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Abkurzungsverzeichnis

% Prozent

°C Grad Celsius

Aqua dest destilliertes Wasser

BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)

bzw. beziehungsweise

ca. circa

cDNA komplementare DNA (complementary DNA)

CDK Cyclin-abhangige Kinasen

CGH Vergleichende genomische Hybridisierung

cm Zentimeter

Cr Schwellenwertzyklus (threshold cycle)

DAPI 4',6-Diamidin-2-Phenylindol

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure (deoxyribonucleic acid)

DNase Desoxyribonuklease

dNTP Desoxynukleosidtriphosphat

EDTA Tetraethylendiaminoessigsaure

EGFR Epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor

et al. und andere [et alii (Maskulinum), et aliae (Femininum)]

FCS fotales Kalberserum (fetal calf serum)

FFPE Formalin fixiert und Paraffin eingebettet

FITC Fluorescein-Isothiocyanat

g Gramm

GTG Giemsagefarbte, Trypsinverdaute G-Bander

h Stunde (hour)

H,O Wasser

HE Hamatoxylin-Eosin

HNSCC Plattenepithelkarzinom der Kopf-Hals-Region
(head and neck squamous cell carcinoma)

HPV Humaner Papillomvirus/Humane Papillomviren

hsa Homo sapiens, humane Spezies (homo sapiens)

I Liter

mg, mm, mi Milligramm, Millimeter, Milliliter

mM, M Milli-, Molaritat (entspricht der molaren Masse in einem Liter)

min Minute
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mmu

miR; miRNA

miRNome
mMRNA
Mg, pm, pl
n

ng, nm
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n.s.

nt

p16

p21

PBS
PCR

Pg
pH

RB
RNA
RNase

SCC
SDS
SSC
Treg
TP53
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UTR
uv
viv
WHO

wi/v

Hausmaus (mus musculus)

microRNA

Gesamtheit aller miRNA-kodierenden Gene
Boten-RNA (messenger-RNA)

Mikrogramm, Mikrometer, Mikroliter

ProbengrolRe

Nanogramm, Nanometer

Nummer

nicht signifikant

Nukleotid

auch CDKN2A, Cyclin-abhangiger Kinase-Inhibitor 2A
(cyclin-dependent kinase inhibitor 2A)

auch CDKN1A, Cyclin-abhangiger Kinase-Inhibitor 1A
(cyclin-dependent kinase inhibitor 1A)

statistische Signifikanz

Phosphatgepufferte Standardsalzlésung
Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction)
Pikogramm

negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionen-
konzentration

Retinoblastom

Ribonukleinsaure (ribonucleic acid)

Ribonuklease

Sekunde

Plattenepithelkarzinom (squamous cell carcinoma)
Sodiumdodecylsulfat

Citratgepufferte Standardsalzlésung

regulatorische T-Lymphozyten

auch p53, Tumorprotein p53 (tumor protein p53)
Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)
untranslatierte Region

Ultraviolett

Volumen pro Volumen (volume per volume)
Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization)

Gewicht pro Volumen (weigth per volume)
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1. Zusammenfassung

Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals-Region gehéren zu den haufigsten malignen
Tumoren weltweit mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von etwa 50 Prozent. Trotz
Fortschritten in den verschiedenen therapeutischen Anséatzen hat sich diese Rate in der
letzten Dekade nicht wesentlich verbessert, sodass die Aufdeckung aussagekraftiger Marker
absolut essentiell ist. Im Fokus der aktuellen Forschung stehen microRNAs und deren
Relevanz als diagnostische, prognostische und therapeutische Marker. Ziel der vorliegenden
Arbeit war daher, Unterschiede im microRNA-Muster im Vollblut von Patienten mit
Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region zu identifizieren und im Weiteren deren

funktionelle Rolle naher zu untersuchen.

Microarray-Analysen mit 24 Blutproben von Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom der
Kopf-Hals-Region und von geschlechts- und altersgepaarten gesunden Probanden wurden
durchgefuhrt und mittels quantitativer Real-Time Polymerasekettenreaktion an einem
Kollektiv von 83 Proben validiert. Die Ergebnisse wurden mit klinischen Parametern
korreliert. Parallel dazu wurden ausgewéhlte microRNAs sowohl an Formalin fixiertem und
Paraffin eingebettetem Tumorgewebe (n=30) als auch an Tumorabstrichmaterial (n=31)
untersucht. Der humane Papillomvirus-Status der Tumorpatienten wurde indirekt tUber eine
immunhistochemische Farbung des Cyclin-abhangigen Kinase-Inhibitors 2A (n=88) ermittelt.
Im Anschluss an diese deskriptiven Analysen wurden funktionelle Untersuchungen an zwei
Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinom-Zelllinien durchgefiihrt, um eine mdgliche Beeinflussung
des Proliferations- und Migrationspotenzials in den beiden Zelllinien nach erfolgreicher
Transfektion mit microRNA-Mimics und -Inhibitoren fir die microRNAs 146a und 155

nachzuweisen.

Untersuchungen der Blutproben mittels Microarray- und quantitativer Real-Time Polymerase-
kettenreaktionsanalyse konnten keine signifikanten Unterschiede im microRNA-Muster
zwischen Plattenepithelkarzinom-Patienten und gesunden Probanden aufdecken.
Interessanterweise zeigte sich bei reiner Betrachtung des Tumorpatientenkollektivs eine
Korrelation veranderter microRNA-Level mit klinischen Parametern. So zeigte sich im Blut
eines definierten geschlechts- und altersgepaarten Kollektivs von 20 Plattenepithelkarzinom-
Patienten im Hinblick auf das Metastasierungsverhalten eine signifikant reduzierte
Genexpression von microRNA 146a (p=0,023) und microRNA 155 (p=0,028) in Patienten mit
Fernmetastasen. Des Weiteren konnte eine Uberexpression des Gens microRNA 125a
(p=0,006) in Patienten mit Lymphknotenmetastasen beobachtet werden. Wahrend im
Abstrichmaterial eine microRNA-Analyse, vermutlich aufgrund der Dominanz anderer
Zelltypen, nicht auswertbar war, wiesen Untersuchungen im Tumorgewebe von

Plattenepithelkarzinom-Patienten signifikant erniedrigte Expressionslevel des Gens
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microRNA 155 (p=0,003) und microRNA 218 (p=0,009) verglichen mit normalem
Plattenepithel auf. Des Weiteren zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen der
Expression des Gens microRNA 125a im Tumorgewebe und dem pathologischen
Malignitatsgrad (p=0,003) sowie eine signifikante Korrelation zwischen der Expression des
Gens microRNA 146a im Tumorgewebe und einer zunehmenden TumorgréfR3e/-ausdehnung
(p=0,005). Daruiber hinaus konnte der Einfluss der beiden microRNAs 146a und 155 auf das
Proliferations- und Migrationspotenzial von Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinom-Zellen
demonstriert werden. Wahrend jeweils eine Inhibierung der microRNAs 146a und 155 zu
einem dramatisch gesteigerten Proliferations- und Migrationspotenzial fiihrt, bewirkt eine
Zugabe der entsprechenden microRNAs einen inhibierenden Effekt dieser biologischen

Prozesse.

Die Charakterisierung der Genexpression der beiden microRNAs 146a und 155 sowie ihrer
funktionellen Rolle in der Tumorbiologie bestéatigt deren Beeinflussung biologischer Prozesse
auf zellularer Ebene und demonstriert ihr enormes Potenzial als prognostische Marker bei
Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region. MicroRNA-Analysen koénnten zukUnftig
neben einer gezielteren Prognoseeinschatzung fur den einzelnen Patienten auch eine frithe

Detektion von Tumoren mit einem erhdéhten Fernmetastasierungspotenzial ermdglichen.
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Summary

Identification and characterization of microRNA profile in patients with head

and neck squamous cell carcinomas

Head and neck squamous cell carcinoma belongs to the most common malignancies
worldwide with a five-year survival rate of approximately 50 percent. Despite advances in
chemotherapy, radiation and surgery, this rate has not essentially changed during the last
decade. Therefore, reliable markers are necessary. The focus of current research lies on
microRNAs and their relevance as diagnostic, prognostic and therapeutic markers. The aim
of this study was to detect differences in microRNA expression in whole blood of head and
neck squamous cell carcinoma patients and further on to analyze the functional role of them.

Microarray analyses of 24 blood samples from head and neck squamous cell carcinoma
patients and sex- and age-matched healthy volunteers were performed and validated by
guantitative real-time polymerase chain reaction (n=83). Findings were correlated with
clinical parameters. In parallel, selected microRNAs were investigated in formalin-fixed
paraffin-embedded tissue samples (n=30) and tumor smear material (n=31). Human
papillomavirus-status of tumor patients was examined using immunohistochemical staining of
cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (n=88). Additionally, functional assays were performed
to examine the proliferation and migration potential of two head and neck squamous cell
carcinoma cell lines after transfection with microRNA mimics and inhibitors for microRNAs
146a and 155.

Analysis of blood samples demonstrated no significant differences between the microRNA
profile of head and neck squamous cell carcinoma patients and healthy controls using
microarray and quantitative real-time polymerase chain reaction. Interestingly, regarding
tumor patients only, a correlation of microRNA alterations with clinical data was observed.
This study demonstrated that down-regulation of microRNA 146a and microRNA 155 in
whole blood of head and neck squamous cell carcinoma patients correlated significantly with
the occurrence of distant metastasis (p=0.023 and p=0.028, respectively). Furthermore,
overexpression of blood microRNA 125a was associated with lymph node metastasis
(p=0.006). Additionally, microRNA analysis in smear material was not evaluable because of
too much contamination with other cell types. The investigations in tissue samples showed
significantly lower gene expression of microRNA 155 and microRNA 218 in tumor cells
(p=0.003 and p=0.009, respectively) compared to normal epithelial cells. Down-regulation of
tissue microRNA 125a is correlated with increased pathological grade (p=0.003) and reduced
gene expression of tissue microRNA 146a is associated with higher tumor size and
expansion (p=0.005). Moreover, functional assays showed that inhibition of microRNA 146a

as well as microRNA 155 promoted dramatically the proliferation and migration potential of
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head and neck tumor cells, whereas transfection of microRNA 146a and microRNA 155

mimics showed an inhibitory effect.

Characterizing the gene expression of microRNA 146a and microRNA 155 and their
functional role in tumor biology underlined significantly the proliferation and migration
potential suggesting their relevance as potential prognostic markers in head and neck
squamous cell carcinomas. In the future, results of microRNA analysis could enable a more
aimed prognosis for the individual patient and therefore an early detection of patients with a
higher risk of distant metastasis.
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2. Einleitung

2.1 Thematische Einfuhrung

Nach den Erkrankungen des Kreislaufsystems stellen die Krebserkrankungen die
zweithaufigste Todesursache in der Bundesrepublik Deutschland dar (Abbildung 1). Laut
Robert Koch-Institut und der Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in
Deutschland e. V. erkrankten im Jahr 2010 insgesamt rund 477.300 Menschen erstmalig an
Krebs, wobei diese Erkrankung bei etwa 252.400 Méannern und 224.900 Frauen
diagnostiziert wurde. Dabei sind vor allem die Brustdriise (71.000), die Prostata (65.800), der
Darm (62.400) oder die Lunge (52.100) betroffen (Robert Koch-Institut & Gesellschaft der
epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e. V., 2013).

E Krankheiten des
Kreislaufsystems

E Bdsartige Neubildungen

insgesamt (Krebs)
893.8?5 O Krankheiten des
Todesfalle Atmungssystems
B Krankheiten des
Verdauungssystems
E Sonstige

Abbildung 1: Todesursachen nach Krankheitsarten in der Bundesrepublik Deutschland 2013
(erstellt nach Daten des Statistischen Bundesamtes, Wiesbaden, 2014).

Zwischen den Jahren 2000 und 2010 hat die Zahl der Krebsneuerkrankungen bei Mannern
insgesamt um 21 % und bei Frauen um 14 % zugenommen. Dies lasst sich vor allem auf die
Veranderungen im Altersaufbau der Bevolkerung in Form einer Zunahme des Anteils alterer
Menschen zurlckfuhren, die bei Mannern starker ausgepragt ist als bei Frauen (Robert
Koch-Institut & Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e. V.,
2013).

Weltweit erkranken jahrlich etwa 12,7 Millionen Menschen an Krebs und etwa 7,6 Millionen
Menschen sterben daran (Jemal et al., 2011). Mit etwa 8 % gehotren die malignen Tumoren

der Kopf-Hals-Region zu den haufigsten Krebserkrankungen weltweit (Ferlay et al., 2010),

Alle in dieser Arbeit verwendeten Personalbegriffe beziehen sich in gleicher Weise auf Frauen und
Manner.
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wobei es sich in mehr als 90 % dieser Tumoren um Plattenepithelkarzinome handelt (Barnes
et al., 2005).

2.2 Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals-Region

Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals-Region (Head and neck squamous cell carcinomas,
HNSCCs) umfassen alle Karzinome ausgehend vom Epithelium des oberen
Aerodigestivtraktes, wobei in dieser Arbeit die Lokalisationen Mundhohle, Oropharynx
(Mundrachen), Hypopharynx (Schlundrachen) und Larynx (Kehlkopf) betrachtet werden
(Abbildung 2).

Nasenneben- ¢ A
hohlen : p
!J S -

[ Nasenhdhle
" Nasopharynx (
y Mundhéhle
Pharynx— Oropharynx Q/Zunge
Speicheldriisen
|_Hypopharynx 14
| Larynx

L
N
A

S—
e

Abbildung 2: Mdgliche Lokalisationen des Plattenepithelkarzinoms der Kopf-Hals-Region
(modifiziert nach National Cancer Institute, Bethesda, MD, 2015).

Am haufigsten von Kopf-Hals-Tumoren (Abbildung 2) betroffen sind die Mundhéhle und der
Rachen mit etwa 59 %. Larynxkarzinome treten in ca. 24 % der Falle auf, wahrend der
Hypopharynx eher selten betroffen ist und nur 2-8 % aller Kopf-Hals-Tumoren ausmacht. Bei
Tumoren der Mundhohle entstehen 70 % im hinteren Zungendrittel, 20-25 % auf der
Unterseite der Zunge und im vorderen Mundboden und nur etwa 1 % im Bereich der

Zungenspitze oder -riicken. Bei Hypopharynxkarzinomen findet man etwa 90 % im Sinus
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piriformis und der seitlichen Hypopharynxwand, wahrend die restlichen Tumoren von der
Hinterwand bzw. der Postkrikoidregion ausgehen. Bei Larynxkarzinomen treten 60-70 %
priméar in der Glottis und 30-40 % im supraglottischen Raum auf. Seltener sind priméar
subglottisch wachsende Karzinome, wobei generell der Entstehungsort vieler Tumoren nicht
mehr genau zu ermitteln ist (Berghaus et al., 1996).

2.2.1 Epidemiologie, Atiologie und Prognoseaussichten

In der Bundesrepublik Deutschland erkrankten im Jahr 2010 laut Robert Koch-Institut und
der Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e. V. etwa 3.690
Menschen neu an Kehlkopfkrebs und 12.830 Menschen an Krebs in Mundhdhle und
Rachen. Weltweit liegen die geschatzte Anzahl der an Mundhohlen-, Rachen- und
Kehlkopfkrebs neu erkrankten Menschen bei 599.637 und die geschatzte Anzahl der
Sterbefalle bei 324.834. Dabei handelt es sich bei etwa 90-95 % um Plattenepithelkarzinome
(GLOBOCAN, 2012; Robert Koch-Institut & Gesellschaft der epidemiologischen Krebs-
register in Deutschland e. V., 2013). Betroffen sind vor allem Personen im Alter zwischen 50
und 70 Jahren, wobei Manner davon erheblich haufiger betroffen sind als Frauen (Berghaus
et al., 1996). Eine hohe Inzidenz fir Mundrachenkrebs wurde in Indien, Australien, Papua-
Neu Guinea, der Schweiz, den Niederlanden, Frankreich, Brasilien und im Sitden Afrikas
ermittelt, wobei die hochsten Inzidenzen bei Mannern in Nord- und Ostfrankreich und bei
Frauen in Indien und Pakistan festgestellt wurden. Wahrend Mundhdhlenkrebs vor allem in
Entwicklungslandern dominiert, ist Rachenkrebs in entwickelten Landern einschlie3lich
Zentral- und Osteuropa haufig verbreitet (Parkin & Bray, 2006). Demgegeniber ist Nasen-
rachenkrebs vor allem in Asien weit verbreitet. Hierbei liegt die geschétzte Anzahl der
weltweit neu erkrankten Menschen bei 60.896, wovon 49.814 Falle Asien zugeordnet werden
konnten. In Deutschland ist diese Erkrankung mit etwa 330 neu erkrankten Menschen eher
selten (GLOBOCAN, 2012). Als Hauptursache fiur die Entstehung von Nasenrachenkrebs gilt
eine Infektion mit Epstein-Barr-Viren (Andersson-Anvret et al., 1977; Burgos, 2005). Da in
der vorliegenden Arbeit keine Tumorgewebeproben dieser Lokalisation untersucht wurden,

wird das Nasopharynxkarzinom in den folgenden Kapiteln nicht naher behandelt.

Tabak-/Alkoholabusus

Die Hauptursachen fur die Entstehung von Plattenepithelkarzinomen der Mundhoéhle, des
Oropharynx, des Hypopharynx und des Larynx sind in etwa 75 % der Félle ein erhdhter
Tabakkonsum und/oder Alkoholabusus, wobei die Kombination dieser beiden Noxen nicht

nur einen additiven Effekt aufweist, sondern zu einem Multiplikationseffekt fuhrt (Blot et al.,
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1988; Blot et al., 1996; Hashibe et al., 2009; Lewin et al., 1988; Tuyns et al., 1988; Wynder &
Bross, 1957).

Betrachtet man die beiden Noxen Tabakkonsum und Alkoholabusus einzeln als Ursache fur
Kopf-Hals-Tumoren, zeigt eine Metaanalyse des International Head and Neck Cancer
Epidemiology Consortiums, dass fiur Tabakkonsumenten, die keinen Alkohol trinken, das
Risiko an Kopf-Hals-Krebs zu erkranken erhéht ist und eine klare Dosis-Wirkungsbeziehung
fur die Haufigkeit, Dauer und Anzahl der Zigarettenpackungen pro Jahr besteht (Hashibe et
al., 2007). Dabei ist das Risiko an Kehlkopfkrebs zu erkranken grof3er als das Risiko an
Mundhéhlen- oder Rachenkrebs zu erkranken (Hashibe et al., 2007; Lubin et al., 2009).
Vineis et al. (2004) stellten ein zehnfach erhohtes Risiko fur Larynxkrebs bei Rauchern im
Vergleich zu Nicht-Rauchern fest, wahrend Hashibe et al. (2007) bei Rauchern, die keinen
Alkohol trinken, ein siebenfach erhdhtes Risiko fur Larynxkrebs, ein 1,4-fach erhthtes Risiko
fur Mundhohlenkrebs und ein zweifach erhéhtes Risiko fur Rachenkrebs ermittelten. Diese
Ergebnisse zeigen, dass der Kehlkopf das Organ im Kopf-Hals-Bereich ist, das am
anfalligsten auf den Effekt des Zigarettenrauchs reagiert (Hashibe et al., 2007; Lubin et al.,
2009; Vineis et al., 2004). Auch geografisch gesehen bestehen Unterschiede beim
Erkrankungsrisiko, die nicht nur auf den sozio6konomischen Status des Erkrankten, sondern
auch auf den Gehalt an Nitrosaminen, polyzyklisch aromatischen Hydrocarbonen und
anderen Tabakkarzinogenen zurlckzufiihren sind, die in verschiedenen Landern und
Regionen variieren (Elwood et al., 1984; Gray et al., 2000). Zudem ist das Erkrankungsrisiko
bei Konsum von schwarzem Tabak gréRer als bei weillem oder gemischtem Tabak
(Castellsagué et al., 2004).

Verschiedene Studien zeigen, dass nach Beendigung des Tabakkonsums das Risiko fir eine
Tumorerkrankung im Kopf-Hals-Bereich stetig sinkt. Wahrend einige Forscher davon
ausgehen, dass nach zehn bzw. flnfzehn Jahren keinerlei Risiko mehr fir eine
Tumorerkrankung besteht (Blot et al., 1988; Garrote et al., 2001; Spitz et al., 1988; Tuyns et
al., 1988), zeigen andere Arbeiten lediglich eine schrittweise Reduzierung des Risikos nach
zwanzig Jahren (Altieri et al., 2002; Lewin et al., 1998). Nach diesem Zeitraum ist das Risiko
ahnlich dem von Nichtrauchern, wobei eine beginnende Risikoreduzierung erst nach ein bis
vier Jahren nach Beendigung des Tabakkonsums einsetzt (Castellsagué et al., 2004; Marron
et al., 2010).

Fur Alkoholkonsumenten, welche nicht rauchen, besteht laut einer Metaanalyse des
International Head and Neck Cancer Epidemiology Consortiums nur dann ein erhdhtes
Risiko an Kopf-Hals-Krebs zu erkranken, wenn der Alkoholverzehr durchschnittlich drei oder
mehr Drinks pro Tag betragt. Wahrend fiir Pharynxkarzinome schon ein bis zwei Drinks pro

Tag ausreichen, um das Risiko einer Erkrankung zu erhohen, steigt das Risiko flr
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Larynxkrebs erst bei funf oder mehr Drinks pro Tag. Eine tendenzielle Dosis-
Wirkungsbeziehung fur Haufigkeit und Dauer des Alkoholkonsums besteht am starksten fir
Rachenkrebs, was vermuten lasst, das der Rachen das fir die Karzinogenitét alkoholischer
Getranke am empfindsamste Organ innerhalb der Kopf-Hals-Region darstellt (Hashibe et al.,
2007). Zudem Dbesteht eine Korrelation zwischen dem Erkrankungsrisiko und dem
Alkoholgehalt. Je hoher der Ethanolgehalt des Drinks ist, desto grofRer ist das Risiko an
einem Kopf-Hals-Tumor zu erkranken (Castellsagué et al., 2004). Ein deutlich erhthtes
Risiko besteht ab einem taglichen Verzehr von ca. 25 g Alkohol (Bagnardi et al., 2001),
wahrend moderate Mengen von 10-20 g Alkohol pro Tag geringe bis keine Effekte erzielen
und sogar die Mortalitat durch Schlaganfall und Herzkreislauf verringern und die

durchschnittliche Lebenserwartung erhéhen kénnen (Streppel et al., 2009).

Mit Beendigung des Alkoholabusus sinkt das Risiko an einem Kopf-Hals-Tumor zu
erkranken, je nach Studie, nach mehr als zehn bis zwanzig Jahren auf das eines Nicht-
Trinkers (Castellsagué et al., 2004; Garrote et al., 2001; Marron et al., 2010), wobei dies vor
allem fur Mundhéhlen- und Larynxkrebs gilt. Flir Pharynxkrebs ist das Erkrankungsrisiko
nach mehr als zwanzig Jahren Abstinenz erst um 40 % gegentber Nicht-Trinkern gesunken
(Marron et al., 2010).

Der Mechanismus, wie Alkohol Krebs verursacht, ist noch relativ unbekannt. Mégliche
Erklarungen hierfir sind, dass Alkohol oder seine Metabolite humane Karzinogene darstellen
oder als Losungsmittel fir andere karzinogene Stoffe wirken und somit die DNA schadigen.
Beispielsweise kann im Speichel Ethanol zu Acetaldehyd umgewandelt werden, was einen
direkten toxischen oder oxidativen Effekt auf die Schleimhaut haben kénnte. Zudem wird
vermutet, dass Alkohol als Kokarzinogen agiert, indem es die Permeabilitdt der Schleimhaut
fir andere Karzinogene erhoht (Castellsagué et al., 2003; Hashibe et al., 2007).

Neben erhohtem Tabak- und Alkoholkonsum sind mangelhafte Mund- und Zahnhygiene
sowie eine damit haufig verbundene pathologische Speichelzusammensetzung
disponierende Kofaktoren. Mechanische Irritationen, beispielsweise durch einen schlecht
sitzenden Zahnersatz, oder eine einseitige, vitaminarme Erndhrung mit Gbermafligem
Fleischverzehr kbnnen das Risiko, an einem Plattenepithelkarzinom zu erkranken, zusatzlich
erhdhen (Berghaus et al., 2006; Pavia et al., 2006).

Infektion mit humanen Papillomviren

Die Atiologie des Oropharynxkarzinoms hat sich in den letzten drei bis vier Dekaden von
einer Noxen-induzierten zu einer Virus-induzierten Krebserkrankung geéandert, wobei eine

steigende Inzidenz vor allem bei Ma&nnern jinger als 60 Jahre ohne erhdhten Tabak- und
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Alkoholkonsum beobachtet wurde. Die steigenden Inzidenzen konnten einer Infektion mit
humanen Papillomviren (HPV) zugeordnet werden, die eine weitere Erkrankungsursache fir
Kopf-Hals-Tumoren, besonders im Bereich des Oropharynx und der Tonsille, darstellen
(Mork et al., 2001).

Humane Papillomviren (HPV) stellen eine Gruppe von unbehillten DNA-Viren dar, die etwa
55 nm im Durchmesser messen und ein zirkulares doppelstrangiges DNA-Genom von 8.000
Basenpaaren besitzen. Das virale Genom kann in drei Regionen unterteilt werden: die frihe
Region (E), die fur die virale Replikation und Transkription notwendige Proteine kodiert, die
spate Region (L), die fur die Verpackung der replizierten viralen DNA bendgtigten
Strukturproteine kodiert und die obere, regulatorische Region (URR), die regulatorische
Bereiche flir die virale Genexpression und Replikation beinhaltet (Longworth & Laimins,
2004).

Humane Papillomviren weisen mehr als hundert Genotypen auf und infizieren die
Epithelzellen der Haut und verschiedener Schleimhaute. Die Rolle von HPV in der
Karzinogenese von Gebarmutterkrebs deckte Harald zur Hausen auf, wofir er 2008 den
Nobelpreis erhielt (zur Hausen, 1976). Mehr als vierzig HPV-Typen infizieren Schleimhaute
des Genitaltrakts, wovon einige mit invasiven Zervixkarzinomen assoziiert sind und als
Hochrisikotypen bezeichnet werden. Die HPV-Typen 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58, 59 und 66 wurden von der Weltgesundheitsorganisation (WHQO) wegen ihrer hohen
Pravalenz in Zervixkarzinomen als humane Karzinogene klassifiziert (Walboomers et al.,
1999). Einige dieser Hochrisikotypen wurden zudem in Biopsien von Patienten mit einem
Plattenepithelkarzinom der Mundhd6hle (23,5 %), des Oropharynx (35,6 %) oder des Larynx
(24,0 %) nachgewiesen. HPV-Typ 16 ist dabei der am haufigsten vorkommende Genotyp in
Zervixkarzinomen und HNSCCs (Mundhdhle 16,0 %; Oropharynx 30,9 %, Larynx 16,6 %)
gefolgt von HPV-Typ 18 (Mundhdhle 8,0 %, Oropharynx 1,0 %, Larynx 3,9 %) und HPV-Typ
33 (HNSCCs 10 %). Andere HPV-Typen sind sehr selten in HNSCCs (Attner et al., 2010;
Kreimer et al., 2005). Im Gegensatz zu den Hochrisikotypen sind Niedrigrisikotypen wie 6,
11, 40, 42, 43, 44 und 54 mit benignen Lasionen wie der Entwicklung von genitalen Warzen

assoziiert (Betiol et al., 2013).

Primar werden Humane Papillomviren Uber sexuellen Kontakt tbertragen, wobei sie auch
durch weniger intimen Haut-zu-Haut Kontakt Ubermittelt werden kénnen (D’Souza et al.,
2007; D’Souza et al., 2009; Gillison et al., 2012). Infektionen mit Hochrisiko-HPV-Typen sind
asymptomatisch und bei der Uberwiegenden Mehrheit wird diese vom Immunsystem
bekampft, sodass sich kein Karzinom entwickeln kann. Die Pravalenz in den USA betragt
beispielsweise fur eine orale HPV-Infektion 6,9 % (Hochrisikotyp 3,7 %, Niedrigrisikotyp

3,1 %). Hierbei sind Manner haufiger betroffen als Frauen, da die Virusbelastung bei der
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weiblichen Genitalschleimhaut hoher als bei der mannlichen Genitalschleimhaut ist und
Manner somit durch oralen Sexualkontakt mit Frauen einer hoheren viralen Exposition
ausgesetzt sind. Die Pravalenz nimmt mit der Lebensdauer und der Anzahl an oralen und

vaginalen Sexualpartnern zu (D’Souza et al., 2009; Gillison et al., 2012).

Ein typischer Patient mit HPV-positivem Oropharynxkarzinom ist ein weil3er Mann mittleren
Alters, der Nichtraucher ist bzw. nur eine geringe Anzahl an Packungen/Jahr raucht, einen
hohen sozio6konomischen Status aufweist, mehrere Sexualpartner hat und/oder orogenitale
Sexualpraktiken anwendet. Im Durchschnitt sind Patienten mit einem HPV-positiven
Karzinom vier bis zehn Jahre jinger als Patienten mit einem HPV-negativen Karzinom.
Zudem weisen sie bei Diagnosestellung einen kleineren Prim&rtumor mit positivem
Lymphknotenbefall auf (Ang et al., 2010; Attner et al., 2010; Deschler et al., 2014; Hafkamp
et al., 2008; Mellin et al., 2000; Schwartz et al., 2001; Smith et al., 2004).

Die Prognose fiir Patienten mit einem HPV-positiven Tumor ist im Hinblick auf das
Gesamtiiberleben und das progressionsfreie Uberleben besser als fiir Patienten mit einem
HPV-negativen Karzinom (Ang et al., 2010; Fakhry et al., 2008; Li et al., 2003; Mellin et al.,
2000; Ragin & Taioli, 2007; Schwartz et al., 2001). Mellin et al. (2000) ermittelten
beispielsweise fir HPV-positive Tumorpatienten eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 53,5 %
gegeniuber 31,5 % bei HPV-negativen Tumorpatienten. Zudem sprechen HPV-positive
Tumorpatienten besser auf eine Chemotherapie oder eine kombinierte Radiochemotherapie
an. Die Ansprechrate nach Einleitung einer Chemotherapie oder einer Radiochemotherapie
betragt fir HPV-positive Tumorpatienten unabhangig der Tumorlokalisation 82 % bzw. 84 %
gegenuber 55 % bzw. 57 % bei HPV-negativen Tumorpatienten (Fakhry et al., 2008). Zudem
besitzen HPV-positive Tumorpatienten neben einem erniedrigten Rezidivrisiko (Licitra et al.,
2006; Lindquist et al., 2007; Sedaghat et al., 2009) auch ein reduziertes Risiko zur
Entwicklung eines Zweittumors (Licitra et al., 2006).

Der HPV-Status des Patienten wird (berwiegend mittels einer HPV-DNA in situ
Hybridisierung, einer genomischen PCR oder indirekt Uber eine immunhistochemische
Farbung des Cyclin-abhéngigen Kinase-Inhibitors 2A (CDKN2A; p16) ermittelt (Abbildung 3).
Einen Goldstandard fir die HPV-Bestimmung gibt es bisher nicht, jedoch schlagt der
Kongress der American Society of Clincal Oncology aufgrund der hohen Sensitivitat dieser
Methoden eine genomische PCR in Kombination mit einer immunhistochemischen Farbung
von pl6 vor (Kofler et al., 2012).
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Abbildung 3: Bestimmung des HPV-Status mittels HPV-DNA in situ Hybridisierung (A), PCR (B)
oder indirekt Gber eine immunhistochemische Farbung von p16 (C) (modifiziert nach Saini et al.,
2009 und Singhi & Westra, 2010).

Das Tumorsuppressor-Protein pl6 (Abbildung 4) ist ein Inhibitor der Cyclin-abhangigen
Kinasen (CDK) 4 und 6 und vermindert durch eine Inhibierung des Cyclin-D1-CDK4/CDK6-
Komplexes die Phosphorylierung des Retinoblastom-Proteins (RB), welches in seiner
hypophosphorylierten Form den Transkriptionsfaktor E,F bindet. Im normalen Zellzyklus wirkt
pl6 somit antiproliferativ und wird gleichzeitig durch RB negativ reguliert. Durch eine
Inaktivierung von RB durch das HPV-Onkoprotein E7 kommt es jedoch zu einer
Uberexpression von pl16, wodurch sich pl6 als immunhistologischer Marker fir
dysplastische und maligne HPV-assoziierte Lasionen sehr gut eignet. Demgegendiber ist in
HPV-negativen Tumoren das Protein pl6 aufgrund epigenetischer oder genetischer
Stilllegung des entsprechenden Gens, welche als frihes Ereignis in der Karzinogenese
angesehen wird, nicht bzw. nur minimal nachweisbar. Die Detektion von HPV-DNA und p16
Expression zeigen eine gute Ubereinstimmung (Singhi & Westra, 2010), die sich auch in der
Prognose der Patienten widerspiegelt. Genauso wie in HPV-positiven Tumorpatienten ist die
Prognose fur pl6-positive Tumorpatienten besser als fur HPV-negative bzw. pl6-negative
Tumorpatienten (Ang et al., 2010; Fischer et al., 2009; Hoffmann et al., 2010; Lassen et al.,
2009; Mellin Dahlstrand et al., 2005). Die 3-Jahres-Rate fur das Gesamtiberleben bzw. das
progressionsfreie Uberleben betragt fir pl6-positive Tumorpatienten 83,6 % bzw. 74,4 %
gegenlber 51,3 % bzw. 38,4 % bei pl6-negativen Patienten (Ang et al., 2010). Zudem
wurden bei HPV-negativen/pl6-negativen Tumorpatienten haufiger Rezidive als bei HPV-

positiven/pl16-positiven Patienten beobachtet (63 % versus 19 %) (Klussmann et al., 2003).
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Abbildung 4: Deregulierung des Zellzyklus durch Humane Papillomviren (modifiziert nach
Leemans et al., 2011). Die HPV-Onkoproteine E6 und E7 férdern die Tumorprogression durch
Inaktivierung der Tumorsuppressorproteine p53 und RB.

Die HPV-Onkoproteine E6 und E7 (Abbildung 4), welche in vitro eine zelltransformierende
Aktivitat besitzen, fordern die Tumorprogression durch Inaktivierung der Tumorsuppressor-
proteine p53 (Tumorprotein p53) und RB (Retinoblastom-Protein). Das Protein p53 spielt
eine entscheidende Rolle bei der Apoptose, der Zellzykluskontrolle und der zellularen
Antwort auf DNA-Schadigung (Klussmann et al., 2004). Etwa 60-80 % aller Kopf-Hals-
Tumoren weisen eine Mutation des p53-Gens auf, wobei sich dieses Ereignis vor allem auf
erhéhten Alkohol- und/oder Tabakkonsum zurlickfihren lasst und mit einem frihen
Wiederauftreten des Tumors und einer Entwicklung eines Zweittumors assoziiert ist (Shin et
al., 1996; Somers et al., 1992). Im Normalfall wird p53 nach einer Schadigung der zellularen
DNA aktiviert und induziert Kinase-Inhibitoren, wie p21 (auch CDKN1A; Cyclin-abhangiger
Kinase-Inhibitor 1A), die fir die Phosphorylierung von RB verantwortlich sind. Das
hypophosphorylierte RB veranlasst die Arretierung des Zellzykluses am Ubergang der G1- in
die S-Phase, indem es die fur die Einleitung der S-Phase bendtigten Transkriptionsfaktoren
(ExF) bindet. Infolgedessen arretiert der Zellzyklus in der G1-Phase, bis die DNA-Schaden
durch das zellulare Reparatursystem behoben sind. Alternativ kann p53 die Einleitung der
Zellapoptose veranlassen. Bei ausreichend mitogenen Stimuli folgt in der spaten G1-Phase
die Phosphorylierung von RB durch zellulare Kinasen und die E,F-Transkriptionsfaktoren

werden freigesetzt. Bei einer HPV16-Infektion bildet das E6-Protein einen Komplex mit p53
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und fahrt somit zu einer Inaktivierung durch Komplexierung oder zu einer Degradierung von
p53. Aufgrund dessen fihrt diese Storung der Schutzmechanismen zu einer erhéhten
genetischen Instabilitdt und zur Akkumulation von DNA-Mutationen. Des Weiteren aktiviert
E6 die zellulare Telomerase, infolgedessen die Lebensspanne einer infizierten Zelle erhdht
wird (Balz et al., 2003; Hauser et al., 2002; Klussmann et al., 2004). RB, ein entscheidendes
Protein in der Zellzyklusregulation, wird von dem viralen Onkoprotein E7 degradiert, wodurch
es zu einer vermehrten Freisetzung der Transkriptionsfaktoren E,F und zur Verkirzung der
RB-Halbwertszeit kommt, welche das Fortschreiten des Zellzyklus in die S-Phase und die
Synthese viraler DNA ermdglichen. Des Weiteren kann E7 an p2l1 binden und somit zur
Vermehrung von inaktivem RB fihren. Reduzierte Proteingehalte oder die fehlende RB1
Expression in HNSCC-Zellen sind signifikant mit dem Vorhandensein von HPV-DNA
assoziiert. Zudem zeigen die schon erwahnten Zellzykluskomponenten Cyclin D1 und p16,
welche durch RB reguliert werden, eine reduzierte Genexpression bzw. eine Uberexpression
in HPV-positiven Tumoren (Andl et al., 1998; Wiest et al., 2002; Wilczynksi et al., 1998).
Cyclin D1 reguliert positiv den Zellzyklus durch seine Interaktion mit CDK4 oder CDK®,
welche das Tumorsuppressorprotein RB durch Phosphorylierung inaktivieren. Im Gegensatz
Zu einer reduzierten Genexpression bei HPV-positiven Tumoren geht eine Akkumulation von
Cyclin D1 durch eine Amplifikation oder eine erhthte Genexpression mit einer schlechteren
Prognose bei HPV-negativen HNSCC-Patienten einher (Akervall et al., 1997; Ang et al.,
2014; Bova et al., 1999; Higuchi et al., 2007; Klussmann et al., 2009; Smeets et al., 2006; Yu
et al., 2005). Zudem ist eine starke nukleare Akkumulation von Cyclin D1 mit einer erhdohten
Rezidivrate (48 % versus 15 %), einer schlechteren 5-Jahres-Rate fiir ein progressionsfreies
Uberleben (16 % versus 58 %) und einer schlechteren 5-Jahres-Rate fiir das Gesamtiiber-
leben (17 % versus 53 %) assoziiert (Yu et al., 2005).

2.2.2 Klassifikation, Staging und Malignitatsgrad

Zur Klassifizierung von malignen Tumoren ist das TNM-System international weit verbreitet.
Dieses System beschreibt die Ausmalle einer Tumorerkrankung, wobei ,T* die Grof3e und
Ausdehnung des Primartumors, ,N“ den Befall von Lymphknoten und ,M*“ den Nachweis von
Metastasen kennzeichnet. Eine detaillierte Unterteilung der verschiedenen Stadien erfolgt
mittels Ziffernzusatz. Je nachdem ob eine klinische oder pathologische TNM-Klassifikation
beschrieben wird, ist das Prafix ,c“ bzw. ,p“ dem TNM-System vorangestellt. Die TNM-

Klassifikation ist in Tabelle 1 definiert.
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Tabelle 1: TNM-Klassifikation von Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region (Barnes et
al., 2005; Wittekind et al., 2005).

Einteilung Beschreibung
T Primartumor
TX Keine Beurteilung des Primartumors mdglich
TO Kein Hinweis auf einen Primartumor
Tis Carcinoma in situ
Mundhohle
T1 Tumor < 2 cm in groBter Ausdehnung
T2 Tumor > 2 cm, aber < 4cm in grofter Ausdehnung
T3 Tumor >4 cm in grof3ter Ausdehnung
Tumor infiltriert Nachbarstrukturen, wie kortikalen Knochen, tiefe auRere Muskulatur
T4a | der Zunge (M. genioglossus, M. hyoglossus, M. palatoglossus und M. styloglossus),
Kieferhohle, oder Gesichtshaut
Tumor infiltriert Nachbarstrukturen, wie Mastikatorraum, Pterygoidplatten oder
T4b .. . . _
Schédelbasis; oder umschlief3t A. carotis interna
Oropharynx
T1 Tumor £ 2 cm in gréRter Ausdehnung
T2 Tumor > 2 cm, aber < 4cm in grofiter Ausdehnung
T3 Tumor > 4 cm in grofdter Ausdehnung
Tumor infiltriert Nachbarstrukturen, wie Larynx, auf3ere Muskulatur der Zunge (M.
T4a | genioglossus, M. hyoglossus, M. palatoglossus und M. styloglossus), Lamina
medialsis des Processus pterygoideus, hartem Gaumen und Unterkiefer
Tab Tumor infiltriert Nachbarstrukruren, wie M. pterygoideus lateralis, Lamina lateralis des
Processus pterygoideus, Schadelbasis; oder umschlief3t A. carotis interna
Hypopharynx
T1 Tumor auf einen Unterbezirk des Hypopharynx begrenzt und < 2 cm in grofiter
Ausdehnung
T2 Tumor infiltriert mehr als einen Unterbezirk des Hypopharynx oder einen benachbarten
Bezirk oder > 2 cm, aber < 4cm in grof3ter Ausdehnung, ohne Fixation des Hemilarynx
T3 Tumor > 4 cm in grof3ter Ausdehnung oder Primartumor mit Fixation des Hemilarynx
Taa Tumor infiltrieft Nachbarstrukturen, z. B. Schild-/Ringknorpel, Zungenbein,
Schilddruse, Osophagus, zentrale Weichteile des Halses
Tab Tumor infiltriert prévertebrale Faszien, umschliel3t A. carotis interna oder infiltriert

Strukturen des Mediastinums

Larynx Supraglottis

T1

Tumor auf einen Unterbezirk der Supaglottis begrenzt, mit normaler
Stimmlippenbeweglichkeit

T2

Tumor infiltriert mehr als einen benachbarten Unterbezirk der Supraglottis oder Glottis
oder eines Areals auRerhalb der Supraglottis (z. B. Schleimhaut von Zungengrund,
Vallecula, mediale Wand des Sinus piriformis) befallen, ohne Fixation des Larynx

T3

Tumor auf den Larynx begrenzt, mit Stimmlippenfixation, und/oder Tumor mit
Infiltration des Postkrikoidbezirks, des praepiglottischen Gewebes und/oder
geringgradiger Erosion des Schildknorpels (innerer Kortex)

T4a

Tumor infiltriert durch den Schildknorpel und/oder breitet sich auRerhalb des
Kehlkopfes aus, z.B. Trachea, Weichteile des Halses eingeschlossen &u3ere
Muskulatur der Zunge (M. genioglossus, M. hyoglossus, M. palatoglossus und M.
styloglossus), gerade Halsmuskulatur, Schilddriise, Osophagus

T4b

Tumor infiltriert den Pravertebralraum, mediastinale Strukturen oder umschlief3t die A.
carotis interna
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Fortsetzung Tabelle 1.

