflusszytometrie untersucht (Abbildung

42).
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Abbildung 42: Immunzellinfiltration bei der Injektion der CD31-FAP-sortierten MSC-Subpopulationen mit B16-Tumorzellen
in C57BL/6-Tieren.

1.000.000 B16-Melanomzellen wurden zusammen mit 100.000 sortierten MSCs in die Flanke von C57BL/6-Tieren injiziert und
die infiltrierenden Immunzellen per Durchflusszytometrie bestimmt. (A) CD45*-Zellen (B16: 32,22% + 4,63%, CD31FAP-:
30,85% + 2,8%, CD31°FAP*: 34,1% + 2,55%), (n=6/11/6). (B) CD45*CD11b*-Zellen (B16: 26,04% + 3,94%, CD31FAP": 26,35% +
2,21%, CD31°FAP*: 30,33% * 2,11%), (n=6/11/6). (C) CD45*F4/80+*-Zellen (B16: 11,31% + 2,81%, CD31FAP: 7,82% + 1,2%,
CD31-FAP*:10,21% + 2,05%), (n=6/11/6). (D) CD45*Ly6C*-Zellen (B16: 13,07% + 2,1%, CD31FAP-: 10,32% + 1,19%, CD31FAP*:
10,68% + 1,51%), (n=6/11/6). (E) CD45*Ly6G*-Zellen (B16: 3,91% + 0,63%, CD31-FAP: 7,9% + 1,23%, CD31-FAP*: 9,87% *
1,61%), (n=6/11/6). *p<0,05, **p<0,01.
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Erneut war ausschlielllich der Anteil der einwandernden CD45*Ly6G*-Zellen in beiden
tumorunterdriickenden MSC-Gruppen erhoéht (Abbildung 42, E), wohingegen keine

Anderungen der anderen untersuchten Populationen sichtbar waren (Abbildung 42, A-D).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich die Osx-Subpopulation in der CD31-Population
befindet. Das Fibronektin des CD31*-Anteils innerhalb der Osx-Population scheint hingegen
keine inhibitorischen Eigenschaften zu haben. Die Reduktion des Tumorwachstums geht mit
einer erhohten Infiltration von CD45*Ly6G*-Immunzellen in allen untersuchten Modellen

einher.

3.4. Der Effekt der Stimulation von MSCs mit Fibronektin

3.4.1. Die Stimulation von MSCs mit Fibronektin

Vorarbeiten haben gezeigt, dass zirkulierendes Fibronektin das Tumorwachstum beglinstigt
(von Au et al.,, 2013). Die bis zu diesem Punkt erzielten Ergebnisse zeigen jedoch, dass
Fibronektin aus den MSCs das Tumorwachstum reduziert (Abbildung 23). Dementsprechend

stellt sich die Frage, wie MSCs auf die externe Zugabe von Fibronektin reagieren.

3.4.1.1. Die Auswirkung der Stimulation von MSCs mit Fibronektin auf das
Tumorwachstum

Auswirkungen der pFN-Stimulation von MSCs auf das Tumorwachstum

Um zu Uberprifen, inwiefern die Zugabe von Fibronektin das Tumorwachstum beeinflusst,
wurden MSCs filir 24 Stunden in der Abwesenheit von FCS mit Plasmafibronektin (pFN)
stimuliert. Anschliefend wurden B16-Melanomzellen zusammen mit den entsprechenden
MSCs in einem Verhaltnis von 1:0,1 vermischt und subkutan injiziert. Am Versuchsende

wurden das Tumorvolumen und -gewicht bestimmt (Abbildung 43).
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Abbildung 43: Tumorvolumen und -gewicht bei der Injektion der Fibronektin-stimulierten MSCs mit B16-Tumorzellen in
immunkompetenten CD1nu-Tieren.

1.000.000 B16-Melanomzellen wurden zusammen mit 100.000 stimulierten MSCs in die Flanke von immunkompetenten
CD1nu-Tieren injiziert. (A) Volumen der Tumore am Versuchsende (B16: 0,039cm3 + 0,008cm3, CT: 0,018cm3 + 0,0036¢cm3,
pFN: 0,0064cm3 + 0,0012cm3), (n=6/7/9). (B) Gewicht der Tumore am Versuchsende (B16: 0,033g + 0,0063g, CT: 0,018g +
0,0026g, pFN: 0,0077g + 0,0016g), (n=6/7/9). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

Die unstimulierten MSCs zeigen, wie bereits zuvor festgestellt, eine inhibierende Wirkung auf
das Tumorvolumen (Abbildung 43, A) und -gewicht (Abbildung 43, B). Bei der Stimulation mit
pFN konnte Uberraschenderweise nicht nur eine Unterdriickung des Tumorwachstums
gegeniber von B16-Tumoren ohne MSCs festgestellt werden, sondern eine zusatzlich
verstarkte Reduktion des Tumorvolumens und Tumorgewichts gegeniber Kontroll-MSCs

(Abbildung 43).

Somit kann die zusatzliche Stimulation von MSCs mit Plasmafibronektin ihr Potential das
Tumorwachstum zu inhibieren noch weiter verstarken, was die Rolle von Fibronektin bei der

Modulation von MSCs hervorhebt.

Auswirkungen der pFN-Stimulation von MSCs auf die infiltrierenden Immunzellen

Da zuvor festgestellt wurde, dass die Inhibition durch MSCs mit einer verstarkten Infiltration
von Ly6G-exprimierenden Zellen einhergeht, wurden auch diese Tumore

durchflusszytometrisch untersucht (Abbildung 44).
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Abbildung 44: Immunzellinfiltration bei der Injektion von Fibronektin-stimulierten MSCs mit B16-Tumorzellen in C57BL/6-
Tieren.

1.000.000 B16-Melanomzellen wurden zusammen mit 100.000 stimulierten MSCs in die Flanke von C57BL/6-Tieren injiziert
und die infiltrierenden Immunzellen per Durchflusszytometrie ausgewertet (A) CD45*-Zellen (B16: 29,18% + 4,1%, CT: 30,36%
+5,29%, pFN: 18,07% + 1,7%), (n=6/7/9). (B) CD45*CD11b*-Zellen (B16: 22,95% + 3,45%, CT: 24,26% + 4,37%, pFN: 15,1% +
1,62%), (n=6/7/9). (C) CD45*F4/80*-Zellen (B16: 10,49% + 1,32%, CT: 5,14% + 0,63%, pFN: 3,32% + 1,05%), (n=6/7/9). (D)
CD45*Ly6C*-Zellen (B16: 3,35% + 0,57%, CT: 4,12% + 0,32%, pFN: 3,02% * 0,48%), (n=6/7/9). (E) CD45*Ly6G*-Zellen (B16:
0,78% + 0,24%, CT: 1,22% * 0,19%, pFN: 5,95% * 1,39%), (n=6/7/9). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

Sowohl CD45*-, CD45*CD11b*-, als auch CD45*F4/80*Zellen lagen in Tumoren zu einem
geringeren Anteil vor, die MSCs erhielten, die mit pFN stimuliert wurden (Abbildung 44, A-C),
wobei CT-MSC-Tumore auch weniger F4/80*-Zellen enthielten als Tumore ohne MSCs. Es gab
jedoch keine Unterschiede bei der Infiltration von CD45*Ly6C*-Zellen unter allen Gruppen
(Abbildung 44, D). Der Antel an CD45*Ly6G*-Zellen war in den kleinsten Tumoren - die Tumore
mit pFN-stimulierten MSCs - verglichen mit den beiden anderen Gruppen am hoéchsten

(Abbildung 44, E).

Dies spricht dafir, dass nicht nur die endogene Bildung von Fibronektin in der Lage ist MSCs
zu beeinflussen, sondern auch, dass Fibronektin von externen Quellen MSCs modulieren kann.

Der Anstieg von CD45*Ly6G™*-Zellen in den kleinsten Tumoren war auch hier ersichtlich.
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3.4.1.2.  Die Behandlung von MSCs mit einem a5p1-bindenden-Peptid und dem CS1-
Peptid und deren Auswirkung auf das Tumorwachstum

Es sollte untersucht werden, welcher Teil Fibronektins fiir die Unterdrickung des
Tumorwachstums verantwortlich ist. Fibronektin bindet Giber die RGD-Sequenz an das Integrin
a5B1 (Dalton und Lemmon, 2021; Nagae et al., 2012; Pankov und Yamada, 2002). Dies sollte
mittels der Zugabe eines a5B1-bindenden-Peptids Giberprift werden. Als Kontrolle wurde das
CS1-Peptid genutzt, welches ein Teil von Fibronektin ist und mit dem Integrin a4f1 und nicht
mit dem Integrin a5B1 interagiert (Guan und Hynes, 1990; Mould et al., 1990; Ruegg et al.,
1992; Wayner et al., 1989).

Isolierte MSCs wurden fiir 24 Stunden entweder mit dem a5B1-bindenden-Peptid, dem CS1-
Kontrollpeptid oder einem Scrambled (Scr, englisch fir ,verwirfeln“)-Peptid stimuliert. Die
erhaltenen Tumore wurden daraufhin wieder am Versuchsende beziiglich des Volumens und

des Gewichts untersucht (Abbildung 45).
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Abbildung 45: Tumorvolumen und -gewicht bei der Injektion von stimulierten MSCs mit B16-Tumorzellen in C57BL/6-
Tieren.

1.000.000 B16-Melanomzellen wurden zusammen mit 100.000 stimulierten MSCs in die Flanke von C57BL/6-Tieren injiziert.
(A) Volumen der Tumore am Versuchsende (B16: 0,11cm3 + 0,024cm3, CT: 0,033cm?3 + 0,0059cm3, a5B1: 0,053cm3 +
0,0085cm3, CS1: 0,012cm3 + 0,0023cm3, Scr: 0,037cm3 +0,011cm3), (n=14/15/11/15/13). (B) Gewicht der Tumore am
Versuchsende (B16: 0,054g + 0,014g, CT: 0,019g + 0,0025g, a5B1: 0,021g + 0,0044g, CS1: 0,0057g + 0,00058g, Scr: 0,023g +
0,0031g), (n=14/15/11/15/13). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

Die Evaluation des Tumorvolumens (Abbildung 45, A) und des Tumorgewichts (Abbildung 45,
B) ergab, dass unabhangig von der Stimulation alle Gruppen mit einer Injektion von MSCs ein

geringeres Tumorwachstum aufwiesen. Uberraschend war jedoch, dass das Kontroll-Peptid
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CS1 nicht nur das Tumorwachstum im Vergleich zur B16-Kontrolle inhibierte, sondern auch,

dass diese Tumore nochmals kleiner waren, als die der MSC-Gruppen.

Dies weist darauf hin, dass die Interaktion mit dem CS1-Peptid die Verringerung der
TumorgrofRe im Vergleich zu unstimulierten MSCs verstarkt, wohingegen die Interaktion mit
dem a5B1-bindenden-Peptid keine Rolle spielt. Daher konnte es sich bei diesem Peptid um

den Teil von Fibronektin handeln, der die MSCs dazu bringt, das Tumorwachstum zu hemmen.

Die Auswirkung der CS1-Stimulation von MSCs auf die infiltrierenden Immunzellen

Im nachsten Schritt sollte Gberprift werden, inwiefern die Infiltration der Immunzellen in den
Tumoren verandert ist, in denen CS1-stimulierte MSCs mit B16-Zellen injiziert wurden. Hierfir
wurden Tumore mit Scr- und CS1-stimulierten MSCs untersucht, da das Integrin a5B1-
bindende Peptid keinen Effekt zeigte. Hierfir wurden die Tumore erneut

durchflusszytometrisch untersucht (Abbildung 46).
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Abbildung 46: Immunzellinfiltration bei der Injektion von stimulierten MSCs mit B16-Tumorzellen inC57BL/6-Tiere.

1.000.000 B16-Melanomzellen wurden zusammen mit 100.000 stimulierten MSCs in die Flanke von C57BL/6-Tiere injiziert
und die infiltrierenden Immunzellen per Durchflusszytometrie ausgewertet (A) CD45+*Zellen (B16: 36,26% + 2,94%, Scr:
30,32% + 2,32%, CS1: 28,02% + 2,66%), (n=11/13/13). (B) CD45*CD11b*-Zellen (B16: 27,36% * 2,75%, Scr: 21,45% + 2,03%,
CS1: 24,28% + 2,37%), (n=11/13/13). (C) CD45*F4/80*-Zellen (B16: 14,97% * 0,92%, Scr: 11,94% + 1,28%, CS1: 11,07% +
1,68%), (n=11/13/13). (D) CD45*Ly6C*-Zellen (B16: 16,75% + 0,83%, Scr: 16,29% + 2,11%, CS1: 12,34% + 1,58%), (n=11/13/13).
(E) CD45*Ly6G*-Zellen (B16: 3,14% + 0,39%, Scr: 3,69% + 0,58%, CS1: 9,77% * 0,94%), (n=11/13/13). *p<0,05, ***p<0,001.
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Es konnten keine Verdanderungen bei der Infiltration von CD45*-, CD45*CD11b*- und
CD45*F4/80%-Zellen festgestellt werden (Abbildung 46, A-C). Der Anteil der CD45*Ly6C*-Zellen
war in den Tumoren mit CS1-stimulierten MSCs im Vergleich zur B16-Kontrolle reduziert
(Abbildung 46, D). Im Gegensatz dazu waren CD45*Ly6G*-Zellen in den kleinsten Tumoren mit
CS1-stimulierten MSCs erhoht im Vergleich zur B16- und Scr-Gruppe (Abbildung 46, E). Dies

entspricht den Beobachtungen bei der Stimulation mit Plasmafibronektin (Abschnitt 44, E).

Hierdurch lasst sich folgern, dass die CS1-Region in Fibronektin vermutlich der Teil dieses
Molekiils ist, der die MSCs dazu moduliert, mehr CD45*Ly6G*-Zellen in den Tumor einwandern

zu lassen und das Tumorwachstum effektiver zu hemmen, als Gruppen mit Kontroll-MSCs.

3.4.1.3.  Evaluation der Wirkung des CS1-Peptids auf die Apoptose und die Proliferation
von MSCs und Tumorzellen

Die Wirkung des CS1-Peptids auf die Proliferation von MSCs

Um sicherzustellen, dass der beobachtete Effekt nicht nur auf eine Verbesserung des
Uberlebens oder eine Steigerung der Proliferation der MSCs zuriickzufiihren ist, wurden die
Apoptose und die Proliferation der MSCs nach der Stimulation mit dem CS1-Peptid untersucht.
Hierflr wurde zunéachst eine Farbung gegen den Proliferationsmarker Ki67 durchgefiihrt um
mogliche Veranderungen der Proliferation durchflusszytometrisch zu untersuchen (Abbildung

47).
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Abbildung 47: Proliferation in MSCs nach der Stimulation mit dem Scr- und dem CS1-Peptid.

MSCs wurden fiir 24 Stunden mit 20 pg/ml des Scr-, bzw. des CS1-Peptids stimuliert und ihr proliferativer Zustand mittels
Ki67-Farbung durchflusszytometrisch ermittelt. (A) Anteil der Ki67*-MSCs nach der Stimulation. (Scr: 50,25% * 1,68%, CS1:
51,78% + 1,31%), (n=13/13). (B) Reprasentative Punktdiagramme der Bestimmung der Proliferation stimulierter MSCs.

Keine Unterschiede beziiglich der Proliferation von Scr- und CS1-stimulierten MSCs konnten

festgestellt werden (Abbildung 47).

Die Wirkung des CS1-Peptids auf die Proliferation von Tumorzellen

Die MSCs wurden zwar dreimal nach der Stimulation, bzw. vor der Injektion der Tumorzellen
gewaschen, jedoch sollte sichergestellt werden, dass die Inhibition des Tumorwachstums
nicht durch Spuren des CS1-Peptids ausgeldst werden kann. Tatsachlich konnte fiir dieses
Peptid im Zusammenhang mit B16-Zellen bei der Ko-Injektion eine Verringerung der
Metastasierung festgestellt werden (Saiki et al., 1990). Daher wurder der Einfluss des CS1-

Peptids auf die Proliferation von Tumozellen untersucht (Abbildung 48).
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Abbildung 48: Proliferation in genutzten Tumorzellen nach der Stimulation mit dem Scr- und dem CS1-Peptid.

Die verschiedenen Tumorzellen wurden fiir 24 Stunden mit 20 pg/ml des Scr-, bzw. des CS1-Peptids stimuliert und ihr
proliferativer Zustand mittels Ki67-Farbung durchflusszytometrisch ermittelt. (A) Anteil der Ki67+-B16-Zellen nach der
Stimulation. (Scr: 81,33% + 2,53%, CS1: 91,68% + 0,8%), (n=8/8). (B) Anteil der Ki67*-EOQ771-Zellen nach der Stimulation. (Scr:
83,18% + 2,85%, CS1: 89,84% + 1,97%), (n=8/8). (C) Reprasentative Punktdiagramme der Bestimmung der Proliferation der
behandelten Tumorzellen. *p<0,05, **p<0,01.

Die Auswertung der Proliferation der Tumorzellen nach der Stimulation mit dem CS1-Peptid
ergab, dass sowohl B16-, als auch EO771-Zellen starker proliferierten, als mit dem Scr-Peptid
(Abbildung 48). Somit inhibierte CS1 die Vermehrung der Tumorzellen nicht, sondern férderte

sie sogar.

Die Wirkung des CS1-Peptids auf die Proliferation von MSCs

Nachdem festgestellt wurde, dass MSCs keine Veranderungen in der Proliferation durch das
CS1-Peptid aufweisen, wurde auch die Apoptose der stimulierten MSCs mittels AnnexinV-PI-

Farbung bestimmt (Abbildung 49).
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Abbildung 49: Apoptose in MSCs nach der Stimulation mit dem Scr- und dem CS1-Peptid.

MSCs wurden fiir 24 Stunden mit 20 pug/ml des Scr-, bzw. des CS1-Peptids stimuliert und ihr apoptotischer Zustand mittels
AnnexinV-PI-Farbung durchflusszytometrisch ermittelt. (A) Anteil der MSCs in der frilhen (AnnexinV*PI) und der spaten
Apoptose (AnnexinV*PI*) nach der Stimulation. (AnnexinV*PI-: Scr: 27,28% + 2,2%, CS1: 28,39% + 1,95%; AnnexinV*PI*: Scr:
14,86% + 0,66%, CS1: 14,61% + 0,48%), (n=15/15). (B) Reprasentative Punktdiagramme der Bestimmung der Apoptose
stimulierter MSCs.

Die Evaluation der Apoptose in MSCs nach der Stimulation ergab keine Unterschiede zwischen

dem Scr- und dem CS1 Peptid (Abbildung 49).

Dementspechend kann gefolgert werden, dass die beobachtete Verstarkung der Inhibition des
Tumorwachstums weder durch eine verstarkte Proliferation, noch durch eine Verringerung

der Apoptose der MSCs durch die Behandlung mit dem CS1-Peptid ausgelost wird.

Die Wirkung des CS1-Peptids auf die Apoptose von Tumorzellen

Obwohl das CS1-Peptid die Proliferation von Tumorzellen verbessern konnte, kdnnten Spuren
dieses Molekils das Tumorwachstum auch direkt beeinflussen, indem es die Apoptose in
Tumorzellen auslost. Deshalb wurde auch die Apoptose von Tumorzellen durch die

Behandlung mit dem CS1-Peptid durch eine AnnexinV-PI-Farbung bestimmt (Abbildung 50).
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Abbildung 50: Apoptose in genutzten Tumorzellen nach der Stimulation mit dem Scr- und dem CS1-Peptid.

Die verschiedenen Tumorzellen wurden flir 24 Stunden mit 20 pug/ml des Scr-, bzw. des CS1-Peptids stimuliert und ihr
apoptotischer Zustand mittels AnnexinV-PI-Farbung durchflusszytometrisch ermittelt. (A) Anteil der B16-Zellen in der friihen
(AnnexinV*PI-) und der spaten Apoptose (AnnexinV*PI*) nach der Stimulation. (AnnexinV*PI-: Scr: 1,75% + 0,063%, CS1: 1,53%
+0,045%; AnnexinV+*PI*: Scr: 28,16% + 1,5%, CS1: 24,06% + 0,73%), (n=20/20/20/20). (B) Anteil der EO771-Zellen in der friihen
(AnnexinV*PI) und der spaten Apoptose (AnnexinV*PI*) nach der Stimulation. (AnnexinV*PI-: Scr: 5,15% + 0,25%, CS1: 4,83%
+ 0,5%; AnnexinV*PI*: Scr: 25,31% + 1,43%, CS1: 13,26% * 1,57%), (n=8/8/8/8). (C) Reprasentative Punktdiagramme der
Bestimmung der Apoptose der behandelten Tumorzellen. *p<0,05, **p<0,01.
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Die Stimulation von B16-Zellen mit dem CS1-Peptid verringerte die friihe und insbesondere
die spate Apoptose von B16-Zellen und verbesserte damit ihr Uberleben (Abbildung 50, A, C).
Im Gegensatz dazu zeigten EO771-Zellen zwar keine Veranderungen in der friihen Apoptose,
jedoch war die spate Apoptose bei der Behandlung mit dem CS1 Peptid verringert (Abbildung
50, B, C).

