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1 Abstract

The project’s goal is to detect differences between healthy and malignant tissue of the human head
and neck area by utilizing Second and Third Harmonic Generation Imaging (SHG and THG). The
focus lies on changes in the structure and quantity of collagenous extracellular matrix. In this study,
we assess post-surgical head and neck squamous cell carcinoma tissue from different patients as

well as healthy tissue.

SHG and THG are nonlinear optical phenomena: two or three photons (in practice with a wavelength
of typically 2800 nm or 21200 nm) are coherently scattered at the extracellular collagen matrix of the
tissue to generate a higher harmonic photon with half or one third of the wavelength, respectively.
SHG and THG rely on endogenous contrasts. SHG can image changes in the collagenous
extracellular matrix structure and composition with great sensitivity and specificity as it emerges from
non-centrosymmetric structures such as several collagen types. THG provides information on cell-
cell as well as cell-collagen matrix integrity and visualizes cells as well as membrane borders. The
sub-resolution fibrillar assembly is revealed through emission directionality. This information is
inherent due to the coherence and phase-matching process of SHG. SHG and THG can present a

powerful tool to detect carcinoma in vivo, without causing any harm to the surrounding tissue.

We examined tissue from patients with head and neck squamous cell carcinoma and tissue from
healthy mucosa (each n = 10). The post-surgical tissue samples were snap-frozen, embedded in OCT
(optimal cutting temperature) compound and cut with a cryotome into four-micrometer thick samples.
The samples were prepared for conventional histological staining procedures and conventional
immunohistochemistry methods. The antibody used is specific for collagen-I-type and was combined
with a biotinylated anti-mouse-antibody as secondary antibody. Normal light microscopy was utilized
for analysis. Consecutive slides of the samples were stained only with hemalaun and analyzed via
SHG imaging. A multiphoton microscope with an optical parametric oscillator was used. Qualitative
imaging analysis compared collagen matrices detected via immunohistochemistry and SHG.
Quantitative imaging analysis measured forward to backward intensity ratio (fsne/bsnc) of SHG images.
This ratio provides information on organization and density of the tissue. THG images were used to
develop a holistic image of the tissue. Since THG visualizes membrane borders and cell-cell
associations among other things, it was used to complement the overall image of the tissue. An f/b-

ratio of THG images was not formed, the interest of f/b focuses on collagen and thus on SHG-signals.

Our qualitative and quantitative assessments of the tissue samples demonstrate a structural change
of collagen matrix organization from healthy to malignant tissue. Eight out of ten tissue samples
showed a lower fsnae/bshg in malignant compared to healthy tissue. This indicates a structural change
of collagen matrix organization from healthy to malignant tissue. A lower f/b ratio indicates greater
disorder of collagen fibrils in the tissue of interest. The lower the f/b ratio, the higher the number of
scattering events of photons in the tissue. Thus, highly ordered collagen fibrils in tissue show a high
f/b ratio. The assessed tissue samples showed a high f/b ratio in healthy tissue, describing highly
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organized tissue and few scattering events. In reverse, malignant tissue showed a low f/b ratio with
many scattering events. This information can be used to broaden the in vivo diagnostic and
therapeutic possibilities for HNSCC.

Intravital imaging techniques are emerging and can provide a detailed view on the extracellular matrix
without being harmful to the tissue. Such techniques can be coupled to existing fiber optic imaging
devices and enhance pathology analysis of early stage HNSCC as well as real-time surgical
determination of tumor margins. Thus, Second and Third Harmonic Generation Imaging provides

broad possibilities to analyze not only the cellular but also the extracellular changes in diseased tissue.



Das Ziel dieses Projektes war es, Unterschiede zwischen gesundem und maligne entartetem
menschlichen Gewebe des Kopf-Hals-Bereiches mithilfe von Second und Third Harmonic Generation
Imaging (SHG und THG) zu erkennen. Veranderungen der Kollagenstruktur und -menge in der
Extrazellularmatrix standen dabei im Vordergrund. Es wurden Gewebeschnitte von verschiedenen
Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren sowie von gesunder Schleimhaut (n = 10) mit dieser Methode
untersucht.

SHG und THG sind nichtlineare optische Phanomene: zwei oder drei Photonen (in diesem Projekt
typischerweise mit Wellenlangen = 800 nm oder = 1200 nm) werden koharent an den Kollagenfibrillen
der Extrazellularmatrix des Gewebes gestreut und bilden ein Photon mit hoherer Harmonie, welches
nun nur noch die halbe oder ein Drittel der ursprunglichen Wellenlange besitzt. SHG und THG
basieren auf endogenen Kontrasten und bendtigen daher keine weiteren Farbungen des Gewebes.
SHG entsteht an nicht-inversionssymmetrischen Strukturen, wie zum Beispiel verschiedenen
Kollagen-Subtypen, THG hingegen entsteht an Membrangrenzen. Mit SHG kdnnen Veranderungen
der Struktur und Zusammensetzung von Kollagenfasern mit hoher Sensitivitat und Spezifitat
dargestellt werden. Mithilfe von THG ergeben sich Informationen Uber Zell-Zell- und auch Zell-
Kollagen-Grenzen, Zellmembranen an sich konnen ebenfalls dargestellt werden. SHG und THG
konnten als aussagekraftige Instrumente verwendet werden, um Karzinome in vivo zu erkennen, ohne
das umgebende Gewebe zu schadigen. Da sie auf endogenen Kontrasten und geometrischen
Eigenschaften von Gewebe basiert, verursacht diese Art der nichtlinearen Optik keine Schadigung

des Gewebes durch Phototoxizitat oder Bleichung.

Die Gewebeproben wurden direkt nach der operativen Entfernung tiefgefroren, in ein OCT—(optimal
cutting temperature) Gemisch eingebettet und mit einem Kryotom in vier Mikrometer dicke Proben
geschnitten. Das Gewebe wurde anschlieRend sowohl mit konventionellen histologischen Methoden
wie H.E. und Elastica van Gieson gefarbt, als auch immunhistologisch. Fir die Immunhistologie wurde
ein Kollagen-Typ 1-spezifischer Antikdrper als primarer sowie ein biotinylierter anti-Maus-Antikérper
als sekundarer Antikorper verwendet. Fur die Untersuchung der gefarbten Schnitte wurde ein
Lichtmikroskop benutzt. Nachfolgende Schnitte der Gewebe wurden lediglich mit Hamalaun angefarbt
und mittels SHG- und THG-Bildgebung analysiert. Hierfur wurde ein Mehrphotonen-Mikroskop mit
einem Titan-Saphir-Laser und einem optisch-parametrischem Oszillator verwendet.

Die qualitative Bildanalyse verglich Kollagenfasern, die durch die Immunhistologie sichtbar gemacht
wurden mit denen, die das SHG-Verfahren zeigte. Die quantitative Bildanalyse konzentrierte sich auf
die Messung des Verhaltnisses zwischen vorwarts und rdckwarts gestreuten Signalen der
histologischen Schnitte am Mehrphotonen-Mikroskop. Dieses Verhaltnis, fshe/bshe, gibt Aufschluss
uber die Organisation und Dichte der Kollagenfibrillen.

Acht von zehn Proben zeigten eine hdhere f/b-Ratio im gesunden als im tumordsen Gewebe. Dies
deutet auf einen geringeren Grad der Struktur von Tumorgewebe im Vergleich zu gesundem Gewebe
hin. Eine hohere f/b-Ratio kann als eine hthere Ordnung von Kollagenfibrillen im betreffenden
Gewebe interpretiert werden. Je hoher die f/b-Ratio, desto weniger Streuereignisse von Photonen im
Verlauf durch das Gewebe treten auf. Durch die vorwarts gerichteten Detektoren ergibt sich fsng, also
das Signal der durch das Gewebe reichenden Photonen. Rickwarts gerichtete Detektoren ermitteln

gestreute Photonen. Lediglich zwei von zehn Proben wiesen eine hohere f/b-Ratio in Tumoren als in
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gesundem Gewebe auf. Diese zwei Proben zeigten bezlglich der Art des Tumors keine eindeutigen
Unterschiede zu den anderen Proben. Es handelte sich jeweils um ein Oropharynx- und ein
Hypoharynxkarzinom. Die anderen acht Gewebeproben waren ebenfalls entweder Oro-oder
Hypopharynxkarzinome. Fur THG wurde diese Art der Auswertung nicht durchgefihrt, da die
Interpretation der Ordnung speziell von Kollagenfibrillen nur mit SHG maéglich ist. In dieser Arbeit liegt
der Fokus auf Veranderungen von Kollagenfibrillen von gesundem hin zu Tumorgewebe. Kollagen
wird spezifisch mittels SHG dargestellt. THG-Signale der Gewebeproben wurden jedoch dennoch
generiert, um ein Gesamtbild des Gewebes zu erhalten.

SHG und THG Imaging sind vielversprechende Werkzeuge zur Diagnostik und Therapie von
Tumorerkrankungen. Hiermit kénnen Anderungen innerhalb von Tumorgewebe nicht nur auf
zellularer Struktur, sondern auch im Bereich der Extrazellularmatrix erkannt und interpretiert werden.
In vivo-Mikroskopie kann aufgrund der gewebeschonenden Eigenschaften einen hilfreichen Mehrwert

in der Tumordiagnostik und -therapie erbringen.

10



2 Einleitung

2.1 Kopf-Hals-Tumoren

Kopf-Hals-Tumoren sind eine heterogene Gruppe von Tumoren, die Larynx, Pharynx, Mundhohle,
Speicheldrisen, Lippe und innere Nase beinhalten (Beynon et al. 2018; Robert Koch-Institut (RKI)).
Es handelt sich dabei in allen oben genannten Regionen hauptsachlich um Plattenepithelkarzinome,
andere Tumorarten wie Adenokarzinome oder Lymphome sind selten (Spence et al. 2016). Weltweit
erkranken jahrlich fast 700.000 Menschen, Kopf-Hals-Tumore sind damit die sechsthaufigste
Krebsart weltweit (Sung, Ferlay et al. 2021). Im Jahr 2013 lag die Inzidenz dieser Tumoren in
Deutschland bei 12.992 (Manner), beziehungsweise 4.532 (Frauen), die Pravalenz war ungeféahr
dreimal so hoch. Eine Prognose des Robert-Koch-Institutes aus dem ,Bericht zum Krebsgeschehen
in Deutschland® von 2016 (RKI) berechnete einen Anstieg der Inzidenz auf 14.300 (Manner),
beziehungsweise 5.500 (Frauen) bis zum Jahr 2020 in Deutschland. Endgultige Daten sind hierzu
zum aktuellen Zeitpunkt noch ausstehend. Das relative Funf-Jahres-Uberleben liegt bei 51%
(Manner), beziehungsweise 61% (Frauen), das Zehn-Jahres-Uberleben liegt bei Mannern nur noch
bei 39%, im Gegensatz zu 50% bei Frauen (Robert Koch-Institut (RKI)).

Kopf-Hals-Tumoren gehéren zu den finf Krebserkrankungen mit den meisten
Arbeitsunfahigkeitstagen bei Mannern in Deutschland (RKI). Dies ist zu einem grof3en Teil mit den
weitreichenden Konsequenzen einer Therapie dieser Tumoren zu erklaren. Hierauf wird im
Folgenden noch weiter eingegangen.

Tabakkonsum jeglicher Art und auch Alkoholkonsum gelten als Haupt-Risikofaktoren fur die
Entstehung von Kopf-Hals-Tumoren (Blot et al. 1988; Ridge et al. 2016; Winn et al. 2015). Beide sind
unabhéngig voneinander starke Risikofaktoren fur die Entstehung dieser Tumoren (Hashibe et al.
2007). Eine Kombination dieser zwei Faktoren hat jedoch noch starkeren Einfluss und vermutlich
nicht nur einen additiven, sondern einen multiplikativen Effekt auf das Erkrankungsrisiko (Hashibe et
al. 2009; Hashim et al. 2019). So werden im klinischen Alltag regelhaft Patienten mit einer
ausgedehnten Noxenanamnese bezuglich Nikotin und Alkohol angetroffen.

Ein weiterer Risikofaktor gewinnt seit einigen Jahren immer mehr an Gewicht: HPV-Infektionen, also
chronische Infektionen mit humanen Papillomaviren, vor allem mit dem Untertyp 16. Dieser wird,
gemeinsam mit weiteren kanzerogenen Subtypen von HPV, als wichtiger Ausloser fur die Entstehung
von Kopf-Hals-Tumoren, vor allem Plattenepithelkarzinomen des Oropharynx angesehen (Shanthi
Marur et al. 2010; Argiris et al. 2008).

Zur Diagnostik wird meist ein p16-Nachweis als Surrogatmarker fur HPV-Infektionen durchgefihrt.
Es handelt sich um ein Tumorsuppressorgen, welches in HPV-induzierten Tumoren eine
Uberexpression zeigt und mittels immunhistologischer Farbungen nachgewiesen werden kann (C.
Grgnhgj Larsen et al. 2014). P16 zeigt eine hohe Sensitivitdt in Bezug auf den Nachweis
transkriptionell aktiver HP-Viren (Lewis 2012).

Mehrere Studien beschreiben einen deutlichen Anstieg an HPV-positiven Kopf-Hals-Tumoren.
Hammarstedt et al. beobachteten einen Anteil HPV-positiver Plattenepithelkarzinome der Tonsille von

68%, gemessen an allen Tumoren dieser Art in den Jahren 2000-2002 (Hammarstedt et al. 2006). In
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den 1970er Jahren wurde dieser Anteil noch mit 23,3% angegeben (Hammarstedt et al. 2006).
Chaturvedi et al. beobachteten &hnliche Zahlen fir Plattenepithelkarzinome des Oropharynx: auch
hier wurde der Anteil HPV-positiver Karzinome in diesem Bereich mit 16,3% in den 1980er Jahren
verglichen mit 70,2% in den 2000er Jahren beschrieben (Chaturvedi et al. 2011). Eine starke
Gewichtung haben HPV-induzierte Erkrankungen vor allem bei jungen, mé&nnlichen Patienten
zwischen 40 und 55 Jahren (Shanthi Marur et al. 2010). Da sich HPV-Infektionen als gewichtige
Risikofaktoren bei derartigen Tumorerkrankungen darstellen, jedoch eine deutlich bessere
Uberlebensrate haben (Khardori 2010), wurde ihre Relevanz in der aktuellen, achten Ausgabe der
TNM-Klassifikationen durch eine eigene Klassifikation bei Oropharynx-Karzinomen verdeutlicht
(Brierley et al. 2017; Wittekind 2017).

Tabelle 1: T-Kategorien p16-positiver und negativer Oropharynxkarzinome nach der aktuellen achten Auflage der TNM-Klassifikation, frei
nach (Doescher et al. 2017; Wittekind 2017)

Zungenmuskulatur, die mediale
Pterygoidmuskulatur, den harten Gaumen,
die Mandibula, die Schadelbasis oder

ummauert die A. carotis

T0 CUP-Syndrom mit p16-Uberexpression kein Primartumor, CUP-Syndrom

Tis / Carcinoma in situ

T1 Tumor mit zwei cm oder weniger in grofdter | Tumor mit zwei cm oder weniger in grofdter
Ausdehnung Ausdehnung

T2 Tumor mit mehr als zwei cm, aber nicht Tumor mit mehr als zwei cm, aber nicht
mehr als vier cm in grofter Ausdehnung mehr als vier cm in grofter Ausdehnung

T3 Tumor mit mehr als vier cm in grofdter Tumor mit mehr als vier cm in grof3ter
Ausdehnung oder Ausbreitung zur Ausdehnung oder Ausbreitung zur lingualen
lingualen Oberflache der Epiglottis Oberflache der Epiglottis

T4 Tumor infiltriert den Larynx, die aul3ere T4a: Tumor infiltriert eine der folgenden

Nachbarstrukturen: Larynx, aul3ere
Zungenmuskulatur, mediale
Pterygoidmuskulatur, harter Gaumen,
Mandibula

T4b: Tumor infiltriert Nachbarstrukturen wie
M. pterygoideus lateralis, Lamina lateralis
des Processus pterygoideus, Schadelbasis

oder ummauert die A. carotis
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Tabelle 2: klinische N-Kategorien pl6-positiver Oropharynxkarzinome und pl16- negativer Oro- und Hypopharynxkarzinome nach der
aktuellen achten Auflage der TNM-Klassifikation, frei nach (Doescher et al. 2017; Wittekind 2017)

sechs cm

cNx Regionare Lymphknotenmetastasen Regiondre Lymphknotenmetastasen kdnnen
konnen nicht beurteilt werden nicht beurteilt werden
cNO Keine regionaren Keine regionaren Lymphknotenmetastasen
Lymphknotenmetastasen
cN1 Metastasen in einem oder mehreren Metastasen in einem unilateralen
ipsilateralen Lymphknoten, nicht gréBer | Lymphknoten, nicht gré3er als drei cm ohne
als sechscm extranodale Ausbreitung
cN2 Metastasen in kontralateralen oder N2a: ein unilateraler Lymphknoten, gréRer als
bilateralen Lymphknoten, nicht gréRer drei cm, jedoch nicht gréf3er als sechs cm
als sechscm ohne extranodale Ausbreitung
N2b: multiple ipsilaterale Lymphknoten, nicht
groler als sechs cm ohne extranodale
Ausbreitung
N2c: multiple bilaterale Lymphknoten, nicht
groler als sechs cm ohne extranodale
Ausbreitung
cN3 Metastasen in Lymphknoten grof3er als N3a: Metastasen in Lymphknoten grofier als

sechs cm ohne extranodale Ausbreitung

N3b: Metastase in einem Lymphknoten gréf3er
als drei cm mit extranodaler Ausbreitung oder

in multiplen ipsilateralen, kontralateralen oder

bilateralen Lymphknoten mit extranodaler

Ausbreitung

Therapie- und prognoseentscheidend bei bereits vorhandenen Lymphknotenmetastasen bei p16-

negativen Karzinomen ist das extranodale Wachstum, hier wird nochmals zwischen N3a und N3b

unterschieden, wobei es sich bei N3b-Metastasen um Lymphknotenmetastasen mit extranodaler

Ausbreitung handelt (Doescher et al. 2017).
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Tabelle 3: Stadieneinteilung der Oropharynxkarzinome nach UICC, frei nach (Doescher et al. 2017; Wittekind 2017)

I T1, NO, MO T1/2, NO/1, MO
Il T2, NO, MO T1/2, N2, MO
T3, NO/1, MO
1 T1/2, N1, MO T3/4, N2, MO
T3, NO/1, MO
AV IVa: T1-3, N3, MO jedes T, jedes N, M1

T4a, NO-N2, MO
IVb: jedes T, N3, MO

T4b, jedes N, MO
IVc: jedes T, jedes N, M1

Eine deutlich bessere Prognose der pl6-positiven im Vergleich zu p16-negativen Karzinomen fuhrt

zu einem Downstaging dieser Karzinome in der Tumorklassifikation.