Einteilung

| Beschreibung

Larynx Glottis

Tumor auf Stimmlippe(n) begrenzt (kann auch vordere oder hintere Kommissur

T befallen), mit normaler Beweglichkeit

Tla | Ausdehnung auf eine Stimmlippe begrenzt

T1lb | Befall beider Stimmlippen

T2 Tumor breitet sich auf Supra- und/oder Subglottis aus und/oder mit eingeschrankter
Beweglichkeit der Stimmlippen
Tumor auf den Larynx beschrénkt, mit Stimmlippenfixation und/oder Invasion der
Postkrikoidgegend und/oder des praepiglottischen Gewebes und/oder des

T3 : . . ; . . .
paraglottischen Raumes mit geringgradiger Erosion des Schildknorpels (innerer
Kortex)
Tumor infiltriert durch den Schildknorpel und/oder breitet sich auRerhalb des

Taa Kehlkopfes aus, z.B. Trachea, Weichteile des Halses eingeschlossen dul3ere
Muskulatur der Zunge (M. genioglossus, M. palatoglossus und M. styloglossus),
gerade Halsmuskulatur, Schilddriise, Osophagus

Tab Tumor infiltriert den Prévertebralraum, mediastinale Strukturen oder umschlief3t die

A. carotis interna

Larynx Subglottis

T1 Ausdehnung begrenzt auf die subglottische Region

T2 Ausbreitung auf eine oder beide Stimmlippen, diese mit normaler oder
eingeschrankter Beweglichkeit

T3 Tumor auf den Larynx begrenzt, mit Stimmlippenfixation
Tumor infiltriert durch den Schildknorpel und/oder breitet sich au3erhalb des

Taa Kehlkopfes aus, z. B. Trachea, Weichteile des Halses eingeschlossen dul3ere
Muskulatur der Zunge (M. genioglossus, M. hyoglossus, M. palatoglossus und M.
styloglossus), gerade Halsmuskulatur, Schilddriise, Osophagus

Tab Tumor infiltriert den Préavertebralraum, mediastinale Strukturen oder umschliel3t die

A. carotis interna

N Regionare Lymphknotenmetastasen (Halslymphknoten)

NX Keine Beurteilung der regionaren Lymphknoten maoglich

NO Keine regionare Lymphknotenmetastasierung

N1 Metastasierung in einem ipsilateralen Lymphknoten, < 3 cm in groRter Ausdehnung

N2a Metastasierung in einem ipsilateralen Lymphknoten, > 3 cm, aber < 6 cm in grofter
Ausdehnung

N2b Metastasierung in multiplen ipsilateralen Lymphknoten, < 6 cm in grof3ter
Ausdehnung

N2C Metastasierung in bilateralen oder kontralateralen Lymphknoten, < 6 cm in grof3ter
Ausdehnung

N3 Metastasierung in Lymphknoten > 6 cm in grof3ter Ausdehnung

M Fernmetastasen

MX Keine Beurteilung der Fernmetastasen maglich

MO Kein Nachweis von Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen nachweisbar

— die betroffenen Organe werden mit einem Affix gekennzeichnet:

PUL: Lunge MAR: Knochenmark OSS: Knochen
HEP: Leber PER: Peritoneum PLE: Pleura
BRA: ZNS ADR: Nebenniere LYM: Lymphknoten

SKI: Haut OTH: Andere
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Nach dem TNM-System wirde beispielsweise ein Plattenepithelkarzinom im Frihstadium
ohne Nachweis von Lymphknotenmetastasierung und Fernmetastasierung mit T1INOMO
bezeichnet werden.

Auf dem TNM-System basiert nach Vorgaben der UICC eine weitere Klassifikation, die das
Staging beschreibt (Tabelle 2).

Tabelle 2: Staging in Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region (Barnes et al., 2005).

Staging Beschreibung
0 Tis NO MO
| T1 NO MO
Il T2 NO MO
m T1, T2 N1 MO
T3 NO, N1 MO
Va T1, T2, T3 N2 MO
T4a NO, N1, N2 MO
T4b alle N MO
Vb alleT N3 MO
Ve alleT alle N M1

Des Weiteren gibt es eine histologische Klassifikation der Malignitat von Plattenepithel-
karzinomen, das den Differenzierungsgrad des Krebsgewebes beschreibt. Diese ist in der

nachfolgenden Tabelle 3 definiert.

Tabelle 3: Histologische Klassifikation der Malignitat von Plattenepithelkarzinomen der Kopf-
Hals-Region.

Differenzierungsgrad Beschreibung

Gl gut differenziert, wenig Mitosen

G2 maRig differenziert

G3 schlecht differenziert, viele Mitosen

2.2.3 Diagnostik und Therapie

Trotz verbesserter Diagnose- und Therapiemdglichkeiten hat sich die 5-Jahres-
Uberlebensrate der Plattenepithelkarzinom-Patienten, die bei etwa 50 % liegt, in den letzten
Jahren nicht signifikant gedndert. Daher ist es wichtig, neue Marker aufzudecken, die eine
Friherkennung dieser Erkrankung erleichtern, eine verbesserte Prognoseeinschatzung

zulassen und eine zielgerichtete Therapie fir den einzelnen Patienten gewahrleisten.
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Personen mit einer langer als zwei Wochen andauernden unklaren Schleimhautveranderung
sollten zur Abklarung einen Spezialisten aufsuchen. Mdgliche Symptome sind weil3e oder
rote Flecken auf der Mundschleimhaut, Schleimhautdefekte oder Ulzeration, Schwellungen
in der Mundhohle oder im Hals, unklare Zahnlockerungen, die nicht durch eine
Parodontalerkrankung verursacht wurden, Globusgefiihl, Schmerzen, Schluckbeschwerden,
Sprechbehinderung, Husten, Heiserkeit, Atemnot, verminderte Zungenbeweglichkeit, Taub-
heitsgefiihle, unklare Blutungen, Foetor und/oder Veranderungen der Okklusion. Jedoch sind
diese Symptome nicht nur fir eine Krebserkrankung charakteristisch, sondern kénnen auch
vor allem bei Entzindungen und/oder anderen Erkrankungen auftreten. Generell weisen bis
zu 40 % der Patienten bereits zum Zeitpunkt der Erstdiagnose eine Lymphknoten-
metastasierung auf (S3 Leitlinie DGMKG, Wolff et al., 2012).

Im Rahmen einer Primardiagnostik untersucht der Arzt die verdachtige Stelle zunéchst, um
den potenziellen Tumor und die umgebenden Strukturen zu beurteilen. Bei einem Verdacht
auf ein Plattenepithelkarzinom der Kopf-Hals-Region erfolgt unter Vollnarkose, bei gut
zuganglichen Mundhohlenkarzinomen unter lokaler Narkose, eine Biopsie zur histologischen
Untersuchung/Diagnosestellung durch einen Pathologen. Zudem wird eine Panendoskopie
zur Detektion oder zum Ausschluss eines Zweittumors und/oder von Metastasen durch-
gefuhrt. Mit Hilfe einer Ultraschalluntersuchung (Sonographie) kann der Arzt die inneren
Strukturen im Bereich des Halses und der Mundhdhle sowie auch Organe wie Leber, Nieren,
Nebennieren, Milz und Lymphknoten betrachten. Um die lokale Ausdehnung des Tumors
festlegen bzw. Fernmetastasen nachweisen zu kdnnen, erfolgt eine Computertomographie
(CT) oder eine Magnetresonanztherapie (MRT) (S3 Leitlinie DGMKG, Wolff et al., 2012).

Bei der nachfolgenden Therapie wird zwischen einem chirurgischen Eingriff, einer Strahlen-
therapie (Radiotherapie), einer Chemotherapie oder einer kombinierten Radiochemotherapie
unterschieden. Die Auswahl der individuellen Behandlung erfolgt interdisziplindr im Rahmen
von Tumorkonferenzen unter Beteiligung der Fachdisziplinen Mund-, Kiefer- und Gesichts-
chirurgie, Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde, Strahlentherapie, Onkologie, Pathologie und
Radiologie. Die erste Wahl in der Behandlung von Kopf-Hals-Tumoren ist die chirurgische
Resektion, wobei es eine Vielzahl verschiedener Operationsverfahren gibt. Diese umfassen
enorale und offene Zugange. Ein Eingriff erfolgt unter dem Aspekt des Funktionserhalts und
kann rekonstruktive MalRRnahmen erfordern. Intraoperativ wird eine Schnellschnitthistologie
vorgenommen, um positive Resektionsréander, die mit einer schlechteren Prognose
verbunden sind, zu vermeiden. Nach kompletter Resektion eines T1- oder T2-Tumors bei
nicht vorhandener Lymphknotenmetastasierung kann auf eine Radiotherapie verzichtet
werden. Bei fortgeschrittener T-Kategorie (T3/T4), knappen oder positiven Resektions-

randern, perineuraler Invasion, GefaRinvasion und/oder Lymphknotenbefall wird eine
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adjuvante Therapie (postoperative Radio- oder Radiochemotherapie) durchgefihrt, wobei die
postoperative  Radiotherapie konventionell fraktioniert ausgefuhrt wird und bei
durchschnittlichem Risiko mit 54-60 Gy in 27-30 Fraktionen utber 5,5-6 Wochen sowie bei
Tumoren mit erh6htem Rezidivrisiko mit 66-72 Gy in 33 Fraktionen Uber 6,5 Wochen erfolgt.
Bei einer simultanen primaren Radiochemotherapie wird die Chemotherapie mit Cisplatin
oder einer Cisplatin-haltigen Kombination durchgefiihrt. Alternativ dazu kann eine
Kombination aus Strahlentherapie und Cetuximab (Antikorper) erfolgen. Patienten mit einem
unheilbaren Tumorleiden nach einer Tumortherapie konnen bei ausreichend gutem
Allgemein- und Leistungszustand mit einer palliativen platinbasierten Chemotherapie in
Kombination mit Cetuximab behandelt werden.

Bei Beschwerdefreiheit ist das Nachsorgeschema fir das erste und zweite Jahr auf
3 Monate und fur das dritte bis flunfte Jahr auf 6 Monate festgesetzt. Danach folgen die
Ublichen Fruherkennungsmafinahmen (S3 Leitlinie DGMKG, Wolff et al., 2012).

2.2.4 Genetische Veranderungen

Krebs resultiert aus einer Akkumulation von genetischen Verdnderungen. Bereits 1914
postulierte Theodor Boveri, dass der Ursprung einer Tumorzelle in einem irreparablen Defekt
einer normalen Zelle liegt (Manchester, 1995). Einen eindeutigen Beweis fir diese klonale
Entwicklung erbrachte eine Analyse der Chromosomen in Tumorzellen. Ein bekanntes
Beispiel hierfir ist die Chronische Myeloische Leukamie, die als spezifische Chromosomen-
anomalie das 1960 entdeckte Philadelphia-Chromosom aufweist (Nowell & Hungerford,
1960), welches durch eine Translokation zwischen den langen Chromosomenarmen 9 und
22 entsteht. Die Bruch- und Verschmelzungsstelle ist in allen Leukamiezellen eines
Patienten identisch. Somit liegt deren Ursprung in derselben aberranten Zelle. Spezifische
Chromosomenanomalien kdnnen daher als Marker fur bestimmte Erkrankungen stehen
(Alberts et al., 2011). 1967 identifizierten Zang und Singer, erstmals in einem soliden Tumor
Uberhaupt, eine fir Meningeome spezifische Chromosomenaberration, die Monosomie 22
(Zang & Singer, 1967). Chromosomenanaomalien, resultierende Teilungsanomalien und

Veranderungen der Genexpression sind Ergebnisse der malignen Zelltransformation.

Ausgel6st wird die maligne Transformation vor allem durch Defekte in Proto-Onkogenen und
Tumorsuppressorgenen. Ein Gleichgewicht ihrer Aktivitdt kontrolliert die fir die Funktions-
fahigkeit von Geweben essentielle Erneuerung von Zellen. Bei Proto-Onkogenen handelt es
sich um normale zelluldre Gene, die Proteine codieren, die die Zellteilung stimulieren. Die
Proto-Onkogene werden durch genetische Veranderungen in sogenannte Onkogene

umgewandelt, die eine gesteigerte Expression oder eine erhthte Aktivitdt des Genprodukts
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aufweisen. Es gibt drei Arten genetischer Veranderungen, die fir diese Umwandlung
verantwortlich sind: Translokationen oder Transpositionen, Genamplifikationen und Punkt-
mutationen. Diese dominanten Funktionsgewinn-Mutationen stimulieren die Proliferation der
Zelle. Die Tumorsuppressorgene unterliegen hingegen einer Funktionsverlust-Mutation, die
zu einer geringeren Aktivitat des Genprodukts fuhrt. Normalerweise kodieren Tumor-
suppressorgene Proteine, die die Proliferationsaktivitdt unterdricken. Durch Deletion,
Inaktivierung oder epigenetische Stilllegung beider Genkopien eines Chromosomenpaares
wird die normale Aktivitdt eines Tumorsuppressorgens verringert, wodurch die Proliferation
letztendlich stimuliert wird. Ver&nderungen der Proto-Onkogene und Tumorsuppressorgene
fuhren zum Verlust der genetischen Proliferationskontrolle und somit zur neoplastischen
Entartung (Alberts et al., 2011; Campbell et al., 2006). Da es sich vorwiegend um erworbene
Veranderungen handelt, die meist fir den Typ und den Grad eines Tumors spezifisch sind,

besitzen sie somit auch diagnostische und prognostische Aussagekraft.

Auch bei Kopf-Hals-Tumoren ist bereits eine Vielzahl an Veranderungen bekannt, die von
Califano, Sidransky und Kollegen in einem Tumorprogressionsmodell skizziert wurden.
Dieses stellt die potentiellen Zeitpunkte der genetischen Ereignisse in Kopf-Hals-Tumoren
dar, die auch im Hinblick auf mogliche diagnostische, prognostische und therapeutische
Marker Bedeutung besitzen (Califano et al., 1996; Sidranski, 1995).
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Abbildung 5: Phanotypische Progression und akkumulierte molekulare Veranderungen von der
normalen Schleimhaut bis hin zum Plattenepithelkarzinom (modifiziert nach Argiris et al., 2008
und Polanska et al., 2014).

Friihe Ereignisse in der Progression von Kopf-Hals-Tumoren stellen beispielsweise der
Verlust der chromosomalen Region 9p21-22 und eine Inaktivierung von p16/p14"%" dar
(Abbildung 5). Die Deletion auf 9p21-22 ist mit 70 % eine der h&aufigsten genetischen
Veranderungen in HNSCCs (van der Riet et al., 1994). Ein wichtiges, in dieser Region
gelegenes Tumorsuppressorgen ist p16, welches durch verschiedene Ereignisse inaktiviert
werden kann. Reed et al. (1996) zeigten, dass fur diese Inaktivierung in 67 % aller Falle eine
homozygote Deletion und in 21 % eine Promotormethylierung verantwortlich war. Zudem
konnte jeweils in einem untersuchten Tumor ein Rearrangement des pl6-Lokus und eine

Leserastermutation nachgewiesen werden (Reed et al., 1996).

Ein spéates Ereignis in der Tumorprogression ist beispielsweise der Gewinn des
chromosomalen Bereiches 3g26, eine der haufigsten genetischen Verénderungen in
HNSCCs. Generell besitzen diese Tumoren sehr komplexe Karyotypen und weisen sowohl
strukturelle als auch numerische Aberrationen auf (Abbildung 6). Typische DNA-Verluste bei
Kopf-Hals-Tumoren mit einer Haufigkeit von mehr als 50 % findet man auf den

Chromosomen bzw. Chromosomenarmen 3p, 4, 5q, 9p, 11, 13q, 189 und 21q, wohingegen
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DNA-Gewinne mit einer Haufigkeit von mehr als 50 % auf den Chromosomen bzw.

Chromosomenarmen 3q, 5p, 8q, 99, 119, 16p, 19, 20g und 22q auftreten (Bockmiuihl, 1998).
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Abbildung 6: Histogramm einer vergleichenden genomischen Hybridisierung von 60 Kopf-Hals-
Karzinomen (Bockmihl, 1998). Die Inzidenzbereiche geben den Prozentsatz der chromosomalen
Veranderungen an, die mit einer Signifikanz von 99 % auftreten. Links der Chromosomen-
ideogramme sind DNA-Verluste, rechts DNA-Gewinne dargestellt.
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Huang et al. (2002) fanden ebenfalls als haufigste chromosomale Veranderungen bei allen
HNSCC-Untergruppen Gewinne auf 3qg, 5p und 8q und Verluste auf 3p. Lokalisations-
abhangig fanden sie zudem Gewinne auf 7q, 179 und 9p und Verluste auf 13q bei
pharyngealen SCCs, Gewinne auf 7p, 9q, 11912-13, 14q und 17q bei laryngealen SCCs und
Gewinne auf 1p und 11912-13 bei oralen SCCs (Huang et al., 2002). Des Weiteren findet
man Unterschiede zwischen HPV-positiven oropharyngealen SCCs und HPV-negativen
oropharyngealen SCCs, wobei HPV-negative Tumoren weniger Aberrationen als HPV-
positive Tumoren aufweisen. Amplifikationen auf 11913 und 18p sind spezifisch flr HPV-
negative Tumoren, wahrend Amplifikationen auf 3qg in beiden Gruppen zu finden sind. Ein
Gewinn auf 3q ist die haufigste chromosomale Verdnderung in oropharyngealen SCCs
(72 %) unabhangig vom HPV-Status und signifikant assoziiert mit einer hoheren
T-Klassifikation und einem hoheren Staging. Die haufigsten Veradnderungen in HPV-
negativen Tumoren sind Verluste auf 3p, 4q, 59, 9p, 13q, 18q, Y und Gewinne auf 3q, 8q,
11913, 12q, 17q und 20g, wahrend HPV-positve Tumoren Verluste auf 3p, 4q, 11g14-qter,
13g und Gewinne auf 3q, 8q, 17g und 20qg aufweisen (Klussmann et al., 2009).
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2.3 miRNA

MiRNAs (microRNAs oder miRs) sind eine Klasse von nicht-kodierenden, einzelstrangigen
RNA-Molekiilen mit einer Lange von 21 bis 25 Nukleotiden (nt), welche die Genexpression
auf posttranskriptionaler Ebene durch Interaktion mit der mRNA regulieren. Dadurch
beeinflussen sie eine Vielzahl an biologischen Prozessen wie beispielsweise Differenzierung,
Proliferation und Apoptose.

2.3.1 Entdeckung und Nomenklatur

Erstmals beschrieben wurden miRNAs 1993 von Rosalind C. Lee, Rhonda L. Feinbaum und
Victor Ambros, die bei genetischen Untersuchungen das Gen lin-4 im Nematoden
Caenorhabditis elegans identifizierten. Uberraschenderweise kodierte dieses Gen fur kein
Protein, sondern exprimierte zwei kleine RNA-Molekile mit einer Lange von 22 nt und 61 nt.
Diese beiden RNAs wiesen komplementare Sequenzen zur 3' untranslatierten Region (UTR)
der lin-14 mRNA auf und liel3en die Vermutung zu, dass sie die lin-14 Translation regulieren
(Lee et al., 1993). Nach heutigem Kenntnisstand stellt das 61 nt lange RNA-Molekil die
Vorlaufer-miRNA (pre-miRNA) dar, wahrend das 22 nt kurze RNA-Molekl die reife miRNA
prasentiert und durch komplementare Basenpaarung an die 3 UTR der lin-14 mRNA bindet
und somit die Translation der mRNA vermindert. Vorerst betrachtete man damals diese Form
der posttranskriptionalen Genregulation als seltenes Phdnomen spezifisch fir Nematoden.
Im Jahre 2000 mit der Entdeckung einer weiteren 22 nt kurzen miRNA (let-7d), die ebenfalls
eine Rolle in der Entwicklung von Caenorhabditis elegans spielt und posttranskriptional lin-41
reguliert, zeigte sich jedoch, dass es sich bei let-7d und lin-41 um evolutionar konservierte
Gene handelt und der Mechanismus der miRNA-Regulation auch auf andere multizellulare
Organismen angewendet werden kdnnte (Reinhart et al., 2000; Slack et al., 2000). Und
tatsachlich wurden in weiteren Studien eine Vielzahl von miRNAs in Caenorhabditis elegans,
Drosophila melanogaster und Homo Sapiens entdeckt (Lau et al., 2001; Lagos-Quintana et
al., 2001; Lee & Ambros, 2001). Im Jahre 2002 entdeckte man erstmals die Verbindung
zwischen miRNAs und menschlichen Erkrankungen, aufgrund einer Beobachtung, bei der in
der Mehrheit der Proben von Patienten mit chronischer lymphatischer Leukamie vom B-Zell-
Typ die miRNA-kodierenden Gene miR-15 und miR-16 deletiert oder deren Expression
reduziert vorlagen (Calin et al., 2002). Seitdem sind die Erkenntnisse Uber miRNAs stetig
gewachsen. Aktuell beinhaltet die Datenbank miRBase (Release v20, Juni 2013) 24.521
Eintragungen uber Vorlaufer-miRNAs/pre-miRNAs, die 30.424 reife miRNAs in 206 Spezies
exprimieren (Kozomara & Griffiths-Jones, 2014). Auch die Datenbank Pubmed
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) verzeichnet einen starken Anstieg der Verdoffentlich-

ungen, wobei jedoch die biologischen Funktionen der meisten miRNAs noch unbekannt sind.
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Die Nomenklatur der miRNAs (zum Beispiel hsa-miR-100) erfolgt nach der zeitlichen
Reihenfolge ihrer Entdeckung. Das Prafix in Form von drei Buchstaben bezeichnet den
Organismus. Beispielsweise steht das Prafix ,hsa“ fur Homo sapiens. Die Abklurzung ,miR®
steht fur die reife miRNA und die nachfolgende Zahl benennt die miRNA entsprechend ihrer
Entdeckung. Mit Zahlen bezeichnete Suffixe (zum Beispiel hsa-miR-218-1 und miR-218-2)
benennen unterschiedliche Vorlaufer-Sequenzen und genomische Loci, die identische reife
mMiRNAs exprimieren, und mit Buchstaben bezeichnete Suffixe (zum Beispiel hsa-miR-125a
und hsa-miR-125b) benennen eng verwandte Sequenzen. Zwei miRNAs, die vom gleichen
Vorlaufer stammen, werden entsprechend ihrer relativen Menge als Hauptprodukt (hsa-miR-
155) und als Produkt aus dem entgegengesetzten Arm der Vorstufe (hsa-miR-155%)
bezeichnet. Kann das Hauptprodukt nicht identifiziert werden, erhalten die miRNAs einen
Zusatz wie hsa-miR-125a-5p (vom 5%-Arm) und hsa-miR-125a-3p (vom 3-Arm) (Ambros et
al., 2003; Griffiths-Jones et al., 2006).

2.3.2 Biogenese und Funktion

Die Biogenese der miRNA (Abbildung 7) beginnt im Nukleus mit der Transkription der
miRNA-kodierenden Gene, die mittels der RNA Polymerase Il (Pol Il) erfolgt (Lee et al.,
2004). Das entstandene Primartranskript (pri-miRNA) besitzt ein 7-Methylguanosin-Cap am
5'-Ende und einen Poly-A-Schwanz am 3‘-Ende und lagert sich durch interne imperfekte
Basenpaarung zu der typischen Haarnadelstruktur zusammen. In der Lange variiert die pri-
mMiRNA zwischen 200 nt bis zu vielen Kilobasen (Cai et al., 2004; Lee et al., 2004).
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Abbildung 7: Biogenese und Funktion der humanen miRNAs (modifiziert nach Esquela-Kerscher
& Slack, 2006). Die Biogenese der miRNAs erfolgt im Zellkern mittels der RNA Polymerase 1l (Pol II).
Die entstandenen pri-miRNAs werden durch die RNase Il Endonuklease Drosha und den Kofaktor
Pasha in 70 nt lange pre-miRNAs prozessiert, welche von Exportin 5 in einem RAN-GTP-abhéngigen
Transport aktiv in das Zytoplasma exportiert werden. Im Zytoplasma erfolgt ein weiterer
Prozessierungsschritt mittels der RNase Il Endonuklease Dicer, dessen entstandene Produkte
mMiRNA:miRNA* Duplexe darstellen. Nach Entwindung des doppelstrangigen RNA-Molekiils wird die
reife miRNA in einen Ribonukleoprotein-Komplex aufgenommen und abhéngig vom Grad der
Komplementaritat zwischen miRNA und Ziel-mRNA fihrt eine partielle Komplementaritat zu einer
Hemmung der Translation, wéahrend eine perfekte Komplementaritat eine vollstandige Degradierung
der mRNA zur Folge hat.

Die pri-miRNA wird im Zellkern mittels einem Mikroprozessor-Komplex, bestehend aus der
RNase Il Endonuklease Drosha und dem an die doppelstrdngige RNA bindenden Protein
DGCRS8 (Pasha), in eine etwa 70 nt lange Vorlaufer-miRNA (pre-miRNA) prozessiert. Pre-
mMiRNAs weisen eine ,stem loop“-Struktur mit einem Monophosphat am ihrem 5'-Ende und
einem Uberhang von zwei Nukleotiden am 3‘-Ende auf (Abbildung 7) (Lee et al., 2003; Denli
et al., 2004; Gregory et al., 2004; Han et al., 2004; Landthaler et al., 2004). Anhand dieser
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Struktur erkennt Exportin 5 die pre-miRNA und bildet gemeinsam mit ihr und dem Kofaktor
Ran-GTP einen Komplex, der die pre-miRNAs im Zellkern stabilisiert (Zeng & Cullen, 2004)
und diese aktiv ins Zytoplasma transportiert (Bohnsack et al., 2004; Lund et al., 2004; Yi et
al., 2003). Durch die Hydrolyse von RAN-GTP zu RAN-GDP kommt es zur Freisetzung der
pre-miRNA, die nun im Zytoplasma durch die RNase Illl Endonuklease Dicer zur reifen
miRNA prozessiert wird (Bernstein et al., 2001; Grishok et al., 2001; Hutvagner et al., 2001,
Ketting et al., 2001; Knight & Bass, 2001). Es entsteht ein imperfektes, doppelstrangiges
RNA-Molekiil, das die reife miRNA und den dazugehédrigen komplementdren Strang
(miRNA*) beinhaltet. Nach der Entwindung zu Einzelstrdngen durch eine Helikase wird die
reife miRNA, deren 5-Ende energetisch weniger stabil als das der miRNA* ist, in einem
Ribonukleoprotein-Komplex, dem sogenannten RISC (RNA-induced silencing complex),
aufgenommen, wahrend der Gegenstrang miRNA* meist degradiert wird (Khvorova et al.,
2003; Schwarz et al., 2003). Zentraler Bestandteil dieses Komplexes ist das Protein
Argonaut. Der Mensch besitzt von diesem Protein 8 Varianten, welche nicht alle eine RNase-
Aktivitat im RISC aufweisen. Besitzt Argonaut keine RNase-Aktivitat im RISC, erfolgt die

Regulierung der Genexpression Uber eine Repression der Translation.

Der entstandene miRNA-RISC-Komplex reguliert, abhéngig vom Grad der Komplementaritat
zwischen miRNA und Ziel-mRNA, die Aktivitdt der Zielgene. Die 2-9 Nukleotide lange
Basensequenz mit der hochsten Komplementaritdt zur Ziel-mRNA, bei der die
Basenpaarung zwischen miRNA und Ziel-mRNA startet, nennt man Seed-Sequenz. Eine
partielle Komplementaritat zwischen beiden RNA-Molekilen fuhrt zu einer Hemmung der
Translation, wahrend eine perfekte Komplementaritdt zu einem Schnitt bzw. einer

vollstandigen Degradierung der mRNA fuhrt (Hutvagner & Zamore, 2002; Zeng et al., 2003).

2.3.3 Bedeutung in der Tumorgenese

Eine Verbindung zwischen deregulierten miRNAs und Krebs konnte, wie bereits erwahnt,
erstmals im Jahre 2002 in chronischer lymphatischer Leukdmie vom B-Zell-Typ festgestellt
werden. In 68 % der Falle wies diese Erkrankung eine Deletion oder eine verminderte
Expression von miR-15 und miR-16 auf, die auf dem Chromosomenabschnitt 1314
lokalisiert sind (Calin et al., 2002).

Diese Entdeckung hatte eine Vielzahl an Expressionsanalysen verschiedenster
Tumorentitaten zur Folge, die alle differenzielle und deregulierte miRNA-Muster aufweisen
und meist gewebe- und tumorspezifisch sind. Hierzu gehoéren unter anderem B-Zell-
Lymphome (Calin et al., 2004), Glioblastome (Ciafre et al., 2005), Schilddrisen- (He et al.,
2005), Brust- (lorio et al., 2005), Lungen- (Takamizawa et al., 2004; Yanaihara et al., 2006),



EINLEITUNG 27

Leber- (Murakami et al., 2006), Dickdarm- (Michael et al., 2003), Magen- und Prostatakrebs
(Volinia et al., 2006).

Mehr als 50 % der bekannten miRNA-Gene liegen in Krebs-assoziierten genomischen
Regionen, die chromosomale ,fragile sites® beinhalten, mit Verlusten der Heterozygotie
(LOH) einhergehen, amplifiziert oder deletiert sind oder mdégliche Bruchpunktregionen
aufweisen. Beispielsweise liegt hsa-miR-125b-1, eine homologe miRNA zu lin-4 des
Nematoden Caenorhabditis elegans, in einer ,fragile site” auf Chromosom 11q24, welche bei
der Mehrheit der Patienten mit Brust-, Eierstock- und Gebarmutterhalskrebs deletiert ist
(Calin et al., 2003). Entsprechend der Deletion auf 11g24 ist die Expression von miR-125b-1
bei diesen Tumorentitdten vermindert (lorio et al., 2005; Guan et al., 2011; Huang et al.,
2012).

Die tumorbiologische Bedeutung der miRNAs liegt in einer veranderten posttranskriptionalen
Expression der Zielgene mit Auswirkungen auf samtliche zellbiologisch relevanten Prozesse.
Diese Effekte tragen somit zur Initiierung von Tumoren und deren Progression bei. Abhangig
von ihrer Auswirkung auf die Synthese von Proteinen unterteilt man miRNAs in zwei
Hauptklassen: onkogene und tumorsuppressive miRNAs (Abbildung 8) (Esquela-Kerscher &
Slack, 2006).
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Abbildung 8: Die Rolle der miRNAs bei der Entstehung von Krebs (modifiziert nach Esquela-
Kerscher & Slack, 2006). A) Im Normalgewebe fihrt die Transkription, Prozessierung und Bindung der
mMiRNA an ihre Ziel-mRNA durch Blockierung der Translation oder veranderter mRNA-Stabilitat zu
einer Regulierung der Zielgen-Expression. B) Eine Deletion oder eine verminderte Expression des
mMiRNA-Gens, dessen Genprodukt in diesem Fall als Tumorsuppressor agiert, hat eine Anreicherung
von Onkoproteinen zur Folge, die in erhdhter Proliferation, Invasivitat und Angiogenese, erniedrigter
Apoptose oder undifferenziertem bzw. dedifferenziertem Gewebe enden und somit eine Tumorbildung
bewirken kann. C) Eine Amplifikation oder Uberexpression eines miRNA-Gens wirkt durch die
Beeinflussung von Tumorsuppressorgenen onkogen und fihrt ebenfalls zur Tumorinitiation.

Im Normalgewebe (Abbildung 8A) fuhrt die Transkription, Prozessierung und Bindung der
miRNA an ihre Ziel-mRNA durch Blockierung der Translation oder verénderter mRNA-
Stabilitdét zu einer Regulierung der Zielgen-Expression. Deletionen oder Defekte in der
Biogenese der miRNAs kdnnen eine Reduzierung oder Eliminierung der reifen miRNA
bewirken (Abbildung 8B), die eine Anreicherung von Onkoproteinen zur Folge haben. Diese
kénnen die Proliferation, Invasivitat und Angiogenese erhéhen, die Apoptose erniedrigen
oder zu undifferenziertem bzw. dedifferenziertem Gewebe fiihren und somit zur Tumor-
initierung und -progression beitragen. Dieselben Effekte bewirken onkogene miRNAs, die

durch Amplifikation oder Uberexpression ihrer Gene entstehen, durch die Beeinflussung der
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Expression von Tumorsuppressorgenen (Abbildung 8C) (Esquela-Kerscher & Slack, 2006).
Die Analyse von miRNAs ist daher ein vielversprechendes Forschungsgebiet und von
groBem klinischem Interesse, da sie fir diagnostische, prognostische und therapeutische
Ziele zur Behandlung von Krebs herangezogen werden kénnen.

In den letzten Jahren wurden auch miRNA-Analysen an Patientengruppen mit Plattenepithel-
karzinomen der Kopf-Hals-Region durchgefiihrt. Diese Ubersichtsarbeiten konnten zeigen,
dass sowohl Tumorgewebe im Gegensatz zu gesundem Gewebe als auch Zelllinien
veranderte Genexpressionsprofile hinsichtlich ihrer miRNAs aufweisen. Fir HNSCCs
typische Expressionsunterschiede bestehen beispielsweise fur miR-21, miR-31, miR-181b,
miR-205 und miR-210, die eine erhdhte Expression aufweisen, und miR-26a, miR-99a, miR-
100, miR-125b und miR-375, die eine erniedrigte Expression zeigen (Avissar et al., 2009a;
Barker et al., 2009; Cervigne et al., 2009; Chang et al., 2008; Childs et al., 2009; Gao et al.,
2013; Harris et al., 2012; Hui et al., 2010; Kimura et al., 2010; Lajer et al., 2011; Li et al.,
2009; Lu et al., 2014; Ramdas et al., 2009; Scapoli et al., 2010; Siow et al., 2013; Sun et al.,
2013; Tran et al., 2007; Wald et al., 2011; Wang et al., 2013; Zhang et al., 2014a).

Basierend auf diesen Ubersichtsarbeiten folgte eine Vielzahl an weiteren Untersuchungen
bezlglich einzelner miRNAs im Hinblick auf deren Synthese und Funktionalitét
(Abbildung 9).
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Abbildung 9: miRNAs, die die Transformation von normalen Plattenepithelzellen zu
Plattenepithelkarzinomzellen regulieren, bis hin zur Metastasierung (modifiziert nach Nagadia et
al., 2013).

Beispielsweise kann das Expressionsverhdltnis miR-221 zu miR-375 mit hoher Sensitivitat
(92 %) und Spezifitat (93 %) zur Unterscheidung zwischen Tumor- und Normalgewebe
beitragen (Avissar et al., 2009a). Wahrend eine erhthte Expression von miR-205 auf
HNSCCs mit Lymphknotenmetastasierung hinweist (Fletcher et al., 2008), ist eine erhéhte

Expression von miR-210 mit einer erhdhten Rezidivwahrscheinlichkeit und einer kirzeren
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Uberlebenszeit assoziiert (Gee et al.,, 2010). Des Weiteren korreliert eine erniedrigte
Expression von miR-375 mit einer kurzeren Uberlebenszeit und Fernmetastasierung bei
HNSCC-Patienten unabhangig der Tumorlokalisation und -stadium (Harris et al., 2012). Bei
oralen SCCs ist eine Uberexpression von miR-21 mit einer schlechten Prognose verbunden,
da die Uberlebensrate fur die nachsten 67 Monate bei Patienten mit niedrigem miR-21
Gehalt bei 63,1 % und bei Patienten mit hohen miR-21 Gehalt bei nur 39,5 % liegt (Li et al.,
2009). Eine Uberexpression von miR-19a korreliert sowohl mit Lymphknotenmetastasierung,
schlechter Differenzierung als auch mit erhdhtem Tumorstaging und geht mit einem
schlechteren Gesamtlberleben einher.

Funktionelle Studien zeigen, dass eine Inhibierung der miR-19a zur Apoptose und einer
reduzierten Proliferation von Hep-2-Zellen (laryngeale SCC-Zelllinie) fuhrt. Somit spielt miR-
19a eine onkogene Rolle in der Progression von laryngealen Tumoren (Wu et al., 2014b).
Eine oft in HNSCCs vorkommende miRNA mit einer erniedrigten Genxpression ist miR-100.
In vitro Untersuchungen zeigen, dass bei den HNSCC-Zelllinien 1386Ln und UM1 eine
Zugabe der entsprechenden miRNA-Mimic zu einer Hemmung der Zellproliferation und
Migration und einer verstarkten Apoptose fuhrt (Chen et al., 2012). Mit miR-125b transfizierte
orale SCC-Zellen zeigen eine erniedrigte Proliferationsrate und eine gesteigerte Sensitivitat
gegenluber Rontgenbestrahlung (Shiiba et al.,, 2013). Diese Ergebnisse zeigen, dass
miRNAs sowohl diagnostisches, prognostisches als auch therapeutisches Potenzial

besitzen.

Die Mehrheit der publizierten Studien wurde an Tumorgewebe und/oder Zelllinien
vorgenommen. Vereinzelt erfolgten Studien beziglich zirkulierender miRNAs im Plasma
(Ayaz et al., 2013; Hsu et al., 2012; Lin et al., 2010; Liu et al., 2010; Wong et al., 2008; Yang
et al., 2011), im Serum (Mac Lellan et al., 2012) und im Speichel (Liu et al., 2010; Liu et al.,
2012a; Park et al., 2009; Salazar et al., 2014). Im Plasma von Patienten mit einem oralen
SCC sind die miRNAs miR-24 (Lin et al., 2010), miR-31 (Liu et al. 2010), miR-181a, miR-
181b (Yang et al., 2011) und miR-184 (Wong et al., 2008) verglichen mit gesunden Personen
erhoht, wobei der Gehalt der miR-31 und miR-184 nach der operativen Entfernung des
Primartumors wiederum sinkt. Sechsundzwanzig miRNAs sind im Plasma von Larynx-
karzinom-Patienten im Vergleich zu gesunden Personen verédndert, wobei fiinf dieser
MiRNAs (miR-212-3p, miR-331-3p, miR-603, miR-660-5p und miR-1303) larynxspezifisch
sind (Ayaz et al., 2013). Hsu et al. (2012) konnten zehn (let-7a, miR-21, miR-26b, miR-34c,
miR-99a, miR-133a, miR-137, miR-184, miR-194a und miR-375) veranderte miRNAs im
Plasma von HNSCC-Patienten nachweisen, wobei postoperativ reduzierte miRNA-Gehalte
von miR-21 und miR-26b nach der Tumorentfernung mit einer guten Prognose verbunden

sind und postoperativ weiterhin hohe Gehalte dieser beiden miRNAs mit einem Versterben
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innerhalb eines Jahres assoziiert sind. Eine pra- und postoperative Untersuchung der
mMiRNAs 21 und 26b ist daher von enormer Bedeutung und eignen sich als nicht-invasive
Biomarker fur HNSCCs (Hsu et al., 2012). Im Serum von Patienten mit einem oralen
Carcinoma in situ oder SCC konnten in postoperativen Proben zwanzig veranderte miRNAs
verglichen mit préaoperativen Proben nachgewiesen werden, wovon sich funf miRNAs (let-7b,
miR-16; miR-29a, miR-223 und miR-338-3p) als nicht-invasive Biomarker eignen wirden
(Mac Lellan et al., 2012). Eine weitere Quelle fur zirkulierende miRNAs stellt der Speichel
dar. Nach einer einfachen Mundspulung reichen drei bis funf Milliliter Speichel fir eine
miRNA-Analyse. Dadurch konnten Liu et al. (2012a) eine erh6hte Expression von miR-31 im
Speichel von Patienten mit einem oralen SCC unabhangig vom klinischen Stadium
nachweisen. Nach einer operativen Entfernung des Tumors sank der miRNA-Spiegel
beachtlich, wodurch sich die miRNA 31 als Marker fir eine frihe Detektion und eine
postoperative Nachsorge fir orale SCC eignen wirde (Liu et al., 2012a). Des Weiteren
zeigten miR-9, miR-134, miR-191 (Salazar et al., 2014), miR-125a und miR-200a (Park et
al.,, 2009) veranderte Expressionen im Speichel von HNSCC-Patienten verglichen mit

gesunden Personen.

MiRNA-Untersuchungen im Vollblut von HNSCC-Patienten sind noch relativ selten. Zu
Beginn dieser Arbeit existierte nach bestem Wissen nur eine Studie (Brito et al., 2010) Uber
miRNAs im Vollblut von Patienten mit einem oralen SCC, wobei jedoch keine miRNome
(Gesamtheit aller miRNA-kodierenden Gene)-Analyse vorgenommen, sondern lediglich zwei
mMiRNA-kodierende Gene (miR-15a und let-7a) im Vollblut dieser Patienten (n=20) untersucht
wurden. Dabei korreliert eine reduzierte Expression von miR-15a mit einem erhohten

Tumorstadium (Stadium 1V) und Lymphknotenmetastasierung (Brito et al., 2010).

Im Blut anderer Tumorentitaten wie beispielsweise bei Glioblastomen (Roth et al., 2011),
Nephroblastomen (Schmitt et al., 2012), Lungenkrebs (Keller et al., 2009) oder Melanomen
(Leidinger et al., 2010) existieren bereits auch erste miRNA-Untersuchungen. Bei
Glioblastompatienten (n=20) konnten im Blut verglichen mit dem gesunder Personen 52
signifikant deregulierte miRNAs identifiziert werden, wovon 27 (52 %) miRNA-kodierende
Gene eine erhéhte Expression und 25 (48 %) miRNA-kodierende Gene eine erniedrigte
Expression aufweisen. Die am starksten deregulierten miRNAs sind miR-128 mit einer
erhdhten Genexpression und miR-342-3p mit einer erniedrigten Genexpression (Roth et al.,
2011). Im Blut von Nephoblastompatienten (n=23) konnten 176 signifikant deregulierte
miRNAs im Vergleich zu Blutproben von gesunden Probanden aufgedeckt werden, wobei
MiR-766, miR-1246, miR-197 und miR-224 mit einer erhohten Genexpression und miR-20a,
miR-20b, miR-144* und miR-144 mit einer erniedrigten Genexpression zu den am starksten

deregulierten miRNAs gehéren (Schmitt et al., 2012). Auch im Blut von Lungenkrebs-
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patienten (n=17) und Melanompatienten (n=35) konnten verglichen mit Blut gesunder
Personen signifikant deregulierte miRNAs nachgewiesen werden (Keller et al., 2009;
Leidinger et al., 2010). Diese Studien demonstrieren das enorme Potenzial von miRNAs im

Blut als minimal invasive Marker.

2.4 Eigene Fragestellung

Die kontinuierliche Interaktion zwischen Blutzellen und dem gesamten Kérper eréffnet die
Mdglichkeit, dass Veranderungen, die in Verbindung mit Verletzungen oder Krankheiten in
Zellen auftreten, spezifische Veranderungen in der Genexpression in Blutzellen auslosen,
die den einleitenden Stimulus reflektieren. Fur eine Vielzahl von Erkrankungen einschlieBlich
Krebs sind Veranderungen im Expressionsprofil der Blutzellen charakteristisch, wodurch sie

ein enormes Potenzial fir diagnostische und prognostische Zwecke besitzen.

