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Die kolorierte rasterelektronenmikroskopische Aufnahme (REM) zeigt das komplizierte Netzwerk von Verbindungen zwischen verschiedenen Knochenzellen in einer Kulturschale
(Foto: Hans Rolf) Coloured scanning electron microscope (SEM) picture showing the complex network of cell-cell interactions between different bone cells cultured in vitro.
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EINLEITUNG

Die Hauptaufgaben der Abteilung Mund-, Kiefer- und Gesichtschir-
urgie liegen in den Bereichen Lehre, Forschung und Krankenversor-
gung. Dabei sind die Dozenten der Abteilung sowohl der human-
medizinischen als auch der zahnmedizinischen Lehre verpflichtet.
Ein wichtiger klinischer Schwerpunkt der Abteilung liegt in der re-
konstruktiven Chirurgie des Gesichtsschadels. Daher ist auch der
wissenschaftliche Hauptschwerpunkt der Abteilung auf die Entwick-
lung und Uberpriifung von innovativen Konzepten der Gewebere-
konstruktion beiangeborenen und erworbenen Fehlbildungen oder
Defekten des Gesichtsgewebes gerichtet. Methodisch werden dabei
in Kulturen aus primdren Knochenmarkstromazellen und primaren
Cervidenzellen die Expressionsmuster verschiedener osteogener
Markermolekiile analysiert und unter Einfluss verschiedener Tra-
germaterialien fiir die dreidimensionale Gewebekultur, sowohl in
vitro als auch in vivo untersucht. Zudem werden neue osteogene
Wachstumsfaktoren gesucht und innovative Applikationsformen
erforscht. Dies schlie3t auch den Einsatz von osteoanabolen Phy-
tohormonen zur Férderung der Regeneration des osteoporotischen
Knochens mit ein. Weitere Forschungsschwerpunkte der Abteilung
umfassen die Atiologie von angeborenen Gesichtsfehlbildungen
(Lippen-Kiefer-Gaumenspalten) und die Entstehung von Tumoren
in der Mundhohle.

PREFACE

The department undertakes major responsibilities in teaching, re-
search and medical/surgical treatment of the head and neck area.
An important clinical and research focus is reconstructive surgery.
Tissue engineered growth of bone is one of the main activities us-
ingthree-dimensional culturing of marrow stroma cells. The effect of
carriers and the enhancement of osteogenic differentiation through
matrix coating of carriers are evaluated in vitro and in vivo. Further-
more, new osteogenic growth factors are searched and innovative ap-
plications of such factors are tested. This includes the development
of bioactive implant surfaces by innovative nachoring technology for
osteogenic signalling molecules. Considerable research activity is
based on antler bone cells, which are used as a model system for
in vitro osteogenesis and remodelling. Recent research activities of
the department include the aetiology of facial malformations (cleft
lip and palate) and the genesis of oropharyngeal tumours.

1.

Gewebetechnologische Herstellung von Knochen-
ersatz (Tissue Engineering) und Osteoinduktion
durch gesteuerten Einsatz von osteoanabolen
Peptiden

Aus chirurgischer Sicht hat eine Reihe von experimentellen Stu-
dienindenvergangenen Jahren anverschiedenen Modellen eine
beschleunigte kndcherne Regeneration in skelettalen Defekten

durch die Implantation osteogener Zellen gezeigt. So lief sich so-
wohl durch xenogene Transplantation humaner mesenchymaler
Stammzellen (MSZ) im immundefizienten Rattenmodell als auch
durch autogene Transplantation kaniner und feliner mesenchy-
maler Stammzellen eine beschleunigte Heilung von Femur- und
Unterkieferdefekten nachweisen. Die histologisch verifizierten
experimentellen Ergebnisse haben dabei zwar eine signifikant
starkere Knochenneubildung in den mit MSZ besiedelten Ge-
riisten gezeigt, die Rolle der Lagerleistung blieb dabei jedoch
unklar. Eine eigene Transplantatfunktion der Konstrukte, die der
biologischen Signalfunktion der Matrix autogener Knochentrans-
plantate vergleichbar ware, erscheint nach wie vor zweifelhaft.
Im Rahmen eines DFG-geforderten Forschungsprojektes werden
humane Knochenmarkstromazellen kultiviert sowie die Eignung
verschiedener mineralischer und organischer Tragermaterialien
furdie dreidimensionale Kultur untersucht. Der Einfluss von Ma-
trixbeschichtungen der Tragermaterialien als auch verschiede-
ne Techniken der Kultivierung auf die osteogenetischen Eigen-
schaften der Konstrukte werden dariiber hinaus experimentell
in vivo analysiert.