Zahlreiche weitere Risikofaktoren wie genetische Préadisposition, Erndhrung und ein niedriger
soziobkonomischer Stand werden beschrieben (Winn et al. 2015; Conway et al. 2015; Chuang et al.
2012). Die Entstehung von Kopf-Hals-Tumoren basiert also wie viele andere Tumorerkrankungen auf
einem multifaktoriellen Geschehen. Hervorzuheben sind jedoch trotzdem eindeutig zuzuordnende
Risikofaktoren wie die oben diskutierten, allen voran Tabak- und Alkoholkonsum sowie HPV-
Infektionen vor allem bei jiingeren Patienten.

Die Erkennung der Risikofaktoren Alkohol und Tabak ist auch deshalb so wichtig, da es noxenbedingt
zu einer Feldkanzerisierung sowie dem Auftreten von syn- und metachronen Karzinomen kommen
kann.

Feldkanzerisierung ist ein erstmals 1953 von Slaughter et al. beschriebenes Auftreten prakanzeroser
Lasionen in Umgebung des Priméartumors, welche klinisch oft nicht von gesundem Gewebe zu
unterscheiden sind. Es zeigen sich moéglicherweise Leukoplakien, Schleimhautatrophien oder auch
ein vollig unauffalliger klinischer Befund in der Umgebung des Primarius. Die Theorie, dass ein
weitlaufiger Bereich an Gewebe durch ein Karzinogen maligne oder pramaligne verandert sein kann,
entstand und damit auch der Begriff der Feldkanzerisierung (Slaughter et al. 1953). Dieses Prinzip
beschréankt sich nicht nur auf Karzinome des Kopf-Hals-Bereiches sondern ist ein Phanomen vieler
Karzinome (Ryser et al. 2016). Eine fehlende Resektion dieser pramalignen Lasionen fihrt zu einer
hohen Rezidivrate des Tumors und damit einer schlechten Prognose (Poh et al. 2006; Ryser et al.
2016).

Synchrone Tumoren beschreiben das gleichzeitige Auftreten weiterer Malignome innerhalb von sechs
Monaten der Erstdiagnose, meist in Bereichen, die ebenfalls Kontakt zur verursachenden Noxe
haben. So kdnnen synchrone Tumoren eines Oropharynx-Karzinoms ebenfalls im Pharynx, jedoch
auch weiter distal im Aerodigestivtrakt auftreten (Griffioen et al. 2015; Jain et al. 2013).
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Metachrone Tumoren treten spater als sechs Monate nach Erstdiagnose des Primértumors auf (Jain
et al. 2013).

In klinischen Studien wurde ein Auftreten von synchronen Karzinomen in 2,4-9,1% der Falle
beschrieben (Erkal et al. 2001; Jain et al. 2013; Robinson et al. 1995; Rennemo et al. 2011; Panosetti
et al. 1989; Schwartz et al. 1994), das Auftreten von metachronen Karzinomen in 5,6-11,2% (Erkal et
al. 2001; Panosetti et al. 1989; Schwartz et al. 1994). Im Vergleich hierzu treten synchrone sowie
metachrone Mammakarzinome im Sinne von bilateralen Karzinomen in 2-11% aller
Mammakarzinome auf (A. Ozturk et al. 2018; Pan et al. 2019). Hiervon wurden 63-87% als
metachrone und 8-37% als synchrone Tumoren beschrieben (A. Ozturk et al. 2018; Jobsen et al.
2015). Die Zahlen fiir synchrone kolorektale Karzinome, gemessen an allen kolorektalen Karzinomen,
liegen zwischen 0,7% und 1,3%, fir metachrone Karzinome zwischen 1,6% und 8% (Samadder et al.
2014).

Ein interessanter Aspekt bezlglich syn- sowie metachroner Tumoren ist in den letzten Jahrzehnten
in Bezug auf Oropharynxkarzinome aufgefallen: diese galten als Tumorlokalisation mit einem hohen
Risiko fur die Entwicklung syn- oder metachroner Karzinome. Mit dem Auftreten und der inzwischen
hohen Fallzahl an HPV-positiven Oropharynxkarzinomen sank jedoch der relative Anteil an
Oropharynxkarzinomen mit syn- oder metachronen Karzinomen. Die Vermutung liegt also nahe, dass
das Prinzip der Feldkanzerisierung in deutlich geringerem Mal3e auf HPV-assoziierte Tumoren zutrifft.
Vielmehr wird ein hoheres Risiko an Zweit- Plattenepithelkarzinomen in der Genitalregion und
umgekehrt vermutet (Jain et al. 2013; Nelson und Lai 2017; Sikora et al. 2009). Wichtig ist hier zu
erwahnen, dass dies nur auf HPV-assoziierte Kopf-Hals-Tumoren bei Patienten mit blander
Noxenanamnese zutrifft. Patienten mit HPV-positiven Oropharynxkarzinomen und blander
Noxenanamnese haben vermutlich das niedrigste Risiko, syn- oder metachrone Karzinome zu
entwickeln (Jain et al. 2013).

Je nach Lokalisation des Primartumors treten Erstsymptome frih, jedoch haufig auch erst sehr spét
im Krankheitsverlauf auf. Karzinome der Lippe, der Mundhéhle und auch Glottiskarzinome zeigen
meist friher Symptome als andere Lokalisationen. Glottiskarzinome &uf3ern sich durch eine frih
einsetzende Heiserkeit, Karzinome der Lippe durch sichtbare Verdnderung und Karzinome der
Mundhohle oft durch Odynodysphagie. Larynxkarzinome anderer Lokalisationen hingegen (supra-
sowie subglottische Karzinome) und auch Hypopharynxkarzinome werden haufig erst in bereits
fortgeschrittenen Stadien symptomatisch. Heiserkeit ist hier ein Spatsymptom und weist auf eine
ausgedehnte Situation der Erkrankung hin (Ridge et al. 2016; Argiris et al. 2008).

Bei 45% der Erkrankungen ist das Erstsymptom eine regionare Metastasierung im Sinne einer oder
mehrerer Halslymphknotenmetastasen. Eine Metastasierung in die Halslymphknoten reduziert das
Funf-Jahres-Uberleben eines Patienten um 50% (Ridge et al. 2016). In zwei bis zehn Prozent der
Féalle ist bei Erstdiagnose bereits eine Fernmetastasierung geschehen (Kuperman et al. 2011; Spector
et al. 2001). Bei 50% der Patienten mit fortgeschrittener Tumorerkrankung (UICC IlI-IV) treten
innerhalb von zwei Jahren nach Therapie lokoregionare oder auch Fernmetastasen auf (Argiris et al.
2008). Eine Sonderrolle nimmt der sogenannte ,Cancer of unknown primary“ oder auch CUP ein.
Hierbei handelt es sich um eine meist im Zervikalbereich auftretende Lymphknotenmetastase oder

seltener Fernmetastase eines Plattenepithelkarzinoms ohne Korrelat eines passenden Primartumors.
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Je nach Studienlage sind bis zu vier Prozent aller Kopf-Hals-Tumoren als CUP-Syndrom anzusehen
(Herruer et al. 2020; Strojan et al. 2013; Wallace et al. 2011). Funf-Jahres-Uberlebensraten liegen
zwischen 43% und 53% (Balaker et al. 2012; Iganej et al. 2002; Issing et al. 2003). Eine zielgerichtete
operative sowie adjuvante Therapie aufgrund der fehlenden Lokalisation des Primartumors erschwert

die Therapie.

Aufgrund der nicht unerheblichen Rate an synchronen Tumoren im Kopf-Hals-Bereich und zur
weiteren Histologiesicherung des Primartumors wird bei Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren bzw. dem
Verdacht hierauf eine Panendoskopie mit Probenentnahme in Intubationsnarkose durchgeftihrt (Jain
et al. 2013). Hierbei wird durch eine Pharyngoskopie, Laryngoskopie, Osophagoskopie sowie teils
Tracheobronchoskopie ein moglichst grol3flachiger Bereich der Schleimhdute des Kopf-Hals-
Bereiches untersucht. Handelt es sich um ein zervikales CUP-Syndrom, also eine Metastase ohne
Primarius, wird die Panendoskopie mit zahlreichen Probenentnahmen vor allem des Zungengrundes
und — wenn noch vorhanden — mit einer beidseitigen Tonsillektomie durchgefiihrt, um eine méglichst
hohe Wahrscheinlichkeit zu erreichen, den Primartumor zu finden.

Zur  weiteren  Diagnostik  zahlen auch  Staging-Untersuchungen in Form  von
computertomographischen Bildgebungen des Halses und des Thorax. Aufgrund der deutlich
selteneren abdominellen Metastasierung wird ein CT des Abdomens nur in speziellen
Fragestellungen durchgefihrt.

Leidet der Patient nicht unter Fernmetastasen und erscheint der Priméartumor als operabel, so ist die
Therapie der Wahl die chirurgische Entfernung des Tumors. Eine Tumorresektion, entweder mit oder
ohne Laser sowie eine Ausrdumung der Halslymphknoten (Neck Dissection), gilt als Goldstandard
der operativen Therapie. Eine Ausraumung der Halslymphknoten kann einseitig und nur in
bestimmten Halslymphknoten-Regionen durchgefihrt werden, dies bezeichnet man als selektive
Form. Eine beidseitige Ausrdumung der Halslymphknoten aller Regionen ist die radikalere Form und
kann auch die Resektion von Nerven, Muskeln und/oder Gefal3en des Halses mit sich ziehen. Das
genaue Vorgehen beziglich des Umfangs einer Neck Dissection ist abhangig von der Ausdehnung
des Primartumors sowie von moglicherweise vorhandenen Lymphknotenmetastasen, also von T- und
N-Status.

Eine adjuvante Therapie im Sinne einer Bestrahlung oder auch einer Radiochemotherapie wird je
nach Indikation nach durchgefiihrter operativer Therapie angeschlossen. Wichtig ist ein
interdisziplinares Vorgehen im gesamten Therapiekonzept. Patientenfélle werden in zertifizierten
Tumorzentren im Rahmen von interdisziplinaren Konferenzen im Beisein von Kopf-Hals-Chirurgen,
Radiologen, Strahlentherapeuten, Pathologen und Onkologen diskutiert. Therapiekonzepte werden
in Ricksicht auf Art, Ausdehnung und Metastasierungsgrad sowie Allgemeinzustand des Patienten
erstellt. Vor allem bei CUP-Syndromen kann — wie bereits erwéhnt — eine zielgerichtete Therapie
erschwert sein, da der Primartumor nicht bekannt ist. So ist teils ein deutlich weitreichenderes
Bestrahlungsfeld notig. Zu erwarten sind hier ausgepréagtere Therapiefolgen durch die Bestrahlung,
unter anderem Xerostomie durch ein Untergehen des Speicheldrisengewebes, Lymphddeme,
chronische Schmerzsyndrome sowie Bewegungseinschrankungen im Kopf-Hals-Bereich.

Ein wichtiger weiterer Bestandteil der interdisziplindren Behandlung ist eine psychoonkologische
Betreuung sowie Schlucktherapie, Logopadie und Physiotherapie.
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Kopf-Hals-Tumoren sind nicht nur aufgrund der maRigen Uberlebensraten eine Gruppe gravierender
Tumorerkrankungen — Patienten, die diese Erkrankungen uberleben, leiden oft an Folgen der
Therapie, die massive Auswirkungen auf die Lebensqualitat haben. Da diese Tumoren in einer
Region auftreten, welche hochfunktionell ist, sind operative sowie strahlentherapeutische Therapien
oft mit einer nicht zu unterschatzenden Funktionseinschrdnkung verbunden. Allen voran ist der
Verlust der physiologischen Lautbildung bei Laryngektomien durch fortgeschrittene Larynx- oder
Hypopharynx-Karzinome zu nennen. Diese radikale operative Therapie bedeutet jedoch nicht nur den
Verlust der physiologischen Sprachbildung, sondern auch die Notwendigkeit eines permanenten
Tracheostomas als einzigen Atemweg. Damit verbunden sind eine fehlende Befeuchtung der Atemluft
Uber die Nase und eine trockene Trachealschleimhaut mit moglicher Borkenbildung. Verlust von
Geruchs- und Geschmackssinn, Dysphagie, Xerostomie durch operative Eingriffe und
Strahlentherapie sowie auch kosmetische Beeintrachtigungen sind weitere relevante Folgen, mit
welchen Patienten konfrontiert werden (Nelke et al. 2014).

Bei einer durch demographische Entwicklungen steigenden Inzidenz, neuen, gravierenden
Risikofaktoren wie HPV, maRigen Uberlebensraten und greifbaren Kosten fiir die Gesellschaft durch
Therapie, Rehabilitation und Fehltage am Arbeitsplatz gilt es, diese Erkrankungen friih zu erkennen
und adaquat zu therapieren. Ein ausschlaggebendes Kriterium hierbei ist eine verlassliche
Diagnostik. In der vorliegenden Arbeit wird eine vielversprechende Methode vorgestellt,
Tumorgewebe zuverlassig, gewebeschonend und ohne die Notwendigkeit von histologischen

Farbungen von gesundem Gewebe zu unterscheiden.

2.2 Die Extrazellularmatrix und ihr Hauptbestandteil Kollagen

Kollagene bilden mit 30% der Gesamtmasse die Mehrheit des Proteins im menschlichen Korper und
einen Hauptbestandteil der Extrazellularmatrix (ECM) (Myllyharju und Kivirikko 2004). Bindegewebe
besteht zu einem grol3en Teil aus Kollagen und jedes parenchymatdse Organ enthalt ebenfalls
Kollagen (Gelse 2003). Aktuell sind 28 verschiedene Kollagenarten in Wirbeltieren bekannt (Egeblad
et al. 2010; Shoulders und Raines 2009). Sie werden hauptsachlich als Stitz- und Strukturproteine
beschrieben, erflllen jedoch eine Vielzahl weiterer Aufgaben. Unter anderem spielen Kollagene eine
Rolle bei Zellmigration, und -adh&sion, sowie der Interaktion mit anderen Proteinen der
Extrazellularmatrix und Teilnahme an Signalfunktionen (Myllyharju und Kivirikko 2004; Karsdal et al.
2017; Nicol et al. 2018; Bonnans et al. 2014). Kollagen ist also weitaus mehr als nur ein Stlitzprotein

und daher weit verbreitet von groRem wissenschatftlichen Interesse.

Basierend auf der Struktur der Kollagene lassen sich verschiedene Subtypen unterscheiden. Diese
beinhalten fibrillare und netzbildende Kollagene, Kollagene der Basalmembran, fibrillenassoziierte
Kollagene (sogenannte FACIT-Kollagene, ,Fibril Associated Collagens with Interrupted Triple
Helices“) und Weitere (Gelse 2003; Shoulders und Raines 2009). FACIT-Kollagene bilden keine
eigenen Fibrillen, sind jedoch an der Oberflache von Kollagenfibrillen zu finden (Ricard-Blum 2011).
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Alle Subtypen haben eine bestimmte Grundstruktur gemeinsam, eine Tripelhelix aus a-Ketten. Diese

Tripelhelix kann entweder aus einem oder verschiedenen Subtypen zusammengesetzt sein. Besteht

die Tripelhelix aus drei gleichen Subtypen, wie dies unter anderem bei den Typen II, lll und VII der

Fall ist, wird von einem Homotrimer gesprochen. Ein Heterotrimer hingegen liegt vor, wenn die Helix

aus zwei oder mehr verschiedenen Subtypen zusammengesetzt ist. Die Typen I, IV, V und andere

gehoéren zu dieser zweiten Gruppe. Fibrillare Kollagene bestehen aus einer Tripelhelix-Doméne,

wohingegen FACIT-Kollagene, Multiplexine und andere mehrere Doméanen enthalten, die teilweise

aus Nicht-Kollagenen bestehen (Ricard-Blum 2011). Mit einem Anteil von 90% an der Gesamtmenge

des Kollagens bilden fibrillenartige Kollagene den weitaus gréf3ten Anteil. Hierzu gehdren unter

anderem die Typen |, I, IV, V und XI. Typ | ist hierunter der am starksten vertretene Subtyp (Gelse

2003).

Tabelle 4: Ubersicht iiber die bekannten Kollagenarten und ihr Vorkommen, frei nach (Gelse 2003) und (Fang et al. 2014)

fibrillare Kollagene

Knochen, Dermis, Kornea, Sehnen, Ligamente

Knorpel, Glaskorper des Auges, Nucleus pulposus des

Discus intervertebralis

Haut, GefalBwand, retikulare Fasern in Leber, Lunge,

Milz, etc.

\% Lunge, Kornea, Knochen; gemeinsam mit Kollagen Typ |
fetale Membranen

Xl Knorpel, Glaskérper des Auges

XXIV Kornea, Knochen

XXVII Knorpel

Kollagen der Basalmembran

v

Basalmembran

mikrofibrillare Kollagene

VI

Dermis, Knorpel, GefalRwand, Placenta, Lunge, Discus

intervertebralis

netzbildende Kollagene

Vi

Endothelzellen, Descemet-Membran des Auges

X

hypertropher Knorpel

XVIII

Schwann-Zellen, Dermis, Nervus ischiadicus

fibrillenassoziierte Kollagene (FACIT)

Vi

Dermis, Harnblase

IX

Knorpel, Kornea, Glaskorper des Auges
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XIi Perichondrium, Ligamente, Sehnen

XV Dermis, Sehnen, GefalBwand, Placenta, Lunge, Leber
XIX humanes Rhabdomyosarkom
XX Epithel der Kornea, embryonale Haut, Sehnen, Knorpel

des Sternums

XXI GefalRwand, Niere, Magen
XXl Zellkontakte
XXVI Hoden, Ovar

Kollagene mit Transmembrandoménen

XIlI Epidermis, Haarfollikel, Endomysium, Chondrozyten,

Lunge, Leber, Darm

XVII dermal-epidermale Junktionszone

XXIII Herz, Retina

XXV Gehirn, Hoden, Herz

Multiplexine

XV Fibroblasten, glatte Muskelzellen, Niere, Pankreas
XVI Fibroblasten, Amnion, Keratinozyten

XVIII Lunge, Leber

Kollagene sind ein Hauptbestandteil der ECM, zu welcher aul3erdem weitere Bestandteile z&hlen,
u.a. Proteoglykane und Tenascin (Bosman und Stamenkovic 2003; Hynes und Naba 2012). Die ECM
unterteilt sich in zwei Hauptbestandteile: interstitielles Bindegewebe und Basalmembran (Hynes und
Naba 2012). Das interstitielle Bindegewebe umgibt Zellen und bt eine Stitzfunktion aus, die
Basalmembran hingegen trennt die Epithelschicht vom Gewebestroma (Bonnans et al. 2014).

