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I.  Zusammenfassung

Keimzelltumoren (KZT) sind die haufigste solide maligne Erkrankung des Mannes im Alter von
20 bis 44 Jahren. Sie kdnnen histologisch in Seminome (SE) und Nicht-SE unterteilt werden.
Mit einer relativen 5 Jahres Uberlebensrate von 97 % haben sie unter den malignen
Tumorerkrankungen eine gute Prognose. Allerdings ist die relative
Uberlebenswahrscheinlichkeit im Vergleich zur Allgemeinbevélkerung deutlich reduziert.
Derzeit gibt es kaum Behandlungsalternativen fur Cisplatin-resistente KZT, so dass 10 — 15 %
der Patienten mit einem fortgeschrittenen KZT und 3 — 5 % aller Patienten mit einem KZT
versterben. Tumoren stellen eine komplexe Struktur aus Tumorzellen, nicht-tumoralen Zellen
(Fibroblasten, Immunzellen, Endothelzellen, u.a.) und Makromolekilen dar, dem sogenannten
Tumormikromileu (TMM). Inzwischen ist es allgemein anerkannt, dass das TMM das
Fortschreiten, die Metastasierung und das therapeutische Ansprechen von Tumoren
beeinflusst und dies nicht nur von autonomen Prozessen der Tumorzellen abhangt. Allerdings
ist das TMM in KZT noch unzureichend beschrieben. Deswegen war das Ziel dieser in vitro
Arbeit eine umfangliche Charakterisierung des dreidimensionalen Wachstums von KZT-Zellen
in Abhangigkeit von der Anwesenheit von TMM-Zellen durchzufiuhren. Hierfur wurden die
haufigsten KZT-Subtypen (SE, Embryonalkarzinom (EK) und Chorionkarzinom (CK)) mit
TMM-Zellen (Fibroblasten, Lymphozyten, Endothelzellen und Makrophagen) in der Hanging
Drop Zellkulturtechnik ko-kultiviert und mikroskopisch untersucht. Um die KZT-Zellen
mikroskopisch von den TMM-Zellen unterscheiden zu kdnnen, wurden die KZT-Zelllinien mit
einem GFP-Plasmid und die TMM-Zelllinien mit einem mCherry-Plasmid transduziert.

Die EK-Zelllinien (NCCIT, 2102EP) und SE-Zelllinie (TCam-2) wiesen ein stabiles Wachstum
auf. Sie waren sowohl in der Mono- als auch den unterschiedlichen Ko-Kulturen in der Lage
ein kugelférmiges Spharoid zu bilden. Im Gegensatz dazu wuchsen die CK-Zelllinien (JAR,
JEG-3) flach und planar. Die Ko-Kultivierung mit Lymphozyten (JURKAT) und Fibroblasten
(MPAF) flhrte jedoch ebenfalls zur Ausbildung eines kugelférmigen Spharoids der CK-Zellen.
Gleichzeitig zeigte sich eine verminderte Auspragung der Lymphozyten in diesen Ko-Kulturen.
Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern neue Hinweise auf die Interaktion von KZT-Zelllinien und
TMM-Zelllinien in der 3D-Zellkultur. Insbesondere die CK-Zelllinien scheinen eine ausgepragte
immunsuppressive Wirkung auf Lymphozyten auszuliben, was mit der geringen Effektivitat
von Immuncheckpointinhibitoren bei dieser Tumorentitdt einhergehen konnte. Die
Beobachtung, dass Fibroblasten (MPAF) und Endothelzellen (HUVEC) in Ko-Kulturen mit
KZT-Zelllinien ein besonders stabiles Wachstum zeigten, legt nahe, dass diese Zelltypen eine
zentrale Rolle im TMM spielen. Insbesondere bei therapieresistenten CK kénnten sie

potenzielle Zielstrukturen fir neue Behandlungsstrategien darstellen.



. Abstract

Germ cell tumors (GCT) are the most common solid malignant disease in men aged 20 to 44.
They can be divided histologically into seminomas (SE) and non-SE. With a relative 5-year
survival rate of 97 %, they have a good prognosis among malignant tumor diseases. However,
the relative probability of survival is significantly reduced compared to the general population.
Currently, there are few treatment alternatives for cisplatin-resistant GCT, meaning that 10-15
% of patients with advanced GCT and 3-5 % of all patients with GCT die.

Tumors are complex structures consisting of tumor cells, non-tumor cells (fibroblasts, immune
cells, endothelial cells, etc.) and macromolecules, known as the tumor microenvironment
(TMM). It is now widely accepted that the TMM influences the progression, metastasis, and
therapeutic response of tumors and that this does not depend solely on autonomous processes
of the tumor cells. However, the TMM in GCTs has not yet been adequately described.
Therefore, the aim of this in vitro study was to comprehensively characterize the three-
dimensional growth of GCT cells depending on the presence of TMM cells.

For this purpose, the most common GCT subtypes (SE, embryonal carcinoma (EC), and
choriocarcinoma (CC)) were co-cultured with TMM cells (fibroblasts, lymphocytes, endothelial
cells, and macrophages) using the hanging drop cell culture technique and examined
microscopically. In order to distinguish the GCT cells from the TMM cells microscopically, the
GCT cell lines were transduced with a GFP plasmid and the TMM cell lines with a mCherry
plasmid.

The EC cell lines (NCCIT, 2102EP) and SE cell line (TCam-2) showed stable growth. They
were able to form spherical spheroids in both mono- and different co-cultures. In contrast, the
choriocarcinoma cell lines (JAR, JEG-3) grew flat and planar. However, co-cultivation with
lymphocytes (JURKAT) and fibroblasts (MPAF) also led to the formation of a spherical
spheroid of CC cells. At the same time, there was a reduced expression of lymphocytes in
these co-cultures.

The results of this study provide new insights into the interaction of GCT cell lines and TMM
cell lines in 3D cell culture. CC cell lines in particular appear to exert a pronounced
immunosuppressive effect on lymphocytes, which could be associated with the low
effectiveness of immune checkpoint inhibitors in this tumor entity. The observation that
fibroblasts (MPAF) and endothelial cells (HUVEC) showed particularly stable growth in co-
cultures with GCT cell lines suggests that these cell types play a central role in TMM. They
could represent potential target structures for new treatment strategies, particularly in therapy-

resistant CC.
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1 Einleitung

1.1 Keimzelltumoren des Mannes

1.1.1 Definition und Einteilung von Keimzelltumoren

Keimzelltumoren (KZT) sind eine heterogene Gruppe von Tumoren, die bei beiden
Geschlechtern in allen Altersgruppen gonadal (Hoden und Eierstécken) und extragonadal
(retroperitoneal, mediastinal, zerebral) auftreten kénnen (1, 2). Sie entstehen durch eine
fehlerhafte Reifung der primordialen Keimzelle mit daraus resultierender ungehemmter
Zellteilung (3). Dieser Ursprung kann durch die Expression des keimbahnspezifischen
Proteins VASA und das Muster der genomischen Pragung nachgewiesen werden (1, 4).
Anhand ihres Chromosomensatzes und ihres Differenzierungsgrades kdnnen KZT in funf
verschiedene Typen eingeteilt werden, von denen drei im Hoden vorkommen (Tabelle 1). Im
Vergleich zu den KZT vom Typ Il und Ill gehen KZT Typ | von einer unreiferen Keimzelle aus
(1). Sie treten vor der Pubertat auf und beinhalten unreife Teratome und Dottersacktumore (5).
KZT vom Typ |l sind vorwiegend in den Gonaden lokalisiert und treten nur in 5 % der Falle
extragonadal auf. Sie entstehen aus einer Keimzellneoplasie in situ (GCNIS; engl.: ,germ cell
neoplasia in situ“) und treten in der postpubertaren Altersgruppe auf (5). KZT vom Typ I
kdnnen histologisch weiter in Seminome (SE) und Nicht-SE unterteilt werden (6). Dabei ist das
SE mit 61 % der haufigste Typ (7). Die Nicht-SE kdnnen noch weiter unterteilt werden in das
Embryonalkarzinom (EK), welches als Stammzellpopulation gilt und sich weiter in den
Dottersacktumor vom postpubertdren Typ, das Teratom vom postpubertdren Typ, das
Teratom mit maligner somatischer Transformation sowie in das Chorionkarzinom (CK)
differenzieren kann und gemischte KZT (6). KZT vom Typ Il treten ebenfalls erst postpubertar
auf, jedoch typischerweise im héheren Lebensalter (>50 Jahre). Zu dieser Gruppe gehort
ausschlieflich das spermatozystische SE, welches nur im Hoden auftritt und i.d.R. gutartig ist
(5).

Da 98 % aller Hodentumoren den KZT vom Typ Il zugeordnet werden, befasst sich diese Arbeit
nur mit KZT vom Typ Il. Dabei liegt der Schwerpunkt auf den am haufigsten auftretenden
Subtypen, dem SE und EK. Des weiteren wurde als weiterer nicht-seminomatdser KZT Subtyp
das CK verwendet. Zum Zeitpunkt der praktischen Arbeit stand keine etablierten humane
Zelllinie fir den Dottersacktumor zur Verfligung, daher konnte dieser Subtyp in dieser in-vitro

Arbeit nicht eingeschlossen werden.



Die funf Typen der KZT

Typ
I

v

Lokalisation
Hoden/ Ovar/
Sakralregion/
Retroperitoneal/
mediastinal/ Hals/
Mittellinie/ Gehirn/
andere seltene
Lokalisationen
Hoden

Ovar

Dysgenetische

Gonaden

Vorderes Mediastinum

Gehirn (Mittellinie)

Hoden

Ovar

Plazenta/ Uterus

Phéanotyp
(unreifes)
Teratom/

Dottersacktumor

SE/ nicht-SE

Dysgerminom/
Nicht-semino-
matos
Dysgerminom/
nicht-SE

SE/ nicht-SE
Germinom/ nicht-
SE

Spermatozy-
stisches SE

Dermoidzyste

Hydatiforme Mole

Alter
Neugeborene/
Kinder

>15 Jahre
(Median 35 und
25 Jahre)

>4 Jahre

Kongenital

Adoleszente
Kinder (Median
13 Jahre)

>50 Jahre

Kinder/
Erwachsene
Repro-duktions-

phase

Ursprungszelle
Frihe PGC/

Gonozyten

PGC/ Gonozyten

PGC/ Gonozyten

PGC/ Gonozyten

PGC/ Gonozyten
PGC/ Gonozyten

Spermatogonien/
Spermatozyten
Oogonien/
Oozyten

Leere Eizelle/

Spermatozoen

Tabelle 1: Unterteilung der KZT in fiinf unterschiedliche Typen; PGC: primordial germ cell, primordiale

Keimzelle; (ibernommen aus Greimelmaier K. et al (2) und modifiziert nach Oosterhuis JW et al (1))

1.1.2 Epidemiologie

Die haufigste Form des Hodentumors ist der KZT Typ Il (8). Mit einem Anteil von 25 % ist der

KZT Typ Il die haufigste solide maligne Erkrankung des Mannes im Alter von 20 bis 44 Jahren

(9). Dabei werden 80 % der Diagnosen vor dem 50. Lebensjahr gestellt (10). In Deutschland

erkrankten im Jahr 2019 4.162 Manner an Hodenkrebs, dies entspricht einer standardisierten

Erkrankungsrate von 10,4 pro 100.000 Einwohner (RKI 2022) (7). Insgesamt machen

Hodentumore 1 % aller Neoplasien im Erwachsenenalter und 5 % aller urologischen Tumore
aus (11).




1.1.3 Prognose

Mit einer relativen 5-Jahres-Uberlebensrate von 97 % haben KZT die zweitbeste Prognose
unter den malignen Tumorerkrankungen (RKI 2019) (7). Die Uberlebenswahrscheinlichkeit
hangt von verschiedenen Faktoren ab, wie beispielsweise der Histologie, dem Stadium, dem
Alter, den Begleiterkrankungen und der Qualitdt der Versorgung (9, 12). Unter
leitliniengerechter Therapie liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate Stadien unabhangig fiir SE bei
97,9 % und fiir Nicht-SE bei 94,9 % (9, 10). Allerdings sinkt die Uberlebenswahrscheinlichkeit
wie bei den meisten malignen Tumorerkrankungen ab dem Zeitpunkt der Metastasierung. Fur
die Vorhersage des weiteren Krankheitsverlaufs, der Prognose und der Anzahl an
Chemotherapiezyklen unterteilt die International Germ Cell Cancer Collaborative Group
(IGCCCG) die metastasierten KZT anhand bestimmter Kriterien in unterschiedliche
Prognosegruppen. Dabei liegt die 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit fir Patienten aus
einer guten Prognosegruppe mit einem metastasierten KZT immer noch bei 86 - 95 %, bei
Patienten aus einer schlechten Prognosegruppe sinkt sie auf 48 - 64 % (13, 14).

Auch wenn KZT im Vergleich zu anderen Tumorerkrankungen sogar im metastasierten
Stadium eine gute Prognose haben, haben die Patienten, die an einem KZT erkranken, eine
geringere relative Uberlebenswahrscheinlichkeit im Vergleich zur Allgemeinbevélkerung. Nach
10 Jahren leben noch 81,8 - 95,2 % der Patienten, nach 30 Jahren sind es noch 62,4 - 89,4
%. Dies ist nicht nur auf die tumorbedingte Mortalitat, sondern auch auf die Langzeitfolgen der

Chemo- und Strahlentherapie zurtickzufuihren. (10)

1.1.4 Relevanz der Forschung

Mit einer relativen 5-Jahres-Uberlebensrate von 97 % zéhlen KZT zu den glinstigen bésartigen
Neubildungen (RKI 2022) (Kapitel 1.1.3). Die gute Prognose ist unteranderem auf die
Einfihrung und Therapie mit Cisplatin zurtickzuflhren, da KZT zu den Cisplatin-sensibelsten
Tumoren zahlen (15). 70 - 80 % der Patienten mit einem metastasierten KZT kénnen mit der
Cisplatin-basierten Chemotherapie trotzdem geheilt werden (16, 17). Eine groRe
Herausforderung ist allerdings die Behandlung der Patienten mit einem Cisplatin-resistenten
KZT (16, 18). Fur dieses Patientenkollektiv gibt es derzeit kaum alternative
Behandlungsmaoglichkeiten (15). Das hat zur Folge, dass 10 - 15 % der Patienten mit einem
fortgeschrittenen KZT und 3 - 5 % aller Patienten mit einem KZT versterben (17).

Problematisch ist aulerdem das geringe Erkrankungsalter der Patienten, da
Langzeitkomplikationen sowohl nach Bestrahlung als auch nach einer Chemotherapie
auftreten kénnen. Diese Komplikationen kénnen auch erst Jahre oder Jahrzehnte spater
auftreten. Nach einer Bestrahlung besteht in 30 % der Félle das Risiko fir einen

Hypogonadismus und es erhdht sich die Wahrscheinlichkeit fur Zweittumore im



Bestrahlungsfeld. In 10 - 30 % kommt es nach einer Chemotherapie ebenfalls zu einem
Hypogonadismus. Zudem besteht ein erhdhtes Risiko fir solide Tumoren und Leukamien.
Chemotherapien kénnen auch kardiotoxisch und nephrotoxisch sein und damit das
kardiovaskulare Risiko erhdhen und die glomerulare Filtrationsrate (GFR) vermindern. Die im
Falle eines Rezidivs durchgefihrte retroperitoneale Lymphadenektomie (RLA) ist aufgrund der
fibrotischen Veranderungen nach einer Chemotherapie oder Bestrahlung eine schwierige
Operation, die mit einer hohen Morbiditat verbunden ist. (3)

Obwohl bereits gute Therapieoptionen vorhanden sind, ist es wichtig, diese weiter zu
verbessern, um jungen Mannern eine gute Lebensqualitdt mit wenigen Langzeitfolgen zu
ermdglichen. Ein weiterer Aspekt ist die hohe Morbiditat und Mortalitat bei Patienten mit einem
Cisplatin-resistenten KZT, daher ist es wichtig, zielgerichtete Therapien flr jene zu entwickeln.
AuRerdem verandert sich die Prognose des Patienten ab dem Zeitpunkt der Metastasierung.

Es sollte daher ein weiterer Bestandteil der aktuellen Forschung sein, dies zu bertcksichtigen.



1.2 Das Tumormikromileu

1.2.1 Definition, Aufbau und Funktion

Tumoren setzen sich nicht ausschlief3lich aus Tumorzellen zusammen, sondern stellen eine
komplexe Struktur aus Tumorzellen, nicht-tumoralen Zellen und Makromolekilen dar, das
sogenannte Tumormikromilieu (TMM) (Abb. 1). Das Mikromilieu beschreibt die
Tumorumgebung, in der die verschieden Zelltypen und Makromolekile wechselwirken (19).
Dieses besteht aus residierenden oder infiltrierenden tumorassoziierten Fibroblasten und
diversen Immunzellen (Bspw. Makrophagen und Lymphozyten), sowie Endothelzellen der
neugebildeten Gefalle und zahlreiche weitere Zelltypen. Der nicht-zellulare Anteil aus
Makromolekilen wie z. B. Faserproteine wie Kollagen wird extrazellulare Matrix (EZM)
genannt. Je nach Tumorart, Tumorstadium und Patient variiert die =zellulare
Zusammensetzung und Funktion des TMMs. Deswegen kann jede Tumorerkrankung als

individuelles und komplexes Okosystem betrachtet werden (20).