Zusammenfassend konnte hierdurch gezeigt werden, dass die Behandlung mit dem CS1-
Peptid die Proliferation von B16- und EO771-Zellen verstarkt und zeitgleich den Zelltod der
untersuchten Tumorzellarten inhibiert. Da die Behandlung der MSCs mit dem CS1-Peptid
jedoch eine Inhibition des Tumorwachstums zu Folge hatte, kann ausgeschlossen werden,
dass eine mogliche Uberfiihrung des Peptids fiir die Verringerung des Tumorwachstums

verantwortlich ist.

3.4.1.4.  Die Wirkung der CS1-Stimulation von MSCs auf die Immunzellinfiltration im
Melanom in athymischen Tieren
Die bisher erzielten Ergebnisse bezliglich des CS1-Peptids sollten als nachstes in athymischen

Tieren ohne funktionelle T-Zellen bestatigt werden.

Die Auswirkung der CS1-Stimulation von MSCs auf das Tumorwachstum in athymischen Tieren

MSCs wurden erneut flir 24 Stunden mit dem CS1-, bzw. Scr-Peptid, stimuliert und zusammen
mit B16-Zellen vermischt. Daraufhin wurde die Zellmischung subkutan in die Flanke der
athymischen Tiere injiziert und das Tumorwachstum am Versuchsende bestimmt (Abbildung

51).

133



Abbildung 51: Tumorvolumen und -gewicht bei der Injektion der stimulierten MSC-Subpopulationen mit B16-Tumorzellen
in athymischen CD1nu-Tieren.

1.000.000 B16-Melanomzellen wurden zusammen mit 100.000 MSCs in die Flanke von athymischen CD1nu-Tieren injiziert.
(A) Volumen der Tumore am Versuchsende (B16: 0,073cm3 * 0,015cm3, Scr: 0,032cm?3 + 0,0061cm3, CS1: 0,013cm3 +
0,003cm3), (n=12/10/11). (B) (B16: 0,064g + 0,0086g, Scr: 0,038g + 0,0073g, CS1: 0,018g + 0,0049g), (n=12/10/11). *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001.

Die Ergebnisse in athymischen Tierenbestatigten die zuvor erzielten Resultate. So konnte auch
hier gezeigt werden, dass das Tumorvolumen (Abbildung 51, A) und das Tumorgewicht
(Abbildung 51, B) im Vergleich zur B16-Kontrolle reduziert waren, wenn mit dem Scr-Peptid
behandelte MSCs injiziert wurden. Diese Reduktion wurde nochmals verstarkt, wenn MSCs

mit dem CS1-Peptid stimuliert wurden.

Die Auswirkung der CS1-Stimulation von MSCs auf die infiltrierenden Immunzellen in

athymischen Tieren

Die Infiltration von Immunzellen wurde im Zuge der erfolgreichen Bestatigung des

unterdriickten Wachstums auch in den hier erhaltenen Tumoren tberprift (Abbildung 52).
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Abbildung 52: Immunzellinfiltration bei der Injektion von stimulierten MSCs mit B16-Tumorzellen in athymischen CD1nu-
Tieren.

1.000.000 B16-Melanomzellen wurden zusammen mit 100.000 MSCs in die Flanke von athymischen CD1nu-Tieren injiziert
und die infiltrierenden Immunzellen per Durchflusszytometrie ausgewertet. (A) CD45*-Zellen (B16: 9,04% + 1,36%, Scr: 9,93%
+1,56%, CS1: 12,76% * 2,03%), (n=12/10/11). (B) CD45*CD11b*-Zelle (B16: 7,28% + 1,46%, Scr: 7,64% + 1,84%, CS1: 10,45%
+2,25%), (n=12/10/11). (C) CD45*F4/80*-Zellen (B16: 5,58% * 1,05%, Scr: 6,07% + 1,03%, CS1: 4,74% + 0,63%), (n=12/10/11).
(D) CD45*Ly6C* (B16: 3,26% + 1,06%, Scr: 4,46% + 1,28%, CS1: 5,85% + 1,58%), (n=12/10/11). (E) CD45*Ly6G*-Zellen (B16:
0,77% + 0,17%, Scr: 0,84% + 0,087%, CS1: 3,41% + 0,93%), (n=12/10/11) *p<0,05, **p<0,01.

Die Auswertung ergab keine Unterschiede der Infiltration zwischen CD45*-, CD45*CD11b*-,
CD45*F4/80"- und CD45*Ly6C*-Zellen (Abbildung 52, A-D). Es konnte jedoch erneut gezeigt
werden, dass der Anteil an CD45*Ly6G*-Zellen in den Tumoren, in denen CS1-stimulierte MSCs

eingesetzt wurden, erhéht waren (Abbildung 52, E).

Zusammenfassend ldasst sich sagen, dass das Tumorwachstum im Melanommodell in
immunkompetenten C57BI/6- und athymischen CD1nu-Mausen beim Einsatz von MSCs
inhibiert war, die mit einem Kontroll-Peptid stimuliert wurden. Zusatzlich konnte gezeigt
werden, dass die Nutzung des CS1-Peptids die Fahigkeit von MSCs zur Tumorunterdriickung
noch weiter steigern konnte. Desweiteren zeigte sich erneut, dass die Anzahl an CD45*Ly6G*-

Immunzellen erhoht war.
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3.4.1.5.  Die Folge der Depletion von Ly6G*-Zellen wéhrend des Tumorwachstums

Die erhohte Infiltration von CD45*Ly6G*-Zellen konnte bisher in beinahe allen Tumormodellen
gezeigt werden, wenn das Tumorwachstum durch die MSCs inhibiert wurde (Abbildungen 10,
24, 27, 30, 33, 36, 38, 40, 42, 44, 46 und 52). Diese Tatsache legt die Vermutung nahe, dass

diese Immunzellen fur die Tumurinhibition verantwortlich sein kénnten.

MSCs sind fiir ihre immunmodulatorischen Eigenschaften bekannt und kénnen das myeloide
Immunsystem modulieren (Francois et al., 2019; Ohlsson et al., 2003; Waterman et al., 2012a).
Deshalb sollte Uberpriift werden, ob MSCs die myeloiden Zellen modulieren und damit das
Tumorwachstum beeinflussen. Hierzu sollten die Ly6G*-Zellen depletiert und das Wachstum
untersucht werden. Die Versuchstiere wurden vor und nach der Tumorinjektion entweder mit

einer Isotyp-Kontrolle oder einem anti-Maus Ly6G-Antikorper behandelt (Abbildung 53).

Y Yy y y y y y vy Y

Abbildung 53: Versuchsablauf der Depletion Ly6G-exprimierender Zellen im B16-Modell mit C57BL/6-Tieren.

Die Versuchstiere wurden entweder mit einem Isotyp-Kontroll-Antikdrper oder einem anti-Maus Ly6G-Antikorper behandelt.
Die Injektion fand dabei taglich, beginnend 2 Tage vor der Tumorinjektion, statt und umfasste 50 pg des entsprechenden
Antikorpers in 50 pl PBS. Um die Effektivitat der Depletion zu erhéhen, wurde jeden 2. Tag zwei Stunden vor der anti-Maus
Ly6G-Antikérper-Injektion, beginnend ab dem 1. Tag der Antikérper-Injektion, 50 pg eines anti-Ratte k-Leichte-Kette-
Antikorpers injiziert (Boivin et al., 2020). Am dritten Tag wurden dann neben den Antikérpern auch B16 Zellen zusammen mit
MSCs, die jeweils mit dem Scr- oder dem CS1-Peptid stimuliert wurden, in die Flanke der Versuchstiere injiziert. Wahrend des
Tumorwachstums wurden weiterhin taglich depletierende- oder Kontroll-Antikérper injiziert. Der siebte Tag nach
Tumorinjektion stellte das Versuchsende dar.

Bestatigung der Depletion von Ly6G*-Zellen im Blut

Am Versuchsende wurde das Blut der jeweiligen Versuchstiere aus dem Herzen enthommen

und in mit EDTA beschichtete Reaktionsgefille gegeben. Das so erhaltene Blut diente dazu,
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die Depletion der Ly6G-exprimierenden Zellen durchflusszytometrisch zu bestdtigen. Die
Zellen wurden hierzu fixiert und permeabilisiert, um sowohl extra- als auch intrazellular
vorliegende Ly6G-Molekiile fiir die durchflusszytometrische Farbung zuganglich zu machen,
um auszuschlieRen, dass die jeweiligen Zellen durch die wahrend des Versuchszeitraums
injizierten Antikdrper maskiert und somit nicht detektierbar waren (Boivin et al., 2020).
AnschlieBend wurden die Blutzellen mit Antikérpern gegen Ly6G gefarbt, erneut gewaschen

und die vorliegenden Ly6G-exprimierenden Zellen durchflusszytometrisch bestimmt

(Abbildung 54).
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Abbildung 54: Bestatigung der Ly6G-Depletion im Blut der Versuchstiere.

Das Blut der Versuchstiere, die entweder mit dem Isotyp-Kontrollen- oder den anti-Maus Ly6G/anti-Ratte k-Leichte-Kette-
Antikorpern behandelt wurden, wurde am Versuchsende aus dem Herzen entnommen. Die Erythrozyten wurden lysiert und
die zuriickbleibenden Immunzellen fixiert und permeabilisiert, um auch intrazelluldre Ly6G-Molekile zuganglich zu machen.
Der Anteil an Ly6G-exprimierenden Zellen wurde anschlieRend durchflusszytometrisch analysiert. (A) Quantifizierung der
Ly6G-exprimierenden Zellen im Blut der jeweiligen Tiere. (Ly6G+-Zellen): (B16 Isotyp: 7,14% * 1,17%, Scr Isotyp: 10,97% +
1,84%, CS1 lIsotyp: 14,64% + 1,56%, B16 Ly6G: 3,85% + 0,53%, Scr Ly6G: 3,94% * 0,79%, CS1 Ly6G: 3,8% + 0,62%),
(n=10/12/12/10/12/12). (B) Reprasentative Darstellung der Ly6G*-Zellen im Blut von Tieren, die mit dem Isotyp-Kontroll-
Antikoérper behandelt wurden und von Tieren, in denen Ly6G-exprimierende Zellen depletiert wurden. *p<0,05, **p<0,01,

***p<0,001.
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Die Auswertung der Ly6G*-Zellen bestatigte die Depletion der Ly6G-exprimierenden Zellen im
Blut mit einer verringerten Anzahl in den Tieren, die die depletierenden Antikérper erhalten
hatten, im Vergleich zu den Tieren, die nur Isotyp-Kontroll-Antikorper verabreicht bekamen

(Abbildung 54).

Die Auswirkung der CS1-Stimulation von MSCs auf das Tumorwachstum bei der Depletion von

Ly6G-exprimierenden Zellen mittels Antikdrper-Injektion

Am Versuchsende wurden neben dem Blut auch die jeweiligen Tumore enthnommen und

daraufhin das Tumorvolumen und das Tumorgewicht bestimmt (Abbildung 55).

Abbildung 55: Tumorvolumen und -gewicht bei der Injektion von stimulierten MSCs mit B16-Tumorzellen in C57BL/6-Tiere
bei der Depletion von Ly6G+*-Zellen.

1.000.000 B16-Melanomzellen wurden zusammen mit 100.000 stimulierten MSCs in die Flanke von C57BI/6-Tieren injiziert,
die entweder Kontroll- oder Ly6G*-depletierendenden Antikérper erhalten haben. (A) Volumen der Tumore am Versuchsende
(B16 Isotyp: 0,069cm3 + 0,0085cm3, Scr Isotyp: 0,034cm3 * 0,0077cm3, CS1 Isotyp: 0,0098cm3 + 0,0039cm3, B16 Ly6G:
0,036cm3+0,0077cm3, Scr Ly6G: 0,051cm3 +£0,012cm3, CS1 Ly6G: 0,069cm3 +0,015cm3), (n=10/12/11/10/12/12). (B) Gewicht
der Tumore am Versuchsende (B16 Isotyp: 0,064g + 0,0072g, Scr Isotyp: 0,031g + 0,0053g, CS1 Isotyp: 0,016g + 0,0031g, B16
Ly6G: 0,038g + 0,0052g, Scr Ly6G: 0,051g + 0,0078g, CS1 Ly6G: 0,044g + 0,0044g), (n=10/12/11/10/12/12). *p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001.

Das Volumen (Abbildung 55, A) und das Gewicht (Abbildungen 55, B) in den Isotyp-Antikorper-
Gruppen, die Scr-Peptid-behandelte MSCs erhalten hatten, waren, wie bereits zuvor, im
Vergleich zur Kontrolle reduziert, wahrend diese Reduktion durch die Behandlung mit dem
CS1-Peptid noch weiter verstarkt wurde. Der Isotyp-Kontroll-Antikorper hatte also, wie

erwartet, keinen Einfluss auf das Tumorwachstum. Auf der anderen Seite blieb die Inhibition
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des Volumens und des Gewichts in den Gruppen vollstédndig aus, in denen Immunzellen mittels
des Ly6G-Antikorpers depletiert wurden. Dies gilt sowohl fiir Scr-, als auch fir CS1-MSCs.
Interessanterweise verminderte sich die GroRBe der B16-Kontrollgruppe, wenn Ly6G-

exprimierende Zellen in diesen Tieren depletiert wurden.

Die Auswirkung der CS1-Stimulation von MSCs auf die Infiltration von Immunzellen bei der

Depletion von Ly6G-exprimierenden Zellen mittels Antikorper-Injektion

Auch die infiltrierenden Immunzellen in den Tieren, die entweder Isotyp-Kontroll- oder Ly6G-

/anti-Ratte k-Leichte Kette-Antikorper erhalten haben, wurden evaluiert (Abbildung 56).
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Abbildung 56: Immunzellinfiltration bei der Injektion von stimulierten MSCs mit B16-Tumorzellen in C57BL/6-Tiere bei der
Depletion von Ly6G*-Zellen.

1.000.000 B16-Melanomzellen wurden zusammen mit 100.000 stimulierten MSCs in die Flanke von C57BL/6-Tieren injiziert,
die entweder eine Antikorper-Injektion in Form einer Isotyp-Kontrolle oder eines Ly6G*-depletierendenden Antikorpers
erhalten haben und deren Tumore durchflusszytometrisch analysiert wurden. (A) CD45*-Zellen (B16 Isotyp: 35,23% + 4,16%,
Scr Isotyp: 29,44% + 2,82%, CS1 Isotyp: 28,93% * 2,54%, B16 Ly6G: 32,31% + 3,29%, Scr Ly6G: 31,58% + 3,71%, CS1 Ly6G:
31,80% + 3,21%), (n=10/12/11/10/12/12). (B) CD45*CD11b*-Zellen (B16 Isotyp: 20,48% + 2,31%, Scr Isotyp: 16,13% + 1,4%,
CS1 Isotyp: 20,37% + 1,59%, B16 Ly6G: 22,91% + 2,58%, Scr Ly6G: 20,28% + 1,86%, CS1 Ly6G: 22,45% + 2,68%),
(n=10/12/11/10/12/12). (C) CD45*F4/80*-Zellen (B16 Isotyp: 14,59% + 0,93%, Scr Isotyp: 12,25% + 1,63%, CS1 Isotyp: 14,8%
+ 2,75%, B16 Ly6G: 15,47% * 2,04%, Scr Ly6G: 13,88% + 2,0%, CS1 Ly6G: 15,95% + 1,57%), (n=10/12/11/10/12/12). (D)
CD45*Ly6C*-Zellen (B16 Isotyp: 17,31% + 2,48%, Scr Isotyp: 14,55% + 1,62%, CS1 Isotyp: 16,17% + 1,72%, B16 Ly6G: 17,85% +
2,45%, Scr Ly6G: 16,02% + 2,05%, CS1 Ly6G: 16,87% + 2,36%), (n=10/12/11/10/12/12). (E) CD45*Ly6G*-Zellen (B16 Isotyp:
2,11% + 0,29%, Scr Isotyp: 3,52% + 1,19%, CS1 Isotyp: 8,22% + 1,82%, B16 Ly6G: 1,23% + 0,83%, Scr Ly6G: 1,32% + 0,53%, CS1
Ly6G: 1,74% + 0,54%), (n=9/12/11/9/11/12). *p<0,05, **p<0,01.
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Es konnten keine Veranderungen zwischen den Gruppen beziiglich der Infiltration von CD45*-
, CD45*CD11b*-, CD45*F4/80*- oder CD45*Ly6C*-Zellen festgestellt werden (Abbildung 56, A-
D). Bei der Verwendung des Isotyp-Kontrollen-Antikdrpers konnte jedoch, wie bereits in
vorherigen Versuchen, der Anstieg der CD45*Ly6G*-Zellen in der CS1-stimulierten-MSC-
Gruppe im Vergleich zur B16-Gruppe und zur Scr-MSC-Gruppe festgestellt werden (Abbildung
56, E). Dieser Anstieg blieb jedoch bei der Verwendung des gegen Ly6G-gerichteten

Antikorpers aus.

Aus diesen Ergebnissen lasst sich schlieRen, dass Ly6G*-Zellen in normalen B16-Tumoren ohne
MSCs eine Tumor-fordernde Funktion aufzuweisen scheinen, da ohne ihre Anwesenheit das
Tumorwachstum reduziert wird. Auf der anderen Seite ist die Anwesenheit von Ly6G-
exprimierenden Zellen essentiell bei der Funktion von MSCs, das Tumorwachstum zu
inhibieren. Bei der Abwesenheit dieser Zellen bleibt die Unterdrickung des Wachstums
unabhangig von der Behandlung der MSCs vollstandig aus. Dementsprechend werden diese
Zellen durch MSCs und deren Kontakt zur CS1-Region, bzw. Fibronektin moduliert, um der

Tumorprogression entgegenzuwirken.

3.4.2. Die Wirkung der CS1-Stimluation auf MSCs

Nachdem die Wirkung des CS1-Peptids bei der MSC-vermittelten Tumorinhibition durch
Neutrophile gezeigt werden konnte, stellt sich die Frage, wie dieses Peptid die MSCs
moduliert. Hierzu wurden zum einen die mRNA-Expression, sowie die aktivierten Signalwege

in MSCs nach CS1-Behandlung untersucht.

3.4.2.1.  Verdnderung der Zytokin- und Chemokinexpression in MSCs nach der
Behandlung mit dem CS1-Peptid

Fibronektin ist in der Lage, inflammatorische Prozesse auszulosen (Hwang et al., 2015; Krock
et al., 2017). Da die Behandlung der MSCs mit dem CS1-Peptid aus Fibronektin zu einer
Modulation des Immunsystems in Form von Neutrophilen fiihrte, wurde deshalb die mRNA-
Expression mehrerer Zytokine und Chemokine in MSCs 24 Stunden nach der Behandlung mit

dem CS1-Peptid untersucht (Abbildung 57).
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Abbildung 57: mRNA-Expression verschiedener Zytokine und Chemokine nach der Behandlung der MSCs mit dem CS1-
Peptid.