In gesundem Gewebe findet ein streng regulierter, standiger Auf- und Abbau der ECM statt, das
Gewebe befindet sich in Homdostase (Rozario und DeSimone 2010; Joyce und Pollard 2009).
Diverse Erkrankungen gehen mit einem Ungleichgewicht der ECM-Zusammensetzung einher, der
Zustand der Homoostase geht verloren. Dies wurde in Entzindungsvorgéangen, fibrotischen
Erkrankungen, Osteogenesis imperfecta und vielen weiteren Erkrankungen beobachtet (Cox und
Erler 2011; Karsdal et al. 2017; Nicol et al. 2018).

Auch in vielen Karzinomen wurde eine Veranderung der ECM gegeniber gesundem Gewebe
beschrieben (Birk et al. 2014; Chen et al. 2014; Heuke et al. 2016; Hompland et al. 2008; Wen et al.
2014). Desmoplasie, also eine Vermehrung von Bindegewebe und dadurch auch von Kollagen, wurde
in Karzinomen festgestellt (Tilbury et al. 2014; Pupa et al. 2002). Diese Veranderungen kdnnen durch
Second Harmonic Generation Imaging (SHG) als diagnostisches Werkzeug und zum besseren

Verstandnis der Vorgénge in Karzinomen genutzt werden.

Lange Zeit wurde der Fokus auf Veranderungen von Zellen und Zellverbanden in malignen
Geschehen gelegt. Die klassische Pathologie basiert in der Tumordiagnostik auf der Interpretation

von Zellarchitektur. Die Rolle der ECM wurde vernachlassigt. Mit der Kenntnis, dass Bestandteile der
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ECM wie Kollagene nicht nur Stitz- und Stabilitatsfunktionen haben, sondern an Signalwegen,
Zellmigration und weiteren Vorgangen beteiligt sind (Rozario und DeSimone 2010; Walker et al.
2018), riicken diese auch in den Vordergrund hinsichtlich des Verstandnis maligner Geschehen. So
wurde festgestellt, dass eine Veranderung der ECM und genauer des Kollagens Typ | Einfluss auf
die Zellinvasion in malignen Tumoren hat (Sapudom et al. 2015; Chen et al. 2019). Nadiarnykh et al.
stellen Veranderungen der ECM in malignen Geweben sogar als mdglichen Biomarker bezogen auf
die Invasivitat eines Tumors vor (Nadiarnykh et al. 2010). Eine genauere Betrachtung dieser
Strukturen kann neue Erkenntnisse beziglich Karzinomentstehung, -wachstum und Metastasierung
erbringen (Cox und Erler 2011).

2.3 Grundlagen zur Tumorigenese und die Rolle der Extrazellularmatrix

Der Fokus dieser Arbeit liegt auf der Messung und Quantifizierung von Veranderungen der ECM,
genauer des Kollagens zwischen gesundem und malignem Gewebe. In diesem Unterkapitel soll ein
Uberblick uber das Tumorgeschehen gegeben und genauer darauf eingegangen werden, warum die

ECM in diesem Prozess von Interesse ist.

2.3.1 Theorien der Tumorentstehung

Hanahan und Weinberg definierten im Jahr 2000 die Entstehung maligner Neoplasien als komplexen
Ablauf von sechs verschiedenen Schritten: dauerhafte Verdnderung von proliferativen Signalwegen,
Sensibilitatsverlust gegentber antiproliferativer Signalwege, Resistenz gegeniber Apoptose,
verstarkte Angiogenese, unlimitierte Replikation sowie Gewebeinvasion und Metastasierung
(Hanahan und Weinberg 2000). Zehn Jahre spater erganzen sie diese um zwei weitere: ein
Umprogrammieren des Energiestoffwechsels zur Anpassung an das Mikromilieu und die Vermeidung
einer Immunantwort auf veranderte Zellen (Hanahan und Weinberg 2011). Diese Schritte sollen, zwar
in Chronologie und genauem Mechanismus variierend, in allen Geweben, die maligne entarten,
ablaufen. Die genannten Ablédufe beeinflussen nicht nur die Tumorzellen an sich, sondern das
gesamte Mikromilieu inklusive umliegender Gefal3e, Extrazellularmatrix, Immunzellen und Weitere
(Hanahan und Weinberg 2000, 2011).

Zwei Theorien zur Tumorentstehung sind heutzutage verbreitet: die klonale Selektionstheorie und die
Tumorstammzelltheorie. Die klonale Selektionstheorie, erstmalig beschrieben von Nowell 1976,
beschreibt den Selektionsvorteil einer einzigen, neoplastisch verénderten Zelle gegeniber allen
anderen Zellen (Nowell 1976). Diese Verdnderungen entstehen durch multiple, in derselben Zelle
ablaufende genetische Mutationen. Die neoplastische Veranderung kann so entweder sofort oder mit
einer gewissen Latenz voranschreiten und zu einer Krebserkrankung fihren. Neoplasie wird hier als
das Ausbrechen einer Zelle aus normalerweise regulierten Wachstumsbedingungen beschrieben
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(Nowell 1976). Im Laufe der Tumorprogression entstehen durch genetische Instabilitat und
unkontrollierte Proliferation weitere neoplastische Zellen und kreieren so eine Heterogenitat innerhalb
des Tumors (Campbell und Polyak 2007).

Das Modell der Tumorstammezellen hingegen geht von einer hierarchischen Organisation innerhalb
von Tumorzellen aus, in der nicht alle Zellen das gleiche onkogene Potential haben. An der Spitze
dieser Hierarchie stehen stammzellahnliche, sogenannte Tumor-induzierende Zellen (TICs), welche
das Tumorwachstum unterhalten (Visvader und Lindeman 2008; Reya et al. 2001). TICs haben die
Fahigkeit zur unlimitierten Erneuerung und zur Differenzierung, ahnlich den embryonalen
Stammzellen (Campbell und Polyak 2007). Die ersten Beweise dieser Theorie wurden durch
Untersuchungen von akuter myeloischer Leuk&mie erbracht, in welcher der hierarchische Aufbau der
Erkrankung erkannt wurde. Hier konnte eine Subpopulation von AML-Zellen (akute myeloische
Leukdamie) mit den  Oberflachenproteinen = CD347/CD38 nach  Xenotransplantation
immunsupprimierter Mause einen Ausbruch der Erkrankung bewirken, AML-Zellen mit anderen
Oberflachenproteinen jedoch nicht (Bonnet und Dick 1997; Lapidot et al. 1994). Beide Theorien finden
Anwendung in der aktuellen Forschung und sind mdgliche Erklarungen fur die Tumorentstehung. Ein
Einfluss beider grundsatzlichen Annahmen der vorgestellten Theorien im Verlauf der malignen
Transformation ist ebenfalls diskutiert. So kdénnten TICs im Verlauf der Tumorprogression weitere

Mutationen erwerben, die u.a. das metastatische Potential dieser Zellen beeinflusst.

Die Entstehung von Tumoren ist also ein komplexer Vorgang, der weiterhin Gegenstand aktueller
Forschung ist. Es entsteht jedoch auch ein immer grof3eres Interesse an der Umgebung maligner
Zellen, also dem Mikromilieu eines Tumors. Die Vermutung, dass solch komplexe Abldufe wie oben
genannt, nicht rein durch Zellverdnderungen der Tumorzellen geschehen kénnen, liegt nahe. So rickt

die Rolle der Extrazellularmatrix weiter in den Vordergrund.

2.3.2 Epithelial-mesenchymale Transition

Die epithelial-mesenchymale Transition, kurz EMT genannt, ist ein zentraler Mechanismus zur
Diversifizierung von Zellen in Gewebe. In der Embryogenese ist EMT klar definiert als wichtiger Schritt
der Gastrulation. Zellen des frihen Endoderms vollziehen im Rahmen der Gastrulation eine EMT, um
innerhalb des sich entwickelnden Embryos zu migrieren und zur Bildung der drei Keimblatter
beizutragen (Nieto et al. 2016). EMT ist jedoch auch ein wichtiger Mechanismus der Organogenese,
Fibrose und metastatischen Kaskade (Kalluri und Weinberg 2009; Kalluri und Neilson 2003; Tsai und
Yang 2013). Zellen verlieren ihre epithelialen Eigenschaften und adoptieren mesenchymale
Zellcharaktere. EMT beschreibt einen Verlust der apiko-basalen Polaritat von Epithelzellen, eine
variablere Zellmorphologie und damit eine erleichterte Mobilitat innerhalb des Gewebes durch
verschiedenste molekulare und biochemische Veranderungen (Kalluri und Weinberg 2009).
Zytokeratine, typisch in Epithelzellen vorkommend, sowie Desmosomen und Tight Junctions im
Epithel werden in ihrer Expression reduziert, Matrix-Metalloproteinasen hingegen verstarkt exprimiert,

um ein Durchwandern der Zellen durch die Basalmembran zu erleichtern (Kalluri und Weinberg 2009).
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Die Synthese der ECM konzentriert sich vermehrt auf die Bildung von interstitieller ECM anstatt der
Basalmembran. EMT unterliegt einer Regulation durch l6sliche Faktoren wie dem epidermalen
Wachstumsfaktor (EGF) und dem Transforming Growth Factor beta (Nieto et al. 2016). Die
Expression von EMT-induzierenden Transkriptionsfaktoren, unter anderem SNAIL, TWIST und ZEB
wird erhoht, hieriber &ndert sich auch des Genexpressionsprofil der Zellen, die E-Cadherin-
Expression wird vermindert und EMT wird ermdglicht (Nieto et al. 2016). Nicht nur eine direkte
Repression von E-Cadherin durch EMT-Transkriptionsfaktoren ermoglicht den phéanotypischen
Wechsel, sondern zahlreiche andere Mechanismen auf Genexpressionsebene wie die Aktivierung
mesenchymaler Gene, die eine zellulare Umprogrammierung ermdglichen (Ocafa et al. 2012). Diese
verschiedenen Mechanismen definieren die epithelial-mesenchymale Transition (Hugo et al. 2007,
Hay 1995; Kalluri und Neilson 2003; Thiery et al. 2009; Lambert et al. 2017).

Auch eine Reversion der EMT, also eine mesenchymal-epitheliale Transition (MET), wird als ein
zentraler Aspekt der Tumorinvasion und Metastasierung betrachtet. Durch EMT erreichen Zellen
einen invasiven Phanotyp, welcher ihnen erlaubt, zu disseminieren und damit erste Schritte der
Metastasierung zu vollziehen. Die metastasierten Zellen missen jedoch wieder Charakteristika des
Primartumors annehmen, um eine solide Metastase bilden zu kdnnen. Dies ist der Zeitpunkt, bei dem
eine MET zur Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten und zur erhdhten Proliferation verhilft (Hugo et al.
2007). Das Modell der EMT/MET ist dabei kein rigides Konzept, in welchem sich eine Zelle entweder
in einem epithelialen oder mesenchymalen Status befindet. Vielmehr ist es als dynamisches und
transientes Modell anzusehen, Zellen konnen sich gewisse mesenchymale Eigenschaften aneignen,
wahrenddessen sie andere epitheliale Eigenschaften beibehalten (Lambert et al. 2017). Man spricht
hier von einer partiellen EMT (pEMT). Es handelt sich also um einen komplexen Vorgang mit einer
groRen Variabilitat und Plastizitat innerhalb der betroffenen Zellen.

Wahrend der EMT und auch MET findet eine bimodulare Kommunikation zwischen den Zellen, der
ECM, den umgebenden Immunzellen, Fibroblasten und Weiteren statt (Tse und Kalluri 2007). Dies

zeigt die hohe Dynamik der Tumorzellen und ihres Mikromilieus.

2.3.3 Das Tumor-Mikromilieu

Das Tumor-Mikromilieu umfasst alle umgebenden Strukturen des Tumors, unter anderem
Immunzellen, Fibroblasten und auch die ECM (Venning et al. 2015). Eine Verdnderung des
Mikromilieus kann zu einer Erleichterung der Tumorprogression und des Metastasierungsvorganges
fuhren. Eine veranderte Zusammensetzung der ECM und auch des Kollagens ist in malignen
Tumoren zu erkennen (Kauppila et al. 1998; Zhu et al. 1995; Ramaswamy et al. 2003; Lu et al. 2012).
Diese Veranderungen sind jedoch vielfaltig: es wird von Desmoplasie, also einer Erhéhung der
Kollagenmenge berichtet (Tilbury et al. 2014; Pupa et al. 2002) aber auch von einer verminderten
Kollagenmenge im Vergleich zu gesundem Gewebe (Curino et al. 2005; Wolf et al. 2007) und auch
einer vermehrten Quervernetzung der Fibrillen (Levental et al. 2009). Diese Veranderungen kdnnen
unter dem Begriff des Remodelings zusammengefasst werden (Adur et al. 2014). Remodeling in
maligne entartetem Gewebe dient der erleichterten Tumorprogression und -invasion. An diesem

Prozess sind zahlreiche Strukturen beteiligt, unter anderem Enzyme wie Metalloproteinasen, die in

22



der Lage sind, das hochstabile Kollagen Typ | und auch andere Kollagene abzubauen (Hotary et al.
2000; Fried! und Gilmour 2009). Metalloproteinasen sind die wichtigsten Enzyme in Bezug auf den
Abbau von ECM. lhre Aktivitat steigt in verletztem Gewebe bei Reparaturvorgangen, in entztindetem
Gewebe und auch im Rahmen eines Remodelings in Neoplasien (Bonnans et al. 2014). Durch diese
Enzyme konnen unter anderem Kollagenfibrillen derart neu angeordnet werden, um als ,Pfad” fur
Tumorzellen zu dienen und dadurch eine Invasion zu erleichtern (Friedl und Wolf 2008). Ruokolainen
konnte einen Zusammenhang zwischen der Aktivitat der Matrix-Metalloproteinase-9 und dem
Uberleben von Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren aufzeigen. Patienten mit einer hohen Expression
von MMP-9 zeigten ein signifikant niedrigeres Funf-Jahres-Uberleben als Patienten mit einer

niedrigen Expression (Ruokolainen 2004).

Mit all diesen Erkenntnissen liegt die Vermutung nahe, dass eine Tumorinvasion und Metastasierung
durch veranderte ECM erleichtert wird (Venning et al. 2015).

Die ECM ist daher von grof3em diagnostischem Interesse hinsichtlich Tumorerkrankungen und
erweitert den Blick auf die Dynamik und Reichweite der Verdnderungen in malignen Neoplasien. Ein
Miteinbeziehen der ECM in die Tumorforschung zeigt, dass die Komplexitat dieses Bereichs
weitreichender ist als bei reinem Betrachten auf Zellebene. Jedoch ergeben sich hieraus auch neue

Chancen auf ein breiteres Verstandnis der Ablaufe im Tumorgeschehen.

2.4 Mehrphotonen-Mikroskopie: Second und Third Harmonic Generation Imaging

Die klassische Lichtmikroskopie, sowie auch konfokale Mikroskopie und prinzipiell jedes optische
Phanomen im Alltag unterliegen den Regeln der linearen Optik: ein Kontrast entsteht bei der
Interaktion von Licht mit Materie. Es kommt zu Reflexion, Absorption, Streuung und weiteren Effekten,
jedoch nie zu einer Anderung der Wellenlange des Lichts (Helmchen und Denk 2005). Lichtwellen
beeinflussen sich nicht gegenseitig. Dies kann jedoch bei ausreichend hohen Lichtintensitaten

auftreten, im Sinne nichtlinearer Optik.

SHG und THG sind Teil besagter nichtlinearer optischer Phanomene. Es handelt sich hierbei um eine
Frequenzverdopplung bzw. -verdreifachung: zwei oder drei Photonen (Wellenlange in dieser Arbeit
typischerweise 2800 nm oder 21200 nm) werden koharent an einer Struktur gestreut und bilden
nunmehr ein Photon (Provenzano et al. 2006; Burke et al. 2013). Dieses Photon besitzt nur noch die
halbe oder ein Drittel der ursprunglichen Wellenlange (Abbildung 1, S. 24). Es kommt also zu einer
Vervielfachung der Frequenz, der Bildung sogenannter Harmonischen. Im Gegensatz zur linearen
Optik verandert sich hier also die Wellenldnge des ausgesandten Lichtes. Die Anderung der
Wellenlange durch Nichtlinearitat ermdglicht eine Darstellung von bestimmten Strukturen im Bereich
von sichtbaren Wellenlangen (Aptel et al. 2010). Voraussetzung fur die nichtlineare Optik sind hohe

Lichtintensitaten, welche durch einen gepulsten Laser ermoglicht werden (Dela Cruz et al. 2010).
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Erstmalig wurde SHG in der Theorie von Maria Goppert-Mayer 1931 beschrieben. Sie vermutete ,[...],
dass eine Wahrscheinlichkeit dafur besteht, dass ein angeregtes Atom seine Anregungsenergie in
zwei Lichtquanten aufteilt, deren Energien in Summe die Anregungsenergie ergeben [...]* (Goppert-
Mayer 1931). Praktisch durchgefuhrt wurde diese Idee erstmalig von Kleinman et al. 1962 (Kleinman
1962). Somit ist Higher Harmonic Generation kein Phanomen, welches erst vor Kurzem
nachgewiesen wurde. Hellwarth et al. integrierten schliel3lich 1974 SHG erstmals in ein Mikroskop,
um die kristalline Struktur von Zinkselenid zu untersuchen (Hellwarth und Christensen 1974). Seitdem
gewinnt SHG und auch THG stetig an wissenschaftlichem Interesse und wird von zahlreichen

Arbeitsgruppen verwendet.

SHG

A\ SHG
L] L] L] 1 >

Wellenlange 400nm  600nm  800nm  1000nm  1200nm
> 800nm

L] | | n n L] >
Wellenlange 400nm  600nm  800nm  1000nm  1200nm
>1200nm

Abbildung 1: Second und Third Harmonic Generation Imaging. Prinzip der Frequenzverdopplung (SHG, rot, oben) und

Frequenzverdreifachung (THG, griin, unten) mit jeweiligen Wellenlangen, frei nach (Aptel et al. 2010)

Die Koharenz des einstrahlenden mit dem austretenden Licht unterscheidet SHG/THG von
Fluoreszenz. Hierbei werden die Molekule der bestrahlten Materie angeregt, dies passiert bei
SHG/THG nicht. Die Energie, die auf das Gewebe trifft, wird vom Gewebe im Wesentlichen nicht
aufgenommen und erzeugt somit keinen Energieaustausch mit dem Gewebe. Phototoxizitat sowie
ein Bleicheffekt des Gewebes sind deutlich geringer als beispielsweise bei der
Fluoreszenzmikroskopie (Campagnola und Loew 2003; Zipfel et al. 2003b; Green et al. 2017).
Zusatzlich ist durch die Wellenlange des Lasers im nahen Infrarotbereich eine Eindringtiefe von
mehreren Hundert Mikrometern mit diesem optischen Verfahren mdglich (Campagnola et al. 2002;
Campagnola und Loew 2003). Die Schonung des Gewebes und grof3e Eindringtiefen eréffnen
zusatzlich eine in vivo Anwendung dieses Verfahrens. Dies wurde bereits mehrfach von diversen
Arbeitsgruppen erfolgreich durchgefiihrt (Brown et al. 2003; Wu et al. 2015; Song et al. 2016). Ein
weiterer Vorteil der SHG- und THG-Mikroskopie ist die Mdglichkeit der Kombination mit weiteren
optischen Verfahren wie Zwei-Photonen-Fluoreszenzmikroskopie (TPEF) oder Coherent Anti Stokes
Raman Scattering-Mikroskopie (CARS) (Campagnola und Loew 2003), auf welche in dieser Arbeit

jedoch nicht weiter eingegangen werden soll. Durch unterschiedliche Detektoren kdonnen diese
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verschiedenen optischen Verfahren gleichzeitig ablaufen. So kann ein maximaler Informationsgewinn
aus Gewebeproben und auch aus vitalem Gewebe erzielt werden.