Daher soll in der vorliegenden Arbeit erstmals das gesamte Transkriptionsprofil von miRNAs
im Vollblut von Patienten mit einem diagnostiziertem Plattenepithelkarzinom der Kopf-Hals-
Region (HNSCC) im Hinblick auf deregulierte miRNAs charakterisiert werden, um
diagnostische und prognostische Marker fur diese Erkrankung aufzudecken. Nach bestem
Wissen lagen zu Beginn dieser Arbeit noch keine Studien im Vollblut von HNSCC-Patienten
vor, die das gesamte miRNome betrachten. In Folge dessen sollte zunachst das gesamte
Transkriptionsprofil von miRNAs im Vollblut von HNSCC-Patienten im Vergleich zum Vollblut
von gesunden alters- und geschlechtsgepaarten Probanden mittels Microarray-Analyse
untersucht und ausgewahlte deregulierte miRNAs mittels quantitativer Real-Time PCR an
einem groleren Patientenkollektiv sowohl im Blut als auch vergleichend dazu im
Tumorgewebe und Tumorabstrichmaterial validiert werden. Eine Korrelation dieser
Ergebnisse mit den klinischen Daten der Tumorpatienten kann im Weiteren deren Wertigkeit
als prognostische und pradiktive Marker zeigen. Im optimalsten Fall ware mit diesem Ansatz
bereits praoperativ, mittels der im Rahmen der prastationaren Voruntersuchung
durchgefiihrten Routineblutentnahme, die Analyse von definierten Markern bzw.
Markerkombinationen zu einer besseren Prognoseeinschatzung und einer individualisierten

Therapieempfehlung fur Kopf-Hals-Tumorpatienten méglich.

Im Anschluss an diese deskriptiven Analysen sollen weiterfihrende Untersuchungen die
Funktion der deregulierten miRNAs identifizieren, um den Einfluss dieser Marker auf die
Tumorzellbiologie zu untersuchen und dadurch auch eventuelle therapeutische Ansatz-
punkte zu erhalten. Hierzu folgen funktionelle Untersuchungen der entsprechenden miRNAs
in zwei unterschiedlichen Kopf-Hals-Tumorzelllinien mit miRNA-Mimics und miRNA-

Inhibitoren, um deren Einfluss auf die Proliferation und Migration von Tumorzellen zu klaren.
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3. Material und Methodik

3.1 Untersuchungsmaterialien

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Blutproben (n=71), Gewebeproben (n=97) und
Abstrichproben (n=31) stammen von Patienten mit einem diagnostizierten Plattenepithel-
karzinom aus der Klinik fr Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde unter Leitung von Herrn Prof.
Dr. Bernhard Schick. Alle Spender wurden durch einen in der Klinik fir Hals-, Nasen- und
Ohrenheilkunde tatigen Arzt Uber die Studie (Ethikvotum Kenn-Nr. 218/10) aufgeklart und
haben sich schriftlich einverstanden erklart Blut, Abstrichmaterial und/oder bei der Operation
entnommenes Gewebe, dass nicht zur histopathologischen Beurteilung durch einen
Pathologen bendétigt wurde, fur wissenschaftliche Zwecke zur Verfigung zu stellen. Zum
Vergleich wurde Blut (n=12) und Abstrichmaterial (n=4) von gesunden Probanden und
unauffalliges Plattenepithel (n=6), das im Rahmen einer Tonsillektomie bzw. einer Uvula-
kirzung gewonnen wurde, untersucht. Diese Probanden wurden ebenfalls tGber die Studie
aufgeklart und haben sich schriftlich einverstanden erklart. Die klinischen Daten der
Tumorpatienten und gesunden Probanden wurden freundlicherweise von Herrn Dr. Philipp
Kulas (Klinik fir Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde, Universitatsklinikum des Saarlandes)

zusammengestellt.

3.1.1 Blutproben

Die Entnahme einer Blutprobe erfolgt in PAXgene™ Blood RNA Tubes, die ein spezielles
Reagenz zur Stabilisierung der RNA beinhalten. Somit kdnnen Verfalschungen bei
Genexpressionsanalysen durch sekundare Effekte der Blutentnahme, wie beispielsweise der
Degradierung der RNA oder Induktion von Stressgenen, verhindert werden. Das intra-
zellulare RNA-Profil bleibt dadurch bei 18 °C bis 25 °C fiur 3 Tage, bei 2 °C bis 8 °C fir
5 Tage und bei -20 °C bis -80 °C fir mindestens 50 Monate stabil. Jedes Rd&hrchen
beinhaltet 6,9 ml Additiv und ist mit seinem Vakuum fir eine Entnahme von 2,5 ml Blut
bestimmt. Nach zehnmaligem Invertieren des Roéhrchens wird dieses vor Weiterbearbeitung

oder Lagerung fur zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.

Aus den gesammelten Blutproben (Tabelle 4 und Tabelle 5) wurde entweder innerhalb von
zwei Tagen RNA inklusive miRNA isoliert oder die Blutproben wurden bis zur Isolierung der
RNA bei -80 °C gelagert. Vor der Isolierung erfolgte jedoch abhéngig von der Lagerung eine
Aufwarmphase auf Raumtemperatur und eine anschlie3ende zweistiindige Inkubation bei

Raumtemperatur.
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Tabelle 4: Blutproben von HNSCC-Patienten.

Lokalisation Untersuchungs-
Alter*/ | Tabak-/ 1: Mundhohle TNM- methoden
Nr. | Fall Gesch | Alkohol- 2 Oropharynx Klassifikation Grad
lecht konsum 3: Larynx Array PCR
4: Hypopharynx
1 1113 79/m jalja 2 cT1-2 cNO 3 X X
2 1122 63/m nein/ja 2 cT3cN2ccMO | 3 X X
3 [1123 |63m |jalja 3 %a cN2e 2 X X
4 1127 79/m ex/nein 1 cT4 cN2b 2 X X
5 1131 67/m ja/nein 3 cT4cN2ccMx |1 X X
6 1137 49/m ja/nein 2 cT1cN2ccMO | 2 X
7 1145 53/m nein/nein | 2 cT3 cN2c 3 X
8 1146 63/m ja/nein 3 cT1 - X
9 |1153 |76/m |jamein |4 gmigf;nch 2 X
10 | 1159 54/m ex/nein 3,4 cT4cN2ccM1 | 2 X X
11 | 1165 61/w ja/nein 2 cT4cN2ccM1 | 3 X X
12 | 1166 56/m jalja 3 cT4 cNO cMO 2 X
13 | 1169 62/m nein/nein | 2 cT2 cN2b 3 X X
14 | 1172 69/w ja/nein 2 cT4 cN2bcMO | 3 X X
4/2013:
15 | 1176 51/m ja/nein 2 cT2cN2ccMO | 3 X X
01/2014: cM1
16 | 1177 77/m nein/nein | 3 cT3cN2bcMO | 3 X
17 | 1182 69/w nein/nein | 3 cT4 cN2bcMO | 3 X
18 | 1183 69/m jalja 2 cT4 cN2c 2 X X
19 | 1222 76/w nein/nein | 2,4 cT4 cN2 cMO 2 X
20 | 1223 82/m ex/nein 1 cT2 cN1 cMO - X
21 | 1262 65/w ja/nein 3 cT4 cNO cMO 2 X
22 | 1263 50/m jalk.A. 2 cT1cN2bcMO | 2 X
23 | 1266 |56/m |jamein |4 cT4a cN2b 3 X
cMO
24 | 1274 80/m nein/nein | 3 cT1 cNO cMO 2 X
25 | 1279 77/m nein/nein | 2 cT2 cN1-2 - X
cMXx
26 | 1283 61/m ja/nein 3 cT4 cN2c MO - X
27 | 1288 64/m jalja 3 cT4cN2ccMO | 2 X
28 | 1291 61/m nein/nein | 2 cT1 cN1 cMO 2 X
29 | 1298 70/m jalex 3 ¢T3 cNO cMO 3 X
30 | 1300 60/m ja/nein 2 cT4 cN2ccMO | 3 X
31 | 1301 91/m nein/nein | 3 cT3 cNO cMO - X
32 | 1306 40/w jalex 2 cT1lcN1 2 X
33 | 1307 72/w nein/nein | 3 cT4 cNO cMx 3 X
34 | 1313 68/m ja/nein 3 cT4c N2c 2 X
35 1314 41/m jalk.A. 1 cT1lcN2ccMO | - X
36 ig?gl 70/m ja/nein 2 cT4 cN2bcMO | 2 X
37 | 1319 61/m jalja 3 cT4 cNO cMO 2 X
38 | 1320 59/m jalja 2 cT4 cN2c cM1 | - X
39 | 1322 71/m ja/nein 2 cT3 cN2b 3 X
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Fortsetzung Tabelle 4.

Lokalisation Untersuchungs-
Alter*/ | Tabak-/ 1: Mundhoéhle TNM- methoden
Nr. | Fall Gesch | Alkohol- | 2: Oropharynx . Grad
lecht konsum 3: Larynx Klassifikation Array | PCR
4: Hypopharynx
40 | 1323 59/m ja/nein 3 cT4 cN2ccMO | 2 X
41 | 1327 50/w jalja 2,4 cT4 cN2bcMO | 3 X
42 | 1329 50/m ex/ja 2 cT2 cNO cMO 2 X
43 | 1331 77/m ja/nein 3 cT2cN2bcMO | 2 X
44 | 1332 71/m nein/nein | 2 cT3 cN2c 3 X
45 | 1334 65/m nein/nein | 2 cT2cN2bcMO | 3 X
46 | 1335 64/m ex/nein 3 cT4 cN2ccMO | 3 X
47 | 1341 50/m jalja 3,4 cT3cN2ccMO | 3 X
48 | 1343 87/w k.A/K.A. 1 cT1cN1 - X
49 | 1347 73/m jalja 3 cT3cN2ccMO | 2 X
50 | 1349 74/m jalk.A. 3 cT3 cNO cMO 3 X
51 | 1350 78/m k.A./nein 4 cT3 cNO - X
52 | 1358 | 37/m nein/nein | 2 cT1-2 cNO 2 X
cMO
53 | 1360 58/m nein/nein | 2 cT2cN2bcMO | 2 X
54 | 1373 51/m jalja 2 cT4 cN2ccMO | 3 X
55 | 1396 60/m jalex 4 cT4 cN2c cM1 | - X
56 | 1399 78/m nein/k.A. 3 cT1lbcNOcMO | 2 X
57 | 1403 63/m jalja 1-2 cT4cN2bcM1 | 3 X
58 | 1404 59/w nein/nein | 3 cT4a cN2a - X
cMO
59 | 1412 67/m jalk.A. 1 cT1 cNx cMx 2 X
60 | 1413 64/m ex/ex 4 cT2 cN2c cMO X
61 | 1421 56/m ja/nein 3 cT2cN2bcM1 | - X
62 | 1448 50/w ex/nein 3 cT2 cN2c 3 X
63 | 1451 65/m jalex 4 ¢T3 cNO cMO 2 X
64 | 1452 66/m jalex 1 cT4 cNO cMO 2 X
65 | 1498 64/m jalk.A. 2 cT2 cN1cM1 - X
66 | 1502 66/m jalja 2 CcT4bcN3 cM1 | - X
67 | 1507 | 75m |exkA. |2 cT4a cN2b 3 X
cMXx
68 | 1517 65/m nein/nein | 3 cT1 cNO cMO - X
69 | 1527 50/m ex/nein 3 cT3 cN2b cMO | - X
70 | 1529 77/m nein/nein | 3 cTlcN2acMO | 3 X
71 | 1530 59/m ja/nein 1 cT3cN1cM1 - X

*Alter zum Zeitpunkt der Probennahme; k.A. = keine Angabe; ex = ehemalige Konsumenten

Bei den nachfolgenden Kontrollprobanden (Tabelle 5) handelt es sich um Personen aus dem

naheren Umfeld bzw. um Patienten, die die Schlafsprechstunde der Klinik fir Hals-, Nasen-

und Ohrenheilkunde aufgesucht haben und sich fur eine Blutspende bereit erklart haben.
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Tabelle 5: Blutproben von Probanden ohne Tumorerkrankung als Kontrollen.

Nr. | Fall Alter*/ Tabak-/ Alkoholkonsum Untersuchungsmethoden
Geschlecht Array PCR
1 1140 63/m nein/nein X X
2 1141 65/m nein/nein X X
3 1147 48/m ja/nein X X
4 1151 80/m ex/nein X X
5 1161 71/m jalk.A. X X
6 1162 79/m ex/nein X X
7 1167 59/w ja/nein X X
8 1171 74/m ja/nein X X
9 1173 60/m nein/nein X X
10 | 1174 55/m ja/nein X X
11 | 1185 69/m k.A/K.A. X X
12 1186 69/w k.AJK.A. X X

*Alter zum Zeitpunkt der Probennahme; k.A. = keine Angabe; ex = ehemalige Konsumenten

3.1.2 Tumor- und Normalgewebe

Bei dem untersuchten Tumor- und Normalgewebe handelt es sich um Gewebeproben, die
nach der Entnahme in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet wurden, sogenannte FFPE-

Gewebeproben (Tabelle 6 und Tabelle 7).

Tabelle 6: Tumorgewebeproben von HNSCC-Patienten.

Lokalisation Untersuchungs-
N Fall élé::;*rﬁ I\ﬁ?:::(;ﬂ % gundhhbhle TNM- Grad methoden
r- lecht Konsum 3 L;?;)nxarynx Klassifikation HI?-/pls- PCR
4: Hypopharynx Farbung

1 567 68/m ex/ex 2,3,4 cT4 cN2c cM1 | - X

2 659 86/m nein/nein | 3 ¢T3 cNO cMO - X

3 ??g/ 55/m jalja 2 cN2c-3 - X

4 743 50/m jalja 2,4 cT2 cN2 cMO 3 X

5 744 68/m nein/ex 3 cT1 - X

6 796 71l/w ex/ex 3 cT4 2 X

7 810 68/m nein/ex 2 cT4 cN2b - X
8 815 75/m nein/k.A. 3 cT2 cNO cMO - X

9 832 60/m ja/nein 1 cT2 cN2c 3 X

10 | 834 55/m ex/nein 2,3 cT2 - X

11 | 835 68/m | exlex 3 cr3-4cMzc | _ X X

cMO

12 | 844 80/m ex/ex 2 CcT2 cnx cMx - X

13 | 848 76/m k.A/K.A. 2 cT3cN2ccMO | - X

14 | 853 64/m nein/nein | 2 cT4 - X

15 | 856 54/m k.AK.A 2 k.A. - X

16 | 879 51/m ja/nein 1 cT2 - X
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Fortsetzung Tabelle 6.

Lokalisation Untersuchungs-
Alter*/ | Tabak-/ 1: Mundhéhle TNM- methoden
Nr. | Fall giiih ﬁéﬁ%ﬁ% g E);(r);)nhxarynx Klassifikation Grad HE-/p16- | oog
4: Hypopharynx Farbung
17 | 880 55/w ex/ex 3 ¢T3 cNO cMO - X X
18 | 898 63/m ex/nein 3 cT4 X
19 | 899 59/m kA KA. 3,4 cT3 cN2b cMO | - X
20 | 900 56/m ja/nein 3 k.A. 2 X
21 | 914 81/m ex/ex 2 cT2 cN2a 3 X X
22 | 917 69/m nein/nein | 3,4 cT4 cN2c cMx | - X
23 | 918 59/m jalk.A. 1 cT1 cNO 2 X
24 | 921 46/w ex/nein 2 cT4 cN2c 3 X
25 | 922 64/m ex/ex 2 cT4 cNO cMx - X
26 | 927 65/w jalja 2 cT2 cNO cMx - X
27 | 928 60/m ex/ex 3,4 cT4 cNO cMO 3 X
28 | 929 53/w ex/ja 1 cT2 cN2b 3 X
29 |931 50/m ja/nein 1 cT4 cNO cMO 3 X
30 | 937 64/m ja/nein 3 cT4acNOcMO | 2 X
31 | 941 57/m ja/nein 3 cT3 cNO 3 X
32 | 946 57/m jalja 1 cT2cN2ccMO | 2 X X
33 | 950 68/w ex/k.A. 3 €T2 cNX XxMx - X X
34 | 957 70/m jalk.A. 2,3 cT1 cNO cMO 2 X
35 | 960 72/m ex/k.A. 3 cT3 cN2c - X X
36 | 962 44/m k.A./nein 1 cT2 cN2c 2 X
37 | 963 81/w nein/ex 1 cT4 cNx cMx - X
38 | 995 51/m jalja 2 cT2cN2bcMO | 2 X
39 | 999 69/m jalk.A. 3 cT4 cNO cMO - X
40 | 1002 54/m jalja 1 cT2 cN2b cMO | - X
41 | 1013 73/m jalk.A: 3 cT4b cNOcMO | 2 X X
42 | 1016 64/m jalja 4 cT4 cN1 cMO 2 X
43 | 1025 60/m k.AK.A. 2 cT3 cN2b - X X
44 | 1040 73/m jalk.A. 2 cT2 cN2b - X X
45 | 1045 44/w nein/nein | 1,2 cT3 cN2c 2 X
46 | 1046 74/w ex/nein 2 cT2cN2bcMO | 2 X
47 | 1074 24/m ja/nein 1 cT1 cNO cMO - X
48 | 1076 60/m k.AK.A. 3 k.A. - X X
49 | 1083 61/m nein/ja 2 cT3 cN2b 3 X
50 | 1008 |63m | neinnein | 2 o ohee i X
51 | 1102 60/m ex/k.A. 1 cT2cN2ccMO | 2 X
52 | 1113 79/m jalja 2 cT1-2 cNO 3 X
53 | 1123 | 63m |jala 3 Clea cN2c 2
54 | 1127 79/m ex/nein 1 cT4 cN2b 2 X
55 | 1131 67/m ja/nein 3 cT4cN2ccMx |1 X
56 | 1137 49/m ja/nein 2 cT1cN2ccMO | 2 X X
57 | 1153 | 76/m | ja/nein gm(;:\;nch 2
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Fortsetzung Tabelle 6.

Lokalisation Untersuchungs-
Alter*/ | Tabak-/ 1: Mundhéhle TNM- methoden
Nr. | Fall giiih ﬁéﬁ%ﬁ% g E);(r);)nhxarynx Klassifikation Grad HE-/p16- | oog
4: Hypopharynx Farbung
58 1165/ 61/w ja/nein 2 cT4cN2ccM1 | 3 X X
1258
59 | 1169 62/m nein/nein | 2 cT2 cN2b 3 X
60 | 1183 69/m jalja 2 cT4 cN2c 2 X X
61 | 1205 49/m ja/nein 2 cT1 cN1 cMO 2 X X
62 | 1206 64/m ex/ex 3 cT1 cNO cMO 3 X
63 | 1207 60/m jalex 3 cT4 cN2ccMO | 3 X X
64 | 1208 50/m jalja 3,4 cT4 cNO cMO - X
65 | 1224 61/m jalex 2 cT4 cN2c cMO | - X
66 | 1248 63/m jalex 1 cT2 3 X
67 | 1263 50/m jalk.A. 2 cT1cN2bcMO | 2 X X
68 | 1266 |56/m |exkA. |4 cT4a cN2zb 3 X
cMO
69 | 1288 64/m jalja 2,4 cT4 cN2ccMO | 2
70 | 1296 |50/m | ja/nein 2 cTda cN2e 3 X
cMO
71 ig??l 70/m ja/nein 2 cT2 cN2b cMO | - X X
72 | 1300 60/m ja/nein 2 cT4 cN2ccMO | 3 X
73 gég/ 71/m nein/nein | 2 g% EH%CCMX 3 X
74 | 1314 40/m jalk.A. 1 cT1lcN2ccMO | - X
75 | 1319 61/m jalja 3 cT4 cNO cMO 2 X X
76 | 1320 59/m jalja 2 cT4 cN2c cM1 | - X X
77 | 1322 71/m ja/nein 2 cT3 cN2b - X
78 | 1323 59/m ja/nein 3 cT4cN2ccMO | 2 X X
79 | 1324 76/m ex/nein 1 cT2 cN3 cM1 - X
80 | 1334 65/m nein/nein | 2 cT2cN2bcMO | 3 X
81 | 1338 84/m nein/nein | 1 cT2 cN2c cMO | - X
82 | 1339 47/m jalja 2 cT2 cNO cMx 2 X
83 | 1340 67/w k.AK.A. 2,4 cT2 cNO cMx 2 X
84 | 1341 50/m jalja 3,4 cT3cN2ccMO0 | 3 X
85 | 1350 78/m k.A./nein 4 cT3 cNO - X
86 | 1360 58/m nein/nein | 2 cT2cN2bcMO | 2 X
87 | 1373 51/m jalja 2 cT4 cN2ccMO | 3 X
88 | 1376 93/m k.AK.A. 3 cT4 cNO cMO - X
89 | 1387 71/m nein/ex 2 cT2 cN2b cMO | - X
90 | 1392 71/m nein/ja 3,4 cT2cN2bcMO | 2 X
91 | 1403 63/m jalja 1,2 cT4cN2bcM1 | 3 X
92 | 1412 67/m jalk.A. 1 cT1 cNx cMx 2 X
93 | 1448 50/w ex/nein 3 cT2 cN2c 3 X

*Alter zum Zeitpunkt der Probennahme; k.A. = keine Angabe; ex = ehemalige Konsumenten
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Tabelle 7: Gewebeproben von unauffélligem Plattenepithel.

Nr. | Fall Alter*/ Tabak-/ Untersuchungsmethoden
Geschlecht Alkoholkonsum HE-Farbung PCR
1 820 16/w nein/nein X X
2 1163 47/m nein/nein X X
3 1168 38/m k.A./k.A. X X
4 1219 54/m nein/nein X X
5 1243 21/w nein/nein X X
6 1254 30/w nein/nein X X

*Alter zum Zeitpunkt der Probennahme; k.A. = keine Angabe

3.1.3 Abstrichmaterial

Bei dem untersuchten Abstrichmaterial handelt es sich um einen Blrstenabstrich, der
wahrend der Operation des Patienten durch einen Operateur in der Klinik fir Hals-, Nasen-
und Ohrenheilkunde durchgefiihrt wurde (Tabelle 8 und Tabelle 9).

Tabelle 8: Abstrichmaterial von HNSCC-Patienten.

Lokalisation Untersuchungs-
Alter/ | Tabak-/ 1: Mundhéhle TNM- methode
Nr. | Fall Gesch | Alkohol- | 2: Oropharynx R Grad
lecht | konsum | 3: Larynx Klassifikation PCR
4: Hypopharynx
1 1222 76/w nein/nein | 2,4 cT4 cN2 cMO 2 X
2 1223 82/m ex/nein 1 cT2 cN1 cMO X
3 1224 61/m jalex 2 cT4 cN2c cMO | - X
4 1248 63/m jalex 1 cT2 3 X
5 1250 79/m nein/nein | 1 cT1lcNO 2 X
6 1258 61/w ja/nein 2 cT4cN2ccM1 | 3 X
7 1262 65/w ja/nein 3 cT4 cNO cMO 2 X
8 1263 50/m jalk.A. 2 cT1cN2bcMO | 2 X
9 1274 80/m nein/nein | 3 cT1 cNO cMO 2 X
10 | 1279 77/m nein/nein | 2 CT2 cN1-2 - X
cMXx

11 | 1282 32/w ja/nein 1 cT2 cNO cMO - X
12 | 1288 64/m jalja 2,4 cT4 cN2c cMO | 2 X
13 | 1291 61/m nein/nein | 2 cT1 cN1cMO 2 X
14 | 1298 70/m jalex 3 ¢T3 cNO cMO 3 X
15 igi?l 70/m ja/nein 2 cT2cN2acMO | 2 X
16 | 1300 60/m ja/nein 2 cT4 cN2ccMO | 3 X
17 | 1301 91/m nein/nein | 3 ¢T3 cNO cMO - X
18 | 1307 72/w nein/nein | 3 cT4 cNO cMx 3 X
19 | 1313 68/m ja/nein 3 cT4c N2c 2 X
20 | 1314 41/m jalk.A. 1 cT1cN2c cMx | - X
21 | 1319 61/m jalja 3 cT4 cNO cMO 2 X
22 | 1320 59/m jalja 2 cT4 cN2ccM1 | - X
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Fortsetzung Tabelle 8.

Lokalisation

. Untersuchungs-
Alter/ | Tabak-/ 1: Mundhohle TNM- methode
Nr. | Fall Gesch | Alkohol- | 2: Oropharynx e Grad
lecht konsum 3: Larynx Klassifikation PCR
4: Hypopharynx
23 | 1322 71/m ja/nein 2 cT3 cN2b - X
24 | 1323 59/m ja/nein 3 cT4 cN2ccMO | 2 X
25 | 1324 76/m ex/nein 1 cT2 cN3 cM1 - X
26 | 1329 50/m ex/ja 2 cT2 cNO cMO - X
27 | 1331 77/m ja/nein 3 cT2 cN2b cMO | - X
28 | 1332 71/m nein/nein | 2 cT3 cN2c - X
29 | 1334 65/m nein/nein | 2 cT2 cN2b cMO | - X
30 | 1335 64/m ex/nein 3 cT4 cN2c cMO | - X

*Alter zum Zeitpunkt der Probennahme; k.A. = keine Angabe; ex = ehemalige Konsumenten

Tabelle 9: Abstrichmaterial von gesunden Probanden.

Alter*/ Tabak-/ Alkohol- Untersuchungsmethode
Nr. | Fall
Geschlecht konsum PCR
1 1243 21/w nein/nein X
2 1254 30/w nein/nein X
3 1256 34/w nein/nein X
4 1259 62/w ja/nein X

*Alter zum Zeitpunkt der Probennahme

Wahrend der Operation entferntes Tumorgewebe wird grundsatzlich fir die histo-
pathologische Diagnosestellung bendétigt. Nur Gewebe, das nicht zur histopathologischen
Beurteilung bendtigt wurde, kann durch den Patienten fiir wissenschaftliche Zwecke zur
Verfligung gestellt werden. Die Etablierung der Blrstenabstriche ermoglicht somit den
Gewinn von Probenmaterial wahrend der Operation ohne das fir die histopathologische

Diagnosesicherung notwendige Gewebe zu verwenden.

Fir die Etablierung der Birstenabstriche wurde die Benutzung verschiedener Wattestabchen
und Birsten ausgetestet. Lediglich mit einer Birste mit feinen Harchen (Cytobrush® Plus
Cell Collector) war eine ausreichende Entnahme von Zellen fur die weitergehenden
Untersuchungen gegeben. Zu beachten ist jedoch der unterschiedliche Erfahrungsgrad der
Operateure, sodass eine Kontinualitat in der Probennahme nicht unbedingt gegeben ist. Des
Weiteren wurde eine Isolierung der RNA inklusive miRNA direkt im Anschluss der
Probengewinnung im Gegensatz zu einer Isolierung nach einer Kryokonservierung bei
-80 °C ausgetestet. Es bestand kein Unterschied zwischen den beiden Methoden und hatte

keine Effekte auf die Expressionsanalyse, sodass fir diese Untersuchungsmethode die
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Abstrichpraparate nach ihrer Gewinnung bis zur Weiterverarbeitung bei -80 °C gelagert und

nicht direkt im Anschluss an die Probennahme aufgearbeitet werden muissen.

3.1.4 Zelllinien

In dieser Arbeit werden zwei Plattenepithelkarzinomzelllinien verwendet. Bei der k&uflich
erworbenen FaDu-Zelllinie (ATCC® HTB-43™) handelt es sich um eine etablierte Zelllinie
von einem Plattenepithelkarzinom des Hypopharynx eines 56-jahrigen Kaukasiers. Die
etablierte UM-SCC-1-Zelllinie der Universitdt Michigan stammt von einem mannlichen
Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom des Mundbodens, die uns freundlicherweise von
Herrn Prof. Dr. med. Klaus Bumm (Klinik fir Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde, Kopf- und
Halschirurgie, plastische Operationen, CaritasKlinikum, Saarbriicken) zur Verfligung gestellt

wurde.

3.2 Material- und Herstellernachweis
3.2.1 Chemikalien, Enzyme, Kits und Verbrauchsmaterial

In der nachfolgenden Tabelle 10 sind die in den Versuchen verwendeten Chemikalien,

Enzyme, Kits und Verbrauchsmaterialien aufgefihrt.

Tabelle 10: Verwendete Chemikalien, Enzyme, Kits und Verbrauchsmaterialien (alphabetisch
geordnet) mit Hersteller.

Chemikalien, Enzyme, Kits,

T Hersteller
Verbrauchsmaterialien

Anti-Digoxigenin-Rhodamin

Roche Diagnostics Deutschland GmbH, Mannheim

Aphidicolin

Calbiochem, Merck KGaA, Darmstadt

BCIP (Bromo-4-Chloro-Indolylphosphat)

Roche Diagnostics Deutschland GmbH, Mannheim

Biotin-Nick-Translationsmix

Roche Diagnostics Deutschland GmbH, Mannheim

BSA (Bovine Serum Albumin)

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich

Bursten fur Abstrichpraparat
Cytobrush® Plus Cell Collector

Medscand® Medical, Cooper Surgical Company,
Trumbull, CT, USA

Chloroform

Merck KGaA, Darmstadt

CINtec p16™*? Histology Kit

Roche Diagnostics Deutschland GmbH, Mannheim

Companion-Platten fur Zellkultureinsatze,
24-well Falcon®

VWR International GmbH, Darmstadt

Control miRNA Assays

Applied Biosystems®, Life Technologies,
Darmstadt

Cot1l-DNA, human

Roche Diagnostics Deutschland GmbH, Mannheim

Countess® Cell Counting Chamber Slides

Invitrogen™, Life Technologies, Darmstadt
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Fortsetzung Tabelle 10.

Chemikalien, Enzyme, Kits,
Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Dextransulfat

Merck KGaA, Darmstadt

Digoxigenin-Alkalische Phosphatase

Roche Diagnostics Deutschland GmbH, Mannheim

Digoxigenin-Nick-Translationsmix

Roche Diagnostics Deutschland GmbH, Mannheim

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)

GIBCO®, Life Technologies, Darmstadt

DMSO (Dimethylsulfoxid)

Merck KGaA, Darmstadt

E-Plate 96

ACEA Bioscience Inc., San Diego, CA, USA

EDTA (Tetraethylendiaminoessigsaure)

Merck KGaA, Darmstadt

Entellan VWR International GmbH, Darmstadt
Eosin Merck KGaA, Darmstadt
Essigsaure Merck KGaA, Darmstadt

Ethanol 99 % vergallt

Merck KGaA, Darmstadt

Ethanol 100 % p.a.

Sigma Aldrich, Steinheim

FCS (fotales Kéalberserum)

Sigma Aldrich, Steinheim

Fixogum

Marabu GmbH & Co. KG, Bietigheim-Bissingen

Formamid

Merck KGaA, Darmstadt

FluoroBlok™ Cell Culture Inserts

BD Biosciences, Heidelberg

Gene Expression Wash Buffer Kit

Agilent Technolgies, Inc — Life Sciences and
Chemical Analysis Group, Santa Claus, CA, USA

Giemsa

Merck KGaA, Darmstadt

Hamalaun

Merck KGaA, Darmstadt

High-Capacity RNA-to-cDNA Kit

Applied Biosystems® Life Technologies, Darmstadt

Human miRNA MicroArray Kit Release 16.0,
8x60K

Agilent Technolgies, Inc — Life Sciences and
Chemical Analysis Group, Santa Claus, CA, USA

Hybridization Gasket Slide Kit

Agilent Technolgies, Inc — Life Sciences and
Chemical Analysis Group, Santa Claus, CA, USA

Isopropanol 100 % p.a.

Aug. Hedinger GmbH & Co. KG, Stuttgart

Karyo Max Colcemid

GIBCO® Life Technologies, Darmstadt

Kaliumchlorid

Merck KGaA, Darmstadt

Lipofectamine® RNAIMAX Reagent

Invitrogen™ Life Technologies, Darmstadt

Methanol

Merck KGaA, Darmstadt

MicroAmp Fast 96-well Reaction Plate (0,1 ml)

Applied Biosystems® Life Technologies, Darmstadt

MicroAmp Optical Adhesive Film

Applied Biosystems® Life Technologies, Darmstadt

MicroRNA Spike-In Kit

Agilent Technolgies, Inc — Life Sciences and
Chemical Analysis Group, Santa Claus, CA, USA

MicroRNA Complete Labeling and Hybridization
Kit

Agilent Technolgies, Inc — Life Sciences and
Chemical Analysis Group, Santa Claus, CA, USA

MiRNeasy Mini Kit

Qiagen, Hilden

mirVana™ miRNA Mimics und Inhibitoren

Life Technologies, Darmstadt

Mounting Medium for Fluorescence H-1000
[Antifade]

Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA
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Fortsetzung Tabelle 10.

Chemikalien, Enzyme, Kits,
Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Mounting Medium for Fluorescence with DAPI
(4',6-Diamidin-2-phenylindol) H-1200 [DAPI]

Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA

Natriumacetat

Merck KGaA, Darmstadt

Natriumchloridlésung

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

NBT (Nitroblau-Tetrazoliumsalz)

Roche Diagnostics Deutschland GmbH, Mannheim

Nitrocellulosemembran

Amersham pharmacia, Freiburg

RNase-freies Wasser

Life Technologies, Darmstadt

Opti-MEM®

GIBCO® Life Technologies, Darmstadt

Paraformaldehyd

Merck KGaA, Darmstadt

PAXgene™ Blood miRNA Kit

PreAnalytiX, Hombrechtikon, Schweiz

PAXgene™ Blood RNA Tubes

PreAnalytiX, Hombrechtikon, Schweiz

PBax (Peripheral Blood Medium)

GIBCO® Life Technologies, Darmstadt

PBS (Phosphatgepufferte Standardsalzlésung)

GIBCO® Life Technologies, Darmstadt

Penicillin/Streptomycin

PAA Laboratories GmbH, Colbe

Phytohdmagglutinin

GIBCO® Life Technologies, Darmstadt

Pepsin

Sigma Aldrich, Steinheim

Proteinase K

Merck KGaA, Darmstadt

RNase H

Roche Diagnostics Deutschland GmbH, Mannheim

RNase ZAP

Sigma Aldrich, Steinheim

Roti®-Histokitt

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Salzsaure, 25 % reinst

VWR International GmbH, Darmstadt

Streptavidin-Alkalische Phosphatase

Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA

Streptavidin-FITC (Fluorescein-Isothiocyanat)

Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA

TagMan® Gene Expression Mastermix

Applied Biosystems® Life Technologies, Darmstadt

TagMan® Gene Expression Assays

Applied Biosystems® Life Technologies, Darmstadt

TagMan® MicroRNA Assays

Applied Biosystems® Life Technologies, Darmstadt

TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit

Applied Biosystems® Life Technologies, Darmstadt

Triton X-100

AppliChem GmbH, Darmstadt

Trypanblau Invitrogen™ Life Technologies, Darmstadt
Trypsin-EDTA Sigma Aldrich, Steinheim
Tween-20 AppliChem GmbH, Darmstadt

Weigert Stammldsung A

Morphisto - Evolutionsforschung und Anwendung
GmbH, Frankfurt am Main

Weigert Stammlésung B

Morphisto - Evolutionsforschung und Anwendung
GmbH, Frankfurt am Main

Xylol

Aug. Hedinger GmbH & Co. KG, Stuttgart

Alle weiteren, in Tabelle 10 nicht aufgefiihrten Puffersalze und Chemikalien wurden von den

Firmen Merck KGaA und Sigma Aldrich bezogen.
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3.2.2 Lésungen und Puffer

Alle Lésungen und Puffer wurden unter moglichst reinen Bedingungen, wenn nicht anders

beschrieben, mit Aqua dest angesetzt.

verwendeten Losungen und Puffer aufgefuhrt.

Tabelle 11: Losungen und Puffer (alphabetisch geordnet).

In der nachfolgenden Tabelle 11 sind die

Lésungen und Puffer Zusammensetzung
129 Tris-Base
0,859 NaCl
Dot-Puffer 10g9 MgCl,
100 ml Aqua dest
pH 9,5
3 Volumenanteile Methanol
Fixativ 1 Volumenanteil Essigsaure
-20 °C
Giemsa-L6sung 5> ml Glemsa
95 ml Soerensen-Puffer
155 mM NH,CI
Lysispuffer 10 mM KHCO;
0,1 MM NaEDTA pH 7,4
. 10 mg/ml RNase H
RNase-Ldsung in 2x SSC
3,0M NaCl
. . 0,3M Natriumcitrat
20x SSC (Citratgepufferte Standardsalzldsung) ad 1000 ml Aqua dest
pH 7,0
75 mM NaCl
SE-Puffer 25 mM EDTA pH 8,0

Soerensen-Puffer

P1: 5,935 g Na,HPO,/500 ml Aqua dest
P2: 4,536 g KH,PO,/500 ml Aqua dest

233 ml P1 + 267 ml P2

1,29 Tris-Base

0,87¢g NacCl
TN-Puffer 100 ml Aqua dest

pH 7,5

0,59 Trypsin
Trypsin-Losung 10 ml Agua dest

Aliquots bei -20 °C
. . N 1ml Trypsin-Lésung

Trypsin/Natriumchlorid-Lésung 20 ml 0,9% NaCl-Lésung

3.2.3 Gerate und Software

In der nachfolgenden Tabelle 12 sind die

Software aufgefihrt.

verwendeten Gerate und die entsprechende
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Tabelle 12: Verwendete Gerate und Software (alphabetisch geordnet) mit Hersteller.

Gerate/Software Bezeichnung Hersteller

Brutschrank HeraCell 159 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA
USA

Durchlichtmikroskop 4316184 Carl Zeiss AG, Oberkochen

Einbettungsgerat

Histocentre2

Thermo Shandon GmbH, Frankfurt a. M

Fluoreszenzmikroskop
plus Software
(fur Migrationsanalyse)

Eclipse TE2000-S

NIS-Elements-Software

Nikon, Tokio, Japan

Fluoreszenzmikroskop
plus Software
(fur CGH-Analyse)

Olympus BX61

Olympus Deutschland GmbH, Hamburg

s/w-CCD-Kamera (ProgRes
MF)

Jenoptik AG, Jena

Software ISIS

MetaSystems GmbH, Altlussheim

Hybridisierungsofen

Shellab

Sheldon Manufactoring Inc, Cornelius
Orgeon, USA

Microarray-Scanner
plus Software

Agilent Microarray Scanner

Feature Extraction Software

Agilent Technologies, Inc - Life Sciences
and Chemical Analysis Group, Santa
Claus, CA, USA

Reagens-Transfer-
Prozessor

Tissue-Tek®VIP™5 Jr

Sakura Finetek Germany GmbH,
Staufen

Real-Time PCR
plus Software

StepOnePlus™ Real-Time
PCR System

StepOne Software v2.3

Applied Biosystems® Life Technologies,
Darmstadt

REST Software

Qiagen,Hilden

PCR-Gerat

peqSTAR 96X Universal
Gradient

PEQLAB VWR International GmbH,
Erlangen

Schlittenmikrotom

Leica SM 200R

Leica Instruments GmbH, Nussloch

Spektrometer plus Software

NanoDrop ND-1000

ND-1000 Software V3.8.1

NanoDrop Technologies Inc,
Wilmington, DE, USA

Thermomixer

comfort

Eppendorf AG, Hamburg

Tischzentrifuge

Minispin

Centrifuge 5402

Eppendorf AG, Hamburg

UV(Ultraviolett)-Stratalinker

UV-Stratalinker 1800

Stratagene, Amsterdam, Niederlande

Heto Vacuum Centrifuge

Vakuumzentrifuge Heto Drywinner Vaccubrand GmbH & Co KG, Wertheim
Vakuumpumpe
Vortexer Vortex-Genie 2 Scientific Industries, Inc., New York,
USA
Warmeschrank incucell MMM Medcenter Einrichtungen GmbH,
Planegg
Wasserbad Medax Typ WB24 Medax Nagel GmbH, Kiel

Zellzahlgerat

Countess® Automated Cell
Counter

Invitrogen™ Life Technologies,
Darmstadt

Zentrifuge

Centrifuge 5804R

Eppendorf AG, Hamburg
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3.3 Immunhistochemische Analysen
3.3.1 Gewebepréaparation

Die Gewebeproben werden direkt nach der Entnahme in einer Kassette liegend in PBS-
gepuffertem 4 %-igem Formalin fixiert und in Paraffinwachs eingebettet (FFPE-Gewebe). Der
Einbettungsprozess beginnt automatisiert mit Hilfe eines Reagens-Transfer-Prozessors. Die
Programmschritte fiir die Gewebepraparation sind in Tabelle 13 aufgefihrt.

Tabelle 13: Zyklen der Gewebepréaparation mit Hilfe des Reagens-Transfer-Prozessors Tissue-
Tek®VIP™S5 Jr zur Einbettung in Paraffin.

Reagenz Dauer [h] Temperatur [°C]
4 %-iges Formalin/1x PBS 20 45
70 %-iges Ethanol 0,5 40
70 %-iges Ethanol 1,0 40
70 %-iges Ethanol 1,0 40
96 %-iges Ethanol 0,5 40
99 %-iges Ethanol 1,0 40
99 %-iges Ethanol 1,0 40
Xylol 1,0 40
Xylol 1,0 40
Xylol 1,0 40
Paraffin 0,5 60
Paraffin 0,5 60
Paraffin 1,0 60
Paraffin 1,0 60

Nach durchgefuhrter Infiltration (Tabelle 13) befindet sich die Gewebeprobe in flissigem

Paraffin und wird nun manuell mit Hilfe eines Einbettungsgerates eingeblockt.

Zur Anfertigung von Paraffinschnitten wird ein Schlittenmikrotom verwendet. Bei dieser Art
des Mikrotoms wird der Messerschlitten auf einer Laufbahn horizontal vor und zuriick
bewegt, wahrend das Praparat auf einer Blockhalterung fixiert ist. Beim Schneidevorgang
wird das Messer durch den Block gezogen und somit eine diinne Schicht auf der Oberseite
des Blocks abgetragen. Nach dem Anschneiden erfolgt der Feinschnitt. Die Schnitte werden
zur Streckung mit Hilfe eines Pinsels in ein warmes Wasserbad Ubertragen und schlie3lich

auf einen Objekttrager aufgezogen.

Fur Hamatoxylin-Eosin-Farbungen werden die Paraffinschnitte mit einer Dicke von 7 um

angefertigt. FOr immunhistochemische Farbungen wird eine Schnittdicke von 4 pm
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verwendet. Zur Isolierung von RNA inklusive miRNA werden Paraffinschnitte mit einer Dicke

von 10 um genutzt.

3.3.2 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) ist eine weltweit verbreitete, routinemafig
durchgefiihrte Farbemethode, die als Ubersichtsfarbung bei Gewebe dient, um sowohl die
Strukturen des Gewebes als auch die Zellverteilung, die Kern-Plasma-Reaktion und die
Anfarbbarkeit zu beurteilen. Die Farbung besteht aus einer Kernfarbung und einer
Plasmafarbung, welche durch die beiden kontrastreichen Farbstoffe Hamatoxylin und Eosin
erreicht wird und bereits im Jahre 1876 durch Wissowzky entwickelt wurde (Lang, 2013).