Stephan Paget hat bereits 1889 die sog. ,Seed and Soil“ Hypothese aufgestellt (21). Diese
besagt, dass zur Entstehung von Tumoren (Samen) eine unterstitzende Mikroumgebung
(Boden) notwendig ist (21). Inzwischen ist es allgemein anerkannt, dass das TMM das
Fortschreiten, die Metastasierung und das therapeutische Ansprechen von Tumoren mit
beeinflusst und dies nicht nur von autonomen Prozessen der Tumorzellen abhangt (20, 22-
26). Zudem rekrutieren Tumorzellen aktiv die Stromazellen und erzeugen dadurch ein Milieu,

welches das Tumorwachstum aktiv fordert (27).

Das Tumormikromilieu (TMM)

Lymphozyten Myeloische Population /I’umor-assoziie e
Fibroblasten

B Zellen
> Dendritische

Zytokine,
Zellen vy

@ Tumorzellen Wachstumsfaktoren

P T Zellen etc.
@  Makrophagen BlutgefaBe, die mit
O NK Z Endothelzellen
ellen 2 _
ausgekleidet sind

2020, G. Ludwig

Abb. 1: Schematische Darstellung des TMM.



1.2.2 Fibroblasten

Fibroblasten sind die am haufigsten vorkommenden Zellen des Bindegewebes und flur das
Gleichgewicht zwischen Gewebefestigkeit und -elastizitdt verantwortlich (28, 29). Hierfur
produzieren sie Proteine der EZM insbesondere Kollagen und Elastin (28, 29). AuRerdem
spielen sie eine entscheidende Rolle bei der Wundheilung und sind flir regenerative Prozesse
mitverantwortlich (28). Bei starker oder andauernder Verletzung sowie Inflammation kénnen
Fibroblasten Uberaktiviert werden, sodass es bspw. zu einer Versteifung von Gewebe oder

Ausbildung einer Narbe kommt (28).

Durch die Interaktion mit Tumorzellen kénnen Fibroblasten ebenfalls tiber- oder daueraktiviert
werden. Fibroblasten, die im Zusammenhang mit Tumoren stehen, werden als
krebsassoziierte Fibroblasten, kurz KAF bezeichnet (22, 26, 30, 31). Sie stellen 80 % der
Tumormasse dar und spielen eine entscheidende Rolle bei der Bildung der EZM sowie bei
metabolischen und immunologischen Prozessen des TMMs (22, 26, 30, 31). KAF unterstitzen
durch die Produktion von Wachstumsfaktoren die Tumorprogression (22, 26, 27, 30, 32).
Zusatzlich induzieren sie eine epitheliale-mesenchymale Transition, die die Tumorinvasion
und Metastasierung férdert (22). Durch die Produktion von SDF-1 (Stromal-Cell-derived-
factor-1) férdern sie die Rekrutierung von Endothelzellen aus dem Knochenmark und die
Tumorangiogenese (22, 27). Zudem sind KAF Schlisselakteure bei der Bildung von
Arzneimittelresistenzen (22, 30). Dies ist unter anderem bedingt durch die Adhasion von
Tumorzellen an Fibroblasten sowie einer erschwerten Penetration von Arzneimitteln in den
Tumor selbst (22). Fibroblasten sind sehr widerstandsfahig und spielen vermutlich eine Rolle
bei der Entstehung von Tumorrezidiven. Bereits bei Darmkrebspatienten wurde gezeigt, dass
eine Anhaufung von KAF mit einer schlechteren Prognose und einem erhdhten Risiko fur ein
Rezidiv einhergeht (30).

1.2.3 Makrophagen

Makrophagen sind wesentlicher Bestandteil des angeborenen Immunsystems und entwickeln
sich aus peripheren Monozyten, die im Blut zirkulieren (33). Sie erfullen verschiedene
Funktionen bei der Abwehr von Infektionen, der Wundheilung und der Aufrechterhaltung der
Gewebehomdostase und sind deshalb in nahezu allen Organen vorhanden (33-35).
Makrophagen sind funktionell plastisch und koénnen ihren Polarisationszustand an
unterschiedliche Bedingungen anzupassen (25). Durch Chemotaxis werden sie zum
jeweiligen Organ oder Infektionsherd angezogen und vor Ort durch die sekretierten Zytokine
polarisiert (33). Dabei kdnnen basierend auf in vitro Versuchen zwei Arten von Makrophagen

unterschieden werden. M1 Makrophagen, die vor allem durch die Sekretion von



proinflammatorischen Zytokinen und Endotoxinen gebildet werden, sind proinflammatorische
Makrophagen und férdern eine entzindliche Reaktion gegen Krankheitserreger und
Tumorzellen (25, 34, 35). M2 Makrophagen sind antiinflammatorisch und werden vor allem
nach Kontakt zu IL-4 gebildet (25, 34, 35). Sie besitzen entzindungshemmende
Eigenschaften, was eine Uberschief3iende Immunreaktion verhindert. Dies ist essenziell fir die
Wundheilung nach erfolgreicher Abwehr einer Infektion. AulRerdem haben M2 Makrophagen
tumorférdernde Funktionen (25, 34, 35). In vivo weisen Makrophagen jedoch Merkmale beider
Zustande gleichzeitig auf. AuRerdem ist die Polarisierung dynamisch und kein rein statistischer
Prozess, sodass es kaum moglich ist, Makrophagen in vivo in M1 und M2 Makrophagen zu
unterteilen (36).

Ahnlich wie bei KAF werden auch Tumor-assoziierte M2 Makrophagen als TAM bezeichnet
(20, 33-35). Sie sind die haufigsten Immunzellen im TMM und kdnnen in einigen Neoplasien
bis zu 50 % der Tumormasse ausmachen (34, 37). TAM sind an der Tumorprogression
beteiligt (20, 34, 38). Sie stimulieren die Tumorangiogenese und unterdriicken die antitumorale
Immunitat, indem sie die zytotoxische Aktivitdt von CD8'-T-Zellen hemmen und ein
immunsupressives TMM schaffen (33, 34, 38). Aulerdem fordern sie die Invasion,
Extravasation, Migration, Intravasation, das Uberleben und die Kolonisation von Tumorzellen
und sind somit wesentlicher Bestandteil bei der Metastasierung von Tumoren (20, 26, 34, 38).
Durch eine verstarkte Ablagerung von Kollagen beeinflussen sie auch die veranderte EZM im
TMM (34, 38). Zudem férdern TAM die Therapieresistenz (20, 35, 37, 38). Bei Schilddrisen-,
Lungen- und Leberzellkarzinomen konnte gezeigt werden, dass eine erhdhte

Makrophagendichte mit einer schlechteren Uberlebensrate einhergeht (35, 38).

1.2.4 T-Lymphozyten

T-Lymphozyten sind eine Untergruppe der Leukozyten und dienen der allgemeinen Abwehr
von Infektionserregern, indem sie fremde Zellen und Oberflachenmolekule erkennen. Sie
werden im Knochenmark gebildet und reifen im Thymus aus. Durch die Expression ihres
Korezeptormolekils kénnen T-Lymphozyten in zwei Gruppen eingeteilt werden (33). T-
Helferzellen exprimieren CD4 und sind an der zellularen und humoralen Immunantwort
beteiligt. Durch die Produktion spezifischer Zytokine aktivieren und rekrutieren sie andere
Immunzellen, was zu einer Immunreaktion gegen verschiedene Krankheitserreger fihrt (39).
Zytotoxische T-Zellen hingegen exprimieren CD8. Diese Zellen sind fiir die Eliminierung von
Bakterien, Viren, Parasiten und Tumorzellen verantwortlich, indem sie die Zielzelle direkt
abtéten (39).



T-Zellen sind nach dem TAM der zweitgrof3te Immunzelltyp im TMM (33) und spielen eine
zentrale Rolle bei der Kontrolle des Tumorwachstums (40). Je nach Art und Stadium des
Tumors sowie Zytokin-Expressionsprofils des TMM, kdénnen T-Lymphozyten die
Tumorinitiation und -progression hemmen oder férdern (33). Die normale Funktion von CD4"-
Zellen ist innerhalb von Tumoren eingeschrankt und sie konnen sogar selbst die
Immunreaktion gegen Tumorzellen unterdriicken (41, 42). CD8"-Zellen innerhalb von
Tumoren sind nicht nur dysfunktional, sondern besitzen auch einen veranderten Phanotyp (20,
41). Sie weisen eine verminderte Zytokinproduktion und Zytotoxizitat auf (41). Diese T-Zell-
Erschopfung ist nicht nur auf einen veranderten Tumorstoffwechsel, sondern auch durch
Stoffwechselmerkmale des TMMs zuritickzufiihren (43). In experimentellen Modellen konnte
gezeigt werden, dass die Tumorsuppression und das Langzeitiberleben vom Zusammenspiel
von CD4" und CD8" Zellen abhangt (40).

1.2.5 Endothelzellen

Endothelzellen kleiden die Innenseite von Blutgefalien aus und trennen so zirkulierendes Blut
von anderem Gewebe. Je nach Gewebe ist die gebildete Barriere unterschiedlich dicht, um z.
B. die Einwanderung von zirkulierenden Immunzellen zu ermdglichen. AuRerdem spielen
Endothelzellen eine entscheidende Rolle bei der Aufrechterhaltung der Homobostase, dem
Transport von Immunzellen und der Aktivierung von angeborenem und erworbenem

Immunsystem (30).

Endothelzellen, die die GefaBwande von Gefaflen in Tumoren auskleiden, werden als TEC
(engl.: ,tumor endothelial cell“) bezeichnet (30). Sie zeigen einen veranderten Phanotyp und
weisen somatische sowie chromosomale Anomalien auf (26). Dariber hinaus besitzen TECs
eine diskontinuierliche oder fehlende Basalmembran (30, 44). TECs kdnnen auch verstarkte
Fenestrationen und erweiterte interzelluldre Verbindungen sowie eine erhdhte
Proliferationsrate aufweisen (30). Nicht nur die TECs unterscheiden sich von normalen
Endothelzellen, auch die Gefalle selbst und ihre GefalRarchitektur innerhalb von Tumoren sind
strukturell und funktional abnormal (44, 45). Die Gefalstruktur ist stark desorganisiert,
gewunden und erweitert, was zu einem chaotischen Flussmuster fuhrt (30, 44, 45). Zudem ist
die Permeabilitat erhoht und die Gefalle weisen eine geringere Stabilitat auf (30, 44, 45).
Folkmann hat 1971 erstmals die Hypothese aufgestellt, dass das Wachstum und die
Metastasierung von Tumoren von der Angiogenese abhangig ist und die Blockierung der
Angiogenese eine mdgliche Therapieoption darstellt (46). Mittlerweile ist nachgewiesen
worden, dass Tumore ohne Blutgefale nicht wachsen, Uberleben oder metastasieren konnen
(26, 30, 44). Die abnormen Blutgefalie flhren zur Intravasation von Tumorzellen und férdern

damit die Metastasierung (26, 30). Zudem sezernieren TECs Biglykan, welches ebenfalls die
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Metastasierung fordert (26, 30). Wie bereits in 1.2.2 beschrieben, rekrutieren KAF
Endothelzellen aus dem Knochenmark und férdern durch die Sekretion von IL-8 die
Neovaskularisation (30). Durch die endotheliale mesenchymale Transition stellen TECs

auBerdem eine der Hauptquellen fur KAF (30).



1.3 Ziel der Arbeit

KZT sind die haufigste solide maligne Erkrankung des jungen Mannes. Auch wenn KZT mit
einer relativen 5 Jahres Uberlebensrate von 97 % die zweitbeste Prognose unter den malignen
Tumorerkrankungen haben, ist die relative Uberlebenswahrscheinlichkeit im Vergleich zur
Allgemeinbevdlkerung  deutlich  reduziert.  Zudem  gibt es  derzeit kaum
Behandlungsalternativen fir Cisplatin-resistente KZT, so dass 10 - 15 % der Patienten mit

einem fortgeschrittenen KZT und 3 - 5 % aller Patienten mit einem KZT versterben.

Die Eigenschaften des TMM und der einzelnen zellularen Komponenten sind von der
jeweiligen Tumorart abhangig. Es konnte bereits gezeigt werden, dass es essenziell an dem
Fortschreiten, der Metastasierung und dem therapeutischen Ansprechen von Tumorzellen
beteiligt ist. Die Eigenschaften des TMM und der einzelnen zellularen Komponenten sind

jedoch von der jeweiligen Tumorart abhangig und bislang unzureichend in KZT erforscht.

Ziel dieser in vitro Arbeit ist die morphologische Charakterisierung von 3D-mono- und ko-
kultivierten KZT- und TMM-Zelllinien. Hierbei sollte zunachst das Wachstums- bzw.
Formierungsverhalten der Zellaggregate sowie die raumliche Grofe dieser in Einzel- und Ko-
Kulturen mikroskopisch analysiert werden. Diese Analyse soll klaren, inwiefern sich die KZT-
Zelllinien untereinander in ihrem 3D-Formierungsverhalten unterscheiden und ob die TMM-
Zelllinien dieses beeinflussen.

Im zweiten Schritt wird mittels fluoreszenzmikroskopischer Darstellung die tatsachliche
Organisation der 3D-Ko-Kultivierungen aufgeschlisselt, um die Verteilung der KZT- und TMM-
Zellen im 3D-Zellaggregat zu analysieren. Damit kdnnen mogliche Infiltrationen und

unterschiedliche Auspragungen der TMM-Zellen nachgewiesen werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit tragen so dazu bei, die komplexen Mechanismen des
Wachstums von KZT-Zelllinien in Abhangigkeit von TMM-Zelllinien im experimentellen Modell
besser zu verstehen und so potenziell neue Erkenntnisse fiir die Entwicklung zielgerichteter

Therapien zu erlangen.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchsplan

Um ein besseres Verstandnis fur die Interaktion von KZT und dem TMM zu bekommen, wurde
das dreidimensionale Wachstum in verschiedenen Ko-Kulturen untersucht und mikroskopisch
erfasst.

Daflr wurden verschiedene Zelllinien als Modell fir die unterschiedlichen Zelltypen (Tabelle
2) inkludiert. Als Modell fir das SE dient die Zelllinie TCam-2, fir das EK dienen 2102EP und
NCCIT und fiir das CK dienen JAR und JEG-3. Als Rekonstruktion des TMMs wurden primare
Zellen oder Zelllinien von Fibroblasten (MPAF), THP-1-differenzierten (-diff.) M2
Makrophagen, Lymphozyten (JURKAT) und Endothelzellen (HUVEC) verwendet.

Die ,Hanging Drop“-Zellkulturtechnik erlaubt hierbei die dreidimensionale Kultivierung der
Zellen / Ko-Kulturen. Um die KZT-Zellen und TMM-Zellen mikroskopisch voneinander zu
unterscheiden, wurden den Zellen unterschiedliche Plasmide transfiziert. Die KZT-Zellen
translatieren durch ein GFP Plasmid ein griin fluoreszierendes Protein, wohingegen die TMM-
Zellen durch ein mCherry Plasmid ein rot fluoreszierendes Protein produzieren (Tabelle 10).
Fir die Aufnahmen wurde ein konfokales Mikroskop genutzt und mittels aufgenommener Z-

Stapel wurde eine pseudo-3D-Projektion erstellt.