MSCs wurden fiir 24 Stunden in der Abwesenheit von FCS mit dem Scr- oder dem CS1-Peptid stimuliert, woraufhin ihre RNA
isoliert und daraus cDNA synthetisiert wurde. AnschlieBend wurden gPCRs fiir die Zytokine und Chemokine CXCL1, CXCL2,
TNFa, IFNB, IL1B und IL6 durchgefiihrt. Die relative Expression der entsprechenden mRNAs wurden gegen HPRT quantifiziert.
(A) Expression von CXCL1 nach der Stimulation mit dem CS1-Peptid (Scr: 0,94 + 0,074, CS1: 2,73 + 0,5), (n=14/17). (B)
Expression von CXCL2 nach der Stimulation mit dem CS1-Peptid (Scr: 1,13 + 0,079, CS1: 13,06 + 7,73), (n=10/9) (C) Expression
von TNFa nach der Stimulation mit dem CS1-Peptid (Scr: 1,11 + 0,084, CS1: 2,87 + 0,85), (n=15/13). (D) Expression von IFNB
nach der Stimulation mit dem CS1-Peptid (Scr: 0,012 + 0,0043, CS1: 0,042 + 0,012), (n=17/22). (E) Expression von IL1B nach
der Stimulation mit dem CS1-Peptid (Scr: 1,03 + 0,0096, CS1: 4,45 + 0,88), (n=11/14). (F) Expression von IL6 nach der
Stimulation mit dem CS1-Peptid (Scr: 1,25 + 0,13, CS1: 3,82 + 1,69), (n=22/24). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

Die Behandlung mit dem CS1-Peptid steigerte die Expression von CXCL1, CXCL2, TNFa, IFNB,
IL1B und IL6 in MSCs. Somit konnte gezeigt werden, dass das CS1-Peptid in MSCs die

Expression von pro-inflammatorischen Zytokinen und Chemokinen heraufreguliert.

3.4.2.2.  Aktivierte Signalwege durch die CS1-Stimulation

Das CS1-Peptid kann an die Integrine a4B1 und a4B7 binden (Guan und Hynes, 1990; Mould
et al., 1990; Ruegg et al., 1992; Wayner et al., 1989). Aus diesem Grund sollten Signalwege in
MSCs untersucht werden, die mit der Aktivierung des Integrinsignalwegs in Zusammenhang

stehen. Hierzu wurde die Phosphorylierung der Kinasen FAK, ERK, AKT und JNK untersucht,
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die durch die Bindung von Molekilen der extrazelluldren Matrix an Integrine aktiviert werden
(Ellert-Miklaszewska et al., 2020). Hierfir wurden MSCs zunichst fiir 24 Stunden in
Anwesenheit von 10% FCS ausgesdht, bevor das Medium mit einem ohne FCS Uber Nacht
ersetzt wurde. AnschlieRend wurden die MSCs mit 20 pug/ml, bzw. 7,3 uM des CS1-Peptids
behandelt. Aufgrund der Tatsache, dass pFN ebenfalls die Fahigkeit von MSCs verbessern
konnte, das Tumorwachstum zu unterdriicken (Abbildung 43), wurde die Wirkung von pFN auf
MSCs als Kontrolle untersucht; jedoch war es technisch nicht moglich, die MSCs mit einer
Konzentration von 7,3 UM an pFN zu stimulieren. Aus diesem Grund wurden 0,73 uM pFN und
0,73 uM CS1 zu den MSCs gegeben. Der zeitliche Ablauf der Phosphorylierung von FAK zu den
Zeitpunkten 15, 30, 60, 120 und 180 Minuten ist in Abbildung 58 dargestellt.
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Abbildung 58: Phosphorylierung von FAK in MSCs durch pFN und verschiedene Konzentrationen des CS1-Peptids liber einen
Zeitverlauf von 15 bis 180 Minuen.

MSCs wurden fir 15, 30, 60, 120 und 180 Minuten in der Abwesenheit von FCS mit pFN oder verschiedenen Konzentrationen
des CS1-Peptids stimuliert, woraufhin sie in Proteinlysepuffer aufgenommen wurden die Phosphorylierung verschiedener
Proteine mittels Western Blot evaluiert wurden. (A) Auswertung der Densiometrie der Phosphorylierung von pFAK in Relation
zu FAK. (15 Min.: CT: 0,62 £ 0,059, pFN (0,73 uM): 1,07 + 0,046, CS1 (7,3 pM): 1,17 + 0,067, CS1 (0,73 uM): 1,13 + 0,11, 30
Min.: CT: 1,14 + 0,08, pFN (0,73 uM): 0,98 + 0,16, CS1 (7,3 uM): 0,85 + 0,077, CS1 (0,73 uM): 1,03 + 0,22, 60 Min.: CT: 1,08 +
0,15, pFN (0,73 pM): 1,1 £0,24, CS1 (7,3 uM): 1,0 £ 0,21, CS1 (0,73 uM): 1,07 0,15, 120 Min.: CT: 1,02 £ 0,15, pEN (0,73 uM):
0,89 + 0,085, CS1 (7,3 uM): 0,94 + 0,14, CS1 (0,73 uM): 1,14 + 0,13, 180 Min.: CT: 0,87 + 0,048, pFN (0,73 uM): 1,02 + 0,14,
CS1 (7,3 pM): 0,92 + 0,089, CS1 (0,73 uM): 1,23 + 0,13), (n=4/4/4/4/5/5/5/5/5/5/5/5/5/5/5/5/4/4/4/4). (B) Reprisentative
Darstellung der Phosphorylierung von FAK durch die eingesetzten Molekile. *p<0,05, ***p<0,001.
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FAK zeigte eine friilhe Reaktion auf die eingesetzten Peptide nach 15 Minuten, wobei alle
Behandlungen zu einer erhdhten Phosphorylierung von FAK fiihrten (Abbildung 58). Danach

konnte jedoch keine einheitliche Erh6hung der Phosphorylierung von FAK festgestellt werden.

Im nachsten Schritt wurde die Phosphorylierung von AKT unter den gleichen Bedingungen und

Zeitpunkten ermittelt (Abbildung 59).
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Abbildung 59: Phosphorylierung von AKT in MSCs durch pFN und verschiedene Konzentrationen des CS1-Peptids lber
einen Zeitverlauf von 15 bis 180 Minuen.

MSCs wurden fir 15, 30, 60, 120 und 180 Minuten in der Abwesenheit von FCS mit pFN oder verschiedenen Konzentrationen
des CS1-Peptids stimuliert, woraufhin sie in Proteinlysepuffer aufgenommen wurden die Phosphorylierung verschiedener
Proteine mittels Western Blot evaluiert wurden. (A) Auswertung der Densiometrie der Phosphorylierung von pAKT in Relation
zu AKT. (15 Min.: CT: 0,92 + 0,041, pFN (0,73 uM): 1,03 + 0,02, CS1 (7,3 pM): 1,06 + 0,028, CS1 (0,73 HM): 0,99 + 0,03, 30 Min.:
CT: 0,89 £ 0,041, pFN (0,73 uM): 1,06 + 0,027, CS1 (7,3 uM): 1,07 + 0,033, CS1 (0,73 uM): 0,98 + 0,029, 60 Min.: CT: 0,9 + 0,07,
pFN (0,73 uM): 1,12 + 0,04, CS1 (7,3 uM): 1,07 + 0,033, CS1 (0,73 uM): 0,87 + 0,056, 120 Min.: CT: 0,81 + 0,033, pFN (0,73
pM): 1,03 + 0,046, CS1 (7,3 uM): 1,09 + 0,035, CS1 (0,73 uM): 0,98 + 0,028, 180 Min.: CT: 0,93 + 0,041, pFN (0,73 uM): 1,07 +
0,028, CS1 (7,3 uM): 1,07 + 0,025, CS1 (0,73 uM): 0,91 + 0,062), (n=10/10/10/10/10/10/10/10/10/10/10/10/10/10/10/
10/10/10/10/10). (B) Reprasentative Darstellung der Phosphorylierung von AKT durch die eingesetzten Molekiile. *p<0,05,
*¥p<0,01, ***p<0,001.

Die erste signifikante Erhohung von AKT konnte bereits nach 15 Minuten durch pFN und das
CS1-Peptid bei einer Konzentration von 7,3 uM ermittelt werden, die sich in allen weiteren
Zeitpunkten widerspiegelte (Abbildung 59). Nach 120 Minuten konnte jedoch fiir alle drei

eingesetzten Peptide eine Erhdhung festgestellt werden.
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Im Folgenden ist die Phosphorylierung von ERK wiedergegeben (Abbildung 60).
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Abbildung 60: Phosphorylierung von ERK in MSCs durch pFN und verschiedene Konzentrationen des CS1-Peptids liber einen
Zeitverlauf von 15 bis 180 Minuen.

MSCs wurden fur 15, 30, 60, 120 und 180 Minuten in der Abwesenheit von FCS mit pFN oder verschiedenen Konzentrationen
des CS1-Peptids stimuliert, woraufhin sie in Proteinlysepuffer aufgenommen wurden die Phosphorylierung verschiedener
Proteine mittels Western Blot evaluiert wurden (A) Auswertung der Densiometrie der Phosphorylierung von pERK in Relation
zu ERK. (15 Min.: CT: 0,91 + 0,038, pFN (0,73 uM): 1,1 + 0,019, CS1 (7,3 uM): 1,07 + 0,024, CS1 (0,73 pM): 0,93 + 0,035, 30
Min.: CT: 0,88 + 0,033, pFN (0,73 uM): 1,11 + 0,037, CS1 (7,3 uM): 1,12 + 0,035, CS1 (0,73 uM): 0,88 £ 0,056, 60 Min.: CT: 0,86
+0,098, pFN (0,73 uM): 1,2 + 0,079, CS1 (7,3 uM): 1,1 £ 0,065, CS1 (0,73 uM): 0,74 + 0,087, 120 Min.: CT: 0,71 + 0,078, pFN
(0,73 uM): 1,1 £ 0,053, CS1 (7,3 uM): 1,13 + 0,046, CS1 (0,73 pM): 0,99 + 0,054, 180 Min.: CT: 0,91 + 0,071, pFN (0,73 pM):
1,17 £ 0,072, CS1 (7,3 uM): 1,08 + 0,065, CS1 (0,73 uM): 0,84 + 0,074), (n=10/10/10/10/10/10/10/10/10/10/10/10/10/10/
10/10/10/10/10/10). (B) Reprasentative Darstellung der Phosphorylierung von ERK durch die eingesetzten Molekiile.
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

Ahnlich wie es bei AKT der Fall war, zeigten pFN und das CS1-Peptid bei einer Konzentration
von 7,3 uM bereits nach 15 Minuten eine erhdohte Phosphorylierung von ERK (Abbildung 60).
Wahrend bei den meisten Ubrigen Zeitpunkten keine einheitliche Erh6hung dieser beiden
Bedingungen ersichtlich war, war auch diese Kinase nach 120 Minuten bei allen drei Peptiden,

bzw. Konzentrationen starker phosphoryliert.

Auch die Phosphorylierung von JNK wurde ermittelt (Abbildung 61).
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Abbildung 61: Phosphorylierung von JNK in MSCs durch pFN und verschiedene Konzentrationen des CS1-Peptids liber einen

Zeitverlauf von 15 bis 180 Minuen.

MSCs wurden fir 15, 30, 60, 120 und 180 Minuten in der Abwesenheit von FCS mit pFN oder verschiedenen Konzentrationen
des CS1-Peptids stimuliert, woraufhin sie in Proteinlysepuffer aufgenommen wurden die Phosphorylierung verschiedener
Proteine mittels Western Blot evaluiert wurden. (A) Auswertung der Densiometrie der Phosphorylierung von pJNK in Relation
zu JNK. (15 Min.: CT: 1,01 + 0,058, pFN (0,73 uM): 1,05 + 0,031, CS1 (7,3 uM): 1,04 £ 0,027, CS1 (0,73 uM): 0,89 + 0,047), 30
Min.: CT: 0,87 + 0,12, pFN (0,73 uM): 1,16 + 0,09, CS1 (7,3 uM): 1,17 + 0,076, CS1 (0,73 uM): 0,8 + 0,12, 60 Min.: CT: 0,88 +
0,069, pFN (0,73 uM): 1,17 £ 0,072, CS1 (7,3 uM): 1,14 + 0,043, CS1 (0,73 uM): 0,73 + 0,11, 120 Min.: CT: 0,85 + 0,08, pFN
(0,73 uM): 1,21 + 0,05, CS1 (7,3 uM): 1,15 + 0,045, CS1 (0,73 uM): 0,79 + 0,081, 180 Min.: CT: 0,73 £ 0,11, pFN (0,73 uM): 1,12
+ 0,082, CS1 (7,3 uM): 1,15 + 0,045, CS1 (0,73 uM): 0,84 + 0,19), (n=9/9/9/9/9/9/9/9/9/9/9/9/9/9/9/9/9/9/9/9). (B)
Repréasentative Darstellung der Phosphorylierung von JNK durch die eingesetzten Molekdile. *p<0,05, **p<0,01.

Im Falle von JNK konnte zunachst mit dem CS1-Peptid bei einer Kontentraton von 7,3 uM nach
30 Minuten eine Erhéhung der Phosphorylierung ermittelt werden, die auch bei allen weiteren
untersuchten Zeitpunkten erhalten blieb (Abbildung 61). Wahrend pFN die Phosphorylierung
von JNK nach 60, 120 und 180 Minuten erhohte, konnte das CS1-Peptid beim Einsatz in der

geringeren Konzentration keine Erh6hung zeigen.

Somit konnte bestadtigt werden, dass sowohl pFN, als auch das CS1-Peptid die
Phosphorylierung aller drei untersuchten Kinasen anregen kdnnen, wobei das CS1-Peptid bei
einer Konzentration von 0,73 uM keine Veranderungen bei der Phosphorylierung von JNK

ausloste.
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Da der Transkriptionsfaktor NFkB die Induktion der bei der gPCR hochregulierten Gene
(Abbildung 57) CXCL1 (Burke et al., 2014; Yano und Ogura, 2018), CXCL2 (Burke et al., 2014;
Yano und Ogura, 2018), TNFa (Park et al., 2015; Sun et al., 2017), IL1B (Sun et al., 2017), IL6
(Libermann und Baltimore, 1990) und IFNB (Agelopoulos et al., 2021; Thanos und Maniatis,
1992) aul6st oder daran beteiligt ist, wurde ebenfalls die Phosphorylierung von NFkB (p65)
und IkBa im Western Blot iberpriift. In Abbildung 62 sind die Ergebnisse der Western Blots

fir IkBa gezeigt.
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Abbildung 62: Phosphorylierung von IkBa in MSCs durch pFN und verschiedene Konzentrationen des CS1-Peptids tiber
einen Zeitverlauf von 15 bis 180 Minuen.

MSCs wurden fir 15, 30, 60, 120 und 180 Minuten in der Abwesenheit von FCS mit pFN oder verschiedenen Konzentrationen
des CS1-Peptids stimuliert, woraufhin sie in Proteinlysepuffer aufgenommen wurden die Phosphorylierung verschiedener
Proteine mittels Western Blot evaluiert wurden. (A) Auswertung der Densiometrie der Phosphorylierung von plkBa in
Relation zu IkBa. (15 Min.: CT: 0,9+ 0,17, pFN (0,73 uM): 0,86 + 0,095, CS1 (7,3 uM): 1,04 £ 0,11, CS1 (0,73 uM): 1,46 £ 0,24,
30 Min.: CT: 0,63 £ 0,16, pFN (0,73 uM): 1,19 £ 0,11, CS1 (7,3 uM): 1,23 + 0,12, CS1 (0,73 uM): 1,23 £ 0,54, (60 Min.: CT: 0,41
+0,14, pFN (0,73 uM): 1,19 £ 0,14, CS1 (7,3 uM): 1,15 + 0,073, CS1 (0,73 uM): 1,1 + 0,33, 120 Min.: CT: 0,49 £+ 0,16, pFN (0,73
uM): 1,15 + 0,079, CS1 (7,3 uM): 1,23 £ 0,15, CS1 (0,73 uM): 0,94 + 0,15, 180 Min.: CT: 0,5+ 0,13, pFN (0,73 uM): 1,25 +0,12,
CS1 (7,3 uM): 1,25 + 0,12, CS1 (0,73 uM): 0,82 + 0,19, (n=9/9/9/9/9/9/9/9/9/9/9/9/8/8/8/8/9/9/9/9). (B) Reprasentative
Darstellung der Phosphorylierung von IkBa durch die eingesetzten Molekile. *¥p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

IkBa wurde bereits nach 30 Minuten durch pFN und das CS1-Peptid bei einer Konzentration

von 7,3 uM verstarkt phosphoryliert, was bis zu einem Zeitraum von drei Stunden zu
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beobachten war (Abbildung 62). Das CS1-Peptid konnte bei der geringeren Konzentration
keine signifikante Erhohung erreichen. Nach 120 Minuten zeigt es jedoch zumindest einen

Trend zur Erhéhung der Phosphorylierung.

Letztendlich wurde auch die Phosphorylierung von NFkB ermittelt (Abbildung 63).
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Abbildung 63: Phosphorylierung von NFkB in MSCs durch pFN und verschiedene Konzentrationen des CS1-Peptids lber
einen Zeitverlauf von 15 bis 180 Minuen.

MSCs wurden fir 15, 30, 60, 120 und 180 Minuten in der Abwesenheit von FCS mit pFN oder verschiedenen Konzentrationen
des CS1-Peptids stimuliert, woraufhin sie in Proteinlysepuffer aufgenommen wurden die Phosphorylierung verschiedener
Proteine mittels Western Blot evaluiert wurden. (A) Auswertung der Densiometrie der Phosphorylierung von pNFkB in
Relation zu NFkB. (15 Min.: CT: 0,75 + 0,076, pFN (0,73 uM): 1,04 + 0,067, CS1 (7,3 uM): 1,16 £ 0,1, CS1 (0,73 uM): 1,23 +
0,12, 30 Min.: CT: 0,99 £ 0,1, pFN (0,73 uM): 1,12 + 0,055, CS1 (7,3 uM): 0,1 + 0,039, CS1 (0,73 uM): 0,96 + 0,098, 60 Min.: CT:
1,12 0,15, pFN (0,73 pM): 1,42 + 0,12, CS1 (7,3 uM): 0,94 + 0,1, CS1 (0,73 pM): 0,81 + 0,12, 120 Min.: CT: 0,81 + 0,078, pFN
(0,73 uM): 1,09 + 0,079, CS1 (7,3 uM): 1,06 + 0,057, CS1 (0,73 uM): 1,12 + 0,079, 180 Min.: CT: 0,83 + 0,047, pFN (0,73 pM):
1,08 + 0,091, CS1 (7,3 uM): 1,09 + 0,048, CS1 (0,73 uM): 1,18 + 0,18), (n=8/8/8/8/8/8/8/8/8/8/8/8/8/8/8/8/8/8/8/8). (B)
Reprasentative Darstellung der Phosphorylierung von NFkB durch die eingesetzten Molekiile. *p<0,05, **p<0,01.

Die Phosphorylierung von NFkB zeigte jeweils bei 15 und bei 120 Minuten eine Zunahme bei
allen behandelten Gruppen (Abbildung 63). Nach 180 Minuten bewirkte die Stimulation mit
pFN und dem CS1-Peptid in der hoheren Konzentration ebenfalls eine verstarkte

Phosphorylierung.
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Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Behandlung von MSCs mit dem CS1-Peptid zur
Phosphorlyierung von NFkB fiihrte, sollte die Translokation dieses Transkriptionsfaktors in den
Zellkern von MSCs gezeigt werden. Hierzu wurden MSCs mit dem CS1-Peptid behandelt und
die Zellen in eine Zytoplasma- und eine Nukleus-Fraktion getrennt. Die im Zellkern
vorhandene Menge an NFkB wurde im Anschluss in der Zellkern-Fraktion im Vergleich zum

Haushaltsgen Histon H3 quantifiziert (Abbildung 64).
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Abbildung 64: Die Translokation von NFkB in den Zellkern von MSCs nach der Behandlung mit dem CS1-Peptid. 7,3 uM CS1.

MSCs wurden fiir 120 Minuten in der Abwesenheit von FCS mit dem CS1-Peptid in einer Konzentration von 7,3 uM stimuliert,
woraufhin sie in eine Zytoplasma- und eine Nukleus-Fraktion ausfgeteilt wurden. Die Nukleus-Fraktion wurde mittels Western
Blot evaluliert. Auswertung der Densiometrie der Phosphorylierung von NFkB in Relation zu Histon H3 mit reprasentativer
Darstellung der untersuchten Molekiile. (CT: 0,85 + 0,097, CS1: 1,22 + 0,047), (n=4/4). *p<0.05.

Die Behandlung von MSCs mit dem CS1-Peptid fihrte zu einer verstarkten Translokation von
NFkB in den Zellkern (Abbildung 64), was die Aktivierung des NFkB-Signalwegs durch dieses
Peptid bestatigt.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Behandlung von MSCs mit pFN und dem CS1-
Peptid die Phosphorylierung von FAK, AKT, ERK, JNK, IkBa und NFkB zu unterschiedlichen
Zeitpunkten verstarkt. AuRRer FAK zeigten alle untersuchten Proteine bei 120 Minuten einen
Anstieg der Phosphorylierung, wobei die niedrige Konzentration des CS1-Peptids bei JNK
zumindest einen Trend zu diesem Zeitpunkt zeigte. Auch die Translokation des
Transkriptionsfaktors NFkB in den Zellkern von MSCs als Reaktion auf die Behandlung mit dem

CS1-Peptid konnte in diesem Zusammenhang bestatigt werden.