1.
Tissue Engineered Production of Bone Grafts

A number of experimental approaches have demonstrated en-
hanced osseous regeneration in skeletal defects using transplan-
tation of mesenchymal stem cells (MSCs) invarious scaffolds. Both
xenogenic transplantation in immunodeficient rodent models and
autogenous transplantation of canine and feline MSCs into femoral
and mandibular defects resulted in accelerated bone healing. His-
tomorphometric results have shown significant increase of bone
formation in scaffolds containing MSCs. However, the role of the
recipient host tissue remains unclear, and a graft function of the
seeded scaffolds comparable to the signalling effect of naturalbone
matrix, appears to be uncertain. The aim of this DFG funded project
is to determine the effect of different carriers on in vitro behaviour
of human marrow stroma cells and to assess the effect of matrix
coating of the carriers and different modes of culturing on in vivo
osteogenesis, following the transplantation of seeded scaffolds
in a rodent model.

Arbeitsgruppenleiter/innen Group Leaders
Prof. Dr. Dr. H. Schliephake
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2.
Knochenbildung durch Steuerung der
Stammzellaktivitat mit osteoanabolen Peptiden

Osteogene Wachstums- und Differenzierungsfaktoren haben ein
hohes Potential in vivo eine Knochenneubildung zu induzieren
und dadurch eine rasche knocherne Ausheilung von skelettalen
Defekten zu erreichen, die spontan nicht heilen. Dabei sind in
den vergangenen Jahren eine Reihe neuer Faktoren entdeckt und
isoliert worden, die eine knochenbildende Wirkung haben. Un-
klarist neben der Wahl des am besten geeigneten Zytokins dabei
noch die Frage der Trdgermaterialien zur gezielten Applikation und
gleichzeitigen Definition einer zu regenerierenden Form. Im Rah-
men zweier Forschungsansatze wird daher einerseits am Modell
des Gottinger Minischweins der Einsatz eines neuen Wachstums-
faktors (GDF 5) bei der Aufbauplastik des Kieferkamms untersucht.
Dabeiwerden auch systemische Wirkungen des lokal applizierten
Zytokins Uiberprift. Andererseits wird ein resorbierbares, zu langsa-
mer Freisetzung fahiges Tragermaterial entwickelt, das unter Frei-
setzung der rekombinanten Wachstumsfaktoren (BMP 2) eine dem
urspriinglichen Implantat kongruente knocherne Form generiert.
Durch invitro Charakterisierung der Degradationsgeschwindigkeit
unter Freisetzung der Wachstumsfaktoren werden die Eigenschaf-
ten des Tragers optimiert und anschliefend in vivo experimentell
getestet. Parallel dazu werden autogene Wachstumsfaktorenkon-
zentrate aus Thrombozyten klinisch und experimentell auf ihre
Fahigkeit getestet, die Knochenneubildung zu induzieren. Ziel ei-
nes zweiten Vorhabens ist die Identifizierung von Peptiden, die
zu einer Differenzierung von Stammzellen in Osteoblasten/Osteo-
zyten fithren und somit den Knochenaufbau fordern. Zu diesem
Zweck werden adulte mesenchym-abstammende Stammzellen
(MSCs) mit Uberstdnden fetaler Osteoblasten sowie Fraktionen
verschiedener Peptidbdnke behandelt. Nach Detektion der Diffe-
renzierung der MSCs zu Osteoblasten werden durch chromatogra-
phische Auftrennungen die biologisch aktiven Peptide isoliert. Es
ist bekannt, dass der komplexe Weg der Differenzierung der MSC
von einer Reihe bereits bekannter Faktoren gesteuert wird. Es ist
aberanzunehmen, dass bislang unbekannte Faktoren an diesem
Differenzierungsweg ebenfalls beteiligt sind. Darliber hinaus st es
von Interesse, die Bildung anderer aus dieser Art Vorlduferzellen
entstehender Zelltypen wie Skelettmuskelzellen, Adipozyten und
insbesondere Osteoklasten zu verhindern. Eigene Vorarbeiten mit
Hilfe osteoanaboler Assay-Systeme fiihrten bereits zur Isolierung
von Peptiden wie IGF-Bindeproteinen (IGF-BP), , Tissue inhibitor
of metalloproteinase type I“ (TIMP-2) und dem humanen Parat-
hormon 1-37 (hPTH-1-37), fiirdas auch ein klinischer Test entwickelt
wurde. Diese Peptide befinden sich derzeit sowohlin der praklini-
schenwieauchinderklinischen Entwicklung und zeigen osteogene
Effekte in Tiermodellen wie dem ,,Critical Size Defect® (CSD) und
in der ovarektomierten Ratte. Darliber hinaus wurde PTH-1-37 be-
reits in Patientinnen mit geringer Knochendichte getestet (Phase |
Studie mit hPTH-1-37). Die Kenntnis von osteoanabol wirksamen
Substanzen kann zur Entwicklung von Medikamenten fiihren, die
Knochenheilungsvorgange induzieren bzw. beschleunigen.
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2.
Osteogenesis by Controlling Stem Cell Activity
with Osteoanabolic Peptides