2.2 Verwendete Zelllinien

Tabelle 2: Ubersicht der verwendeten humanen Zelllinien

Zelllinie | Ursprung Geschlecht
SE KZT TCam-2 | SE des linken Hodens mannlich
EK 2102EP | Primares humanes testikulares | mannlich
Teratokazinom
NCCIT Anteriorer mediastinaler | mannlich
gemischter KZT
CK JAR Menschliche Plazenta mannlich
JEG-3 Menschliche Plazenta mannlich
Fibroblasten TMM MPAF Adulte Fibroblasten mannlich
Monozyten THP-1 Peripheres Blut mannlich
Endothelzellen HUVEC | Nabelvene -
T-Lymphozyten JURKAT | Peripheres Blut mannlich
(CD4*/CD8")
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2.3 Verwendete Materialien und Gerate fur die Zellkultur

Tabelle 3: Verwendete Materialien und Geréte fiir die Zellkultur

Material

Automatischer Zellzahler
TC20TM

C1000 Touch  Thermal
Cycler CFX384™ Real-Time
System

CO2-Inkubator HeraCell
150i

Dimethyl sulfoxide (DMSO)
DMEM (1X) + GlutaMAX™-|
Dulbecco’s Phosphate
Buffered Saline (PBS)
Endothelial Cell Growth
Medium 2

Fetal Bovine Serum (FBS)
Feinwaage AG285
FrameStar® 384 well Skrited
PCR Plate
Glas-Pasteur-Pipetten

IL-13

IL-4

Kuhlzentrifuge Allegra 2IR
Centrifuge
L-Glutamin (100X)
NanoDrop™ 2000
Mirkovolumen-
Spektralphotometer
Nicht-essenzielle
Aminosauren

(MEM NEAA (100X))

P/S (Penicillin Streptomycin)
Phorbol 12 myristate 13-
acetate (PMA)

Pipette 8-Kanal 100 pl

Hersteller
BioRad

BioRad

Thermo Fisher Scientific

Sigma-Aldrich
Gibco
Sigma-Aldrich

PromoCell

Biochrom GmbH
Mettler Toledo
4titude

Brand
R&D Systems
R&D Systems

Beckman Coulter

Gibco

ThermoFisher Scientific

Gibco

Gibco

Sigma-Aldrich

Eppendorf

Hauptsitz
Feldkirchen, Deutschland

Feldkirchen, Deutschland

Schwerte, Deutschland

Steinheim, Deutschland
Schwerte, Deutschland

Steinheim, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Berlin, Deutschland
GielRen, Deutschland
Berlin, Deutschland
Wertheim, Deutschland
Wiesbaden, Deutschland
Wiesbaden, Deutschland

Brea, CA, USA

Schwerte, Deutschland

Schwerte, Deutschland

Schwerte, Deutschland

Schwerte, Deutschland

Steinheim, Deutschland

Hamburg, Deutschalnd
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Material

Pipetten Einkanal

2,5 pl/ 10ul/ 100 pl/ 1000 pl
Pipettenspitzen 10, 100,
1250

Reagenzienreservoir 50 ml
Reaktionsgefalle

0,5 ml/ 2,0 mi

Réhrchen 15 ml/50 mi

RPMI Medium 1640 (1X)
S1000™ Thermal Cycler
T-75 Zellkultur-Flaschen
Tischzentrifuge Mini Spin
Trypanblau 0,4 %
Trypsin-EDTA (1X) 0,05 %
Phenolrot

Vortex Mixer

Zahlkammern
Zellkulturschalen 100mm
Zentrifuge 5810

Hersteller

Eppendorf

Nerbe plus GmbH

Corning Incorporated

Eppendorf

Greiner Bio-One
Gibco

BioRad

Greiner Bio-One
Eppendorf
Sigma-Aldrich
Gibco

Scientific Industries
BioRad

Sarstedt

Eppendorf

Hauptsitz

Hamburg, Deutschland

Winsen, Deutschland

Kaiserslautern, Deutschland

Hamburg, Deutschland

Kremsmiinster, Osterreich
Schwerte, Deutschland
Feldkirchen, Deutschland
Kremsmiinster, Osterreich
Hamburg, Deutschland
Steinheim, Deutschland

Schwerte, Deutschland

Lemgo, Deutschland
Feldkirchen, Deutschland
Numbrecht, Deutschland

Hamburg, Deutschland

2.4 Kultivierung von humanen Zelllinien

Sowohl die humanen KZT-Zelllinien als auch die Zelllinien des TMM wurden in T75-Zellkultur-
Flaschen in entsprechenden Zellkulturmedien (Tabelle 4) kultiviert. Dabei wurden diese je
nach Bedurfnissen der Zelllinie mit Supplementen erganzt. Bei jedem Medium wurde 10 %
FBS und 1 % P/S hinzugegeben. Zelllinienabhangig wurde zudem L-Glutamin und / oder
NEAA hinzugefligt. Die Zellen wurden unter Standardbedingungen (37 °C, 5 % CO3) kultiviert
und samtliche Zellkulturarbeiten wurden an einer sterilen Reinraumwerkbank durchgefihrt.

In Abhangigkeit von der jeweiligen Wachstumsgeschwindigkeit wurden die Zellen bei einer
Konfluenz von 70 - 90 % i. d. R. zweimal pro Woche passagiert. Hierfiir wurde das bestehende
Medium abgesaugt und die Zellen mit PBS gewaschen. Um die adharent wachsenden Zellen
vom Boden der Zellkulturflasche zu I6sen, wurde 0,05 % Trypsin EDTA fir 3 - 5 min bei 37 °C
hinzugeflgt. Das Trypsinieren wurde mit der Zugabe von FBS-haltigem Medium gestoppt. Im
Anschluss wurde ein Teil der dabei entstandenen Zellsuspension in eine neue
Zellkulturflasche mit frischem Medium Uberfiihrt. Da die Zelllinien THP-1 und JURKAT nicht
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adharent wachsen, konnte hier direkt ein Teil der Zellsuspension in eine neue Zellkulturflasche
mit frischem Medium Uberflhrt werden.

Far die Zellzadhlung wurden 0,4 % Trypanblau mit der jeweiligen Zellsuspension in gleichen
Teilen vermischt und in eine Zahlkammer Uberflhrt. Der automatische Zellzahler von Biorad

(Tabelle 3) hat die Zellzahl pro ml und den Anteil an vitalen Zellen bestimmt.

Tabelle 4: Ubersicht der Zelllinienabhingige Zellkulturmedien mit entsprechenden

Supplementen
Zelllinie Medium Supplemente
TCam-2 RPMI Medium 1640 (1X) 10 % FBS
NCCIT 1% PIS
THP-1 1 % L-Glutamin
JURKAT
2102EP DMEM (1X) + GlutaMAX™.-| 10 % FBS
JAR 1% PIS
JEG-3 1 % L-Glutamin
MPAF DMEM (1X) + GlutaMAX™-| 10 % FBS
1% PIS
1 % L-Glutamin
1 % NEAA
HUVEC Endothelial Cell Growth Medium 2 Endothelial Cell Growth Medium
Supplement Mix
10 % FBS
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2.5 THP-1 Differenzierung

Bei der Zelllinie THP-1 handelt es sich um Monozyten. Fur den weiteren Versuchsplan wurden
diese zu M2 Makrophagen differenziert (47). Dafir wurden die Zellen durch die Zugabe von
Phorbol 12 myristate 13-acetate (PMA) mit einem Stock von 150 nM zum Zellkulturmedium zu
MO Makrophagen differenziert (47). Nach 24 Stunden Kultivierung sind die Zellen durch die
erfolgreiche Differenzierung zu MO Makrophagen adharent geworden. AnschlieRend wurde
das Zellkulturmedium durch RPMI-Medium ersetzt und weitere 24 Stunden inkubiert. Um die
MO Makrophagen zu M2 Makrophagen zu polarisieren, wurde diesen 20 ng / ml der
Interleukine (IL) 4 und 13 fur 72 Stunden hinzugefugt (47). Um die erfolgreiche Differenzierung
zu M2 Makrophagen zu bestatigen, wurde die Expression von M2 Makrophagen-spezifische
Markern (Tabelle 7) mittels quantitativer Echtzeit- (QRT-) Polymerasekettenreaktion (PCR)
(Kapitel 2.5.3) Uberpruft

2.5.1 RNA-Isolation

Fir die Ribonukleinsaure (RNA)-Isolierung wurde das RNeasy Mini Kit der Firma Qiagen
gemal Herstellerprotokoll verwendet (Tabelle 5). Die RNA-Konzentration wurde mit dem

NanoDrop-Photospektrometer gemessen (260 / 280 nm; 260 / 230 nm).

Tabelle 5: Zuséatzliche Materialien fiir die RNA-Isolation

Material Hersteller Hauptsitz
2-Mercaptoethanol MERCK Darmstadt, Deutschland
Ethanol VWR Chemicals Langenfeld, Deutschland
RNeasy Mini Kit (250) Qiagen Hilden, Deutschland

2.5.2 cDNA-Synthese

Die Komplementare Desoxyribonukleinsaure (cDNA) ist ein DNA-Strang, der mittels Reverser
Transkriptase komplementar zur RNA synthetisiert wird. Dabei binden Primer, sog. Oligo-dT-
Nukleotide, spezifisch an die mRNA. Es wurden 250 bis 1000 ug der zuvor isolierten RNA fir
die cDNA-Synthese verwendet und in ein PCR-Rdhrchen Uberflihrt. Das PCR-R&hrchen
wurde dann mit RNAse freiem Wasser bis zu einem Gesamtvolumen von 12,5 yl aufgefllt.
Danach wurden 1 pl ANTP (Desoxynukleotide)-Mix (10 mM), 1 pl Oligo(dT)s -primer (0.5
pg/ul), 4 pl RT-Puffer, 1 yl ,Maxima H Minus reverse transcriptase“ (200 U/ul) und 1 pl
,RiboLock RNAse inhibitor“ (40 U / pl) hinzugefugt. Daraufhin wurde das PCR-R&hrchen kurz
zentrifugiert und in einen PCR-,Cycler” Gberfuhrt. Die PCR ist in zwei verschiedene Phasen
unterteilt. Die Primer-Annealing- und DNA Polymerisationsphase lauft fir 30 min bei 65°C. Die

zweite Phase, in der die Enzymdeaktivierung stattfindet, 1auft fir 5 min bei 85°C. Zum Schluss
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wurde die cDNA 1:17 mit RNAse-freiem Wasser auf eine finale Konzentration von 50 ng /

verdunnt.

Tabelle 6: zusétzlich verwendete Materialien fiir die cDNA-Synthese

Material

dNTP Mix

Maxima H Minus Reverse
Transkriptase

Oligo(dT)+s Primer
RiboLock RNAse Inhibitor
RT Buffer

Tabelle 7: verwendete Primer fiir die cDNA-Synthese

Primer
GAPDH

ACTB

CD206

CD163

FN1

CD36

CD14

CCL22

Hersteller
ThermoFisher Scientific

ThermoFisher Scientific

ThermoFisher Scientific
ThermoFisher Scientific

ThermoFisher Scientific

Primerdesign
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward

Reverse

Hauptsitz
Oberhausen, Deutschland

Oberhausen, Deutschland

Oberhausen, Deutschland
Oberhausen, Deutschland

Oberhausen, Deutschland

Sequenz 5‘-3¢
TGCCAAATATGATGACATCAAGAA
GAGTGGGTGTCGCTGTTG
CCATCATGAAGTGTGACGTGG
GTCCGCCTAGAAGCATTTGCG
CTACAAGGGATCGGGTTTATGGA
TTGGCATTGCCTAGTAGCGTA
TTTGTCAACTTGAGTCCCTTCAC
TCCCGCTACACTTGTTTTCAC
CGGTGGCTGTCAGTCAAAG
AAACCTCGGCTTCCTCCATAA
CTTTGGCTTAATGAGACTGGGAC
GCAACAAACATCACCACACCA
ACGCCAGAACCTTGTGAGC
GCATGGATCTCCACCTCTACTG
ATCGCCTACAGACTGCACTC
GACGGTAACGGACGTAATCAC

2.5.3 Quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion

Mit Hilfe der gRT-PCR wurde die cDNA vervielfaltigt und die Expressionsrate der zu

untersuchenden Gene mittels Fluoreszenz-Messung quantifiziert. Dafur wurden zwei ,Master
Mixe“ hergestellt. Der erste bestand aus 0,5 yl cDNA (1000 ng / 20 pl) und 8 pl Wasser und
der zweite bestand aus 7,5 pl ,LUNA gPCR Master Mix“ (Tabelle 8), 0,5 ul ,Forward“ (10 uM)-

und 0,5 pl ,Reverse-Primer® (10uM). Nach Herstellung dieser beiden ,Master Mixe* wurden
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diese zusammengefuhrt und jeweils 5 pl der Mischung in drei Vertiefungen einer ,384-well*-
Platte gegeben. Nachdem alle Proben auf die ,384-well“-Platte Ubertragen wurden, wurde
diese mit einer selbstklebenden Plastikfolie abgedeckt und kurz zentrifugiert. Die ,384-well*-
Platte wurde auf einen ,CFX384 Touch Thermal Cycler Ubertragen und die qRT-PCR
gestartet (Tabelle 9). Zur Genexpressionsanalyse wurden die gemessenen
Zyklusschwellenwerte (Cr-Werte) der typischen M2 Genmarkern (CD14, CD36, CDG68,
CD163, CD206 und FN1) (48) zunachst gegen die Cr-Werte der Haushaltsgene ACTB und
GAPDH normalisiert, um die relativen Expressionswerte (ACt-Werte) zu bestimmen. Fir die
Bestimmung der differentiellen Genexpression wurden die normalisierten Werte der
behandelten Proben zusatzlich mit denen der unbehandelten Kontrollproben verglichen
(AACt-Methode). Auf dieser Grundlage wurde der relative Expressionsunterschied (,Fold

Change®) berechnet.

Tabelle 8: zusétzlich verwendete Materialien fiir die qRT-PCR

Material Hersteller Hauptsitz
Luna® Universal qPCR New England BioLabs® Ipswich, MA, USA
Master Mix

Tabelle 9: qRT-PCR-Zyklen

95°C 2 min
95°C 10 sek
39x 60°C 30 sek
Ablesen der Platte
95°C 30 sek
95°C - 65°C in 9,5°C 5sek
Schmelzkurve Schritten

Ablesen der Platte
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2.6 Herstellung der GFP- und mCherry-exprimierender KZT- und

TMM-Zellen

Um die Tumorzellen mikroskopisch von den TMM-Zellen unterscheiden zu kénnen, wurden
die KZT-Zelllinien im Forschungslabor der Hals-Nasen-Ohrenklinik (Leitung Prof. Dr. M.
Wagenmann) durch Arthur Bister mit einem GFP-Plasmid und die TMM-Zelllinien mit einem
mCherry-Plasmid transduziert. Da flr das Einbringen der Plasmide sowohl eukaryotische
Expressionsvektoren als auch lentivirale Vektoren verwendet wurden, handelt es sich bei
diesem Verfahren um eine Kombination aus Transfektion und Transduktion.

Hierflr wurde ein Tag vor der Transfektion 293T-Zellen auf 10 cm Zellkulturschalen ausgesat.
Fir die Transduktion selbst wurde zu Supplement freiem DMEM-Medium 6 ug pczVSV-G wt
Plasmid (49), 6 ug pCD/NL-BHA1 Plasmid (50) und 6 pug puc2CL6EGIP (51) oder 6 pg pLV-
mCherry Plasmid hinzugegeben und dieses inkubiert (48). Zusatzlich wurde ein zweites
Supplement-freies DMEM-Medium mit 45 pg / pl PEI (polyethylenimine) angesetzt. Diese
beiden Ansatze wurden miteinander vermengt und flir 20 min bei Raumtemperatur inkubiert,
bevor sie dann zu den 293T-Zellen gegeben wurden. Am néchsten Tag wurden 1x10° KZT-
Zellen (fur die GFP-Transduktion) oder TMM-Zellen (fir die mCherry-Transduktion) auf eine
,6-well“-Platte ausgesat. 48 Stunden nach der Transfektion wurde der zu Beginn erstellte
Ansatz mit Virus durch einen 0.45 ym Filter gefiltert. Als nachstes wurden 500 pl des Virus in
jedes ausgesate ,well“ Ubertragen und flr 24 Stunden inkubiert. Danach wurde ein
Mediumwechsel mit Standardzellkulturmedium durchgefihrt und die Zellen weitere 48
Stunden inkubiert.

AnschlieRend wurden die GFP-positiven KZT-Zellen 10 bis 14 Tage lang auf Puromycin (1 ug
/ ml) selektiert. Um die Reinheit zu erhéhen, wurden die GFP+ (TCam-2, 2102EP, NCCIT,
JAR, JEG-3) und mCherry+ (HUVEC, JURKAT oder THP-1) Zellpopulationen durch eine
Durchflusszytometrie sortiert (48, 52). Dies wurde durch Priv. Doz. Dr. rer. nat. Margaretha

Skowron durchgefuhrt.
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Tabelle 10: verwendete Plasmide

Plasmid Addgene-ID
pczVSV-G-wt Plasmid (49)
pCD/NL-BHA1-Plasmid 41791
puc2CLG6EGIP (51)
pLV-mCherry-Plasmid 36084

Tabelle 11: zusétzlich verwendete Materialien zur Herstellung der GFP- und mCherry-

exprimierenden Zellen

Material Hersteller Hauptsitz
Puromycin Sigma-Aldrich Taufkirchen, Deutschland
Polyethylenimine (PEI) Sigma-Aldrich Taufkirchen, Deutschland
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2.7 Dreidimensionale Kultivierung der Zellen im ,,Hanging Drop*“-

Modell

Im Vergleich zur herkdOmmlichen zweidimensionalen Zellkultur ermdglicht das ,Hanging Drop®-
Modell eine gute Moglichkeit das dreidimensionale Wachstum zu untersuchen, da die
naturlichen direkten Zell-Zell- und Zell-EZM-Interaktion wie in vivo erhalten bleibt (53). So kann
diese Art der Zellkultur als ein Zwischenschritt zwischen in vitro- und in vivo- Experimenten
gesehen werden (54). In den nach unten hangenden Tropfen kdnnen sich die Zellen durch
Gravitation auf naturlicher Weise bilden und anordnen. So kénnen Zellaggregate aus bereits
etablierten Zellsuspensionen erstellt werden. Diese Technik ermdglicht die Bildung von
Spharoiden einheitlicher GréRe sowohl in der Mono- als auch in der Ko-Kultur (53).

Die zuvor herkdmmlich kultivierten Zellen wurden, wie in Kapitel 2.4 beschrieben, vorbereitet.
Das dort entstandene Zellgemisch wurde in ein 15 ml Réhrchen Uberfuhrt und die Zellen
wurden gezahlt. Pro Zellkulturschale (10 cm) wurden maximal 96 ,Hanging Drops* mit 40 pl /
3 x 103 Zellen / Drop ausgebracht. Mittels einer Multikanalpipette (40 ul) wurden die Drops in
einem Raster von 12 x 8 Reihen auf den umgedrehten inversen Deckel der Zellkulturschale
gesetzt (Abb. 2). In die Unterseite der Zellkulturschale wurden 10 ml PBS gegeben, um das
austrocken der Zellen zu verhindern. Der Deckel wurde zurtickgedreht, sodass sich hangende
Drops bilden konnten (Abb. 3). Im Anschluss erfolgte die Inkubation bei 37 °C, 5 % CO2 und
einer Luftfeuchtigkeit vom 97 %. Die verwendeten Materialien sind in (Tabelle 3) aufgelistet.