Die Entstehung der Frequenzverdopplung (SHG) basiert auf der dielektrischen Hyper-Suszeptibilitat
x?, eine Materialkonstante, welche nur in nicht-inversionssymmetrischen Anordnungen von
Molekilen einen Wert ungleich Null annimmt (Tilbury und Campagnola 2015). Ihr Wert ist
ublicherweise in Kollagen sowie Myosin und Mikrotubuli relativ hoch (Green et al. 2017). SHG kann
also nur an Strukturen mit den geeigneten geometrischen Eigenschaften auftreten (Tilbury und
Campagnola 2015; Campagnola et al. 2002).

Die Starke des SHG-Signals ist abhangig von der Anordnung, Menge und dem Durchmesser der
Kollagenfasern (Conklin et al. 2011; Wu et al. 2015; Plotnikov et al. 2006). GleichmaRige, linear
angeordnete Fasern erzeugen ein starkeres Signal als ungeordnete Fasern. So kann Gewebe mit
wenig, jedoch sehr gleichmalig angeordneten Kollagenfasern ein intensiveres Signal erzeugen als
Gewebe mit vielen, jedoch ungeordneten Fasern (Conklin et al. 2011). THG entsteht an
Membrangrenzen und optischen Inhomogenitaten (Adur et al. 2011; Aptel et al. 2010; Rehberg et al.
2011; Oron et al. 2004). Starke THG-Signale werden vor allem an Grenzen zwischen einem Medium
mit hohem Fettgehalt und einem Medium mit hohem Flussigkeitsgehalt generiert. Homogene Medien
hingegen emittieren kaum Signale (Aptel et al. 2010). Somit kann THG prinzipiell an jeder
Membrangrenze generiert werden, es sind keine speziellen Symmetrievoraussetzungen wie bei SHG
notig. Grundsatzlich ist SHG- bzw. THG-Mikroskopie mit verschiedensten Ausgangs-Wellenlangen
maoglich (Weigelin et al. 2016). Mit einer Wellenlange 2800 nm fur SHG und = 1200 nm far THG
befindet man sich jedoch im Nah-Infrarotbereich und bei einer Halbierung bzw. Drittelung dieser
Werte im optimalen Wellenlangenbereich fir das menschliche Auge und entscheidet sich somit fur
diese Wellenlangen.

Zusammengefasst bietet das Feld der nichtlinearen Optik und speziell Higher Harmonic Generation
wie SHG und THG zahlreiche Vorteile gegenuber linearer Optik: Eindringtiefen von mehreren Hundert
Mikrometern durch Wellenlangen im Nah-Infrarotbereich, geringe Phototoxizitdt sowie kaum
Bleichung durch eine fehlende energetische Anregung des Gewebes sowie eine Unabhangigkeit von

Farbemethoden durch die Nutzung endogener Kontraste wie Symmetrieeigenschaften.

2.5 Kollagen und Second Harmonic Generation Imaging

Fibrillare Kollagene zeigen durch ihre nicht-inversionssymmetrische Struktur optimale
Voraussetzungen fur eine Darstellung mittels SHG-Mikroskopie. Vor allem die Subtypen | und Il
generieren ein starkes SHG-Signal (Ranjit et al. 2015; Rehberg et al. 2011). Kollagen Typ | ist das im
menschlichen Korper am haufigsten vorkommende Kollagen (Nicol et al. 2018) und eignet sich
aufgrund der Menge in menschlichem Gewebe und der geometrischen Gegebenheiten
aulBerordentlich gut fur die SHG-Mikroskopie. Zusatzlich ist die bei zahlreichen Pathologien
auftretende Veranderung der ECM im Allgemeinen und Kollagen im Speziellen von immer gré3erem
Interesse. Die Rolle der Extrazellularmatrix in der Tumorprogression wird weiterhin geklart und ist
Gegenstand aktueller Forschung (Cox und Erler 2011; Devendra et al. 2018). Es lasst sich jedoch
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bereits zeigen, dass Veranderungen der Bestandteile der ECM gravierenden Einfluss auf
Tumorprogression und Metastasierung haben (Ruokolainen 2004; Chen et al. 2019). So kann eine
verlassliche, detaillierte Interpretation von Kollagenfasern hilfreiche Erkenntnisse in Bezug auf das
Verstandnis von Tumorerkrankungen erbringen. All diese Punkte zeigen, dass das SHG-Imaging von

fibrillarem Kollagen héchst interessant und vielversprechend ist.
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3 Zielsetzung

Die Extrazellularmatrix ist ein essenzieller Aspekt der Tumorigenese: sie kann als Barriere bei der
Tumorinvasion dienen, diese jedoch auch erleichtern. Signalwege kénnen — durch die ECM initiiert —
einen grolRen Einfluss auf die Tumorentstehung und auch Metastasierung nehmen. Veranderungen
bestimmter Bestandteile der ECM, wie des Kollagens, kdnnten durch spezifische Veranderungen als
Biomarker verschiedener Tumorarten dienen. Noch liegt das Hauptaugenmerk der Diagnostik von
Tumoren auf Verdnderungen der Zellen, weniger auf dem umliegenden Gewebe der ECM. Diese
kann jedoch weitere nutzliche Erkenntnisse bezlglich der Entstehung, Invasion und Metastasierung
von Tumoren erbringen. Als Hauptbestandteil der ECM ist hier das Kollagen von besonderem
Interesse und im Zentrum dieser Arbeit. Nichtlinear optische Verfahren wie Higher Harmonic
Generation ermoglichen seit mehreren Jahrzehnten eine detaillierte Beurteilung von Gewebe, SHG
vor allem von nicht-inversionssymmetrischen Strukturen wie fibrillarem Kollagen. Dies ist von hohem
klinischen Interesse, da es sich um ein gewebeschonendes Verfahren handelt, welches ohne
Farbung hochspezifisch Kollagen darstellt. /n vivo-Mikroskopie ist gewebeschonend mdglich und
wurde bereits mehrfach erfolgreich durchgefuhrt. Ein klinischer Gebrauch dieser Art von Mikroskopie,
unter anderem auch im Sinne einer Mikroendoskopie, ist aktuell in der Erprobung und &ufRerst
vielversprechend.

Diese Arbeit dient der Darstellung dieses optischen Verfahrens und sowie der moglichen Anwendung

im klinischen Gebrauch.

Folgende Ziele wurden definiert:
— Darstellung von Kollagen mittels SHG und Zellverbdnden mittels THG von Tumorgewebe
(n=10) sowie gesunder Schleimhaut (n=10) an einem Mehrphotonen-Mikroskop
— Vergleich der erhaltenen SHG- und THG-Signale mit etablierten Farbungen (Immunhistologie
und Elastica van Gieson)

— Interpretation des fibrillaren Kollagens in oben genanntem mittels f/b-Ratio
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4 Material und Methoden

4.1 Versuchsaufbau

Der Ablauf der Experimente ist in folgender Abbildung dargestellt:

n=10 Tumaor gesundes Gewebe  n=10

Immunhistologie Konsekulive Kansakugwe

Coll | P Hamalaun = Elastica van Gieson
[=dyim) ‘ {=4pm) ‘
. . : Multiphoton- . : :
Lichtmikroskopie TR Lichtmikroskopie
SHG THG
L1
Vergleich

Abbildung 2: Ablauf der Experimente

Insgesamt wurde Gewebe von zehn Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren untersucht, dabei handelt es
sich um acht Oropharynxkarzinome sowie zwei Hypopharynxkarzinome. Es wurden zwei
Gewebeproben pro Patienten untersucht, jeweils tumorése und gesunde Schleimhautabschnitte, also
insgesamt 20 Proben. Die verschiedenen histologischen Schnitte wurden fur die Untersuchung am
Lichtmikroskop immunhistologisch mit Coll-1-Antikérper und mit Elastica van Gieson gefarbt, fur die
Untersuchung am Mehrphotonen-Mikroskop mit Hamalaun. Es wurde darauf geachtet, sukzessive

Schnitte zu verwenden, um einen genaueren Vergleich zu ermoglichen.

4.2 Mehrphotonen-Mikroskop

Das in dieser Arbeit verwendete Mehrphotonen-Mikroskop bestand aus einem TriM Scope, einer
Mehrphotonen-Mikroskop-Plattform (LaVision Biotec, Bielefeld), kombiniert mit einem Olympus BX51
Mikroskop (Olympus, Hamburg) und einem gepulsten Femtosekunden-Titan-Saphir-Laser (Coherent,
Dieburg). Der Laser ist in der Lage, Wellenlangen zwischen 500 nm und 900 nm zu generieren. Ein
OPO, also ein optisch-parametrischer Oszillator (APE, Berlin), welcher die Wellenlange auf bis zu

1300 nm verlangern kann, wurde bei Bedarf fir die Generierung der THG-Signale eingesetzt. Fur alle
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Experimente wurde ein Olympus 20x/0.95 W Objektiv mit einer Arbeitsdistanz von zwei Millimetern
verwendet. Photomultiplier (Hamamatsu Photonics, Japan) in Kombination mit entsprechenden
Filtern wurden zur Detektion der Signale eingesetzt. Detektoren, welche die vorwarts- und rtickwarts

gerichteten Signale aufnehmen, sind in Tabelle 5 zusammengestelit.

Tabelle 5: Die drei verwendeten Detektoren des Mehrphotonen-Mikroskops mit detektiertem Wellenlangenbereich und Richtung des

Signalempfangs

Detektierter Wellenlangenbereich Richtung des Signalempfangs

417-477 nm rickwarts gerichtet
FA417-477 nm vorwarts gerichtet
584-664 nm rackwarts gerichtet

Die Einstellung der Detektoren sowie Intensitat und Wellenlangen des Lasers wurden fir alle
Gewebeproben gleich gewahlt und unverandert genutzt, um eine Vergleichbarkeit der Signale zu

gewabhrleisten.

Abbildung 3: Schematischer, vereinfachter Aufbau des Mehrphotonen- Mikroskops und der Streuung der Photonen. Detektor bshc ist

ruckwarts gerichtet (backward), Detektor fsne vorwarts gerichtet (forward).

4.3 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 6: In der Arbeit verwendete Verbrauchsmaterialien

Artikel Hersteller

Corning® Costar® Stripette Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen

Einmalglaspipetten Costar, New York (USA)
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Handschuhe Peha-Soft Latex

Vector Laboratories, Burlingame (USA)

Objekttrager ,Super Frost”

Nunc, Wiesbaden

Parafilm

Nunc, Wiesbaden

Pipettenspitzen

Starlab, Hamburg

Reagenzreservoir

Costar, New York (USA)

Safe Seal Tips Professional

Biozym, Hessisch Oldendorf

Sterilfilter

Millipore, Wiesbaden

Einbettmedium Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound

Sakura Finetek Europe B.V., Alphen aan den

Rijn (NL)

ZentrifugengefalRe 15 mL/ 50 mL

Becton Dickinson, Heidelberg

4.4 \Weitere Gerate

Tabelle 7: In der Arbeit verwendete Gerate

Autoklave-System Systec 95

Systec GmbH, Wettenberg

Einkanalpipette , Transferpette®

Brand GmbH, Wertheim

Gefrierschrank (-20 °C, -80 °C)

Liebherr, Ochsenhausen

Kihlschrank (4 °C)

Liebherr, Ochsenhausen

Magnetriihrer mit Heizblock

Janke & Kunkel, Staufen

Mikroliter Pipetten

Gilson Inc., Middleton (USA)

pH-Meter

WTW, Weilheim

Sicherheitswerkbank HLB 2448 GS

Heraeus Holding GmbH, Hanau

Vortex Mixer

IKA Works Inc., Wirmington (USA)

Waage CP 4202 S

Sartorius, Goéttingen

Zentrifuge 5415 R

Eppendorf AG, Hamburg
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4.5 Praparation der Gewebeproben

Das Gewebe wurde direkt nach der operativen Entfernung schockgefroren. Mithilfe von Tissue-Tek®
O.C.T.™ wurden die Praparate eingebettet in einem Kryostaten bei -20 °C vier Mikrometer dick
geschnitten und direkt auf Objekttrager aufgetragen. Nach Trocknung und Fixierung mit Aceton waren

die Schnitte bereit zur weiteren Verwendung.

4.6 Farbungen und Antikorper

Tabelle 8: Durchgefiihrte Farbungen

Farbung Bestandteile Hersteller

Hamalaun Hamalaun Merck KGaA, Darmstadt
Elastica van Resorcin-Fuchsin Morphisto

Gieson Pikrofuchsin

Salzsaure Alkohol einprozentig
Weigert Eisenhamatoxylin (Ethanol,

Hamatoxylin)

Immunhistologie | Anti-Coll-I-Antikdrper Abcam (ab21286)
Kollagen Typ 1 | biotinylierter anti-Maus-Antikorper
Brij© 15% Sigma-Aldrich GmbH,
Pferdeserum Taufkirchen

4.6.1 Immunhistologie

Konventionelle Immunhistologie wurde angewandt, um Kollagen-Typ-1-Strange im Gewebe
erkennbar zu machen. Dieser Kollagen-Subtyp zeichnet sich durch eine nicht-
inversionssymmetrische Struktur aus, welche eine Voraussetzung fur das Imaging mit SHG ist (Ranijit
et al. 2015).

Tabelle 9: Verbrauchslésungen Immunhistologie

L6sung Zusammensetzung

PBS 8,0 g NaCl, 0,2 g KCI, 1,15 g Na2HPO4, 0,2 g
KH2PO4 in 1L

TRIS Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

Pferdeserum 1:100, 200 pl pro Praparat
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1. Antikorper Coll 1

1:100, in PBS, 100 pL pro Praparat

2. Antikorper bioM

1:100, in TRIS, 100 pL pro Praparat

Hamalaun

100 mL Hémalaun gefiltert + 5 pL

Natriumacetat

3-Amino-9-ethyl-Carbazol

Eine Tablette in Natriumacetat + 100 pL H20>

Farbeprotokoll:

Tabelle 10: Farbeprotokoll Immunhistologie

%] 30 Auftauen

Aceton 5 Fixieren

%] 10 Lufttrocknen

Paraformaldehyd 5 Fixieren

PBS 1 Spulen

PBS 5 Spulen

PBS 5 Spulen

PBS 5 Spulen

500 pL H202in PBS 5 Zerstoren der endogenen Peroxidase
PBS 5 Spulen

Pferdeserum 30 Blockieren unspezifischer Bindungen
Coll 1 120 Binden des ersten Antikorpers

PBS 1 Spulen

PBS 5 Spulen

PBS + Detergenz Brij© 5 Herabsetzen der Oberflachenspannung
bioM 30 Binden des zweiten Antikorpers

PBS 1 Spulen

PBS 5 Sptlen

PBS Sptlen

PBS + Brij© 0] Herabsetzen der Oberflachenspannung
ABC 30 Markieren

PBS 5 Sptlen

PBS 5 Sptlen
3-Amino-9-ethyl-carbazol-Tablette | 5 Farben

in Natriumacetat + 100 pL H>O2

Aqua nondest. 10 Spulen

Hamalaun + Ammoniak+ Aqua %] Gegenfarben

dest.

Aqua dest. 1 Sptlen

Aqua dest. 1 Sptlen

Aqua nondest. 2-5 Sptlen

Eindeckmittel Gelatine 1] Eindecken
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4.6.2 Elastica van Gieson

Durch die Immunhistologie wird Kollagen Typ | dargestellt, durch SHG fibrillares, nicht
inversionssymmetrisches Kollagen (v.a. Typ [, Il). Um einen Eindruck des gesamten in den
Praparaten vorhandenen Kollagens zu erhalten, ist jedoch eine andere Farbung nétig. Die Elastica
van Gieson-Farbung farbt Kollagenfasern unabhangig vom Fasertyp an. Sie dient hauptséchlich zur
Unterscheidung zwischen Kollagen- und elastischen Fasern (Kazlouskaya et al. 2013). Hier ist sie
jedoch nutzlich, um das gesamte Kollagen in den Praparaten sichtbar zu machen, unabhangig vom

Fasertyp.

Farbeprotokoll:

Tabelle 11: Farbeprotokoll Elastica van Gieson

%] 30 Auftauen
Ethanol 96%, vergallt 2 Wassern
Ethanol 80%, vergallt 2 Wassern
Ethanol 70%, vergallt 2 Wassern
Paraformaldehyd 5 Fixieren
Aqua nondest. 1 Spulen
Resorcin-Fuchsin 20 Elasticafarbung
Aqua nondest. 1 Spulen
Weigerts Eisenhdmatoxylin 15 Kernfarbung
Aqua nondest. 10 Auswaschen
Aqua dest. 5 Spulen
Pikrofuchsin 5 Farben
Aqua dest. 5 Spulen
Ethanol 96%, vergallt 2 Entwassern
Ethanol 96%, vergallt 2 Entwassern
Isopropanol (2-Propanol) 2 Entwassern
Xylol 5 Entwassern
Xylol 5 Entwassern
Eindeckmittel (xylolhaltig) %) Eindecken

4.6.3 Hamalaun

Konsekutive Schnitte der Gewebeproben wurden mit Hamalaun angefarbt und anschlielend am

Mehrphotonen-Mikroskop analysiert. Hamalaun verfélscht die SHG-/THG-Signale nicht, erleichtert
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jedoch die Orientierung im Préparat. Das THG-Signal wird zudem verstéarkt und somit Zellkerne und

-grenzen besser erkennbar (Tuer et al. 2010).