Hamatoxylin ist ein natirlicher Farbstoff aus der Gruppe der Flavinoiden, der aus Blauholz
gewonnen und fur die Kernfarbung verwendet wird. Allerdings ist nicht das Hamatoxylin der
wirksame Farbstoff, sondern sein Oxidationsprodukt Hamatein. Die Oxidation (Reifung) von
Hamatoxylin zum Hamatein erfolgt durch Luftsauerstoff im Verlauf von Wochen, kann aber
mit Einsatz von Oxidanzien (kinstliche Reifung) beschleunigt werden. Die Abspaltung zweier
Protonen bewirkt einen Farbsprung zu braun-gelb. Durch den Zusatz verschiedener Metall-
salze kommt es zu Komplexbindungen von Hamatein und Metallion, wobei gut farbende
Hamatoxylinlacke (Hamateinlacke) entstehen, die zur Kernfarbung bei der HE-Farbung
genutzt werden. Die Hamatoxylinlacke des Aluminiums, gebildet mit Alaunen, nennt man
Hamalaune, wobei die Farbe des Lacks pH-abhangig ist. Bei einem pH-Wert unter 3
erscheinen die LoOsungen rotbraun, wohingegen sich bei hoheren pH-Werten der
charakteristische Blauton ergibt. Die Farbung erfolgt in saurer Lésung, wobei durch Spilen
mit Leitungswasser der Hamateinlack seine blaue Farbe annimmt (Blauen). Dies bewirkt
zudem eine Fixierung der Farbung, da die Lacke bei hoherem pH-Wert schlecht Islich sind.
Differenziert wird die Farbung mit sauren Lésungen wie Essigsdure oder Salzsaure (Lang,
2013).

Eosin hingegen ist ein synthetischer, saurer Farbstoff, zugehdrig den Xanthenfarbstoffen,
und ist in Wasser und Alkohol l8slich. Dieser Farbstoff farbt Zytoplasma, Bindegewebe und
Kollagenfasern rot. Dariliber hinaus farbt Eosin auch Kernstrukturen, wodurch nach voran-
gegangener Kernfarbung mit Hamalaun das typische rétlich-violette Mischbild entsteht. Bei
einer guten Farbung mit Eosin kann zwischen einer Orangefarbung in Erythrozyten und
eosinophiler Granula, einer rotlich-rosa Farbung des Zytoplasmas und einer rosa Féarbung

der kollagenen Fasern unterschieden werden (Lang, 2013).

Die Tumorareale wurden anhand der HE-F&rbung freundlicherweise von der Pathologin Frau

Dr. Andrea Hasenfus (Institut fur Allgemeine und Spezielle Pathologie, Universitatsklinikum
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des Saarlandes) auf den eingedeckten FFPE-Gewebeschnitten mittels Filzstift markiert
(Abbildung 10), um in der vorliegenden Arbeit eine selektive Untersuchung der Tumorareale
sowohl fur die immunhistochemische Farbung von p16 als auch fur die Isolierung von miRNA
zu gewahrleisten.

HNSCC Uvula-Plattenepithel
Fall 1183 Fall 1219

Abbildung 10: Hamatoxylin-Eosin-Farbung an FFPE-Gewebeschnitten von einem HNSCC-
Praparat und einem Uvula-Praparat als Kontrolle. Das Tumorareal (HNSCC Fall 1183) bzw. das
unauffallige Plattenepithel (Uvula-Plattenepithel Fall 1219) wurde durch eine Pathologin auf den
eingedeckten Hamatoxylin-Eosin-gefarbten FFPE-Gewebeschnitten mittels Filzstift markiert, um in der
vorliegenden Arbeit eine selektive Untersuchung der Tumorareale vergleichend zum unauffalligem
Plattenepithel sowohl fur die immunhistochemische Farbung von pl6 als auch fir die Isolierung von
mMiRNA zu gewahrleisten.
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Durchfuhrung der HE-Farbung an Paraffinschnitten

Zur Entparaffinierung der Schnitte werden diese bei 55 °C tber Nacht in den Warmeschrank
gestellt. Am néchsten Tag werden die Schnitte fur 15 min in Xylol eingestellt, danach
zweimal in Xylol, dreimal in 99 %-igem Ethanol, dreimal in 70 %-igem Ethanol und zweimal
in Aqua dest gespilt. Die Kernfarbung mit Hamalaun erfolgt fur 10 min, bevor mit
Leitungswasser gespllt wird. Die Differenzierung erfolgt mit HCI-Alkohol (aus 11 70 %-igem
Ethanol und 10 ml 25 %-iger HCI). Aufgrund des niedrigen pH-Wertes erscheinen die
Zellkerne nun rétlich-braun. Durch Erhohung des pH-Wertes (Blauen) mit kaltem Leitungs-
wasser fur 10 min schlagt der pH-Wert in das typische Blauviolett um. Die Zytoplasma-
Farbung wird in einer 1 %-igen Eosinlosung fur 30 s durchgefuhrt. Danach folgen ein Spul-
schritt mit Leitungswasser und die Entwasserung des Gewebeschnitts in einer aufsteigenden

Alkoholreihe. Im Anschluss wird in Xylol geklart und mit Entellan eingedeckt.

3.3.3 Immunhistochemische Farbung von p16

Die immunhistochemische Farbung von p16 wird mit Hilfe des CINtec p16™<*? Histology Kits
entsprechend den Herstellerangaben durchgefiinrt. Die Schnitte werden bei 55 °C Uber
Nacht im Warmeschrank entparaffiniert und am nachsten Tag fur 15 min in Xylol eingestellt,
danach zweimal in Xylol, dreimal in 99 %-igem Ethanol, dreimal in 70 %-igem Ethanol und
zweimal in Aqua dest gespult. Die Demaskierung erfolgt fir 10 min bei 95 °C mit der Epitope
Retrieval Solution pH 9,0. Dafir wird die Losung in einer Kiuvette in der Mikrowelle zum
Kochen gebracht und die Schnitte darin bei 95 °C fir 10 min inkubiert. Danach werden die
Schnitte auf Raumtemperatur abgekihlt und dreimal mit CINtec-Waschpuffer (1:10)
gewaschen. Die Peroxidaseblockierung erfolgt fir 5 min in einer feuchten Kammer, wobei
pro Schnitt 100 pl Peroxidase-Blockierungsreagenz auf den Objekttréager gegeben und die
Schnitte mit einem grofRen Deckglas abgedeckt werden (alle weiteren Inkubationen erfolgen
nach dieser Vorgehensweise). Anschlie3end folgt ein dreimaliger Waschschritt mit CINtec-
Waschpuffer (1:10). Die darauffolgende Inkubation mit dem Priméarantikbrper Mouse-anti-
human p16™**® geschieht fiir 30 min bei 37 °C. Fiir die Negativkontrollen wird anstatt des
Primarantikbrpers das Negativkontrollreagenz verwendet. Nach einem dreimaligen
Waschschritt mit CINtec-Waschpuffer (1:10) werden die Schnitte fir 30 min bei 37 °C mit je
40 pl Visualisierungsreagenz inkubiert, bevor sie abermals dreimal mit CINtec-Waschpuffer
(1:20) gewaschen werden. AnschlieBend erfolgt eine Inkubation fir 10 min mit
Diaminobenzidin-gepufferter Substratiésung und Diaminobenzidin-Chromogen (1:80) und
eine Spilung in Aqua dest. Fur die Gegenfarbung werden die Schnitte sechsmal in
Weigertsldésung (40 ml Weigerts Stammldsung A plus 40 ml Weigerts Stammlésung B plus

160 ml Aqua dest) getaucht, in Aqua dest gespult und zur Dehydrierung dreimal in 70 %-
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igem Ethanol, dreimal in 99 %-igem Ethanol und dreimal in Xylol gesptlt und anschlieRend

mit Entellan eingedeckt.

Die Auswertung der immunhistochemischen Farbung von pl6 erfolgt am Durchlicht-
mikroskop durch zwei unabhéngige Begutachter. Als zweiter Gutachter fungierte
freundlicherweise Frau Dr. Silke Wemmert (Klinik fur Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde,
Universitatsklinikum des Saarlandes). Betrachtet werden dabei die HE-Farbung, das
Praparat mit Antikorper und die Negativkontrolle ohne Antikorper des jeweiligen Tumors.
Zusatzlich wird bei jeder immunhistochemischen Farbung eine Negativ- und Positivkontrolle
eines bekannten pl6-positiven Tonsillenpraparats zur Uberprufung einer erfolgreichen
Farbung mitgefuhrt. Ausgewertet wird nach den Kriterien ,p16-negativ und ,p16-positiv‘. Es
werden keine Unterscheidungen hinsichtlich der Kriterien ,Farbintensitat® oder ,Anzahl

positiver Zellen* vorgenommen.

3.4 RNA-Isolierung inklusive miRNA

Fur die nachfolgenden miRNA-Analysen wird die gesamte RNA inklusive miRNA aus

Vollblut, Paraffinschnitten, Abstrichmaterial und Zellkulturen isoliert.

3.4.1 Isolierung der RNA inklusive miRNA aus Vollblut

Die Isolierung der gesamten RNA inklusive miRNA aus Vollblut wird mit Hilfe eines speziell
auf die PAXgene™ Blood RNA Tubes angepassten PAXgene™ Blood miRNA Kits
entsprechend den Herstellerangaben durchgefiihrt. Hierzu werden die PAXgene™ Blood
RNA Tubes fur 2 h bei Raumtemperatur inkubiert, um eine komplette Lysis der Blutzellen zu
gewabhrleisten. Danach werden die PAXgene™ Blood RNA Tubes fir 10 min bei 4000 rpm
abzentrifugiert (Centrifuge 5804 R), der Uberstand wird verworfen, das Pellet in 4 ml RNase-
freiem Wasser durch vortexen geltst und erneut fir 10 min bei 4000 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wird wiederum verworfen, wahrend das Pellet in 350 pl BM1-Puffer durch
vortexen geldst und in ein 1,5 ml Mikrozentrifugenréhrchen tberfuhrt wird. Nach Zugabe von
300 ul BM2-Puffer und 40 pl Proteinase K wird die Probe fiir 5 s gevortext und fir 10 min bei
55 °C mit 1400 rpm im Thermomixer inkubiert. AnschlieRend wird die gesamte Probe ins
PAXgene™ Shredder Spin Column (lila) in einem Processing Tube uberfuhrt und fur 3 min
bei 13000 rpm zentrifugiert (Mini Spin). Der Uberstand wird in ein neues Mikrozentrifugen-
réhrchen Uberfuhrt, wahrend das Pellet verworfen wird. Die Probe wird mit 700 pl 100 %-
igem Isopropanol gemischt und kurz gevortext. 700 pl der Probe werden in ein PAXgene™
Shredder Spin Column (rot) in einem Processing Tube gegeben und fur 1 min bei 13000 rpm

zentrifugiert. Dabei wird die RNA inklusive der miRNA an die Membran gebunden. Der
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Durchfluss wird verworfen. Nun wird der Rest der Probe auf das PAXgene™ Shredder Spin
Column (rot) gegeben, wiederum fir 1 min bei 13000 rpm zentrifugiert und der Durchfluss
verworfen. Danach wird mit 350 pyl BM3-Puffer gewaschen und fiur 15 s bei 13000 rpm
zentrifugiert. Der Durchfluss wird verworfen. In einem neuen Mikrozentrifugenréhrchen wird
der DNase | Inkubationsmix angesetzt, indem 10 pl DNase und 70 pl RDD-Puffer gemischt
werden. Dieser wird direkt auf die PAXgene™ RNA Spin Column Membran zum Verdau der
DNA pipettiert. Es folgt eine 15-minltige Inkubation bei Raumtemperatur. Anschliel3end wird
mit 350 pul BM3-Puffer gewaschen und 15 s bei 13000 rpm zentrifugiert. Der Durchfluss wird
verworfen. Es folgen zwei weitere Waschschritte mit jeweils 500 pl BM4-Puffer, wobei nach
dem ersten Waschschritt fur 15 s und nach dem zweiten Waschschritt fur 2 min bei 13000
rpm zentrifugiert wird. Anschlie3end folgt eine erneute Zentrifugation von 1 min bei 13000
rpm. Schlussendlich wird zweimal mit 40 ul BM5-Puffer in ein neues Mikrozentrifugen-
réhrchen eluiert bei einer Zentifugation von 1 min bei 13000 rpm. Das Eluat enthalt die
gesamte RNA inklusive miRNA. Im Anschluss wird die Probe 5 min bei 65 °C im Thermo-
mixer inkubiert, die RNA-Konzentration mit Hilfe eines NanoDrop Spektrophotometers

gemessen und die RNA bei -80 °C gelagert.

3.4.2 Isolierung der RNA inklusive miRNA aus Paraffinschnitten

Die Tumorareale wurden freundlicherweise von der Pathologin Frau Dr. Andrea Hasenfus
(Institut fur Allgemeine und Spezielle Pathologie, Universitatsklinikum des Saarlandes)
anhand eines Hamatoxylin-Eosin-gefarbten Praparats markiert, um einen Tumoranteil von
mindestens 80 % in den nachfolgenden Untersuchungen zu sichern und eine Kontamination
mit anderen Zelltypen wie beispielsweise Entziindungszellen weitestgehend zu vermeiden.
Die gesamte RNA inklusive miRNA aus Paraffinschnitten wird mit Hilfe des miRNeasy FFPE
Kits entsprechend den Herstellerangaben isoliert. Je nach GroRe des Praparates werden
sieben bis zwanzig 10 um Schnitte bendtigt. Diese werden auf Objekttrager aufgezogen, die
entsprechenden Tumorareale mittels eines Skalpells und einer Kaniile vom restlichen Schnitt
separiert und in ein 2 ml Mikrozentrifugenrohrchen Uberfiihrt. Die gesammelten Schnitte
werden mit je 1 ml 100 %-igem Ethanol entwéssert, gevortext und fiir 3 min bei 13400 rpm
zentrifugiert, wobei der Uberstand verworfen wird. Zur Deparaffinierung werden diese mit je
1 ml Xylol fur 10 s gevortext und fir 2 min bei 13400 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wird
verworfen. Um uberschiussiges Xylol zu entfernen, wird das Pellet in 1 ml 100 %-igem
Ethanol aufgenommen, gevortext und fur 2 min bei 13400 rpm zentrifugiert. Der Uberstand
wird verworfen und die Proben bei geodffnetem Deckel 10 min bei Raumtemperatur
getrocknet, um Uberschiissiges Ethanol zu entfernen. Anschlie3end wird das Pellet in 240 pl
PKD-Puffer geldst und mit 10 pl Proteinase K fir 15 min bei 56 °C und 15 min bei 80 °C
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inkubiert. Im Anschluss werden die Proben direkt auf Eis tGberfuhrt, fir 3 min inkubiert und far
15 min bei 13400 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wird in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen
Uberfihrt (das Pellet wird verworfen) und gemeinsam mit 25 pyl DNase Booster-Puffer und
10 pl DNase | Stockldsung fur 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Zugabe von
500 pl RBC-Puffer und 1750 pl 100 %-igem Ethanol werden je 700 ul der Probe auf ein
RNeasy MinElute Spin Column Uberfuhrt, fir 15 s bei 13400 rpm zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Dieser Schritt wird wiederholt bis die komplette Probe auf das RNeasy
MinElute Spin Column Uberfiihrt ist. Danach folgt eine Zugabe von 500 pl RPE-Puffer auf
das RNeasy MinElute Spin Column und ein Zentrifugationsschritt bei 13400 rpm fir 15 s.
Dieser Schritt wird mit 500 pl RPE-Puffer bei einer Zentrifugationszeit von 2 min wiederholt.
Zur Trocknung der Membran des RNeasy MinElute Spin Columns wird dieses flr 5 min bei
13400 rpm zentrifugiert und schlussendlich zum Eluieren der RNA inklusive miRNA mit 30 pl
RNase-freiem Wasser fir 1 min bei 13400 rpm zentrifugiert. Die RNA-Konzentration wird wie

zuvor beschrieben spektrometrisch gemessen und die RNA bei -80 °C gelagert.

3.4.3 Isolierung der RNA inklusive miRNA aus Abstrichmaterial

Die Isolierung der gesamten RNA inklusive miRNA aus Abstrichmaterial erfolgt mit Hilfe des
miRNeasy Mini Kits entsprechend den Herstellerangaben. Nach dem Abstrich wird die
Birste in ein 15 ml Réhrchen gegeben, 700 pl QIAzol Lysis Reagent hinzugefligt und far
5 min bei Raumtemperatur im Dunklen inkubiert. AnschlieRend werden 140 pl Choroform
hinzugegeben, das Gemisch fur 15 s gevortext und fir 3 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach diesem Schritt wird die Burste mit einer sterilen Pinzette entfernt, wahrend die Probe
fur 30 min mit 4000 rpm bei 4 °C zentrifugiert (Centrifuge 5804R) wird. Nach der
Zentrifugation wird die obere, wassrige Phase in ein neues Mikrozentrifugenréhrchen
Uberfihrt und mit 1,5 Volumen 100 %-igem Ethanol resuspendiert. 700 ul der Probe werden
in ein RNeasy Mini Column gegeben und fir 15 s mit 13000 rpm bei Raumtemperatur
zentrifugiert (Minispin). Der Durchfluss kann verworfen werden. Dieser Schritt wird mit der
restlichen Probe wiederholt. Nun werden 700 pul RWT-Puffer auf das RNeasy Mini Column
gegeben, fir 15 s mit 13000 rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert und der Durchfluss
verworfen. Dieser Schritt wiederholt sich zweimal mit 500 pl RPE-Puffer, wobei die zweite
Zentrifugation fur 2 min erfolgt. Um sicher zu stellen, dass die Membran des RNeasy Mini
Columns trocken ist, wird erneut zentrifugiert (1 min, 13000 rpm). Zur Eluation der RNA
inklusive miRNA werden je Isolierung 30 pl RNase-freies Wasser auf das RNeasy Mini
Column gegeben und nach einer 5-minitigen Inkubation fir 1 min bei 13000 rpm
zentrifugiert. Die RNA-Konzentration wird wie zuvor beschrieben spektrometrisch gemessen
und die RNA bei -80 °C gelagert.
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3.4.4 Isolierung der RNA inklusive miRNA aus Zellkulturen

Die Isolierung der gesamten RNA inklusive miRNA aus den Zellkulturen FaDu und
UM-SCC-1 erfolgt mit Hilfe des miRNeasy Mini Kits entsprechend den Herstellerangaben.
Nach dem Ablésen der Zellen mit Trypsin-EDTA werden 1x10° Zellen abzentrifugiert. Der
Uberstand wird verworfen, das Pellet mit 1x PBS gewaschen, abzentrifugiert und in 700 pl
QIAzol Lysis Reagent fur 1 min gevortext, bevor eine Inkubation fir 5 min bei
Raumtemperatur im Dunklen folgt. AnschlieRend werden 140 pl Chloroform hinzugegeben,
das Gemisch fir 15 s gevortext und fir 3 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach diesem
Schritt wird das Gemisch fur 30 min mit 4000 rpm bei 4 °C zentrifugiert (Centrifuge 5804R).
Die restlichen Isolierungsschritte sind identisch zu denen aus Kapitel 3.4.3.

3.5 Bestimmung des miRNA-Profils mittels Microarrays

Zur Untersuchung der miRNA-Profile im Blut von Plattenepithelkarzinom-Patienten wird eine
Microarray-Analyse (SurePrint G3 8x60K miRNA Microarrays) durchgefiihrt, um einen
Gesamtuberblick Uber die veranderten Expressionen bei dieser Erkrankung zu erhalten. Zum
Vergleich werden Blutproben von gesunden Probanden gleichen Geschlechts und Alters
untersucht. Die Proben werden mit dem MicroRNA Complete Labeling and Hybridization Kit
entsprechend den Herstellerangaben aufgearbeitet. Wenn nicht anders angegeben, erfolgen
alle Schritte auf Eis.

Fur diese Untersuchung werden 2 pl (100 ng) der isolierten Gesamt-RNA eingesetzt und zur
anschlieenden Dephosphorylierung 2 pl CIP (Calf Intestinal Phosphatase)-Mastermix
(Tabelle 14) zu jeder Probe pipettiert und 30 min bei 37 °C im Thermomixer inkubiert.

Tabelle 14: CIP-Mastermix.

Komponente ;/rooluF:T;(:lltEgH pr(\)/(;I LIJQn;:I?ti[:rlw]en
10x Calf Intestinal Phosphatase Buffer 0,4 3,6
Labeling Spike-In 11 9,9
Calf Intestinal Phosphatase 0,5 4,5
Gesamtvolumen 2,0 18,0

Um eine erfolgreiche Markierung sicherzustellen, ist im CIP-Mastermix eine
Markierungskontrolle (Labeling Spike-In) enthalten, die Uber eine Verdinnungsreihe aus der

im Kit enthaltenen Originallosung hergestellt wird (Tabelle 15).
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Tabelle 15: Verdinnungsreihe der Labeling Spike-In Losung.

Verdinnung Zusammensetzung

1. Verdunnung Labeling Spike-In 198 pl Dilution-Buffer + 2 pl Labeling Spike-In Solution
2. Verdunnung Labeling Spike-In 198 pl Nuklease-freies Wasser + 2 pl 1. Verdiinnung
3. Verdunnung Labeling Spike-In 198 pl Nuklease-freies Wasser + 2 pl 2. Verdiinnung

Zur Denaturierung werden zu jeder Probe 2,8 ul 100 %-iges DMSO hinzugegeben, 8 min bei
100 °C im Thermomixer inkubiert und sofort auf ein Eiswasserbad uberfuhrt. Nun werden zur
Ligation der Proben in jedes Mikrozentrifugenréhrchen 4,5 pl des Ligation-Mastermix

(Tabelle 16) hinzu pipettiert und diese fiir 2 h bei 16 °C im Thermomixer inkubiert.

Tabelle 16: Ligation-Mastermix.

Komponente oro Reakion oro & Reaktionen
10x T4 RNA Ligase Buffer 1,0 9,0
Cyanine3-pCp 3,0 27,0
T4 RNA Ligase 0,5 4,5
Gesamtvolumen 4,5 40,5

Im Anschluss werden die Proben mit Hilfe einer Vakuumzentrifuge bei 45 °C bis 55 °C
getrocknet. Nach 30 min sollten die Proben Uberprift und anschlieBend bis zur kompletten
Trocknung weiterzentrifugiert werden. Die Pellets werden in 17 pl Nuklease-freiem Wasser
resuspendiert. Danach werden 1,0 pl Hyb Spike-In Losung, 4,5 pl 10x GE Blocking Agent
und 22,5 ul 2x Hi-RPM Hybridization Buffer zu jeder Probe hinzu gegeben. AnschlieRend
werden die Proben fir 5 min bei 100 °C im Thermomixer und fir 5 min im Eiswasserbad
inkubiert und sollen innerhalb von 10 min auf den Microarray aufgebracht werden. Dabei
werden die markierten miRNA-Proben jeweils mittig ohne Luftblasen auf ein Gasket Slide,
der in einer Agilent SureHyb Chamber liegt, geladen. Der Microarray wird auf den Gasket
Slide gelegt, die Agilent SureHyb Chamber wird fest verschlossen und fir 20 h bei 55 °C und

20 rpm im Hybridisierungsofen inkubiert.

Nach 20 h wird der Gasket Slide bei Raumtemperatur in GE Waschpuffer 1 entfernt und der
Array anschlieRend fir 5 min bei Raumtemperatur in GE Waschpuffer 1 und fir 5 min bei
37 °C in GE Waschpuffer 2 gewaschen. Im Anschluss folgt das Einlesen der Microarrays.
Die biostatistische Auswertung der drei in dieser Arbeit durchgefiihrten Microarrays erfolgte
durch die Bioinformatikerin Frau Dr. Christina Backes (Institut fir Humangenetik, Universitat

des Saarlandes).
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3.6 Bestimmung des miRNA-Profils mittels quantitativer Real-Time PCR

Die Methode der Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde 1987 von Kary B. Mullis entwickelt,
woflr er 1993 den Nobelpreis fir Chemie erhielt. Dieses Verfahren ermoglicht in vitro eine
gezielte Amplifikation von bestimmten Nukleotidsequenzen in zyklisch sich wiederholenden
Reaktionsschritten, wobei man diese in Denaturierung, Annealing (Primeranlagerung) und

Extension (Strangverlangerung) unterteilt (Watson et al., 2011).

Auf Basis der Polymerasekettenreaktion wurde eine Vielzahl anderer PCR-Techniken
entwickelt, die in verschiedensten naturwissenschaftlichen Bereichen zur Anwendung
kommen. Eine davon ist die quantitative Real-Time PCR, die in dieser Arbeit zur Validierung

der Microarray-Ergebnisse angewendet wird.

3.6.1 Reverse Transkription mit TagMan® miRNA-spezifischen stem loop-Primern

Zur Validierung der Microarray-Analyse werden die Ergebnisse mittels quantitativer Real-
Time PCR an einem erweiterten Probenkollektiv Gberprift. Hierfir wird im Rahmen der
Reversen Transkription die miRNA in cDNA umgeschrieben, die in der anschlieBenden
guantitativen Real-Time PCR das Ausgangmaterial darstellt. Dies geschieht mit Hilfe des
TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kits im PCR-Gerat. Die daflr bendtigten
TagMan® MicroRNA Assays, die aus miRNA-spezifischen stem loop-Primern fur die
Reverse Transkription (Abbildung 11) und aus einem Gold Standard TagMan® Primer und
Sonden Set fur die quantitative Real-Time PCR bestehen, sind in Tabelle 17 und Tabelle 18
aufgefihrt.

Extension der Primer
5 3 Stem loop-
miRNA ; Primer

Synthese der cDNA

Abbildung 11: TagMan® miRNA-spezifische stem loop-Primer (modifiziert nach Custom TagMan®
Small RNA Assay von Applied Biosystems® Life Technologies, Darmstadt). Nach der Anlagerung der
stem loop-Primer kommt es zur Extension und somit zur Synthese der cDNA.
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Tabelle 17: TagMan® Control MicroRNA Assay.

Assay-Name Assay-ID
RNU48 001006
RNU6B 001093

Tabelle 18: TagMan® MicroRNA Assay.

Assay-Name Assay-ID
hsa-miR-125a 002198
hsa-miR-146a 000468
hsa-miR-155 002623
hsa-miR-218 000521
hsa-miR-1246 462575

Durchfiihrung der Reversen Transkription

Zur Herstellung der cDNA wird aus der isolierten RNA der jeweiligen Probe eine

Vorverdinnung von 80 ng/ul angefertigt und aus dieser der Reaktionsansatz mit 20 ng/ul in

einem Probenvolumen von 5 pl hergestellt. Zu dieser RNA-Probe (100 ng RNA) werden 3 pl

des entsprechenden TagMan® MicroRNA Assays (Tabelle 17 und Tabelle 18) und 7 ul

Mastermix (Tabelle 19) hinzugegeben, resuspendiert und herunterzentrifugiert (Minispin).

Alle Schritte erfolgen auf Eis.

Tabelle 19: Mastermix Reverse Transkription.

Komponente oro Reaktion fur 10 Reaktionen
dNTP Mix (100 mM total) 0,15 1,70
MultiScribe RT Enzym (50U/ul) 1,00 11,00
10x RT-Puffer 1,50 16,50
RNase Inhibitor (20U/ul) 0,19 2,10
RNase-freies Wasser 4,16 45,70
Gesamtvolumen 7,00 77,00

AnschlieBend folgt eine Inkubation von 5 min auf Eis, bevor die Reverse Transkription im

PCR-Gerat mit den in Tabelle 20 aufgefuhrten Zyklus-Bedingungen gestartet wird.
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Tabelle 20: Zyklus-Bedingungen der Reversen Transkription.

Schritt Zeit [min] Temperatur [°C] Zyklen
Annealing 30 16 1
Extension 30 42 1
Denaturierung 5 85 1
Lagerung o0 4 1

Bis zur Weiterverwendung der cDNA im Rahmen der quantitativen Real-Time PCR kann

diese bei -20 °C gelagert werden.

3.6.2 Quantitative Real-Time PCR mit TagMan® MicroRNA Assays

Die quantitative Real-Time PCR ist eine molekularbiologische Methode zur Vervielfaltigung
von Nukleinsauren, die zusatzlich zum herkdmmlichen Prinzip der Polymerasekettenreaktion
die Mdglichkeit der Quantifizierung in Echtzeit bietet, bei der die Fluoreszenz proportional zur
Menge der PCR-Produkte zunimmt (Holzapfel & Wickert, 2007).

Zur Durchfiihrung der quantitativen Real-Time PCR werden der TagMan® Gene Expression
Mastermix und das Gold Standard TagMan® Primer und Sonden Set des TagMan®
MicroRNA Assays verwendet. Dieses Set besteht aus Primern (Oligonukleotiden), die am
5" und 3' Ende des DNA-Fragments liegen, und zusatzlich aus innerhalb der Sequenz
liegenden, spezifischen, fluoreszenzmarkierten Sonden. Es handelt sich hierbei um
Hydrolisierungssonden (TagMan®-Sonden), die am 5° Ende den Reporter-Fluoreszenz-
farbstoff 6-Carboxy-Fluorescein (F) und am 3‘ Ende den nicht-fluoreszierenden Quencher
(Q) und den Minor-Groove-Binder (MGB) tragen (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Prinzip der TagMan®-Sonde (modifiziert nach Applied Biosystems® StepOne und
StepOnePlus von Applied Biosystems® Life Technologies, Darmstadt). Primer und Sonde binden
spezifisch an die cDNA. Durch die raumliche Nahe des Reporters zum Quencher wird die Fluoreszenz
durch einen Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer unterdriickt. Erst durch die Exonuklease-Aktivitat
der Polymerase wahrend der Extensionsphase wird die raumliche Néhe zwischen Reporter und
Quencher aufgehoben und der Reporter fluoresziert.

Zur Messung der Fluoreszenz werden die Sonden wahrend der PCR mit einer spezifischen
Wellenlange (488 nm) angeregt, wobei jedoch anfangs aufgrund der rdumlichen Nahe des
Reporters zum Quencher die Fluoreszenz durch einen Fluoreszenz-Resonanzenergie-
transfer unterdriickt wird. Nach der Denaturierung der cDNA hybridisieren die Primer und die
Sonde an den Matrizenstrang (Abbildung 12). In der Extensionsphase trifft die im TagMan®
Gene Expression Mastermix enthaltene AmpliTag Gold® DNA Polymerase UP auf die Sonde
und beginnt mit der Verdréangung, wodurch eine Y-formige Sekundéarstruktur entsteht. Durch

die 5'-3'-Exonuklease-Aktivitat der Polymerase wird die Sonde hydrolisiert und der Reporter
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somit freigesetzt. Durch die nun nicht mehr vorhandene raumliche Nahe zwischen Reporter
und Quencher und des nun aufgehobenen Fluoreszenz-Resonanzenergietransfers kommt es
zur Emission (520 nm) des Reporters, die mit jedem PCR-Zyklus ansteigt. Dabei ist die
gemessene Fluoreszenz direkt proportional zu den freigesetzten Fluorophoren und der
Menge der PCR-Produkte. Zudem ist das Signal strikt sequenzspezifisch, da nicht
komplementéar gebundene Sonden verdrangt und freie, nicht-hybridisierte Sonden nicht
hydrolisiert werden.

Durchfiihrung der Real-Time PCR mit TagMan® MicroRNA Assays

Die Real-Time PCR wird im 96-Well-Format durchgefiihrt, wobei jede miRNA-cDNA-Probe
als Triplikat lauft. Zudem wird parallel zu jedem Assay eine Negativkontrolle ohne Template,
ebenfalls als Triplikat, mitgefthrt. Pro Well werden 1 ul miRNA-cDNA-Probe vorgelegt und

um 9 pl Mastermix (Tabelle 21) erganzt. Alle Schritte erfolgen auf Eis.

Tabelle 21: Mastermix Real-Time PCR.

Komponente Mastermix .
Volumen [ul] pro Reaktion

TagMan® MicroRNA Assay Primer (20x) 0,5

TagMan® Gene Expression Mastermix 5,0

RNase-freies Wasser 3,5

Gesamtvolumen 9,0

Die 96-Well-Platte wird mit einer Folie (MicroAmp Optical Adhesive Film) verschlossen und
bei 1000 rpm fir 1 min zentrifugiert (Centrifuge 5805 R). Die Messung und Auswertung
erfolgt mit Hilfe des StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems und der StepOne Software
v2.3. Die einzelnen Schritte des Programms sind in Tabelle 22 aufgelistet.

Tabelle 22: Zyklus-Bedingungen der Real-Time PCR.

Schritt Zeit [min:s] Temperatur [°C] Zyklen
Enzymaktivierung 10:00 95 1
Denaturierung 00:15 95 45
Annealing + Extension 00:60 60
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3.6.3 Effizienz-korrigierte relative Quantifizierung

Bei der quantitativen Real-Time PCR stehen zwei generelle Quantifizierungsstrategien zur
Verfigung (Abbildung 13), wobei man zwischen einer absoluten Quantifizierung und einer
relativen Quantifizierung unterscheidet (Pfaffl, 2001; Pfaffl, 2004; Holzapfel & Wickert, 2007).

relative
Quantifizierung

N

absolute
Quantifizierung

N

externe externe Normalisierung externe
Kalibrierungs- Kalibrierungs- Kalibrierungs-
kurve kurve mittels mittels eines mittels Refer- kurve ohne
einfarbiges internem Referenzgens enzindex Referenzgen
Detektionssystem Referenzgen >3 Gene
SBYR Green | zweifarbiges
Detektionssystem \/

N

Ka”brierungskurve mittels PCR-Effizienz PCR-Effizienz
-  RT-PCR-Produkt Korrektur Korrektur

Plasmid-DNA
in vitro transkribierte RNA \L

DNA-Oligomere
RNA-Oligomere

mit Real-Time ohne Real-Time

REST © 2 E8e Methode

Abbildung 13: Quantifizierungsstrategien in der Real-Time PCR nach vorangegangener
Reversen Transkription (modifiziert nach Pfaffl, 2004).

Die absolute Quantifizierung beruht auf einer gegebenen Kalibrierungskurve, die auf einer
Verdinnungsreihe von RT-PCR-Produkten, Plasmid-DNA, in vitro transkribierte RNA, DNA-
oder RNA-Oligomere basiert, wahrend sich die relative Quantifizierung (Abbildung 13) aus
einer Normalisierung der Expressionsergebnisse ergibt, indem man die Expression eines
Zielgens auf ein weiteres nicht dereguliertes Referenzgen bezieht, um Variationen in der
Ausgangsmenge der eingesetzten RNA-Probe auszugleichen (Pfaffl, 2001; Pfaffl, 2004;
Holzapfel & Wickert, 2007).

Das Mal fur die relative Quantifizierung der DNA-Menge ist der sogenannten Ci-Wert
(Schwellenwertzyklus), der der Anzahl der PCR-Zyklen entspricht, bei der die Fluoreszenz
erstmals signifikant Gber die Hintergrundfluoreszenz ansteigt. Dieser Wert liegt am Anfang
der exponentiellen Phase, die zwischen der Start- und Plateauphase einer PCR liegt
(Abbildung 14). Am Anfang einer PCR (Startphase) ist die DNA-Menge begrenzt, wahrend

am Ende der PCR, der Plateauphase, die DNA-Menge so stark angestiegen ist, dass es
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immer ofter zur Hybridisierung von Produktfragmenten und somit zur Hemmung der PCR
kommt. In der exponentiellen Phase hingegen verdoppelt sich unter optimalen Bedingungen
die Zielsequenz und wird daher zur Quantifizierung genutzt (Pfaffl, 2001; Pfaffl, 2004,
Holzapfel & Wickert, 2007). In die Auswertung werden ausschlielBlich Ct-Werte mit einer
Standardabweichung kleiner 0,1 eingeschlossen. Des Weiteren werden Cr-Werte gréf3er als
35 fur die Auswertung aufgrund zu geringem miRNA-Gehalt und daraus resultierenden

ungenauen Messwerten nicht verwendet.

RNU48 miR-155

10 4

- Plateauphase
14
0.1 .
| Exponentielle
Phase
0.01 4
=
4
|
0.001 1
gz | Startphase
mit
Hintergrund-
fluoreszenz
0.00001 4
Negativkontrollen
fur RNU48 und miR-155
0.000001 T =
2 4 6 &8 10 12 14 16 18 20 2 24 26 28 30D R ¥ ¥ 3 4 2 &4

Zyklus

Abbildung 14: Typische Amplifikationskurven der Real-Time PCR. Zu sehen sind Amplifikations-
kurven der endogenen Kontrolle RNU48 und der miRNA 155 zur Messung der Genexpression in
Blutproben von HNSCC-Patienten.

Wenn sich in der exponentiellen Phase die Zielsequenz unter optimalen Bedingungen genau
verdoppelt, spricht man von einer optimalen Effizienz von 100 %. In der Praxis liegt die
Effizienz jedoch eher bei 1,7 bis 1,9 statt bei 2,0. Berlicksichtigt man also zusétzlich die
unterschiedlichen Real-Time PCR-Effizienzen der untersuchten Faktoren, lasst sich die

relative Quantifizierung mit Hilfe einer Effizienzkorrektur weiter optimieren. Bisher stellt diese
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Art der Quantifizierung die genauste Form dar und wird daher in der vorliegenden Arbeit zur
Auswertung der Daten herangezogen (Holzapfel & Wickert, 2007; Pfaffl, 2001; Pfaffl et al.,
2002; Pfaffl, 2004). Die PCR-Effizienz wird mit Hilfe einer Standardkurve (Abbildung 15)
basierend auf einer cDNA-Verdunnungsreihe (1:1; 1:10; 1:100; 1:1000) erstellt, wobei die
eingesetzte RNA-Menge zur Synthese der cDNA in einer logarithmischen Funktion gegen

-1

die Zyklenzahl dargestellt wird. Die Formel dafur lautet E = 10Steigung,
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Abbildung 15: Standardkurve zur Berechnung der Primereffizienz. Die PCR-Effizienz wird mit
Hilfe einer Standardkurve basierend auf einer cDNA-Verdinnungsreihe (1:1; 1:10; 1:100; 1:1000)
erstellt, wobei die eingesetzte Menge an cDNA in einer logarithmischen Funktion gegen die
Zyklenzahl dargestellt wird. Diese Abbildung zeigt die Standardkurve und Trendlinie der endogenen
Kontrolle RNU48 im Blut. Setzt man die ermittelte Steigung der Trendlinie von -3,4371 in die fur die
Berechnung der Primereffizienz entsprechende Formel von E=107(-1/Steigung) ein, erhalt man eine
Primereffizienz von E=1,954 fir die endogene Kontrolle RNU48 im Blut.

Eine Standardkurve mit einer Steigung von -3,32 steht fir eine PCR-Reaktion mit einer
optimalen Effizienz von 100 %, Werte kleiner -3,32 fiir eine Reaktionseffizienz kleiner 100 %
und Werte groRRer -3,32 sind theoretisch zwar unmdglich, kommen in der Praxis jedoch ofter
vor und deuten auf Probleme bezlglich der Probenqualitét oder des Pipettierens hin.

Die jeweiligen Primereffizienzen werden bei der Auswertung aller Real-Time PCR-Daten, die
mit Hilfe der Software REST© 2009 (Relative Expression Software Tool V2.0.13)
durchgefuhrt wird, berlcksichtigt. Dabei werden alle Rohdaten zusammengefasst, um die
entsprechende Effizienz korrigiert und statistisch tUberprift. Die Software beruht auf einem

neuen mathematischen Modell zur Bestimmung der relativen Quantifizierung eines Zielgens
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im Vergleich zu einem Referenzgen. Die Formel zur Berechnung des relativen

Expressionsverhaltnis (Ratio) des Zielgens lautet

ACT z; Kontrolle—Tumorproben
(EZielgen) zielgen ( )

ACT Kontrolle—Tumor pT oben
(ER f ) Referenzgen ( )

(Pfaffl et al., 2002). Die grafische Darstellung in Form eines Boxplot-Diagramms und die
Berechnung der Wahrscheinlichkeit (p-Wert) mittels Mann-Whitney U-Test wird mit Hilfe der
Software SPSS Statistics Version 20 durchgefihrt.

3.6.4 Etablierung der endogenen Kontrolle (Referenzgen)

Die endogene Kontrolle (Referenzgen), die zur Normalisierung der Expression eines
Zielgens herangezogen wird, um Variationen in der Ausgangsmenge der eingesetzten RNA-
Probe auszugleichen, spielt bei der Real-Time PCR eine wichtige Rolle. Das ideale
Referenzgen setzt eine leichte Detektion und eine stabile Expression innerhalb aller
untersuchten Proben und Kontrollen unabhangig vom Zelltyp voraus, das heif3t es darf keine
Variationen in der Expression zwischen Kontroll- und Tumorgewebe sowie als Antwort auf
Stress oder Medikamente zeigen. Haufig in miRNA-Studien beziglich Plattenepithel-
karzinome der Kopf-Hals-Region (Tabelle 23) verwendete endogene Kontrollen sind RNU44,
RNU48 und RNU6B.

Tabelle 23: Literaturdarstellung der am haufigsten verwendeten endogenen Kontrollen in
mMiRNA-Studien beziglich Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals-Region.

Literatur Material Referenzgen

Avissar et al., 2009a Gewebe, Zelllinien RNU48

Avissar et al., 2009b Gewebe RNU48

Barker et al., 2009 FFPE Gewebe RNUG6B, RNU48, RNU44
Brito et al., 2010 Gewebe, Blut RNU48, U47, RNU44
Cervigne et al., 2009 FFPE Gewebe RNUG6B, RNU4, RNU44
Chang et al., 2008 Gewebe u47

Childs et al., 2009 Gewebe RNU48

Hsu et al., 2012 Plasma RNU6B

Hui et al., 2010 FFPE Gewebe RNU44

Lajer et al., 2011 Gewebe hsa-miR-191

Lin et al., 2010 Plasma RNUG6B, let-7a

Liu et al., 2012 Speichel miR-16

Ramdas et al., 2009 Gewebe RNU44

Ries et al., 2014 Blut RNUG6-2, RNU44

Yang et al., 2011 Gewebe, Plasma RNUG6B, let-7a
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Fur die vorliegende Arbeit werden die endogenen Kontrollen RNU48 und RNUG6B
ausgewahlt. Die grafische Darstellung zur Uberprifung der Stabilitat innerhalb der
untersuchten Blutproben von gesunden Probanden (Kontrollen) und von Patienten mit einem
Plattenepithelkarzinom der Kopf-Hals-Region ist in der nachfolgenden Abbildung 16 zu
sehen.
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Abbildung 16: Boxplots zur Uberpriifung der Stabilitat der endogenen Kontrollen RNU6GB (links)
und RNU48 (rechts) innerhalb der untersuchten Blutproben von gesunden Probanden
(Kontrollen) und von Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom der Kopf-Hals-Region der
Lokalisationen Oropharynx und Larynx. RNU6B eignete sich aufgrund seiner instabilen Expression
mit Abweichungen grol3er 3,32 Cy-Werte nicht als endogene Kontrolle. RNU48 hingegen zeigte in
allen untersuchten Proben eine stabile Expression mit Abweichungen kleiner 3,32 C+Werte und
wurde daher als endogene Kontrolle in allen folgenden quantitativen Real-Time PCR-Analysen
verwendet.