Abb. 2: Zellkultivierung in der "Hanging Drop"” Technik: 1. Aufnehmen der Zellsuspension mit einer

Multikanalpipette 2. Aufsetzen der Pipette auf den Deckel der Zellkulturschale, absetzen der Zellsuspension 3.
langsames anheben der Pipette, Zellsuspension sitzt als Tropfen auf dem inversen Deckel.
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Abb. 3: Zellkulturschale mit "Hanging Drops": Der Deckel wurde wieder zuriickgedreht und zuriick auf den
Boden der Zellkulturschale gesetzt. Die Tropfen mit Zellsuspension hdngen nun nach unten.

2.7.1 Ko-Kultivierung von KZT-Zelllinien und Zelllinien des TMM

Jede KZT-Zelllinie wurde mit jeder TMM-Zelllinie ko-kultiviert (Abb. 4). Dafur wurde eine
Zellsuspension erstellt, die zu 70 % aus der jeweiligen Tumorzelllinie (2.100 Zellen pro Drop)
und zu 30 % aus der jeweiligen TMM-Zelllinie (900 Zellen pro Drop) bestand. Anschliel3end

wurden die Zellen wie unter 2.7 beschrieben in der Hanging Drop Technik kultiviert.

TCam-2 NCCIT 2102EP JEG-3 JAR
(Seminom) (Embryonalkarzinom) (Embryonalkarzinom) (Chorionkarzinom) (Chorionkarzinom)

JURKAT
(T-Lymphozyt)

JURKAT

| (T-Lymphozyt)

| (Endothelzelle)

JURKAT

| (T-Lymphozyt)

JURKAT

| (T-Lymphozyt)

| (T-Lymphozyt)

JURKAT

M2 M2 M2 || M2 || M2
Makrophagen Makrophagen Makrophagen Makrophagen MAkrophagen
MPAF MPAF MPAF MPAF MPAF
(Fibrolast) (Fibrolast) (Fibrolast) (Fibrolast) (Fibrolast)
HUVEC HUVEC HUVEC HUVEC HUVEC

| (Endothelzelle) | (Endothelzelle)

| (Endothelzelle)

| (Endothelzelle)

Abb. 4: Schematische Darstellung der erzeugten Ko-Kulturen.

2.7.2 Fixierung der Zellaggregate

Nach 72 Stunden wurden die im ,Hanging Drop“ entstandenen Zellaggregate mit Hilfe von 3,7
% Paraformaldehyd fixiert. Daflir wurde das Medium jedes einzelnen ,Hanging Drops* auf dem
umgedrehten inversen Deckel abgesaugt, ohne das Zellaggregat mit aufzusaugen.
AnschlieRend wurden die Zellaggregate sorgsam zweimal mit PBS fir jeweils 5 min

gewaschen. Hierfur wurde 50 pl in den Bereich gesetzt, in dem sich vorher das Medium
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befunden hat, sodass sich wieder ein Flussigkeitstropfen gebildet hat. Der
Zellkulturschalendeckel wurde ab diesem Zeitpunkt nicht erneut zuriickgedreht. Nachdem die
Zellaggregate gewaschen wurden, wurde das PBS wieder entfernt und 50 pl 3,7 %
Paraformaldehyd wurde ebenfalls in Form eines Flussigkeitstropfens hinzugefligt. Die

Zellaggregate wurden fur 1,5 Stunden bei Raumtemperatur fixiert.

2.7.3 Uberfiihren der Zellaggregate auf eine ,,96-well“-Platte

Im Anschluss an die Fixierung wurden die Zellaggregate auf eine ,96-well“-Platte Uberflhrt.
Hierbei wurden 150 ul PBS pro ,well“ vorgelegt und das Paraformaldehyd, in dem sich die
Zellaggregate noch befunden haben, schonend abpipettiert. Darauffolgend wurde ein
Zellaggregat pro ,well“ Gbertragen. Hierflr wurde das Zellaggregat lediglich mit einer 1000-ul-
Pipettenspitze (ohne Pipette) mittels Kapillarkraft aufgenommen und in das vorgelegte PBS
gegeben. Zur Vorbereitung fur die weiteren Schritte wurden die Zellaggregate weitere zweimal
fur jeweils 5 min mit 150 pl PBS gewaschen und bis zur weiteren Verarbeitung in PBS bei 4

°C gelagert.

2.7.4 Permeabilisieren der Zellaggregate

Als Vorbereitung fir die Diamidino-phenylindol-dihydrochlorid- (DAPI-) Farbung und
Immunfluoreszenz wurden die Zellaggregate permeabilisiert. Hierfir wurden 150 pl 0,5 %
Triton X100 fur 10 min hinzugefugt. AnschlieRend wurden die Zellen dreimal mit 150 yl PBS

fur jeweils 5 min gewaschen und bis zur weiteren Verarbeitung in PBS bei 4 °C gelagert.

2.7.5 Zellkernfarbung

DAPI ist einen fluoreszierenden Kernfarbstoff, welcher die DNA an AT reichen Regionen
bindet. Er fluoresziert bei ultraviolettem Licht blau, wobei sein Absorptionsmaximum 358 nm
und sein Emissionsmaximum bei 461 nm liegt. Fur den DAPI-Ansatz wurden 0,5 mg DAPI-
Pulver in 1 ml Wasser geldst. Bei jedem Experiment wurde dann die DAPI-L6sung in einem
Verhaltnis von 1: 1000 in PBS angesetzt. Nach Entfernung des PBS wurden 150 pl der DAPI-
Lésung flr 7 min zu den Zellen hinzugegeben. Im Anschluss wurden die Zellen dreimal mit
150 uyl PBS gewaschen und bis zur weiteren Verarbeitung in PBS bei 4°C und unter

Lichtausschluss gelagert.

2.7.6 Immunhistochemische Farbung mit CD44

In die Fibroblasten MPAF konnte kein mCherry-Plasmid eingebracht werden. Daher wurden

diese Zelllinien mittels direkter Immunfluoreszenz gefarbt. Hierflir wurde ein CD44-Antikorper
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benutzt, der an das CD44-Antigen bindet und bereits ein Fluorchrom gebunden hat. CD44 ist
ein Adhasionsmolekil und ist unter anderem an der Entstehung von Zell-Zell-Kontakten
beteiligt und kann als Marker fir das TMM verwendet werden (48).

Nachdem die Zellaggregate fixiert und permeabilisiert wurden, wurde 150 pl 1,5 % BSA in PBS
als Blockierungslésung fur 1 Stunde hinzugegeben. Nachdem die Blockierungslésung wieder
abgenommen wurde, wurden 150 pl der Antikérperlésung (1 : 100 CD44-PE in
Blockierungslésung) zu den Zellaggregaten hinzugefugt und die Platte unter Lichtausschluss
Uber Nacht bei 4 °C gelagert. AnschlieRend wurde dreimal mit PBS gewaschen und wie in
Kapitel 2.7.5 beschrieben die DAPI-Farbung durchgefihrt.

2.7.7 Materialien fir die DAPI- und CD44-Antikorper-Farbungen

Tabelle 12: zusitzlich verwendete Materialien fiir die DAPI- und CD44-Antik6roper-

Féarbungen
Material Hersteller Hauptsitz
Bovine Serum  Albumin PAN-Biotech GmbH Aidenbach, Deutschland
(BSA)
Dulbecco’s Phosphate = Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA
Buffered Saline (PBS)
Formaldehydlésung 37 % Merck KGaA Darmstadt, Deutschland
Triton X 100 Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA
J - Plate 96 well black Ibidi Grafelfing, Deutschland

Tabelle 13: verwendete Antikérper

Antikorper Ursprung Verdiinnung Kilon Bestell- Hersteller
Nr.
CD44 Antikérper, Maus 1:50 DB105 @ 130- Miltenyi Biotec
anti-human, PE 113- B.V. & Co.KG
335
Diamidino- 10 236 Roche
phenylindol- 276 001 Diagnostics
dihydrochlorid (DAPI) GmbH
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2.8 Mikroskopie

2.8.1 Durchlicht - / Phasenkontrastmikroskopie

Mit dem ,Eclipse Ts2"“-Inverses-Routinemikroskop von Nikon wurden alle Zellen in Kultur
kontrolliert. Die Zellaggregate, die in der ,Hanging Drop“-Zellkulturtechnik entstanden sind,
wurden nach 24, 48 und 72 Stunden Inkubation mit dem ,Eclipse TE2000-S*-Mikroskop von
Nikon aufgenommen. Fir die Weitfeldaufnahmen wurde ein ,,Plan Fluor 10x/0.30“-Objektiv mit

einem Phasenkontrast von Ph1 verwendet.

2.8.2 Konfokales Laser-Scanning-Mikroskop (LSM)

Fir diese Arbeit wurde das Zeiss LSM 710 als konfokales Laser-Scanning-Mikroskop genutzt.
Dieses hat verschiedene Vorteile wie eine sehr gute Auflésung, die Maoglichkeit der
dreidimensionalen Analyse Uber Z-Stapel und die simultane Aufnahme von unterschiedlichen
Farbstoffen auf mehreren Kanalen.

Ein konfokales LSM besteht aus unterschiedlichen Komponenten. Der Laserstrahl, der auf
einen Punkt im Praparat trifft, ist monochromatisches Licht mit hoher Intensitat. Er scannt die
Probe Punkt fur Punkt, um so ein Bild zu erstellen. Die Lochblende bestimmt dabei das
Streulicht um die Fokusebene herum. Diese befindet sich konfokal zum Lichtstrahl. Auflerdem
besitzt ein konfokales LSM ein sog. ,Scan Head". In diesem befinden sich Strahlteiler,
,Pinhole®, ,Scan“-System und die Fluoreszenz-Detektoren. Die von den Detektoren
aufgefangenen Signale werden dann an einen Computer weitergeleitet. Durch den
Scanvorgang in x-, y- und z-Richtung besteht im Gegensatz zur normalen
Fluoreszenzmikroskopie die Moglichkeit der dreidimensionalen Analyse. Dieser kann beliebig
oft wiederholt werden, wodurch die Qualitdt erhoht und das elektronische Rauschen
herausgefiltert werden kann (Average). Die Signale, die von den Detektoren aufgefangen und
an den Computer weitergeleitet werden, konnten mit Hilfe der ZEN (,Zeiss Efficient
Navigation®) Software weiterverarbeitet werden.

Far alle Aufnahmen wurde ein 10xair/NA0.45-Objektiv verwendet. Die ,Pinhole“-Einstellung
lag ungefahr bei einer ,Airy Units“. Fur einen guten Kompromiss zwischen Bildqualitat und
Ausbleichen wurde ein Average Wert von 4 gewahlt. In Tabelle 14 sind die verwendeten Laser
mit entsprechend eingestelltem Emissionsfilter dargestellt. Die BildgréRe der aufgenommenen
Bilder betragt 1024 x 1024 oder 2048 x 2048 Pixel.
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Tabelle 14: verwendete Laser und Filtereinstellungen fiir das LSM 710 von Zeiss

Fluorchrom Laser (Wellenlédnge) Emissionsspektrum/ -filter
DAPI UV-Laserdiode (405 nm) 430 - 481 nm
GFP Multi-line-Argonlaser (488 nm) 491 - 539 nm
mCherry, PE HeNe-Laser (543 nm) 559 - 704 nm

2.8.3 Verwendete Mikroskope

Tabelle 15: Ubersicht iiber die verwendeten Mikroskope

Mikroskop Hersteller Hauptsitz

Eclipse Ts2 Inverses Nikon Tokio, Japan
Routinemikroskop

Eclipse TE2000-S Nikon Tokio, Japan

Konfokales Laser Scanning Zeiss Oberkochen, Deutschland

Mikroskop 710
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2.9 Auswertung via ImageJ ®

Zur Auswertung der immunhistochemischen Farbungen wurde das Bildanalyseprogramm
ImageJ in der Version 2.0.0 verwendet. Die Weitfeldaufnahmen wurden flr
GroRenbestimmung verwendet. Daflr wurde den Aufnahmen ein Maf3stab eingefuigt und die
Zellaggregate mit der Funktion ,Freehand selections”in ihrem Auflenumfang gemessen (Abb.
5). Diese Werte wurden in Microsoft Excel (Version von 2019) Ubertragen und ein Mittelwert
ermittelt.

Die Immunfluoreszenzaufnahmen wurden durch die Funktion ,Split Channels”in die einzelnen
Farbkanale (Kernfarbung, Farbung der KZT-Zellen, Farbung der TMM-Zellen) getrennt. Jeder
Kanal wurde manuell in Helligkeit, Kontrast und Farbe bearbeitet, um mdgliches
Hintergrundrauschen zu minimieren und eine bestmdgliche Darstellung zu erzielen. Danach
wurden die Farbkandle der KZT-Zellen und der TMM-Zellen durch die Funktion ,Merge
Channels” wieder zusammengefugt und ein Malstab eingefiigt. Auferdem wurde ein
separater ,Merge“ mit allen Farbkanalen erstellt.

Um die z-Stapel einzeln darzustellen wurden die Farbkanale ebenfalls wie oben beschrieben
getrennt und separat in Helligkeit, Kontrast und Farbe bearbeitet. AnschlieRend wurden die
Stapel, in denen keine Zellen zu sehen waren, geléscht. Durch die Funktion ,Make Montage*
wurden die Stapel automatisch getrennt und in einer Ubersicht dargestellt. Es wurde jeweils
ein ,Merge” mit den KZT-Zellen und TMM-Zellen und allen Farbkanalen erstellt.

Fir die dreidimensionale Rekonstruktion der z-Stapel wurde die Funktion ,Z Project®

verwendet.

Abb. 5: GréBenbestimmung der Zellaggregat: Die Zellaggregate wurden in ihrem AulBenumfang gemessen;
MaRBstab 100 um.
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2.9.1 Verwendete Softwares und Programme

Tabelle 16: Ubersicht der verwendeten Softwares zur Bildverarbeitung und -bearbeitung

Software/ Programm Hersteller Hauptsitz

ImageJ/ FIJI Open Source https://imagej.net/softwareffiji/
Microsoft Excel Microsoft Corporation Washington, USA

NanoDrop 2000 ThermoFisher Scientific Schwerte, Deutschland

NIS Elements Software Nikon Tokio, Japan

ZEN - Zeiss Efficient Zeiss Oberkochen, Deutschland
Navigation
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3 Ergebnisse

3.1 Morphologie der gewachsenen Zellaggregate in den

Weitfeldaufnahmen

Die KZT-Zelllinien 2102EP und NCCIT (EK) und die KZT-Zelllinie TCam-2 (SE) wuchsen in
der Monokultur im ,Hanging Drop® in Form eines kugelférmigen Spharoids (Abb. 6). Die CK-
Zelllinien JAR und JEG-3 wuchsen zwar ebenfalls in einem Zellverbund, allerdings mit kleinen
abgerundeten Auslaufern, die visuell Pseudopodien ahneln (Abb. 6). Unter den TMM-
Zelllinien waren nur die Fibroblasten MPAF in der Lage in Form eines Spharoids zu wachsen
(Abb. 6). Die THP-1-diff. M2 Makrophagen, JURKAT- und HUVEC-Zelllinien bildeten nur einen
losen Zellverbund ohne scharfe Rander (Abb. 6). Die Fahigkeit als kugelférmiges Spharoid zu
wachsen, anderte sich in den verschiedenen Ko-Kulturen (Abb. 6).

TCam-2 (SE) wuchs in der Ko-Kultur mit den Fibroblasten MPAF weiterhin in Form eines
Spharoids (Abb. 6). Auch in der Ko-Kultur mit JURKAT wuchs TCam-2 in Form eines
Spharoids, wobei hier und in der Ko-Kultur mit den THP-1-diff. M2 Makrophagen sich lose
Zellen an die AulRenmatrix des Zellaggregates lagerten (Abb. 6). In der Ko-Kultur mit HUVEC
schien die SE-Zelllinie TCam-2 ihr Wachstumsverhalten nicht zu andern (Abb. 6).

2102EP (EK) wuchs nur in der Ko-Kultur mit JURKAT weiterhin als Spharoid (Abb. 6). In den
Ko-Kulturen mit den THP-1-diff. M2 Makrophagen und HUVEC wuchsen die Zellen der
2102EP Zelllinie zwar immer noch in einem engen Zellverbund &hnlich einem Spharoid,
allerdings lagerten sich hier einige Zellen auRen an das Zellaggregat an (Abb. 6). Am
auffalligsten war dieses Phanomen in der Ko-Kultur mit den Fibroblasten MPAF zu
beobachten. Hier erschien das Zellaggregat am losesten mit vielen weiten Zellauslaufern
(Abb. 6).

NCCIT (EK) war in fast allen Ko-Kulturen weiterhin in der Lage als kugelférmiges Sphéaroid zu
wachsen (Abb. 6). In der Ko-Kultur mit MPAF erschien das Zellaggregat weniger kompakt mit
grof3en Zellauslaufern (Abb. 6).