Osteogenic growth and differentiation factors have a high clinical
potential to induce bone formation in vivo, thus a rapid osseous
healing can be achieved. In the pastyears, a numberof new factors
were discovered and isolated, which have shown osteoanabolic
effects. Still unclear in this context is the question of the sub-
strates and the most suitable application form. Within the context
of two research projects, we have used a pig model to examine
a new growth factor (GDF 5). Also, systemic effects of the locally
applied cytokine have been examined. An absorbable substrate
capable of slow release which gives the original implant a congru-
ent shape under release of the recombinant growth factor BMP-2
has also been developed. Through in vitro characterisation of the
degradation process under release of the growth factors, charac-
teristics of the carrierare optimized and experimentally tested. Si-
multaneously, autogenous growth factor concentrates from blood
platelets are clinically and experimentally tested on their ability
to induce the new bone formation. The goal of a second project
is the identification of peptides, which lead to a differentiation of
mesenchymal stem cells into osteoblasts and promote the bone
formation process. For this purpose, adult mesenchymal stem
cells (MSCs) are treated with supernatants of foetal osteoblast
cultures as well as fractions of different peptide banks. Follow-
ing detection of the differentiation of the MSCs to osteoblasts,
biologically active peptides are isolated by chromatography. It
has been assumed that the complex process of the differentia-
tion of the MSCis influenced by a number of already well-known
factors. Ourown previous studies demonstrate that application of
osteoanabolic assay systems have resulted in the identification
of tissue inhibitor of metalloproteinase type Il “(TIMP-2) and the
human parathormone 1-37 (hPTH-1-37) as well as the IGF bind-
ing protein (IGF-BP). These peptides are presently in preclinical as
well as in clinical development and show osteoanabolic effects
in animal models akin to the critical size defect (CSD) model and
in the ovariectomized rat. Moreover, PTH-1-37 has already been
tested in female patients with marginal bone density (phase |
study with hPTH-1-37). A better understanding of osteoanabolic
substances could lead to development of a new medicine that
induces and/or accelerates bone healing process.
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3.