Farbeprotokoll:

Tabelle 12: Farbeprotokoll Hamalaun

%] 30 Auftauen
Aceton 5 Fixieren

%] 10 Lufttrocknen
Paraformaldehyd 5 Fixieren
PBS 1 Spulen
PBS 5 Spulen
PBS 5 Spulen
PBS 5 Spulen
Hamalaun 1-2 Farben
Aqua nondest. 10 Spulen
Eindeckmittel Gelatine %] Eindecken

4.7 Sonstige Materialien

FIJI (“FIJ1 Is Just Image J”) ist eine kostenfreie Software zur Bildanalyse (Schindelin et al. 2012).
Mithilfe dieses Programmes wurde die f/b-Ratio der Gewebeproben berechnet, Bildrekonstruktionen
angefertigt und alle Abbildungen von Gewebeproben in dieser Arbeit erstellt. Zur Berechnung der f/b-
Ratio wurden die vorwarts gerichteten Signale durch die rickwaérts gerichteten dividiert. Der Mittelwert
der Pixelintensitat, maximale und minimale Werte sowie Median wurden berechnet, um eine
detaillierte Aussage zu ermdglichen. Dies erfolgte zum einen fur das jeweilige Gesamtbild, sowie
auch fur einen selektierten Bereich als Region of interest (ROI), welche fir jedes Bild individuell
ausgewahlt wurde. Die ROI enthalt immer den signalstarksten Teil des Bildes, also den Bereich,
welcher moglichst viel Kollagen enthélt. Weiteres zur genauen Anwendung von FIJI ist in Kapitel 5.3

beschrieben.

4.8 Durchfuhrung am Mehrphotonen-Mikroskop

Die immunhistologisch und mit Elastica van Gieson gefarbten Praparate wurden am Lichtmikroskop
analysiert, die ausschliel3lich mit Hamalaun angefarbten Praparate am Mehrphotonen-Mikroskop.
Bereiche, welche sich in der Immunhistologie kollagenreich darstellten, wurden ebenso wie eindeutig
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tumorbefallene bzw. tumorfreie Bereiche am Lichtmikroskop fotografiert und dokumentiert. Diese
Bereiche wurden anschlieend in den konsekutiven, Hamalaun-gefarbten Schnitten am
Mehrphotonen-Mikroskop analysiert. Die Hamalaun-Farbung erleichterte die Orientierung im
Praparat. SHG-Signale wurden sowohl rickwarts- als auch vorwarts gerichtet nacheinander
detektiert, THG-Signale wurden vorwarts gerichtet detektiert. Die Intensitdt des Lasers, Sensibilitat
der Detektoren sowie die jeweils nodtigen Wellenlangen blieben bei allen Experimenten unverandert,
um eine direkte Vergleichbarkeit zu erreichen. Die Wellenlange des Lasers fur SHG betrug 834 nm,
fur THG 1275 nm. Um die fur das THG-Signal erforderliche Wellenlange von mehr als 1200 nm zu
erhalten, wurde ein OPO verwendet. Diese Schritte wurden an allen Praparaten durchgefuhrt und die
Bildinformationen als Rohdaten gesammelt. Die Rohdaten bestehen aus einzelnen Pixeln, die in einer
ausgewahlten ROI befindlich waren. So setzt sich eine ROI aus mehreren hundert Pixelwerten
zusammen. Da der Laser des Mehrphotonen-Mikroskops jede Region und jedes Pixel nacheinander
abrastert, erhalt man verschiedene, voneinander unabhangige Pixelwerte, die dann in einem

Mittelwert pro ROl zusammengefasst werden. Hierauf wird in Kapitel 5.3 genauer eingegangen.

35



5 Ergebnisse

Der Ergebnisteil gliedert sich in zwei Abschnitte: einen Vergleich des SHG-Signals mit
immunhistochemischen und cytochemischen Farbungen der betroffenen Fasern und eine
detailliertere Auswertung der Bilddaten zur Interpretation der SHG-Signale. Im ersten Abschnitt liegt
der Fokus auf der Darstellung von Kollagenfibrillen ohne einen Vergleich von gesundem und
malignem Gewebe. Dies erfolgt zum einen mittels der Rohdaten aus dem Mehrphotonen-Mikroskop
und zum anderen durch einen Vergleich der SHG-Signale mit etablierten histologischen Farbungen,
Immunhistologie mit Coll-1-spezifischen Antikdrpern und Elastica van Gieson.

Der zweite Abschnitt beschatftigt sich mit der Morphologie des Kollagens in gesundem, verglichen mit
maligne entartetem Gewebe. Hier wurde die forward — to backward — ratio (f/b), eine Interpretationsart
des SHG-Signals verwendet. Darauf soll in Kapitel 5.3 genauer eingegangen werden. Mit den
generierten THG-Signalen wurde keine f/b-Ratio durchgefihrt, mittels THG keine Aussage zu
fibrillarem Kollagen getroffen werden kann. THG diente in dieser Arbeit vielmehr als eine Ergénzung

durch Darstellung von Zellverbanden und Membrangrenzen des untersuchten Gewebes.

5.1 SHG-Signal

Das SHG-Signal beruht auf den nicht-inversionssymmetrischen Eigenschaften von fibrillaren
Kollagenen, Myosin und Mikrotubuli (Burke et al. 2013; Campagnola und Loew 2003; Zipfel et al.
2003). Das fibrillare Kollagen, vor allem Kollagen Typ | wurde hier mithilfe des Mehrphotonen-
Mikroskops detailliert dargestellt. Dies wurde an allen untersuchten Gewebeproben aus dem Kopf-
Hals-Bereich, sowohl gesundem als auch Tumorgewebe durchgefuhrt (n = jeweils 10). Abbildung 4
zeigt eine reprasentative Darstellung dieser Fibrillen in gesundem Gewebe, Abbildung 5 stellt THG-
Signale an Zellgrenzen in gesundem Gewebe dar.

Zu erwahnen sei, dass die dargestellten Abbildungen 4 und 5 (Seite 37) den generierten Rohdaten
entsprechen. Alle folgenden Abbildungen wurden durch Nachbearbeitung digital eingefarbt, um vor
allem bei digital tibereinander gelegten SHG-THG-Bildern die Ubersichtlichkeit zu gewéhren. Das

SHG-Signal wurde dabei stets in Rot, das THG-Signal stets in Griin dargestellt.
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Abbildung 4: SHG-Signal an Kollagenfibrillen in gesundem Gewebe, links in der Ubersicht, rechts in der Detailaufnahme unter Angabe des
GroRenbalkens (links 100 pm, rechts 25 pm)
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Abbildung 5: THG-Signal an Zellgrenzen in gesundem Gewebe, links in der Ubersicht, rechts in der Detailaufnahme unter Angabe des
GroRenbalkens (links 100 pm, rechts 25 pm)
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5.2 Vergleich der Farbungen mit SHG

Der Fokus dieses Abschnittes liegt auf dem Vergleich verschiedener Farbungen mit dem generierten
SHG-Signal. Etablierte (immun-)histologische Farbungen wurden mit SHG verglichen, um
herauszufinden, ob dieses tatséchlich spezifisch Kollagenfibrillen sichtbar macht. Gezeigt wurde dies
bereits in zahlreichen Experimenten von verschiedensten Arbeitsgruppen (Rivard et al. 2014;
Williams et al. 2005; Tilbury und Campagnola 2015). Wichtig ist jedoch, fur die eigenen Experimente
zu beweisen, dass die Bedingungen erfillt sind, um ein korrektes SHG-Signal zu erhalten. Gemeint
ist damit die richtige Einstellung am Mehrphotonen-Mikroskop hinsichtlich Wellenlange, Detektoren

und Laser-Intensitat.

5.2.1 Immunhistologie und SHG

Die Immunhistologie mit Coll-1 spezifischen Antikdrpern und das SHG-Signal markierten den Anfang
des Projektes. Bereiche, die sich in der Immunhistologie kollagenreich darstellten, wurden am
Mehrphotonen-Mikroskop ebenfalls dargestellt. Hierbei wurden jedoch lediglich mit Hamalaun
angefarbte Schnitte verwendet. Konsekutive Schnitte wurden jeweils in der Immunhistologie mit Coll-
I-spezifischen Antikérpern und Hamalaun angefarbt und an den verschiedenen Mikroskopen
untersucht. So konnte ein direkter Vergleich stattfinden.

Es zeigte sich, dass das Kollagen Typ I, welches durch die Immunhistologie angeféarbt wurde, auch
als SHG-Signal sichtbar ist. Dies wurde an zwei verschiedenen Bereichen pro Gewebeprobe in allen
20 Gewebeproben (Tumorgewebe n = 10, gesundes Gewebe n = 10) durchgefihrt. Somit konnte
bewiesen werden, dass mithilfe von SHG spezifisch Kollagen nachgewiesen werden kann
(Abbildungen 6, 7, Seiten 38 und 39). Dies gilt selbstverstandlich nur fir die Subtypen des Kollagens
ohne Inversionssymmetrie, hier vor allem Kollagen Typ I.

Tumorgewebe unter Angabe des Grof3enbalkens (100 um). Links ist das Kollagen in Braun dargestellt, Zellkerne

und Zytoplasma in Blau. Rechts zeigt sich Kollagen als SHG-Signal in Rot, Zellkerne und Zytoplasma als THG-
Signal in Grin.
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Abbildung 7: Vergleich Immunhistologie gegen Coll-I (links) mit SHG+THG (rechts) von sukzessiven Schnitten von

Tumorgewebe unter Angabe des GréRRenbalkens (50 um). Links ist das Kollagen in Braun dargestellt, Zellkerne
und Zytoplasma in Blau. Rechts zeigt sich Kollagen als SHG-Signal in Rot, Zellkerne und Zytoplasma als THG-

5.2.2 Elastica van Gieson und SHG

Die Elastica van Gieson-Farbung farbt Kollagen unabhangig vom Fasertyp an (Kazlouskaya et al.
2013). Um herauszufinden, ob es sich tatséchlich vor allem um Kollagen Typ | in den
Gewebepréparaten handelt oder doch noch weitere Subtypen vorhanden sind, wurde diese Farbung
durchgefuhrt. Nur die nicht-inversionssymmetrischen Kollagentypen sind mithilfe von SHG sichtbar
zu machen und deshalb hier von Bedeutung. Der Vergleich von SHG-Bildern mit Farbungen mittels
Elastica van Gieson zeigt, dass Letztere mehr Kollagen sichtbar macht als SHG, da in Geweben mit
viel Extrazellularmatrix verschiedene Kollagentypen anzutreffen sind (Abbildungen 8 und 9, Seite 40).
Die Fasern, die als SHG-Signal zu sehen sind, werden ebenfalls durch die Elastica van Gieson-
Farbung sichtbar gemacht. Das SHG-Signal wird aber nur an geometrisch geeigneten Strukturen
generiert und dementsprechend nicht an allen Kollagenfasern, die durch Elastica van Gieson sichtbar
gemacht werden. Somit ist bewiesen, dass SHG gezielt Kollagenfasern mit nicht-

inversionssymmetrischer Struktur darstellt.
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Abbildung 9: Vergleich Elastica van Gieson (links) mit SHG+THG (rechts) in sukzessiven Schnitten von gesundem
Gewebe unter Angabe des GroéfRenbalkens (25 um). Links sind Kollagenfasern in Magenta dargestellt, rechts in

Rot.
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Abbildung 8: Vergleich Elastica van Gieson (links) mit SHG+THG (rechts) in sukzessiven Schnitten von gesundem
Gewebe unter Angabe des GrofRenbalkens (50 um). Links sind Kollagenfasern in Magenta dargestellt, rechts in

Rot.
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5.2.3 Vergleich aller Farbemethoden

Vergleicht man alle drei Nachweismethoden miteinander, wie in Abbildung 10 dargestellt, sind grol3e
Ubereinstimmungen der Kollagenexpressionsmuster zu erkennen. Da es sich um konsekutive und
nicht die exakt gleichen Schnitte handelt, sind geringfligige Unterschiede zwischen den
verschiedenen Abbildungen zu erkennen. Es handelt sich jedoch um denselben Bereich innerhalb

der Gewebeprobe. Ein direkter Vergleich der durch die drei vorgestellten Methoden dargestellten

Kollagenfibrillen ist somit moglich.
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Abbildung 10: Vergleich Immunhistologie Coll-I (oben),
Elastica van Gieson (mittig) und SHG+THG (unten) in

sukzessiven Schnitten von gesundem Gewebe unter

Angabe des GrolRenbalkens (50 pm).
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5.3 Qualitative und quantitative Auswertung von SHG-Messungen in gesunden und

malignen Geweben aus dem Kopf-Hals-Bereich

In Kapitel 2.4 wurde erwahnt, dass die Signalstarke von SHG nicht nur abhangig von der Menge des
Kollagens, sondern auch von der Anordnung und dem Durchmesser der Kollagenfibrillen ist (Wu et
al. 2015). Hier lasst sich jedoch noch ein weiterer Faktor unterscheiden: vorwarts und rickwarts
gerichtete Signale. Diese Signale stellen einen Hauptteil der Auswertung in diesem Projekt dar.

Hierauf soll im folgenden Kapitel genauer eingegangen werden.

Von allen Bereichen, die mit dem Mehrphotonen-Mikroskop analysiert wurden, entstanden jeweils
zwei Aufnahmen: eine, die das vorwarts gerichtete Signal widerspiegelte und eine mit rickwarts
gerichtetem Signal. Diese Aufnahmen sind das Ergebnis der verschiedenen Detektoren. Das
vorwarts gerichtete Signal wird von einem Detektor, welcher unterhalb des Gewebepréparats liegt,
aufgefangen. Das ruckwarts gerichtete Signal hingegen gelangt an einen Detektor, der oberhalb des
Praparats liegt (vgl. Abbildung 3, S. 31). Diese beiden Detektoren erhalten somit unterschiedliche
Informationen: das vorwarts gerichtete Signal fsne beinhaltet die Photonen, die durch das Gewebe
hindurchgelangt sind und den Detektor hinter dem Gewebe erreichten. Das Ruckwarts-Signal bshc
entspricht den reflektierten, am Gewebe gestreuten Photonen, welche nicht durch das Gewebe
gelangten und von dem Detektor, der sich oberhalb des Gewebes befindet, erkannt wurden. Je
dichter das Gewebe ist, desto mehr Photonen werden in ihrem Verlauf durch das Gewebe gestreut
und &ndern ihre Richtung. Erfahrt ein Photon keine Streuung, wird von einem ,scattering mean-free-
path® gesprochen (Helmchen und Denk 2005). In diesem Falle wirde man ein rein vorwarts
gerichtetes und kein rickwarts gerichtetes Signal erhalten. Beide Signale erbringen wichtige
Informationen tber die Anordnung und Menge der Kollagenfibrillen im Gewebe. (Chen et al. 2012;
Tilbury und Campagnola 2015; Han und Brown 2010).

Aus dem vorwarts gerichteten Signal fsne und dem rlckwarts gerichtetem bshe kann ein Verhdltnis
gebildet werden, fsuc/bshe. Mittels der fspe/bshe-Ratio konnte bereits zwischen Gewebe gesunder
Ovarien und Ovarialkarzinomen ex vivo unterschieden werden. Nadiarnykh et al. untersuchten
menschliche Biopsate von gesunden Ovarien und Ovarialkarzinomen. In allen Gewebeproben
(gesundes Ovarialgewebe n = 5, Ovarialkarzinome n = 3) zeigte sich eine hohere f/b-Ratio in
gesundem als in maligne entartetem Gewebe (Nadiarnykh et al. 2010). Die Begrtindung ist, dass je
geordneter und linearer Kollagenfibrillen im Gewebe vorliegen, desto gréRer fsne/bshe aufgrund der
geringeren Streuung der Photonen ist (Ajeti et al. 2011). Dies bedeutet, dass nur ein geringer Teil der
emittierten Photonen an Kollagenfibrillen zerstreut und reflektiert wird. Mit der Annahme, dass
Tumorgewebe keinem kontrollierten Wachstum unterliegt, kann hier im Umkehrschluss eine geringe
fshe/bshe-Ratio erwartet werden. Ungeordnete Fibrillen fuhren zu einer verstarkten Zerstreuung der
Photonen und damit zu einer niedrigen fsne/bsne-Ratio. Die Abbildungen 11 und 12 zeigen fsnc und

bshe jeweils in gesundem (Abbildung 11, Seite 43) und Tumorgewebe (Abbildung 12, Seite 43).
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Abbildung 11: SHG-Signal von gesundem Gewebe aus dem Kopf-Hals-Bereich. Gezeigt sind représentative Beispiele der Bestimmung der
Pixelintensitat des vorwarts- (links) und riickwarts gerichteten SHG-Signals (rechts) unter Angabe des GréRRenbalkens (50 um). Das fshe-
Signal wird durch den vorwarts gerichteten Detektor mit detektierbarem Wellenlangenbereich von 417-477 nm aufgefangen, das bsne-Signal
durch den vorwarts gerichteten Detektor mit gleichem detektierbarem Wellenlangenbereich.

Abbildung 12: SHG-Signal von Tumorgewebe aus dem Kopf-Hals-Bereich. Gezeigt sind reprasentative Beispiele der Bestimmung der
Pixelintensitat des vorwarts- (links) und rickwarts gerichteten SHG-Signals (rechts) unter Angabe des GréRenbalkens (50 pm). Das fsHe-
Signal wird durch den vorwarts gerichteten Detektor mit detektierbarem Wellenlangenbereich von 417-477 nm aufgefangen, das bsns-Signal

durch den vorwarts gerichteten Detektor mit gleichem detektierbarem Wellenldngenbereich.
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Des Weiteren kann die Signalstarke des SHG-Signals anhand von Pixelintensitdten gemessen
werden (Abbildungen 13-15, Seiten 44 und 45). Hierzu wird mithilfe von FIJI das gesamte Bildareal
ausgewahlt und mittels Analyse-Funktion des Programmes eine automatische Messung der Intensitat
jedes einzelnen Pixels im Bild durchgefuhrt. Eine Darstellung in Falschfarben vereinfacht die bildliche

Interpretation des Bildes. Eine farbkodierte Skala zeigt die Pixelintensitaten in absoluten Zahlen. Ein

GroélRenbalken wurde zusatzlich eingefigt.

Abbildung 13: Pixelintensitat der vorwérts- und riickwarts gerichteten SHG-Signale in gesundem Gewebe aus dem Kopf-Hals-Bereich.
Gezeigt sind reprasentative Beispiele der Bestimmung der Pixelintensitét des vorwarts- (links) und ruckwarts gerichteten SHG-Signals

(rechts) unter Angabe des GrofRenbalkens (50 pum). die farbskalierte Pixelintensitét ist in jedem représentativen Bild angegeben.

Abbildung 14: Pixelintensitat der vorwarts- und riickwarts gerichteten SHG-Signale in Tumorgewebe aus dem Kopf-Hals-Bereich. Gezeigt
sind reprasentative Beispiele der Bestimmung der Pixelintensitat des vorwarts- (links) und riickwarts gerichteten SHG-Signals (rechts) unter
Angabe des GroRenbalkens (50 um). die farbskalierte Pixelintensitét ist in jedem reprasentativen Bild angegeben.
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Abbildung 15: Pixelintensitat der vorwéarts- und riickwarts gerichteten SHG-Signale in Tumorgewebe aus dem Kopf-Hals-Bereich. Gezeigt
sind reprasentative Beispiele der Bestimmung der Pixelintensitat des vorwarts- (links) und riickwarts gerichteten SHG-Signals (rechts) unter
Angabe des GréRenbalkens (50 pm). die farbskalierte Pixelintensitét ist in jedem repréasentativen Bild angegeben.