3.4.2.3. Die Inhibition von TLR4 unterbindet die CS1-vermittelte Translokation von NFkB

Fibronektin kann die Aktivierung des NFkB-Signalwegs sowohl Gber die Bindung an Integrine

(Kettritz et al., 2004; Orr et al., 2005; Qwarnstrom et al., 1994), als auch an Toll-like Rezeptoren
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auslosen (Kelsh et al., 2014; Okamura et al., 2001; Zheng et al., 2011). Dabei werden sowohl
Uber Integrine als auch liber TLRs die gleichen Signalkaskaden in Form von IkB (Hayden und
Ghosh, 2008; Kettritz et al., 2004), FAK (Ellert-Miklaszewska et al., 2020; Zeisel et al., 2005),
AKT (Bai et al., 2009; Ellert-Miklaszewska et al., 2020), ERK (Ellert-Miklaszewska et al., 2020;
Kiper et al., 2012) und JNK (Ellert-Miklaszewska et al., 2020; Kiper et al., 2012) aktiviert. Aus
diesem Grund sollte der Rezeptor ermittelt werden, durch den das CS1-Peptid den NFkB-
Signalweg in MSCs aktiviert. Ein bekannter Rezeptor fiir CS1 stellt das Integrin a4B1 dar (Guan
und Hynes, 1990; Mould et al., 1990; Ruegg et al., 1992; Wayner et al., 1989), wohingegen
berichtet wurde, dass Fibronektin an TLR2 (Ambesi et al., 2022; Hwang et al., 2015), TLR4
(Kelsh et al., 2014; Okamura et al., 2001; Sofat et al., 2012) und TLR5 (Ambesi et al., 2022)
binden kann. Zunachst wurde die Expression der genannten Rezeptoren in MSCs

durchflusszytometrisch bestimmt (Abbildung 65).
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Abbildung 65: Expression von Integrin a4f1, TLR2, TLR4 und TLR5 auf MSCs.

MSCs wurden isoliert und die Expression von Integrin a4p1, TLR2, TLR4 und TLR5 durchflusszytometrisch bestimmt. (A) Anteil
der jeweiligen Rezeptoren auf den isolierten MSCs. (Integrin a4p1: 16,05% * 1,38%, TLR2: 31,1% * 1,22%, TLR4: 24,98% +
2,44%, TLR5: 26,28% + 2,9%), (n=4/4/4/4). (B) Reprasentative Darstellung der Expression der jeweiligen Marker.

Die durchflusszytometrische Analyse der MSCs zeigte, dass jeder der genannten Rezeptoren

auf einem Teil der isolierten Stromazellen exprimiert wird (Abbildung 65). Somit konnte jeder
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Rezeptor fiir die Aktivierung der zuvor untersuchten Signalkaskaden verantwortlich sein

(Abschnitt 3.4.2.2. Aktivierte Signalwege durch die CS1-Stimulation).

Aufgrund dieser Expression wurden die MSCs in Anwesenheit von mehreren Inhibitoren mit
dem CS1-Peptid stimuliert: BIO5192 inhibiert die Integrine a4f1l und a4f7, TLR2-IN-C29
inhibiert TLR2, TLR4-IN-C34 und TAK-242 inhibieren TLR4 und TH-1020 ist ein Inhibitor fir
TLR5. Die MSCs wurden eine Stunde vor der zweistiindigen CS1-Zugabe mit dem jeweiligen
Inhibitor behandelt. Um die bestmogliche Aussage Uiber die Aktivierung des NFkB-Signalwegs
zu erhalten, wurden MSCs nach Stimulation zu Zytoplasma- und Zellkern-Extrakten
fraktioniert, um die tatsachlich im Nukleus vorhandene Menge an NFkB zu bestimmen. Bei der
Inhibition von TLR5 mit 30 uM TH-1020 misste jedoch eine DMSO-Verdiinnung von 1:167
angewendet werden, bei der allerdings in der Kontroll-Gruppe die Translokation von NFkB in
den Zellkern unterbunden wurde (Daten nicht gezeigt). Dies hat vermutlich mit der anti-
inflammatorischen Wirkung von DMSO zu tun (Elisia et al., 2016; Essani et al., 1997). Aus
diesem Grund wurde fir diese Versuchsgruppe eine zehnfach geringere Konzentration des
Inhibitors und des CS1-Peptids gewahlt. Die Kern-Extrakte wurden im Western Blot
aufgetragen und das vorhandene NFkB-Signal anhand des Haushaltsgens Histon H3

quantifiziert (Abbildung 66).
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Abbildung 66: Pharmakologische Inhibition von Integrin a4f1, TLR2, TLR4 und TLR5 und deren Auswirkung auf die
Translokation von NFkB in den Zellkern von MSCs.

Zu MSCs wurde eine Stunde vor der Zugabe des Peptids einer der Inhibitoren flr Integrin a4f1, TLR2, TLR4 und TLR5
hinzugeflgt, bevor diese fur zwei Stunden mit dem CS-Peptid behandelt wurden. AnschlieBend wurden sie in eine
Zytoplasma- und eine Zellkernfraktion aufgeteilt und die Translokation von NFkB in den Zellkern bestimmt. (CT DMSO 1:3333:
0,88 + 0,078, CS1 DMSO 1:3333: 1,33 £ 0,086, CS1 BIO5192: 1,25 + 0,11, CS1 TLR2-IN-C29: 1,2 £ 0,13, CS1 TAK-242: 0,88 +
0,098, CT DMSO 1:1670: 0,82 + 0,12, CS1 DMSO 1:1670: 1,28 + 0,077, CS1 TH-1020: 1,5 + 0,19, CT: 0,84 + 0,16, CS1: 1,98 +
0,39, CS1 TLR4-IN-C34: 0,71 £ 0,063), (n=23/23/21/11/14/8/8/8/9/9/10). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

Die Behandlung mit dem CS1-Peptid flihrte zu einer gesteigerten Translokation von NFkB in
den Zellkern (Abbildung 66). Dabei fiel auf, dass die Inhibition des Integrins a4B1/a4p7

Uberraschenderweise keinen Einfluss auf die Translokation hatte, was ebenfalls fir TLR2 und
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TLR5 gezeigt werden konnte. Einzig die Inhibition von TLR4 mit beiden Inhibitoren, TLR4-IN-
C34 und TAK-242, senkte die Translokation von NFkB zuriick auf die Hohe der Kontrolle. Somit
ist TLR4 der verantwortliche Rezeptor, dessen Aktivierung die Translokation von NFkB in den

Zellkern von MSCs bedingt.

3.4.2.4.  Die Inhibition von TLR4 unterbindet die CS1-vermittelte Expression von Zytokinen
und Chemokinen

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Inhibition von TLR4 die Translokation von NFkB in
den Zellkern durch die CS1-Stimulation hemmt, muss nun noch der Zusammenhang zwischen
der Translokation von NFkB und der Expression von Zytokinen und Chemokinen durch das
CS1-Peptid untersucht werden. Hierzu wurden MSCs eine Stunde vor der CS1-Zugabe mit dem
TLR4-Inhibitor TLR4-IN-C34 behandelt und mit dem CS1-Peptid kultiviert. Dieser Inhibitor
wurde gewahlt, da er auch in PBS I6slich war und DMSO anti-inflammatorisch wirkt und den
NFkB-Signalweg inhibieren kann (Elisia et al., 2016; Essani et al., 1997). AnschlieRend wurde

die Expression der zuvor untersuchten Gene mittels qPCR evaluiert (Abbildung 67).
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Abbildung 67: mRNA-Expression verschiedener Zytokine und Chemokine nach der Behandlung der MSCs mit dem CS1-
Peptid.

MSCs wurden fiir eine Stunde mit dem TLR4-Inhibitor TLR4-IN-C34 behandelt und anschlieBend 24 Stunden in der
Abwesenheit von FCS mit dem Scr- oder dem CS1-Peptid stimuliert, woraufhin die RNA isoliert und cDNA synthetisiert wurde.
AnschlieBend wurden gPCRs fur CXCL1, CXCL2, TNFa, IFNB, IL1B und IL6 durchgefiihrt. Die relative Expression der
entsprechenden mRNAs wurden gegen HPRT quantifiziert. (A) Expression von CXCL1 nach der Inhibition von TLR4 und der
folgenden Stimulation mit dem CS1-Peptid (Scr: 1,04 + 0,011, CS1: 19,16 + 5,85, Scr+C34: 2,36 + 0,47, CS1+C34: 5,43 + 2,13),
(n=15/11/11/13). (B) Expression von CXCL2 nach der Inhibition von TLR4 und der folgenden Stimulation mit dem CS1-Peptid
(Scr: 2,11 +£1,16, CS1: 19,48 + 13,07, Scr+C34: 1,41 £ 0,59, CS1+C34: 1,01 £ 0,52), (n=16/11/14/14). (C) Expression von TNFa
nach der Inhibition von TLR4 und der folgenden Stimulation mit dem CS1-Peptid (Scr: 1,01 + 0,0081, CS1: 16,75 % 6,18,
Scr+C34: 11,05 + 5,16, CS1+C34: 2,38 £ 0,97), (n=11/11/10/10). (D) Expression von IFNB nach der Inhibition von TLR4 und der
folgenden Stimulation mit dem CS1-Peptid (Scr: 1,04 + 0,0072, CS1: 19,52 + 6,86, Scr+C34: 2,27 + 0,93, CS1+C34: 3,123 +
0,998), (n=14/11/11/13). (E) Expression von IL1B nach der Inhibition von TLR4 und der folgenden Stimulation mit dem CS1-
Peptid (Scr: 1,01 + 0,002, CS1: 20,78 + 8,15, Scr+C34: 4,93 + 2,23, CS1+C34: 2,44 + 1,14), (n=11/12/9/10). (F) Expression von
IL6 nach der Inhibition von TLR4 und der folgenden Stimulation mit dem CS1-Peptid (Scr: 1,02 + 0,0074, CS1: 41,14 + 19,34,
Scr+C34: 2,74 + 1,15, CS1+C34: 1,85 + 0,68), (n=13/12/9/13). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

Die Inhibition von MSCs mit dem TLR4-Inhibitor TLR4-IN-C34 fiihrte zu einer Normalisierung
der Expression aller untersuchten Zytokine und Chemokine, CXCL1, CXCL2, TNFa, IFNB, IL1B
und IL6 (Abbildung 67). Somit kann gefolgert werden, dass die Inhibition der Translokation
von NFkB in den Zellkern von MSCs auch zu einer Inhibition der Expression der durch das CS1-
Peptid heraufregulierten Entziindungsfaktoren fiihrt. Somit ist NFkB der fiir die Expression

dieser Molekiile verantwortliche Transkriptionsfaktor in MSCs nach CS1 Behandlung.

3.4.3. Die Modulation von Neutrophilen durch MSCs

In Zusammenhang mit der Relevanz von Neutrophilen bei der Inhibition des Tumorwachstums

(Abschnitt 3.4.1.5. Die Folge der Depletion von Ly6G*-Zellen wahrend des Tumorwachstums)
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erflllen CXCL1 und CXCL2 die Funktion einer chemotaktischen Anziehung von Neutrophilen
(Fridlender et al., 2009; Means et al., 2003; Romieu-Mourez et al., 2009; Vieira et al., 2009),
wahrend TNFa, IL1B und IL6 zu ihrer Aktivierung beitragen (Daniels et al., 1994; El-Benna et
al., 2016; Elbim et al., 1994; Mollapour et al., 2001) und IFNB Neutrophile in den N1-Phanotyp
polarisiert (Andzinski et al., 2016). Aus diesem Grund sollte bestimmt werden, ob MSCs
Neutrophile verstarkt chemotaktisch in den Tumor anziehen oder ob sie auch ihre

Zytotoxizitat gegeniber Tumorzellen verstarken.

3.4.3.1.  Chemotaktische Anziehung von Neutrophilen durch MSCs

Die Fahigkeit zur Chemoattraktion von Neutrophilen durch MSCs wurde in einem Transwell-
System untersucht. Hierfiir wurden zunachst Neutrophile aus dem Knochenmark isoliert. Zur
Isolation wurde ein Dichtegradient aus geschichteten Histopaque-1119- und Histopaque-
1077-Phasen genutzt. Nach der Zentrifugation befinden sich Neutrophile am Ubergangspunkt
dieser beiden Schichten. Die Reinheit und der Anteil der lebenden Zellen dieser Isolation sind

in Abbildung 68 aufgefiihrt.
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Abbildung 68: Reinheit und Uberlebens-Rate der mittels Histopaque-Gradienten isolierten Neutrophile.

(A) Reinheit der isolierten Neutrophile (90,66% * 1,36%; n = 8) (B) Lebende Zellen unter den isolierten Neutrophilen (93,43%
+0,88%; n =8)

Die gewonnenen Neutrophile wurden im Anschluss mittels CFSE Fluoreszenz-markiert. Fir die
chemotaktische Anziehung von Neutrophilen wurden konditionierte Medien von stimulierten
MSCs gewonnen und dieses Mediums zusammen mit frischem FCS-haltigem Medium in das
Loch der jeweiligen Lochplatte pipettiert. AnschlieRend wurde der Transwell-Einsatz in das
Loch eingesetzt und mit Neutrophilen gefillt. Als Kontrolle wurde, auf die gleiche Art und

Weise wie bei MSCs gewonnene konditionierte Medien von murinen NIH3T3-Fibroblasten

154



verwendet. Uber 23 Stunden hinweg wurde daraufhin der Anstieg des Fluoreszenzsignals
durch den Ubergang der Neutrophile vom Transwell-Einsatz in das Loch der Lochplatte,

welches die konditionierten Medien enthielt, gemessen (Abbildung 69).
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Abbildung 69: Chemotaktische Anziehung von Neutrophilen durch die von MSCs und NIH3T3-konditionierte Medien.

Neutrophile wurden mit CFSE Fluoreszenz-markiert. 450l konditionierter Medien von stimulierten MSCs/NIH3T3-Zellen
wurde in das Loch der Lochplatte zusammen mit 300pl o-MEM mit 10% FCS und 1% Penicillin/Streptomycin gefullt.
AnschlieBend wurde der Transwell-Einsatz in das Loch eingesetzt und mit 300ul o-MEM ohne FCS oder
Penicillin/Streptomycin mit 10.000 Neutropilen gefiillt. Uber 23 Stunden hinweg wurde daraufhin der Anstieg des
Fluoreszenzsignals durch den Ubergang der Neutrophile vom Transwell-Einsatz in das Loch der Lochplatte gemessen. (A)
Chemoatktische Anziehung der Neutrophilen bei der Nutzung von konditionierten Medien von stimulierten MSCs. (n =
11/11/11), ***p<0,001. (B) Chemoatktische Anziehung der Neutrophilen bei der Nutzung von konditionierten Medien von
NIH3T3-Zellen (n = 5/5/5).
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Sowohl das konditionierte Medium von Scr-stimulierten, als auch CS1-stimulierten MSCs war
in der Lage signifikant mehr Neutrophile anzuziehen, als unkonditioniertes Medium
(Abbildung 69, A). Zusétzlich erhohte die CS1-Stimulation die Anziehung von Neutrophilen
nochmal signifikant im Vergleich zu Scr-stimulierten MSCs, wodurch deutlich wird, dass MSCs
zwar Neutrophile anziehen, dieser Effekt jedoch durch die Stimulation mit CS1 verstarkt wird.
NIH3T3-Zellen zogen jedoch keine Neutrophile an, weder nach der Behandlung mit dem Scr-

Peptid, noch nach der Behandlung mit dem CS1-Peptid (Abbildung 69, B).

Somit stellt sich heraus, dass MSCs in der Lage sind, Neutrophile chemotaktisch anzuziehen
und dass dieser Effekt durch die Behandlung mit dem CS1-Peptid weiter verstarkt wird. Dieser
Effekt scheint spezifisch fir diese Zellen zu sein, da NIH3T3-Zellen keine chemotaktische

Anziehung von Neutrophilen aufweisen.

3.4.3.2.  Einfluss der MSCs auf die Zytotoxizitdt von Neutrophilen gegen Tumorzellen

Neutrophile sind in der Lage, Krebszellen abzutdten (Godleski et al., 1970). Aus diesem Grund
sollte Uberprift werden, ob die Behandlung der MSCs nicht nur die Fahigkeit zur Attraktion
dieser Zellen erhoht, sondern auch deren Fahigkeit Tumorzellen abzutoten, steigert. Hierzu
wurden EQ771-Zellen, die eine Luziferase exprimieren, in einer schwarzen 96-Lochplatte
ausgesat. Neutrophile wurden aus Mausen gewonnen und zusammen mit konditionierten
Medien aus MSCs, die mit dem CS1- oder dem Scr-Peptid behandelt wurden, auf die
Tumorzellen gegeben. Die Verhadltnisse von den Tumorzellen zu den Neutrophilen betrug
dabei 1:2, 1:5 und 1:10. Nach 24 Stunden wurde die Luziferase-Aktivitdt der noch lebenden

Zellen gemessen.

EQ771-Zellen

Nach 24 Stunden der Ko-Kultivierung dieser Zellen wurde das Medium von den EQ771-Zellen
abgenommmen, die Zellen mit DPBS gewaschen und eine Luziferin-Losung zu den Zellen
gegeben (150 pg/ml). Nach einer 5-minitigen Wartezeit wurde das abgegebene
Chemilumineszenz-Signal der noch lebenden Tumorzellen gemessen (Abbildung 70). Die
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Abnahme des Signals wurde dabei prozentual zu EOQ771-Zellen ohne die Zugabe von

Neutrophilen errechnet.

Luminescence

Il4JU

Abbildung 70: Zytotoxizitdt von Neutrophilen gegeniiber EO771-Zellen in den von MSCs-konditionierte Medien.

EO771-Zellen mit einem Luziferase-Konstrukt wurden in einer schwarzen 96-Lochplatte ausgesat. Neutrophile wurden
zusammen mit konditionierten Medien aus MSCs, die mit dem CS1- oder dem Scr-Peptid behandelt wurden auf die
Tumorzellen gegeben (EO771-Zellen:Neutrophile = 1:2, 1:5, 1:10). Nach 24 Stunden wurde das Medium abgenommen, die
Zellen gewaschen und Luziferin (150 ug/ml) hinzugegeben. Nach einer finfmindtigen Wartezeit wurde das abgegebene
Chemilumineszenz-Signal der noch lebenden Tumorzellen gemessen. (A) Prozentuale Abnahme des Chemilumineszenzsignals
gegenliber der EO771-Kontrolle ohne Neutrophile. (EO771: 100,0 + 0,0, Neutrophile 1:2: 84,12% * 3,47%, Neutrophile 1:5:
71,01% + 6,35%, Neutrophile 1:10: 61,2% + 5,71%, Scr Medium+Neutrophile 1:2: 84,58% + 4,62%, Scr Medium+Neutrophile
1:5: 73,15% * 4,56%, Scr Medium+Neutrophile 1:10: 57,61% + 5,61%, CS1 Medium+Neutrophile 1:2: 77,58% + 2,8%, CS1
Medium+Neutrophile  1:5: 61,28% + 4,28%, CS1  Medium+Neutrophile  1:10: 54,92% + 4,18%,
(n=18/18/18/18/18/18/18/18/18/18). (B) Reprasensative Darstellung des Chemilumineszenzsignals unter den
unterschiedlichen Bedingungen. *p<0,05, ***p<0,001.

Alle Gruppen, in denen Neutrophile hinzugefligt wurden, zeigten ein verringertes
Chemilumineszenzsignal (Abbildung 70). Ebenso konnte unter allen Bedingungen eine
Abnahme des Chemilumineszenzsignals mit ansteigender Konzentration an Neutrophilen
beobachtet werden, was fiir eine héhere Anzahl von abgetdteten Tumorzellen spricht
(Abbildung 70). Es gab zwar Unterschiede in der Abtotung von Tumorzellen mit Neutrophilen,
die in Medien von CS1-stimulierten MSCs hinzugegeben wurden, es war jedoch keine generell
hohere Abnahme ersichtlich. Dies spricht nicht fiir eine allgemeine Steigerung der

Zytotoxizitat der Neutrophile durch die CS1-Behandung der MSCs.
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MDA-MB-231

Die Tatsache, dass die Zytotoxizitat von Neutrophilen durch die konditionierten MSC-Medien
nicht verandert wird, sollte im Zusammenhang mit einer anderen Tumorzelllinie bestatigt
werden. Aus diesem Grund wurden MDA-MB-231-Zellen zusammen mit Neutrophilen in den
konditionierten MSC-Medien in den beschriebenen Verhdltnissen ko-kultiviert. Nach 24

Stunden wurde auch hier die Luziferase-Aktivitdt gemessen (Abbildung 71).