Stammzellen aus regenerierenden Geweihknochen
als Modellsystem fiir in vitro-Osteogenese

und Remodeling - Untersuchungen zum Einfluss
von lokalen und systemischen Faktoren auf
Osteogenese und Knochenumbau

Der jahrlich regenerierende Geweihknochen von Hirschen (Cer-
viden) wird von unserer Arbeitsgruppe als Modellsystem zum
Studium der Knochenbildung und des Knochenumbaus benutzt.
Bei unseren Untersuchungen an permanent kultivierten Geweih-
zellen (Langzeit-Kulturen) stellte sich heraus, dass Primarkultu-
ren aus regenerierenden Geweihknochen ebenso wie deren erste
Passage iiber einen Zeitraum von mindestens 27 Monaten ohne
sichtbare Anzeichen von Apoptose (,,programmierter Zelltod*)
kultiviert werden konnen. Im Rahmen unseres Projektes ist es
auBerdem erstmals gelungen, aus primdren Geweihzellkulturen
multipotente Zellen zu isolieren, die sich mit dem monoklona-
len Stammzellmarker STRO-1 sowie weiteren Stammzellmarkern
markieren und isolieren lassen. Die Basis unserer Zellkultur-Ex-
perimente (in vitro - Untersuchungen) ist die Tatsache, dass die
Stammzellen aus dem Geweihknochen auch in der Kulturschale
eine auBBergewdhnliche Regenerationskapazitdt und ein grofies
morphogenetisches Potenzial zeigen. Neben einem extrem ra-
schen Wachstum haben sie auch die Fahigkeit zur Bildung gréRe-
rer Mengen an Faktoren fiir spezifische autokrine und parakrine
Regulationsmechanismen. Durch die Analyse und Charakterisie-
rung der Geweihzellkulturen werden wichtige Informationen zur
Ubertragung und Etablierung eines vergleichbaren Systems auf
der Basis adulter humaner mesenchymaler Stammzellen erwar-
tet. Mit den gewonnenen Informationen sollen bisher bekannte
Grenzen der in vitro—Knochenerzeugung, wie die Apoptose der
differenzierten Zellen und die fehlende Fahigkeit zur Bildung drei-
dimensionaler Strukturen, tiberwunden oder aufgehoben werden.
Die erstmals gelungene Isolation von multipotenten Stammzellen
(STRO-1+) aus dem regenerierenden Geweihknochen liefert Indi-
zien dafiir, dass auch in diesem Knochengewebe eine sogenannte
»Stammzell-Nische“ existiert, die moglicherweise die Grundlage
fir die jahrlich wiederkehrende, vollstandige Regeneration des
Geweihknochens liefert.
Unsere Experimente werden sowohl unter dem Aspekt der
grundlagenwissenschaftlich orientierten als auch der anwen-

dungsorientierten Forschung mitdem Ziel durchgefiihrt, die Versor-
gungvon Patienten zu verbessern. Im Rahmen dieses Forschungs-
schwerpunktes werden von uns unter Anderem die folgenden The-
men bearbeitet:

> Morphologie sowie Physiologie des regenerierenden und des
blanken Geweihknochens der Cerviden

> Hormonale Regulation der Osteogenese und des ,,bone remo-
deling®

> |solierung von multipotenten Stammzellen aus primédren Ge-
weihzellkulturen

> Immunhistochemische Lokalisation von Stammzellen im Kno-
chengewebe

> Immuncytochemische Lokalisation von Hormonen und verschie-
denen hormonellen Faktoren

> Immunhistologische Lokalisation von Nervenfasern im Knochen

> Einfluss von Hormonen und Wachstumsfaktoren auf Geweih-
zellkulturen

> Vergleichende Untersuchungen an Knochenzellkulturen ver-
schiedener Spezies

> Molekularbiologische Untersuchungen zur Proliferation und Dif-
ferenzierungsfahigkeit multipotenter Stammzellen

> Besiedelungsexperimente mit Cervidenzellen und biokompa-
tiblen Werkstoffen

3.