Die Bilder wurden in Rohform in FIJI gedffnet und nacheinander bearbeitet. Zunachst wurde bei allen
Originalbildern der Hintergrund gemessen. Dieser wurde vom gesamten Bild subtrahiert. Die Bilder
wurden anschlieBend auf Typ 32-bit umgewandelt. Danach wurden die fsue-Bilder punkteweise durch
die dazugehorigen bsnc-Bilder dividiert. Hierbei wurde stets in jedem Originalbild der Abschnitt mit
dem intensivsten SHG-Signal, also mit dem kollagenreichsten Gewebe als ROI ausgewéhlt, um eine
madglichst groR3e Vergleichbarkeit zu erreichen. Diese Region setzt sich aus zahlreichen einzelnen
Pixelwerten zusammen, welche vom Laser des Mehrphotonen-Mikroskops einzeln abgerastert
werden. Eine ROI besteht also aus mehreren hundert einzelnen Pixelwerten, die zusammengeflgt
werden. So wird eine detaillierte Bildinformation zur Verfigung gestellt. Die Pixelwerte sind als
unabhéngige Einzelwerte anzusehen, in einem erstellten Mittelwert all dieser einzelnen Pixelwerte ist
also die Information von mehreren hundert Pixeln enthalten.

Das Ergebnis wurde logarithmiert, um zu verhindern, dass Punkte, bei denen der Nenner sehr klein
wird, dominieren. Schliel3lich wurde das Ergebnis in Falschfarben dargestellt und — ebenfalls mittels
FIJI — die sogenannten mean gray value — der Mittelwert —, maximal gray value und minimal gray
value ermittelt. Von jeder Gewebeprobe wurden zwei separate Bilder am Mehrphotonen-Mikroskop
generiert. Der oben genannte Vorgang wurde an beiden Bildern durchgefiihrt, sodass in jedem Bild
das intensivste SHG-Signal ermittelt wurde und zwei Maximalwerte dieser Art pro Gewebeprobe
ermittelt werden konnten. Die zwei Regionen innerhalb des jeweiligen Gewebes wurden anhand der
verglichenen immunhistologischen Regionen ausgewahlt, die zum Vergleich der Kollagensignale in
den jeweiligen Darstellungsmethoden ausgewahlt wurden (siehe Kapitel 5.2).

Alle diese Schritte wurden sowohl fiir alle gesunden Schleimhautproben sowie flir Tumorproben
durchgefiihrt. Somit wurden 40 verschiedene f/b-Ratios errechnet, jeweils zwei aus jeder
Gewebeprobe. Letztendlich wurden nach Mittelung 20 f/b-Ratios in zwei Datenséatzen fir gesunde

und maligne Gewebe miteinander verglichen (Abbildung 16, Seite 46).
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Abbildung 16: Mittelwerte der jeweiligen f/b-Ratio aller Gewebeproben in gesundem und malignem Gewebe. Alle zehn untersuchten
Gewebeproben sind abgebildet, hierzu jeweils gesundes Gewebe (blauer Balken) und Tumorgewebe (roter Balken). Die x-Achse zeigt die
Aufreihung der verschiedenen Gewebeproben, die y-Achse die f/b-Ratio in absoluten Zahlen ohne Einheit.

Die x-Achse der Abbildung 16 stellt die untersuchten Gewebeproben dar, hierzu jeweils die f/b-Ratio
von gesundem Gewebe und Tumorgewebe. Die y-Achse zeigt die f/b-Ratio an sich, ein Wert ohne
Einheit. Es handelt sich hierbei um logarithmierte Werte (log10). Ein Wert von -1 bedeutet also einen
um eine Zehnerpotenz niedrigeren Wert, ein Wert von 1 einen um eine Zehnerpotenz héheren Wert.
Acht von zehn Proben zeigten eine hohere f/b-Ratio im gesunden als im tumorésen Gewebe. Dies
deutet auf eine héhere Unordnung in tumordsem Gewebe als in gesundem Gewebe hin. Lediglich
zwei von 10 Proben wiesen eine hohere f/b-Ratio in Tumoren als in gesundem Gewebe auf. Hier war
eine niedrigere f/b-Ratio im gesunden als im tumordsen Gewebe erkennbar. Diese zwei Proben
zeigten bezuglich der Art des Tumors keine Unterschiede zu den anderen Proben. Es handelte sich
jeweils um ein Oropharynx- und ein Hypopharynxkarzinom. Es ist also eine Tendenz zu
ungeordneterem Gewebe innerhalb des untersuchten Tumorgewebes im Vergleich zu den gesunden
Proben zu erkennen.

Zur weiteren Analyse wurden mittels der Mittelwerte der f/b-Ratio in gesundem und Tumorgewebe

gepaarte T-Tests durchgefuhrt.
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Tabelle 13: Zweistichproben t-Test bei unabhéngigen Stichproben. Gesundes Gewebe wird mit Tumorgewebe verglichen. Es handelt sich

um zehn Beobachtungen.

gesundes Gewebe Tumor
Mittelwert 1,1346 0,4059
Varianz 0,45551893 1,18558271
Beobachtungen 10 10
Gepoolte Varianz 0,82055082
Hypothetische Differenz der Mittelwerte 0
Freiheitsgrade (df) 18
t-Statistik 1,79879234
P(T<=t) einseitig 0,04442088
Kritischer t-Wert bei einseitigem t-Test 1,73406361
P(T<=t) zweiseitig 0,08884175
Kritischer t-Wert bei zweiseitigem t-Test 2,10092204

Mit Einschluss aller Gewebeproben zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen gesundem und
Tumorgewebe t(9)=1,79, p=0,044 (<0,05), wobei gesundes Gewebe meist hdohere f/b-Werte erreicht
hat. Da es sich um eine gerichtete Hypothese handelt und die Vermutung besteht, dass die f/b-Ratio
in gesundem Gewebe hoéher ist als in Tumorgewebe, wird der kritische T-Wert bei einseitigem t-Test
herangezogen. Des Weiteren ist der kritische t-Wert bei zweiseitigem t-Test hoher als die t-Statistik.
Die zwei Probenpaare mit kontraren Werte zu den anderen Proben kénnten als Ausreil3er angesehen
werden. Es ist keine eindeutige Ursache zur Entstehung dieser divergierenden Ergebnisse zu
eruieren. Jedoch lasst sich nicht endgiltig beweisen, dass es sich um echte Ausreil3er handelt,
weshalb diese in der Statistik verbleiben. Angesichts der niedrigen Fallzahlen ist eine statistisch valide
Aussage in diesem Projekt schwer zu erreichen, es zeigt sich jedoch die Tendenz hin zu einer

niedrigeren f/b-Ratio in Tumorgewebe verglichen mit gesundem Gewebe.
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5.4 SHG in Kombination mit THG

SHG stellt fibrillare Kollagenstrukturen, sowie Myosin, Mikrotubuli und andere, nicht-
inversionssymmetrische Strukturen dar. THG hingegen zeigt Membrangrenzen vor allem zwischen
fett- und fltissigkeitshaltigen Strukturen auf (Adur et al. 2011; Aptel et al. 2010; Rehberg et al. 2011,
Tilbury und Campagnola 2015).

Kombiniert ergeben diese zwei optischen Verfahren einen holistischen Eindruck des Gewebes. Die
Orientierung fallt bei Uberlappung der beiden Bilder leichter und Zusammenhange zwischen
Extrazellularmatrix und Zellverbanden kdénnen erkannt werden (Abbildung 17, Seite 49). In dieser
Arbeit liegt der Fokus auf SHG. THG wird zur besseren Vermittlung eines Gesamteindrucks des
Gewebeabschnittes und Orientierung im Gewebe genutzt. Eine weitere Analyse der THG-Signale
findet in dieser Arbeit nicht statt. THG ist leicht kombinierbar mit anderen Verfahren wie SHG und

wird daher oft als Erganzung des Gewebeeindrucks verwendet (Weigelin et al. 2016).
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Abbildung 17: SHG-Signal (oben, rot), THG-Signal (mittig,
grun) und Kombination der beiden Signale (unten) in einer
représentativen Probe von gesundem Gewebe mit Angabe
des GroRenbalkens (25 pm).

5.5 Qualitatssicherung und Negativkontrolle des SHG-Signals

SHG-Imaging unterliegt der Bedingung des Vorhandenseins bestimmter geometrischer
Eigenschaften und ist daher ein sehr spezifisches Signal. Es bendtigt keine besondere Fixierung oder
Farbung, somit ist quasi keine Vorbereitung des Gewebes nétig. Es sind jedoch einige
Voraussetzungen zu erfillen, um erfolgreich ein SHG-Signal zu generieren: der Laser muss eine
ausreichende Intensitat besitzen, es sollte sich dementsprechend um einen gepulsten Laser handeln.
Die Ausgangswellenlange des Laserlichts ist korrekt einzustellen, als optimal fir ein SHG-Signal sind
Wellenldngen >800 nm zu wahlen. Es miussen geeignete Detektoren vorhanden sein, um Signale mit
der dann halbierten Wellenlange empfangen zu kénnen.
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Um sicherzustellen, dass es sich tatsachlich um Second Harmonics handelt, wurden im Rahmen
dieser Arbeit Negativkontrollen durchgefuhrt (Abbildung 18). In Bereichen, in denen keine
Kollagenfasern durch Immunhistologie und Elastica van Gieson nachgewiesen werden konnten,
wurden SHG-Bilder angefertigt. Durch diese Messungen konnte bestatigt werden, dass eine SHG-
Messung unter den gewahlten Bedingungen und Lasereinstellungen zu keinen falsch-positiven
Ergebnissen fuhrt. THG-Signale wurden erwartungsgemal jedoch an Zellgrenzen und Zellkernen in
diesen Kollagen-negativen Bereichen generiert. Somit konnte sichergestellt werden, dass das SHG-

Signal frei von Artefakten ist und keine falsch positiven Signale detektiert werden.

L TN
Abbildung 18: Negativkontrolle in einem Bereich ohne Kollagen unter Angabe des GréRenbalkens (100 pm). Links ist das lichtmikroskopische
Bild zu sehen, rechts das THG-Signal (griin), welches an Zellgrenzen und Nuklei generiert wird. Ein SHG-Signal konnte nicht generiert

werden.
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6 Diskussion

6.1 SHG und THG als Werkzeuge fir die Tumordiagnostik

SHG gewinnt seit seiner erstmaligen praktischen Anwendung durch Kleinman et al. 1962 (Kleinman
1962) immer mehr an Bedeutung. Dieses nichtlinear optische Verfahren ermoéglicht eine detaillierte
Darstellung nicht-inversionssymmetrischer Strukturen wie fibrillarem Kollagen, Myosin und
Mikrotubuli (Tilbury und Campagnola 2015). Es handelt sich um ein gewebeschonendes Verfahren
ohne Risiko von Phototoxizitat oder Bleichung des Gewebes, wie es bei anderen Verfahren wie Zwei-
Photonen-Fluoreszenz-Mikroskopie (TPEF) vorkommt (Campagnola und Loew 2003). Die Grundlage
der Signalerhebung ist die Symmetrieeigenschaft der untersuchten Strukturen, somit ist keine
Farbung des Gewebes notig (Campagnola et al. 2002). Andere Arten der Mikroskopie, wie die Zwei-
Photonen-Fluoreszenz-Mikroskopie (TPEF) basieren auf Fluoreszenz, welche zum Einen durch
Fluoreszenz-Farbungen, zum Anderen von intrinsisch-fluoreszenten biologischen Molekilen
entstehen kann (Zipfel et al. 2003). TPEF ist ebenfalls ein nichtlinear optisches Verfahren. Zwei
Photonen interagieren simultan mit fluoreszenzbildenden Chromophoren in Geweben, welche
entweder intrinsischer Art (als Beispiel ist NADH zu nennen) oder durch zugefihrte
Fluoreszenzfarbungen entstehen (Aptel et al. 2010; Zipfel et al. 2003). Eine Transition vom Ruhe- in
einen Exzitationsstatus durch Absorption der Photonen kann entstehen, wenn die Summe der
Energien der jeweiligen Photonen die Licke zwischen Ruhe- und Exzitationsstatus fullen kann
(Parodi et al. 2020) Das Risiko der Phototoxizitdt bei TPEF basiert auf diesem Exzitationsstatus.
Durch die energetische Erh6hung von Ruhe- in den Exzitationsstatus interagiert das zu
untersuchende Gewebe direkt energetisch mit den Photonen (Parodi et al. 2020). Bei HHG ist das zu
untersuchende Gewebe nicht in eine Energietibertragung involviert, da die beteiligten Photonen keine
Energie an das Gewebe abgeben. Daher ist das Risiko der Phototoxizitat deutlich reduziert.

Diese zwei Verfahren — TPEF und HHG — kdnnen jedoch komplementar zueinander verwendet
werden (Zoumi et al. 2002). Mit derselben Mehrphotonen-Mikroskop-Plattform kann sowohl HHG- als
auch TPEF-Mikroskopie erfolgen (Campagnola und Loew 2003). Durch die Mobglichkeit der
Verwendung verschiedener Wellenlangen des Lasers kénnen verschiedene nichtlineare optische
Verfahren an denselben Gewebeproben in einer Sitzung am Mikroskop angewandt werden. Dies ist

ein genereller Vorteil der Mehrphotonen-Mikroskopie.

Die ECM ruckt vermehrt in den Vordergrund bezuglich der Entstehung und Progression maligner
Tumoren (Nadiarnykh et al. 2010; Cox und Erler 2011; Burke et al. 2013; Brown et al. 2003; Bonnans
et al. 2014; Chen et al. 2019; Conklin et al. 2011; Fang et al. 2014). Ein umfassendes Verstandnis
aller beteiligten Aspekte im Tumorgeschehen ist notig, um Diagnostik und Therapie maligner
Erkrankungen so erfolgreich wie moglich zu gestalten. HHG Imaging ist ein vielversprechendes und
natzliches Werkzeug zur Darstellung und Interpretation maligne veranderter Extrazellularmatrix in
menschlichem Gewebe. Diverse Arbeitsgruppen haben bereits gezeigt, dass zuverlassige Aussagen

zur Unterscheidung zwischen maligne verandertem und gesundem Gewebe getroffen werden kdnnen
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(Adur et al. 2011; Birk et al. 2014; Kiss et al. 2018; Provenzano et al. 2008) und ebenso, dass es in
Zukunft mdglich sein wird, in vivo-Diagnostik mittels HHG durch endoskopische Mikroskopie
durchzufiihren (Zhang et al. 2012; Ducourthial et al. 2016; Williams und Campagnola 2015). Zhang
et al. entwickelten ein Mikroendoskop mit einem Durchmesser von zwei Millimetern zur Interpretation
von Zervix-Gewebe und dessen Modifikationen wahrend der Schwangerschaft am Mausmodell
mittels SHG. In dieser Studie wurden ex vivo Untersuchungen von Gewebe am Mausmodell in
verschiedenen Stadien der Schwangerschaft sowohl mit einem bereits etabliertem Mehrphotonen-
Mikroskop als auch mit einem neu entwickelten SHG-Mikroendoskop untersucht. Das etablierte
Mehrphotonen-Mikroskop ist &hnlich dem in diesem Projekt verwendeten. Bildqualitat und Auflésung
des Mikroendoskops waren vergleichbar zu denen des Mehrphotonen-Mikroskops. Es wurde also
ermoglicht, mit einem deutlich kleineren, kompakten Mikroendoskop, welches mobil eingesetzt
werden kann und nicht ortsgebunden ist, eine vergleichbare Qualitdt an SHG-Signalen zu erzeugen
(Zhang et al. 2012). Dies konnte im weiteren Verlauf auch zur in vivo Mikroendoskopie genutzt
werden. In vivo Mikroendoskopie wurde von Ducourthial et al. bereits prasentiert. Diese Arbeitsgruppe
entwickelte ein Mehrphotonen-Mikroendoskop mit 2,2 Millimeter Durchmesser, welches SHG-sowie
TPEF-fahig ist. Am Mausmodell wurden in vivo Untersuchungen der Niere durchgefuhrt. Hierbei
konnten Eindringtiefen von mehr als 300 um in das Organ erreicht werden (Ducourthial et al. 2016).
Auch diese Arbeit zeigt, dass SHG zur in situ Beurteilung von Gewebe genutzt werden kann. So
konnte auch, bezogen auf dieses Projekt, eine prazise ldentifikation von Tumorgewebe und
Interpretation von Resektionsrandern moglich werden. Mittels eines Mikroendoskops koénnte im
Rahmen einer operativen Tumorresektion im Kopf-Hals-Bereich eine in situ Beurteilung von
Resektionsrandern nach Entfernung des Tumors, zusatzlich zu einer pathologischen
Schnellschnittdiagnostik durchgeftihrt werden.

THG an sich ermdglicht zudem interessante Ansétze zur weiteren (Tumor-) Mikroskopie (Zhang et al.
2019). Da THG Gewebsheterogenitaten darstellt, eignet es sich, wie bereits erwdhnt, zur Darstellung
von Zellen und Membrangrenzen. Auch Unterschiede in Zellgro3en, Grof3en der Nuklei, Lipidanteilen
und weitere Charakteristika konnen mit THG dargestellt werden und ermdglichen weitere Einsicht in
den Aufbau von Tumorgewebe (Weigelin et al. 2016, 2012; Aptel et al. 2010; Rehberg et al. 2011).
Sogar die Zellmembranen von Erythrozyten emittieren ein starkes THG-Signal und Unterschiede
zwischen oxygeniertem und desoxygeniertem Status des Hamoglobins konnten auf Zellebene
ausgemacht werden (Chang et al. 2010). THG stellt daher eine weitere Moglichkeit dar, um Ablaufe
innerhalb von Tumorentwicklung und moglicherweise auch die Interaktion zwischen Tumorzellen und
der Extrazellularmatrix darzustellen. Hier ist ein weiterer Ansatz fur zuklnftige Arbeiten also

vielversprechend.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass mittels SHG und THG eine detaillierte Darstellung von
fibrillarem Kollagen bzw. Zellverb&nden moglich ist. Der Fokus dieser Arbeit lag vor allem auf SHG,
hier konnten Detailaufnahmen von Kollagenfibrillen in gesundem sowie in tumorésem Gewebe
gemacht werden. Mit einem Mehrphotonen-Mikroskop wurden Gewebeproben von Patienten mit
Kopf-Hals-Tumoren untersucht, genauer Bereiche mit tumorésem sowie auch gesundem Gewebe.
Der Vergleich mit etablierten Farbungen (Immunhistologie sowie Elastica van Gieson) zeigte die
Spezifitdt des nichtlinear optischen Verfahrens SHG auf. Angefarbte Bereiche in den Farbungen

wurden mit den am Mehrphotonen-Mikroskop generierten SHG-Signalen verglichen. Regionen, die
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immunhistologisch und auch mittels Elastica van Gieson als kollagenreich identifiziert werden
konnten, zeigten auch in der Mehrphotonen-Mikroskopie distinkte SHG-Signale. Das Ziel, Kollagen

innerhalb der untersuchten Gewebeproben mittels SHG darzustellen wurde also erreicht.