Luminescence

Abbildung 71: Zytotoxizitdt von Neutrophilen gegeniiber MDA-MB-231-Zellen in den von MSCs-konditionierte Medien.

MDA-MB-231-Zellen mit einem Luziferase-Konstrukt wurden in einer schwarzen 96-Lochplatte ausgesat. Neutrophile wurden
zusammen mit konditionierten Medien aus MSCs, die mit dem CS1- oder dem Scr-Peptid behandelt wurden auf die
Tumorzellen gegeben (MDA-MB-231-Zellen:Neutrophile = 1:1, 1:2, 1:5, 1:10). Nach 24 Stunden wurde das Medium
abgenommen, die Zellen gewaschen und Luziferin (150 pg/ml) hinzugegeben. Nach einer finfmin(itigen Wartezeit wurde das
abgegebene Chemilumineszenz-Signal der noch lebenden Tumorzellen gemessen. (A) Prozentuale Abnahme des
Lumineszenzsignals gegentiber der MDA-MB-231-Kontrolle ohne Neutrophile. (MDA: 100,0 + 0,0, Neutrophile 1:2: 81,32% +
2,43%, Neutrophile 1:5: 70,37% * 2,43%, Neutrophile 1:10: 48,89% + 1,25%, Scr Medium+Neutrophile 1:2: 95,24% + 2,93%,
Scr Medium+Neutrophile 1:5: 72,62% * 1,75%, Scr Medium+Neutrophile 1:10: 52,78% + 1,64%, CS1 Medium+Neutrophile
1:2: 86,71% + 2,39%, CS1 Medium+Neutrophile 1:5: 67,93% + 2,8%, CS1 Medium+Neutrophile 1:10: 49,35% + 1,46%),
(n=12/12/12/12/12/12/12/12/12/12). (B) Repréasensative Darstellung des Chemilumineszenzsignals unter den
unterschiedlichen Bedingungen. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

Erneut lag mit einer steigenden Anzahl an Neutrophilen in allen Gruppen eine verstarkte
Reduktion des Luziferase-Signals vor (Abbildung 71). Ebenso konnte unter allen Bedingungen,
auller mit Scr-stimuliertem Medium mit Neutrophilen in einem Verhaltnis von 1:2, eine
Abnahme des Chemilumineszenzsignals mit ansteigender Konzentration an Neutrophilen
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festgestellt werden (Abbildung 71). Es konnte eine grofRere Abtotung von MDA-MB-231-Zellen
in allen CS1-stimulierten-Gruppen im Vergleich zu allen Scr-behandelten Gruppen beobachtet
werden. Allerdings waren Neutrophile, die in CS1-stimulierten-MSC-Medium in einem
Verhaltnis von 1:2 auf die Tumorzellen gegeben wurden, weniger zytotoxisch, als Neutrophile
ohne konditionierte Medien, wobei keine Unterschiede zwischen den Verhaltnissen 1:5 und
1:10 in diesen Gruppen ermittelt werden konnten. Dementsprechend kann auch in diesem
Model festgehalten werden, dass die Stimulation von MSCs mit CS1 wahrscheinlich nicht zu

einer allgemeinen Verstarkung der Fahigkeit von Neutrophilen Tumorzellen abzutéten fiihrt.

Zusammenfassend zeigen die erhaltenen Ergebnisse, dass MSCs zwar eine hohere Anzahl an
Neutrophilen anziehen, wenn sie mit dem CS1-Peptid stimuliert wurden (Abbildung 69, A),
jedoch scheinen diese Immunzellen hierdurch nicht zu einer starkeren Zytotoxizitat gegen
Tumorzellen angeregt zu werden. Dementsprechend liegt die Vermutung nahe, dass MSCs
Neutrophile zwar in groBer Anzahl anziehen, um das Tumorwachstum zu inhibieren, diese

jedoch nicht polarisieren.

3.4.4. Die Auswirkung der Inhibition von TLR4 von MSCs auf das Tumorwachstum

Die Auswirkung der TLR4-Inhibition von stimulierten MSCs auf das Tumorwachstum

Nachdem als Rezeptor fiir das CS1-Peptid TLR4 identifiziert wurde (Abschnitt 3.4.2.3. Die
Inhibition von TLR4 unterbindet die CS1-vermittelte Translokation von NFkB) sollte ermittelt
werden, ob dessen Inhibition einen Einfluss auf die Wirkung des CS1-Peptids auf die MSC-
vermittelte Tumorinhibition hat. Hierzu wurde der TLR4-IN-C34-Inhibitor in einer
Konzentration von 30 uM eine Stunde vor der Peptid-Stimulation zu den MSCs gegeben,
woraufhin sie fiir 24 Stunden mit dem Scr- oder dem CS1-Peptid behandelt wurden. Diese
Zellen wurden mit den Tumorzellen vermischt und subkutan injiziert. Nach sieben Tagen

wurde das Tumorwachstum evaluiert (Abbildung 72).
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Abbildung 72: Tumorvolumen und -gewicht bei der Injektion von CS1-stimulierten MSCs mit und ohne TLR4-Inhibitor mit
B16-Tumorzellen in C57BL/6-Tiere.

1.000.000 B16-Melanomzellen wurden zusammen mit 100.000 stimulierten MSCs, die zuvor mit und ohne den TLR4-IN-C34-
Inhibitor (30 uM) kultiviert wurden, in die Flanke von C57BL/6-Tieren injiziert. (A) Volumen der Tumore am Versuchsende.
(B16: 0,032cm3 £ 0,0052cm3, Scr: 0,023cm3 + 0,0039cm3, CS1: 0,0061cm3 + 0,0012cm3, Scr+C34: 0,024cm3 + 0,0067cm3,
CS1+C34: 0,018cm3 + 0,0031cm3), (n=12/12/11/12/12). (B) Gewicht der Tumore am Versuchsende. (B16: 0,041g + 0,0041g,
Scr: 0,023g + 0,0033g, CS1: 0,011g + 0,0015g, Scr+C34: 0,027g + 0,0054g, CS1+C34: 0,02g + 0,0029g), (n=12/12/11/12/12).
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

Die Vorbehandlung der MSCs mit dem TLR4-Inhibitor fihrte zu einer VergrofRerung des
Tumorvolumens (Abbildung 72, A) und des Tumorgewichts (Abbildung 72, B) im Vergleich zu
CS1-behandelten MSCs ohne den Inhibitor auf das Level von MSCs, die mit dem Scr-Peptid
behandelt wurden. Allerdings sind die resultierenden Tumore immer noch kleiner, als bei der
B16-Kontrolle ohne MSCs. Des Weiteren fiihrte die Inhibition von TLR4 zu keinerlei
Veranderungen im Wachstum von Tumoren, bei denen MSCs mit dem Scr-Peptid behandelt
wurden, wodurch Tumore mit MSCs mit diesem Peptid, mit und ohne den TLR4-Inhibitor,

kleiner ausfallen, als die B16-Kontrolle.

Die Auswirkung der TLR4-Inhibition von stimulierten MSCs auf die infiltrierenden Immunzellen

Wenn die Behandlung von MSCs mit dem CS1-Peptid und die damit verbundene TLR4-
abhangige Translokation von NFkB in den Zellkern (Abbildung 66) und die verstarkte
Expression von Zytokinen und Chemokinen (Abbildung 67) fir die verstarkte chemotaktische
Anziehung von Neutrophilen (Abbildung 69) und der damit verbundenen Inhibition des
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Tumorwachstums (Abbildung 55) verantwortlich ist, misste die Inhibition von TLR4 die
Modulation von CD45*Ly6G*-Zellen in den Tumor beeinflussen. Um diese Frage zu
beantworten, wurden auch in diesem Modell die entnommenen Tumore

durchflusszytometrisch analyisert (Abbildung 73).
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Abbildung 73: Immunzellinfiltration bei der Injektion von stimulierten MSCs mit und ohne TLR4-Inhibitor mit B16-
Tumorzellen in C57BL/6-Tieren.

1.000.000 B16-Melanomzellen wurden zusammen mit 100.000 stimulierten MSCs, die zuvor mit und ohne den TLR4-IN-C34-
Inhibitor (30 uM) kultiviert wurden, in die Flanke von C57BL/6-Tieren injiziert und die infiltrierenden Immunzellen per
Durchflusszytometrie ausgewertet. (A) CD45*-Zellen (B16: 27,46% + 2,17%, Scr: 27,55% + 2,72%, CS1: 26,34% + 2,8%, Scr+C34:
30,96% +2,22%, CS1+C34: 25,74% + 2,59%), (n=12/12/12/12/12). (B) CD45*CD11b*-Zellen (B16: 18,33% + 1,23%, Scr: 21,53%
+2,05%, CS1: 21,78% + 1,99%, Scr+C34: 21,93% + 1,15%, CS1+C34: 18,8% + 1,64%), (n=12/12/12/12/12). (C) CD45*F4/80+-
Zellen (B16: 3,46% * 0,5%, Scr: 3,59% * 0,47%, CS1: 3,18% + 0,62%, Scr+C34: 5,29% + 0,62%, CS1+C34: 4,24% + 0,47%),
(n=12/12/12/12/12). (D) CD45*Ly6C*-Zellen (B16: 15,6% + 1,17%, Scr: 18,73% + 1,9%, CS1: 19,16% + 1,66%, Scr+C34: 19,89%
+1,23%, CS1+C34: 16,16% + 1,36%), (n=12/12/12/12/12). (E) CD45*Ly6G*-Zellen (B16: 2,23% + 0,4%, Scr: 4,82% + 0,82%, CS1:
8,46% + 0,66%, Scr+C34: 3,73% + 0,68%, CS1+C34: 4,25% + 0,85%), (n=12/12/12/12/12). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

Es gab keine Unterschiede bei der Infiltration von CD45*- und CD45*CD11b*-Zellen (Abbildung
73, A-B), wohingegen die Anzahl von CD45*F4/80*- und CD45*Ly6C*-Zellen in Tumoren mit Scr-
behandelten MSCs mit dem TLR4-Inhibitor im Vergleich zur Kontrolle und MSCs nur mit dem
Scr-Peptid allein, bzw. nur zur B16-Kontrolle erhéht waren (Abbildung 73, C-D). Von
besonderem Interesse war die Infiltration von CD45*Ly6G*-Zellen, die in Tumoren mit Scr- und

CS1-stimulierten MSCs erhoht waren, wohingegen, wie in den Versuchen zuvor, die Infiltration
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bei CS1-MSC-Tumoren starker war, als bei Scr-MSC-Tumoren (Abbildung 73, E). Hierbei zeigte
sich auch, dass die Inhibition von TLR4 die Anzahl von CD45*Ly6G*-Zellen bei CS1-behandelten
MSCs wieder auf den Prozentsatz von Scr-MSC-Tumoren senkte und damit eine geringere Zahl
dieser Immunzellen aufweist, als Tumore mit CS1-stimulierten MSCs. Damit stellte sich die
TLR4-Inhibition nicht nur als effizient genug heraus, die verstarkende wachstumsinhibierende
Wirkung von CS1 zu negieren, sondern auch die damit verbundene verstarkte Infiltration von

Neutrophilen zu senken.

Hiermit zeigen die hier erzielten Versuche, dass das CS1-Peptid in Fibronektin in MSCs die
TLR4-abhangige Translokation von NFkB in den Zellkern veranlasst, wodurch die Expression
von Zytokinen und Chemokinen verstarkt wird und somit Neutrophile chemotaktisch anzieht.
Hierdurch wird die Hemmung des Tumorwachstums durch MSCs vermittelt und die Inhibition
von Toll-like Rezeptor 4 verhindert die soeben beschriebenen Prozesse. Somit ist ein
Mechanismus aufgedeckt worden, wodurch MSCs mit Hilfe der extrazellularen Matrix in der

Lage sind, das Immunsystem und damit das Tumorwachstum zu modulieren.
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4. DISKUSSION

Diese Arbeit befasste sich mit der Frage, inwiefern mesenchymale Stromazellen das
Tumorwachstum modulieren und ob das produzierte Fibronektin dieser Zellen diese
Modulation beeinflusst. Um den inhibierenden Effekt der MSCs auf das Tumorwachstum zu
untersuchen, wurden konditionelle Knockout-Modelle fiir Fibronektin genutzt, um dessen
Produktion in verschiedenen Subpopulationen auszuschalten. Zusatzlich wurde die Wirkung
von Fibronektin auf MSCs Uber Integrine, die Hauptrezeptoren von Fibronektin, untersucht.
Nachdem die verantwortliche Population der Tumorinhibition in Form der Osx-Subpopulation
identifiziert war, wurde diese Uber die Bestimmung ihrer Oberflichenmarker naher
charakterisiert. Dabei stellte sich heraus, dass die Population von Interesse negativ fir den
CD31-Marker war. AnschlieBend konnte gezeigt werden, dass die Zugabe von
Plasmafibronektin die Fahigkeit von MSCs das Tumorwachstum zu supprimieren verstarkt. Ein
Bestandteil von Fibronektin, das CS1-Peptid, vermittelte diesen Effekt. Die Inhibition wurde
Uber die Modulation der Anzahl von Neutrophilen vermittelt, die von MSCs chemotaktisch
angezogen wurden. Der zugrundeliegende Mechanismus wurde untersucht und TLR4 als
Rezeptor fur CS1 identifiziert. Die Aktivierung von TLR4 l6ste die Expression von pro-
inflammatorischen Zytokinen und Chemokinen aus. Die Inhibition von TLR4 verhinderte die
Translokation von NFkB in den Zellkern, verminderte die Zytokin- und Chemokinproduktion
und negierte die zusatzlichliche Tumorinhibition von MSCs in vivo, wenn MSCs neben CS1

zusatzlich mit einem TLR4-Inhibitor vorbehandelt wurden.

4.1. Die Modulation des Tumorwachstums durch MSCs

Die Frage inwiefern Stromazellen das Tumorwachstum férdern oder inhibieren, wird in der
Forschung seit langem untersucht, da sowohl pro-tumorigene, als auch anti-tumorigene
Eigenschaften dieser Zellen beschrieben wurden, die sogar gleichzeitig stattfinden konnen. So
wurde gezeigt, dass Stromazellen je nachdem, ob direkter Zell-Zell-Kontakt besteht oder nicht,
das Tumorwachstum entweder erhdhen oder verringern konnen. Losliche Faktoren
verstarkten hierbei das Wachstum, wahrend direkter Zellkontakt die Tumorprogression
hemmte (Bajetto et al., 2017). Diese Modulation des Tumorwachstums in beide Richtungen

kann durch zwei verschiedene Stromazellsubpopulationen verursacht werden, die zeitgleich
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auf den Tumor einwirken, wie es bei mesenchymalen und inflammatorischen CAFs gezeigt
werden konnte. Hyaluronsauresynthase 2, bzw. Hyaluronsaure von mesenchymalen CAFs und
der hepatische Wachstumsfaktor aus inflammatorischen CAFs forderte die Metastasierung
von Pankreas- und Darmkarzinomen, wohingegen die simultane Produktion von Kollagen | aus
mesenchymalen CAFs die Tumorprogression inhibierte (Bhattacharjee et al., 2021). Auch die
Herkunft von Stromazellen kann bei der Tumorprogression eine Rolle spielen. MSCs aus dem
Blut der Nabelschnur unterdriickten das Tumorwachstum, indem die Apoptose in Tumorzellen
durch TRAIL ausgelost wurde, wohingegen MSCs aus dem Fettgewebe im gleichen
experimentellen Aufbau das Tumorwachstum durch die Expression von angiogenen Faktoren
und CXCL12 forderten (Akimoto et al., 2013), was ebenfalls das Vorliegen von

unterschiedlichen Stromazellpopulationen in verschiedenen Geweben nahelegt.

4.1.1. Die Forderung des Tumorwachstums durch MSCs

Es existieren Situationen, in denen MSCs das Tumorwachstum nicht inhibieren, sondern
fordern (Aggarwal und Pittenger, 2005; Djouad et al., 2003; Engela et al., 2013b, 20133;
Montesinos et al., 2013; Nasef et al., 2007). Die Anzahl der injizierten MSCs in dieser Arbeit
beeinflusste ihr Verhalten bei der Unterdriickung des Tumorwachstums. Mit ansteigender
MSCs-Zahl verlor sich der inhibierende Effekt, wobei die Injektion von 2.000.000 MSCs in
Tumoren resultierte, deren GrolRRe sich nicht von den Kontrollen unterschied (Abbildung 9).
Ein unterstitzender Effekt auf das Tumorwachstum konnte somit nicht festgestellt werden.
Eine Vielzahl von Stromazellen, wie auch MSCs, kdnnen wahrend der Tumorprogression zu
CAFs werden und ihre tumorhemmende Wirkung verlieren (Bochet et al., 2013; Jung et al.,
2013; Karnoub et al., 2007; Ning et al., 2018; Sugimoto et al., 2006; Xing et al., 2010). Da
Stromazellpopulationen sehr heterogen sind (Hutton et al., 2021; Lambrechts et al., 2018),
ware es moglich, dass ab einer gewissen Schwelle weniger anti-tumorigene und mehr pro-
tumorigene oder nicht-inhibitorische Stromazellen injiziert werden, sodass das
Tumorwachstum nicht mehr unterdrickt wird. Wie bereits beschrieben, kann eine
Stromazellsubpopulation das Tumorwachstum fordern, wahrend eine andere das
Tumorwachstum hemmt. Hier stimulierte Hyaluronsduresynthase 2, bzw. Hyaluronsaure von

mesenchymalen CAFs und der hepatische Wachstumsfaktor aus inflammatorischen CAFs die
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Tumorprogression, wohingegen Kollagen | aus mesenchymalen CAFs die Tumorentwicklung
hemmte (Bhattacharjee et al., 2021). Hierdurch ware es also moglich, dass der Einfluss einer
nicht-inhibitorischen Subpopulation den Einfluss der inhibitorischen Population verdeckt. Es
konnte in diesem Zusammenhang gezeigt werden, dass die gemeinsame Injektion einer
CD105-Stromazellsubpopulation, die das Tumorwachstum unterdriickt, zusammen mit der
nicht-inhibitorischen CD105*-Population zwar weiterhin die GrofRe der entstehenden Tumore
reduziert, aber weniger effizient war, als die Injektion der inhibitorischen Population allein
(Hutton et al., 2021). Somit beeinflusst die Prasenz von nicht-inhibitorischen Stromazellen das
Verhalten von inhibitorischen Stromazellen. Die Prdsenz von Stromazellen, die das
Tumorwachstum nicht unterdriicken, konnte in dieser Arbeit in Form von CD146*- und CD31*-

Zellen ebenfalls nachgewiesen werden (Abbildung 29 und Abbildung 33).

Zwar ist Fibronektin notwendig fur die Inhibition des Tumorwachstums durch MSCs
(Abbildung 23), jedoch ware es moglich, dass die hohere Anzahl an MSCs so viel Fibronektin
produzieren, dass die hier festgestellten anti-tumorigenen Eigenschaften durch die pro-
tumorigenen Eigenschaften dieses Proteins tberlagert werden. Fibronektin konnte immerhin
schon héaufig als Forderer des Tumorwachstums identifiziert werden (von Au et al., 2013;
Ghura et al., 2021; Rossnagl et al., 2016). Tatsachlich fiihrte die Behandlung der Tumorzellen
mit dem CS1-Peptid, einem Bestandteil von Fibronektin, welches die Inhibition des
Tumorwachstums durch MSCs vermittelte (Abbildung 45 und Abbildung 51), zu einer
geringeren Apoptose und hoheren Proliferation von Tumorzellen (Abbildung 48 und
Abbildung 50). Somit ware eine Unterstlitzung des Wachstums durch Fibronektin
wahrscheinlich, wobei der inhibitorische Effekt durch MSCs Uiberlagert werden kdnnte. Die
Unterstiitzung des Uberlebens und der proliferation von Tumorzellen durch CS1 kénnte
ebenfalls durch TLR4 vermittelt werden, welcher hier als Rezeptor fir CS1 identifiziert wurde.
Die Stimulation von TLR4 auf Tumorzellen ist mehrfach mit vielerlei Uberlebensvorteilen fiir

Tumorzellen assoziiert worden (Ran et al., 2019).