In der Ko-Kultur mit MPAF war JAR (CK) in der Lage als kugelférmiges Spharoid zu wachsen
(Abb. 6). JAR und JURKAT in der Ko-Kultur bildeten ein ahnliches Zellaggregat aus einem
losen Zellverbund wie JAR in der Monokultur (Abb. 6). Besonders hervorzuheben sind die Ko-
Kulturen zwischen JAR und den THP-1-diff. M2 Makrophagen sowie der Endothelzelllinie
HUVEC. Hier veranderte sich das Wachstumsmuster komplett und lie3 sich mit keiner anderen
Ko-Kultur vergleichen (Abb. 6). Die Zellen waren hier nicht mehr in der Lage einen

einheitlichen, wenn auch losen Zellverbund zu bilden. Sie wuchsen stattdessen geflechtartig.
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JEG-3 (CK) wuchs in der Ko-Kultur mit MPAF und JURKAT als kugelférmiges Spharoid (Abb.
6). In der Ko-Kultur mit den THP-1-diff. M2 Makrophagen und HUVEC bildeten sie ein losen
annahernd runden Zellverbund (Abb. 6).

MPAF THP-1-Diff. JURKAT HUVEC
(Fibroblasten) (M2 Makro-  (T-Lympho- (Endothel-
phagen) zyten) zellen)

TCam-2
(Seminom)

2102EP
(Embryonal
Karzinom)

NCCIT
(Embryonal
Karzinom)

JAR
(Chorion
Karzinom)

JEG-3
(Chorion
Karzinom)

s K7 T-Monokulturen TMM-Monokulturen == Ko-Kulturen

Abb. 6: Weitfeldaufnahmen der unterschiedlichen KZT- und TMM-Zelllinien im ,,Hanging-Drop" Modell.
Dargestellt sind sowohl die einzelnen KZT- (TCam-2, NCCIT, 2102EP, JAR, JEG-3) (griin) und TMM-Monokulturen
(MPAF, THP-1-diff. M2 Makrophagen, JURKAT, HUVEC) (orange) als auch die daraus resultierenden Ko-Kulturen
(Gelb) nach 72h Kultivierung im ,Hanging Drop*. Die Aufnahmen wurden mit einem ,,Plan Fluor 10x/0.30“-Objektiv
und einem Phasenkontrast von Ph1 aufgenommen. Der Mal3stab entspricht 250 um.

29



3.2 GroRe der gewachsenen Zellaggregate

Unter den KZT-Zelllinien wies NCCIT (EK) nach 72 h im ,Hanging Drop“ den gréfRten
durchschnittlichen Flacheninhalt mit 0,33 mm?auf (Abb. 7). Der Flacheninhalt der CK-Zelllinie
JAR war mit 0,32 mm? beinahe genauso groRk (Abb. 7). Den kleinsten Flacheninhalt unter den
KZT-Zelllinien zeigte JEG-3 (CK) (Abb. 7).

Wie die zuvor dargestellten lichtmikroskopischen Aufnahmen bereits vermuten lieen, hatte
die T-Lymphozyten JURKAT unter den TMM-Zelllinien den grofiten durchschnittlichen
Flacheninhalt mit 0,81 mm? (Abb. 6 und Abb. 7). Die Fibroblasten MPAF wiesen das
kompakteste Wachstum und damit den kleinsten Flacheninhalt unter den TMM-Zelllinien mit
0,09 mm?auf (Abb. 7).

Auffallig war, dass bei beiden EK-Zelllinien die Ko-Kultur mit MPAF den jeweils groften
Flacheninhalt im Vergleich zu den Ko-Kulturen mit den anderen TMM-Zelllinien erzeugten
(Abb. 7). Die Ko-Kulturen zwischen MPAF und der SE-Zelllinie TCam-2 und den CK-Zelllinien
JAR und JEG-3 fiilhrte zu dem kleinsten Flacheninhalt unter den jeweiligen Ko-Kulturen (Abb.
7).

Im Vergleich mit allen anderen ausgemessenen Zellaggregaten hatte die Ko-Kultur aus JAR
und den THP-1-diff. M2 Makrophagen den gréRten Flacheninhalt mit 0,95 mm? (Abb. 7). Diese
Beobachtung entspricht den zuvor gezeigten mikroskopischen Aufnahmen, die zeigen, dass
diese Ko-Kultur als grof¥flachiges Geflecht wuchs (Abb. 6). Auch bei der CK-Zelllinie JEG-3
fuhrte die Ko-Kultivierung mit den THP-1-diff. M2 Makrophagen zu dem grof3ten Flacheninhalt
im Vergleich zu den Ko-Kulturen mit den anderen TMM-Zelllinien (Abb. 7).

Den kleinsten durchschnittlichen Flacheninhalt mit 0,08 mm? hatte die Ko-Kultur aus der CK-
Zelllinie JEG-3 und der Fibroblasten MPAF (Abb. 7).
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Abb. 7: Flicheninhalte der Zellaggregate in mm?. Ausgemessen wurden jeweils 6 Zellaggregate (n=6), hieraus
wurde ein Mittelwert mit entsprechender Standardabweichung berechnet. In griin sind die KZT-Zelllinien (TCam-2,
2102EP, NCCIT, JAR, JEG-3) und in orange die TMM-Zelllinien (MPAF, THP-1-diff. M2 Makrophagen, JURKAT,
HUVEQC) in der Monokultur dargestellt. In gelb sind KZT-TMM-Ko-Kulturen aufgefiihrt.
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3.3 Morphologie der Zellaggregate in den Fluoreszenz-Aufnahmen

3.3.1 TCam-2-Ko-Kulturen

Die Weitfeldaufnahmen zeigen, dass die SE-Zelllinie TCam-2 in der Monokultur in der Lage
war als Spharoid zu wachsen (Abb. 6).

In der Ko-Kultur mit der Lymphozyten JURKAT bildeten die Zellen ebenfalls ein symmetrisches

kugelférmiges Spharoid (Abb. 8). Durch alle Ebenen in z-Richtung hinweg scheint es eine
gleichmaRige Verteilung der TCam-2-Zellen und JURKAT-Zellen zu geben (Abb. 9).

Abb. 8: Zellaggregat aus der Ko-Kultur der GFP-positiven SE-Zelllinie TCam-2 und der mCherry-positiven
Lymphozyten JURKAT. Flir die Zellkernfdrbung wurde DAPI verwendet. Fiir die Aufnahme wurde ein LSM mit
einem 10xair/NA0.45 Objektiv verwendet. Der Mal3stab entspricht 250 um.
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Abb. 9: Rekonstruktion der Z-Stapel von dem Zellaggregat der Ko-Kultur: GFP-positive TCam-2 und
mCherry-positive JURKAT. Flir die Zellkernfdrbung wurde DAPI verwendet. Fiir die Aufnahme wurde ein LSM
mit einem 10xair/NA0.45 Objektiv verwendet. Die Rekonstruktion wurde mit der Software ImageJ® erstellt. Der
Malstab entspricht 500 um.
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Im Gegensatz dazu wuchsen die Zellen in der Ko-Kultur mit TCam-2 und den THP-1-diff. M2
Makrophagen nicht als symmetrisches Sphéaroid (Abb. 10). AulRerdem waren hier nur noch

vereinzelte M2 Makrophagen vorhanden, die sich seitlich an das Zellaggregat anlagerten und

kleinere separate Gruppen bildeten (Abb. 11).

Abb. 10: Zellaggregat aus der Ko-Kultur der GFP-positiven SE-Zelllinie TCam-2 und den mCherry-positiven
THP-1-diff. M2 Makrophagen. Fiir die Zellkernfédrbung wurde DAPI verwendet. Fiir die Aufnahme wurde ein LSM
mit einem 10xair/NA0.45 Objektiv verwendet. Der MaRstab entspricht 250 um.
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Abb. 11: Rekonstruktion der Z-Stapel von dem Zellaggregat der Ko-Kultur: GFP-positive TCam-2 und
mCherry-positive THP-1-diff. M2 Makrophagen. Fiir die Zellkernfdrbung wurde DAPI verwendet. Fiir die
Aufnahme wurde ein LSM mit einem 10xair/NA0.45 Objektiv verwendet. Die Rekonstruktion wurde mit der Software

ImageJ® erstellt. Der Mal3stab entspricht 500 um.
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Die Ko-Kultur mit den Fibroblasten MPAF zeigte eine anndhernd kugelférmige Form, wobei
sich einige der MPAF-Zellen als kleine Zellbélle auflen an das Hauptaggregat anlagerten
(Abb. 12 und Abb. 13). Dieses Phanomen konnte allerdings bei den Weitfeldaufnahmen nicht
gezeigt werden (Abb. 6). Innerhalb des Zellaggregates neigten die MPAF-Zellen dazu, sich

zu kleinen Gruppen zusammenzuschliel3en und nicht einzeln das Zellaggregat zu durchsetzen
wie die JURKAT-Zellen (Abb. 13 und Abb. 9).

Abb. 12: Zellaggregat aus der Ko-Kultur der GFP-positiven SE-Zelllinie TCam-2 und den CD44-positiven
Fibroblasten MPAF. Fiir die Zellkernfdrbung wurde DAPI verwendet. Fiir die Aufnahme wurde ein LSM mit einem
10xair/NA0.45 Objektiv verwendet. Der Mal3stab entspricht 250 um.
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Abb. 13: Rekonstruktion der Z-Stapel von dem Zellaggregat der Ko-Kultur: GFP-positive TCam-2 und CD44-
positive MPAF. Fiir die Zellkernfdrbung wurde DAPI verwendet. Fiir die Aufnahme wurde ein LSM mit einem
10xair/NA0.45 Objektiv verwendet. Die Rekonstruktion wurde mit der Software ImageJ® erstellt. Der Mal3stab
entspricht 500 um.
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In der Ko-Kultur mit den HUVEC-Zellen hatte sich zwar ein Spharoid gebildet, allerdings

wuchsen die Zellen durch alle Schichten hinweg nicht so dicht wie in den anderen TCam-2
Ko-Kulturen (Abb. 14 und Abb. 15). Ahnlich wie in der Ko-Kultur mit MPAF lagerten sich die
HUVEC-Zellen zu eignen Zellverbanden zusammen, durchsetzten jedoch trotzdem das
gesamte Zellaggregat wie die JURKAT-Zellen (Abb. 15).

Abb. 14: Zellaggregat aus der Ko-Kultur der GFP-positiven SE-Zelllinie TCam-2 und der mCherry-positiven
Endothelzelllinie HUVEC. Fiir die Zellkernfédrbung wurde DAPI verwendet. Fiir die Aufnahme wurde ein LSM mit
einem 10xair/NA0.45 Objektiv verwendet. Der Mal3stab entspricht 250 um.
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Abb. 15: Rekonstruktion der Z-Stapel von dem Zellaggregat der Ko-Kultur: GFP-positive TCam-2 und
mCherry-positive HUVEC. Fiir die Zellkernfédrbung wurde DAPI verwendet. Fiir die Aufnahme wurde ein LSM mit

einem 10xair/NA0.45 Objektiv verwendet. Die Rekonstruktion wurde mit der Software Imaged® erstellt. Der
Mal3stab entspricht 500 um.

Erganzend festzustellen ist, dass im Vergleich zu den Ko-Kulturen mit MPAF, HUVEC und den

M2 Makrophagen die JURKAT-Zellen die grofite Auspragung zeigten (Abb. 9, Abb. 11, Abb.
13 und Abb. 15).
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3.3.2 2102EP-Ko-Kulturen

Die EK-Zelllinie 2102EP war in der Monokultur in der Lage ein Spharoid zu bilden (Abb. 6).
Wie auch in der Ko-Kultur mit den TCam-2-Zellen durchsetzten auch hier die T-Lymphozyten
der Zelllinie JURKAT das gesamte Zellaggregat (Kapitel 3.3.1; Abb. 16). Dabei schien es
ebenfalls ein ahnliches Verhéltnis zwischen 2102EP und JURKAT zu geben (Abb. 17).
Auflerdem waren die 2102EP-Zellen weiterhin in der Lage in der Ko-Kultur mit JURKAT ein
Spharoid zu bilden (Abb. 16).

Abb. 16: Zellaggregat aus der Ko-Kultur der GFP-positiven EK-Zelllinie 2102EP und der mCherry-positiven
Lymphozyten JURKAT. Flir die Zellkernfdrbung wurde DAPI verwendet. Fiir die Aufnahme wurde ein LSM mit
einem 10xair/NA0.45 Objektiv verwendet. Der Mal3stab entspricht 250 um.
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Abb. 17: Rekonstruktion der Z-Stapel von dem Zellaggregat der Ko-Kultur: GFP-positive 2102EP und
mCherry-positive JURKAT. Flir die Zellkernfdrbung wurde DAPI verwendet. Fiir die Aufnahme wurde ein LSM

mit einem 10xair/NA0.45 Objektiv verwendet. Die Rekonstruktion wurde mit der Software ImageJ® erstellt. Der
Mal3stab entspricht 500 um.
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Die Ko-Kultur mit 2102EP und den THP-1-diff. M2 Makrophagen wuchs nicht in der typischen
runden Sphéaroidform (Abb. 18). Ahnlich wie bei der Ko-Kultur mit TCam-2 schien nur eine
begrenzte Anzahl an M2 Makrophagen verblieben zu sein (Kapitel 3.3.1; Abb. 19). Die
verbliebenen M2 Makrophagen durchsetzten anders als in der Ko-Kultur mit TCam-2 das
gesamte Zellaggregat (Abb. 11 und Abb. 19). Bei dem Zellaggregat, welches auf dem

Weitfeldaufnahmen dargestellt ist, hatte es hingegen den Anschein, dass sich die M2

Makrophagen als separate Gruppen auf’en an das Zellaggregat anlagern (Abb. 6).

Abb. 18: Zellaggregat aus der Ko-Kultur der GFP-positiven EK-Zelllinie 2102EP und den mCherry-positiven
THP-1-diff. M2 Makrophagen. Fiir die Zellkernfédrbung wurde DAPI verwendet. Fiir die Aufnahme wurde ein LSM
mit einem 10xair/NA0.45 Objektiv verwendet. Der MaRstab entspricht 250 um.
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Abb. 19: Rekonstruktion der Z-Stapel von dem Zellaggregat der Ko-Kultur: GFP-positive 2102EP und
mCherry-positive THP-1-diff. M2 Makrophagen. Fiir die Zellkernfdrbung wurde DAPI verwendet. Fiir die
Aufnahme wurde ein LSM mit einem 10xair/NA0.45 Objektiv verwendet. Die Rekonstruktion wurde mit der Software

ImageJ® erstellt. Der Mal3stab entspricht 500 um.
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Wenn man bei der Ko-Kultur mit 2102EP und MPAF nur die 2102EP-Zellen betrachtet,
erscheint das Zellaggregat annédhernd in Form eines kugelférmigen Spharoids gewachsen zu
sein (Abb. 20). Jedoch war das Zellaggregat, welches fur die Weitfeldaufnahmen verwendet
wurde, deutlich weitlaufiger (Abb. 6). Aul3erdem wirkte es hier so, dass sich die MPAF-Zellen
vor allem aulRen an das Zellaggregat anlagerten. Bei Betrachtung der einzelnen Schichten fiel

hingegen auf, dass sich die MPAF-Zellen im gesamten Zellaggregat befanden (Abb. 21).

Dabei bildeten die MPAF-Zellen auch kleinere Gruppen, allerdings nicht so auffallig wie bei
der Ko-Kultur mit TCam-2 (Abb. 13 und Abb. 21).

Abb. 20: Zellaggregat aus der Ko-Kultur der GFP-positiven EK-Zelllinie 2102EP und den CD44-positiven
Fibroblasten MPAF. Fiir die Zellkernfarbung wurde DAPI verwendet. Fiir die Aufnahme wurde ein LSM mit einem
10xair/NAO0.45 Objektiv verwendet. Der Mal3stab entspricht 250 um.
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Abb. 21: Rekonstruktion der Z-Stapel von dem Zellaggregat der Ko-Kultur: GFP-positive 2102EP und CD44-
positive MPAF. Fiir die Zellkernfdrbung wurde DAPI verwendet. Fiir die Aufnahme wurde ein LSM mit einem
10xair/NA0.45 Objektiv verwendet. Die Rekonstruktion wurde mit der Software ImageJ® erstellt. Der Mal3stab
entspricht 500 um.
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Die Zellen der Ko-Kultur aus 2102EP und HUVEC bildeten ein tropfenférmiges Zellaggregat
(Abb. 22). Wie die Weitfeldaufnahme schon vermuten lieen, lagerten sich die HUVEC-Zellen

vor allem auen an das Zellaggregat an (Abb. 6 und Abb. 23). In den einzelnen Schichten

war ebenfalls zu erkennen, dass sich vereinzelt Zellen im Zellaggregat befanden (Abb. 23).
Das Wachstumsverhalten der HUVEC-Zellen in der Ko-Kultur mit 2102EP ahnelte dem der
M2 Makrophagen in der Ko-Kultur mit 2102EP.

Abb. 22: Zellaggregat aus der Ko-Kultur der GFP-positiven EK-Zelllinie 2102EP und der mCherry-positiven
Endothelzelllinie HUVEC. Fiir die Zellkernfédrbung wurde DAPI verwendet. Fiir die Aufnahme wurde ein LSM mit
einem 10xair/NA0.45 Objektiv verwendet. Der Mal3stab entspricht 250 um.
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Abb. 23: Rekonstruktion der Z-Stapel von dem Zellaggregat der Ko-Kultur: GFP-positive 2102EP und
mCherry-positive HUVEC. Fiir die Zellkernfdrbung wurde DAPI verwendet. Fiir die Aufnahme wurde ein LSM mit
einem 10xair/NA0.45 Objektiv verwendet. Die Rekonstruktion wurde mit der Software Imaged® erstellt. Der
Malstab entspricht 500 um.
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3.3.3 NCCIT-Ko-Kulturen

Die EK-Zelllinie NCCIT wuchs in der Monokultur als symmetrisches kugelférmiges Spharoid
(Abb. 6).