Des Weiteren wurden die Bilddaten des Mehrphotonen-Mikroskops quantitativ ausgewertet. Durch
verschiedene Detektoren des Mikroskops wurden Bildinformationen des nicht gestreuten, sowie
gestreuten Lichtes des Gewebes gesammelt. Hierbei handelt es sich um Detektoren, die oberhalb
bzw. unterhalb des zu untersuchenden Gewebes liegen. Die Bildinformationen der Detektoren
zeigten deutliche Unterschiede und wurden quantitativ mittels der Bildsoftware ,FIJI“ ausgewertet.
Ein Verhéltnis der Pixelintensitaten der vorwarts und rickwarts gerichteten Bilddaten wurde gebildet,
die sogenannte f/b-Ratio. Mit diesem Verhdaltnis kénnen Aussagen uber die Ordnung der
Kollagenfibrillen im interessierenden Gewebe gemacht werden (Legare et al. 2007). Es zeigten sich
deutliche Unterschiede zwischen gesundem und Tumorgewebe in acht der zehn Patientenproben.
Somit kann die Aussage, dass eine Umstrukturierung hin zu geringerer Ordnung der ECM in

tumorbésem Gewebe stattfindet, bestatigt werden (Nadiarnykh et al. 2010; Burke et al. 2013).

Mit der korrekten Anwendung eines geeigneten Mehrphotonen-Mikroskops ist die Erzeugung von
SHG und THG ein unkompliziertes Verfahren. Jedoch sind einige Aspekte zu beachten, die die
Ergebnisse der Mikroskopie beeinflussen und die Authentizitat der harmonischen Signale alterieren

konnen. Diese werden im folgenden Abschnitt diskutiert.

6.2 Farbungen mit Einfluss auf SHG/THG

Nichtlineare Optik ermoglicht eine weitreichendere Interpretation von Gewebe als konventionelle
Lichtmikroskopie von histologisch gefarbten Gewebeschnitten. Klassische histologische Farbungen
bendtigen dinne Gewebeschnitte von nur wenigen Mikrometern, um Farbeartefakte und damit
verminderte Interpretationsmdoglichkeiten zur verhindern. So sind nur begrenzte, dinnschichtige
Schnitte interpretierbar. Um einen detaillierteren Eindruck des gesamten Gewebes zu erhalten,
mussen zahlreiche Schnitte evaluiert werden und gegebenenfalls eine digitale Rekonstruktion
erfolgen. Die Auswahl mdglichst reprasentativer Abschnitte des Gewebes hangt von der Erfahrung
des untersuchenden Pathologen hab.

Obwohl Farbungen im Rahmen von Higher Harmonic Generation Imaging nicht nétig sind, wurde
deren Einfluss von verschiedenen Arbeitsgruppen untersucht. Dabei wurden Einflisse verschiedener
etablierter histologischer Farbungen auf das SHG-Signal kaum diskutiert. Burke et al. fuhrten f/b-
Ratio-Messungen von Mammakarzinom-Gewebe, gesundem Gewebe und Carcinomata in situ
sowohl an histologischen, funf um dicken ungefarbten Schnitten als auch mit H.E. gefarbten Schnitten
durch und stellten keine Anderung der Signalintensitaten fest (Burke et al. 2013). Da das Signal auf
Symmetrieeigenschaften basiert, haben Farbungen am ehesten keinen Einfluss darauf.

Anders ist dies bei THG: hier sind Heterogenitaten benachbarter Strukturen signalgebend. Diese

Unterschiede konnen durch Féarbungen verstarkt werden und somit eine Kontrastverstarkung des
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THG-Signals erzeugen. Vor allem H.E. wird als Kontrastverstarker des THG-Signals ohne Einfluss
auf die Konfiguration des Signals beschrieben, also die resultierende Wellenlange im Prozess von
THG. Hier ist ein besonders ausgepréagter Effekt auf die Darstellung von Zellnuklei zu erkennen (Adur
et al. 2011; Tuer et al. 2010; Yu et al. 2008). Elastica van Gieson- und auch Pikrofuchsin-Farbungen
wurden hinsichtlich der Signalgebung bei THG untersucht und zeigten ebenfalls eine
Kontrastverstarkung (Kazarine et al. 2019).

Auch SHG-Signale wurden erfolgreich an H.E.-gefarbten histologischen Schnitten generiert, zeigten
jedoch keine Signaldnderungen, weder eine Verminderung noch eine Verstarkung, im Vergleich zu
ungefarbten Schnitten (Adur et al. 2014; Birk et al. 2014; Kazarine et al. 2019).

In dieser Arbeit wurden mit Hamalaun angefarbte Schnitte mittels HHG untersucht, um eine bessere
Orientierung innerhalb des Gewebes zu ermdglichen.

Eine weitere Einflussnahme auf die Signale im Sinne von Verféalschungen kann durch die Anwendung
von Hamalaun ausgeschlossen werden. Hamalaun wurde in zahlreichen Studien zur nichtlinearen
Optik verwendet und bis heute wurde kein negativer Effekt auf HHG-Signale beschrieben
(Campagnola und Loew 2003; Campagnola et al. 2002; Campbell et al. 2017; Chen et al. 2012;
Kazarine et al. 2019; Nadiarnykh et al. 2010; Ranijit et al. 2015; Tilbury und Campagnola 2015; Tilbury
et al. 2014).

Klassische histologische Farbungen konnen also unterstiitzend verwendet werden, eine andere
Notwendigkeit als die bessere Orientierung im Gewebe durch Anfarbung kann jedoch nicht eindeutig

gesehen werden.

6.3 Geordnete vs. ungeordnete Kollagenfibrillen

Die verringerte f/b-Ratio von SHG-Signalen der tumordsen Gewebeproben in dieser Arbeit lasst
darauf schliel3en, dass Kollagenfibrillen hier ungeordneter in inrem Aufbau, vermindert in ihrer Menge
oder beides sind. Eine hohe f/b-Ratio bedeutet ein starkes vorwarts gerichtetes Signal, welches durch
eine hohe Ordnung der Fibrillen und/oder reichlich Kollagen im Gewebe entsteht, eine niedrige f/b-
Ratio jeweils das Gegenteil (Chen et al. 2012; Han und Brown 2010; Tilbury und Campagnola 2015).
Einige Arbeitsgruppen berichten von &hnlichen Ergebnissen in soliden Tumorarten. Burke et al.
untersuchten Gewebe von gesundem Mammagewebe (n=37), duktalen Carcinomata in situ (n=20)
und Mammakarzinomen (n=147) mittels f/b-Ratio von SHG-Signalen. Funf Mikrometer dicke
histologische Schnitte der verschiedenen Gewebe wurden mit H.E. gefarbt und mittels f/b-Ratio
analysiert. Hier zeigte sich ein nicht signifikanter Unterschied der Messergebnisse zwischen
gesundem Gewebe und Carcinoma in situ, jedoch eine signifikante Verminderung der f/b-Ratio von
Mammakarzinom-Gewebe im Vergleich zu den anderen beiden Gewebearten (Burke et al. 2013).
Nadiarnykh et al. fuhrten f/b-Ratio-Messungen an Ovarialkarzinomen durch. Hier wurden 50-100 pm
dicke, ungefarbte Gewebeschnitte von gesundem Ovarialgewebe (n = 5) und Ovarialkarzinomen (n
= 3) durchgefuihrt. Auch hier zeigte sich eine niedrigere f/b-Ratio in Tumorgewebe verglichen mit

gesundem Gewebe. Hier wurden zum weiteren Vergleich von Tumor- mit gesundem Gewebe T-Tests
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in zehn pm-Intervallen innerhalb des Gewebes durchgefiihrt, alle Ergebnisse zeigten einen
signifikanten Unterschied der f/b-Ratio zwischen Tumor- und gesundem Gewebe (Nadiarnykh et al.
2010). Zusatzlich wurde beobachtet, dass die f/b-Ratio sich mit zunehmender Eindringtiefe innerhalb
des Gewebes vermindert. Je tiefer ein Photon in das Gewebe eindringt, desto hoher ist die
Wahrscheinlichkeit eines Streuungsereignisses und damit eines ruckwarts gerichteten Signals
(Nadiarnykh et al. 2010).

Andere Arbeitsgruppen berichten von einer erhdhten Linearitat der Kollagenfibrillen in Tumorgewebe.
Conklin et al. untersuchten die Intensitdt von SHG-Signalen in 196 Gewebeproben von
Mammakarzinomen. Anhand der verschiedenen Intensitatssignale und morphologischen
Eigenschaften in der Mikroskopie wurden Rickschlisse auf die Linearitat gezogen. Intensive Signale
wurden hier an linear angeordneten Kollagenfibrillen generiert, schwache Signale an ungeordneten
Kollagenfibrillen. Diese Linearitat wirde eine hohe f/b-Ratio in Tumorgewebe bedingen, f/b wurde in
dieser Studie jedoch leider nicht angewandt (Conklin et al. 2011). Auch von vermehrten (Birk et al.
2014), sowie verminderten Kollagenkonzentrationen in Tumorgewebe wird berichtet (Curino et al.
2005). Da nicht alle Arbeitsgruppen mit der gleichen Methode der Auswertung arbeiten, ist ein direkter
Vergleich der Ergebnisse hier schwierig. Manche konzentrieren sich auf die Kollagenmenge oder den
Durchmesser der Fibrillen, andere benutzen die f/b-Ratio, um eine Aussage Uber die Ordnung des
Gewebes zu treffen. Ebenfalls verwendet werden schnelle Fourier-Transformationen (FFT), um
Ordnung oder Unordnung in Geweben zu interpretieren (Tilbury und Campagnola 2015; Adur et al.
2011). Eine einheitliche Auswertung der SHG-Signale wirde einen Vergleich der Arbeiten erleichtern.
Studien mit Fokus auf f/b-Ratio, die oben diskutiert wurden, zeigen jedoch ebenfalls, dass in
Tumorgewebe eine niedrigere f/b-Ratio messbar ist als in gesundem Gewebe, wie dies in der

vorliegenden Arbeit ebenfalls beschrieben wird.

Aufgrund der grol3en Heterogenitéat solider Tumoren ist es gut vorstellbar, dass sich Kollagenfibrillen
nicht in jedem Tumor gleich verhalten. Sie kbnnen in einigen Tumoren durch hohe Linearitat der
Fasern als Invasionspfad fur Tumorzellen dienen (Friedl und Wolf 2008). Linear und teils radiar um
den soliden Tumor angeordnete Fasern wurden in bestimmten Tumorentitaten, vor allem
Mammakarzinomen gefunden (Conklin et al. 2011; Provenzano et al. 2006). Auch in Kopf-Hals-
Tumoren wurden Kollagenfasern, die radidr um Tumorzellen angeordnet sind als Risikofaktor fur
Invasivitat beschrieben. Conklin et al. zeigten dies anhand von HNSCC-Zelllinien mit hoher Invasivitéat
(OECM-1 und SAS). Spheroide dieser Zelllinien wurden in 3D-Kollagen-Typ-I-Matrices mit
Fluoreszenzpartikeln eingebettet und kultiviert. Fluoreszensmikroskopische Untersuchungen im
Zeitverlauf zeigten eine radidre Anordnung von Kollagenfibrillen um die Tumorzellspheroide herum
(Conklin et al. 2011).

Auch erhthte Mengen an Kollagenfasern in Tumorgewebe wurde beobachtet und als Faktor fir eine
Invasivitat des Tumors beschrieben (Provenzano et al. 2008). So zeigten Provenzano et al. an
Collal'™=2e-mutierten Mausmodellen ein signifikant hoheres Risiko der Entwicklung von
Mammakarzinomen sowie von pulmonalen Metastasen. Diese Mause tragen eine Mutation im
Bereich einer Matrix-Metalloproteinase fiur Kollagen Typ | und sind somit resistent gegen einen
enzymatischen Abbau von Kollagen Typ I. Collal'™2-mutierte Mause entwickelten somit eine
exzessive Kollagenproduktion. Diese Mausmodelle zeigten eine 2,5-fache Erhéhung von stromalem

Kollagen im Vergleich zu Wildtyp-Modellen (Provenzano et al. 2008). Mausmodelle mit dieser
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Mutation zeigten nicht nur hohere Raten an invasiven Tumoren, sondern auch eine hdhere Rate an
pulmonalen Metastasen (Provenzano et al. 2008).

Eine Degradation der Fasern zur erleichterten Invasion durch epitheliale Tumoren wurde jedoch auch
beobachtet. Curino et al. zeigten dies anhand von uPARAP/Endol80, einem Mitglied der
Makrophagen-Mannose-Rezeptor-Familie von endozytischen transmembrandsen Glykoproteinen.
Hier wurde eine héhere Expression von uPARAP/Endo180 durch mesenchymale Zellen in Regionen
aktiver Gewebetransformation wie beispielsweise Tumorgewebe beschrieben. Das umgebende
Stroma von Tumorgewebe erhoht also die Expression von uPARAP/Endol80. Eine erhOhte
Expression von uPARAP/Endo180 fordert die lysosomale Degradation von Kollagen. Dies wurde in
einem vergleichenden Mausmodell mit Mammakarzinom-entwickelnden, uPARAP/Endol180-
defizienten und Wildtyp Mausen gezeigt. In Tumoren der uPARAP/Endol80-defizienten
Mausmodelle war Kollagen im Zeitverlauf von mehreren Stunden weiterhin extrazellular nachweisbar.
In dem nicht defizienten Modell war Kollagen in intrazellularen Vesikeln nachweisbar (Curino et al.
2005). Die lysosomale Degradation von Kollagen wird hier als wichtiger Aspekt der Kollagenreduktion
in Tumorgewebe zur weiteren Tumorprogression angesehen.

Das Verhalten des Tumor-Mikromilieus und damit auch des Kollagens ist noch nicht abschlieRend
verstanden und zeigt eine grofRe Heterogenitdt der Extrazellularmatrix in verschiedenen soliden
Tumoren. Hier ist weitere Forschung nétig, um die verschiedenen Ablaufe besser verstehen und

einordnen zu konnen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Ergebnisse dieser Arbeit mit den Ergebnissen anderer
Arbeitsgruppen Ubereinstimmen. Eine verringerte f/b-Ratio in maligne entartetem gegeniber
gesundem Gewebe wurde bereits beobachtet und eignet sich als diagnostisches Kriterium zur
Erkennung von Tumorgewebe. Dies wurde bis jetzt vor allem an Gewebe von Mammakarzinomen,
Ovarialkarzinomen und Osophaguskarzinomen gezeigt. Tilbury et al. untersuchten sowohl Mamma-
als auch Ovarialkarzinome ex vivo mittels SHG (Tilbury und Campagnola 2015). Chen et al. flihrten
sowohl SHG- als auch TPEF-Mikroskopie an humanem gesundem Gewebe und
Osophaguskarzinomen ex vivo durch (Chen et al. 2014). Studien zu Mehrphotonen-Mikroskopie von
Kopf-Hals-Tumoren sind jedoch seltener als Studien von Mamma- und Ovarialkarzinomen sowie
Osophaguskarzinomen. Von Meyer et al. wurde ein Case Report vorgestellt, in welchem das Gewebe
von drei Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren (Hypopharynx, Larynx sowie Tonsille) ex vivo mittels SHG,
CARS und TPEF analysiert wurde (Meyer et al. 2013). Mit diesem Case Report sollte die Kombination
dieser Methoden als Werkzeug zur Tumordiagnostik, vergleichbar mit konventionellen histologischen
H&E-Farbungen vorgestellt werden. Der Fokus liegt dabei jedoch auf fluoreszenzbasierter TPEF-
Mikroskopie und CARS, weniger auf SHG. Rodner et al. untersuchten Kopf-Hals-Tumorgewebe von
12 verschiedenen Patienten ex vivo ebenfalls mittels einer Kombination von SHG, CARS und TPEF
(Rodner et al. 2019). Mittels Literaturrecherche wurden jedoch weder Studien zur Analyse von Kopf-
Hals-Tumoren mittels SHG und THG gemeinsam noch Untersuchungen dieser Tumore durch f/b-

Ratio gefunden, wie es in dieser Arbeit vorgestellt wird.
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6.4 Limitationen von SHG, Starken und Schwachen des Projekts

Die Restriktion von SHG auf Strukturen mit bestimmten geometrischen Eigenschaften stellt die grof3te
Limitation dieses optischen Verfahrens da. Nur Strukturen, die nicht-inversionssymmetrisch sind,
erzeugen ein SHG-Signal (Campagnola und Loew 2003). Dies ist vor allem fibrillares Kollagen, jedoch
weisen auch Myosin und Mikrotubuli geeignete geometrische Eigenschaften auf. Strukturen ohne die
geeigneten Symmetrieeigenschaften, wie Zellen oder andere Bestandteile der Extrazellularmatrix wie
nicht-lineare Kollagene, Fibroblasten und weitere kdnnen durch SHG nicht dargestellt werden. Hier
kann jedoch eine Kombination mit anderen optischen Verfahren einen ergdnzenden Beitrag leisten.
Um einen ganzheitlichen Eindruck eines Gewebes zu erhalten, kann SHG mit THG kombiniert werden
oder auch eine Erganzung zu anderen optischen Verfahren wie CARS oder TPEF darstellen.

THG unterliegt keiner geometrischen Limitation, bendtigt jedoch eine gewisse Heterogenitat der
biophysikalischen Eigenschaften des Gewebes als Voraussetzung. Grenzstrukturen von lipidreichen
und flassigkeitsreichen Membranen sind optimal fur das THG-Signal (Aptel et al. 2010). Dies
ermdglicht die Darstellung von Zellen, Zellkernen, Membrangrenzen und lipidhaltigen Strukturen, eine

detailliertere Auswertung und Interpretation vor allem der ECM ist jedoch mit SHG mdéglich.

Ein grol3er Vorteil gegeniiber anderen Imaging-Verfahren ist die Eindringtiefe von SHG und THG.
Rehberg et al. erreichten Eindringtiefen von 550 ym fur SHG und 525 um fir THG bei ex vivo
Untersuchungen der Oberschenkelmuskulatur von Mausen (Rehberg et al. 2011). Weigelin et al.
fuhrten THG-Mikroskopie in vivo an einem Mausmodell durch, um die Invasion maligner
Melanomzellen zu interpretieren und erreichten eine Eindringtiefe von bis zu 650 um (Weigelin et al.
2012). Eine Eindringtiefe von bis zu 1,5 mm am lebenden Zebrafischembryo-Modell ohne
Gewebeschaden wurde von Sun et al. beschrieben (Sun et al. 2004) Diese Eindringtiefen ermogliche
eine dreidimensionale Darstellung des interessierenden Gewebes, in vivo wie ex vivo.