Eine weitere Moglichkeit, weswegen eine grolRe Anzahl von MSCs das Tumorwachstum
fordern konnte, stellt die Anwesenheit toter MSCs oder deren Triimmer dar (Abbildung 8 A-
B), deren Anzahl bei der Injektion von 100.000, 1.000.000 oder 2.000.000 lebender MSCs
passiv zunimmt. Die Apoptose von MSCs kann einen zentralen Bestandteil der

Immunsuppression einnehmen, da apoptotische MSCs aus dem Fettgewebe besser als
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gesunde MSCs in der Lage sind, Ratten vor einer Blinddarm-Ligation und Punktion-induzierten
Sepsis zu schiitzen (Chang et al., 2012; Sung et al., 2013). Die Zugabe von Melatonin scheint
diesen Effekt noch weiter zu verstarken, was zusatzlich in einem Modell eines Ischamie-
Reperfusionsschadens der Lunge nachgewiesen werden konnte (Chen et al., 2014; Yip et al.,
2013). Die Apoptose von MSCs ist dabei ein Prozess, der aktiv phagozytierende, myeloide
Zellen zu einem anti-inflammatorischen Phanotyp modulieren kann (Galleu et al., 2017).
Selbst Plasmamembranpartikel von fragmentierten MSCs haben eine anti-inflammatorische
Wirkung. Solche Partikel flihren zur selektiven Apoptose von pro-inflammatorischen
CD14*CD16*-Monozyten, indem sie an diese Zellen binden (Gongalves et al., 2017). Da die
Vermeidung der Abtétung durch das Immunsystem zu den grundlegenden Eigenschaften von
Krebserkrankungen zahlt (Hanahan, 2022), stellt seine Suppression einen moglichen Weg fir

die Unterstitzung des Tumorwachstums durch MSCs dar.

4.1.2. Die inhibierende Wirkung von MSCs auf das Tumorwachstum

Tumorinhibierende Mechanismen von MSCs konnten in vielen Modellen nachgewiesen
werden und umfassen beispielsweise den Einfluss auf den Krebszellstoffwechsel, die Bildung
von Exosomen, die Inhibition der Angiogenese oder die Modulation des Immunsystems (Abd-
Allah et al., 2014; Francois et al., 2019; Gu et al., 2021; Ho et al., 2013; Lu et al., 2019, 2008b;
Ma et al., 2012; Ohlsson et al., 2003; Otsu et al., 2009). Auch in Vorarbeiten der Gruppe konnte
gezeigt werden, dass MSCs in der Lage sind, das Tumorwachstum von Brustkrebstumoren in
einem Modell der intratibialen Injektion zu reduzieren. Hierbei wurden Stromazellen, die den
Oberflachenmarker Scal exprimierten, zusammen mit MDA-MB-231-Zellen im Verhaltnis 2:1
(Stromazellen:Tumorzellen) injiziert (Rossnagl et al., 2018). Reife T-Zellen waren in diesem
Modell nicht vorhanden, wodurch deutlich wird, dass reife T-Zellen nicht fir die
Unterdriickung des Wachstums vonnoten sind, wie auch in dieser Arbeit gezeigt werden
konnte (Abbildung 12 und Abbildung 51). Trotzdem lasst sich nicht ausschlieRen, dass die
Anwesenheit von T-Zellen im intratibialen Modell eine Rolle spielen wiirde, wenn sie im

Modell vorhanden waren.

Der dort verwendete Scal-Marker (Rossnagl et al., 2018) wird haufig fir die Isolation von

hdamatopoetischen Stammzellen verwendet, wird jedoch auch auf Stammzellen vieler anderer

166



Gewebe exprimiert, wie im Knochen, dem vaskuldren Endothelium oder in der Brustdriise
(Holmes und Stanford, 2007). Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse zeigen ebenfalls
einen inhibierenden Effekt bei der Ko-Injektion von MSCs, der jedoch nur bei einem geringen
Verhaltnis von MSCs zu Melanomzellen erzielt werden konnte (Abbildung 9). Zwar war die
unterdriickende Wirkung von MSCs in dem dort angewandten intratibialen Modell, anders als
in diesem Modell, bei einem Verhaltnis von 1:2 festellbar, jedoch bedeutete dieses Verhaltnis
eine Injektion von 50.000 Tumorzellen mit 100.000 MSCs, was der gleichen absoluten Zellzahl
entspricht, die in diesem Modell zu einer Unterdriickung fihrte. Die Modulation des
Tumorwachstums durch eine geringe Menge an MSCs ist denkbar, weil MSCs auch in einer
geringen Zahl in einem Tumor immunmodulatorische Effekte austiben und das Wachstum
somit beeinflussen konnen (Waterman et al., 2012a). Bestarkt wird diese Annahme dadurch,
dass gezeigt werden konnte, dass die Injektion von 100.000 MSCs zusammen mit 1.000.000
4T1-Brustkrebszellen in die rechte Flanke das Tumorwachstum steigerte, wohingegen die
Injektion von 100.000 MSCs in die gegenlberliegende Tumor-freie Flanke das
Tumorwachstum hemmen konnte, indem die Expression von pro-inflammatorischen
Molekilen im Tumor hochreguliert wurde (Zheng et al., 2016b). Injizierte MSCs wandern
jedoch nur in kleiner Anzahl in den Tumor ein (Waterman et al., 2012a). Neben der Tatsache,
dass dies zeigt, dass unterschiedliche Injektionsrouten die Wirkung von MSCs auf das
Tumorwachstum beeinflussen kénnen, weist dies also darauf hin, dass sehr wenige MSCs fiir

die Inhibition des Tumorwachstums ausreichend sein kdnnen.

Stromazellen, speziell in der friihen Tumorbildung, bzw. bevor sie von Tumorzellen moduliert
wurden, inhibieren das Wachstum von Melanomen . Nur bei nicht-malignen Stromazellen war
zu beobachten, dass sie die Proliferation von immortalisierten Epithelzellen der Prostata
hemmen kdnnen, wohingegen dieser Effekt bei CAFs nicht gezeigt werden konnte. Zusatzlich
ziehen CAFs chemotaktisch Endothelzellen an, was die BlutgefaRbildung im Tumor foérdert
(Paland et al., 2009). Dass CAFs im Gegensatz zu MSCs das Tumorwachstum nicht hemmen,
konnte auch im Rahmen dieser Arbeit bestatigt werden (Abbildung 15). Die Inhibition von
Tumorzellen durch nicht-maligne Fibroblasten verschwindet jedoch nachweislich bei
zunehmender Tumorprogression oder verandert sich sogar zu einem Tumor-unterstiitzenden
Effekt, wie die Zunahme der Proliferation von metastatischen PC3-Zellen durch normale
Fibroblasten zeigen konnte (Lu et al., 1992; Paland et al., 2009). Da die MSCs in dieser Studie

direkt mit den Tumorzellen injiziert wurden und die Wachstumsdauer in den untersuchten
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Modellen 7 bis 14 Tage betragt, bestatigen diese Modelle die inhibitorischen Fahigkeiten von
Stromazellen in der friihen Tumorprogression, wahrend CAFs, die bereits mit Tumorzellen in

Kontakt kamen, diese Fahigleit verloren haben (Abbildung 9 und Abbildung 15).

Bei der Inhibition von Tumorzellen durch nicht-maligne Fibroblasten spielt die Sekretion von
Zytokinen, wie IL1a, IL1B, IL6 oder TNFa eine Rolle (Lu et al., 1992; Maestroni et al., 1999). In
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass MSCs nach der Stimulation mit dem CS1-Peptid die
Expression einiger solcher Zytokine hochfahren, wie beispielsweise TNFa, IL13 oder IL6
(Abbildung57 und Abbildung 67). Der inhibierende Effekt auf das Wachstum konnte in diesem
Kontext nicht nur im Melanomemodell gezeigt werden, sondern auch auf ein orthotopes
Brustkrebsmodell (ibertragen werden (Abbildung 9 und Abbildung 17). Eine solche Inhibition
von Krebs durch MSCs wahrend der friihen Wachstumsphase ist bereits bekannt, wobei dort
die Apoptose direkt in den Brustkrebszellen ausgeldst wurde (Sun et al., 2009). Die Inhibition
von Krebszellen durch Zytokine aus Stromazellen konnte auch im Zusammenhang mit

Prostatakrebszellen beobachtet werden (Degeorges et al., 1996).

Wahrend die hier beschriebenen Effekte der Tumorinhibition auf der direkten Interaktion von
Krebszellen mit Stromazellen oder auf direkten Effekten ihrer I6slichen Faktoren basieren,
scheinen solche Interaktionen nicht an der Hemmung des Tumors in dieser Arbeit beteiligt zu
sein. Die Depletion von Ly6G-exprimierenden Zellen fiihrte dazu, dass das Wachstum der
Tumore nicht mehr inhibiert wurde (Abbildung 55), was eine direkte Beeinflussung der
Tumorzellen durch MSCs unwahrscheinlich macht. Auf die Modulation des Immunsystems
durch Stromazellen zur Inhibition des Tumorwachstums wird in einem spateren Abschnitt

genauer eingegangen.

4.2. Fibronektin als entscheidender Faktor zur Inhibition des Tumorwachstums

4.2.1. Das Fibronektin der Mx- und Osx-Subpopulationen

Bezlglich Fibronektin im Kontext von Krebs konnte durch Vorarbeiten der Gruppe ein
fordernder Effekt dieses Molekiils auf das Wachstum von Tumoren festgestellt werden (von
Au et al., 2013; Ghura et al., 2021; Rossnagl et al., 2016). Auch metastasenfordernde Effekte

wurden beschreiben (Malik et al., 2010). Es liegen jedoch auch Ergebnisse vor, die zeigen, dass
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Fibronektin unter bestimmten Umstanden die Tumorprogression inhibieren kann (Jia et al.,
2012; Kamal et al., 2021; Shinde et al., 2018). Bereits in anderen Studien konnten anti-
tumorigene Eigenschaften von Fibronektin beschrieben werden, die sich aber hauptsachlich
auf die Inhibition der Metastasierung bezogen (Jia et al., 2012; Saiki et al., 1990; Shinde et al.,
2018). Es konnte allerdings auch gezeigt werden, dass die Injektion des FNIlI1c-Fragments
nicht nur die Tumormetastasierung in vivo verminderte (Pasqualini et al., 1996; Yi und
Ruoslahti, 2001), sondern auch direkt das Tumorwachstum hemmte, indem es die
Angiogenese in den gebildeten Tumoren reduzierte (Yi und Ruoslahti, 2001). In dieser Arbeit
konnte gezeigt werden, dass das Fibronektin aus der Mx- und der Osx-Population in MSCs das
Tumorwachstum unterdricken kann, da die Deletion von Fibronektin unter diesen
Promotoren die wachstumsinhibierenden Eigenschaften der MSCs unterbindet (Abbildung
23). Obwohl der Mx-Promotor in verschiedenen Zellarten aktiv ist, konnte ein Teil seiner
Aktivitat in Zellen osteogener Abstammung festgestellt werden (Panaroni et al., 2014; Park et
al., 2012). Dies legt nahe, dass die Mx-MSC-Population die Osx-MSC-Population beinhaltet.
Dies wiirde erklaren warum die Injektion beider FN-cKO-MSCs zu einem gréReren Tumor, bzw.

zu einem Verlust der Inhibition des Tumorwachstums fuhrt.

Ein moglicher Grund, weswegen sich gegensatzliche experimentelle Effekte bei Fibronektin
zeigen, konnte die Quelle fiir dieses Protein der extrazellularen Matrix sein. Tenascin-C, ein
anderes Molekiil der extrazellularen Matrix, wird bei Tumorerkrankungen vermehrt
exprimiert und férdert das Wachstum von Tumoren, indem es die Polarisierung von pro-
tumorigenen Makrophagen férdert, wenn es von Tumorzellen produziert wird (Deligne et al.,
2020; Nong et al., 2015). Wird dieses Protein hingegen von gesunden Korperzellen produziert,
polarisieren sich Makrophagen in den anti-tumorigenen Phdnotyp, was die Rolle dieses
Proteins aus gesunden Koérperzellen bei der Polarisierung in anti-tumorigene Myeloidzellen
hervorhebt (Deligne et al., 2020). Ahnlich wie Tenascin-C scheint also auch Fibronektin aus
Stromazellen in der Lage zu sein, das Immunsystem zu modulieren (Abbildung 24). Fibronektin
aus gesunden Stromazellen kdnnte somit andere Wirkungen auf das Tumorwachstum
aufweisen, als es aus anderen Quellen fir dieses Molekil der Fall ware. Krebszellen
exprimieren nachweislich andere Formen von Fibronektin, als es nicht-maligne Zellen tun.
Beispielsweise konnte eine erhohte Expression von oFN oder EDA- und EDB-Fibronektin in
Tumoren nachgewiesen werden (Amin et al., 2021; Mandel et al., 1992; Wagner et al., 2021).

Auch in dieser Arbeit zeigte sich, dass die erhohte Anwesenheit der EDA- und EDB-Isoformen
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von Fibronektin das Tumorwachstum beeinflussen kann. Die EDA- und EDB-Isoformen wurden
schon haufiger mit einer tumorfordernden Wirkung in Verbindung gebracht, auch wenn der
genaue Mechanismus nicht eindeutig geklart ist. Beide Isoformen sind in Tumoren haufig
vermehrt exprimiert (Eigentler et al., 2011; Femel et al., 2014; Huijbers et al., 2012; Johannsen
et al., 2010; Martin-Otal et al., 2022; Wagner et al., 2021). Dies ist sowohl in Primdrtumoren,
als auch in Metastasen der Fall (Frey et al., 2011). Die Quelle fiir die EDA-Isoform sind dabei
nicht nur Tumorzellen, sondern auch Stromazellen (Matsumoto et al., 1999). Bei der
Quantifizierung von Fibronektin in FN-cKO-Tieren zeigte sich, dass ein GroRteil der
Fibronektinproduktion ausbleibt, wenn die Cre-Rekombinase unter dem Osx oder dem Mx-
Promotor exprimiert wird (Abbildung 19). Wie bereits erwahnt, bleibt daraufhin die Inhibition
des Tumorwachstums aus (Abbildung 23). Auf der anderen Seite konnte auch in den Vav-FN-
cKO-MSCs eine deutliche Reduktion von Fibronektin nachgewiesen werden, jedoch fihrte die
Ko-Injektion dieser Zellen weiterhin zu einem inhibierten Tumorwachstum (Abbildung 10 und
Abbildung 23). Im Unterschied zu Vav-FN-cKO-MSCs ist jedoch der Anteil an EDA-Fibronektin
im Proteinlysat von Mx-FN-cKO-MSCs erhéht (Abbildung 20 B). In Vorarbeiten aus unserer
Gruppe konnte fiir EDA-Fibronektin aus Osteoblasten gezeigt werden, dass es
immunmodulatorische Eigenschaften besitzt und bei der Generierung von anti-
inflammatorischen MDSCs eine Rolle spielt (Rossnagl et al., 2016). EDA-Fibronektin aus nicht-
malignen Zellen hat somit das Potential das Tumorwachstum zu férdern. EDA-Fibronektin ist
ein wichtiger Faktor bei der Induktion von Myofibroblasten, da der Einsatz eines Antikorpers
gegen diese Isoform die Expression von aSMA in Fibroblasten minderte (Serini et al., 1998).
Da Myofibroblasten eine wichtige Quelle fiir CAFs darstellen (Liu et al., 2019), kann EDA-
Fibronektin somit auch die Polarisierung von CAFs begiinstigen. Es konnte auch gezeigt
werden, dass EDA-Fibronektin aus CAFs in der Lage ist, die Proliferation, Migration und
Invasion von Brustkrebszellen zu erhohen (Kwon et al., 2020), was auch im Rahmen dieser

Arbeit eine mogliche Wirkung dieser Isoform auf Tumorzellen darstellen konnte.

Neben EDA-Fibronektin war auch eine andere Isoform, EDB-Fibronektin, in Osx-FN-cKO-MSCs
trotz der Ausschaltung von Fibronektin verhaltnismaRig erhoht, was mit einem Ausbleiben der
Inhibition des Tumorwachstums einherging (Abbildung 21 und Abbildung 23). Die Expression
von EDB-Fibronektin ist wahrend der Tumorprogression haufig hochreguliert. Eine erhdhte
Expression von EDB konnte fiir Brust- und Darmkrebszellen gezeigt werden (Matsumoto et al.,

1999; Midulla et al., 2000). Die Produktion von EDB-Fibronektin ist auch in transformierten
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Endothelzellen erhéht (Midulla et al., 2000). Moglicherweise ist EDB-Fibronektin also in der
Lage, Stromazellen im TME zu modulieren. Bestarkt wird diese Annahme dadurch, dass EDB-
Fibronektin nicht nur die Proliferation von Endothelzellen anregen (Khan et al., 2005), sondern
auch die Proliferation von Fibroblasten verstarken kann, wenn diese beispielsweise durch
TGFpB induziert wurden (Cui et al.,, 2020; Fukuda et al., 2002). Da TGFB von Tumorzellen
exprimiert wird und es die Transition von nicht-malignen Stromazellen zu CAFs auslost (Yoon
et al., 2021), konnte EDB-Fibronektin in diesem Kontext zur Verdanderung von Fibroblasten in
einen pro-tumoralen Phanotyp fithren. Eine Erh6hung von EDB-Fibronektin war jedoch auch
in MSCs aus Col-FN-cKO-Tieren ersichtlich, wahrend die Gesamtmenge an Fibronektin
unverandert war (Abbildung 19 und Abbildung 21). Da in diesen Tieren dennoch eine
Hemmung des Tumorwachstums ersichtlich war (Abbildung 23), spricht dies dafiir, dass eine
erhohte Expression von EDB-Fibronektin im Verhaltnis zu Gesamtfibronektin notwendig ist,
um die Inhibition des Tumorwachstums zu unterbinden, wie es bei Osx-FN-cKO-MSCs der Fall
ist (Abbildung 19, Abbildung 21 und Abbildung 23). Unter Umstanden ist also die héhere
Menge an Gesamtfibronektin, die mit einer héheren Menge an CS1 einhergeht, in Col-FN-cKO-
MSCs dazu in der Lage, die tumorfordernden Eigenschaften von EDB-Fibronektin
auszugleichen. Dies setzt allerdings voraus, dass EDB-Fibronektin im hier vorliegenden Modell

tumorfordernd ist.

Es stellt sich jedoch die Frage, weswegen der Gehalt an EDB-Fibronektin in Col-FN-cKO-Tieren
Uberhaupt erh6ht war, wenn dieser Promotor zwar in differenzierenden Osteoblasten, jedoch
nicht in Stromazellen des Knochenmarks aktiv ist. Osteoblasten stellen eine wichtige Quelle
flr zellulares Fibronektin im Knochenmark dar (Bentmann et al., 2010; Rossnagl et al., 2016).
Auch Stromazellen des Knochenmarks sind eine wichtige Quelle fiir Molekiile der
extrazelluldren Matrix und sind durch die Produktion dieser ECM am Erhalt ihrer Nische im
Knochen beteiligt (Novoseletskaya et al., 2020). Hierdurch besteht die Moglichkeit, dass MSCs
durch ihre Produktion von Fibronektin das Fehlen von Fibronektin aus Osteoblasten
kompensieren kénnten und hierdurch die Expression von bestimmten Isoformen von
Fibronektin hochregulieren. Die Kompensation des Verlusts eines bestimmten Proteins der
extrazelluldren Matrix durch ein anderes stellt einen bekannten Mechanismus von Zellen dar.
So fuihrt der Verlust der a5 Kette von Laminin 511 zu einer Kompensation durch Laminin 411
und Laminin 111 (Mahoney et al., 2008) oder der Verlust der a3/4(IV)-Kollagen-Ketten zur

Produktion von a5a6(lV)-Kollagen (Kang et al., 2006). Der Ausgleich des Verlusts der
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Fibronektinproduktion eines bestimmten Zelltyps durch eine andere Zellart ist ebenfalls
moglich. Astrozyten der Retina kdnnen beispielsweise den Verlust von Fibronektin aus

Endothelzellen oder Perizyten ausgleichen (Stenzel et al., 2011).