RNU6B (Abbildung 16, linkes Diagramm) zeigte eine instabile Expression innerhalb der
untersuchten Blutproben von gesunden Probanden (Kontrollen) und von HNSCC-Patienten
mit Cr-Werten, die weit mehr als 3,32 Cy-Werte auseinander liegen und wurde daher nicht
als endogene Kontrolle in weiteren Versuchen verwendet.

RNU48 (Abbildung 16, rechtes Diagramm) prasentierte hingegen eine stabile Expression
innerhalb der untersuchten Blutproben von gesunden Probanden (Kontrollen) und von
HNSCC-Patienten mit Cy-Werten, die weniger als maximal 3,32 C:-Werte auseinander
liegen. Somit wies RNU48 eine stabile Expression auf und konnte folglich als endogene
Kontrolle fur die miRNA-Analyse mittels quantitativer Real-Time PCR in der vorliegenden
Arbeit eingesetzt werden. Auch im untersuchten Gewebe war RNU48 stabil exprimiert und

wurde als endogene Kontrolle verwendet.
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3.7 Funktionelle Analysen
3.7.1 Kultivierung und Charakterisierung der Zelllinien
3.7.1.1 Kultivierung von adhérenten humanen Tumorzellen

Im Rahmen dieser Arbeit werden die Versuche mit zwei humanen Plattenepithelkarzinom-
zelllinien (FaDu, UM-SCC-1) durchgefihrt. Die in flissigem Stickstoff gelagerten und in
Kryoréhrchen zu je 1x10%1,5 ml portionierten Zellsuspensionen werden in der Dampfphase
eines Wasserbades bei 37 °C aufgetaut, in 10 ml DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium) mit 10 % FCS (fétalem Kalberserum) und 1 % Penicillin/Streptomycin resuspendiert
und mit 800 rpm fiir 5 min abzentrifugiert. Wahrend der Uberstand verworfen wird, wird das
Pellet in 15 ml DMEM mit 10 % FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin in eine Zellkulturflasche

mit einer Wachstumsflache von 75 cm2 gegeben.

Die anschlieBende Kultivierung der Zellen erfolgt mit DMEM mit 10 % FCS und 1 %
Penicillin/Streptomycin bei 37 °C mit 5 % (v/v) CO,-Begasung. Je nach Bedarf, im Normalfall
zweimal wochentlich, wird ein Mediumwechsel durchgefiihrt. Dafir wird das Medium

abgesaugt, verworfen und anschlieend frisches Medium hinzugeflgt.

Bei dichtem Wachstum werden die Zellen je nach Bedarf gesplittet: Das Medium wird dafur
abgesaugt und die Zellkulturflasche mit den adh&renten Zellen mit 1x PBS gespdilt.
Anschlieend wird 1 ml Trypsin-EDTA zugegeben und fur 5 min bei 37 °C mit 5 % (v/v) CO,-
Begasung inkubiert, um die Zellen vom Zellkulturflaschenboden abzulésen. Wenn alle Zellen
abgelost sind, wird die Reaktion mit Medium abgestoppt. Von der nun vorhandenen
Zellsuspension verbleibt je nach Splittvorgang die entsprechende Menge in der Zellkultur-
flasche und wird mit frischem Medium aufgefullt. Danach erfolgt die Inkubation bei 37 °C mit
5 % (v/v) CO,-Begasung.

Werden fir einen Versuch eine bestimmte Menge an Zellen bendtigt, werden diese
entsprechend kultiviert, abgelost, gezahlt und ausgesat. Fir die Zellzédhlung wird die
Zellsuspension 1:2 mit Trypanblau gemischt und davon 10 pl auf einen Messobjekttrager
(Countess® Cell Counting Chamber Slides) gegeben. Das Gerat (Countess® Automated
Cell Counter) gibt die Gesamtzahl der Zellen, die Teilmenge der lebenden und toten Zellen

sowie die Vitalitat der Zellen in Prozent an.

3.7.1.2 Chromosomenpréaparation aus Zellkulturen

Fur die GTG-Banderung und anschlieBende Karyotypisierung der Zelllinien UM-SCC-1 und

FaDu erfolgt eine Chromosomenpraparation der kultivierten Tumorzellen.
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Fur die Chromosomenpraparation werden in jede Zellkulturflasche zwei Tropfen Colcemid
gegeben. AnschlielBend werden die Ansatze fur eine halbe Stunde bei 37 °C mit 5 % CO,-
Begasung inkubiert. Bei Colcemid handelt es sich um das Spindelgift Colchizin, das die
Mitose in der Metaphase arretiert, indem es den aus Mikrotubuli bestehenden Spindel-
apparat aufldst und somit das Auseinanderweichen der Schwesterchromatiden verhindert.
Alle Zellen, die wahrend dieser Inkubation in die Mitose eintreten, bleiben daher in der
Metaphase arretiert (Murken et al., 2011). Nach der Inkubation wird der Uberstand in ein
Zentrifugenrohrchen dberfihrt und 2 ml Trypsin/DMEM-L6sung in die Zellkulturflaschen
gegeben, um die Mitosen abzulésen. Durch zuséatzliches Klopfen l6sen sich die Mitosen
besser ab (optische Kontrolle unter dem Mikroskop). Die Reaktion wird mit 2 ml DMEM
abgestoppt, der gesamte Uberstand in das Zentrifugenréhrchen tberfiihrt und 10 min bei
800 rpm ohne Bremse bei Raumtemperatur zentifugiert. Der Uberstand wird vorsichtig
abgesaugt und das verbleibende Zellpellet tropfenweise bis 8 ml mit 0,52 % KCI-Lésung
(37 °C warm) vorsichtig resuspendiert. Ab dem Resuspendier-Schritt bis zur anschlieBenden
Zentrifugation betragt die von der Umgebungstemperatur, der Luftfeuchte und dem Luftdruck
abhangige Hypotoniezeit 8 bis 9 min. Die hypotone Salzlésung fuhrt zur Quellung des
Chromatins und somit zur Ausbreitung der Chromosomen (Murken et al., 2011). Zentrifugiert
wird 10 min bei 800 rpm ohne Bremse. Der Uberstand wird vorsichtig bis auf einen Rest von
etwa 0,5 ml abgenommen. In dem verbleibenden Rest werden die Zellen resuspendiert. Die
Zellsuspension wird vorsichtig mit einem Tropfen -20 °C kaltem Methanol/Eisessig (3:1)
fixiert, dann mit finf weiteren Tropfen und Pipettenweise bis auf 8 ml aufgefillt. Es folgt eine
Inkubation von einer Stunde bei -20 °C. Anschlieend wird das Gemisch abzentrifugiert
(10 Minuten, 800 rpm, ohne Bremse). Der Uberstand wird verworfen und das Zellpellet mit
frischer -20 °C kalter Fixatividbsung resuspendiert. Die Waschschritte werden solange
wiederholt bis das Pellet hell bzw. der Uberstand klar erscheint. Nach den Waschschritten
wird die Zellsuspension auf mit Ethanol gereinigte Objekttrager getropft. Die optische
Kontrolle erfolgt mit Hilfe eines Mikroskops. Die Metaphasealterung erfolgt fir 1 h bei 90 °C
auf der Heizplatte und 3 Tage bei Raumtemperatur, bevor die Praparate fur die GTG-

Banderung und anschlieBende Karyotypisierung genutzt werden kénnen.

3.7.1.3 Lymphozyten-Kurzzeitkultur und Chromosomenpraparation aus Lymphozyten

Zur Gewinnung von Metaphase-Chromosomenpraparaten fur die vergleichende genomische
Hybridisierung werden die Metaphase-Chromosomen aus dem Blut eines gesunden,

mannlichen Spenders isoliert. Hierflr wird eine Lymphozyten-Kurzzeitkultur angelegt.

Fur die Blutkultur wird eine sterile Blutentnahme in Heparinréhrchen durchgefuhrt und von

dem abgenommenen Vollblut werden 0,8 ml in 8 ml Medium PB. in einer Petrischale flr
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72 h bei 37 °C mit 5 % CO,-Begasung inkubiert. Das dem Medium zugesetzte Glykoprotein
Phytoh&amagglutinin stimuliert die Mitose, sodass es 40 h nach Zugabe zu einer beginnenden
Zellteilung kommt, die nach 72 h ihr Maximum erreicht (Murken et al., 2011). Um maximal
kondensierte Metaphase-Chromosomen zu erhalten, wird (analog zur Chromosomen-
praparation aus Zellkulturen) der Kultur 1,5 h vor dem Abernten 40 pl Colcemid
hinzugegeben. Nach der Inkubation von 72 h wird das Medium-Blut-Gemisch in ein
Zentrifugenréhrchen dberfiihrt und 10 min bei Raumtemperatur mit 800 rpm ohne Bremse
zentifugiert. Der Uberstand wird vorsichtig abgesaugt und das verbleibende Zellpellet mit
8 ml 0,52 % KCI-Losung (37 °C warm) vorsichtig tUberschichtet und resuspendiert. Die
restlichen Schritte sind identisch zu denen aus Kapitel 3.7.1.2, am Ende wird jedoch auf den

einstindigen Metaphasealterungsschritt bei 90 °C verzichtet.

3.7.1.4 GTG-Béanderung und Karyotypsierung

Die GTG (G-Bands by Trypsin using Giemsa)-Banderung ist eine weit verbreitete Technik in
der konventionellen Zytogenetik, bei der mit Trypsin verdaute Metaphase-Chromosomen mit
Giemsa angefarbt werden. Dabei entsteht ein Bandenmuster, das zur Darstellung der
Chromosomen und Identifizierung von numerischen und strukturellen Chromosomen-

aberrationen in der Routinediagnostik genutzt werden kann (Murken et al., 2011).

Im Normalfall farbt Giemsa die Chromosomen einheitlich, wodurch eine Unterscheidung der
Chromosomen nicht mdglich ist. Im Jahre 1970 wurde jedoch entdeckt, dass nach vorheriger
Trypsin-Behandlung einige Chromosomenbereiche den Farbstoff nicht mehr annehmen, da
Giemsa bevorzugt an undenaturierte DNA bindet. Somit entsteht das typische GTG-
Bandenmuster (Wang & Fedoroff, 1972; Yunis & Sanchez, 1973). Die Chromosomen
besitzen nun individuelle helle und dunkle Banden, die sich beziglich ihrer Banden-
zusammensetzung, ihrer Gendichte und ihrem Zeitpunkt der Replikation wéahrend des
Zellzyklus unterscheiden. Die dunklen Banden sind AT-reiche, Gen-arme Sequenzen mit
erhbhtem Faltungsgrad, das heilit sie besitzen besonders viele Anheftungsstellen an der
Protein-Matrix, die das Grundgerist der Metaphase-Chromosomen bildet. Eine daraus
folgende Konsequenz ist eine dichtere DNA-Verpackung in den Bereichen der dunkleren
Banden, in denen zudem die Lange der einzelnen DNA-Schleifen geringer ist als in den
hellen Banden. Bei diesen handelt es sich hingegen um CG-reiche Banden mit einem

niedrigen Faltungsgrad (Murken et al., 2011).

Die Identifizierung und Zuordnung der Chromosomen erfolgt anhand des Bandenmusters,
der GroRe der Chromosomen und der Lage des Zentromers nach internationalen Normen

(International System of Human Cytogenetic Nomenclature). Gute Chromosomen-
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praparationen konnen strukturelle Aberrationen mit einer GroRe von etwa 5 Mb auflésen
(Murken et al., 2011).

Durchfiihrung der GTG-Banderung und Erstellung der Karyogramme

Die Objekttrager mit den praparierten Metaphase-Chromosomen werden je nach Klima
50 bis 60 s in einer Trypsin/Natriumchlorid-Losung bei 37 °C eingestellt. Danach werden die
Objekttrager in 0,9 %-iger Natriumchlorid-Losung zweimal gespult und 5 min in einer 5 %-
igen Giemsa-Losung gefarbt. Die Objekttrager werden zweimal in Aqua dest gespult und
anschliel3end luftgetrocknet, bevor sie mit Roti®-Histokitt eingedeckt werden kdnnen. Die
Metaphase-Chromosomen werden in 60- oder 100-facher VergrofRerung aufgenommen. Die
Auswertung am Mikroskop sowie die Bearbeitung der Chromosomen und deren Zuordnung

erfolgt manuell durch den Benutzer mit Hilfe der Software lkaros.

3.7.1.5 DNA-Isolierung aus Zellkulturen und Blut

Fur die nachfolgende vergleichende genomische Hybridisierung erfolgt die Isolierung der
DNA aus den beiden Zelllinien FaDu und UM-SCC-1. Zudem wird als Referenz die DNA aus

dem Blut eines gesunden mannlichen Spenders gewonnen.

Isolierung genomischer DNA aus Zellkulturen

Zur lIsolierung der DNA wird das Zellpellet in 5,0 ml SE-Puffer (pH 8,0), 0,5 ml 10 %-iger
SDS (Sodiumdodecylsulfat)-Lésung und einer Spatelspitze Proteinase K aufgenommen und
Uber Nacht bei 55 °C im Schuttelwasserbad inkubiert. Nach dem Verdau wird das Gemisch
mit 1,65 ml 6 M NaCl gefallt, fir die Extraktion der DNA vorsichtig mit 7 ml Chloroform ein bis
zwei Stunden geschiittelt und anschlieRend 20 min bei 4 °C mit 4000 rpm zentrifugiert. Die
obere wassrige Phase, die die DNA enthalt, wird vorsichtig mit einer gekurzten Pipetten-
spitze abgenommen ohne dabei die Interphase zu berihren und in ein neues 50 ml
Rohrchen gegeben. Fur die Fallung der DNA wird ein Volumenteil -20 °C kaltes 100 %-iges
Isopropanol hinzugegeben und vorsichtig geschwenkt. Das Gemisch wird fir 20 min bei
10 °C mit 4000 rpm zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Zur Aufreinigung wird 1 ml
70 %-iger Ethanol hinzugegeben und eine Stunde bei 4 °C inkubiert. Anschlielend wird das
Gemisch 20 min bei 10 °C mit 4000 rpm zentrifugiert, das Pellet in ein neues Mikro-
zentrifugenréhrchen tberfuhrt und 30 min auf der Wéarmeplatte getrocknet, bevor es in Aqua

dest lGber Nacht bei 4 °C gel6st wird. Die Konzentrationsbestimmung der DNA erfolgt mit



MATERIAL & METHODIK 70

Hilfe des NanoDrop Spektrophotometers und die DNA wird bis zum Gebrauch bei 4 °C

gelagert.

Isolierung genomischer DNA aus Blut

Zur Gewinnung einer Referenz-DNA wird einem gesunden mannlichen Spender 10 ml
EDTA-Blut abgenommen und mit 30 ml Lysispuffer 20 min auf Eis inkubiert. AnschlieRend
wird das Blut-Lysispuffer-Gemisch 10 min bei 2000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wird in
4,5 ml SE-Puffer, 0,5 ml 10 %-iger SDS-LOsung und einer Spatelspitze Proteinase K
aufgenommen und Uber Nacht bei 55 °C im Schuttelwasserbad inkubiert. Die weitere
Vorgehensweise ist identisch zu der Vorgehensweise ,Isolierung genomischer DNA aus

Zellkulturen® und geht mit der NaCl-Fallung weiter.

3.7.1.6 Vergleichende genomische Hybridisierung (CGH)

Die im Jahre 1992 von Kallioniemi und Kollegen entwickelte vergleichende genomische
Hybridisierung (CGH) ermdglicht eine Untersuchung des gesamten Genoms auf
chromosomale Imbalancen. Dabei wird die gesamte Tumor- und Referenz-DNA verschieden
markiert und auf reprasentative Metaphase-Chromosomen hybridisiert. Die Analyse dieser
Hybridisierung lasst Rilckschlisse auf numerische Chromosomenaberrationen zu
(Kallioniemi et al., 1992; Pinkel & Albertson, 2005).

Die genomische DNA wird mit Hilfe des Nick-Translationssystems entsprechend den
Herstellerangaben markiert. Hierfir werden etwa 1000 ng DNA mit 4 pl Biotin-Nick-
Translationsmix bzw. 4 pl Digoxigenin-Nick-Translationsmix in einem Gesamtvolumen von
20 pl angesetzt. Der Ansatz wird kurz zentrifugiert und 90 min bei 15 °C inkubiert. Die
Reaktion wird 10 min mit 1 ul 0,5 M EDTA (pH 8,0) bei 65 °C abgestoppt. Die Fallung erfolgt
Uber Nacht mit 2,1 pl 3 M Natriumacetat (pH 5,5) und 52,5 pl eiskaltem 100 %-igem Ethanol.
Am néachsten Tag wird der Ansatz 25 min bei 4 °C mit 14000 rpm zentrifugiert und
anschliel3end luftgetrocknet. Das Pellet wird in 10 pl Aqua dest Uber Nacht bei 4 °C gelost.
Zur Kontrolle der Markierung folgt der Dot-Blot.

Fur den Dot-Blot wird von der markierten Probe eine Verdinnungreihe (1:10, 1:100; 1:1000
und 1:10000) mit 6x SSC angefertigt. Von jeder Verdinnung werden 1 pl Probe auf eine
Nitrocellulosemembran aufgetragen. Eine Verstarkung der Bindung zwischen DNA und
Nitrocellulose erfolgt im UV-Stratalinker, bevor die freien Bindungsstellen mit 1 %-iger
BSA/6x SSC-Losung 30 min bei 37 °C blockiert werden. Anschlielend wird die Membran
zweimal mit TN-Puffer gewaschen, bevor sie fir 30 min bei Raumtemperatur mit 3 ml TN-

Puffer und 3 pl Streptavidin-Alkalischer Phosphatase bzw. 3 pl Digoxigenin-Alkalischer
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Phosphatase inkubiert wird. Nach zweimaligem Waschen der Membran mit TN-Puffer folgt
eine Inkubation der Membran fir 10 min bei Raumtemperatur mit Dot-Puffer und 30 min bei
Raumtemperatur im Dunklen mit 5,7 ml Dot-Puffer und 33 pl NBT-L6sung (Farbstoff-
verstarker: Nitroblau-Tetrazoliumsalz) und 25 pl BCIP-LOsung (chromogenes Substrat:
5-Bromo-4-Chloro-Indolylphosphat). Basierend auf dem Substratumsatz durch die Alkalische
Phosphatase lasst sich am Prazipitat durch einen violetten Farbstoffkomplex die Einbaurate
semiquantitativ feststellen. Die markierte DNA wurde verwendet, wenn sie bis zu 1 pg

nachweisbar ist.

Far die Hybridisierung werden 4,5 pl Biotin-markierte Tumor-DNA (450 ng), 4,5 ul
Digoxigenin-markierte Referenz-DNA (450 ng) und 50 pl Cot1l-DNA (1 mg/ml) mit 5,9 ul
Natriumacetat (pH 5,5) und 147,5 pl -20°C kaltem 100 %-igem Ethanol Gber Nacht bei -20 °C
gefallt. Am nachsten Tag wird der DNA-Ansatz 30 min bei 4 °C mit 14000 rpm zentrifugiert.
Der Uberstand wird verworfen, das Pellet in 200 pl -20 °C kaltem 70 %-igem Ethanol
aufgenommen und anschlielend 10 min bei 4 °C mit 14000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand
wird wiederum verworfen, das Pellet etwa 30 min bei 37 °C getrocknet und der Ansatz nach
Zugabe von 3,5 pl deionisiertem Formamid 30-45 min gevortext. Danach erfolgt eine Zugabe
von 3,5 ml 20 %-iger Dextransulfat/4x SSC-L6sung und ein Vortexen fir weitere 30-45 min.

Zum Schluss wird der Ansatz 7 min bei 75 °C denaturiert.

Zeitgleich zum DNA-Ansatz werden die Metaphase-Chromosomenpraparate vorbereitet,
indem diese kurz in 2x SSC eingestellt und mit einer RNase H-Lésung (1 pl RNase H-
Stammldsung in 99 pl 2x SSC) 15 min in einer feuchten Kammer bei 37 °C inkubiert werden.
Nach dreimaligem Waschen fir jeweils 5 min mit 2x SSC erfolgt zur Entfernung der Proteine
ein Pepsinverdau fur 1,5 min in 100 ml 0,05 %-iger Pepsin/0,01 M HCI-Ldsung bei 37 °C.
AnschlieBend werden die Metaphase-Chromosomenpréparate 5 min in 1x PBS bei
Raumtemperatur gewaschen und 10 min mit 4 %-iger Paraformaldehyd/1x PBS-LOsung bei
4 °C fixiert. Nach einem weiteren Waschschritt mit 1x PBS fir 5 min bei Raumtemperatur,
werden die Praparate jeweils 5 min in einer aufsteigenden Ethanolreihe (70 %, 80 %, 96 %)
dehydriert und mindestens 30 min bei Raumtemperatur getrocknet. Im Anschluss werden die
Praparate 1,5 min in 350 pl deionisiertem Formamid, 50 ul NaPO,4 (0,5 M, pH 7,0, -20 °C),
50 pl sterilem 20x SSC und 50 pl sterilem Aqua dest bei 72 °C denaturiert und direkt in
eiskaltes 70 %-iges Ethanol Gberfiihrt, um eine Renaturierung der DNA zu vermeiden. Nach
einer aufsteigenden eiskalten Ethanolreihe werden die Praparate luftgetrocknet und kurz auf
eine 37 °C warme Heizplatte gelegt. Auf die vortemperierten Praparate wird nun der DNA-
Ansatz pipettiert, mit einem Deckglas abgedeckt und mit Fixogum abgedichtet. Die

Hybridisierung erfolgt 3 Tage in einer feuchten Kammer bei 37 °C.
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Fur die Stringenzwaschung werden die Deckglaser in 2x SSC entfernt und die Praparate
jeweils 5 min dreimal in 50 %-igem Formamid/2x SSC, zweimal in 2x SSC und einmal in 0,1x
SSC bei 45 °C eingestellt. Nach einem Waschschritt fir 5 min in 0,1 %-igem Triton X-100/4x
SSC bei Raumtemperatur, werden unspezifische Bindungsstellen mit 5 %-igem BSA/4x SSC
fur 20 min in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur blockiert. Die mit Biotin markierte
Tumor-DNA wird mit Streptavidin-FITC (Verdunnung 1:80 in 5 %-igem BSA/4x SSC, 45 min,
37 °C) detektiert. Nach dreimaligem Waschen fur je 5 min in 0,1 %-igem Triton X-100/4x
SSC bei 37 °C folgt die Detektion der Digoxigenin-markierten Referenz-DNA mit anti-
Digoxigenin-Rhodamin-Antikdrpern (Verdinnung 1:20 in 5 %-igem BSA/4x SSC, 45 min,
37 °C). Im Anschluss daran werden die Praparate erneut dreimal 5 min in 0,1 %-igem Triton
X-100/4x SSC bei 37 °C gewaschen, in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert und mit
DAPI-Antifade eingedeckt.

Die Aufnahme der zu analysierenden Metaphasen erfolgt an einem Olympus BX61
Mikroskop mit einer gekuhlten s/w-CCD-Kamera. Fir jedes eingesetzte Fluorochrom (DAPI -
blau, FITC - grin, Rhodamin - rot) wird unter Verwendung des entsprechenden Filters
(Tabelle 24) getrennt ein Schwarz-Weil3-Bild aufgenommen und in Falschfarbendarstellung
mit der Farbe der entsprechenden Fluoreszenz dargestellt (Abbildung 17). Die

Belichtungszeiten hdngen von der Fluoreszenzsignalintensitat ab.

Tabelle 24: Charakteristika der FluoreszenZzfilter.

Strahlenteiler-

Bezeichnung der Filter Anregungsfilter Emisssionsfilter transmission
U-MNU2 (DAPI) 360-370 nm 420 nm 400 nm
U-MNB2 (FITC) 470-490 nm 520IF nm 500 nm
41007 (Cy3) 535 nm 610 nm 565 nm
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Abbildung 17: Hybridisierte normale Metaphase-Chromosomen mit der DNA eines HNSCCs
(Fall-Nr. 1083) gegen die Referenz-DNA eines genetisch gesunden Spenders und ein CGH-
Summenprofil. A) DAPI-Gegenfarbung. B) Hybridisierung der Tumor-DNA, detektiert mit Streptavidin-
FITC. C) Hybridisierung der Referenz-DNA, detektiert mit anti-Digoxigenin-Rhodamin-Antikdrpern. D)
Uberlagerung der Bilder A, B und C. E) CGH-Summenprofil mit den genetischen Veranderungen des

HNSCCs Fall-Nr. 1083.
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Die Bearbeitung der Chromosomen, deren Zuordnung anhand der DAPI-Béanderung und die
Auswertung der Hybridisierungsergebnisse werden manuell durch den Benutzer mit Hilfe der
Software ISIS vorgenommen. Fiur die Auswertung eines Falles werden mindestens
25 Metaphasen aufgenommen, um geniigend einzelne Chromosomen in die Auswertung
einschlieen zu kdnnen, da nicht zuordenbare sowie sich Uberlagernde Chromosomen von
der Auswertung ausgeschlossen werden. Nach der manuellen Bearbeitung erstellt die
Software ein Summenprofil (Abbildung 17E), in dem die genetischen Veranderungen des
Falls ersichtlich sind. Dabei flieRen nicht alle Chromosomenbereiche gleichwertig in die
Auswertung mit ein, da die Chromosomenregionen 1q, 9g und 16 q in den zentromernahen
Abschnitten sowie der lange Arm des Y-Chromosoms einen hohen Heterochromatinbereich
besitzen, der sehr variabel zwischen verschiedenen Individuen ist und daher zu starken
Schwankungen bei der Hybridisierung fuhren kann. Zudem weisen die Chromosomen-
regionen 1p32pter, 16p und die Chromosomen 19 und 22 hohe GC-Gehalte auf und missen
basierend auf ihrer Anfalligkeit fir Artefakte kritisch analysiert werden. Da die Auswertung
einer CGH-Analyse jahrelange Erfahrung und hohe Expertise voraussetzt, wurde diese
gemeinsam mit Frau Dr. Silke Wemmert (Klinik fir Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde,

Universitatsklinikum des Saarlandes) durchgefiihrt.

3.7.2 Transfektion mit mirVana™ miRNA-Mimics und -Inhibitoren

Zur Bestimmung mdoglicher Effekte der beiden miRNAs hsa-miR-146a und hsa-miR-155 auf
das Migrations- und Proliferationsverhalten von humanen Tumorzellen werden mirVana™
mMiRNA-Mimics und -Inhibitoren der genannten miRNAs in humane Tumorzellen (FaDu-
Zellen und UM-SCC-1-Zellen) transfiziert. Zur Uberpriifung der Transfektionseffektivitat
werden entsprechende Negativ- und Positivkontrollen, jeweils fir Mimic und Inhibitor,

mitgefuhrt.

MiRNA-Mimics sind kleine, chemisch modifizierte, doppelstréangige RNA-Molekile, die
endogene miRNA-Molekile nachahmen und somit funktionelle Analysen durch die
Hochregulierung der miRNA-Aktivitat ermdglichen. Dies resultiert in einer kinstlich
herabgesetzten Translation der Ziel-mRNA, in manchen Fallen begleitet von einer
Reduzierung des Transkriptlevels. Demgegeniber sind miRNA-Inhibitoren kleine, chemisch
modifizierte, einzelstrangige RNA-Molekiile, die an endogene miRNA-Molekile spezifisch
binden und diese inhibieren. Dies ermdglicht somit funktionelle Analysen durch die
Herunterregulierung der miRNA-AKktivitdt und resultiert in einer kinstlich hochregulierten

Translation der Ziel-mRNA.
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Die in dieser Arbeit verwendeten miRNA-Mimics und -Inhibitoren einschlief3lich der Negativ-

und Positivkontrollen sind in Tabelle 25 aufgefihrt.

Tabelle 25: miRNA-Mimics, -Inhibitoren und entsprechende Positiv- und Negativkontrollen.

Assay Assay-ID
mirVana™ miRNA Mimic hsa-miR-146a-5p MC10722
mirVana™ miRNA Mimic hsa-miR-155-5p MC12601
mirVana™ miRNA Inhibitor hsa-miR-146a-5p MH10722
mirVana™ miRNA Inhibitor hsa-miR-155-5p MH12601

mirVana™ miRNA Mimic miR-1 Positivkontrolle -

mirVana™ miRNA Mimic Negativkontrolle #1 -

mirVana™ miRNA Inhibitor let-7c Positivkontrolle -

mirVana™ miRNA Inhibitor Negativkontrolle #1 -

Durchfuhrung der Transfektion

Am ersten Tag (Abbildung 18) werden die Zellen 1:2 gesplittet, um die Zellen zum Wachstum
anzuregen. Am zweiten Tag werden 2,4x10° lebende Zellen pro Well in 2 ml DMEM in einer
6-Well-Platte ausgeséat und fir 24 h bei 37 °C mit 5 % (v/v) CO,-Begasung inkubiert. Am
dritten Tag wird ein Mediumwechsel (1,75 ml DMEM) durchgefiihrt und in einem ersten
Ansatz 150 pl Opti-MEM® und 9 pl Lipofectamine® RNAIMAX Reagent gemischt, wahrend
in einem zweiten Ansatz 150 pl Opti-MEM® und 3 pl miRNA (10 uM) zusammen gegeben
werden. Die fur diesen Versuch verwendeten miRNAs sind in Tabelle 25 aufgefiihrt. Beide
Ansatze werden im gleichen Verhaltnis zusammengefiigt und fir 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Davon werden anschlieRend 250 ul in das entsprechende Well pipettiert, sodass
mit dem vorgelegten Medium ein Gesamtvolumen von 2 ml erreicht wird. Die Inkubation der
Zellen erfolgt fur 24 h bei 37 °C mit 5 % (v/v) CO,-Begasung. Nach dieser Inkubationszeit
werden die Zellen abgeldst, gezéahlt, auf ihre Vitalitat untersucht und in den nachfolgenden
Proliferations- (Kapitel 3.7.3) und Migrationsassays (Kapitel 3.7.4) eingesetzt.
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Abbildung 18: Ablauf der Transfektion (modifiziert nach mirvVana™ miRNA Mimics Protocol 2013,
Life Technologies, Darmstadt).

Die Effektivitdt der Transfektion anhand ihrer Auswirkung auf mRNA-Ebene wird mittels
guantitativer Real-Time PCR Uberprift. Fir die Mimic miR-1 Positivkontrolle wird der mRNA
Gehalt von PTK9 bestimmt, da diese eine Ziel-mRNA der miR-1 darstellt und miR-1 eine
Herunterregulierung von PTK9 verursacht. Fir die Inhibitor let-7c Positivkontrolle wird der
MRNA Gehalt von HMGAZ2 bestimmt, welche eine Ziel-mRNA von let-7c darstellt und eine
Inhibition von let-7c zu erhdhten HMGA2 mRNA Gehalten flhrt.

Durchfiuhrung der Reversen Transkription und der guantitativen Real-Time PCR mit

TagMan® Gene Expression Assays

Die isolierte RNA der jeweiligen Probe wird mit Hilfe des High-Capacity RNA-to-cDNA Kits
entsprechend den Herstellenangaben in cDNA umgeschrieben. Hierzu werden 2 ug RNA in
einem Probenvolumen von 9 pl mit 10 pl 2x RT Buffer und 1 pl 20x RT Enzym Mix gemischt
und herunterzentrifugiert, bevor die Reverse Transkription im PCR-Gerat fir 60 min bei
37 °C und fur 5 min bei 95 °C gestartet wird. Bis zur Weiterverwendung der cDNA im
Rahmen der quantitativen Real-Time-PCR kann diese bei -20 °C gelagert werden.

Die quantitative Real-Time PCR wird im 96-Well-Format durchgefihrt, wobei jede RNA-
cDNA-Probe als Triplikat lauft. Zudem wird parallel zu jedem Assay eine Negativkontrolle
ohne Template, ebenfalls als Triplikat, mitgefihrt. Pro Well werden 50 ng RNA-cDNA-Probe
in einem Probenvolumen von 4,5 ul vorgelegt und um 5 pl TagMan® Gene Expression
Mastermix und 0,5 pul TagMan® Gene Expression Assay (Tabelle 26) erganzt. Alle Schritte

erfolgen auf Eis.
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Tabelle 26: TagMan® Gene Expression Assay

Assay Assay-ID

GAPDH Hs02758991 g1
HMGA2 Hs04397751_m1l
TWF1 (=PTK9) Hs00702289_s1

Die 96-Well-Platte wird mit einer Folie (MicroAmp Optical Adhesive Film) verschlossen und
bei 1000 rpm flir 1 min zentrifugiert (Centrifuge 5805 R). Die Messung erfolgt mit Hilfe des
StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems und der StepOne Software v2.3. Die einzelnen
Schritte des Programms sind in der nachfolgenden Tabelle 27 aufgelistet.

Tabelle 27: Zyklus-Bedingungen der Real-Time PCR.

Schritt Zeit [min:sec] Temperatur [°C] Zyklen
Denaturierung 02:00 50 1
Enzymaktivierung 10:00 95 1
Denaturierung 00:15 95 40
Annealing + Extension 00:60 60

Die Auswertung der Daten zur Effektivitat der durchgefiihrten Transfektion erfolgt mittels der

relativen Quantifizierungstrategie in Form der komparativen 244“)-Methode.

3.7.3 Proliferationsanalyse mit dem XCELLigence-System

Die Analyse des Real-Time Proliferationsverhaltens von humanen Tumorzellen wurde mit
Hilfe des xCELLigence-Systems durchgefuihrt, dessen Kernelement eine 96-Well-Platte
(Abbildung 19, links) darstellt. Die Wells auf der Bodenflaiche sind mit einer Vielzahl an
Goldelektroden beschichtet, zwischen denen wahrend einer Messung kontinuierlich Strom
flieRt. Dabei werden die elektrischen Parameter Uber einen Sensor gemessen und an einen
Computer mit entsprechender Auswertungssoftware RTCA 2.0 Ubermittelt. Die Impendanz
stellt den fur die Zellproliferationsrate bedeutsamen Parameter dar, der in dem elektrischen
System proportional zur Flache, die von den Zellen bedeckt ist, zunimmt, da bei zunehmend
starkerem Zellwachstum der Stromfluss zwischen den Elektroden am Boden eines Wells
behindert wird. Dies ermdglicht eine kontinuierliche Aufzeichnung des Proliferations-
verhaltens, dass graphisch als Zellindex-Zeit-Kurve (Abbildung 19, rechts) dargestellt wird,

wobei der Zellindex eine einheitslose, direkt von der Impendanz abgeleitete GréR3e ist.
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Abbildung 19: Proliferationsassay mit dem xCELLigence-System. Die Analyse des Proliferations-
verhaltens von Tumorzellen erfolgt in 96-Well-Platten, deren Wells auf der Bodenflache mit einer
Vielzahl an Goldelektroden beschichtet sind. Eine 85 h andauernde Real-Time Analyse ermdglicht
eine kontinuierliche Aufzeichnung, die graphisch als Zellindex-Zeit-Kurve dargestellt wird (modifiziert
nach Roche).

Durchfiihrung des Proliferationsassays

Zur Analyse des Proliferationsverhaltens von humanen Tumorzellen wird in jedes Well der E-
Plate 96 50 yl DMEM mit 10 % FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin vorgelegt und der
sogenannte Prescan gestartet. Anschlie@end werden von jedem Kontroll- und
Transfektionsansatz (Kapitel 3.7.2) 7,5x10° lebende FaDu-Zellen bzw. 1,0x10* lebende UM-
SCC-1-Zellen in die entsprechenden Wells gegeben und mit DMEM mit 10 % FCS und 1 %
Penicillin/Streptomycin auf 150 pl Gesamtvolumen aufgefillt. Der Pipettiervorgang erfolgt auf
einer mit Wasser geftillten 37 °C warmen Zellkulturflasche. Zum Absetzen der Zellen in der
E-Plate 96 erfolgt eine Ruhephase von 30 min bei 37 °C mit 5 % (v/v) CO,-Begasung, an die
sich die fur 85 h andauernde Real-Time Analyse, bei der alle 15 min eine Messung erfolgt,

anschlief3t und die nachfolgend mit der RTCA Software 2.0 ausgewertet wird.

3.7.3.1 Verwendung von Aphidicolin als Proliferationshemmer

Das tetrazyklische Diterpen Aphidicolin aus dem Pilz Cephalosporium aphidicola ist ein
wirksamer Inhibitor der DNA-Replikation in einer Vielzahl an Organismen (Brundret et al.,
1972; Bucknall et al., 1973; Huberman et al., 1981; lkegami et al., 1978) und wird in vielen
Studien erfolgreich fiir die Synchronisierung von Zellkulturen eingesetzt (Matherly et al.,
1989). Die Zugabe von Aphidicolin resultiert in einer Zellzykluspause beim Ubergang der G1-
Phase in die S-Phase. In Zellen, die bereits die S-Phase erreicht haben, wird die DNA-
Synthese gestoppt, wahrend nicht-teilende Zellen keine Beeinflussung durch Aphidicolin
zeigen (lkegami et al., 1978; Stephens et al., 1986). In kultivierten humanen Tumorzelllinien

weist Aphidicolin wachstumsinhibierende und zytotoxische Aktivitat auf (Cinatl et al., 1999;
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Pedrali-Noy et al., 1982). In der vorliegenden Arbeit wurde Aphidicolin zur Hemmung der
Proliferation eingesetzt.

Aphidicolin, ein weil3er, kristalliner Feststoff, wird fuir den in vitro Gebrauch in sterilem DMSO
gelost. Da aus Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe bereits bekannt ist, dass DMSO bis zu
einer Konzentration von <0,2 % keine zytotoxische Auswirkung auf die Zellen aufweist, wird
in den Versuchen stets ein Ansatz mit einer Endkonzentration von lediglich 0,1 % DMSO
verwendet. Um mogliche Auswirkungen von 0,1 % DMSO auf das Proliferations- und
Migrationsverhalten von humanen Tumorzellen zu prufen, wird dies in verschiedenen
Testreihen untersucht. Zudem wird die zu verwendende Konzentration von Aphidicolin
bestimmt und dessen inhibitorische Wirkung auf die Zellproliferation Gberprift. Die hierzu

verwendeten Methoden sind in Kapitel 3.7 dargestellit.

3.7.4 Migrationsanalyse mit dem FluoroBlok™ Cell Culture Insert-System

Die Analyse der Migrationsfahigkeit von humanen Tumorzellen erfolgt mit Hilfe des
FluoroBlok™ Cell Culture Insert-Systems, dessen Kernelement spezielle Einsétze mit einem
Boden aus einer 0,3 cm? groRen mit 8 pm durchmessenden Poren in einer Dichte von 8x10°
Poren/cm? durchsetzten Polyethylenterephthalat-Membran darstellen. Dabei blockiert die
Membran effizient eine Transmission von Licht mit einer Wellenlange zwischen 490 nm und
700 nm, wodurch Fluoreszenzsignale ausgehend von dem oberen Teil des Einsatzes nicht
durch ,bottom-reading“-Fluoreszenzmikroskop-Systeme  detektiert werden, sondern
ausschlieB3lich Fluoreszenzsignale aus dem unteren Teil des Einsatzes, die von migrierten
Zellen ausgehen (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Migrationsassay mit dem FluoroBlok™ Cell Culture Insert-System (modifiziert
nach Linxweiler, 2012). Die Analyse des Migrationsverhaltens von Tumorzellen erfolgt im 24-Well-
Format mit 1200 pl DMEM mit 10 % FCS und den eingesetzten Inserts mit 2,5x10* lebenden Zellen in
500 ul DMEM mit 1 % FCS, um einen FCS-Gradienten als Migrationsanreiz zu schaffen. Wahrend der
anschlieBenden Inkubation (24 h, 48 h, 72 h) migriert eine variable Anzahl an Zellen durch die im
Insert enthaltenen 8 um durchmessenden Membranporen entlang des FCS-Gradienten. Nach der
Inkubation wird das Medium abgesaugt, die Zellen einmal mit 1x PBS gewaschen und fur 10 min in
-20 °C kaltem Methanol fixiert. Anschlieend werden die fixierten Zellen dreimal mit 1x PBS fur 3 min
gewaschen, mit 0,1 % (v/v) DAPI/PBS fir 7 min gefarbt und erneut dreimal mit 1x PBS fir 3 min
gewaschen. Im Anschluss folgt die Detektion der migrierten Zellen durch Fluoreszenzmikroskopie bei
450 nm.

g

Durchfiihrung des Migrationsassays

Zur Bestimmung des Migrationsverhaltens von humanen Tumorzellen wird ein FCS-Gradient
fur die Zellen als Migrationsanreiz geschaffen (Abbildung 20). Dafur werden 1200 pul DMEM
mit 10 % FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin in jedes Well gegeben, wahrend in die
entsprechenden Inserts von jedem Kontroll- und Transfektionsansatz (Kapitel 3.7.2) 2,5x10*
bzw. 5,0x10* lebende Zellen in 500 pl DMEM mit 1 % FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin
pipettiert werden. Die Inkubation erfolgt je nach Endpunkt fir 24 h, 48 h oder 72 h bei 37 °C
mit 5 % (v/v) CO,-Begasung. Durch die Membranporen haben die Zellen nun die Méglichkeit
entlang des bestehenden FCS-Gradienten zu migrieren. Nach der entsprechenden
Inkubationszeit werden die migrierten, an der Membran haftenden Zellen mit 1x PBS
gewaschen und in -20 °C kaltem Methanol fir 10 min fixiert. Anschlie3end wird wiederum
dreimal mit 1x PBS fir je 3 min gewaschen, mit 0,1 % (v/v) DAPI/PBS fur 7 min gefarbt und
erneut dreimal mit 1x PBS fur je 3 min gewaschen. Die Detektion und Auszdhlung der
migrierten Zellen erfolgt an einem Fluoreszenzmikroskop mit Hilfe der Software NIS
Elements AR 3.0 bei einer Wellenlange von 450 nm (DAPI-Filter: Anregung 340-380 nm,
Trennung 400 nm, Emission 435-485 nm).
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4. Ergebnisse

4.1 Patientenkollektiv

In dieser Arbeit wurde Probenmaterial (Tumorgewebe, Abstrichmaterial und Blut) von
insgesamt 138 Patienten mit einem diagnostizierten Plattenepithelkarzinom der Kopf-Hals-
Region untersucht. Nicht von jedem HNSCC-Patienten konnten alle Probenmaterialien
gewonnen werden, sodass unterschiedlich grof3e Probenkollektive fur die verschiedenen
Versuche zur Verfligung standen.

Die Geschlechter- und Altersverteilung des Gesamtkollektivs ist in der nachfolgenden
Abbildung 21 dargestellt.

125 - 60 -
100 - _ 507
g &
(rg N 40 -
S 75 S
o § 30 -
g 50 - o
o o
5 5 20 1
o o

25 10 -

O T 1 0 T T T T 1
Manner Frauen <50 50-59 60-69 70-80 >80

Altersspanne [Jahre]

Abbildung 21: Geschlechts- und Altersverteilung im untersuchten HNSCC-Patientenkollektiv
(n=138).

Das Geschlechterverhaltnis Manner zu Frauen betrug im gesamten Untersuchungskollektiv
6:1 (118 Méanner und 20 Frauen) und das durchschnittliche Alter der Patienten lag bei
63 Jahren mit einer Alterspanne von 24 bis 93 Jahren, wobei die Erkrankungsrate bei den
60- bis 69-jahrigen Personen am hochsten war (Abbildung 21).