In dieser Arbeit lag der Fokus auf der Darstellung von Kollagen mittels SHG und der Interpretation
verschiedener Signale in Bezug auf gesundes und maligne entartetes Gewebe des Kopf-Hals-
Bereiches. Dies war unabhéngig von der Eindringtiefe moglich, da histologische Schnitte mit einer
Gewebedicke von vier Mikrometern verwendet wurden. Somit wurde das Potenzial von SHG in Bezug
auf die Eindringtiefe in der vorliegenden Arbeit nicht berticksichtigt. Da die Eindringtiefe vor allem in
Bezug auf in vivo-Mikroskopie von grol3em Interesse ist, stellt dies einen vielversprechenden Ansatz
fur weitere Forschung in diesem Bereich dar, welche auf die prasentierten Daten aufbaut. Auch
denkbar ist eine Interpretation von Gewebe mittels f/b-Ratio in Abh&ngigkeit von der Eindringtiefe.
Dies wirde bedeuten, dass eine Interpretation eines Tumors in vivo auch in Bezug auf seine

Tiefenausdehnung maoglich ware.

Eine Starke des Projekts ist die klar definierte Zielsetzung: Kollagen sollte mittels SHG sowohl in
gesundem als auch in Tumorgewebe von Kopf-Hals-Tumoren dargestellt und ein Unterschied in der
Kollagenorganisation zwischen den beiden Gruppen herausgearbeitet werden. Hierbei wurde sich

auf eine bestimmte Messweise, die forward-to-backward-intensity-Ratio konzentriert. Somit sind Ziele
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klar definiert und ein Erfolg des Projektes an wenigen, gut definierten Parametern messbar. Wie

bereits beschrieben konnten diese Ziele erfullt werden.

Durch eine grofRRere Fallzahl in einem Folgeprojekt kénnten statistisch validere Aussage erzielt
werden. Es wurden ausschlief3lich Oropharynx-Karzinome (n = 8/10) und Hypopharynx-Karzinome (n
= 2/10) untersucht. Risikofaktoren der Karzinome, also Noxenanamnese oder HPV-Status wurden
nicht miteinbezogen, nur die Lokalisation des Karzinoms war bekannt. Dies ist fur weitere
Untersuchungen sicher relevant, da es hier grof3e Unterschiede in der Prognose der jeweiligen
Karzinome gibt. Die grof3e Heterogenitat innerhalb von Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-
Bereiches macht es noétig, grolBere Fallzahlen miteinzubeziehen und die Tumorarten im
Studiendesign voneinander zu unterscheiden. Das in dieser Arbeit dargestellte Projekt ist eine
Grundlagenarbeit, die den Grundstein fir weitere Projekte dieser Art legen soll. Verbesserungen des
Studiendesigns im Sinne von groReren Fallzahlen, genaueren Tumoreinteilungen und Imaging von
ausgedehnteren Tumorgebieten sollen auf diesem Projekt aufbauen kdnnen. Somit setzt diese Arbeit
eine Basis fur weitere Projekte in diesem Bereich.

Der Fokus des Projekts lag auf der experimentellen Definition eines validierten HHG-Signals sowie
der korrekten Interpretation und Auswertung der Signale. Weitere Projekte dieser Art mussen in
Zukunft die Anwendbarkeit und Interpretationsstarke dieses Verfahrens unterstreichen.

Auch eine weitere Interpretation des THG-Signals sollte fur zukiinftige Projekte in Erw&gung gezogen
werden. Diverse Forschungsgruppen sehen in THG ein weiteres vielversprechendes Imaging-
Verfahren, welches unter anderem Starken im Bereich der Darstellung von Zellmigration zeigt
(Weigelin et al. 2016). Somit ware THG nicht nur eine optische Unterstlitzung zur Orientierung in

Gewebeproben, sondern ein eigener Ansatzpunkt zur Gewebeinterpretation.

6.5 Klinische Relevanz und Ausblick

Aufgrund ihrer gewebeschonenden Eigenschaften und Eindringtiefe von mehreren hundert
Mikrometern kann SHG-Imaging als optimales Instrument zur in vivo-Mikroendoskopie genutzt
werden. Trotz nicht zu unterschatzender technischer Herausforderungen wurden bereits
Mikroendoskope hergestellt, welche erfolgreich in vivo getestet wurden und eine qualitativ
hochwertige Mikroskopie ermdglichten. 2012 stellten Brown et al. als erste Arbeitsgruppe ein
Mikroendoskop vor, mit welchem in vivo Mikroskopie an Niere, Leber und Darm von Mausen
erfolgreich durchgefuhrt wurde. Qualitativ hochwertige Bilder konnten generiert werden und das
Potential der SHG-Mikroendoskopie wurde aufgezeigt (Brown et al. 2012). Auch Zhang et al. gelang
es, ein Mikroendoskop von nur zwei Millimetern Durchmesser mit einer Auflosung vergleichbar zu der
von grofRen Mehrphotonen-Mikroskopen zu entwickeln (Zhang et al. 2012). Ducourthial et al. haben
ein Mikroendoskop entwickelt, welches simultan SHG- und TPEF- Bilder erzeugen kann. In vivo
Experimente an Mausenieren waren bereits erfolgreich, es wurden Eindringtiefen von mehr als 300
um erreicht (Ducourthial et al. 2016). Erste Schritte in Richtung einer SHG-Tomographie im Sinne

einer 3D-Gewebedarstellung von Gewebeproben aus Mausschwanzen ex vivo (Campbell et al. 2017)
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und humanen Ovarialkarzinomen sowie gesundem Ovarialgewebe ex vivo wurden ebenfalls bereits
gemacht (Campbell et al. 2017; Wen et al. 2016). Diverse Arbeitsgruppen entwickeln diese und
ahnliche Mikroskope trotz schwieriger technischer Voraussetzungen stetig weiter. Das Potential der
SHG-Mikroskopie wurde erkannt und es kann davon ausgegangen werden, dass der Kklinische

Gebrauch in naher Zukunft maglich ist.

Ein weiterer interessanter Ansatz zur Nutzung von Mehrphotonen-Mikroskopie im Allgemeinen und
SHG-Imaging im Speziellen ist die Beurteilung von operativen Resektionsrandern bei
Tumorpatienten. Funktionserhalt geht vor allem bei Kopf-Hals-Tumoren Hand in Hand mit
Lebensqualitat. Durch detaillierte und sichere Beurteilung von Tumorresektionsrdndern kann unter
maximaler Schonung von gesundem Gewebe therapiert werden. Somit ist ein Funktionserhalt leichter
zu erreichen, ohne das Risiko eines Verbleibs moéglicher Tumormassen in situ zu erhdhen.
Gewebeproben missen nicht gefarbt werden und kdnnen direkt nach Resektion mikroskopisch
analysiert werden. Denkbar ware eine Mikroskopie im Sinne einer Schnellschnittdiagnostik, welche
valide Aussagen Uber eine Resektion in sano oder eine mdglicherweise notige radikalere Resektion
direkt im intraoperativen Setting machen kdnnte. Arbeitsgruppen haben bereits Resektionsrander von
Kolonkarzinomen auf diese Weise untersucht und waren in der Lage, signifikante Unterschiede
zwischen tumorfreien und tumorbefallenen Resektionsrandern festzustellen (Yan et al. 2014). Ebenso
denkbar ware eine zur Schnellschnitt-Diagnostik komplementéare Anwendung, um direkt in vivo mittels
SHG/MPM-Mikroskopie den nétigen Resektionsumfang fur eine Entfernung im Gesunden erkennen
zu konnen. Dazu ware ein kompaktes, fur einen OP-Saal geeignetes Mikroskop und eine
standardisierte Analysemdoglichkeit des jeweiligen Tumors nétig, um valide Aussagen treffen zu
konnen (Meyer et al. 2013).

Auch im Hinblick auf eine mogliche Feldkanzerisierung sowie synchroner Tumoren ist eine
nichtinvasive Untersuchungstechnik von grof3er Relevanz. Dies ist besonders im Bereich der Kopf-
Hals-Tumoren der Fall, da sie noxenbedingt hier vermehrt auftreten (Ryser et al. 2016). Eine
flachendeckende Beurteilung nicht eindeutig tumordsen Gewebes im Kopf-Hals-Bereich, die Uber das
stichprobenartige Entnehmen von Biopsien hinausgeht, kbnnte von groRem Nutzen hinsichtlich
synchroner Tumoren sein. Auch hier wére in vivo Mikroskopie im OP mittels SHG ein
vielversprechendes Verfahren.

Solche Projekte werden bereits in die Praxis umgesetzt. Dies zeigen bereits entwickelte, handliche
Mikroskope und Mikroendoskope (Zhang et al. 2012; Ducourthial et al. 2016; Yan et al. 2014; Wu et
al. 2009). Hiermit koénnten bei Verdacht auf Feldkanzerisierung grof3e Schleimhautbezirke
nichtinvasiv untersucht werden. Dies wirde eine schnellere, schonendere und verlasslichere
Diagnostik bedeuten.

Aktuell basiert eine Panendoskopie mit Probenentnahme auf dem mehr oder weniger erfahrenen
Auge des Operateurs und somit auf subjektiven Parametern. Wie bereits beschrieben, kbnnen jedoch
prakanzerdse Lasionen oder auch bereits invasive Tumoren dem menschlichen Auge entgehen. Ein
objektivierbares Setting im Sinne einer in vivo Mikroskopie wirde die Diagnostik bedeutend

erleichtern.
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Die Mehrphotonen-Mikroskopie und mit ihr Second und Third Harmonic Generation Imaging stellen
vielversprechende Werkzeuge zur Diagnostik maligner Erkrankungen dar. Tumordiagnostik sowie -
therapie kbnnten gezielter und gewebeschonender durchgefuhrt werden. Dies ist ein dynamisches
Forschungsgebiet mit hochinteressanten Erkenntnissen in den letzten Jahren. Es kann fir sich
alleinstehend interessante Aussagen Uber verschiedene Gewebestrukturen treffen und in
Kombination mit anderen Imaging-Verfahren ein ganzheitliches, detailliertes Bild schaffen. Der Weg
hin zu gewebeschonenden, méglichst wenig invasiven Mikroskopier-Arten eroffnet ein breites Feld
im Bereich der Diagnostik und Therapie verschiedenster Erkrankungen. Das Potential nichtlinearer
Optik in der Medizin hat sich in den letzten Jahren bereits gezeigt und wird mit der Weiterentwicklung

klinischer Anwendungsgebiete weiter ausgeschopft.
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7 Zusammenfassung

Kopf-Hals-Tumore sind mit 700.000 Neuerkrankungen pro Jahr weltweit eine haufige Gruppe an
malignen Tumoren (Sung, Ferlay et al. 2021). MaRige Uberlebensraten und eine steigende Inzidenz
in Deutschland (Robert Koch-Institut (RKI)) verlangen sichere Diagnostik- und Therapieméglichkeiten
fur Patienten und Arzte. Vor allem hinsichtlich operativer Therapien ist eine genaue Kenntnis der
Tumorgrenzen von NoOten, um mdoglichst funktionserhaltend, jedoch mit minimalem Risiko von
Tumorresiduen zu therapieren. Dies stellt sich aufgrund der Lage von Kopf-Hals-Tumoren, vor allem

im Bereich von Larynx und Pharynx oft als Herausforderung dar.

Ein vielversprechender Ansatz zum weiteren Verstandnis von Tumorerkrankungen bietet die
Untersuchung der Extrazellularmatrix und Veranderungen dieser in der Tumorprogression. Die ECM
ist nicht nur Stitz- und Fallwerk fur Zellen, sondern interagiert aktiv mit umliegenden
Gewebebestandteilen, nimmt Einfluss auf Signalwege sowie auf die Progression und Metastasierung
maligner Tumoren (Walker et al. 2018; Venning et al. 2015). Sie ist somit ein aul3erst komplexes
Netzwerk und weitere Erkenntnisse im Hinblick auf Aufgaben der ECM kénnen wertvolle

Informationen bezlglich des Verstandnisses von Tumorerkrankungen erbringen.

In der vorliegenden Arbeit wurde das nichtlinear optische Verfahren der Higher Harmonic Generation,
genauer Second und Third Harmonic Generation vorgestellt — eine Moglichkeit, Veranderungen der
ECM ohne Farbungen und ohne Schadigung des Gewebes zu untersuchen. Die theoretischen
Grundlagen wurden erlautert und ein Uberblick tiber Anwendungsbereiche und Limitationen wurde
gegeben. Der experimentelle Teil der Arbeit beinhaltete die mikroskopische Analyse histologischer
Schnitte von Kopf-Hals-Tumoren und gesundem Gewebe mehrerer Patienten (n jeweils = 10). Zum
einen wurden diese am Lichtmikroskop untersucht, zum anderen an einem Mehrphotonen-Mikroskop.
Hierbei konnte ein eindeutiger Beweis eines erfolgreich generierten SHG-Signals durch Vergleich mit
etablierten histologischen Farbungen wie Immunhistologie (Coll I) und Elastica van Gieson erbracht
werden. Ferner wurde mit Hilfe der Software ,FIJI* eine detaillierte Auswertung der angefertigten
SHG-Bilder durchgefihrt. Hierbei zeigte sich ein deutlicher Unterschied der Bildinformation zwischen
gesundem und maligne entartetem Gewebe. Dies wurde durch die f/b-Ratio, also dem Verhéltnis
zwischen vorwarts und riickwarts gerichtetem SHG-Signal der jeweiligen Gewebeproben erreicht. In
fast allen Tumorgewebeproben war dieses Verhaltnis niedriger als in den korrespondierenden
gesunden Proben. Dies gibt Hinweis auf einen weniger geordneten Zustand des Tumorgewebes und

eine Veranderung der Kollagenfibrillen und damit der Extrazellularmatrix in Tumorgewebe.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Second und Third Harmonic Generation Imaging
vielversprechende Werkzeuge zur Diagnostik und Therapie von Tumorerkrankungen sind. Die
nachsten Jahre werden weitere Entwicklungen und Erkenntnisse in diesem interessanten Gebiet der
Mikroskopie erbringen. Vor allem kdnnen Weiterentwicklungen im Bereich der in vivo Mikroskopie fur

den klinischen Gebrauch aufierst interessant werden.
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8 Lebenslauf
9 Anhang

9.1 Abklrzungsverzeichnis

AL e akute myeloische Leukamie
CARS .. Coherent Anti Stokes Raman Scattering-Mikroskopie
0] | Kollagen Typ |
10 1 Cancer of unknown primary
L O 1Y TP P PP P PPPPPPPPPPPPPP Extrazellularmatrix
EGF .ttt epidermal growth factor/epidermaler Wachstumsfaktor
B T e epithelial-mesenchymale Transition
FACIT .o Fibril Associated Collagens with Interrupted Triple helices
T I PP P PP PPPPPPPPPPPPPPPPPI schnelle Fourier-Transformation
PSR Fiji Is Just Image J
i 0 PR Hamatoxylin-Eosin
HH G e Higher Harmonic Generation
[ | ST 1 2 Head and Neck Squamous Cell Carcinoma
L | PP PP PPUUPPPPPPRPTRN humane Papillomaviren
Y RS PURT mesenchymal-epitheliale Transition
IMIMIP=0. ettt e e e ettt e e e e e e et e e e e eraaranes Matrix-Metalloproteinase-9
1L U UURPPPPPN Mehrphotonen-Mikroskopie
NADH L e Nicotinamidadenindinukleotid
10 PP Nanometer
2 Optimal Cutting Temperature
(@] = O SR optisch-parametrischer Oszillator
O L PSS Region of interest
SHG Second Harmonic Generation
SN AL e e e e enaaas Snail family zinc finger
TH G . e et Third Harmonic Generation
LI L PR Tumor-induzierende Zellen

TNM-Klassifikationen Klassifikation maligner Tumoren nach Tumor(ausdehnung), Nodus, Metastase

TP e 2-Photonen-Fluoreszenzmikroskopie
TWIST e e e e e aanees Twist basic helix-loop-helix transcription factor
] [ TP Union internationale contre le cancer
ZEB .o Zinc finger E-box binding homeobox
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Abbildung 11: SHG-Signal von gesundem Gewebe aus dem Kopf-Hals-Bereich. Gezeigt sind
reprasentative Beispiele der Bestimmung der Pixelintensitat des vorwarts- (links) und rtckwarts
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Abbildung 13: Pixelintensitat der vorwarts- und ruckwarts gerichteten SHG-Signale in gesundem
Gewebe aus dem Kopf-Hals-Bereich. Gezeigt sind reprasentative Beispiele der Bestimmung der
Pixelintensitat des vorwarts- (links) und rickwarts gerichteten SHG-Signals (rechts) unter Angabe
des GroRRenbalkens (50 um). die farbskalierte Pixelintensitat ist in jedem reprasentativen Bild
= [0 1= 0 = 01T o PP 44
Abbildung 14: Pixelintensitat der vorwarts- und riickwarts gerichteten SHG-Signale in Tumorgewebe
aus dem Kopf-Hals-Bereich. Gezeigt sind reprasentative Beispiele der Bestimmung der
Pixelintensitat des vorwarts- (links) und rickwarts gerichteten SHG-Signals (rechts) unter Angabe
des GroRRenbalkens (50 um). die farbskalierte Pixelintensitat ist in jedem reprasentativen Bild
= [0 1= 0 = 01T o PP 44
Abbildung 15: Pixelintensitat der vorwarts- und riickwarts gerichteten SHG-Signale in Tumorgewebe
aus dem Kopf-Hals-Bereich. Gezeigt sind reprasentative Beispiele der Bestimmung der
Pixelintensitat des vorwarts- (links) und rickwarts gerichteten SHG-Signals (rechts) unter Angabe
des GroRenbalkens (50 um). die farbskalierte Pixelintensitat ist in jedem reprasentativen Bild
=0T 0 [>T o 1] o O PR 45
Abbildung 16: Mittelwerte der jeweiligen f/b-Ratio aller Gewebeproben in gesundem und malignem
Gewebe. Alle zehn untersuchten Gewebeproben sind abgebildet, hierzu jeweils gesundes Gewebe
(blauer Balken) und Tumorgewebe (roter Balken). Die x-Achse zeigt die Aufreihung der
verschiedenen Gewebeproben, die y-Achse die f/b-Ratio in absoluten Zahlen ohne Einheit........... 46
Abbildung 17: SHG-Signal (oben, rot), THG-Signal (mittig, griin) und Kombination der beiden Signale

(unten) in einer reprasentativen Probe von gesundem Gewebe mit Angabe des GroRRenbalkens (25

Abbildung 18: Negativkontrolle in einem Bereich ohne Kollagen unter Angabe des GroRRenbalkens
(200 pm). Links ist das lichtmikroskopische Bild zu sehen, rechts das THG-Signal (grtin), welches an

Zellgrenzen und Nuklei generiert wird. Ein SHG-Signal konnte nicht generiert werden. .................. 50
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