4.2.2. Die Identifikation der inhibitorischen Osx-Subpopulation anhand von
Oberflachenmarkern

Die Charakterisierung von Stromazellen innerhalb von Tumoren kristallisierte sich in den
letzten Jahren als ein bedeutender Teil der Krebsforschung heraus (Biffi et al., 2019; Elyada et
al., 2019; Hutton et al., 2021). Obwohl die Osx-Subpopulation nur einen sehr kleinen Teil der
MSC-Subpopulation darstellt (Abbildung 18), produziert sie einen groRen Teil des Fibronektins
innerhalbs der isolierten Stromazellen (Abbildung 19). Hiermit weist die Osx-Subpoplation
eine Eigenschaft sogenannter mesenchymaler CAFs auf, die fiir ihre Produktion von
Matrixproteinen bekannt sind (Biffi et al., 2019; Elyada et al., 2019; Hutton et al., 2021). Da
das gebildete Fibronektin, bzw. die enthaltende CS1-Region, die Expression von Zytokinen
auslost, hat die gesuchte Population zusatzlich Eigenschaften von inflammatorischen CAFs

(Biffi et al., 2019; Elyada et al., 2019; Hutton et al., 2021).

Es war liberraschend, dass die Osx-positiven MSCs, eine so kleine Population an Stromazellen,
eine so ausschlaggebende Wirkung auf die Inhibition des Tumorwachstums vermittelt
(Abbildung 9 und Abbildung 23). Deswegen wurde die Zusammensetzung verschiedener
Oberflachenmarker dieser Population charakterisiert (Tabelle 8). Jeder der in dieser Arbeit
untersuchten Marker, CD31 (He et al., 2013; Rossnagl et al., 2018), CD44 (Anderson et al.,
2013; Chengetal., 2012; Liet al., 2012; Ma et al., 2012), CD146 (Bikorimana et al., 2022; Crisan
et al., 2008; Shi und Gronthos, 2003), Scal (Cheng et al., 2012; Li et al., 2012; Ma et al., 2012;
Rossnagl et al., 2018), CD105 (Anderson et al., 2013; Bajetto et al., 2017; Cheng et al., 2012;
Hutton et al., 2021) und FAP (Bae et al., 2008; Chung et al., 2014) kann von MSCs exprimiert
werden und kann zur Beschreibung dieser Zellen dienen. Es bleibt jedoch zu erwdhnen, dass
CD31 auf MSCs haufig als Negativmarker verwendet wird (Anderson et al., 2013; Cheng et al.,
2012; Hutton et al., 2021; Ma et al., 2012).

CD146 stellt einen Marker in Endothel, Perizyten und glatten Muskelzellen dar (Wang et al.,
2020). Da der Anteil an CD146*-MSCs sowohl in der Osx*, als auch in der Osx™- sehr klein war,
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sollten CD146™-Zellen als gute Kontrolle dafiir dienen, ob die Zellsortierung die Reaktion der
MSCs beim Tumorwachstum beeinflusst, da Zellen durch Sortierungen moduliert werden
kdnnen (Andra et al., 2020; Li et al., 2013). Da dieser Marker jedoch auch von MSCs exprimiert
werden kann (Bikorimana et al., 2022; Crisan et al., 2008; Shi und Gronthos, 2003) wurden
auch CD146*-Zellen zusammen mit Tumorzellen injiziert. In anderen Arbeiten wurde bereits
gezeigt, dass der Knockdown von CD146 in CAFs sowohl ihre Aktivierung steigert, als auch die
Migration und Invasion von Tumorzellen fordert (Zheng et al., 2016a). In dieser Arbeit zeigte
sich, dass die Injektion von CD146-Zellen das Wachstum effizient unterdriicken konnte,
wohingegen die CD146*-Population keine Unterdriickung aufwies (Abbildung 29). Dies legt die
Vermutung nahe, dass es sich bei den CD146*-Zellen tatsachlich um Perizyten oder eine nicht-
inhibitorische MSC-Subpopulation handeln kénnte. Die erhéhte Expression von CD146 in
Tumoren geht mit einer schlechten Prognose einher (Zabouo et al., 2009) und wird mit vielen
Mechanismen in Zusammenhang gebracht, die die Blutgefabildung fordern und damit das
Tumorwachstum unterstitzen kénnen (Joshkon et al., 2020). Die Expression von CD146 auf
MSCs ist darliber hinaus an anderer Stelle mit einer immunsupprimierenden Subpopulation
assoziiert worden (Bikorimana et al., 2022). Das Ausbleiben der Inhibition des Wachstums bei

der Nutzung der CD146*-Population ist unter diesen Gesichtspunkten nachvollziehbar.

Zu den exprimierten Markern der Osx-Subpopulation zahlte auch Scal. In Vorarbeiten konnte
gezeigt werden, dass Scal*-Stromazellen das Tumorwachstum inhibieren (Rossnagl et al.,
2018), was auch schon an anderer Stelle bestatigt werden konnte (Ma et al., 2012). Die
Sortierung von Stromazellen in Scal™- und Scal*-Zellen bestatigte zwar die inhibierenden
Eigenschaften der Scal*-Subpopulation auf das Tumorwachstum, jedoch konnte dies ebenfalls
bei der Scal-Population festgestellt werden. Hierbei gab es keine Unterschiede zwischen den
beiden Populationen (Abbildung 31). Dementsprechend beschreibt der Scal-Marker zwar
eine MSC-Population, die das Tumorwachstum unterdriickt, jedoch haben die Scal- und Sca*-

Populationen das gleiche Potential.

CD31 wird auf mehr als die Halfte der Osx-Population exprimiert (63,7 + 5,5%). Tatsachlich
konnten fir die CD31*-Population keine wachstumsinhibierenden Eigenschaften festgestellt
werden (Abbildung 33), weswegen es sich bei CD31*-Stromazellen vermutlich entweder um
Endothelzellen (Lertkiatmongkol et al., 2016) oder um MSCs handelt, die zwar das

Tumorzellhoming beeinflussen, wie im Zusammenhang mit Scal in Vorarbeiten gezeigt
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werden konnte (Rossnagl et al., 2018), jedoch nicht das Wachstum. Endothelzellen werden
durch ihre Fahigkeit GefalRe zu bilden meist mit tumorférdernden Eigenschaften in
Verbindung gebracht (Hashizume et al., 2000; Ou et al., 2010; Paland et al., 2009). Die CD31"-
Population unterdriickte das Wachstum jedoch effizient (Abbildung 33). Tumorinhibierende
Eigenschaften fir Stromazellen, die, neben anderen Markern, negativ fir den CD31-Marker
sind, konnten auch schon an anderen Stellen in der Literatur gezeigt werden (Hutton et al.,
2021; Ma et al., 2012; Pacioni et al., 2017; Qiao et al., 2008b), was die Vermutung, dass diese

Population einen relevanten, wachstumsinhibierenden Teil der Stromazellen ist, unterstitzt.

Wahrend CD31 meist als Negativmarker genutzt wird, wird dem CD44 haufig als Positivmarker
flir MSCs verwendet (Anderson et al., 2013; Cheng et al., 2012; Li et al., 2012; Ma et al., 2012),
bei denen eine Inhibition des Tumorwachstums nachweisbar war (Wu et al., 2020b). Deren
inhibierende Funktion beim Tumorwachstum konnte zwar auch in dieser Arbeit nachgewiesen
werden, war jedoch schwacher, als die von CD44-MSCs (Abbildung 35) oder genauso stark,
wie die von CD31CD44-MSCs (Abbildung 37). Beide Populationen inhibierten das
Tumorwachstum. Dies zeigt, dass CD44 nicht unbedingt als Marker fiir die Identifikation von
tumorinhibierenden MSCs dienen kann. Tatsachlich kamen auch schon Zweifel bezliglich der
Identifikation von MSCs mittels CD44 auf, da durch die Kultur von MSCs auf Plastik die
Expression dieses Markers hochreguliert wird (Hall et al., 2013b). Dartber hinaus kann die
hohe Expression von CD44 in Tumoren nicht einheitlich einer positiven oder negativen Rolle
beim Tumorwachstum zugesprochen werden (Naor et al., 2008), weswegen die Expression

dieses Molekiils und seine Rolle in der Tumorprogression diskutabel ist.

Die tumorinhibierende MSC-Population befindet sich unter den CD31-Zellen. Deswegen
wurden diese Zellen mithilfe der weiteren Marker unterteilt. CD44, CD105 und FAP waren,
wie CD31, ebenfalls zu einem hohen Anteil in der Osx-Population exprimiert (Tabelle 8). Die
Wirkung von CD31°CD44*/-Zellen unterschied sich jedoch nicht von der, die durch die
Verwendung von CD44*/-Zellen erzielt wurde. Die Nutzung von CD105, das auf Endothelzellen
(Rossi et al., 2019) und Stromazellen exprimiert ist (Hutton et al., 2021; Pham et al., 2019) und
FAP, das ebenfalls von Stromazellen exprimimert wird (Hutton et al., 2021; Kidd et al., 2012;
Xing et al., 2010), auf CD31-Zellen fiihrte ebenfalls zu keiner eindeutigen Identifizierung einer
tumor-hemmenden und nicht-tumor-hemmenden Population innerhalb der CD31-Zellen

(Abbildung 39 und Abbildung 41). In dieser Arbeit wurde jedoch fir beide Populationen
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gezeigt, dass sie das Tumorwachstum inhibieren, auch wenn die CD105-Population effizienter
war, als die CD105*-Population (Abbildung 39). Beziiglich CD105*"-Stromazellen liegen jedoch
unterschiedliche Berichte vor, da auf der einen Seite gezeigt werden konnte, dass CD105-
exprimierende MSCs das Tumorwachstum hemmen kénnen (de Menezes et al., 2020; Wu et
al., 2020b) und dass CD105-Stromazellen starkeres Potential dazu haben, das Immunsystem
zu inhibieren als CD105*-Zellen (Anderson et al., 2013; Pham et al., 2019). Auf der anderen
Seite wurde gezeigt, dass die CD105-Stromazellpopulation das Tumorwachstum inhibieren
konnte, indem sie das Immunsystem modulierte, wohingegen die CD105*-Population diese
Fahigkeiten nicht aufwies (Hutton et al., 2021). Dies steht im direkten Kontrast zu den zuvor
erwdhnten Studien. Moglicherweise gibt es unterschiedliche Auffassungen dieser Zellen in der
Literatur, da hier ahnliche Probleme mit der Expression von CD105 in Stromazellen vorliegen
konnten, wie es auch bereits bei CD44 der Fall war: Stromazellen aus dem Fettgewebe
regulierten ihre Expression von CD105 hoch, wenn sie in Kultur ausgesat wurden und
veranderten damit ihre Markerzusammenstellung in Kultur (Yoshimura et al., 2006). Eine
weitere Moglichkeit ist die Art der Interaktion der MSCs mit den Tumorzellen, da gezeigt
werden konnte, dass (unter anderem) CD105-exprimierende MSCs der Nabelschnur das
Tumorwachstum von Gliomzellen entweder fordern oder hemmen kénnen, je nachdem, ob
die direkter Zellkontakt besteht oder nur l6sliche Faktoren die Tumorzellen erreichen (Bajetto

et al.,, 2017).

FAP, das ebenfalls einen Stromazellmarker darstellt (Bae et al., 2008; Chung et al., 2014;
Hutton et al., 2021; Kidd et al., 2012; Xing et al., 2010) wird bei der Identifikation von CAFs
genutzt (Elyada et al., 2019; Hutton et al., 2021; Primac et al., 2019; Tommelein et al., 2015).
Die Expression von FAP in Tumoren korreliert in verschiedenen Tumorarten mit einer
schlechteren Prognose und Uberlebensfihigkeit, wie beispielsweise in Renalzellkarzinomen
(Lépez et al., 2016), Darmkrebs (Chen et al.,, 2017) oder Magenkrebs (Wen et al., 2017)
festgestellt wurde. MSCs, die mit Laktat aktiviert wurden, fahren ihre Expression von FAP hoch
und unterstitzen so das Wachstum von Magenkrebszellen (Tao et al., 2023). Im Kontext dieser
Arbeit zeigten jedoch sowohl CD31°FAP™-, als auch CD31 FAP*-MSCs eine inhibierende Wirkung
auf das Tumorwachstum, wobei es keinen Unterschied zwischen den Populationen gab
(Abbildung 41). Da FAP jedoch auch auf MSCs exprimiert wird, welche nicht mit Tumorzellen
in Kontakt kamen (Bae et al., 2008; Chung et al., 2014), zeigt dies, dass FAP nicht zwangsweise

nur im Tumorkontext von Stromazellen exprimiert wird und dass die Moéglichkeit offen bleibt,
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dass MSCs mit diesem Marker das Tumorwachstum hemmen kdnnen, wie es in dieser Arbeit
demonstriert wurde. Immerhin konnte wurde nachgiewesen, dass die Wirkung von
Stromazellen, die mit Tumorzellen in Kontakt kamen, sich von der von nicht-malignen

Stromazellen unterscheidet (Lu et al., 1992; Paland et al., 2009).

Schlussendlich konnte der Teil der Osx-Population, der fir die Hemmung der
Tumorprogresson verantwortlich ist, als CD31" identifiziert werden. Eine weitere Definition
dieser Population anhand von Markern konnte leider nicht erzielt werden, obwohl es méglich
war mehrere Stromazellpopulationen zu charakterisieren, die tumorinhibierende

Eigenschaften aufweisen.

4.3. CS1 als Mediator der Tumorinhibition durch Neutrophile

4.3.1. Die Wirkung von CS1 bei der Tumorinhibition

Die Stimulation von MSCs mit Fibronektin erhohte ihr Potential, das Tumorwachstum zu
verringern (Abbildung 43). Bei der Behandlung der MSCs mit einem Integrin a5f1-bindenen
Peptid diente das CS1-Peptid als Kontrolle und zeigte liberraschenderweise, dass es sich bei
diesem Teil von Fibronektin um eine Region handelt, die das Tumorwachstum inhibieren kann.
Der entscheidende Teil in Fibronektin, der die Hemmung des Tumorwachstums auslost, ist
somit die CS1-Region (Abbildung 45). Dieser Effekt ist dabei unabhangig von der Anwesenheit
reifer T-Zellen (Abbildung 51). Die Behandlung von MSCs mit CS1 |6st die Expression von pro-
inflammatorischen Zytokinen aus (Abbildung 57 und Abbildung 67), wodurch insbesondere
die Chemotaxis von Neutrophilen aktiviert wurde (Abbildung 69). In dieser Arbeit konnte
ebenfalls bestatigt werden, dass CS1 die Phosphorylierung verschiedener Kinasen und NFkB
sowie die Translokation von NFkB in den Zellkern verursacht (Abbildungen 58-64) und dass
diese durch die Verwendung zweier verschiedener TLR4-Inhibitoren ausbleibt (Abbildung 66).
Die Induktion der fiir Neutrophile chemotaktischen Chemokine CXCL1 und CXCL2 durch
Fibronektin Giber den NFkB-Signalweg wurde bereits in der Literatur beschrieben (Yano und

Ogura, 2018).

Fibronektin beinhaltet verschiedene TLR-Agonisten-Bereiche, wie EDA-Fibronektin (Okamura

et al., 2001), FNIll1c (You et al., 2010), FNIII13-14 (Sofat et al., 2012), sowie potentiell noch
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andere Fibronektin-Fragmente (Abschitt 1.5.3.3. Fibronektin-Fragmente als TLR-Agonisten).
Flr CS1 konnten bereits einige Funktionen bei der Inflammation festgestellt werden. CS1 fihrt
mittels des Integrins a4p1 zur Aktivierung und damit zur Proliferation von humanen CD4* T-
Zellen, wenn zugleich die Stimulation von CD3 stattfindet (Lehnert et al., 1998; Nojima et al.,
1990). Die Fahigkeit die Proliferation von T-Zellen zu erhdhen, konnte auch bei der Nutzung
des rekombinanten Fibronektinfragments CH-296 beobachtet werden, welches die CS1-
Region enthélt (Ishikawa et al., 2014). Die Stimulation der MSCs mit dem CS1-Peptid hatte
jedoch keinen Effekt auf T-Zellen, da die Inhibition des Tumorwachstums auch in Abwesenheit
funktionaler T-Zellen reproduzierbar war (Abbildung 51). Die Behandlung der mesenchymalen
Stromazellen |6ste allerdings die erhéhte Expression von verschiedenen Zytokinen und
Chemokinen aus (Abbildung 57 und Abbildung 67). Tatsachlich konnte bereits an anderer
Stelle gezeigt werden, dass CS1 zur Expression von pro-inflammatorischen Molekdlen fihrt.
So fihrt |6st die Behandlung der T-Zelllinie Jurkat mit CS1 die Expression von Matrix-
spaltenden Metalloproteasen MMP2 und MMP9 aus (Yakubenko et al., 2000). CS1 kann auch
unabhangig von Integrin a4p1 inflammatorische Reaktionen verursachen. RA-SNC77-Zellen,
die aus Patienten mit rheumatoider Arthritis gewonnen wurden, produzieren eine groRe
Menge an CS1-haltigem Fibronektin. Die Ko-Kultur dieser Zellen mit lymphoiden Zelllinien
erhohte die Menge der pro-inflammatorischen Zytokine IL6 und IL8 im Kulturmedium.
Wahrend die Verwendung von inhibitorischen Antikérpern gegen Integrin a4 und Integrin 1
die Adhdsion und Transmigration von B-Zell-artigen MC/car-Zellen inhibierte, konnte der
Integrin a4-Antikdrper die Expression von IL6 und IL8 nicht beeinflussen. Somit wird die
Expression dieser Zytokine durch einen Integrin a4B1/a4B7-unabhingigen Weg ausgelost
(Takeuchi et al., 2002). Die Inhibition von TLR4 |6ste in diesem Zusammenhang ein Ausbleiben
der erh6hten Expression der pro-inflammatorischen Zytokine und Chemokine durch CS1 aus

(Abbildung 67). Somit ist auch hier ein a4p1-unabhangiger Weg involviert.

4.3.2. Die ECM als TLR-Agonist bei der Hemmung der Tumorprogression

CS1 verstarkte die Inhibition des Tumorwachstums (Abbildung 45 und Abbildung 51) durch
seine Interaktion mit TLR4 (Abbildung 72). Wahrend EDA-Fibronektin in verschiedenen

Instanzen tumorfordernde Eigenschaften innehaben kann (Abschitt 4.2.1. Das Fibronektin der
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Mx- und Osx-Subpopulationen), kann es als TLR-Agonist auch zur Inhibition des
Tumorwachstums beitragen. Das EDA-Modul konnte als Fusionsprotein mit Ovalbumin, einem
Hihnereiweill, genutzt werden, um durch dendritische Zellen die Entstehung von
zytotoxischen T-Zellen zu vermitteln. Hierbei fand die Bindung von EDA an TLR4 auf
dendritischen Zellen statt, die das Ovalbumin daraufhin T-Zellen prasentierten und deren
Aggressivitat gegenliber Ovalbumin-exprimierenden Tumorzellen erhéhten (Julier et al., 2015;
Lasarte et al., 2007). Die einmalige Injektion von freigelegtem FNIII11-EDA-Fibronektin,
zusammen mit FNII19-10, fUhrte in einem in vivo-Modell in Mausen dazu, dass das Wachstum
von Thymuskarzinomen inhibiert und das Uberleben der Versuchstiere verlangert wurde,
auch ohne Ovalbumin mit EDA zu fusionieren (Julier et al., 2015). Auf eine dhnliche Art und
Weise erhohte ein Fusionsprotein aus dem EDA-Modul und dem E7-Protein des humanen
Papillomavirus die Agressivitat von Immunzellen gegen die Tumorzellen, indem es an TLR4 von
Zellen des myeloiden Systems bindet und dabei die Reifung von dendritischen Zellen

vorantreibt (Mansilla et al., 2012).

TLR4 kann auch andere Matrixmolekiile, wie Tenascin-C, wahrnehmen und somit zur
Polarisierung von Immunzellen fiihren. Die Ausschaltung von Tenascin-C aus Stroma- und
Immunzellen fiihrt zu einer verstarkten Polarisierung zu M2-Makrophagen, wohingegen
dessen Anwesenheit zu einem hoheren Anteil an M1-Makrophagen fiihrt (Deligne et al.,
2020). Wird CD47 aus Tumorzellen deletiert, steigert sich die Abtétung der Tumorzellen durch
Makrophagen und resultiert in einem verringerten Tumorwachstum. Dieser Effekt wurde auch
hier durch Tenascin-C ausgel6st, welches Uber die Interaktion mit TLR4 zu einer verstarkten

Bildung des pro-inflammatorischen TNFa in humanen Makrophagen fiihrt (Ma et al., 2019a).