In der Ko-Kultur mit der Lymphozyten JURKAT bildeten die Zellen dieses auch weiterhin (Abb.
24). Dabei schienen die JURKAT-Zellen wie auch bei den zuvor beschriebenen Ko-Kulturen

mit TCam-2 und 2102EP das gesamte Zellaggregat zu durchsetzen (Kapitel 3.3.1 und 3.3.2;

Abb. 25). Bei Betrachtung der einzelnen Schichten fiel jedoch auf, dass sich die meisten
JURKAT-Zellen vor allem in den oberen Schichten des Zellballes befanden (Abb. 25). Im
Vergleich zu den Ko-Kulturen TCam-2 und JURKAT und 2102EP und JURKAT erscheint das
Verhaltnis der Zellen nicht gleichmafig und eher zugunsten der NCCIT-Zellen (Abb. 9, Abb.
17 und Abb. 25).

Abb. 24: Zellaggregat aus der Ko-Kultur der GFP-positiven EK-Zelllinie NCCIT und der mCherry-positiven
Lymphozyten JURKAT. Flir die Zellkernfdrbung wurde DAPI verwendet. Fiir die Aufnahme wurde ein LSM mit
einem 10xair/NA0.45 Objektiv verwendet. Der Mal3stab entspricht 250 um.
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Abb. 25: Rekonstruktion der Z-Stapel von dem Zellaggregat der Ko-Kultur: GFP-positive NCCIT und
mCherry-positive JURKAT. Flir die Zellkernfdrbung wurde DAPI verwendet. Fiir die Aufnahme wurde ein LSM
mit einem 10xair/NA0.45 Objektiv verwendet. Die Rekonstruktion wurde mit der Software ImageJ® erstellt. Der
Mal3stab entspricht 500 um.
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Ein besonderes Augenmerk sollte hier auf der Ko-Kultur mit den THP-1-diff. M2 Makrophagen
gelegt werden (Abb. 26). Hier schien bis auf eine Zelle keine der M2 Makrophagen Uberlebt
zu haben. Das Zellaggregat, welches daher beinahe ausschlieRlich aus NCCIT-Zellen

bestand, wuchs anndhernd rund (Abb. 27). Allerdings fiel bei der Auswertung der einzelnen

Schichten auf, dass das Zellaggregat weniger dicht erschien (Abb. 27).

Abb. 26: Zellaggregat aus der Ko-Kultur der GFP-positiven EK-Zelllinie NCCIT und den mCherry-positiven
THP-1-diff. M2 Makrophagen. Fiir die Zellkernfédrbung wurde DAPI verwendet. Fiir die Aufnahme wurde ein LSM
mit einem 10xair/NA0.45 Objektiv verwendet. Der MaRstab entspricht 250 um.
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Abb. 27: Rekonstruktion der Z-Stapel von dem Zellaggregat der Ko-Kultur: GFP-positive NCCIT und
mCherry-positive THP-1-diff. M2 Makrophagen. Fiir die Aufnahme wurde ein LSM mit einem 10xair/NA0.45

Objektiv verwendet. Die Rekonstruktion wurde mit der Software ImageJ® erstellt. Der Mal3stab entspricht 500 um.
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Eine weitere Besonderheit stellt die Ko-Kultur mit den Fibroblasten MPAF dar. Die Fibroblasten
bildeten hier Filopodien (Abb. 28). Dieses Phanomen konnte in keiner anderen Ko-Kultur

beobachtet werden. Das entstandene Zellaggregat wuchs nicht als rundes Spharoid (Abb. 28

und Abb. 29). Die MPAF-Zellen fanden sich in allen Schichten vor allem am auf3en Rand des
Zellaggregates (Abb. 29).

Abb. 28: Zellaggregat aus der Ko-Kultur der GFP-positiven EC-Zelllinie NCCIT und den CD44-positiven
Fibroblasten MAPF. Fiir die Zellkernfarbung wurde DAPI verwendet. Fiir die Aufnahme wurde ein LSM mit einem
10xair/NA0.45 Objektiv verwendet. Der Mal3stab entspricht 250 um.
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Abb. 29: Rekonstruktion der Z-Stapel von dem Zellaggregat der Ko-Kultur: GFP-positive NCCIT und CD44-
positive MPAF. Fiir die Zellkernfdrbung wurde DAPI verwendet. Fiir die Aufnahme wurde ein LSM mit einem
10xair/NA0.45 Objektiv verwendet. Die Rekonstruktion wurde mit der Software ImageJ® erstellt. Der Mal3stab
entspricht 500 um.
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Das Zellaggregat der Ko-Kultur NCCIT und HUVEC wuchs als Spharoid (Abb. 30). Die

Endothelzellen der Zelllinie HUVEC bildeten drei kleinere Gruppen, die sich an der Aul3enseite

des Zellaggregates befanden (Abb. 31).

Abb. 30: Zellaggregat aus der Ko-Kultur der GFP-positiven EK-Zelllinie NCCIT und der mCherry
Endothelzelllinie HUVEC. Fiir die Zellkernfédrbung wurde DAPI verwendet. Fiir die Aufnahme wurde ein LSM mit
einem 10xair/NA0.45 Objektiv verwendet. Der Mal3stab entspricht 250 um.
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Abb. 31: Rekonstruktion der Z-Stapel von dem Zellaggregat der Ko-Kultur: GFP-positive NCCIT und
mCherry-positive HUVEC. Fiir die Zellkernfédrbung wurde DAPI verwendet. Fiir die Aufnahme wurde ein LSM mit
einem 10xair/NA0.45 Objektiv verwendet. Die Rekonstruktion wurde mit der Software Imaged® erstellt. Der
Malstab entspricht 500 um.

Die Weitfeldaufnahmen lieBen bereits vermuten, dass sich die Morphologie der NCCIT
Zellaggregate nur in der Ko-Kultur mit MPAF veranderte (Kapitel 3.1). Zusatzlich war jedoch
auffallig, dass im Vergleich mit den Ko-Kulturen von TCam-2 und 2102EP alle TMM-Zellen

eine geringere Auspragung aufwiesen.
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3.3.4 JAR-Ko-Kulturen

Die Zellen der CK-Zelllinie JAR waren in der Mono-Kultur nur in der Lage einen losen
Zellverbund zu schlielen und bildeten kein klassisches Spharoid (Abb. 6).
In der Ko-Kultur mit der Lymphozyten JURKAT wuchsen die Zellen ebenfalls nicht in Form

eines Spharoides (Abb. 32). Im Vergleich mit den zuvor beschriebenen Ko-Kulturen der SE-

und EK-Zelllinien waren nur noch wenige der JURKAT-Zellen vorhanden (Kapitel 3.3.1, 3.3.2
und 3.3.3; Abb. 33).

Abb. 32: Zellaggregat aus der Ko-Kultur der GFP-positiven CK-Zelllinie JAR und der mCherry-positiven
Lymphozyten JURKAT. Flir die Zellkernfdrbung wurde DAPI verwendet. Fiir die Aufnahme wurde ein LSM mit
einem 10xair/NA0.45 Objektiv verwendet. Der Mal3stab entspricht 250 um.
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Abb. 33: Rekonstruktion der Z-Stapel von dem Zellaggregat der Ko-Kultur: GFP-positive JAR und mCherry-
positive JURKAT. Fiir die Zellkernfdrbung wurde DAPI verwendet. Fiir die Aufnahme wurde ein LSM mit einem
10xair/NA0.45 Objektiv verwendet. Die Rekonstruktion wurde mit der Software ImageJ® erstellt. Der Mal3stab
entspricht 500 um.
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Die Weitfeldaufnahmen haben bereits gezeigt, dass sich das Wachstumsverhalten der JAR-
Zellen in der Ko-Kultur mit den THP-1-diff. M2 Makrophagen stark veranderte (Kapitel 3.1;
Abb. 6). Diese Ko-Kultur bildete ein groRes Geflecht, welches nicht vollstandig mit dem
10xair/NA0.45-Objectiv dargestellt werden konnte (Abb. 34). Das entsprach den
Beobachtungen zur GréRe der entstandenen Zellaggregate, die zeigten, dass diese Ko-Kultur

den grofiten durchschnittlichen Flacheninhalt gebildet hatte (Kapitel 3.2). Ebenfalls auffallig

war, dass im Vergleich zu den bereits beschriebenen Ko-Kulturen noch eine grof3e Anzahl der
M2 Makrophagen vorhanden war (Kapitel 3.3.1, 3.3.2 und 3.3.3; Abb. 35). Dabei durchsetzten
die M2 Makrophagen alle Schichten und Bereiche des Geflechtes (Abb. 35).

Abb. 34: Zellaggregat aus der Ko-Kultur der GFP-positiven CK-Zelllinie JAR und den mCherry-positiven
THP-1-diff. M2 Makrophagen. Fiir die Zellkernfédrbung wurde DAPI verwendet. Fiir die Aufnahme wurde ein LSM
mit einem 10xair/NA0.45 Objektiv verwendet. Der MaRstab entspricht 250 um.
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Abb. 35: Rekonstruktion der Z-Stapel von dem Zellaggregat der Ko-Kultur: GFP-positive JAR und mCherry-
positive THP-1-diff. M2 Makrophagen. Fiir die Zellkernfarbung wurde DAPI verwendet. Flir die Aufnahme wurde
ein LSM mit einem 10xair/NA0.45 Objektiv verwendet. Die Rekonstruktion wurde mit der Software ImageJ® erstellt.
Der MaB3stab entspricht 500 um.
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Die Zellen der Ko-Kultur aus JAR und MPAF wuchsen in einem engen Zellverbund (Abb. 36).
Auch hier wirkte das Zellaggregat leicht geflechtartig (Abb. 37). Das Zellaggregat, welches fur
die Weitfeldaufnahmen verwendet wurde, zeigte hingegen die Form eines Spharoids (Abb. 6).

Die MPAF-Zellen waren in allen Schichten vorhanden und bildeten wie auch bereits auch bei

anderen Ko-Kulturen kleinere Zellzusammenlagerungen (Abb. 37).

Abb. 36: Zellaggregat aus der Ko-Kultur der GFP-positiven CK-Zelllinie JAR und den CDA44-positiven
Fibroblasten MPAF. Fiir die Zellkernfarbung wurde DAPI verwendet. Fiir die Aufnahme wurde ein LSM mit einem
10xair/NA0.45 Objektiv verwendet. Der Mal3stab entspricht 250 um.
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Abb. 37: Rekonstruktion der Z-Stapel von dem Zellaggregat der Ko-Kultur: GFP-positive JAR und CD44-
positive MPAF. Fiir die Zellkernfdrbung wurde DAPI verwendet. Fiir die Aufnahme wurde ein LSM mit einem
10xair/NA0.45 Objektiv verwendet. Die Rekonstruktion wurde mit der Software ImageJ® erstellt. Der Mal3stab
entspricht 500 um.
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Die Ko-Kultur mit den Endothelzellen der HUVEC-Zelllinie bildeten ebenso ein Geflecht wie
die Ko-Kultur mit den THP-1-diff. M2 Makrophagen (Abb. 38). Auch hier befanden sich die
HUVEC-Zellen in allen Schichten und Bereichen des Geflechtes (Abb. 39).

Abb. 38: Zellaggregat aus der Ko-Kultur der GFP-positiven CK-Zelllinie JAR und der mCherry-positiven
Endothelzelllinie HUVEC. Fiir die Zellkernfédrbung wurde DAPI verwendet. Fiir die Aufnahme wurde ein LSM mit
einem 10xair/NA0.45 Objektiv verwendet. Der Mal3stab entspricht 250 um.
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Abb. 39: Rekonstruktion der Z-Stapel von dem Zellaggregat der Ko-Kultur: GFP-positive JAR und mCherry-
positive HUVEC. Fiir die Zellkernfarbung wurde DAPI verwendet. Fiir die Aufnahme wurde ein LSM mit einem
10xair/NA0.45 Objektiv verwendet. Die Rekonstruktion wurde mit der Software ImageJ® erstellt. Der Mal3stab
entspricht 500 um.
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3.3.5 JEG-3-Ko-Kulturen

Die Ko-Kultur aus der CK-Zelllinie JEG-3 und der Lymphozyten JURKAT bildete einen sehr
losen Zellverbund (Abb. 40). Obwonhl die Zellen ein Zellaggregat gebildeten, wirkte es weniger

zusammenhangend und die Zellen erschienen eher locker miteinander verbunden (Abb. 41).
Die JURKAT-Zellen zeigen ein ahnliches Verhalten wie bei der CK-Zelllinie JAR (Kapitel
3.3.4). Im Vergleich zu den Ko-Kulturen mit TCam-2, 2102EP und NCCIT war die
Zellauspragung deutlich reduziert und sie bildeten kleinere Zusammenlagerungen (Kapitel
3.3.1, 3.3.2 und 3.3.3; Abb. 41).

Abb. 40: Zellaggregat aus der Ko-Kultur der GFP-positiven CK-Zelllinie JEG-3 und der mCherry-positiven
Lymphozyten JURKAT. Flir die Zellkernfdrbung wurde DAPI verwendet. Fiir die Aufnahme wurde ein LSM mit
einem 10xair/NA0.45 Objektiv verwendet. Mal3stab entspricht 250 um.
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Abb. 41: Rekonstruktion der Z-Stapel von dem Zellaggregat der Ko-Kultur: GFP-positive JEG-3 und
mCherry-positive JURKAT. Fir die Zellkernfdrbung wurde DAPI verwendet. Fiir die Aufnahme wurde ein LSM
mit einem 10xair/NA0.45 Objektiv verwendet. Die Rekonstruktion wurde mit der Software ImageJ® erstellt. Der
Malstab entspricht 500 um.
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Die JEG-3-Zellen wuchsen in der Ko-Kultur zusammen mit den THP-1-diff. M2 Makrophagen
als rundes Spharoid (Abb. 42). Ahnlich wie bei der CK-Zelllinie JAR waren die M2
Makrophagen hier deutlich starker ausgepragt (Abb. 42 und Abb. 43). Ein Groliteil der Zellen

lagerte sich zu einem Ball inmitten des Zellaggregates zusammen (Abb. 43).

Abb. 42: Zellaggregat aus der Ko-Kultur der GFP-positiven CK-Zelllinie JEG-3 und den mCherry-positiven
THP-1-diff. M2 Makrophagen. Fiir die Zellkernfédrbung wurde DAPI verwendet. Fiir die Aufnahme wurde ein LSM
mit einem 10xair/NA0.45 Objektiv verwendet. Der MaRstab entspricht 250 um.
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Abb. 43: Rekonstruktion der Z-Stapel von dem Zellaggregat der Ko-Kultur: GFP-positive JEG-3 und
mCherry-positive THP-1-diff. M2 Makrophagen. Fiir die Zellkernfdrbung wurde DAPI verwendet. Fiir die
Aufnahme wurde ein LSM mit einem 10xair/NA0.45 Objektiv verwendet. Die Rekonstruktion wurde mit der Software

ImageJ® erstellt. Der Mal3stab entspricht 500 um.
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Auch in der Ko-Kultur mit JAR bildeten die Fibroblasten MPAF wieder kleinere Zellverbinde
innerhalb des Zellaggregates (Abb. 45). Das Zellaggregat wuchs sichelférmig annadhernd in
Form eines Spharoids (Abb. 44 und Abb. 45).

Abb. 44: Zellaggregat aus der Ko-Kultur der GFP-positiven CK-Zelllinie JEG-3 und den CD44-positiven
Fibroblasten MPAF. Fiir die Zellkernfarbung wurde DAPI verwendet. Fiir die Aufnahme wurde ein LSM mit einem
10xair/NA0.45 Objektiv verwendet. Der Mal3stab entspricht 250 um.
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Abb. 45: Rekonstruktion der Z-Stapel von dem Zellaggregat der Ko-Kultur: GFP-positive JEG-3 und CD44-
positive MPAF. Fiir die Zellkernfdrbung wurde DAPI verwendet. Fiir die Aufnahme wurde ein LSM mit einem
10xair/NA0.45 Objektiv verwendet. Die Rekonstruktion wurde mit der Software ImageJ® erstellt. Der Mal3stab
entspricht 500 um.
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In der Ko-Kultur mit JEG-3 und der Endothelzelllinie HUVEC wuchs das Zellaggregat
annahernd rund mit kleineren Zellauslaufern (Abb. 46 und Abb. 47). Die HUVEC-Zellen waren

in allen Schichten prasent und bildeten teilweise kleinere Zellverbiinde (Abb. 47). Insgesamt

war das Wachstumsverhalten der HUVEC-Zellen in allen Ko-Kulturen gleich.