Die Daten hinsichtlich des Tabak- und Alkoholkonsums (Abbildung 22) der einzelnen
Patienten wurde im Rahmen des prastationaren Aufklarungsgespraches ca. 2-7 Tage vor der
Panendoskopie bzw. Tumoroperation erhoben.
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Abbildung 22: Tabak- und Alkoholkonsum im untersuchten HNSCC-Patientenkollektiv (n=138).

Im untersuchten Kollektiv von 138 HNSCC-Patienten konsumierten 63,8 % Tabak oder
bezeichneten sich als ehemalige Raucher, 25,4 % waren Nichtraucher und 10,9 % machten
keine Angaben. In Bezug auf ihren Alkoholkonsum konnten von 26,1 % der Patienten keine
Daten erhoben werden, wahrend 41,3 % einen erhdhten Alkoholkonsum und 32,6 % einen

sozialen Alkoholkonsum angaben (Abbildung 22).

Die Verteilung der Tumoren entsprechend ihrer Lokalisation ist in Abbildung 23
veranschaulicht.
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Abbildung 23: Prozentuale Verteilung der Tumoren im untersuchten HNSCC-Patientenkollektiv
(n=138) nach ihrer Lokalisation.
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Das untersuchte Kollektiv beinhaltete 23 Plattenepithelkarzinome der Mundhéhle (16,7 %),
44 des Oropharynx (31,9 %), 8 des Hypopharynx (5,8 %), 39 des Larynx (28,3 %) und
24 Tumoren (17,4 %), die mehrere Lokalisationen betreffen (Abbildung 23).

Die in den unterschiedlichen Expressionsanalysen eingesetzten Probenkollektive sind in
Tabelle 28 aufgefinhrt.

Tabelle 28: Klinische und histopathologische Parameter der HNSCC-Patienten.

Microarray- Quantitative Real-Time PCR-Analyse
Analyse
Klinische Parameter - ich-
der :; SZ C?PZtieenfen Blutproben- Blutproben- Gewl(eol)lleerl)(;i/ben Ar;:);'[terzlr(i:ZI
kollektiv kollektiv
n=12 n=71 n=30 n=31
(von 29 Patienten) (von 30 Patienten)
Durchschnittliches Alter in
Jahren (Altersspanne) 66 (51-79) 64 (37-91) 63 (49-81) 66 (32-91)
Geschlecht
mannlich 10 (83,3 %) 60 (84,5 %) 26 (89,7 %) 25 (83,3 %)
weiblich 2 (16,7 %) 11 (15,5 %) 3 (10,3 %) 5 (16,7 %)
cT-Klassifikation
T1+T2 4 (33,3 %) 26 (36,6 %) 9 (31,0 %) 14 (46,7 %)
T3+T4 8 (66,7 %) 45 (63,4 %) 20 (69,0 %) 16 (53,3 %)
cN-Klassifikation
NO 1(8.3 %) 16 (22,5 %) 7 (241 %) 9 (30,0 %)
N=1 11 (91,7 %) 53 (74,7 %) 22 (75.9 %) 20 (66,7 %)
nicht beurteilbar ' 2 (2,8 %) ' 1 (3,3 %)

cM-Klassifikation

MO 9 (75,0 %) 41 (57,7 %) 18 (62,1 %) 19 (63,3 %)

M1 3 (25,0 %) 10 (14,1 %) 2 (6,9 %) 3 (10,0 %)

nicht beurteilbar - 20 (28,2 %) 9 (31,0 %) 8 (26,7 %)
Grading

Gl 1 (8,3 %) 1(1,4 %) 1 (3,4 %) 0 (0,0 %)

G2 5 (41,7 %) 27 (38,0 %) 16 (55,2 %) 10 (33,3 %)

G3 6 (50,0 %) 25 (35,2 %) 10 (34,5 %) 5 (16,7 %)

nicht beurteilbar - 18 (25,4 %) 2 (6,9 %) 15 (50,0 %)
pl6-Status

negativ 12 (41,4 %)

positiv ) ) 9 (31,0 %) )

nicht gefarbt 8 (27,6 %)
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4.1.1 Geschlechts- und altersgepaarte Patientenkollektive

Fir die Bestimmung des miRNA-Profils in humanem Vollblut wurden fiir die Microarray-
Analyse und die nachfolgende Validierung mittels quantitativer Real-Time PCR geschlechts-
und altersgepaarte Patientenkollektive gebildet, um mdgliche geschlechts- und
altersbedingte Veranderungen auf miRNA-Ebene auszuschlieRen. Diese sind in Tabelle 29
und Tabelle 30 dargestellt.

Tabelle 29: Geschlechts- und altersgepaartes Patientenkollektiv fir die Microarray-Analyse.

HNSCC-Patienten Kontrollprobanden
Paar Fallnummer Geschlecht/Alter Geschlecht/Alter Fallnummer
1 1113 m/80 m/81 1151
2 1123 m/64 m/66 1141
3 1127 m/80 m/80 1162
4 1131 m/68 m/71 1161
5 1122 m/64 m/64 1140
6 1159 m/55 m/56 1174
7 1165 w/62 w/60 1167
8 1169 m/62 m/61 1173
9 1153 m/76 m/74 1171
10 1172 w/69 w/69 1186
11 1176 m/51 m/48 1147
12 1183 m/70 m/70 1185

Tabelle 30: Geschlechts- und altersgepaartes Patientenkollektiv fir die Validierung HNSCC MO
versus M1 mittels quantitativer Real-Time PCR.

HNSCC-Patienten M1 HNSCC-Patienten MO
Paar Fallnummer Geschlecht/Alter Geschlecht/Alter Fallnummer
1 1159 54/m 53/m 1145
2 1165 61/w 59/w 1404
3 1176 51/m 49/m 1137
4 1320 59/m 63/m 1146
5 1396 60/m 63/m 1122
6 1403 63/m 64/m 1413
7 1421 56/m 56/m 1166
8 1498 64/m 64/m 1335
9 1502 66/m 69/m 1183
10 1530 59/m 63/m 1123
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4.2 Immunhistochemische Untersuchung von p16

Zur Untersuchung des pl6-Status im Tumorgewebe von Patienten mit einem
diagnostizierten Plattenepithelkarzinom der Kopf-Hals-Region als Surrogatmarker fur eine
HPV-Infektion wurde eine immunhistochemische Farbung von p16 (Kapitel 3.3) durchgefihrt.
Das Probenkollektiv umfasste dabei insgesamt 88 Tumorgewebeproben von 84 HNSCC-
Patienten. Reprasentative Bilder der immunhistochemischen Farbung sind in Abbildung 24

gezeigt.
Fall 1317: p16 positiv Fall 1266: p16 negativ
HE
mit p16 TS e RS :
Antikdrper PRl S i
ohne p16
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Abbildung 24: Hamatoxylin-Eosin-Farbung und immunhistochemische Farbung von pl16 an
Paraffinschnitten von HNSCC-Gewebeproben. Dargestellt sind jeweils eine HE-Farbung, die
immunhistochemische Farbung von pl6 und eine entsprechende, wahrend der pl6-Féarbung
mitgeflihrte Negativkontrolle ohne p16-Antikdrper.
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Die Auswertung der immunhistochemischen Farbungen von pl6 ist in Abbildung 25

dargestellt.
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Abbildung 25: p16-Status bei Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region. Mittels immun-
histochemischer Farbung wurde der pl6-Status in Tumorgewebeproben (n=88) von 84 HNSCC-
Patienten bestimmt.

Insgesamt wurde bei 88 HNSCC-Gewebeproben von 84 Patienten der pl6-Status mittels
einer immunhistochemischen Farbung bestimmt (Abbildung 25). In 4 Fallen konnten jeweils
2 unterschiedliche Gewebeproben des Patienten untersucht werden, die jeweils den gleichen
pl6-Status aufwiesen. Im Gesamtkollektiv wiesen 26,2 % (22/84) der Tumoren einen p16-
positiven Status auf, wahrend 73,8 % (62/84) der Falle pl6-negativ waren. Die
Uberwiegende Mehrheit der pl6-positiven Falle (72,7 %; 16/22) war im Oropharynx
lokalisiert, wohingegen lediglich 4,5 % (1/22) der Mundhohle bzw. 22,7 % (5/22) dem

Hypopharynx/Larynx zugeordnet werden konnten.

Bezogen auf die einzelne Lokalisation sind 6,2 % (1/16) der Mundhdhlenkarzinome, 40,0 %
(16/40) der Oropharynxkarzinomen und 17,9 % (5/28) der Hypopharynx-/Larynxkarzinomen
pl16-positiv.
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4.3 Bestimmung des miRNA-Profils in humanem Vollblut
4.3.1 Bestimmung des miRNA-Profils mittels Microarray

Zur Untersuchung des Expressionsmusters aller miRNA-kodierender Gene im Vollblut von
Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom der Kopf-Hals-Region wurde eine Microarray-
Analyse (Kapitel 3.5) durchgefihrt, um einen Gesamtiberblick (ber die veranderten
Expressionen bei dieser Erkrankung zu erhalten. Hierzu wurden Blutproben von Patienten
mit einem diagnostizierten Plattenepithelkarzinom der Kopf-Hals-Region (n=12) und als
Kontrollen dienende Blutproben von gesunden Probanden (n=12) untersucht, wobei zum
Ausschluss von geschlechts- und altersspezifischen Veranderungen jeder Blutprobe eines
Tumorpatienten eine Blutprobe eines gesunden Probanden gleichen Geschlechts und Alters
(x3 Jahre) zugeordnet wurde (Tabelle 29). Verwendet wurden drei SurePrint G3 8x60K
miRNA Microarrays, die jeweils 40 Replikate von jeder der 1205 miRNAs (miRBase v16)
enthalten. Die statistische Datenanalyse der drei durchgefiihrten Microarrays erfolgte durch

Frau Dr. Christina Backes (Institut fir Humangenetik, Universitat des Saarlandes).

Die grafische Darstellung der Auswertung aller drei durchgeflhrten Microarrays ist in der

nachfolgenden Abbildung 26 dargestellt.
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Abbildung 26: Cluster Heatmap einer Microarray-Analyse zur Untersuchung des miRNA-Profils
im Blut von HNSCC-Patienten im Vergleich zu gesunden alters- und geschlechtsgepaarten
Kontrollen. Fur diese Auswertung wurden drei SurePrint G3 8x60K miRNA Microarrays, die jeweils
40 Replikate von jeder der 1205 miRNAs (miRBase v16) enthalten, mit markierten miRNAs von
HNSCC-Blutproben (n=12) und Kontroll-Blutproben (n=12) hybridisiert und analysiert. Blau: HNSCC-
Patienten; rot: gesunde Probanden.
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Die biostatistische Auswertung der Expressionsdaten der drei durchgefihrten Microarrays,
visualisiert in Form einer Cluster Heatmap (Abbildung 26), zeigte weder ein Clustering der
zueinander gehdrenden Blutproben noch einen klaren Expressionsunterschied zwischen den

Blutproben von HNSCC-Patienten und von gesunden Personen.

Eine dariber hinaus durchgefihrte Auswertung innerhalb des Kollektivs der HNSCC-
Patienten beziglich der zum Zeitpunkt der Blutprobenentnahme erhobenen Kriterien HPV-
Status (aus Pathologiebefund), Tabakkonsum und Fernmetastasierung bei einer mindestens
zweifach veranderten Genexpression und einem adjustierten p-Wert kleiner 0,05 ist in
Tabelle 31 dargestellt. Eine Auswertung bezlglich Lymphknotenmetastasierung war nicht
moglich, da mit Ausnahme eines Patienten alle weiteren Patienten einen Lymphknotenbefall

aufwiesen und somit keine Vergleichsgruppe vorhanden war.

Tabelle 31: Auswertung der Microarrays beziglich der Kriterien HPV-Status, Tabakkonsum und
Fernmetastasierung bei einer mindestens zweifach veranderten Genexpression und einem
adjustierten p-Wert kleiner 0,05.

HPV-Status Tabakkonsum Fernmetastasierung
MiRNA HPV negativ Nichtraucher MO versus M1
versus HPV positiv versus Raucher
hsa-miR-320a - p=0,0246 -
hsa-miR-155 - - p=0,0232
hsa-miR-1246 - p=0,0022 -
hsa-miR-423-5p - p=0,0419 -
hsa-miR-494 - p=0,0022 -
hsa-miR-424 - p=0,0003 -
hsa-miR-29a - p=0,0422 -
hsa-miR-20b - p=0,0149 -
hsa-miR-548f - p=0,0149 -
hsa-miR-548x - p=0,0422 -
hsa-miR-146a - - p=0,0126
hsa-miR-101 - p=0,0347 -

Bezlglich des HPV-Status ergaben sich keine signifikanten Expressionsunterschiede bei
den angelegten Kriterien. Demgegentuber zeigten untersuchte Blutproben von HNSCC-
Patienten in Bezug auf deren Tabakkonsum zehn signifikant veranderte Genexpressionen,
wovon bei Rauchern jeweils finf miRNAs eine erhdhte Genexpression und funf weitere
miRNAs eine erniedrigte Genexpression im Vergleich zu Nichtrauchern aufwiesen. Eine
Analyse im Hinblick auf eine Fernmetastasierung ergab zwei signifikant verdnderte miRNAs

namens hsa-miR-155 mit einem p-Wert von 0,023 und hsa-miR-146a mit einem p-Wert von
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0,013. Die entsprechende Cluster Heatmap ist in der nachfolgenden Abbildung 27
dargestellt.
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Abbildung 27: Cluster Heatmap einer Microarray-Analyse zur Untersuchung des miRNA-Profils
im Blut von HNSCC-Patienten korreliert mit dem klinischen Parameter Fernmetastatsierung.
Fur diese Auswertung wurden die Daten der HNSCC-Patientenblutproben (n=12) der drei miRNA-
Microarrays ausgewertet. Blau: HNSCC-Patienten ohne nachgewiesene Fernmetastasen (n=9); rot:
HNSCC-Patienten mit nachgewiesenen Fernmetastasen (n=3). Der Pfeil kennzeichnet einen HNSCC-
Patienten, der zum Zeitpunkt der Probennahme keine Fernmetastasen aufwies, diese jedoch ein Jahr
spater entwickelte.
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Betrachtet man die biostatistische Auswertung der Expressionsdaten der drei durchgefiihrten
Microarrays innerhalb des HNSCC-Patientenkollektivs, visualisiert in Form einer Cluster
Heatmap (Abbildung 27), so zeigte sich ein Clustering der zueinander gehdrenden
Blutproben und ein Expressionsunterschied zwischen den Blutproben von HNSCC-Patienten
mit Fernmetastasen verglichen mit den Blutproben von HNSCC-Patienten ohne

Fernmetastasen.

Ein Patient (Fall 1176, cT2 cN2c cMO0) wies zum Zeitpunkt der Blutprobenentnahme (April
2013) keine Fernmetastasen auf und wurde daher in die MO-Gruppe von HNSCC-Patienten
ohne Fernmetastasen eingestuft (in Abbildung 27 mit einem Pfeil gekennzeichnet). Im
Januar 2014 konnten bei diesem Patienten Lungen- und Lebermetastasen nachgewiesen
werden. Betrachtet man sich von diesem Patienten das Expressionsmuster von miR-146a
und miR-155 in Abbildung 27, so deutet sich wie fiir die anderen drei HNSCC-Patienten mit

Fernmetastasen eine erniedrigte Expression an.

Fur eine verbesserte Prognoseeinschatzung ist eine im Blut nachweisbare Information tGber
Fernmetastasierung von enormer Bedeutung. Daher wurden in dieser Arbeit die beiden im
Blut von fernmetastasierenden HNSCC-Patienten signifikant veranderten Transkriptlevel der
beiden miRNAs hsa-miR-146a und hsa-miR-155 in weiteren Versuchen mittels Real-Time
PCR validiert und funktionell beziglich méglicher Auswirkungen auf das Proliferations- und

Migrationsverhalten von humanen Tumorzellen analysiert.

4.3.2 Bestimmung des miRNA-Profils mittels quantitativer Real-Time PCR

Zur Validierung der Microarray-Ergebnisse wurde die Expression einzelner Gene, die fir
mMiRNAs kodieren, mit Hilfe der quantitativen Real-Time PCR (Kapitel 3.6) an einem
groRBeren Patientenkollektiv Gberpruft und mit den, zum Zeitpunkt der Untersuchungen
aktualisierten, Kklinischen Daten korreliert. Das Untersuchungskollektiv bestand aus
Blutproben von Patienten mit einem diagnostiziertem Plattenepithelkarzinom der Kopf-Hals-
Region (n=71) und Blutproben von gesunden Probanden (n=12), die als Kontrollen dienten.
Fur die Analyse wurden TagMan® MicroRNA Assays verwendet. Die ermittelten Daten
wurden mit Hilfe der effizienz-korrigierten relativen Quantifizierungsstrategie ausgewertet.
Neben einem Vergleich der Expressionsdaten zwischen Blutproben von gesunden Personen
und HNSCC-Patienten wurden diese auch innerhalb des HNSCC-Patientenkollektivs mit den
klinischen Daten der Patienten (TNM-Klassifikation) korreliert. Die Ergebnisse sind in Tabelle
32 aufgefihrt.
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Tabelle 32: Expression miRNA-kodierender Gene im Blut von HNSCC-Patienten mit ermitteltem
p-Wert (Mann-Whitney U-Test) und Foldchange.

Blutproben
mMiRNA Kontrollen HI:ESSC;SMO Auswertung beziiglich
versus HNSCC HNSCC M1 weiterer klinischer Daten
, Lymphknotenmetastasierung

miR-125a n-s. n-s. (NO versus N21) p=0,006; 1,567
miR-146a n.s. p=0,023; 0,621 n.s.

miR-155 n.s. p=0,028; 0,728 n.s.

miR-218 n.s. n.s. n.s.

miR-1246 n.s. n.s. n.s.

Es wurden keine statistisch signifikanten Unterschiede der untersuchten miRNAs (miR-125a,
miR-146a, miR-155, miR-218 und miR-1246) hinsichtlich ihrer Transkriptlevel im Blut
zwischen gesunden Personen und HNSCC-Patienten beobachtet (Tabelle 32 und
Abbildung 28).
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Abbildung 28: Normalisierte Expression von miR-125a, miR-146a, miR-155, miR-218 und miR-
1246 im Blut von HNSCC-Patienten. Die Genexpression im Blut von HNSCC-Patienten (n=71) und
Kontrollen (n=12) wurde mittels quantitativer Real-Time PCR ermittelt, auf die endogene Kontrolle
RNU48 normalisiert und als signifikant verandert gewertet, wenn der p-Wert, ermittelt unter
Verwendung des Mann-Whitney U-Tests mit der Software SPSS, kleiner als 0,05 ist (n.s.=nicht
signifikant).

Jedoch konnte ein Trend zur Uberexpression bei der Betrachtung der Expression von miR-
125a und miR-218 im Blut von HNSCC-Patienten verglichen mit gesunden Probanden
(Abbildung 28) festgestellt werden.
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Darlber hinaus zeigte die Korrelation mit klinischen Daten eine statistisch signifikant erhéhte
miR-125a Expression in Patienten mit einer Lymphknotenmetastasierung (p=0,006;
Abbildung 29).
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Abbildung 29: Normalisierte Expression von miR-125a im Vollblut von HNSCC-Patienten. Die
Genexpression im Blut von HNSCC-Patienten wurde mittels quantitativer Real-Time PCR ermittelt, auf
die endogene Kontrolle RNU48 normalisiert und bei Werten kleiner als 0,05 als signifikant verandert
gewertet (**p<0,01).

Zudem zeigte sich in einem geschlechts- und altersgepaarten (4 Jahre) Patientenkollektiv
(n=20; Tabelle 30) eine statistisch signifikant verminderte Expression von miR-146a
(p=0,023) und miR-155 (p=0,028) im Vollblut von HNSCC-Patienten mit Fernmetastasen
(n=10) im Gegensatz zu HNSCC-Patienten ohne Fernmetastasen (n=10), welche in der
nachfolgenden Abbildung 30 veranschaulicht ist.
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Abbildung 30: Normalisierte Expression von miR-146a und miR-155 im Vollblut von HNSCC-
Patienten. Die Genexpression im Blut von HNSCC-Patienten (n=20) wurde mittels quantitativer Real-
Time PCR ermittelt, auf die endogene Kontrolle RNU48 normalisiert und bei Werten kleiner als 0,05
als signifikant verandert gewertet (*p<0,05).
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Diese Analyse (Abbildung 30) erfolgte aufgrund fehlender Blutproben von
fernmetastasierenden HNSCC-Patienten nur an einem kleinen Patientenkollektiv (n=20).
Generell zeigen die Boxplots der Abbildungen 29 und 30 Uberschneidungen, sodass es
keine absolut klare Gruppentrennung gibt.

Interessanterweise fiel bei einer ersten Validierung der Microarray-Daten mittels quantitativer
Real-Time PCR auf, dass in der Gruppe HNSCC-Patienten ohne Fernmetastasen (n=9) eine
Probe (in Abbildung 31 mit einem Pfeil gekennzeichnet) eine niedrige Expression von miR-
155 entsprechend den Expressionsdaten von HNSCC-Patienten mit Fernmetastasen (n=3)
aufzeigt.

008 a6 H

HNSCCs HNSCCs
MO M1

Expression von miR-155
[normalisiert auf RNU48]
=
P
1

Abbildung 31: Erste Auswertung der Expressionsanalyse von miR-155 im Vollblut von HNSCC-
Patienten. Dargestellt ist eine erste Auswertung der Expressionsdaten, die mittels quantitativer Real-
Time PCR ermittelt und auf die endogene Kontrolle RNU48 normalisiert wurden. Eingeschlossen
wurden die Blutproben von HNSCC-Patienten (n=12), die sich auf den durchgefiihrten Microarrays
befanden. Aufféllig ist dabei die Probe 1176 (gekennzeichnet mit einem Pfeil), die eine niedrige
Expression von miR-155 aufweist.

Zum Zeitpunkt der Blutprobenentnahme (April 2013) wies der Patient (Fall 1176, cT2 cN2c
cMO0) keine Fernmetastasen auf und wurde daher initial in die Gruppe der HNSCC-Patienten
ohne Fernmetastasen eingestuft (in Abbildung 31 mit einem Pfeil gekennzeichnet). Sowohl in
der Erstanalyse als auch nach einer Wiederholung der quantitativen Real-Time PCR zeigte
sich eine erniedrigte Expressionsrate, die den Microarray-Daten (Kapitel 4.3.1) entspricht.
Eine erneute Uberpriifung der Patientenakte durch einen in der Klinik fiir Hals-, Nasen- und
Ohrenheilkunde-tatigen Arzt ergab, dass bei diesem Patienten unterdessen (Januar 2014)
Lungen- und Lebermetastasen nachgewiesen wurden und er somit nachtraglich in die

Gruppe der HNSCC-Patienten mit Fernmetastasen eingeordnet werden musste.
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4.4 Bestimmung des Transkriptlevels ausgewahlter miRNAs in FFPE-

Tumorgewebe unter Verwendung der quantitativen Real-Time PCR

Die auf Grundlage der Microarrays ausgewahlten und im Blut von HNSCC-Patienten
validierten miRNAs wurden dariber hinaus im Tumorgewebe mittels quantitativer Real-Time
PCR (Kapitel 3.6) analysiert. Das Untersuchungskollektiv bestand aus 30 Tumorgewebe-
proben von 29 Patienten mit einem diagnostiziertem Plattenepithelkarzinom der Kopf-Hals-
Region und 6 unauffalligen Plattenepithelproben von Tonsillen und Uvulae als Kontrollen.
Die mit TagMan® MicroRNA Assays ermittelten Daten wurden mit Hilfe der effizienz-
korrigierten relativen Quantifizierungsstrategie ausgewertet. Neben einem Vergleich der
Expressionsdaten zwischen Tumorgewebe und unauffalligem Plattenepithel wurden diese
auch innerhalb des HNSCC-Patientenkollektivs mit den klinischen Daten der Patienten
(TNM-Klassifikation, Grading, pl6-Status) korreliert. Im Hinblick auf Fernmetastasierung
konnte aufgrund zu kleiner Fallgruppen (M1-Gruppe) keine Auswertung vorgenommen
werden. Die Ergebnisse der Auswertung sind in der nachfolgenden Tabelle 33 aufgefiihrt.

Tabelle 33: Expression miRNA-kodierender Gene im Tumorgewebe von HNSCC-Patienten mit
ermitteltem p-Wert (Mann-Whitney U-Test) und Foldchange.

Gewebeproben
mMiRNA Kontrollen Auswertung beziiglich
versus HNSCC anderer klinischer Daten
Tumorgrad
miR-125a n.s. (G1+G2 versus G3)
p=0,003; 1,705
Tumorgrof3e/-ausdehnung
miR-146a n.s. (T1+T2 versus T3+T4)
p=0,005; 0,392
miR-155 p=0,003; 0,455 n.s.
miR-218 p=0,009; 0,328 n.s.
miR-1246 n.s. n.s.

Von den untersuchten miRNAs (miR-125a, miR-146a, miR-155, miR-218 und miR-1246)
zeigten lediglich miR-155 (p=0,003) und miR-218 (p=0,009) statistisch signifikante
Genexpressionsunterschiede zwischen Tumorgewebe und unauffalligem Plattenepithel. Des
Weiteren konnte eine erhthte Expression von miR-125a mit einem hoheren Grading
(p=0,003) und eine erniedrigte Expression von miR-146a mit einer héheren cT-Klassifikation
(p=0,005) assoziiert werden. Alle weiteren moglichen Korrelationen zeigten keine statistische

Signifikanz oder waren aufgrund zu kleiner Fallzahlen nicht auswertbar.
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Die im Tumorgewebe von HNSCC-Patienten verdnderten Expressionsmuster sind in

Abbildung 32 veranschaulicht.
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Abbildung 32: Normalisierte Expression von miR-155, miR-218, miR-125a und miR-146a im
Tumorgewebe von HNSCC-Patienten. Die Genexpression im FFPE-Tumorgewebe (n=30) von 29
HNSCC-Patienten und im FFPE-Gewebe unauffalliger Plattenepithelproben (n=6) wurde mittels
guantitativer Real-Time PCR ermittelt, auf die endogene Kontrolle RNU48 normalisiert und bei Werten
kleiner als 0,05 als signifikant verandert gewertet (**p<0,01).

Die biostatistische Auswertung der Expressionsdaten der durchgefiihrten quantitativen Real-
Time PCR, visualisiert in Form von Boxplots (Abbildung 32), zeigt sowohl eine erniedrigte
Expression von miR-155 als auch eine erniedrigte Expression von miR-218 im
Tumorgewebe von HNSCC-Patienten verglichen mit Normalgewebe. Des Weiteren ging eine
erhbhte Expression von miR-125a im Tumorgewebe von HNSCC-Patienten mit einem
hoheren Tumorgrad und eine erniedrigte Expression von miR-146a im Tumorgewebe von

HNSCC-Patienten mit einer zunehmenden Tumorgrof3e/-ausdehnung einher.
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4.5 Bestimmung des Transkriptlevels ausgewahlter miRNAs an Abstrich-

material unter Verwendung der quantitativen Real-Time PCR

Die im Blut und Gewebe von HNSCC-Patienten untersuchten miRNAs 146a und 155 wurden
zum Vergleich an dem mit Burstenabstrichen gewonnenen Material von Plattenepithel-
karzinomen der Kopf-Hals-Region mittels quantitativer Real-Time PCR (Kapitel 3.6)
analysiert. Das Untersuchungskollektiv bestand aus Abstrichmaterial (h=31) von 30 HNSCC-
Patienten und Abstrichmaterial (n=4) von unaufféalligem Tonsillenepithel, das als Kontrolle
diente. FUr die Analyse wurden TagMan® MicroRNA Assays verwendet. Die ermittelten

Rohdaten (reine C+-Werte) sind in der nachfolgenden Abbildung 33 dargestellt.
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Abbildung 33: Ermittelte C+-Werte der RNU48, miR-146a und miR-155. Die Genexpression aller
Abstrichproben (n=35) wurde mittels Real-Time PCR ermittelt und in Form eines Boxplots dargestellt.

Die Betrachtung der RNU48-C;-Werte (Abbildung 33) ergab eine instabile Genexpression
mit Schwankungen gro3er 3,32 Cy-Werte. Der minimale C-Wert fliir RNU48 betragt 20,26 zu
einem maximalen Cy-Wert von 25,84. Auffallend sind auch die Schwankungen der miR-
146a-C-Werte und der miR-155-Ct-Werte. Eine weiterfihrende Datenanalyse sowie eine
statistische Auswertung sind daher nicht gegeben. Wirde man trotz allem die normalisierten
Daten (Abbildung 34) betrachten, wirde sich kein statistisch signifikanter Genexpressions-

unterschied zeigen.
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Abbildung 34: Normalisierte Expression von miR-146a und miR-155 im Abstrichmaterial von
HNSCC-Patienten. Die Genexpression im Abstrichmaterial von HNSCC-Patienten (n=31) und
unauffalligem Tonsillenepithel (n=4) wurde mittels quantitativer Real-Time PCR ermittelt, auf die
endogene Kontrolle RNU48 normalisiert und bei Werten kleiner als 0,05 als signifikant verandert
gewertet (n.s. = nicht signifikant).

Sowohl zwischen dem Abstrichmaterial von gesunden Personen und HNSCC-Patienten als
auch in Korrelation mit der cT-Klassifikation wirde sich kein statistisch signifikanter

Genexpressionsunterschied zeigen (Abbildung 34).

4.6 Funktionelle Analysen

Die in Kapitel 4.3 und 4.4 gezeigten Ergebnisse bezlglich der verdnderten Expression von
miR-146a und miR-155 sowohl im humanen Vollblut als auch im Tumorgewebe belegen
ihren Stellenwert in HNSCCs, sodass eine weitergehende Untersuchung dieser miRNAs im
Hinblick auf deren Funktionalitdt von grof3em Nutzen ist. Daher wurde eine weiterfihrende
Untersuchung hinsichtlich des Proliferations- und Migrationsverhalten der humanen
Plattenepithelkarzinomzellen FaDu und UM-SCC-1 angeschlossen, welche zu Beginn erst
mittels Karyotypisierung und vergleichender genomischer Hybridisierung (Kapitel 3.7.1)

genauer charakterisiert wurden.
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4.6.1 Charakterisierung der Zelllinien FaDu und UM-SCC-1

Zur Charakterisierung der Zellinien FaDu und UM-SCC-1 wurden von beiden Zelllinien GTG-
gebanderte Metaphase-Chromosomenpréparate fur die Karyotypisierung angefertigt sowie
DNA fir eine vergleichende genomische Hybridisierung isoliert, um genetische Imbalancen

darzustellen.
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Abbildung 35: Exemplarische Metaphase und zugehdriges Karyogramm von GTG-gebé&nderten
Metaphase-Chromosomen der Zelllinie FaDu. Aufgenommen mit dem 100x Objektiv und nach
bestem Wissen zugeordnet.
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Abbildung 36: Exemplarische Metaphase und zugehériges Karyogramm von GTG-gebanderten
Metaphase-Chromosomen der Zelllinie UM-SCC-1. Aufgenommen mit dem 60x Objektiv und nach
bestem Wissen zugeordnet.

Die Karyogramme der untersuchten Zelllinien FaDu (Abbildung 35) und UM-SCC-1

(Abbildung 36) zeigten hoch komplexe Karyotypen mit vielen strukturellen Umbauten.

Aufgrund der mangelnden Auflésung der GTG-Bander sowie der mangelnden Erfahrung war

eine gesicherte Zuordnung der Chromosomen nicht moglich. Die aberranten Karyotypen

spiegelten sich auch in den CGH-Summenprofilen (Abbildungen 37 und 38) beider Zelllinien

wider.
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Abbildung 37: Genetische Veranderungen der Zelllinie FaDu. Chromosomale Gewinne sind in
grun dargestellt, wahrend chromosomale Verluste in rot gekennzeichnet sind. In Klammern hinter der
Chromosomennummer steht die Anzahl der in die Auswertung eingeflossenen Chromosomen.

Die Zelllinie FaDu (Abbildung 37) zeigte Gewinne auf 1p13.1p33, 1025.3, 3q, 5p,
5q11.2931.1, 6912924, 7pldpter, 8qg, 9p2lpter, 11q9l1.19l4.1, 12p, 13g32qgter, 14,
15qg24qter, 16pll.1, 16q, 17921.3g22 und 17925 mit Amplifikationen auf 3g25.3927,
8022g24.2 und 14qg24.3gter. Wohingegen Verluste auf 1p35pter, 2pll.2, 2p2ilpter,
2911.2922, 3p11.1p21.3, 4, 8p21.2pter, 9913qg21.3, 9932934.3, 10p, 18p11.2, 18q, 19, 20p

und 21 zu beobachten waren.
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Abbildung 38: Genetische Veranderungen der Zelllinie UM-SCC-1. Chromosomale Gewinne sind
in grin dargestellt, wahrend chromosomale Verluste in rot gekennzeichnet sind. In Klammern hinter
der Chromosomennummer steht die Anzahl der in die Auswertung eingeflossenen Chromosomen.

Die Zelllinie UM-SCC-1 (Abbildung 38) wies Verluste auf den chromosomalen Bereichen
1p35pter, 4g24qter, 5q11.2q13.1, 5932935.2, 7911.2931.3, 7935936, 10p, 10925.1926.2,
18q, 19p13.1p13.2, 19q, 21, 22911l.1g12.1, Xp und Gewinne auf den chromosomalen
Bereichen 1p22.1p31.3, 2p23pter, 3p21.3pter, 3q1l3.1qger, 5p, 7p11l.2p15.1, 8qll.2g21.1,
8g21.3qter, 9p, 11912q13.3, 11921g23.3 und 12pll.2pter auf. Zudem konnte eine
Amplifikation auf 9913g21.3 beobachtet werden.

In den beiden komplex aberranten Zelllinien FaDu und UM-SCC-1 konnten sowohl
Ubereinstimmende als auch unterschiedliche chromosomale Veranderungen beobachtet
werden. Ubereinstimmend zeigten sich Gewinne auf den Chromosomenarmen 1p, 3q, 5p,
7p, 8q, 9p, 11q, 12p, 13g und 17qg sowie Verluste auf den Chromosomen bzw. Chromo-
somenarmen 1p, 4q, 10p, 18q, 19 und 21. Wahrend die Zelllinie FaDu einen Gewinn auf
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5011.29g31.1 und Verluste auf 2p11.2, 2p21pter und 20p aufwies, zeigte die Zelllinie UM-
SCC-1 gegensatzliche Veranderungen wie einen Verlust auf 5032035.2 und Gewinne auf
2p23pter und 20. Des Weiteren besallen beide Zellinien Verédnderungen auf
chromosomalen Regionen, die in der jeweilig anderen Zelllinie unveréndert vorlagen.
Beispielsweise zeigte die Zelllinie FaDu Veranderungen auf 2q, 3p, 6q, 8p, 9q, 14, 15, 16
und 20p, wahrend die Zelllinie UM-SCC-1 Veranderungen auf 7q, 10q, 18 und 22q aufwies.

4.6.2 Vitalitat der HNSCC-Zellen nach der Transfektion und deren Effizienz

Zur Bestimmung der Vitalitat der HNSCC-Zellen wurden diese jeweils 24 h und 96 h nach
der Transfektion mit Trypanblau (1:2) gefarbt und deren Vitalitdt mit Hilfe eines
automatischen Zellzahlgerates bestimmt. Die Auswertung der Vitalititsmessung ist in den
Abbildungen 39 und 40 dargestellt.
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Abbildung 39: Vitalitat der FaDu-Zellen nach der Transfektion. Zur Bestimmung der Vitalitat von
FaDu-Zellen wurden diese 24 h und 96 h nach der Transfektion mit Trypanblau (1:2) angefarbt und
deren Vitalitdt mit Hilfe eines automatischen Zellzahlgerates bestimmt.

Sowohl bei unbehandelten FaDu-Zellen, Mock-FaDu-Zellen als auch bei den transfizierten
FaDu-Zellen wurde 24 h nach der Transfektion mit gemittelten Werten von 95,5 %+0,5 %,
96,5 %+0,5 % bzw. 95,1 %+0,1 % eine sehr hohe Vitalitat beobachtet (Abbildung 39). Auch
96 h nach der Transfektion waren diese Zellen mit Werten von 95,0 %+1,0 %, 96,0 %+1,2 %
bzw. 90,0 %5,25 % noch sehr vital.
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Abbildung 40: Vitalitdt von UM-SCC-1-Zellen nach der Transfektion. Zur Bestimmung der Vitalitat
von UM-SCC-1-Zellen wurden diese 24 h und 96 h nach der Transfektion mit Trypanblau (1:2)
angefarbt und deren Vitalitat mit Hilfe des automatischen Zellzéhlgerates bestimmit.

Damit vergleichbar war sowohl bei unbehandelten UM-SCC-1-Zellen, Mock-UM-SCC-1-
Zellen als auch bei transfizierten UM-SCC-1-Zellen die Vitalitat 24 h nach der Transfektion
mit gemittelten Werten von 98,3 %+0,5 %, 97,0 %+2,2 % bzw. 96,2 %+2,1 % ebenfalls sehr
hoch (Abbildung 40). Auch 96 h nach der Transfektion waren diese Zellen mit Werten von
96,7 %+2,5 %, 95,7 %+1,9 % bzw. 94,2 %+2.5 % noch sehr vital.

Zur Uberpriifung der Transfektionseffektivitat mit miRNA-Mimics und -Inhibitoren wurden die
Effekte der mitgefuhrten Negativ- und Positivkontrollen auf ihre Zielgene mittels quantitativer
Real-Time PCR uberprift (Abbildung 41).
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Abbildung 41: Uberprufung der Transfektionseffizienz exemplarisch in UM-SCC-1-Zellen mittels
guantitativer Real-Time PCR. Eine erfolgreiche Transfektion wurde durch eine Mimic miR-1 Positiv-
kontrollen-assoziierte Reduzierung des PTK9 mMRNA-Gehalts und eine Inhibitor let-7¢c
Positivkontrollen-assoziierte Erhéhung des HMGA2 mRNA-Gehalts Uberpruft.

Die bei der Transfektion mitgefiihrten Negativ- und Positivkontrollen, jeweils fir Mimic und
Inhibitor, bestatigten eine erfolgreiche Transfektion sowohl in UM-SCC-1-Zellen als auch in
FaDu-Zellen durch eine Mimic miR-1 Positivkontrollen-assoziierte Reduzierung des PTK9
MRNA-Gehalts und eine Inhibitor let-7c Positivkontrollen-assoziierte Erhdhung des HMGA?2
MRNA-Gehalts (Abbildung 41). Verglichen mit 24 h nach der Transfektion lief3 sich 96 h nach
der Transfektion eine Verminderung des Effekts feststellen.
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4.6.3 Analyse des Real-Time Proliferationsverhaltens von humanen Tumorzellen

Zur Bestimmung der Real-Time Proliferation (Kapitel 3.7.3) von humanen HNSCC-Zellen
(FaDu-Zellen und UM-SCC-1-Zellen) wurde das xCELLigence-System genutzt, welches eine
kontinuierliche Aufzeichnung des Proliferationsverhaltens ermdéglicht, das graphisch als
Zellindex-Zeit-Kurve dargestellt wird.

4.6.3.1 Bestimmung des Real-Time Proliferationsverhalten von FaDu-Zellen

Zur Analyse des Proliferationsverhaltens von FaDu-Zellen wurden von jedem Kontroll- und
Transfektionsansatz (Kapitel 3.7.2) 7,5x10° lebende FaDu-Zellen in die entsprechenden
Wells ausgeséat und deren Proliferation fur 85 h in Echtzeit gemessen, wobei alle 15 min eine
Messung erfolgte. Diese Proliferationsanalyse wurde dreimal mit jeweils mindestens drei
technischen Replikaten durchgefiihrt. Ausnahme bildet die Analyse des Inhibitors miR-146a
aufgrund einer nur minimal nachweisbaren miR-146a Expression in FaDu-Zellen (Abbildung

42), womit eine Analyse dieses Inhibitors nicht sinnvoll war.
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Abbildung 42: Normalisierte Expression von miR-146a und miR-155 in FaDu-Zellen. Die
Expression wurde mittels quantitativer Real-Time PCR ermittelt und auf die des Referenzgens RNU48
normalisiert.

Die Real-Time Messung zum Proliferationsverhalten von Mock-FaDu-Zellen und
transfizierten FaDu-Zellen ist in der nachfolgenden Abbildung 43 in Form einer
exemplarischen Zellindex-Zeit-Kurve und einem Boxplot-Diagramm, welches die Auswertung

aller drei durchgefuihrter Proliferationsanalysen zeigt, dargestellit.
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Abbildung 43: Real-Time Proliferationsanalyse von unterschiedlich behandelten FaDu-Zellen.
Zur Bestimmung der Real-Time Proliferationsfahigkeit von Mock-FaDu-Zellen oder unterschiedlich
transfizierten FaDu-Zellen (mit Mimic miR-146a, Mimic miR-155 und Inhibitor miR-155) wurde das
XCELLigence System verwendet. Die Aufzeichnung und Auswertung erfolgte mit der RTCA Software
2.0. Gezeigt ist im oberen Diagramm eine exemplarische Zellindex-Zeit-Kurve der verschieden
behandelten FaDu-Zellen und im unteren Diagramm die Auswertung aller drei durchgefuhrten
Proliferationsanalysen inklusive mittels Mann-Whitney U-Test berechneter statistischer Signifikanzen
(***p<0,001). Dargestellt ist im Boxplot-Diagramm die Steigung der Proliferationskurven in Prozent,
ausgewertet in einem Zeitraum von 48 h innerhalb der exponentiellen Wachstumsphase, normalisiert
auf den Wert der Mock-Zellen.
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Die Auswertung der Proliferationsanalyse (Abbildung 43), normalisiert auf den Mock-Ansatz,
zeigte, dass sowohl die Mimic miR-146a (Median 56,3 %; p<0,001) als auch Mimic miR-155
(Median 35,3 %; p<0,001) zu einer erniedrigten Proliferationsrate fuihrten, wohingegen der
Inhibitor miR-155 (Median 125,2 %; p<0,001) eine verstarkte Proliferation zur Folge hatte.

4.6.3.2 Bestimmung des Real-Time Proliferationsverhalten von UM-SCC-1-Zellen

Zur Analyse des Proliferationsverhaltens von UM-SCC-1-Zellen wurden von jedem Kontroll-
und Transfektionsansatz (Kapitel 3.7.2) 1,0x10* lebende UM-SCC-1-Zellen in die
entsprechenden Wells ausgeséat und deren Proliferation fir 85 h in Echtzeit gemessen,
wobei alle 15 min eine Messung erfolgte. Diese Proliferationsanalyse wurde dreimal mit
jeweils mindestens drei technischen Replikaten durchgefiihrt. Zuvor wurde die Expression
der beiden miRNAs in UM-SCC-1-Zellen tberpruft (Abbildung 44).
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Abbildung 44: Normalisierte Expression von miR-146a und miR-155 in UM-SCC-1-Zellen. Die
Expression wurde mittels Real-Time PCR ermittelt und auf die des Referenzgens RNU48 normalisiert.