Stem Cells Derived from Regenerating Antler
Bone as a Model System for In vitro - Osteogenesis
and Remodeling - Investigations about the
Influence of Local and Systemic Factors on
Osteogenesis and Bone Remodeling

The annual regenerating antler of cervids is used as a model to
study osteogenesis and bone remodeling. Our investigations on
long-term cultivated antler cells have shown that primary antler
cell cultures as well as their first passages can be kept alive for
more than 27 months without visible signs of apoptosis (“pro-
grammed cell death”). Cells positive for different mesenchymal
stem cell markers (e.g. STRO-1) were, for the first time, detected
in primary antler cell cultures and isolated for further investiga-
tions. Our cell culture experiments are based on the fact that the
stem cells derived from cervid antlers exhibit extraordinary prolif-
eration rates and have a high morphogenetic potential. They are
also capable of developing large amounts of factors involved in
specific mechanisms of autocrine and paracrine regulation. The
first successful isolation of multipotent stem cells (STRO-1+) in-
dicates an existence of a so-called “stem cell niche” also in antler
bone, potentially serving as a basis for recurrent and complete
antler bone regeneration. Our experiments deal with basic and
clinical research with the aim of improving the medical treatment
for patients.

Within the scope of our research, we examine the following
topics:



> Morphology and physiology of the regenerating hard antler
bone

> Hormonal regulation of osteogenesis and bone remodeling

> |solation of multipotent stem cells derived from primary antler
cell cultures

> Immunohistochemical localisation of stem cells in bone tissue

> Immunocytochemical localisation of hormones and different
hormonal factors

> Immunohistological localisation of nerve fibres in the bone

> Influence of hormones and growth factors on antler cell cultures

> Comparative investigations on bone cell cultures obtained from
different species

> Molecular biological investigations on the proliferation and dif-
ferentiation capacity of multipotent stem cells

> Colonisation of biocompatible materials by antler bone cells

Arbeitsgruppenleiter/innen Group Leaders
Dipl.-Biol. Dr. rer. nat. Hans J. Rolf

Kooperationen Cooperations
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roids. Osteology, Vol. 15 (4), 245-251.
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4,

Klinische Genetik und genetische
Epidemiologie der nicht-syndromalen
Lippen-Kiefer-Gaumenspalte

Lippen-Kiefer-Gaumenspalten zdhlen zu den hdufigsten angebore-
nen Fehlbildungen des Menschen; sie konnen isoliert oder im Rah-
men eines libergeordneten Syndroms auftreten. Die Ergebnisse
zahlreicher fritherer Studien deuten darauf hin, dass die isolierten
Spalten eine so genannte multifaktorielle Entstehung haben, d. h.
sowohl duBere (Umwelt-)Faktoren als auch (typischerweise mehre-
re) genetische Faktoren kénnen an ihrer Entstehung beteiligt sein.
Langfristiges Ziel des Projektes ist die Identifizierung genetischer
Faktoren, die ursdchlich an der Entstehung von nicht syndromalen
Lippen-Kiefer-Gaumenspalten beteiligt sind. Hierzuwerden in einem
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interdisziplindren Forschungsprojekt bundesweit Patienten mit Lip-
pen-Kiefer-Gaumenspalten und ihre Familienangehdrigen besucht
und aus einer Blutprobe die Erbsubstanzisoliert. Die Bedeutungvon
in friiheren Untersuchungen bereits festgestellten Veranderungen
der Erbsubstanz wird fiir den mitteleuropdischen Raum tberpriift
und gleichzeitig auch nach neuen bislang unbekannten Genen mit
Relevanz fiir die Entstehung von Lippen-Kiefer-Gaumenspalten ge-
sucht. Kenntnisse der genetischen Grundlagen der Spaltfehlbildung
ermoglichen zukiinftig moglicherweise eine bessere Beratung von
betroffenen Familien oderPatienten bei Kinderwunsch tiber das Wie-
derholungsrisiko und eventuell auch neue Strategien zur Pravention
von Lippen-Kiefer-Gaumenspalten in der Friihschwangerschaft.