Abb. 46: Zellaggregat aus der Ko-Kultur der GFP-positiven CK-Zelllinie JEG-3 und der mCherry-positiven
Endothelzelllinie HUVEC. Fiir die Zellkernfédrbung wurde DAPI verwendet. Fiir die Aufnahme wurde ein LSM mit
einem 10xair/NA0.45 Objektiv verwendet. Der Mal3stab entspricht 250 um.
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Abb. 47: Rekonstruktion der Z-Stapel von dem Zellaggregat der Ko-Kultur: GFP-positive JEG-3 und
mCherry-positive HUVEC. Fiir die Zellkernfédrbung wurde DAPI verwendet. Fiir die Aufnahme wurde ein LSM mit
einem 10xair/NA0.45 Objektiv verwendet. Die Rekonstruktion wurde mit der Software Imaged® erstellt. Der
Malstab entspricht 500 um.
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4 Diskussion

Ziel dieser in vitro Arbeit war die morphologische Charakterisierung von 3D-mono- und ko-
kultivierten KZT- und TMM-Zelllinien. Hierbei wurde zundchst das Wachstums- bzw.
Formierungsverhalten der Zellaggregate sowie deren raumliche Grofde in Einzel- und Ko-
Kulturen mikroskopisch analysiert. Die fluoreszenzmikroskopische Darstellung schliisselte die
tatsachliche Organisation der 3D-Ko-Kultivierungen auf, sodass die Verteilung der KZT- und

TMM-Zellen im 3D-Zellaggregat analysiert werden konnte.

4.1 Einfluss der Pluripotenz auf das Wachstum von KZT-Zellen im
»Hanging Drop*

Frihere Forschungsarbeiten mit pluripotenten Stammzellen haben gezeigt, dass Zellen
grundsatzlich in der Lage sind, sich selbst zu organisieren und anzuordnen (55-57). Die
Bildung kugelférmiger Spharoide im ,Hanging Drop“ kann auf die frihe embryonale
Entwicklung zurtckzufuhrt werden (58). In der Embryogenese entwickelt sich die Morula, ein
kompaktes kugeliges Gebilde (59). Durch die weitere Differenzierung der Zellen und Bildung
von Flissigkeit entsteht aus der Morula die Blastozyte (59). Diese besteht aus der inneren
Zellmasse, die aus einer Gruppe pluripotenter Zellen besteht, und dem Trophoblasten, der fiir
die Bildung der Plazenta verantwortlich ist (59). Auch embryonale Stammzellen, die in der
Zellkultur kultiviert werden, differenzieren sich spontan und bilden dreidimensionale
Aggregate, die als Embryoidkdrper (,embryoid bodies“, EBs) bezeichnet werden. Diese
Erkenntnis wurde verwendet, um die 3D Zellkulturtechniken zu entwickeln (57). Die
Grundvoraussetzungen fur dreidimensionales Wachstum sind die Fahigkeit zur
Selbstorganisation und die Differenzierung der Zellen (55, 56, 60). Selbstorganisation fasst die
genetischen Aspekte (,fate specification®, Zell-Segregation, Zell-Sortierung), die fir das
Wachstum in der 3D Zellkultur relevant sind, zusammen (56). Des weiteren haben die
Mikroumgebung wie z. B. Serumkomponenten, die Charge des FBS und die Proliferationsrate
Einfluss auf das dreidimensionale Wachstum der Zellen (56, 60, 61). Der Schltsselfaktor fir
die 3D Kultur ist jedoch der pluripotente Zustand der Zellen (56). Die Pluripotenz von
Stammzellen ist entscheidend fur ihre Fahigkeit sich selbst zu organisieren, komplexe
Strukturen zu bilden und mit ihrer Mikroumgebung zu interagieren (56, 61). Pluripotente
Stammzellen weisen zudem eine hohe Plastizitat auf (60). Diese Gegebenheiten ermoglichen
es den Zellen dreidimensionale Muster zu erzeugen (56, 60). Interessanterweise konnte
gezeigt werden, dass pluripotente Stammzellen, die dreidimensional kultiviert wurden, ein

héheres Differenzierungspotential aufweisen als pluripotente Stammzellen, die in der 2D
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Kultur kultiviert wurden (61). Dartber hinaus besitzen die 3D Zellaggregate einen hypoxischen
Kern, der ebenfalls dazu beitragt, dass die Zellen ihre Stammzellmerkmale und
Differenzierungsfahigkeit beibehalten (62, 63). Diese hypoxischen Bedingungen flihren zudem
zu einer verbesserten Produktion von EZM und Wachstumsfaktoren (62, 63).

Die unterschiedlichen KZT-Entitdten weisen unterschiedliche Differenzierungspotenziale auf
und unterscheiden sich in der Expression von Pluripotenzmarkern. EK sind pluri- bis totipotent
und exprimieren die Pluripotenzmarker NANOG, OCT3/4 und SOX2 (19, 64, 65). Auch SE
exprimieren die Pluripotenzmarker, allerdings weisen sie nur ein begrenztes
Differenzierungspotenzial auf, weshalb SE als latent pluripotent beschrieben werden (19, 64,
66, 67). CK entwickeln sich aus EK und ahneln Zellen des Trophoblasten. Sie differenzieren
sich extraembryonal und sind daher nicht pluripotent (68, 69).

Die Ergebnisse dieser Arbeit haben gezeigt, dass die EK-Zelllinien 2102EP und NCCIT sowie
die SE-Zelllinie TCam-2 in der Lage sind, im ,Hanging Drop* als kugelférmiges Spharoid zu
wachsen. Im Gegensatz dazu wachsen die CK-Zelllinien JAR und JEG-3 eher flach und planar
in einer ungleichmafigen Form. Werden die Differenzierungspotenziale, die Expression von
Pluripotenzmarkern und das Wachstum der Zellen miteinander verglichen, fallt auf, dass die
Pluripotenz Einfluss auf das Wachstum der KZT-Zellen im ,Hanging Drop“ hat. Die
pluripotenten EK- und SE-Zelllinien besitzen im ,Hanging Drop“ die Fahigkeit als
dreidimensionales kugelférmiges Spharoid zu wachsen. Im Gegensatz dazu wachsen die nicht
pluripotenten CK flach und in einer ungleichmafRigen Form. Neben der Pluripotenz kdnnte ein
weiterer Grund flir das atypische Wachstumsverhalten die Invasivitat bzw. Aggressivitat von
CK sein. Durch die invasiven Eigenschaften sind CK-Zellen in der Lage, sich schnell zu
bewegen und in umliegendes Gewebe einzudringen (70). Diese Eigenschaften kodnnten
verhindern, dass die CK-Zellen sich zu einem stabilen Spharoid organisieren. Eine zentrale
Rolle bei der Zell-Zell Adhasion und der Bildung von Sphéroiden spielt E-Cadherin (71). Hohe
Expression von E-Cadherin flhrt zur Bildung kompakter Spharoide, wohingegen eine geringe
Expression nur zur Bildung loser Zellaggregate fuhrt (71). Da CK eine reduzierte Expression
von E-Cadherin aufweisen (72), kann das ein weiterer Aspekt fir das lose und planare
Wachstumsverhalten der CK-Zellen sein. Inwieweit die Ausbildung eines hypoxischen Kerns
innerhalb von Sphéaroiden bzw. die damit verbundenen hypoxischen Bedingungen fir die
Zellen ebenfalls Einfluss auf das Wachstum der CK-Zellen hat und ob diese eventuell
empfindlicher gegenuber Sauerstoff- und Nahrstoffmangel sind, kdnnte Bestandteil weiterer
Forschung sein. AuRerdem kdnnten die Bestimmung der Pluripotenzmarker nach Kultivierung
der KZT-Zellen im ,Hanging Drop“ und nach Ko-Kultivierung mit TMM-Zellen, sowie
vergleichende Analysen mit KZT-Zellen aus der 2D Zellkultur dazu beitragen, die spezifischen
Vorteile der 3D Zellkultur insbesondere fiir die Aufrechterhaltung und die Steuerung der

Pluripotenz besser zu verstehen. Da die Pluripotenz von Tumorzellen zu einer erhdhten
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Tumorigenitat und Therapieresistenz fuhrt (73), kdnnte das ebenfalls ein wichtiger Aspekt

weiterer Forschung sein.

4.2 Einfluss der TMM-Zellen auf die Organisation der KZT-Zellen im

3D-Modell

Die bisherige Forschung konnte zeigen, dass das TMM eine groRRe Rolle in der
Tumorentwicklung, -progression und -metastasierung spielt (20, 22-26). Diese Arbeit hat sich
daher mit der Frage beschéaftigt, wie sich das Wachstum von KZT-Zellen durch die
Anwesenheit von TMM-Zellen verandert und welchen Einfluss wiederum die KZT-Zellen auf
die TMM-Zellen haben.

Wie in Abschnitt 4.1 beschrieben, unterscheidet sich das Wachstum der unterschiedlichen
KZT-Entitaten bzw. ihre Fahigkeit, als kugelférmiges Spharoid zu wachsen, bereits in der
Monokultur. Durch die Ko-Kultivierung der KZT-Zellen mit TMM-Zellen veranderte sich
teilweise das Wachstumsmuster im ,Hanging Drop“. Die CK-Zelllinien JAR und JEG-3 waren
in der Monokultur nicht in der Lage als Kugelférmiges Spharoid zu wachsen. In der Ko-Kultur
mit den Fibroblasten MPAF bilden sie jedoch ein kugelférmiges Spharoid. Zudem ist JEG-3 in
der Ko-Kultur mit den Lymphozyten JURKAT ebenfalls in der Lage ein kugelférmiges Spharoid
zu bilden. Die groften Auffalligkeiten zeigen die Ko-Kulturen von JAR mit HUVEC sowie von
JAR mit den THP-1-diff. M2 Makrophagen. Diese Ko-Kulturen bilden grole wenig
zusammenhangende Geflechte, die keine andere Mono- oder Ko-Kultur zeigt. Dartber hinaus
konnte gezeigt werden, dass die KZT-Zellen umgekehrt das Wachstum bzw. das Verhalten
der TMM-Zellen im ,Hanging Drop“ beeinflussen. Mit Ausnahme der Lymphozyten JURKAT
erscheint in den Fluoreszenzaufnahmen die Auspragung der TMM-Zellen in den Ko-Kulturen
mit der EK-Zelllinie NCCIT im Vergleich deutlich vermindert. Dies wird besonders im direkten
Vergleich mit der anderen EK-Zelllinie 2102EP deutlich. Werden die Flacheninhalte der
gebildeten Spharoide von NCCIT und 2102EP miteinander verglichen fallt auf, dass der
durchschnittliche Flacheninhalt von NCCIT in der Monokultur um 50 % gréRer ist als der von
2102EP. In den Ko-Kulturen mit MPAF, HUVEC und den THP-1-diff. M2 Makrophagen
hingegen betragt der Unterschied nur 2 - 33 %. Diese Beobachtung kann durch die
unterschiedliche Wachstumsrate der EK-Zellen erklart werden. NCCIT-Zellen sind flr eine
schnelle Proliferation bekannt, wohingegen 2102EP im Vergleich deutlich langsamer wachst
(74). AuRerdem weisen diese Zelllinien ein unterschiedliches Differenzierungspotenzial auf.
Beide EK-Zelllinien sind zwar pluripotent, jedoch zeigt 2102EP im Vergleich zu anderen
pluripotenten Zelllinien eine eingeschrankte Differenzierungsfahigkeit (75, 76). Ein weiterer
Unterschied ist der Ursprung der Zelllinien. Die Zellinie NCCIT wurde aus einem

mediastinalen gemischten KZT entnommen, wahrend die Zelllinie 2102EP aus Zellen eines
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primaren testikularen Teratokarzinoms kultiviert wurde. Es konnte gezeigt werden, dass
mediastinale KZT invasiver sind, ein schlechteres Ansprechen auf platinbasierte
Chemotherapie zeigen und NCCIT im Gegensatz zu 2102EP TP53 Mutationen aufweist (77).
Diese genannten Unterschiede koénnten zu einer erhdhten Apoptose, verminderten
Proliferation oder erhéhten Seneszenz der TMM-Zellen in der Ko-Kultur mit NCCIT sein. Um
diese Beobachtung zu verifizieren, mussten unter anderem genaue Zellviabilitattests nach Ko-
Kultivierung durchgefiihrt werden. Sollten sich diese Beobachtungen bestéatigen, kénnte dies
ein Hinweis darauf sein, dass mediastinale EK nicht von einer Behandlung profitieren, die sich
gegen TMM-Zellen richtet.

AuRerdem zeigte sich, dass der Einfluss der KZT-Zellen auf das Wachstum von MPAF
Fibroblasten und HUVEC Endothelzellen im ,Hanging Drop“ am geringsten ist. Hier
unterscheidet sich das Wachstumsmuster in den verschiedenen Ko-Kulturen kaum. Wie
bereits zuvor beschrieben, fihren die Fibroblasten MPAF umgekehrt zu einem veranderten
Wachstum der KZT-Zelllinien, insbesondere der CK-Zellen. Auch die Endothelzellen HUVEC
scheinen einen entscheidenden Einfluss auf das Wachstum der CK-Zellen zu nehmen, die ihr
Wachstumsmuster in dieser Ko-Kultur am starksten verandern. Durch die in der Publikation
,Profiling the 3D interaction between germ cell tumors and microenvironmental cells at the
transcriptome and secretome level® erganzend durchgefliihrten Sekretomanalysen der
untersuchten Ko-Kulturen konnte gezeigt werden, dass Fibroblasten und Endothelzellen auch
den groéBten Einfluss auf die Dysregulation von Genen und Proteinen von KZT-Zellen haben
(48). Dabei handelt es sich vor allem um Gene, die fir die Zelladhasion, die EZM und die
Zellmigration relevant sind (48). Bekannt ist, dass verstarkte EZM eine entscheidende Rolle
bei der Invasivitat, Metastasierung und Cisplatin-Sensitivitat von Tumoren spielen (48, 78, 79).
In zusatzlichen Experimenten konnte nachgewiesen werden, dass Komponenten der EZM
(Kollagen |, Kollagen IV und Fibronektin) die Cisplatin-Empfindlichkeit von KZT-Zellen
beeinflussen und die Migrations- und Adhasionsfahigkeit von KZT-Zellen modulieren (48).
Auch hier stechen die Ergebnisse mit den konditionierten Medien von MPAF und HUVEC
heraus. Von allen getesteten TMM-Zellen verringerten sie die Cisplatin-Empfindlichkeit der
KZT-Zelllinien TCam-2 (SE), 2102EP (EK) und JAR (CK) (48). Zusammen mit der
Beobachtung, dass MPAF und HUVEC in den Ko-Kulturen mit den KZT-Zellen das stabilste
Wachstum aufweisen und die KZT-Zellen in ihrem Wachstum am starksten beeinflussen,
belegen diese Ergebnisse, dass MPAF und HUVEC einen groRen Einfluss auf KZT-Zellen
haben. Daher kdnnten Endothelzellen und Fibroblasten insbesondere fir Cisplatin-resistente

KZT, vor allem CK, mdgliche Ansatzpunkte flir Therapien darstellen.
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4.3 Veranderte Auspragung der Immunzellen in den Ko-Kulturen

Der Hoden ist ein immunpriviligiertes Organ. Unter physiologischen Bedingungen befinden
sich nur wenige Immunzellen im Hodengewebe. Dabei handelt es sich in erster Linie um
Makrophagen und Mastzellen, die ein antiinflammatorisches Milieu erzeugen (80).
Lymphozyten spielen nur eine untergeordnete Rolle (80). Bei Hodentumoren geht dieses
Privileg durch die Einwanderung von Immunzellen verloren. Insbesondere SE und EK weisen
eine hohe Immunzellinfiltration auf (80, 81). Kontrar zum physiologischen Zustand hat das
TMM von SE und in geringerem Male auch das von EK proinflammatorische Eigenschaften
und ist durch die Infiltration von CD4*-T-Zellen, CD8"-T-Zellen und M1-Makrophagen
gekennzeichnet (82-84). Nicht-SE werden ebenfalls in geringem MafRe von CD4*- und CD8"-
Zellen infiltriert, weisen aber eine deutlich héhere Rate tumorférdernder regulatorischer T-
Zellen auf (82, 83). Darutber hinaus finden sich bei Nicht-SE weitere Immunzellen
(Makrophagen, neutrophile Granulozyten, Mastzellen), die die antitumorale Immunantwort
hemmen (83). Reine CK weisen die geringste Lymphozytendichte auf (81). Auch auf zellularer
Ebene konnte dies beobachtet werden. So konnte eine frihere Arbeit zeigen, dass die CK-
Zelllinie JEG-3 eine immunsupressive Wirkung auf T-Zellen hat (85). Darliber hinaus konnte
festgestellt werden, dass CK in der 2D Ko-Kultur mit JURKAT Lymphozyten dazu flihren, dass
die JURKAT Zellen apoptotisch werden und sich die CK somit dem Immunangriff entziehen
(86). Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen ebenfalls, dass die Auspragung der JURKAT
Lymphozyten in den Ko-Kulturen mit den CK-Zelllinien JAR und JEG-3 im Vergleich zu den
Ko-Kulturen mit der SE-Zelllinie TCam-2 und den EK-Zelllinien 2102EP auch in der 3D
Zellkultur deutlich vermindert ist. Demnach scheinen die CK-Zellen auch in der 3D Zellkultur
eine immunsupressive Wirkung auf T-Zellen zu entfalten. Durch die in der Publikation ,Profiling
the 3D interaction between germ cell tumors and microenvironmental cells at the transcriptome
and secretome level“ ergdnzend durchgefuhrten Sekretomanalysen wurde gezeigt, dass JAR
(CK) den geringsten Einfluss auf die Hochregulation des Expressionsmusters der JURKAT
Lymphozyten besitzt (48). Vice versa beeinflussen die JURKAT Lymphozyten im Vergleich zu
den anderen TMM-Zelllinien die Hochregulation des Expressionsmusters der CK-Zelllinie JAR
am wenigsten. Hier wurden Gene hochreguliert, die mit folgenden biologischen Prozessen
assoziiert sind: Zellkontakt, EZM-Organisation und Angiogenese. Dies kdnnte eine mdgliche
Erklarung fir das Ausbilden eines runden Sphéaroides der CK-Zelllinien nach Ko-Kultur mit
JURKAT Lymphozyten sein. Go et al. (81) beschreiben zudem eine gezielte Modulation
zentraler Immunaktivierungswege durch CK. Die Autoren zeigen, dass CK-Zellen die
Expression von IL-2, CD25 sowie den JAK/STAT-Signalweg herunterregulieren, welche als
Schlisselfaktoren fur die Aktivierung und Proliferation von T-Lymphozyten gelten. Dartber
hinaus konnten sie zeigen, dass der Zellkulturiberstand von CK-Zellen die T-Zell-Aktivitat
deutlich unterdricken kann. Dies wurde anhand einer reduzierten Expression klassischer
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Oberflachen-Aktivierungsmarker nachgewiesen, darunter CD25, CD69, CD71, CD134 sowie
CD3/HLA-DR. Diese Marker gelten als etablierte Indikatoren fur eine funktionelle T-Zell-
Aktivierung, sodass deren Herunterregulation auf eine gezielte immunsuppressive Wirkung
der Tumorzellen hinweist.