EMILIN2 bewirkt die Tumorunterdriickung durch die Polarisierung von Makrophagen in den
M1-Phanotyp, da hierdurch der TLR4/MyD88/NKkB-Signalweg stimuliert wurde. Das Fehlen
dieses Molekiils hingegen fuhrt zur verstarkten Bildung von M2-Makrophagen (Andreuzzi et

al., 2022).

Die Inhibition von TLR4 in Verbindung mit der Stimulation mit dem CS1-Peptid fihrte zu einer
Wiederherstellung des Tumorwachstums auf die GroRe von Tumoren, in welchen
unstimulierte, bzw. mit einem Scr-Peptid stimulierte MSCs vorhanden waren (Abbildung 72).
Wahrend die genannten Beispiele der Interaktionen der ECM mit TLR4 bei der Tumorinhibition

sich auf die Polarisierung von Makrophagen konzentrieren, stellten sich in dieser Arbeit
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Neutrophile als Mediatoren der Tumorinhibition heraus (Abbildung 55), deren Infiltration in

den Tumor mit der TLR4-Inhibition abnimmt (Abbildung 73).

4.3.3. Die TLR-Modulation auf MSCs verandert ihre immunmodulatorischen
Fahigkeiten

Die bisher genannten Funktionen von CS1 bei der Inflammation und von Bestandteilen der
ECM bei der TLR-vermittelten Tumorinhibition bezogen sich meist auf die direkte Modulation
von Zellen des Immunsystems (Abschnitt 4.3.2. Die ECM als TLR-Agonist bei der Hemmung der
Tumorprogression). Stromazellen stellen jedoch wichtige Zellen bei der Wahrnehmung von
PAMPs und DAMPs dar und gehoren zu den Zellen, die auf einen Reiz mit der Anziehung von
Immunzellen reagieren (Kim et al., 2011; Krombach et al., 2019; Otte et al., 2003; Owens et
al., 2013). MSCs lassen sich hierdurch mittels der Stimulation von Toll-like Rezeptoren direkt
zu einem pro-inflammatorischen Phanotyp polarisieren (Shoshina et al., 2020; Waterman et
al., 2010, 2012a). Aus diesem Grund reagieren Stromazellen bei der Aktivierung von TLRs mit
der Expression vieler pro-inflammatorischer Chemokine und Zytokine, wie CXCL1, CXCL2,
CXCL5, CXCL6, und CXCL10 oder auch IL6, IL8, IL12, TNFa, CCL5 und GM-CSF (Hwa Cho et al.,
2006; Hwang et al., 2014; Krombach et al., 2019; Romieu-Mourez et al., 2009; Ryu et al., 2015;
Shoshina et al., 2020; Waterman et al., 2010). Insbesondere CXCL1, CXCL2, MIF und IL8 sind
in der Lage Neutrophile anzuziehen (Brandau et al., 2010; Means et al., 2003; Vieira et al.,
2009). Dementsprechend konnte gezeigt werden, dass TLR4-stimulierte MSCs Neutrophile
chemotaktisch anziehen (Brandau et al., 2010; Romieu-Mourez et al., 2009). Da CXCL1 und
CXCL2 bei der CS1-Stimulation von MSCs hochreguliert sind (Abbildung 57 und Abbildung 67),
ist es nicht verwunderlich, dass die so stimulierten MSCs Neutrophile in einem Transwell-

Assay anziehen (Abbildung 67).

Die Inhibition des Tumorwachstums ging mit dem Anstieg von Ly6G-exprimierenden Zellen
einher (Abbildungen 10, 24, 27, 30, 33, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 52, 56 und 73). Ly6G identifiziert
in Mausen unter den Granulozyten Neutrophile, die Teile des myeloiden Immunsystems
bilden (Abschnitt 1.4.2.1.3. Die Identifikation von Neutrophilen anhand von Markern). Die
Modulation von Myeloidzellen, wie Granulozyten, zur Inhibition des Tumorwachstums konnte

bereits bei der Transplantation von Darmkrebszellen zusammen mit MSCs in einer
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Gelatinematrix beobachtet werden. Wenn MSCs zusammen mit den Darmkrebszellen
transplantiert wurden, fiihrte dies zu einem reduzierten Wachstum der Tumorzellen und
bereits ab Tag 5 zu einer Erhéhung der Granulozyten und Monozyten. Ab Tag 7 konnten in
entnommenen Gelatinematrizen keine lebenden Tumorzellen mehr nachgewiesen werden.
Eine Beteiligung von T-Zellen konnte in diesem Zusammenhang nicht gezeigt werden, was
darauf hinweist, dass die Abtotung der Tumorzellen vermutlich durch myeloide Immunzellen
vonstatten ging (Ohlsson et al., 2003). Die Stimulation von TLR4 auf MSCs und die darauf
folgende Polarisierung in pro-inflammatorische MSCs fiihrte, neben einer direkten
Unterdriickung des Tumorwachstums, zu einer Modulation von myeloiden Immunzellen in

Form von Makrophagen und Mastzellen (Waterman et al., 2012a).

4.3.4. Die Rolle der Wahrnehmung von Fibronektin mittels des B1-Integrins

TLR4 wurde als Rezeptor fiir die CS1-Region innerhalb des Fibronektinmolekils identifiziert
(Abbildung 66). Dennoch konnte gezeigt werden, dass die Ausschaltung des B1-Integrins auf
der Mx-Population der MSCs zu einer Erhéhung des Tumorwachstums fihrte, wobei eine
Verringerung der TumorgréBe zur Kontrolle oder zumindest ein Trend dahin festgestellt
werden konnte (Abbildung 26). Moglicherweise hat das B1-Integrin eine unterstiitzende Rolle
bei der Wahrnehmung von CS1. Interessanterweise wird die Erkennung von EDA-Fibronektin
und auch anderen TLR4-Agonisten in grolem Malle von Integrin a4p1l beeinflusst (Kelsh-
Lasher et al., 2017). Eine kurze zweistlindige Stimulation von humanen, dermalen Fibroblasten
mit EDA-Fibronektin resultierte in der Expression von ICAM und pro-inflammatorischen
Zytokinen, wie IL1a und TNFa, wohingegen eine langfristige Stimulation Uber 24 Stunden zur
Expression von Proteinen fiir die Bildung und den Umbau der extrazellularen Matrix und anti-
inflammatorischer Zytokine fiihrt. Beide Vorgange wurden nicht nur durch die Inhibition von
TLR4, sondern auch durch die Inhibition von Integrin a4 gehemmt. Ebenso regulierten beide
Molekiile die Expression von EDA-Fibronektin in Fibroblasten. Werden Fibroblasten
zusammen mit EDA-Fibronektin anderen TLR-Agonisten ausgesetzt, wie FNIIl1c, fliihrt die
Inhibition von Integrin a4 zu einer verringerten pro-inflammatorischen Reaktion in Form der
Bildung von TNFa. Dies macht deutlich, dass Integrin a4 mit TLR4 kooperiert, um entziindliche
Vorgange nicht nur als Reaktion auf EDA-Fibronektin selbst, sondern auch auf andere TLR-

Agonisten, zu vermitteln (Kelsh-Lasher et al., 2017). Im Zuge dessen konnte gezeigt werden,
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dass die TLR2- und TLR4-Aktivierung durch PAMPs in Makrophagen von Fibronektin aufgrund
seiner Bindung an Integrin B1 verstarkt werden kann (Fei et al., 2018). Somit ware es denkbar,
dass das Integrin B1 die Wahrnehmung von Fibronektin beeinflussen kann. Dies kénnte
erklaren, warum Mx-Integrin B1-cKO-MSCs zumindest teilweise zu einem Anstieg der
TumorgrolRe fihren. Allerdings konnten in dieser Arbeit keine Hinweise auf eine Beteiligung

von Integrin B1 festgestellt werden (Abbildung 66).

4.3.5. Neutrophile vermitteln die Inhibition des Tumorwachstums

Zu den Immunzellen, die effizient von MSCs moduliert werden kénnen, gehdren Neutrophile
(Hall et al., 2013a; Raffaghello et al., 2008). MSCs steigern das Uberleben dieser Immunzellen
(Raffaghello et al., 2008), verbessern ihre Effektorfunktionen, wie die Fahigkeit zur
Phagozytose von Bakterien (Hall et al., 2013a) oder ziehen siechemotaktisch an (Brandau et

al., 2010; Romieu-Mourez et al., 2009).

Sowohl tumorférdernde, als auch tumorinhibierende Funktionen der Neutrophile sind
bekannt (Berry et al., 2017; McFarlane et al., 2021; Wu et al., 2020a). Dies flihrte zur
Klassifizierung von Neutrophilen in den N1- und N2-Phanotyp (Fridlender et al., 2009; Ohms
et al., 2020; Powell und Huttenlocher, 2016). Neutrophile stellten sich in dieser Arbeit als
essentiell bei der Unterdriickung des Tumorwachstums heraus, da ihre Depletion per
Antikorper die MSC-vermittelte Tumorunterdriickung ausbleiben lie (Abbildung 55). Es
konnte bereits gezeigt werden, dass eine duflerst geringe Anzahl an MSCs dazu in der Lage ist,
das Verhalten von Neutrophilen zu modulieren (Raffaghello et al., 2008), weswegen die
Beeinflussung von Neutrophilen bei der hier eingesetzten MSC-Anzahl von 100.000 Zellen

plausibel ist.

Diese Immunzellen kdnnen das Tumorwachstum (iber mehrere verschiedene Wege hemmen
oder Tumorzellen direkt zytotoxisch abtéten (Abschnitt 1.4.2.1.4. Neutrophile in der anti-
Tumorimmunitat). Die Abtétung von murinen und humanen Tumorzellen wurde in dieser
Arbeit in vitro untersucht (Abbildung 70 und Abbildung 71). Hierbei gab es zwar vereinzelt eine
starkere Abtotung von Tumorzellen, wenn die Neutrophile zusammen mit dem Medium von
CS1-stimulierten MSCs auf die Tumorzellen gegeben wurden, jedoch war dieser Effekt nicht

einheitlich genug, um eine grundlegende Steigerung der Zytotoxititdt von Neutrophilen durch
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die MSCs festzustellen. Auch die biologische Relevanz ist fraglich, da sich die verstarkte
Abtotung von Tumorzellen lediglich in einer Abnahme von 5-7% des Chemilumineszenzsignals
spiegelte. Dies stellt eine aktive Polarisierung von Neutrophilen durch CS1-stimulierte MSCs
in Frage. Aus diesem Grund scheint die Tumorinhibition auf der erhéhten Infiltration der Ly6G-
exprimierenden Zellen zu basieren, was mehrfach beobachtet (Abbildungen 10, 24, 27, 30, 33,
36, 38, 40, 42, 44, 46, 52, 56 und 73) und auch in vitro nachgewiesen werden konnte
(Abbildung 69).

MSCs konnen Neutrophile zur Inhibition des Tumorwachstums chemotaktisch anziehen
(Ohlsson et al., 2003). In einem Modell, in dem MSCs die Proliferation von B16-Zellen mittels
der Sekretion von Dickkopf-1 inhibierten, kam es ebenfalls zu einer verstarkten Infiltration von
Granulozyten, wie beispielsweise Neutrophilen, deren Rolle jedoch leider nicht weiter
charakterisiert wurde (de Menezes et al., 2020). Wie zuvor beschrieben, verstarkt die TLR-
Stimulation von MSCs ihre chemotaktischen Fahigkeiten (Abschnitt 4.3.3. Die TLR-Modulation
auf MSCs verdandert ihre immunmodulatorischen Fahigkeiten). Im Zuge dessen ist EDA-
Fibronektin iber seine Bindung an TLR4 in der Lage, Neutrophile in einem murinen Modell
chemotaktisch anzuziehen, wie es bei Mausen gezeigt wurde, denen EDA-Fibronektin in Luft-
Taschen unter der Haut injiziert wurde (Lefebvre et al., 2011). Die chemotaktische Anziehung
von Neutrophilen ist auch von Endothelzellen bekannt, wenn DAMPs wahrend der
Radiotherapie aus sterbenden Tumorzellen freigesetzt werden. Diese aktivieren die Toll-like
Rezeptoren auf Endothelzellen und fiihren zu einer erhéhten Expression chemotaktischer
Molekiile, wie CCL2, CXCL1 und CXCL2, was in einer erhdhten Infiltration von Neutrophilen
und Monozyten resultiert. Diese |6sen daraufhin die anti-Tumorimmunitat aus (Krombach et

al., 2019).

Das Potential des Zusammenspiels zwischen der TLR-Stimulation des Tumorstromas und der
Einwanderung von Neutrophilen wurde auch in Walker 256-Tumoren in Ratten deutlich. Die
Tumore wurden zundchst von Neutrophilen infiltriert, was jedoch vermutlich durch TGFB, mit
voranschreitener Progression der Tumore abnimmt. Nachdem in bereits etablierte Tumore
der TLR4-Agonist LPS injiziert wurde, nahm die Menge an Neutrophilen und pro-
inflammatorischen Zytokinen im Tumor zu, was von einem Riickgang des Tumors in 100% aller
Versuchstiere begleitet wurde. Interessanterweise reagierten Walker 256-Tumorzellen nicht

auf die LPS-Zugabe, obwohl diese TLR4 exprimierten, was nahelegt, dass LPS die Zellen des
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Tumorstromas stimulierte und dazu veranlasst hat, anti-tumorigene Neutrophile in den Tumor

einwandern zu lassen (Kuwabara et al., 2019).

Interessanterweise resultierte die Depletion von Neutrophilen in B16-Tumoren, die ohne
MSCs injiziert wurden, in einer Abnahme der TumorgrofRe (Abbildung 55). Die zweischneidige
Rolle von Neutrophilen wahrend der Tumorprogression fiihrte zur Klassifizierung von
Neutrophilen in den anti-tumorigenen N1- und den pro-tumorigenen N2-Phanotyp
(1.4.2.1.4.1. N1- und N2-Polarisierung von Neutrophilen). Die Verringerung des
Tumorwachstums in B16-Tumoren ohne MSCs spricht dafiir, dass die Tumorzellen selbst die
einwandernden Neutrophilen in einen pro-tumorigenen Phanotyp polarisieren kdnnen, um
ihr Wachstum zu stimulieren. Melanomzellen koénnen nachgewiesenermaRen die
Polarisierung von Neutrophilen in den N2-Phanotyp induzieren (Anselmi et al., 2022).
Andererseits konnte es sich in diesen Tumoren auch um ebenfalls Ly6G-exprimierende MDSCs
handeln, die das Tumorwachstum in B16-Tumoren fordern (Abschnitt 1.4.2.1.3. Die
Identifikation von Neutrophilen anhand von Markern). Die Fahigkeit von MDSCs das
Tumorwachstum zu fordern, konnte in friiheren Arbeiten der Gruppe durch die Wirkung des

osteoblastischen EDA-Fibronektins gezeigt werden (Rossnagl et al., 2016).

4.4. Schlussfolgerung

In dieser Arbeit konnte die Rolle von mesenchymalen Stromazellen bei der Tumorentwicklung
charakterisiert werden. Die Injektion einer geringen Menge von Stromazellen im Vergleich zu
Tumorzellen fihrte dabei zu einer Hemmung des Tumorwachstums, wohingegen eine
zunehmende Anzahl an Stromazellen diesen Effekt immer weiter minimierte. Fir die
Inhibition des Tumorwachstums war das Fibronektin der Osx-exprimierenden Subpopulation
notwendig. Die hierfiir verantwortliche MSC-Subpopulation befindet sich innerhalb der CD31"
-Zellen des Knochenmarks und flihrt zu einer verstarkten Infiltration von Neutrophilen in den
Tumor. Diese sind dabei unabdinglich fir die Verringerung des Tumorwachstums. Die
verantwortliche Komponente des Fibronektins stellt die CS1-Region dar, welche durch ihre
Bindung an TLR4 den NFkB-Signalweg aktiviert und die Expression von Chemokinen und

Zytokinen in den CS1-stimulierten MSCs auslost. Die Inhibition von TLR4 wahrend der
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Stimulation mit dem CS1-Peptid erhohte die GroRe der Tumore wieder auf das Level der Scr-

MSC-Tumore (Abbildung 74).

Fibronektin aus
Stromazellen

Qyj\ﬂ N

1
T O,

CD31 Stromazelle

Stromazelle

Anziehung von
Neutrophilen

Abbildung 74: Grafische Zusammenfassung der gewonnenen Erkenntnisse.

Tumorwachstum

Die CS1-Region des Fibronektins aus CD31-Stromazellen bindet an TLR4 auf Storomazellen und veranlasst die Translokation
von NFkB in den Zellkern, was die Expression von Zyotkinen und Chemokinen induziert. Dies bewirkt die erhéhte Infiltration
von Neutrophilen in den Tumor, die daraufhin das Tumorwachstum inhibieren.

Durch die hier gewonnenen Erkenntnisse ist es moglich, die Wirkung von Fibronektin auf die
immunmodulatorischen Eigenschaften von MSCs im Kampf gegen Tumorzellen besser zu
verstehen. Der Zusammenhang zwischen drei Faktoren mit ambivalenten Rollen bei der
Tumorentwicklung - MSCs, Fibronektin und Neutrophile - die in einer Hemmung der
Tumorprogression resultiert, konnte hierbei Aufschluss fiir weitere Therapieansdtze der

Krebsbekampfung liefern.

184



5. ZUSAMMENFASSUNG

Die Rolle von mesenchymalen Stromazellen (MSCs) im Kontext von Tumorerkrankungen ist
Gegenstand intensiver wissenschaftlicher Forschung. Hierbei spielen viele Faktoren eine
entscheidende Rolle, wie beispielsweise die untersuchte Stromazellsubpopulation, die
Modulation des Immunsystems oder auch die Produktion von Molekiilen der extrazelluldren
Matrix, fiir die Stromazellen eine der wichtigsten Quellen darstellen. In dieser Arbeit sollte die
Rolle von MSCs beim Tumorwachstum bestimmt, die Beteiligung des produzierten

Fibronektins untersucht und die verantwortliche Subpoplation identifiziert werden.

Es stellte sich heraus, dass MSCs in der Lage sind, das Tumorwachstum in einem Verhaltnis
von 1:0,1 (Tumorzellen:MSCs) zu inhibieren. Die Fahigkeit zur Unterdriickung des

Tumorwachstums ist dabei unabhangig von der Anwesenheit von T-Zellen.

Bei der Deletion von Fibronektin in verschiedenen MSC-Subpopulationen mittels des Cre/loxP-
Systems und den Col-, Mx-, Vav- und Osx-Promotoren stellte sich heraus, dass der Verlust von
Fibronektin in der Mx- und Osx-Subpopulation die inhibierende Wirkung der MSCs aufhebt.
Die Deletion eines der wichtigsten Rezeptoren fiir Fibronektin, des Integrins B1, unter den
gleichen Promotoren zeigte, dass die Osx-Population sich nicht selbst mit ihrem produzierten
Fibronektin stimuliert, oder dass Integrin 1 dabei keine Funktion ausiibt. Bei der
Charakterisierung der  Osx-Subpopulation anhand von Zellsortierungen durch
Oberflachenmarker zeigte sich, dass der wachstumsinhibierende Teil der Osx-exprimierenden

Zellen negativ fur die Expression des CD31-Markers ist.

Der Teil von Fibronektin, der MSCs zur Inhibition des Tumorwachstums anregt, ist die CS1-
Region, welche mit TLR4 auf den MSCs interagiert und zur Aktivierung des NFkB-Signalwegs
flhrt. Es resultiert eine Expression verschiedener Chemokine und Zytokine. Hierdurch kommt
es zu einer erhdhten Infiltration von Ly6G-exprimierenden Neutrophilen, die die Inhibition des
Tumorwachstums vermitteln. lhr Fehlen, erzielt durch die Injektion depletierender

Antikorper, verhindert die MSC-vermittelte Verringerung der TumorgroRe.

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass das Fibronektin-Molekiil die MSCs dazu bringt das
Tumorwachstum mittels der Modulation von Neutrophilen zu inhibieren. Fiir diesen Effekt

sind hierbei die CD31"-Zellen der Osx-exprimierenden Subpopulation verantwortlich.
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