4,
Clinical Molecular Genetics and Genetic Epidemi-
ology of Non-syndromic Cleft Lip and Palate

Cleftlip and palate rankamong the most frequent congenital malfor-
mations in humans; they can occur eitherisolated orin the context
of a complex syndrome. The results of several earlier studies indi-
cate to the fact that isolated orofacial clefts have a multifactorial
etiology including both external (environmental) factors and (typi-
cally several) genetic factors. A long-term goal of the project is the
identification of genetic factors, which cause the emergence of non-
syndromal cleft lip and palate. In an interdisciplinary research proj-
ect, patients nationwide with cleft lip and palate and theirrelatives
were visited and blood specimen were collected with the purpose of
isolating their DNA. The impact of certain genetic mutations identi-
fied by earlier investigations is examined for the central European
area; and at the same time a search for new unknown genes with
relevance for the etiology of cleft lip and palate has been initiated.
Fundamental genetic knowledge of the malformation may possibly
allow a better future counselling for families or patients concerned.
Also, better understanding would allow developing new strategies
for the prevention of cleft lip palate during early pregnancy.

Arbeitsgruppenleiter/innen Group Leaders
Prof. Dr. Dr. F.-J. Kramer

Kooperationen Cooperations
Dr. E. Mangold, Institut fiir Humangenetik, Friedrich-Wilhelms-Universitat Bonn
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5.
Molekulare Pathologie oraler
Plattenepithelkarzinome

Prognoseprddiktion bei oralen Plattenepithelkarzinompatienten
durch differenzielle Genexpressionsanalysen

Ziel dieses Projekts ist es, ein Prognoseprofil bei Patienten mit ei-
nem histologisch gesicherten Plattenepithelkarzinom der Mund-
schleimhaut zu erstellen. Dieses Prognoseprofil wird anhand ge-

netischer Marker auf Ebene der mRNA erstellt.
Das Projekt wird in zwei Teilphasen durchgefiihrt: In einer

ersten Phase wurden retrospektiv Patienten mit Mundhdhlenkar-
zinomen untersucht, von welchen aus dem klinischen Verlauf be-

kanntist, ob sie innerhalb von drei Jahren nach Diagnosestellung
tumorbedingt verstarben oder nicht. In dieser Population wurde
mittels cDNA-Microarray- und Real-time-PCR-Untersuchung die

differenzielle Genexpression von Karzinombiopsien im intrain-

dividuellen Vergleich mit gesunder Schleimhaut untersucht. Ziel

dieses ersten Teilprojektes war die Identifizierung von Genexpres-

sionsmustern, die mit dem klinischen Verlaufkorrelieren. Anhand

der damit identifizierten prognoserelevanten Genexpressions-

profile wird in einer zweiten Projektphase untersucht, inwiefern
beim einzelnen Patienten aus der differenziellen Genexpression

der identifizierten Gene der spdtere klinische Verlauf vorherge-

sagt werden kann. Hierbei wird die real-time-PCR-Untersuchung
eingesetzt. Die Identifizierung eines prognostisch zu nutzenden
Genexpressionsprofils dient der Verbesserung derindividuellen

multimodalen Therapie von Patienten mit Mundhdhlenkarzino-
men. Sollte Patienten nach der Analyse der intraoperativ gewon-

nenen Gewebeproben in eine Hoch-Risiko-Gruppe eingeordnet

werden, muss der Nutzen adjuvanter Therapiestrategien und mo-

difizierte Nachsorgekonzepte evaluiert werden. Demgegeniiber

konnte ggf. auf den Einsatz von den Patienten unnétig belasten-
der Behandlungen verzichtet werden, wenn sich aus dem indi-

viduellen Genexpressionsprofil eine gute Uberlebensprognose
ableiten lasst.