Ein moglicher Grund fir die ausgepragte Immunsupression konnte in der biologischen
Herkunft von CK liegen. Diese entstehen aus trophoblastaren Zellen, welche physiologische
Immunevasionsmechanismen besitzen, um sich dem miutterlichen Immunsystem zu
entziehen. Hierflr besitzen sie unterschiedliche Mechanismen (reduzierte Expression MHC-I-
Moleklle, Expression nicht-klassischer HLA-G-Molekiile, Sekretion immunsupressiver
Zytokine wie IL-10 und TGF-B, Rekrutierung regulatorischer T-Zellen), welche CK behalten
und verstarken koénnen (81). Diese Immunsupression stellt eine therapeutische
Herausforderung in  der Therapie mit Immuntherapeutika dar. Besonders
Immuncheckpointinhibitoren, wie Anti-PD-1 und Anti-CTLA-4-Antikorper, wirken nur effektiv,
wenn eine suffiziente T-Zell Aktivierung stattgefunden hat. Daher ist das Ansprechen von CK
auf Checkpointinhibitoren gering und bislang nur in Einzelféllen beschrieben (87-89).

Wie bereits beschrieben, weisen SE-Praparate dagegen typischerweise ein ausgepragtes
lymphozytares Infiltrat auf. Dieses Phanomen konnte auch auf zelluldrer Ebene beobachtet
werden. Dabei wurden T-Zellen in Ko-Kultur mit der SE-Zelllinie TCam-2 stark aktiviert und es
konnte eine erhdhte Genexpression von Pluripotenz- und Proliferationsmarkern bei
unverandertem SE-Marker (SOX17) nachgewiesen werden (90). Die Aufnahmen der Ko-
Kultur aus TCam-2 und JURKAT dieser Arbeit stimmen mit diesen Ergebnissen Uberein. Die
JURKAT-Lymphozyten weisen eine deutlich dominantere Verteilung auf, was auf eine
gesteigerte Proliferationsrate hinweisen kdonnte. Auch in Einzelzellanalysen von SE konnte
beobachtet werden, dass das TMM von SE eine hohe Immunzellinfiltration aufweist (67). Hier
lieBen sich insgesamt 15 Immunzell-Subtypen nachweisen. Verglichen mit gesundem
Hodengewebe traten diese zwar deutlich vermehrt auf, zeigten jedoch eine ausgepragte
Dysfunktion. Diese Ergebnisse lieBen die Autoren darauf schlieen, dass sich das TMM von
SE trotz hoher Immunzellinfiltration in einem immunsupprimierten Zustand befindet. Savelyeva
et al. (91) gingen in diesem Zusammenhang gezielt der Frage nach dem unzureichenden
Ansprechen von SE auf Immuntherapeutika trotz hoher Immunzellinfiltration nach und konnten
dabei potenzielle Ursachen fir das bislang unzureichende Ansprechen von SE auf
Immuntherapie identifizieren. Die Autoren konnten zeigen, dass SE im Vergleich zu anderen
Tumorentitaten einen niedrigeren Immunscore sowie eine erhohte Infiltration neutrophiler
Granulozyten aufweisen. Aulterdem beschrieben sie molekular unterschiedliche Subtypen von
SE, die sich hinsichtlich ihres Immunzustands deutlich unterscheiden. Diese Heterogenitat der
Immunmikroumgebung stellt eine erhebliche Herausforderung fiir die Entwicklung effektiver

Immuntherapien dar, da standardisierte Ansatze mdglicherweise nicht fir alle Subtypen
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geeignet sind. Auch hier diskutieren die Autoren als weiteren Erklarungsansatz eine mogliche
Seneszenz oder Erschépfung der lokalen Immunzellen, welche die Effektivitat immunbasierter
Therapien beeintrachtigen koénnte. Allerdings sehen sie hierin aber auch einen potenziellen
Ansatzpunkt fir kombinatorische Therapiestrategien, etwa durch die Reaktivierung
erschopfter Immunzellen oder die gezielte Modulation der Mikroumgebung.

Das Vorhandensein von Lymphozyten in Tumoren vor allem in SE wird jedoch auch als
Nachweis einer antitumoralen Immunitat gewertet und ist mit einer besseren Prognose
assoziiert (81, 82, 92). Im Gegensatz dazu korreliert eine hdhere Dichte an M2 Makrophagen
mit einer schlechteren Prognose (35) und die Anwesenheit von Makrophagen fuhrt zu
erhéhtem Tumorwachstum und Metastasierung (93). Die Aufnahmen dieser Arbeit zeigen,
dass in den Ko-Kulturen mit der SE-Zelllinie TCam-2 und den EK-Zelllinien 2102EP und
NCCIT nur noch vereinzelte M2 Makrophagen vorhanden sind. Diese Beobachtung kann unter
anderem auf die forcierte Expression von miR-125b in NCCIT zurtickgefuhrt werden, die zu
einer Reduktion der TAMs fihrt (94). Aulterdem konnte die zuvor beschriebene Seneszenz
oder Erschdpfung der lokalen Immunzellen vor allem in SE eine Erklarung fur die verminderte
Anzahl der M2 Makrophagen in diesen Ko-Kulturen sein.

Umgekehrt sind in den Ko-Kulturen mit den CK-Zelllinien JAR und JEG-3 noch viele M2
Makrophagen vorhanden. Diese Arbeit konnte erstmals zeigen, dass CK im Vergleich zu SE
und EK in der 3D Zellkultur eine héhere Auspragung von M2 Makrophagen aufweisen. Diese
Beobachtung zeigt ebenfalls, dass CK ein besonders immunsupressives TMM schaffen.
Bislang existieren kaum publizierte Daten, die gezielt das Vorkommen oder die funktionelle
Rolle von M2 Makrophagen in CK untersucht haben. Die vorliegenden Ergebnisse kdnnten
somit Grundlage fur weiterfuhrende Studien liefern. Mégliche Mechanismen koénnten die
Sekretion immunsupressiver Zytokine (IL-10, TGF-, CSF-1) oder die autokrine Wirkung von
MIF (Macrophage Migration Inhibitory Factor) sein.

Die Prognose der Patienten, die unter einem nichtseminomatésen KZT im Hoden leiden,
verschlechtert sich mit steigendem CK-Anteil (68). In diesem Zusammenhang stellt sich die
Frage, ob die erhohte Dichte von M2 Makrophagen und die verminderte Lymphozytenaktivitat
bei CK einen Einfluss auf die schlechte Prognose dieser Patienten haben und ob dies ein

moglicher Ansatzpunkt fiir neue Therapien sein kdnnte.
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4.4 Schlussfolgerung

Diese Arbeit zeigte die organisierte KZT spezifische Formierungsfahigkeit von KZT-Zelllinien
im 3D-Modell. Die SE- und die EK-Zelllinien waren in der Lage ein kugelférmiges Sphéaroid zu
bilden. Im Gegensatz dazu wuchsen die CK-Zelllinien in einem Zellverbund, mit kleinen
abgerundeten Auslaufern, die visuell Pseudopodien &hneln. Die Organisation der KZT-
Spharoide war zudem stark von der Anwesenheit von TMM-Zellen abhangig, die das KZT-
Spharoid infiltrierten (Lymphozyten) oder umlagerten (THP-1-diff. M2 Makrophagen,
Fibroblasten, Endothelzellen) und somit die Bildung eines Spharoids unverandert lie3en,
aufbrachen (EK-Ko-Kulturen mit Fibroblasten, CK-Zelllinie JAR in der Ko-Kultur mit THP-1-diff.
M2 Makrophagen und Endothelzellen) oder erst ermoglichten (CK-Ko-Kulturen mit
Fibroblasten und Lymphozyten). Unter den TMM-Zellen zeigten Fibroblasten und
Endothelzellen ein besonders stabiles Wachstum. Die Auspragung der Lymphozyten in den
Ko-Kulturen mit CK-Zelllinien war deutlich vermindert, umgekehrt waren noch viele THP-1-diff.
M2 Makrophagen in diesen Ko-Kulturen vorhanden. Insgesamt zeigte sich eine deutlich

verminderte Auspragung von TMM-Zellen in den Ko-Kulturen mit der EK-Zelllinie NCCIT.

Die besonders hohe Auspragung von THP-1-diff. M2 Makrophagen und das damit
einhergehende immunsupprimierende TMM von CK kénnte die Grundlage zukinftiger Studien
sein, die die zugrunde liegenden Signalwege, die Rolle spezifischer Zytokine sowie potenzielle

Targeting-Strategien gegen Makrophagen untersuchen.

Die ausgepragten Effekte der EK-Zelllinie NCCIT kdnnten auf ihre mediastinale Herkunft
zurlckzufiihren sein, da mediastinale KZT als invasiver gelten und schlechter auf
platinbasierte Chemotherapien ansprechen. Die beobachtete verminderte Auspragung von
TMM-Zellen in den Ko-Kulturen mit NCCIT kénnte somit tumorbiologische Eigenschaften
widerspiegeln, deren Validierung weiterer Viabilitatsanalysen bedarf. Bestatigen sich diese
Effekte, wirde dies darauf hinweisen, dass mediastinale EK méglicherweise nicht von einer

Behandlung profitieren, die auf das TMM abzielt.

Die Beobachtung, dass Fibroblasten (MPAF) und Endothelzellen (HUVEC) in Ko-Kulturen mit
KZT-Zellen ein besonders stabiles Wachstum zeigten und die starksten Auswirkungen auf
deren Gen- und Proteinexpression hatten, legt nahe, dass diese Zelltypen eine zentrale Rolle
im TMM spielen. Insbesondere bei therapieresistenten CK koénnten sie potenzielle

Zielstrukturen flr neue Behandlungsstrategien darstellen.
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8 Anhang

Tabelle S1: Ubersicht iiber die ausgemessenen Flicheninhalte (n=6) in um2 der
Zellaggregate der KZT-Zelllinien (TCam-2, 2102EP, NCCIT, JAR, JEG-3). Die

Zellaggregate wurden in ihrem AuBenumfang gemessen.

Zellaggregat 1
Zellaggregat 2
Zellaggregat 3
Zellaggregat 4
Zellaggregat 5
Zellaggregat 6

TCam-2 2102EP NCCIT
88163 ym? 201587 um?
88296 ym? 240062 um?
259466 um? 191523 pm?
276729 um? 240768 pm?
225234 um? 227905 pm?
129430 ym? 230362 pm?

321026 um?
308884 um?
339845 um?
308489 um?
338105 um?
364115 uym?

JAR

357534 um?
322283 uym?
313692 um?
305856 um?
321796 um?
278495 um?

JEG3
84802 pm?
93932 pym?
68599 um?
548381 um?
116634 pm?
39141 um?

Tabelle S2: Ubersicht iiber die ausgemessenen Flicheninhalte (n=6) in um2 der
Zellaggregate der TMM-Zelllinien (MPAF, THP-1-diff. M2 Makrophagen, JURKAT,

HUVEQC). Die Zellaggregate wurden in ihrem AuBenumfang gemessen.

Zellaggregat 1
Zellaggregat 2
Zellaggregat 3
Zellaggregat 4
Zellaggregat 5
Zellaggregat 6

MPAF

55235 um?
55938 um?
55300 um?
52317 um?
52562 um?
49336 pm?

M2 Makrophagen
1220666 pm?

425548 uym?
411571 ym?
526507 um?
384485 um?
524054 um?

JURKAT

836919 pm?
706441 um?
1070580 pm?
688604 um?
713607 um?
855833 um?

HUVEC

41630 pm?
161154 pm?
68350 um?
126960 pm?
115128 pm?
64729 um?
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Tabelle S3: Ubersicht iiber die ausgemessenen Flicheninhalte (n=6) in um2 der

Zellaggregate der TCam-2 Ko Kulturen. Die Zellaggregate wurden in ihrem AuBenumfang

gemessen.
TCam-2 + MPAF TCam-2 + M2 TCam-2+JURKAT TCam-2 + HUVEC
Makrophagen
Zellaggregat 1 76978 um? 239345 um? 327816 ym? 124596 um?
Zellaggregat 2 101669 um? 238216 ym? 192584 pm? 120549 pm?
Zellaggregat 3 92953 pm? 190050 um? 312882 uym? 133056 pm?
Zellaggregat 4 87122 ym? 195448 um? 282009 um? 109367 pm?
Zellaggregat 5 73695 um? 246315 um? 339586 um? 117080 um?
Zellaggregat 6 86236 um? 219195 pym? 241563 um? 11046 pm?

Tabelle S4: Ubersicht iiber die ausgemessenen Flicheninhalte (n=6) in um2 der

Zellaggregate der 2102EP Ko Kulturen. Die Zellaggregate wurden in ihrem AuBenumfang

gemessen.
2102EP + MPAF 2102EP + M2 2102EP +JURKAT 2102EP + HUVEC
Makrophagen
Zellaggregat 1 811816 um? 224466 pm? 193879 um? 358832 um?
Zellaggregat 2 559172 um? 302764 um? 200548 pm? 392329 um?
Zellaggregat 3 520965 um? 317406 um? 217340 ym? 349399 um?
Zellaggregat 4 423261 um? 311602 um? 192416 um? 185601 pum?
Zellaggregat 5 389540 um? 266257 um? 188153 pm? 278926 um?
Zellaggregat 6 330005 um? 268278 um? 212905 pm? 294631 um?

92



Tabelle S5: Ubersicht iiber die ausgemessenen Flicheninhalte (n=6) in um2 der

Zellaggregate der NCCIT Ko Kulturen. Die Zellaggregate wurden in ihrem AulBenumfang

gemessen.

Zellaggregat 1
Zellaggregat 2
Zellaggregat 3
Zellaggregat 4
Zellaggregat 5
Zellaggregat 6

NCCIT + MPAF

607716 pm?
597042 pm?
509199 pm?
507810 pm?
415536 pm?
486330 pm?

NCCIT + M2 NCCIT + JURKAT NCCIT + HUVEC

Makrophagen
263972 pm?
318626 pm?
306208 pm?
336481 pm?
378452 pm?
373541 pm?

278396 pm? 332106 pm?
303219 pm? 334918 ym?
292371 pm? 319308 ym?
322030 pm? 390814 ym?
295481 pm? 338764 ym?
254328 pm? 304082 ym?

Tabelle S6: Ubersicht iiber die ausgemessenen Flicheninhalte (n=6) in um2 der

Zellaggregate der JAR Ko Kulturen. Die Zellaggregate wurden in ihrem AuBenumfang

gemessen.

Zellaggregat 1
Zellaggregat 2
Zellaggregat 3
Zellaggregat 4
Zellaggregat 5
Zellaggregat 6

JAR + MPAF

188204 uym?
216795 pm?
177900 um?
196040 ym?
251701 pm?
190015 ym?

JAR + M2
Makrophagen
849381 pm?

1046286 um?
1018776 um?
927491 pm?
968508 um?
862298 pm?

JAR + JURKAT JAR + HUVEC
547364 pm? 332276 ym?
432758 uym? 367825 ym?
543834 pm? 412847 pm?
490729 pm? 382501 ym?
362398 pm? 409728 pm?
456988 um? 410494 pm?

93



Tabelle S7: Ubersicht iiber die ausgemessenen Flicheninhalte (n=6) in um2 der

Zellaggregate der JEG-3 Ko Kulturen. Die Zellaggregate wurden in ihrem AuBenumfang

gemessen.
JEG-3 + MPAF JEG-3 + M2 JEG-3 + JURKAT JEG-3 + HUVEC
Makrophagen
Zellaggregat 1 78133 um? 294529 pm? 269441 pm? 239683 ym?
Zellaggregat 2 76424 um? 289074 pm? 283447 pm? 292465 pm?
Zellaggregat 3 70368 um? 264026 pm? 254586 um? 313194 ym?
Zellaggregat 4 84243 um? 332285 um? 262838 pm? 280250 ym?
Zellaggregat 5 82457 um? 272650 pm? 241989 pm? 279085 pym?
Zellaggregat 6 83844 um? 289850 pm? 281213 ym? 266927 ym?
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