Bei Betrachtung der miR-146a und miR-155 Expression in UM-SCC-1-Zellen zeigte sich,
dass miR-155 verglichen mit miR-146a eine deutlich geringere Expressionsrate aufwies
(Abbildung 44).

Die nachfolgende Auswertung wurde mit der RTCA Software 2.0 durchgefiihrt. Die Real-
Time Messung zum Proliferationsverhalten von UM-SCC-1-Zellen ist in der nachfolgenden
Abbildung 45 in Form einer exemplarischen Zellindex-Zeit-Kurve und einem Boxplot-
Diagramm, welches die Auswertung aller drei durchgefihrter Proliferationsanalysen zeigt,

dargestellt.
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Abbildung 45: Real-Time Proliferationsanalyse von unterschiedlich behandelten UM-SCC-1-
Zellen. Zur Bestimmung der Real-Time Proliferationsfahigkeit von Mock-UM-SCC-1-Zellen und
unterschiedlich transfizierten UM-SCC-1-Zellen (mit Mimic miR-146a, Inhibitor miR-146a, Mimic miR-
155 und Inhibitor miR-155) wurde das xCELLigence System verwendet. Die Aufzeichnung und
Auswertung erfolgte mit der RTCA Software 2.0. Gezeigt ist im oberen Diagramm eine exemplarische
Zellindex-Zeit-Kurve der verschieden behandelten UM-SCC-1-Zellen und im unteren Diagramm die
Auswertung aller drei durchgefihrten Proliferationsanalysen inklusive mittels Mann-Whitney U-Test
berechneter statistischer Signifikanzen (n.s.=nicht signifikant; **p<0,01; ***p<0,001). Dargestellt ist im
Boxplot-Diagramm die Steigung der Proliferationskurven in Prozent, ausgewertet in einem Zeitraum
von 48 h innerhalb der exponentiellen Wachstumsphase, normalisiert auf den Wert der Mock-Zellen.
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Die Auswertung der Proliferationsanalyse (Abbildung 45), normalisiert auf den Mock-Ansatz,
zeigte, dass die Mimic miR-146a (Median 97,4 %; p=0,914) keine Auswirkung auf die
Proliferation hat. Sowohl der Inhibitor miR-146a (Median 152,9 %; p<0,001) als auch der
Inhibitor miR-155 (Median 127,8 %; p=0,002) wiesen hingegen eine erhdhte Proliferation auf,
wahrend die Mimic miR-155 (Median 49,5 %; p<0,001) eine verminderte Proliferation

prasentierte.

4.6.3.3 Auswirkungen von DMSO und Aphidicolin auf das Proliferations- und

Migrationsverhalten von humanen Tumorzellen

Zur Bestimmung mdglicher Auswirkungen von 0,1 % DMSO auf die Proliferation von
UM-SCC-1-Zellen wurde das Proliferationsverhalten untersucht. Daftr wurden 10.000
lebende UM-SCC-1-Zellen, unbehandelt und behandelt mit 0,1 % DMSO, in die
entsprechenden Wells ausgesét und deren Proliferation fir 72 h in Real-Time gemessen,
wobei alle 15 min eine Messung erfolgte. Die nachfolgende Auswertung wurde mit der RTCA

Software 2.0 durchgefiihrt.

Die Echtzeit-Messung zum Proliferationsverhalten von unbehandelten und mit 0,1% DMSO
behandelten UM-SCC-1-Zellen ist in Abbildung 46 in Form einer exemplarischen Zellindex-
Zeit-Kurve, einem Saulendiagramm, welches die Auswertung der zwei durchgeflihrten
Proliferationsanalysen jeweils mindestens mit Triplikaten zeigt, und zwei reprasentativen
Bildern von unbehandelten und mit 0,1 % DMSO behandelten UM-SCC-1-Zellen nach 72 h

dargestellt.
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Abbildung 46: Auswirkung von 0,1 % DMSO auf die Proliferation von UM-SCC-1-Zellen. Zur
Bestimmung mdoglicher Effekte von DMSO auf die Proliferation von humanen Tumorzellen wurden
unbehandelte und mit 0,1 % DMSO behandelte UM-SCC-1-Zellen auf ihre Proliferationsféhigkeit mit
Hilfe des XCELLigence Systems untersucht. Die Aufzeichnung und Auswertung erfolgte mit der RTCA
Software 2.0. Gezeigt ist im oberen Diagramm eine exemplarische Zellindex-Zeit-Kurve der
verschieden behandelten UM-SCC-1-Zellen, im unteren Diagramm die Auswertung der zwei
durchgefuhrten Proliferationsanalysen inklusive mittels T-Test berechneter statistischer Signifikanz
(***p<0,001) und zwei reprasentative Zellkulturbilder, aufgenommen im 10x Objektiv, nach 72 h
Behandlung.

Die Auswertung der Proliferationsanalyse (Abbildung 46), normalisiert auf den Ansatz mit
unbehandelten Zellen, zeigte, dass 0,1 % DMSO die Zellproliferation nicht negativ
beeinflusst, sonden diese sogar noch um durchschnittlich 23,4 % (T-Test p<0,001) steigert.
Somit konnte DMSO problemlos als Lésungsmittel fir Aphidicolin in weiteren Versuchen

genutzt werden.

Daruber hinaus wurde zur Bestimmung maoglicher Auswirkungen von 0,1 % DMSO auf die
Migration von UM-SCC-1-Zellen das Migrationsverhalten untersucht. Dafur wurden jeweils
im Dreifachansatz 5,0x10° lebende UM-SCC-1-Zellen unbehandelt und behandelt mit 0,1 %
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DMSO im Migrationsassay (n=2) fur 72 h eingesetzt (Abbildung 47). Um den Zellen einen
Migrationsanreiz zu bieten, wurde ein Gradient von 1 % FCS im Insert zu 10 % FCS im Well
verwendet. Nach der Zugabe der Zellen erfolgte eine Inkubation fir 72 h bei 37 °C mit 5 %
(v/v) CO,-Begasung. AnschlieRend wurden die migrierten, an der Membran haftenden Zellen
gewaschen, mit -20 °C kaltem Methanol fixiert und mit DAPI gefarbt. Die Detektion und
Auswertung der migrierten Zellen erfolgte mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie bei einer
Wellenlange von 450 nm und der Software NIS Elements AR 3.0.
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Abbildung 47: Einsatz von DMSO zur Migrationsanalyse. Zur Bestimmung von méglichen DMSO-
verursachten Effekten auf die Migrationsfahigkeit von UM-SCC-1-Zellen wurde das FluoroBlok™ Cell
Culture Insert-System verwendet. Die Detektion und Auswertung der migrierten, mit DAPI geféarbten
Zellen erfolgte mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie bei einer Wellenlange von 450 nm und der
Software NIS Elements AR 3.0. Gezeigt ist jeweils ein reprasentatives Bild nach 72 h und die
Migration in Prozent, normalisiert auf den Wert der unbehandelten Zellen inklusive mittels T-Test
berechneter statistischer Signifikanz (n.s.=nicht signifikant).

Die Auswertung der Migrationsanalyse (Abbildung 47) ergab, dass zwischen den
unbehandelten Zellen (Mittelwert 100,0 %z%4,2 %) und den DMSO-behandelten Zellen
(Mittelwert 92,8 %+9,4 %) kein signifikanter Unterschied (p=0,08) in der Migration besteht,
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sodass DMSO als Lésungsmittel fur Aphidicolin auch in den nachfolgenden Migrations-
versuchen eingesetzt werden kann.

Zur Bestimmung der in spateren Versuchen zum Einsatz kommenden Aphidicolin-
Konzentration, die die Zellproliferation komplett hemmt, wurde eine Testreihe mit
verschiedenen Konzentrationen (1 pg/ml, 5 pg/ml und 7 pg/ml) durchgefthrt. Fur die
Testreihe wurden je Ansatz 2,5x10° lebende UM-SCC-1-Zellen ausgeséat und nach 72 h
erneut deren Zellzahl bestimmt (Abbildung 48).
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Abbildung 48: Aphidicolin als Proliferationshemmer in UM-SCC-1-Zellen. Zur Bestimmung der
Aphidicolin-Konzentration zur Hemmung der Proliferation in humanen Tumorzellen wurden UM-SCC-
1-Zellen mit 1 pg/ml, 5 pg/ml und 7 pg/ml Aphidicolin fir 72 h inkubiert. Fir jeden Ansatz wurden
2,5x10° lebende UM-SCC-1-Zellen ausgesat und nach 72 h jeweils die Zellzahl und deren Vitalitat
bestimmt. Gezeigt ist jeweils ein reprasentatives Bild von unbehandelten Zellen nach 24 h und 72 h
und von Zellen mit 5 pg/ml Aphidicolin, aufgenommen im 10x Objektiv, und die Zellzahl von lebenden
UM-SCC-1-Zellen in Prozent, normalisiert auf den Wert der unbehandelten Zellen zum Zeitpunkt O h.




ERGEBNISSE 115

Unbehandelte UM-SCC-1-Zellen wiesen innerhalb von 72 h eine Zellproliferation von
744,0 %+86,0 % normalisiert auf den Wert von unbehandelten UM-SCC-1-Zellen zum
Zeitpunkt 0 h (100 %) auf (Abbildung 48). Eine Zugabe von Aphidicolin hemmte in allen
Anséatzen deutlich die Proliferation von UM-SCC-1-Zellen. Wé&hrend eine Konzentration von
1 pg/ml nach 72 h mit 130,0 %+22,8 % noch eine leichte Proliferation zulasst, erscheint eine
Aphidicolin-Konzentration von 7 pg/ml nach 72 h mit 92,4 %+34,6 % schon zu hoch. Daher
wird in den nachfolgenden Migrationsversuchen, um vorhandene Proliferationseffekte zu

unterdrtcken, Aphidicolin in einer Konzentration von 5 pg/ml eingesetzt.

Eine morphologische Betrachtung der Zellen zeigte eine deutliche Vergrof3erung der mit
Aphidicolin behandelten Zellen. Daher wurde mit Hilfe eines automatischen Zellzahlgerats
die durchschnittliche Grof3e der unbehandelten und mit Aphidicolin behandelten UM-SCC-1-
Zellen ermittelt (Abbildung 49).
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Abbildung 49: Auswirkung von Aphidicolin auf die ZellgroRe. Das Saulendiagramm stellt die
durchschnittliche Grol3e der abtrypsinierten, unbehandelten und mit Aphidicolin behandelten UM-SCC-
1-Zellen inklusive mittels T-Test berechneter statistischer Signifikanz (**p<0,01; ***p<0,001) dar.
Zudem ist je ein repasentatives Zellkulturbild, aufgenommen im 40x Objektiv, zu sehen.
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Die Verwendung von Aphidicolin fuhrt, rein morphologisch betrachtet (Abbildung 49), zu
einer Aufblahung/VergrofRerung der UM-SCC-1-Zellen. Die Vermessung der abtrypsinierten
Zellen ergab einen signifikanten GrolRenunterschied zwischen unbehandelten und mit
Aphidicolin behandelten Zellen nach 24 h (p=0,003) und nach 72 h (p<0,001).

Aufgrund der Volumenzunahme der mit Aphidicolin behandelten Zellen war eine zusatzliche
Analyse der Proliferationsfahigkeit von UM-SCC-1-Zellen in Kombination mit Aphidicolin
mittels des XCELLigence Systems nicht méglich, da eine morphologische VergroRerung der
Zellen, ebenfalls wie die Zellproliferation, die Impedanz erh6ht und somit irrtimlich als

Proliferation gemessen wirde.

Daruber hinaus wurde die Auswirkung von Aphidicolin auf die Vitalitat von unbehandelten
UM-SCC-1-Zellen, Mock-UM-SCC-1-Zellen und transfizierten UM-SCC-1-Zellen nach 96 h
bestimmt (Abbildung 50).
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Abbildung 50: Auswirkung von Aphidicolin auf die Vitalitdt von unbehandelten UM-SCC-1-
Zellen, Mock-UM-SCC-1-Zellen und transfizierten UM-SCC-1-Zellen nach 96 h. Zur Bestimmung
der Vitalitdit von unterschiedlich behandelten UM-SCC-1-Zellen wurden diese 96 h nach der
Behandlung mit Trypanblau (1:2) angefarbt und deren Vitalitit mit Hilfe des automatischen
Zellzahlgerates bestimmt.

Sowohl die unbehandelten UM-SCC-1-Zellen, Mock-UM-SCC-1-Zellen als auch die
transfizierten UM-SCC-1-Zellen sind 96 h nach der Transfektion mit gemittelten Werten von
96,7 %+2,5 %, 95,7 %+1,9 % bzw. 94,2 %+2,5 % noch sehr vital, wahrend die Zugabe von
5 pg/ml Aphidicolin zum Zeitpunkt 24 h nach der Transfektion die Vitalitdt der UM-SCC-1-
Zellen 96 h nach der Transfektion zu Werten von 86,2 %+3,75 %, 90,3 %+1,4 % bzw.
81,1 %=1,7 % verringert.
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4.6.4 Analyse der Migrationsfahigkeit von humanen Tumorzellen

Zur Bestimmung der Migrationsfahigkeit (Kapitel 3.7.4) von humanen HNSCC-Zellen (FaDu-
Zellen und UM-SCC-1-Zellen) wurde das FluoroBlok™ Cell Culture Insert-System
verwendet. Da in Kapitel 4.6.3 bereits gezeigt werden konnte, dass die transfizierten Zellen
unterschiedliche Effekte auf die Proliferation hatten, wurde zur Analyse des Migrations-
verhaltens der Proliferationshemmer Aphidicolin eingesetzt, um reine Migrationseffekte

messen zu kdnnen.

4.6.4.1 Bestimmung des Migrationsverhaltens von FaDu-Zellen

Zur Ermittlung des Endpunktes, an dem die unbehandelten FaDu-Zellen eine ausreichende
Migration zeigen, um sowohl eine mégliche verminderte als auch eine gesteigerte Migration
bei transfizierten FaDu-Zellen zu beobachten, wurde im Vorfeld eine Migrationsanalyse mit
2,5x10* lebenden, unbehandelten FaDu-Zellen im FluoroBlok™ Cell Culture Insert-System
nach verschiedenen Zeitpunkten (24 h, 48 h, 72 h) durchgefihrt (Abbildung 51).

24h 48h 72h

Abbildung 51: Endpunktbestimmung zur Analyse der Migrationsfahigkeit von unbehandelten
FaDu-Zellen. Zur Ermittlung des Endpunktes, an dem die unbehandelten FaDu-Zellen (2,5x104) eine
ausreichende Migration zeigen, um in nachfolgenden Versuchen verminderte und gesteigerte
Migrationseffekte messen zu kénnen, wurde eine Testreihe durchgefihrt, wofur das FluoroBlok™ Cell
Culture Insert-System verwendet wurde. Die Detektion und Auswertung der migrierten, mit DAPI
gefarbten Zellen erfolgte mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie bei einer Wellenlange von 450 nm und
der Software NIS Elements AR 3.0. Gezeigt ist jeweils ein reprasentatives Bild nach 24 h, nach 48 h
und nach 72 h.

Bei 2,5x10* eingesetzten FaDu-Zellen zeigte sich nach 24 h und 48 h noch keine
ausreichende Migration (Abbildung 51), um eine mogliche verminderte oder gesteigerte
Migration bei nachfolgenden Transfektionsversuchen zu detektieren. Nach 72 h hingegen
war die Migration der FaDu-Zellen ausreichend, kénnte jedoch noch etwas starker ausfallen,

um eine verminderte Migration deutlicher detektieren zu konnen. Bezuglich dieser
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Ergebnisse wurde der Endpunkt fir weitere Versuche auf 72 h festgelegt, jedoch wurde in
einer weiteren Testreihe die Anzahl auf 5,0x10* lebende FaDu-Zellen erhoéht und zudem ein
Gradient von 0,1 % zu 10 % FCS getestet. Zusatzlich wurde der Proliferationshemmer
Aphidicolin in dieser Testreihe untersucht, um in den nachfolgenden Versuchen reine
Migrationseffekte zu messen und mdogliche Effekte durch Proliferation zu inhibieren
(Abbildung 52).

FCS-Gradient 0,1 %/10 % FCS-Gradient 1 %/10 %

unbehandelt

Aphidicolin IS
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Abbildung 52: Bestimmung des FCS-Gradienten zur Analyse der Migrationsfahigkeit von
unbehandelten FaDu-Zellen. Zur Ermittlung des FCS-Gradienten, an dem die unbehandelten FaDu-
Zellen nach 72 h eine ausreichende Migration zeigen, um in nachfolgenden Versuchen verminderte
und gesteigerte Migrationseffekte messen zu kdnnen, wurde eine Testreihe durchgefihrt, woflr das
FluoroBlok™ Cell Culture Insert-System verwendet wurde. Die Detektion und Auswertung der
migrierten, mit DAPI gefarbten Zellen erfolgte mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie bei einer
Wellenlange von 450 nm und der Software NIS Elements AR 3.0. Gezeigt ist jeweils ein
reprasentatives Bild nach 72 h mit und ohne 5 pg/ml Aphidicolin und FCS-Gradienten von 0,1 %/10 %
und 1 %/10 %.

Unabhéangig des verwendeten FCS-Gradienten (0,1 %/10 % oder 1 %/10 %) zeigte sich bei
5,0x10* eingesetzten FaDu-Zellen und einer Zugabe von 5 pg/ml Aphidicolin nach 72 h eine
ausreichende Migration, um sowohl mdgliche verminderte als auch gesteigerte Migration bei
nachfolgenden Transfektionsversuchen zu detektieren (Abbildung 52). Um in den
nachfolgenden Versuchen zur Analyse der Migrationsfahigkeit von FaDu-Zellen optimale
Ergebnisse erzielen zu kdnnen, wurde der Endpunkt 72 h, die Lebend-Zellzahl 5,0x10%, der
Gradient 1 %/10 % FCS und die Konzentration 5 pg/ml Aphidicolin gewéahlt.
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Zur Analyse des Migrationsverhaltens von Mock-FaDu-Zellen und mit Mimic miR-146a,
Mimic miR-155 oder Inhibitor miR-155 transfizierten FaDu-Zellen wurden jeweils 5,0x10*
lebende Zellen pro Well ausgesét (n=3 mit je drei technischen Replikaten). Der Inhibitor miR-
146a wurde in diesem Versuchsteil, wie schon in Kapitel 4.6.2.1 beschrieben, aufgrund einer

nur minimal nachweisbaren miR-146a Expression in FaDu-Zellen, nicht untersucht.

In allen drei durchgefiuihrten Migrationsanalysen mit Mock-FaDu-Zellen und transfizierten
FaDu-Zellen in Kombination mit 5 pg/ml Aphidicolin konnte keine ausreichende Migration
beobachtet werden, um in weiterfihrenden Untersuchungen mdogliche Effekte
entsprechender miRNAs zu analysieren. Reprasentative Bilder sind in Abbildung 53

dargestellt.
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Abbildung 53: Migrationsanalyse von unterschiedlich behandelten FaDu-Zellen nach 72 h. Zur
Bestimmung der Migrationsfahigkeit von Mock-FaDu-Zellen und transfizierten FaDu-Zellen (Mimic
miR-146a, miR-155 Mimic und Inhibitor miR-155) in Kombination mit 5 pg/ml Aphidicolin wurde das
FluoroBlok™ Cell Culture Insert-System verwendet. Die Detektion und Auswertung der migrierten, mit
DAPI gefarbten Zellen erfolgte mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie bei einer Wellenlange von 450
nm und der Software NIS Elements AR 3.0. Gezeigt ist jeweils ein reprasentatives Bild nach 72 h.

4.6.4.2 Bestimmung des Migrationsverhaltens von UM-SCC-1-Zellen

Zur Ermittlung des Endpunktes und der Zellzahl, an dem die UM-SCC-1-Zellen eine
ausreichende Migration zeigen, um eine mogliche verminderte als auch eine gesteigerte
Migration bei transfizierten UM-SCC-1-Zellen zu beobachten, wurde in einer Testreihe die

Migration von unbehandelten bzw. mit Aphidicolin-behandelten Tumorzellen im FluoroBlok™
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Cell Culture Insert-System nach verschiedenen Zeitpunkten (48 h und 72 h) und mit
verschiedenen Zellzahlen (2,5x10* und 5,0x10%) untersucht (Abbildung 54).

nach 48 h nach 72 h
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Abbildung 54: Testreihe zur Migrationsanalyse von unterschiedlich behandelten UM-SCC-1-
Zellen. Zur Bestimmung des Endpunktes und der Zellzahl zur Analyse der Migrationsfahigkeit von
UM-SCC-1-Zellen wurde das FluoroBlok™ Cell Culture Insert-System verwendet. Die Detektion und
Auswertung der migrierten, mit DAPI gefarbten Zellen erfolgte mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie
bei einer Wellenlange von 450 nm und der Software NIS Elements AR 3.0. Gezeigt ist jeweils ein
reprasentatives Bild sowohl nach 48 h als auch nach 72 h mit verschiedenen Zellzahlen mit und ohne
Aphidicolinbehandlung.
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Anhand der durchgefiihrten Testreine (Abbildung 54) wurden fir die nachfolgenden
Versuche zur Analyse der Migrationsfahigkeit 5,0x10° lebende UM-SCC-1-Zellen in
Kombination mit dem Proliferationshemmer Aphidicolin (5 pg/ml) mit dem Endpunkt 72 h
ausgewahlt, um sowohl eine mdgliche verminderte als auch gesteigerte Migration bei den

nachfolgenden Transfektionsversuchen detektieren zu kénnen.

Hierzu wurden Mock-UM-SCC-1-Zellen und mit Mimic miR-146a, Inhibitor miR-146a, Mimic
miR-155 oder Inhibitor miR-155 transfizierte UM-SCC-1-Zellen (n=3 mit je drei technischen
Replikaten) mit Aphidicolin behandelt, um die Proliferation zu unterdriicken und reine
Migrationseffekte messen zu kénnen (Abbildung 55).

Die abschlieRende Auswertung der Migrationsanalyse (Abbildung 55) ergab, dass die beiden
Mimics fur miR-146a (Median 15,5 %; p<0,001) und miR-155 (Median 15,5 %; p<0,001)
verglichen mit Mock-Zellen eine erniedrigte Migration zeigten, wahrend die beiden Inhibitoren
dieser miRNAs (Median 199,4 %; p<0,001 bzw. 246,3 %; p<0,001) die Migration férderten.
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Abbildung 55: Migrationsanalyse von unterschiedlich behandelten UM-SCC-1-Zellen nach 72 h.
Zur Bestimmung der Migrationsfahigkeit von Mock-UM-SCC-1-Zellen und transfizierten UM-SCC-1-
Zellen (mit Mimic miR-146a, Inhibitor miR-146a, Mimic miR-155 und Inhibitor miR-155) wurde das
FluoroBlok™ Cell Culture Insert-System verwendet. Die Detektion und Auswertung der migrierten, mit
DAPI gefarbten Zellen erfolgte mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie bei einer Wellenlange von
450 nm und der Software NIS Elements AR 3.0. Gezeigt ist jeweils ein reprasentatives Bild und die
Migration in Prozent, normalisiert auf den Mock-Wert inklusive mittels Mann-Whitney U-Test
berechneter statistischer Signifikanzen (***p<0,001).
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5. Diskussion

5.1 Patientenkollektiv

Das Plattenepithelkarzinom der Kopf-Hals-Region gehort weltweit zu den haufigsten
Tumorerkrankungen mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate der Patienten von etwa 50 %
(Berghaus et al., 1996; Jemal et al., 2011). Diese 5-Jahres-Uberlebensrate hat sich in den
letzten Jahren trotz verschiedenster Therapieansatze nicht signifikant verbessert und lasst
sich primar auf das fortgeschrittene Tumorstadium zum Zeitpunkt der Diagnose
zurickfuhren. Umso wichtiger ist eine Identifizierung von Markern, die eine Friherkennung
dieser Erkrankung und eine individualisierte Prognose- und Therapieeinschatzung fir den

einzelnen Patienten ermdglichen.

Der typische Patient mit einem Risiko fur ein Plattenepithelkarzinom der Kopf-Hals-Region ist
ein Mann im fortgeschrittenen Alter mit erhdhtem Tabak- und Alkoholkonsum, wobei
zwischen diesen beiden Faktoren ein multiplikativer Effekt besteht. Diese Risikogruppe
macht etwa 75 % der HNSCC-Falle aus (Blot et al., 1988; Blot et al., 1996; Hashibe et al.,
2009; Lewin et al., 1988; Tuyns et al., 1988; Wynder & Bross, 1957). Eine weitere Ursache
stellt eine HPV-Infektion dar, die zu etwa 25 % der HNSCC-Falle fuhrt (Mork et al., 2001).
Der Erkrankungsgipfel liegt bei 50-70 Jahren (Berghaus et al., 1996), wobei das
Geschlechterverhaltnis Manner zu Frauen unter HNSCC-Patienten je nach Literaturangabe
7:1 (Wittekind et al., 2001) bzw. 3:1 fir die Lokalisation Mundhohle, 5:1 bis 9:1 fur die
Lokalisation Larynx und 8:1 fiur die Lokalisation Hypopharynx betragt. Das durchschnittliche
Alter der in dieser Arbeit untersuchten Patienten betragt 63 Jahre mit der hdéchsten
Erkrankungsrate bei Patienten in der Altergruppe 60- bis 69-Jahrige, gefolgt von der
Altersgruppe der 50- bis 59-Jahrigen. Die Geschlechterverteilung zwischen Mannern und
Frauen liegt in dieser Arbeit bei 6:1. Somit spiegelt das in der vorliegenden Arbeit zugrunde
liegende Patientenkollektiv die aus der Literatur bekannten Daten hinsichtlich des

Erkrankungsalters und der Geschlechterverteilung wider.

Betrachtet man den Tabak- und Alkoholkonsum der untersuchten Patienten, so gaben etwa
64 % einen gegenwartigen oder vergangenen Tabakkonsum an, wahrend sich die restlichen
Patienten als Nichtraucher (25 %) bezeichneten oder keine Angaben (11 %) machten.
Hinsichtlich des Alkoholkonsums machten 26 % der Patienten keine Angaben, wahrend
41 % der Patienten einen aktuellen oder ehemaligen Alkoholmissbrauch und 33 % einen
sozialen Alkoholkonsum angaben. Diese Angaben beruhen jedoch ausschlieB3lich auf der
freiwilligen Aussage der Patienten und muissen daher kritisch betrachtet werden, wenngleich
sie der gangigen Literaturdatenlage entsprechen (Llewellyn et al., 2003). Zu bemerken ist

jedoch, dass es sich in dieser Arbeit um eine reine Aufstellung der Patientendaten handelt
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und ein weiterer Zusammenhang zwischen den Risikofaktoren und der Tumorentstehung

nicht naher untersucht wurde.

Die Tumorlokalisationen verteilten sich in dieser Arbeit in etwa 17 % auf die Mundhohle, in
34 % auf den Oropharynx, in 28 % auf den Larynx und in 6 % auf den Hypopharynx. In ca.
17 % der Tumoren waren bereits mehrere Lokalisationen betroffen und konnten daher primar
keiner Gruppe zugeordnet werden. Diese Daten bestétigen die der Literatur mit Zahlen wie
59 % der vorkommenden HNSCCs in Mundhohle und Rachen, 24 % Larynxkarzinome und
2-8 % Hypopharynxkarzinome (Berghaus et al., 1996). Daruber hinaus fallen die 5-Jahres-
Uberlebensraten fir die betroffenen Patienten entsprechend der jeweiligen Tumorlokalisation
und Ausdehnung sehr unterschiedlich aus. So betragt die 5-Jahres-Uberlebensrate fir
Patienten mit relativ kleinen Mundhohlenkarzinomen 70 %, wahrend die von Patienten mit
grolBeren Tumoren einschlieBlich Lymphknotenmetastasen bereits bei nur noch 20 % liegt.
Auch Patienten mit einem kleinen Oropharynxkarzinom weisen eine 5-Jahres-
Uberlebensrate von etwa 60 % nach maximaler chirurgischer Therapie und Bestrahlung auf,
die jedoch auf unter 20 % sinkt, sobald es zur Infiltration des Zungengrundes oder der
Ubrigen Nachbarregionen kommt. Demgegeniiber weisen Patienten mit einem Hypopharynx-
karzinom generell eine schlechte Prognose von nur 20-30 % auf, da sie zum Zeitpunkt der
Diagnose bereits relativ grofl3 und haufig bereits metastasiert sind. Die glnstigste Prognose
haben dahingegen Larynxkarzinome. Die 5-Jahres-Uberlebensrate betragt sowohl bei
Patienten mit einem kleinen glottischen oder supraglottischen T1-Tumor mehr als 90 %.
Patienten mit einem glottischen bzw. supraglottischen T4-Tumor weisen 5-Jahres-
Uberlebensraten von weniger als 50 % bzw. 33 % auf (Berghaus et al., 1996).

Angesichts dieser ungunstigen Prognosen ist eine ldentifizierung von Markern, die eine
Friherkennung dieser Erkrankung und eine verbesserte Prognose- und Therapie-
einschatzung fir den einzelnen Patienten erméglichen, unumgéanglich. Beispielsweise besitzt
eine Untersuchung im Vollblut von HNSCC-Patienten ein enormes Potenzial fir
diagnostische und prognostische Zwecke, da die kontinuierliche Interaktion zwischen
Blutzellen und dem gesamten Korper die Mdglichkeit erdffnet, dass Verdnderungen, die in
Verbindung mit Verletzungen oder Krankheiten in Zellen auftreten, spezifische
Veranderungen in der Genexpression in Blutzellen auslésen, die den einleitenden Stimulus
reflektieren. Daher wurde in dieser Arbeit das miRNome im Vollblut von HNSCC-Patienten
auf mogliche prognostische Marker untersucht. Eine Diskussion dieser Ergebnisse folgt im
Anschluss an die kritischen Anmerkungen zum Untersuchungskollektiv in Kapitel 5.2 und der

in Kapitel 5.3 diskutierten Untersuchung des p16-Status.
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5.2 Kritische Anmerkungen zum Untersuchungskollektiv
5.2.1 Heterogenitat des Gewebes

In dieser Arbeit wurde sowohl fir die Untersuchung des p16-Status als auch fur die miRNA-
Analysen im Gewebe FFPE-Tumormaterial verwendet. Generell ist die Verfigbarkeit von
Tumormaterial sehr begrenzt. Nur wenn ausreichend Tumormaterial vorhanden ist, welches
der Pathologe nicht komplett zur Diagnosesicherung benotigt und nur unter der
Voraussetzung, dass der Patient schriftlich in die Verwendung von Gewebeproben fir

wissenschaftliche Zwecke eingewilligt hat, kann dieses daflr genutzt werden.

Zur Feststellung des realen Tumoranteils in den zu untersuchenden Gewebeproben wurde
vor den geplanten Untersuchungen von jeder Probe eine HE-Farbung zur histopatho-
logischen Beurteilung angefertigt und die jeweiligen Tumorareale anhand der HE-Féarbung
durch Frau Dr. Andrea Hasenfus (Institut flr Allgemeine und Spezielle Pathologie,

Universitatsklinikum des Saarlandes) markiert.

Unter den oben genannten Voraussetzungen konnten in dieser Arbeit 88 Tumorproben
hinsichtlich ihres pl6-Status analysiert werden. Die Voraussetzungen der Tumorgewebe-
proben fir eine mMiRNA-Analyse waren jedoch deutlich anspruchvoller. Trotz der
Heterogenitat des Gewebes musste ein Tumoranteil von tber 80 % gegeben sein, um die
Expression der analysierten miRNA-kodierenden Gene der Tumorzellen nachzuweisen. Um
dies zu gewahrleisten, wurden anhand der HE-Farbung nur die markierten tumorhaltigen
Areale aus den jeweiligen Paraffinschnitten separiert und daraus die RNA inklusive miRNA
isoliert. Aufgrund dieser Bedingung war ein Grof3teil der FFPE-Tumorproben nicht fur die
folgenden miRNA-Analysen geeignet. So war entweder die GréRe des Gewebepraparats fur
eine adaquate Isolierung nicht ausreichend oder ein Tumorgehalt von tGber 80 % konnte
aufgrund der Heterogenitat des Gewebes nicht sichergestellt werden, da oftmals zu viele
andere Zelltypen wie Entziindungszellen oder Stromazellen im Praparat enthalten waren, die
zum Ausschluss der Gewebeprobe flhrten. Angesichts dieser Limitierungen konnten letztlich
30 Tumorproben von 29 Patienten in die folgenden miRNA-Untersuchungen eingeschlossen

werden.

Ein weiteres Problem stellte die Verfligbarkeit von unauffalligem Kontrollgewebe dar, das als
Referenz zu untersuchenden Tumorgewebe bendtigt wurde. Eingeschlossen wurden hierbei
das Plattenepithel von Tonsillen, die im Rahmen einer Tonsillektomie komplett entfernt
wurden, und das Plattenepithel von Uvulagewebeproben, die im Rahmen einer
Uvulakiirzung gewonnen wurden. Um ein zum Tumorgewebe vergleichbares Kontrollgewebe
zu erhalten, musste ausschliellich die extrem diinne Plattenepithelschicht der Proben

separiert werden, um nur von dieser Epithelschicht die RNA inklusive miRNA zu isolieren. Da
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es aufgrund dieser Voraussetzungen extrem erschwert war eine ausreichende Anzahl an
Tumor- und Kontrollgewebeproben in die miRNA-Analyse einschlie3en zu kénnen, wurde in
diesem Versuchsteil auf ein alters- und geschlechtsgepaartes Kollektiv verzichtet.

Die oben beschriebene Heterogenitat des Gewebes wurde gerade in den miRNA-Analysen
an Abstrichmaterial von HNSCC-Patienten deutlich. Aufgrund der unterschiedlichen, im
Praparat enthaltenen Zelltypen und der zu vermutenden fehlenden zahlenmafigen
Dominanz der Tumorzellen im Praparat war keine stabile Expression der endogenen
Kontrolle und somit generell keine Auswertung der miRNA-Untersuchung an Abstrichmaterial
von HNSCC-Patienten mdglich.

Die Heterogenitat der Ausgangsgewebe zeigte sich auch bei der Charakterisierung der
Zelllinien FaDu und UM-SCC-1. Beide besitzen hoch komplexe Karyotypen mit fir
Plattenepithelkarzinome typischen Gewinnen auf 3q, 5p, 8q, 11g und Verlusten auf 4, 18q
und 21qg (Bockmuhl, 1998). Jedoch unterscheiden sich beide Zelllinien sowohl in ihrem
Karyotyp als auch im Hinblick auf die unterschiedlichen genetischen Veranderungen im
CGH-Summenprofil vermutlich aufgrund eventueller sekundarer Veranderungen oder der
verschiedenen Lokalisation des Primartumors. Wahrend die Zelllinie FaDu ihren Ursprung in
einem Primartumor des Hypopharynx hat, wurde die Zelllinie UM-SCC-1 aus einem
Mundhoéhlenkarzinom etabliert. Basierend auf diesen Ergebnissen sind auch Unterschiede
zwischen den beiden Zelllinien bei der Expression der miRNA-kodierenden Gene bzw. bei

den funktionellen Analysen erklarbar.

5.2.2 Blutproben von gesunden Probanden

Die in dieser Arbeit verwendeten Blutproben von gesunden Probanden, die als Kontrollen fir
die miRNA-Analyse im Vollblut von HNSCC-Patienten dienen und zu diesen alter- und

geschlechtsgepaart sind, miissen kritisch betrachtet werden.

Generell war die Verfuigbarkeit von potenziellen Blutspendern sehr begrenzt. Die wichtigste
Voraussetzung fur eine Blutspende, die als Kontrolle verwendet werden sollte, war, dass
dieser Proband weder zum Zeitpunkt der Blutspende noch in der Vergangenheit an einer
Tumorerkrankung unabhangig der Lokalisation im Kdorper litt sowie alters (£3 bis 4 Jahre)-
und geschlechtspassend zu einem Tumorpatienten war. Zudem sollten keine akuten oder
chronischen Erkrankungen vorliegen. Um Uberhaupt Blutproben von ,gesunden® Probanden
zu erhalten, die alters- und geschlechtsgepaart zu den Tumorpatienten waren, mussten
letztendlich auch Personen mit Depressionen, Diabetes oder ahnlichen Erkrankungen
eingeschlossen werden, sodass letztere Bedingung nicht einhaltbar war. Jedoch zeigen

Studien, dass Erkrankungen wie Gelenkrheumatismus (Murata et al., 2013; Pauley et al.,
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2008), Diabetes Typ-2 (Baldeon et al., 2014; Yang et al., 2014) oder Alzheimer (Leidinger et
al.,, 2013) Auswirkungen auf das miRNome haben. Auch Fettleibigkeit beeinflusst
beispielsweise das miRNome im Serum von entsprechenden Personen (Pescador et al.,
2013). Zudem beruhen alle Angaben der Personen hinsichtlich ihrer Anamese auf freiwilliger
Basis und mdgliche verschwiegene oder noch nicht aufgedeckte Erkrankungen kdnnen somit
nicht bertucksichtigt werden. Der in dieser Arbeit verfolgte Ansatz eines alters- und
geschlechtskorreliertes Kollektivs ist somit lediglich geeignet alters- und geschlechtsbedingte
Veranderungen auf miRNA-Ebene auszuschlieRen. Eine zukinftige wichtige Aufgabe
bedeutet die Gewinnung von Kontrollproben von Patienten, die keine beeinflussenden

Erkrankungen auf das miRNome aufweisen.

Unter dem oben aufgeflihrten Aspekt, sowie der Schwierigkeit der Gewinnung von moglichen
Kontrollen unabhangig der Gewebeart zu entgehen, sollten daher Probenkollektive besser
innerhalb ihres Kollektives nach klinischen Parametern unterteilt und miteinander verglichen

werden.

5.2.3 Gewebeproben von Tumorpatienten

Die Einteilung nach HNSCC MO- und M1l-Patienten wurde zum Zeitpunkt der
Probensammlung ermittelt und zum Ende der praktischen Arbeiten nochmals Uberprift.
Jedoch sind zu diesem Zeitpunkt die altesten Blut- und Abstrichproben 2,5 Jahre und die
jungsten Proben 0,5 Jahre alt. Auch der Sammelzeitpunkt der asservierten Gewebeproben
liegt maximal 5 Jahre zuriick. Daher ist es mdglich, dass zum Zeitpunkt der Auswertung
einige potentielle M1-Patienten der Gruppe MO zugeordnet wurden. Dies kénnte auch unter
anderem den Uberlappungsbereich der MO- und M1-Gruppe in den miRNA-Analysen
verursacht haben. Des Weiteren konnten aufgrund der im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrten, aktuellen Probensammliung keine Uberlebensanalysen, wie beispielsweise

eine Kaplan-Meier-Analyse, durchgefihrt werden.

Da man generell erst 5 Jahre nach der Erstdiagnose eines HNSCCs davon spricht, dass ein
Patient frei von der Tumorerkrankung ist, sind die in dieser Arbeit verwendeten Blut-,
Abstrich- und Tumorgewebeproben von HNSCC-Patienten im Hinblick auf eine Korrelation
mit Fernmetastasierung kritisch zu betrachten. Diese Voraussetzung ist in dieser Arbeit nicht
gegeben, da mit der Probensammlung erst im Rahmen dieser Arbeit im November 2012
begonnen wurde und somit auf keine gesammelten Blut- und Abstrichproben zuriickgegriffen
werden konnte. Bei dem FFPE-Tumorgewebe handelt es sich teils um, im Rahmen der
Tumorbank, bereits asserviertes Gewebe und teils um, in der Zeit der Arbeit, gesammeltes

Gewebematerial.
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5.3 p16 als Surrogatmarker fir HPV

Der einzige bisher angewandte, prognostische Marker fir Kopf-Hals-Tumorpatienten stellt
der HPV-Status dar. Hierbei ist ein positiver HPV-Status sowohl mit einer gulnstigeren
Prognose als auch mit einem besseren Ansprechverhalten auf eine adjuvante Therapieform
verbunden, womit diesem Parameter eine enorme Bedeutung im klinischen Alltag fur die
individuelle Therapiewahl des einzelnen Patienten zukommt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
pl6 als Surrogatmarker fir HPV bestimmt, um auch innerhalb der miRNA-Analysen eine

Korrelation mit diesem Parameter zu untersuchen.

Als Positivkontrolle wurde bei allen immunhistochemischen Féarbungen von pl6 ein
Tonsillenpraparat mitgefuihrt. Klingenberg et al. (2010) konnten in einer Studie mit
262 tumorfreien Tonsillen zeigen, dass pl6 in normalem Tonsillengewebe, bestehend aus
Plattenepithel, Lymphfollikeln und Kryptenepithel, unabhangig von einer HPV-Infektion eine
Uberexpression aufweisen kann. Eine HPV-Infektion wurde lediglich in 1 % der Falle mittels
PCR identifiziert und in 0 % der Falle mittels Fluoreszenz in situ Hybridisierung detektiert.
Wahrend im Plattenepithel aller tumorfreien Tonsillen keine Expression von pl6
nachgewiesen werden konnte, zeigte sich in den Lymphfollikeln und im Kryptenepithel eine
pl6-Farbung, sodass sich diese Préparate als Positivkontrolle eignen (Klingenberg et al.,
2010). Auch in dieser Arbeit wurde ein Tonsillenpraparat mit groRem Kryptenanteil als
Positivkontrolle fur die immunhistochemische Farbung von p16 verwendet.

HPV-assoziierte HNSCCs beschranken sich tberwiegend auf die Lokalisation Oropharynx
und sind mit einer ginstigeren Prognose fur den Patienten verbunden. Neben einem
besseren Gesamt- und Progressionsfreiem Uberleben sowie einer besseren Ansprechrate
auf eine Chemotherapie oder eine kombinierte Radiochemotherapie, ist auch das Risiko zur
Entwicklung eines Rezidivs oder eines Zweittumors erniedrigt (Ang et al., 2010; Fakhry et al.,
2008; Licitra et al., 2006; Lindquist et al., 2007; Sedaghat et al., 2009). Ermittelt wurde der
HPV-Status des Patienten im klinischen Bereich Uberwiegend mittels einer HPV-DNA in situ
Hybridisierung, einer genomischen PCR oder indirekt Uber eine immunhistochemische

Farbung des Surrogatmarkers p16.

Die in situ Hybridisierung ist eine weniger sensitive, dafiir jedoch hoch spezifische Methode,
die eine Visualisierung der Hybridisierungssignale im Zellkern der Tumorzellen erlaubt. Eine
Unterscheidung zwischen den verschiedenen HPV-Typen ist dabei nur in stark
eingeschranktem Umfang moglich. Die genomische PCR hingegen ist eine hoch sensitive
Methode zur Detektion von HPV-DNA, die auch die einzelnen HPV-Typen unterscheidet und
in Kombination mit einer immunhistochemischen Farbung von p1l6 vom 47. Kongress der

American Society of Clinical Oncology fiur eine HPV-Diagnostik empfohlen wird. Die
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immunhistochemische Farbung von p16 ist eine einfach durchfiihrbare Methode mit geringen
Kosten und einer hohen Sensitivitat (EI-Naggar & Westra, 2011; Kofler et al., 2012).