Regulation der interzellularen Gap-Junction-Kommunikation im in
vivo DMBA-induzierten Wangentaschenkarzinom des Hamsters

Bestimmte Connexinsubtypen als Bestandteile der an der inter-

zellularen Kommunikation beteiligten Gap Junctions scheinen an
prokarzinogenen odertumorsupprimierenden Effekten beteiligt zu

sein. Hierbei muss von tumorgewebsspezifischen und tumorsta-
dienspezifischen Einfliissen einzelner Connexinsubtypen ausge-

gangen werden.

Im Rahmen des Projektes wird evaluiert, inwiefern sich ein Tier-
modell fiir die Untersuchung der tumorstadienabhangigen Conne-

xininduzierten Effekte im oralen Plattenepithelkarzinom eignet.

Hierzu werden Connexingenexpressionsprofile von unterschiedlich
weit fortgeschrittenen humanen oralen Plattenepithelkarzinomen
mit entsprechenden Profilen oraler Plattenepithelkarzinome des
Hamsters korreliert. Bei entsprechender Korrelation kann davon
ausgegangen werden, dass die stadienabhdngige Regulation ver-
schiedener Connexinsubtypen im oralen Plattenepithelkarzinom
beider untersuchter Spezies vergleichbar verlduft und sich das
Tiermodell offenbar fiir die Durchfiihrung von kontrollierten Tier-
versuchen eignet.

Fiirdievergleichende Analyse der Connexinexpression werden
Genexpression und Proteinexpression mittels real-time-PCR bzw.
Western Blot untersucht.

Sollte sich die Eignung des Modells bestdtigen, werden Nach-
folgeuntersuchungen zur Auswirkung der pharmakologischen Be-
einflussung bestimmter Connexinsubtypen auf den Tumorprogress
im Tiermodell umgesetzt.

Hierdurch wird ein besseres Verstdndnis zur molekularen Pa-
thologie oraler Plattenepithelkarzinome erwartet.

Interaktionen von humanen mesenchymalen Stammzellen (hMSC)
mit Plattenepithelkarzinomzellen des Oropharynx

Maligne Tumoren interagieren aufvielféltige Weise mit dem umge-
benden Tumorstroma, wodurch grundlegende Tumoreigenschaf-
ten wie Invasivitdt oder die Fahigkeit zur Angiogenese gesteuert
werden. Im In-vitro-Modell kann die Kokulturvon Karzinomzellen
mit undifferenzierten mesenchymalen Zellen das Wachstum der
Tumorzellen beeinflussen. Dies konnte bereits anhand von Inter-
aktionen humaner mesenchymaler Stammzellen (hMSC) sowohl
mit Mammakarzinomzellen als auch mit Tumorzellen hepatozellu-
larerKarzinome und mit Zellen der myeloischen Leukdmie gezeigt
werden. Die Einfliisse von hMSC auf Plattenepithelkarzinomzellen
des Oropharynx sind bislang ungeklart. Als Modellversuche fiir
die Tumor-Stroma-Wechselwirkung fithren wir Untersuchungen an
Kokulturansatzen humanerPlattenepithelkarzinomzellen (PCI-13)
mit humanen mesenchymalen Stammzellen aus Beckenkamm-
aspiraten durch. Die Analyse dieser Interaktionen kann Aufschluss
iber die Kommunikation zwischen Karzinomzellen und dem um-
gebenden Stroma so wie tiber Einfliisse des Stromas auf die bio-
logische Aktivitat des Tumorgewebes geben. Im Rahmen unseres
Projektes werden kritische Signaltransduktionswege, u.a. tiber
den Wnt/B-Catenin-Pathway, aber auch tiber weitere wichtige
Marker der epithelial-mesenchymalen Interaktion (MMP-14, Ca-
thepsin B, E-Cadherin, ETS-1) mittels quantitativer Realtime-PCR
auf RNA-Ebene und mittels ELISA und Immunfluoreszenz auf Pro-
teinebene untersucht. Eigene Vorversuche haben bereits gezeigt,
dass die Proliferation von Plattenepithelkarzinomzellen des Oro-
pharynx in Anwesenheit humaner mesenchymaler Stammzellen
gehemmt wird. Im Gegenzug zeigt sich eine gesteigerte Prolife-
ration der hMSC. Eine genaue Analyse beteiligter Signaltrans-
duktionswege soll nun Mechanismen aufzeigen, die fiir diese
gegenseitige Beeinflussung ursachlich sind. Hierdurch kénnten
sich wichtige Erkenntnisse tiber die Regulation der Tumoraktivitat
und damit moglicherweise neue Ansatzpunkte fiir therapeutische
Verfahren ergeben.



5.
Molecular Pathology of Oral Squamous Cell
Carcinomas

Prediction of prognosis of patients suffering from Oral Squamous
Cell Carcinoma using differential gene expression analysis

A major goal of this project is it to provide a prognosis profile for
patients with a histologically proven oral squamous cell carcinoma.
This prognosis profile is provided on the basis of genetic markers on
mRNA-level. The project has been carried out in two subphases: In
the first phase patients with oral squamous cell carcinoma were ex-
amined and their clinical course observed. In this population group,
the differential gene expression was compared intra individually with
non-affected oral mucosa by means of cDNA microarray and realtime
PCRinvestigation. Agoal ofthe subprojectis the identification ofgene
expression samples, which correlate with the clinical process. On this
basis, the prognosis-relevant gene expression profile will be exam-
ined in respect to individual mRNA process level. The methods real
time PCRinvestigation is used. The identification of a gene expression
profile which can be used prospectively may improve the individual
multimodal therapy strategies of patients with oral cancer.

Regulation of gap-junction-intercellular-communication in the
DMBA-induced hamster cheek pouch carcinoma

Connexins as part of gap junctions seem to be involved in progres-
sion or suppression of cancer. This appears to depend on tumour
stage and the tumour natural tissue.

A goal of this project is to evaluate the value of an animal mod-
el to analyse the tumour stage dependent effects of connexins in
oral cancer.

This is provided by the comparison of connexin gene expres-
sion profiles of differentially progressed human oral cancerwith ap-
propriate gene expression profiles of hamster oral cancer. If there
is an evident correlation between stage dependent expression in
human and hamster oral cancer, it can be hypothesized, that the
examined animalmodelis usable in controlled animal studies. The
connexin expression is comparatively analysed by real-time-PCR
and Western-Blot.

Ifthe animal modelis eligible, the influence of connexin-manip-
ulation ontumour progression will be evaluated. A better knowledge
about the molecular pathology of oral cancer will be expected.

Interactions of human mesenchymal stem cells (hmsc) with head
and neck squamous cell cancer (hnscc) cells

Malignant tumors interact with the surrounding stroma in many dif-
ferentways effecting regulation of basic tumorattributes like invasiv-
ity orangiogenetic capabilities. In-vitro-models showed influence of
human mesenchymal stem cells (hmsc) on the proliferation of breast
cancer cells, hepatocellular carcinoma cells, and myeloic leukemia
cells. Influences of hmscon head and neck squamous cell cancer cells
(hnscc) have not been investigated yet. As a model for tumor-stroma-
interaction we established a co-culture experimentwith human hnscc
(PCI-13) and human hmsc obtained from iliac crest grafts. The analy-
sis if the interactions between the two cell types could deliver use-
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ful insight into signaling mechanisms between tumor cells and sur-
rounding stromaas wellas into regulation of biological tumor activity.
Within the scope of our project critical signaling pathways of epithe-
lial-mesenchymalinteraction are evaluated, e.g. Wnt/B-Catenin, but
also furtherimportant markers like MMP-14, Cathepsin B, E-Cadherin
and ETS-1. Analysis is performed via quantitative real-time-PCR on
RNA leveland by means of ELISAand immunofluorescence on protein
level. Preliminary results show a decreased proliferation of hnsccin
contrast to an increased proliferation rate of hmsc. Detailed investi-
gation ofthe causally involved signal transduction mechanisms may
eventually lead to new therapeutic strategies.
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