In dysplastischen und malignen HPV-assoziierten Lasionen kann p16 als Surrogatmarker fur
HPV verwendet werden, da es bei einer Inaktivierung von RB durch das HPV-Onkoprotein
E7 zu einer Uberexpression von pl6 kommt, wahrend in HPV-negativen Tumoren pl6
aufgrund epigenetischer oder genetischer Stilllegung des entsprechenden Gens nicht bzw.
nur minimal detektierbar ist. Die Detektion von HPV-DNA und p16 Expression zeigen eine
Ubereinstimmung von etwa 93 %. Ebenso wie in HPV-positiven Tumorpatienten ist die
Prognose fur pl6-positive Tumorpatienten besser als fur HPV-negative bzw. pl6-negative
Tumorpatienten (Ang et al., 2010; Fischer et al., 2009; Hoffmann et al., 2010; Lassen et al.,
2009; Mellin Dahlstrand et al., 2005; Singhi & Westra, 2010). Zudem konnte gezeigt werden,
dass HPV-positive/pl6-negative Falle eine &hnliche Prognose wie die der HPV-
negativen/pl6-negativen Patienten aufweisen und daher klinisch wie diese behandelt

werden kénnen (Hong et al., 2012).

Je nach Studie variiert die Anzahl HPV-positiver Félle von 18 % (12/66) (Haraf et al., 1996)
Uber 21 % (10/47) (Hafkamp et al., 2003), 25 % (62/253) (Gillison et al., 2000), 37 % (19/52)
(Glombitza et al., 2010), 40 % (38/96) (Fakhry et al., 2008) bis zu 69 % (176/256) (Singhi et
al., 2010). Betrachtet man nur die Lokalisation Oropharynx findet man ahnliche Zahlen von
14 % (14/99) (Lindel et al., 2001) Uber 19 % (17/90) (Licitra et al., 2006), 28 % (30/106)
(Reimers et al., 2007), 43,3 % (26/60) (Mellin et al., 2000), 46 % (31/67) (Li et al., 2003),
53,8 % (21/39) (Hoffmann et al., 2010), 63,8 % (206/323) (Ang et al., 2010) bis zu 65,3 %
(49/75) (Sedaghat et al., 2009). In 78,6 % bis 100 % der HPV-positiven Falle ist der HPV-Typ
16 fur diese Infektion verantwortlich (Gillison et al., 2000; Hafkamp et al., 2003; Haraf et al.,
1996; Hoffmann et al., 2010; Li et al., 2003; Lindel et al., 2001; Mellin et al., 2000; Reimers et
al., 2007). Neben dem HPV-Typ 16 wurden die HPV-Typen 18, 33, 35 und 45 detektiert
(Haraf et al., 1996; Lindel et al., 2001; Mellin et al., 2000; Reimers et al., 2007).

Studien, die neben einer HPV-Bestimmung auch den pl16-Status ermittelt haben, zeigen,
dass alle p16-positiven Félle auch HPV-positiv sind, es jedoch neben HPV-negativen/p16-
negativen Fallen auch einige HPV-positive/p16-negative Falle gibt (Hafkamp et al., 2003;
Licitra et al., 2006; Reimers et al., 2007; Singhi et al., 2010). In diesen Fallen kann es sich
um eine latente HPV-Infektion ohne Auswirkung auf die kanzerdse Transformation aufgrund
der geringen Aktivitat der HPV-Onkogene E6 und E7 oder um eine aulierst seltene HPV-
verursachte Kanzerogenese ohne pl6-Expression handeln. Zur Klassifizierung dieser
Ergebnisse untersuchte unsere Arbeitsgruppe in einer Studie (Linxweiler et al., 2015) die
HPV-positiven/p16-negativen Falle mittels einer immunhistochemischen Farbung von RB

und Cyclin D1, deren Genexpression durch die HPV-Onkoproteine E6 und E7 ebenfalls



DISKUSSION 130

dereguliert wird. Die immunhistochemische Untersuchung der HPV-positiven/pl16-negativen
Falle zeigte eine starke Expression von RB und CCND1 (Cyclin D1). Dies bestatigt neben
der fehlenden p16-Expression und dem Vorhandensein der HPV-DNA die Hypothese, dass
diese HPV-Infektion nicht die Kanzerogenese beeinflusst hat und diese Falle klinisch somit
als HPV-negative/pl6-negative Falle behandelt werden kénnen (Linxweiler et al., 2015).
Auch Hong et al. (2012) konnten die HPV-positiven/pl6-negativen Falle mittels einer
Untersuchung von Cyclin D1 und EGFR (Epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor) und einer
Kaplan-Meier-Analyse der HPV-negativen/p16-negativen Gruppe zuordnen.

In Studien, die sich mit der Expression von pl6 beschéaftigen, variiert die Zahl der pl6-
positiven Falle ahnlich der der HPV-positiven Félle von 17 % (Reed et al, 1996) Uber
20,5 % (Ang et al., 2014), 25 % (Lassen et al., 2010), 34 % (Higuchi et al., 2007) bis zu 46 %
(Bova et al., 1999). In der vorgelegten eigenen Arbeit sind 26,2 % (22/84) der Falle p16-
positiv, wahrend 73,8 % (62/84) der Patienten einen pl6-negativen Status aufweisen.
Ubereinstimmend mit der Literatur ist auch in der vorliegenden Arbeit die Uberwiegende
Mehrheit der pl16-positiven Falle (72,7 %) der Lokalisation Oropharynx zugeordnet. Da in
dieser Arbeit auf aktuelle Proben zurtckgegriffen wurde und somit die Mehrzahl der
Patienten noch lebt, ist eine abschlieBende prognostische Aussage bezlglich der

Uberlebenszeit der Patienten nicht moglich.

5.4 Veranderungen auf miRNA-Ebene

In einer Vielzahl von Studien konnten bereits verdnderte miRNA-Profile im HNSCC-Gewebe
und in HNSCC-Zelllinien nachgewiesen werden (Avissar et al., 2009a; Barker et al., 2009;
Cervigne et al., 2009; Chang et al., 2008; Childs et al., 2009; Gao et al., 2013; Harris et al.,
2012; Hui et al., 2010; Kimura et al., 2010; Lajer et al., 2011; Li et al., 2009; Lu et al., 2014;
Ramdas et al., 2009; Scapoli et al., 2010; Siow et al., 2013; Sun et al., 2013; Tran et al.,
2007; Wald et al., 2011; Wang et al., 2013; Zhang et al., 2014a). Da sie eine Verfligbarkeit
von Tumorgewebe voraussetzen, eignen sich diese Profile jedoch weniger zur Frih-
erkennung eines Tumors. Allerdings erfolgt eine Entnahme von Tumorgewebe nur im
Rahmen von Biopsien zumeist unter Vollnarkose, die fur viele, vor allem altere Patienten,
eine enorme Belastung bedeutet. Fir eine Untersuchung von miRNAs im Vollblut ist
dagegen lediglich eine Blutprobe (2,5 ml) ndétig, die im Rahmen der Routineblutentnahme
durchfiihrbar ist und somit keine zuséatzliche Belastung flr den Patienten bedeutet. Somit
ware dieses Verfahren auch optimal fur eine Diagnostik bzw. prognostische Beurteilung

geeignet.
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Das Ziel der vorliegenden Arbeit war daher, die miRNA-Analyse im Vollblut von HNSCC-
Patienten auszufuhren. Hierfir wurde die Gesamt-RNA einschlie3lich miRNA aus Vollblut
isoliert. Dazu erfolgte die Blutentnahme in PAXgene™ Blood RNA Tubes, deren Reagenz
das intrazellulare RNA-Profil stabilisiert und somit die Degradierung verhindert. Zur
nachfolgenden Analyse des miRNomes wurde die Expression der miRNA-kodierenden Gene
unter Verwendung von Microarrays ermittelt und die Expression einzelner miRNA-
kodierender Gene mit Hilfe der quantitativen Real-Time PCR an einem groReren
Patientenkollektiv validiert.

Nach bestem Wissen gab es zu Beginn dieser Arbeit keine Untersuchung hinsichtlich des
gesamten miRNomes im Vollblut von HNSCC-Patienten. Lediglich eine Studie (Brito et al.,
2010) untersuchte die Expression zweier miRNA-kodierender Gene (miR-15a und let-7a) im
Vollblut von Patienten mit einem oralen SCC. Im Laufe der vorliegenden Arbeit wurde jedoch
im Jahr 2014 eine Untersuchung hinsichtlich des miRNomes im Vollblut von HNSCC-

Patienten mit Mundhohlenkarzinomen (orale SCCs) publiziert (Ries et al., 2014).

Brito et al. (2010) zeigen in ihrer Expressionsstudie, dass 64,8 % der Blutproben von
Patienten mit einem oralen SCC verglichen mit Blutproben von gesunden Probanden eine
erhdhte Expression von miR-15a aufweisen, wahrend 35,2 % der Falle eine erniedrigte
Expression besitzen. Diese ist mit einem erhthten Tumorstadium und Lymphknoten-
metastasierung assoziiert. Die Expression von let-7a ist im Vollblut von Patienten mit einem
oralen SCC in der Mehrheit der Falle (18/20) ebenfalls erniedrigt, wobei fur dieses Ergebnis
keine statistische Wahrscheinlichkeit angegeben ist (Brito et al., 2010).

Ries et al. (2014) betrachten in ihrer Studie das gesamte miRNome im Vollblut von Patienten
mit einem oralen SCC. Dafiir wurde, wie in der vorliegenden Arbeit, eine Microarray-Analyse
(Blutprobenkollektiv: n=20) durchgefiihrt, um einen Gesamtiberblick Uber die veranderten
Expressionen miRNA-kodierender Gene im Vollblut dieser Patienten verglichen mit dem
gesunder Probanden zu erhalten. Im Rahmen dieser Analyse wurden 30 deregulierte
mMiRNAs identifiziert, wovon die miRNAs 186, 494 und 3651 mittels quantitativer Real-Time
PCR an einem gréRerem Probenkollektiv (n=57) validiert wurden. Im Vollblut von Patienten
mit einem oralen SCC zeigt sich verglichen mit Blutproben von gesunden Probanden eine
erniedrigte Expression von miR-186 und eine erhdhte Expression von miR-494 und miR-
3651, wobei eine erhdhte Expression von miR-3651 mit dem Tumorgrad, der Lymphknoten-

metastasierung und dem klinischen Stadium des Tumors korreliert (Ries et al., 2014).

Auch in der vorliegenden Arbeit wurde zur Untersuchung des Expressionsmusters aller
miRNA-kodierender Gene im Vollblut von HNSCC-Patienten eine Microarray-Analyse
durchgefuhrt, um einen Gesamtuberblick Gber die verdnderten Expressionen bei dieser

Erkrankung zu erhalten. Dafur wurden Blutproben von HNSCC-Patienten (n=12) und als
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Kontrollen dienende Blutproben von gesunden Probanden (n=12) untersucht, wobei jeder
Blutprobe eines Tumorpatienten eine Blutprobe eines gesunden Probanden gleichen
Geschlechts und Alters (+3 Jahre) zugeordnet wurde, um geschlechts- und altersspezifische
Veradnderungen auszuschlieBen. Mit Hilfe dieser Analyse konnten in dieser Arbeit, im
Gegensatz zu der zuvor beschriebenen Studie (Ries et al., 2014), keine Unterschiede im
Expressionsmuster der miRNA-kodierenden Gene im Vollblut zwischen HNSCC-Patienten
und gesunden Probanden aufgedeckt werden.

Sowohl in der Studie von Ries et al. (2014) als auch in der vorliegenden Arbeit wurde das
Agilent SurePrint G3 human v16 miRNA Array Kit 8x60K (release 16.0) von Agilent
Technologies, Inc - Life Sciences and Chemical Analysis Group verwendet. Unterschiede
zwischen den beiden Studien liegen im Probenkollektiv. Im Gegensatz zu Ries et al., die sich
in ihrer Studie auf die Tumorlokalisation Mundhohle beschrankt haben, wurden in dieser
Arbeit die Lokalisationen Mundhdhle, Oropharynx, Hypopharynx und Larynx untersucht.
Trotz des lokalisationsubergreifenden Probenkollektivs zeigte sich in dieser Arbeit jedoch
weder ein lokalisationsabhangiges Clustering zwischen den HNSCC-Gruppen noch ein
Clustering zwischen der HNSCC-Gruppe und den gesunden Probanden, sodass davon
auszugehen ist, dass weder Expressionsunterschiede der miRNA-kodierenden Genen im
Vollblut zwischen HNSCC-Patienten und gesunden Probanden noch zwischen den

Tumorlokalisationen bestehen.

Ein moglicher Grund fir die abweichenden Ergebnisse zwischen der Studie von Ries et al.
(2014) und dieser Arbeit liegt vermutlich eher in den Unterschieden beim Probenkollektiv im
Hinblick auf Geschlecht und Alter. Wahrend in der vorliegenden Arbeit ein alters- (+3 Jahre)
und geschlechtsgepaartes Probenkollektiv untersucht wurde, bertcksichtigten Ries et al.
einen maoglichen Einfluss dieser Parameter in ihrer Studie nicht. Mdgliche Unterschiede im
Expressionsmuster miRNA-kodierender Gene im Vollblut zwischen HNSCC-Patienten und
gesunden Probanden kdnnten daher in der Studie von Ries et al. (2014) auch altersbedingt
sein. Studien zeigen bereits, dass alterbedingte Unterschiede im Expressionsmuster von
miRNA-kodierenden Genen bestehen (EISharawy et al., 2012; Lai et al., 2014). Eine andere
Ursache, die zu abweichenden Ergebnissen in verschiedenen Studien fiihren kann, sind
nicht bekannte oder detektierte Erkrankungen der Probanden des Kontrollkollektivs, da auch
Erkrankungen wie Gelenkrheumatismus (Murata et al., 2013; Pauley et al., 2008), Diabetes
Typ-2 (Baldedn et al., 2014; Yang et al.,, 2014) oder Alzheimer (Leidinger et al., 2013)
Auswirkungen auf das miRNome haben. Des Weiteren wurde gezeigt, dass Fettleibigkeit das
miRNome im Serum von entsprechenden Personen stark beeinflussen kann (Pescador et
al., 2013).
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Bei einer alleinigen Betrachtung der Tumorpatienten und in der Korrelation mit deren
klinischen Daten konnten unterschiedliche Expressionen im Vollblut von HNSCC-Patienten
hinsichtlich des Rauchverhaltens und der Fernmetastasierung in der vorliegenden Arbeit
identifiziert werden. Infolgedessen wurden in dieser Arbeit die beiden im Blut von
fernmetastasierenden HNSCC-Patienten signifikant ver&nderten Transkriptlevel der beiden
MiRNAs 146a und 155 in weiteren Versuchen mittels Real-Time PCR an einem gréRReren
Patientenkollektiv  validiert und vergleichend dazu auch im Tumorgewebe und
Abstrichmaterial untersucht. Wahrend eine miRNA-Analyse sowohl im Blut als auch im
Tumorgewebe von HNSCC-Patienten valide durchgefiihrt werden konnte, war die miRNA-
Untersuchung im Abstrichmaterial von HNSCC-Patienten aufgrund der Heterogenitat des
Abstrichmaterials, wie bereits in Kapitel 5.2.1 diskutiert, nicht méglich. Zusatzlich zu den
beiden miRNAs 146a und 155 wurden die miRNAs 125a-5p, 218 und 1246 sowohl im Blut
als auch im Tumorgewebe von HNSCC-Patienten untersucht. Um die Wertigkeit der
untersuchten miRNAs sowohl im Blut als auch im Tumorgewebe als prognostische und
pradiktive Marker zu zeigen, wurden die Daten der Genexpressionsanalysen mit den
klinischen Daten der Tumorpatienten korreliert. Die mit Hilfe der Microarray-Untersuchung
ermittelten Expressionsdaten konnten darliber hinaus mit der nachfolgenden quantitativen

Real-Time PCR-Analyse Uberprift und bestatigt werden.

Im Anschluss an diese deskriptiven Analysen folgten funktionelle Untersuchungen beztiglich
moglicher Auswirkungen der miRNAs 146a und 155 auf das Proliferations- und
Migrationsverhalten von humanen Tumorzellen. Diese funktionelle Charakterisierung der
beiden miRNAs bestétigten wiederum die vorher unter Verwendung von Microarrays und
guantitativer Real-Time PCR ermittelten Expressionsanalysen. Eine genaue Diskussion

verglichen mit der bereits publizierten Literatur ist in den nachfolgenden Kapiteln dargestellit.

5.4.1 Expression von miR-125a und die funktionelle Rolle des Genprodukts in

verschiedenen Krebserkrankungen

Die Expression des auf dem Chromosomenabschnitt 19q13.41 gelegenen Gens miR-125a
ist bei einer Vielzahl von Krebserkrankungen veréndert, wie beispielsweise in akuter
myeloischer Leukamie (Ufkin et al., 2014), Glioblastomen (Cortez et al., 2010; Yuan et al.,
2015), nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen (Jiang et al., 2010; Wang et al., 2015; Zhu et
al., 2014a), Brustkrebs (Guo et al., 2009; lorio et al., 2005; Liu et al., 2013), Magenkrebs (Xu
et al., 2014Db), Eierstockkrebs (Cowden Dahl et al., 2009; lorio et al., 2007; Nam et al., 2008),
Leberkrebs (Bi et al., 2012) und auch in oralen SCCs (Park et al., 2009; Tiwari et al., 2014).

Die Expression wird dabei in der Mehrzahl der Studien als erniedrigt beschrieben.
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In Leberkrebs konnte sowohl in Zelllinien als auch im Tumorgewebe eine 4,72-fache
Erniedrigung der Expressionsrate von miR-125a detektiert werden, die zudem mit der
T-Klassifikation, einer Metastasierung und invers mit der Expression von MMP11 (matrix
metallopeptidase 11) und VEGFA (vascular endothelial growth factor A) korreliert. Eine in
vitro Uberexpression von miR-125a in den HCC-Zelllinien HepG2 und HCC-LMS3 fihrte zu
verlangsamtem Wachstum, geringerer Kolonienzahl und schwécherem Migrations- und
Invasionspotenzial. Auch in vivo zeigte sich in Mausen ein langsameres Tumorwachstum
und eine geringere Leber- und Lungenmetastasierung beziiglich der Metastasenanzahl und
deren GroRRe. Das 5-Jahres-Gesamtiiberleben dieser Patienten liegt bei einer niedrigen
Expression von miR-125a bei 25,7+2,7 Monate versus 45,4+2,8 Monate bei einer hohen
Expression (Bi et al., 2012).

Auch in Brustkrebs wird eine erniedrigte Expression von miR-125a beschrieben (Hsieh et al.,
2014; lorio et al., 2005; Liu et al., 2013). Eine Uberexpression in entsprechenden Zelllinien
fuhrte zu einem gehemmten Zellwachstum und einer Steigerung der Apoptose. Zusatzlich
konnte eine Inhibierung der Zellmigration nachgewiesen werden (Guo et al., 2009).
Vielversprechend sind auch Untersuchungen dieser mMiRNA im Serum von
Brustkrebspatienten, da eine erniedrigte Expression von miR-125a mit einer klrzeren
Uberlebenszeit der Patienten korreliert und somit als prognostischer Marker Bedeutung
findet. Des Weiteren sind geringere miR-125a Serumlevel mit dem Tumorgrad, der

TumorgrofRe und der Lymphknotenmetastasierung assoziiert (Hsieh et al., 2014).

Untersuchungen von Glioblastomen zeigen, dass auch in dieser Tumorentitat miR-125a
erniedrigt exprimiert wird (Cortez et al., 2010; Yuan et al., 2015) und eine Uberexpression in
den Glioblastomzelllinien LN319 und U251 zu einer reduzierten Invasionsfahigkeit von 23 %
bzw. 56 % fuhrt (Cortez et al., 2010). Zudem reguliert miR-125a die Expression von TAZ
(tafazzin), dessen Genprodukt in diversen Tumorentitdten hochreguliert ist und eine wichtige
Rolle in der Tumorinitiation und -progression spielt. Die Expressionen beider Gene sind
dabei invers korreliert. Des Weiteren inhibiert miR-125a die Zellproliferation und induziert die
Differenzierung von Glioblastomzellen (Yuan et al., 2015).

Ahnliche Ergebnisse werden in Studien zu Magenkrebs beschrieben. Auch hier besitzt miR-
125a einen Tumor-inhibierenden Effekt, da reduzierte Level dieser miRNA mit einer hoheren
Malignitat, einer zunehmenden TumorgrbRe, einer erhdhten Invasion, einer Leber-
metastasierung und einer schlechten Prognose korreliert sind, wobei miR-125a einen
unabhangigen prognostischen Marker fiir das Uberleben der Patienten darstellt (Nishida et
al., 2011). In vitro unterdriickt diese miRNA das Proliferations-, Migrations- und Invasions-

potenzial von Magenkrebszellen (Nishida et al., 2011; Xu et al., 2014b) und weist in
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Kombination mit Trastuzumab einen inhibitorischen Wachstumseffekt auf (Nishida et al.,
2011).

In Eierstockkrebs konnte ebenfalls eine erniedrigte Expression von miR-125a festgestellt
werden (lorio et al., 2007; Nam et al., 2008), welche zur Akkumulation von ARID3B (AT rich
interactive domain 3B) fuhrt, was wiederum zu einer mesenchymalen Transformation und zur
Tumorprogression beitragt. Interessanterweise fiihrte eine Uberexpression von miR-125a in
der Zelllinie DOV13 zu einer Umwandlung von hoch-invasiven ovarialen Krebszellen mit
einer mesenchymalen zu einer epithelialen Morphologie, sodass miR-125a vermutlich als
negativer Regulator fur eine Epithelial-zu-Mesenchymal-Transition (EMT) agiert (Cowden
Dahl et al., 2009).

Studien bezlglich einer Expression von miR-125a in nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen
weisen Unterschiede im Expressionsmuster zwischen verschiedenen Gewebetypen auf.
Wahrend die erniedrigte miR-125a Expression im Tumorgewebe (Jiang et al., 2010; Zhu et
al., 2014a) mit den bisher publizierten Ergebnissen anderer Tumorentitdten Ubereinstimmt
und auch Korrelationen zum pathologischen Stadium und Lymphknotenmetastasierung
zeigen, wird die miR-125a Expression im Blut dieser Patienten sehr unterschiedlich
beschrieben. Lin et al. (2012) konnten keinerlei Verdnderungen im Plasma von Patienten mit
nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen verglichen mit gesunden Personen nachweisen. Zhu
et al. (2014a) detektierten im Patientenserum reduzierte miR-125a Level, wohingegen Wang
et al. (2015) erhéhte miR-125a Level im Patientenserum nachweisen konnten. Letztere
Beobachtung spiegelt die Daten der vorliegenden Arbeit wider, in der eine erhéhte

Expression von miR-125a im Blut der Patienten mit Lymphknotenmetastasierung korrelierte.

Ubereinstimmend mit der Literatur, die die Expression von miR-125a im Tumorgewebe von
HNSCC-Patienten als unverandert beschreibt (Odar et al., 2012), konnte auch in der
vorliegenden Arbeit keine veranderte miR-125a Expression im Tumorgewebe nachgewiesen
werden. Im Gegensatz dazu konnten Tiwari et al. (2014) bei alleiniger Betrachtung der
Lokalisation Mundhohle eine erniedrigte Expression dieser miRNA aufzeigen. Bei gleicher
Lokalisation konnte auch im Speichel dieser Patienten eine erniedrigte miR-125a Expression
verglichen mit dem Speichel gesunder Personen festgestellt werden (Park et al., 2009). Auch
wird in der Literatur eine erniedrigte Expression von miR-125a in einer seltenen HNSCC-

Variante, den warzigen Kopf-Hals-Tumoren, beschrieben (Odar et al., 2012).

Interessanterweise konnte bei einem Kollektiv von HPV-positiven pharyngealen SCCs im
Tumorgewebe eine erniedrigte Expression gezeigt werden, jedoch ausschlieRlich mittels
Microarray-Analysen ohne Validierung mit einer anderen Methode. In oralen SCC-Zelllinien
weisen in vitro Analysen bei einer Uberexpression dieser miRNA drastisch reduzierte

ESRRA (estrogen-related receptor alpha) Level, erniedrigtes Zellproliferationspotenzial und
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erhdhte Apoptose auf. Eine Inhibierung hingegen fuhrt zu einem drastisch erhéhten ESRRA
Gehalt, erhohter Zellproliferation und herabgesetzter Apoptoserate. MiR-125a-vermittelte
Herunterregulierung von ESRRA beeintrachtigt die Koloniebildung und Invasion von oralen
SCC-Zellen (Tiwari et al., 2014).

Wie bereits im vorangegangenen Text beschrieben, ist die Expression von miR-125a im
Tumorgewebe in einer Vielzahl von Krebserkrankungen erniedrigt und wird als
Tumorsuppressor-miRNA bezeichnet, die eine wichtige Funktion in der Tumorbiologie mit
Potenzial als prognostischer Marker besitzt. Wie schon von Odar et al. (2012) in HNSCCs
beschrieben, konnte auch in dieser Arbeit keine veranderte Expression von miR-125a im
Tumorgewebe von HNSCC-Patienten nachgewiesen werden, sodass die Ergebnisse dieser
Arbeit mit der, nach bestem Wissen, bisher einzigen an HNSCCs durchgefiihrten
Untersuchung beziiglich einer miR-125a Expression Ubereinstimmt, abgesehen von
Untersuchungen in Subgruppen wie oralen SCCs oder HPV-positiven pharyngealen SCCs,

die wie die Mehrzahl der Studien eine Unterexpression zeigen.

Interessanterweise konnte, wenngleich in nur geringer Fallzahl, im Vollblut von HNSCC-
Patienten eine Uberexpression assoziiert mit einer Lymphknotenmetastasierung gezeigt
werden, sodass diese Daten an einem groReren Patientenkollektiv Uberpruft werden sollten.
Wenngleich es nach bestem Erkenntnisstand bisher keine publizierten Daten zu
Untersuchungen beziiglich einer miR-125a Expression im Vollblut von HNSCC-Patienten
gibt, zeigen Untersuchungen eine Uberexpression von miR-125a bei Patienten mit einem
Melanom (Leidinger et al.,, 2010) bzw. bei Alzheimerpatienten (Leidinger et al., 2013)
verglichen mit gesunden Personen. Auch im Serum von Patienten mit nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinomen konnte in einer Studie von Wang et al. (2015) eine miR-125a
Uberexpression nachgewiesen werden. Diese Untersuchungen demonstrieren das magliche
Potenzial von miR-125a als minimal invasiver Marker im Blut von erkrankten Personen und

sollten daher weiter verfolgt werden.

5.4.2 Expression von miR-218 und die funktionelle Rolle des Genprodukts in

verschiedenen Krebserkrankungen

MiR-218 besitzt zwei genomische Loci mit miR-218-1 auf Chromosomenabschnitt 4p15.31
und miR-218-2 auf Chromosomenabschnitt 5934, welche jedoch zur Expression eines
identischen Genprodukts, miR-218, fihren. Diese im Tumorgewebe einheitlich als erniedrigt
beschriebene miRNA wird aktuell in einer Vielzahl von Krebserkrankungen hinsichtlich ihrer
Expression und funktionellen Rolle in der Tumorbiologie untersucht, unter anderem bei
Gliomen (Cheng et al.,, 2015a; Gu et al., 2015), Schilddrisenkrebs (Guan et al., 2013),
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Speiserdhrenkrebs (Jiang et al., 2015), Lungenkrebs (Davidson et al., 2010; Sher et al.,
2014), Magenkrebs (Gao et al., 2010; Xin et al., 2014), Darmkrebs (He et al., 2012; Yu et al.,
2013), Leberkrebs (Sui et al., 2015), Gebarmutterkrebs (Yamamoto et al., 2013; Kogo et al.,
2014), Blasenkrebs (Cheng et al., 2015b; Tatarano et al., 2011), Prostatakrebs (Nishikawa et
al., 2014) und auch in HNSCCs (Kinoshita et al., 2012).

In Gliomen ist gerade bei zunehmendem WHO-Grad die Expression von miR-218 sowohl in
Zelllinien als auch im Tumorgewebe erniedrigt (Cheng et al., 2015a; Gu et al., 2015) und
korreliert zudem mit einem niedrigen Karnofsky-Index, einem kirzeren krankheitsfreiem
Uberleben und einem kiirzeren Gesamtiiberleben, wobei das krankheitsfreie Uberleben und
das Gesamtiiberleben unabhangige Prognosefaktoren darstellen (Cheng et al., 2015a). In
vitro Experimente zeigen, dass eine Inhibierung dieser miRNA die Invasivitat noch steigert,
wahrend eine Zugabe der miR-218 die Invasion von Gliomzellen hemmt (Gu et al., 2015; Liu
et al., 2012b).

Reduzierte Expressionslevel von miR-218 findet man auch in Zelllinien, im Tumorgewebe
und im Plasma von Patienten mit Magenkarzinomen (Gao et al., 2010; Li et al., 2012), wobei
in vitro eine Uberexpression die Zellproliferation hemmt und die Apoptose erhoht (Gao et al.,
2010). Zudem korreliert eine erniedrigte miR-218 Expression mit Lymphknoten-
metastasierung, héherem Tumorstadium und Invasion. Diese Hypo-Expression kann durch
hyperthermische Chemotherapie umgekehrt werden, welche nicht nur die miR-218
Expression erhoht, sondern auch die Proliferation und Invasion inhibiert (Ruan et al., 2015).
Nach einer zytoreduktiven Tumorentfernung und anschlieRender hyperthermischen
intraperitonalen Chemotherapie lasst sich auch im Serum von Patienten mit
fortgeschrittenem Magenkrebs eine erhdhte miR-218 Expression nachweisen. In vitro
Untersuchungen zeigen, dass miR-218 die Magenkrebszell-Chemosensitivitédt zu Cisplatin
erhdht und in vivo das Tumorwachstum in Nacktm&usen inhibiert (Zhang et al., 2014b).

Expressionsanalysen in Zelllinien und im Tumorgewebe von Blasenkrebspatienten zeigen,
wie in den bisher beschriebenen Tumorentitaten, ein erniedrigtes Expressionslevel von miR-
218 (Cheng et al.,, 2015b; Tatarano et al., 2011). In vitro und in vivo Untersuchungen
demonstieren zudem den inhibierenden Effekt einer Uberexpression von miR-218 auf die
Zellproliferation, -migration und -invasion. Des Weiteren reguliert miR-218 die Expression
von BMI-1 (BMI1 proto-oncogene, polycomb ring finger), welches eine wichtige Rolle in der
Initierung und Entwicklung von Krebs spielt. Die Expression von miR-218 und BMI-1 weisen
eine signifikant inverse Korrelation auf (Cheng et al., 2015b). Auch bei Darm- und
Prostatakrebs konnten &ahnliche Ergebnisse hinsichtlich der miR-218 Expression, und der
funktionellen Versuche, sowohl in vitro als auch in vivo, gefunden werden (He et al., 2012;

Nishikawa et al., 2014). Kaplan-Meier Analysen zeigen zudem ein 3-Jahres-Gesamtiber-
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leben von 39,1 % bzw. 63,3 % flr Prostatakrebspatienten mit einem niedrigen bzw. hohen

Expressionslevel von miR-218 (Han et al., 2015).

Auch in Gebarmutterkrebs wird die Expression von miR-218 als reduziert beschrieben.
Neben dem Tumorgewebe weisen auch die zervikalen Krebszelllinien CaSki (HPV16-
positiv), ME180 (HPV39-positiv), HelLa (HPV18-positiv) und Yumoto (HPV-negativ)
verminderte miR-218 Expressionen auf. Wahrend eine Transfektion von miR-218 die
Zellproliferation in nur einer Zelllinie (ME180) erniedrigt, wird in allen vier Zelllinien das
Migrations- und Invasionspotenzial inhibiert (Yamamoto et al., 2013). Zudem zeigen in vitro
Untersuchungen, dass miR-218 die bestrahlungsinduzierte Apoptose steigert und das
Tumorwachstum unterdrickt (Yuan et al., 2014). Interessanterweise beeinflusst in HPV16-
positiven Zelllinien HPV16 E6 die Expression von miR-218 (Martinez et al., 2008). Auch im
Serum von Gebarmutterkrebspatientinnen konnte eine verminderte Expression dieser
miRNA nachgewiesen werden, die zudem mit einem hoéheren Tumorstadium und
Lymphknotenmetastasierung korreliert. Verglichen mit Patientinnen mit einem Plattenepithel-
karzinom weisen Patientinnen mit einem Adenokarzinom noch geringere miR-218
Transkriptlevel im Serum auf. Die im Serum veranderte miR-218 Expression (Yu et al., 2012)
konnte jedoch im Plasma von Gebarmutterkrebspatientinnen nicht bestétigt werden (You et
al., 2015).

Untersuchungen in HNSCCs weisen vergleichbar mit anderen Tumorentitaten eine
reduzierte Expression von miR-218 sowohl im Tumorgewebe als auch in den Zelllinien FaDu
(hypopharyngeales SCC) und SAS (Zungen-SCC) auf. In vitro Analysen zeigen, dass eine
Uberexpression von miR-218 inhibierend auf die Proliferation, Migration und Invasion von
HNSCC-Zellen wirkt (Kinoshita et al.,, 2012). In oralen SCCs zeigten Patienten mit
Lymphknotenmetastasen und einem niedrigen miR-218 Gehalt ein hoheres Risiko,
Fernmetastasen zu entwickeln (Peng et al., 2014). Zusatzlich ist, wie in zervikalen
Karzinomen, eine verminderte miR-218 Expression in HPV16-positiven HNSCC-Zelllinien
(DU-SCC-2, UPCI:SCC-90, UM-SCC-47 und 93-VU-147T) verglichen mit einer normalen,
oralen Keratinozyten-Kultur (NOK) bzw. HPV-negativen Zelllinien (PCI13 und PCI30)
nachweisbar (Wald et al., 2011). Auch Wu et al. (2014a) konnten eine Korrelation zwischen
reduzierter miR-218 Expression und HPV16/18-Infektion feststellen. Zudem konnten niedrige
miR-218 Transkriptlevel mit einem signifikant kirzerem Gesamt- und Rezidivfreiem

Uberleben korreliert werden (Wu et al., 2014a).

Neben den zuvor beschriebenen Expressionsunterschieden von miR-218 bei Krebs-
erkrankungen gibt es auch eine sehr interessante Untersuchung hinsichtlich der Expression
von miR-218 in bronchialen Atemwegsepithelzellen zwischen Rauchern und Nichtrauchern,

wobei Epithelzellen von Rauchern eine vierfach reduzierte Expressionsrate verglichen mit
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Nichtrauchern aufweisen. In vitro Untersuchungen zeigen, dass Zigarettenrauchkondensat
zu einer erniedrigten Expression von miR-218 und zu einer erhdhten Expression ihrer
Zielgene fuhrt (Schembri et al., 2009).

Wie bereits im vorangegangenen Text beschrieben, ist die Expression von miR-218 im
Gewebe in einer Vielzahl von Krebserkrankungen erniedrigt und wird als Tumorsuppressor-
mMiRNA bezeichnet, die eine wichtige Funktion in der Tumorbiologie sowie Potenzial als
prognostischer Marker besitzt. Ubereinstimmend mit der Literatur (Kinoshita et al., 2012)
konnte auch in dieser Arbeit eine reduzierte Expression von miR-218 im Tumorgewebe von
HNSCC-Patienten nachgewiesen werden. Eine Unterscheidung zwischen HPV positiv und
HPV negativ war aufgrund der zu geringen Anzahl positiver Zellen im Tumormaterial nicht
mdoglich. Auch Wald et al. (2011) konnten diese Unterscheidung lediglich zwischen HPV-
positiven und HPV-negativen Zellinien vornehmen, da deren Zellen einen homogenen HPV-
Status aufweisen. Des Weiteren konnten keine Expressionsunterschiede von miR-218 im
Blut sowohl zwischen HNSCC-Patienten und gesunden Personen als auch in Korrelation mit
klinischen Daten festgestellt werden. Auch in der Literatur werden, wie vorher beschrieben,

nur wenige Aussagen beziiglich miR-218 als Blutmarker getroffen.

Zusammengefasst lasst sich sagen, dass sich miR-218 zur Unterscheidung zwischen
Tumor- und Normalgewebe eignet und niedrige Expressionslevel mit einer schlechteren
Prognose einhergehen. Da in den verschiedensten Tumorentitdten eine kinstliche Zugabe
von miR-218 die Zellproliferation, -migration und -invasion in vitro dramatisch inhibiert und
auch in vivo zu einer drastischen Reduzierung des Tumorwachstums fihrt, sollten in Zukunft
weitere Untersuchungen beziglich dieser miRNA folgen, auch im Hinblick auf mdgliche

Therapieansétze.

5.4.3 Expression von miR-1246 und die funktionelle Rolle des Genprodukts in

verschiedenen Krebserkrankungen

Zur auf Chromosomenabschnitt 29q31.1 gelegenen miRNA 1246 (miR-1246) ist in der
Literatur bisher weitaus weniger, als zu den anderen in dieser Arbeit charakterisierten
mMiRNAs (miR-125a, miR-218, miR-146a und miR-155), bekannt. Eine einheitlich als erhdht
beschriebene Expression von miR-1246 wurde bereits fir Tumorerkrankungen der
Speiserbhre (Fu et al.,, 2013; Takeshita et al., 2013), Gebarmutter (Chen et al., 2013b),
Leber (Sun et al., 2014a), Dickdarm (Piepoli et al., 2012) und Mundhéhle (Liao et al., 2015)

publiziert.

In zervikalen SCCs ist sowohl im Tumorgewebe als auch im Serum von Patienten mit

Lymphknotenmetastasen eine erhdhte Expression von miR-1246 nachweisbar und ware
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somit als pradiktiver Marker fir eine Lymphknotenmetastasierung geeignet (Chen et al.,
2013b). Zudem erhdht eine Transfektion mit miR-1246 die Proliferation, Migration und
Invasion von zervikalen Tumorzellen (SiHa), wahrend eine Inhibierung dieser miRNA zu
einer Verminderung dieser Effekte fihrt (Chen et al, 2014). In einem Vergleich
radioresistenter Zellinien (Hela-NDRG2, Hela-R11 und Siha-R15) gegen radiosensitive
Zelllinien (Hela-C, Hela und Siha) waren 20 miRNAs in allen drei radioresistenten Zellinien
verandert. Zu diesen gehort auch miR-1246, die eine mehr als funffach hochregulierte
Genexpression aufweist. Interessanterweise fuihrt eine Uberexpression dieser miRNA in
radiosensitiven Hela- und Siha-Zellen zu einem gesteigerten Uberleben der Zellen bei
Bestrahlung (Zhang et al., 2013a).

Bei einer Vergleichsuntersuchung zweier Leberkrebs-Zelllinien, etabliert aus dem
Primartumor (Hepll) und dem zugehoérigen Rezidiv des gleichen Patienten nach
gescheiterter Chemo- und Strahlentherapie (Hepl2), konnte eine 700-fach erhdhte
Expression von miR-1246 in der Hepl2-Zelllinie nachgewiesen werden. Funktionelle
Analysen zeigen, dass eine Inhibierung dieser miRNA die Migration und Invasion von
Hepl2-, BEL7402- und SMMC7721-Zellen dramatisch reduziert. Untersuchungen in diesen
Zelllinien hinsichtlich einer Transfektion von miR-1246 war — vermutlich aufgrund der hohen
miR-1246 Expressionsrate — nicht moéglich. Entsprechende Versuche wurden daher in der
Hepll-Zellinie mit geringem miR-1246 Gehalt durchgefihrt und resultierten
erwartungsgemafn in einem signifikant erhéhten Migrations- und Invasionspotenzial.
AulRerdem zeigte sich in einem Patientenkollektiv mit Leberkrebsstadium |, dass Patienten
mit einer erhdhten Expression ein krankheitsfreies Uberleben von nur 32,53+5,69 Monaten
gegenlber 44,11+4,61 Monaten bei Patienten mit niedrigem miR-1246 Gehalt aufweisen
(Sun et al., 2014a).

Bei Patienten mit Darmkrebs konnte im Tumorgewebe, in Zelllinien und im Serum eine
erhdhte Expression von miR-1246 festgestellt werden (Ogata-Kawata et al., 2014; Piepoli et
al., 2012). Interessanterweise zeigt ein Vergleich von pra- und postoperativen Serumproben,
eine signifikant erniedrigte Expressionsrate von miR-1246 nach der Tumorentfernung
(Ogata-Kawata et al., 2014). Dieses Ergebnis lasst den Schluss zu, dass die vom Tumor in
Exosomen verpackte und ins Serum freigesetzte miR-1246 den Transkriptgehalt vom

Tumorgewebe widerspiegelt und somit als prognostischer Marker von Bedeutung ist.

Ahnliche Ergebnisse zeigen sich in der Serumuntersuchung von Patienten mit einem
O0sophagealen SCC, wobei auch hier eine stark erhohte Expression von miR-1246
nachgewiesen werden konnte und sich diese nach der Entfernung des Primartumors
signifikant reduzierte. Des Weiteren konnten hohe Genexpressionslevel dieser miRNA mit

den klinischen Parametern T-Klassifikation T3-T4, Lymphknotenmetastasierung,
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Fernmetastasierung und Kklinischem Stadium 1lI-IV assoziiert werden. Das 2-Jahres-
Gesamtiberleben fir Patienten mit einer hohen Expression von miR-1246 im Serum betragt
21,7 % gegenuber 77,3 % bei Patienten mit einer niedrigen Expressionsrate (Takeshita et
al., 2013). Wahrend Fu et al. (2013) im Tumorgewebe eine 10,78-fache Uberexpression von
miR-1246 verglichen mit Normalgewebe feststellen konnten, zeigten Takeshita et al. (2013)
lediglich im Tumorgewebe proximaler Lymphknoten gegeniiber Lymphknoten anderer
Lokalisationen eine veréanderte Expression, welche, tbereinstimmend mit der Datenlage der
vorliegenden Arbeit, jedoch nicht im Tumorgewebe verglichen mit Normalgewebe

nachweisbar war.

In oralen SCCs zeigt sich sowohl im Tumorgewebe als auch in entsprechenden Zelllinien
(CAL27 und SCC25) eine erhohte Expression von miR-1246, die mit dem TNM-Status,
Lymphknotenmetastasierung und Tumorgrad korreliert. Des Weiteren weisen Patienten mit
einer gesteigerten Expression eine kiirzere Uberlebensrate von 55,1 % gegeniiber 81,7 %

bei Patienten mit einer niedrigen Expression auf (Liao et al., 2015).

Wie bereits im vorangegangenen Text beschrieben, ist die Expression von miR-1246 in
verschiedenen Gewebearten einiger Tumorentitaten dramatisch erhéht und wird als Onco-
mMiRNA bezeichnet, die eine wichtige Funktion in der Tumorbiologie besitzt und vor allem als
minimal invasiver Marker Potenzial zeigt. In dieser Arbeit konnte sowohl im Tumorgewebe
als auch im Blut von HNSCC-Patienten keine veranderte miR-1246 Expression gefunden
werden. Leider gibt es nach meinem Kenntnisstand keine vergleichbaren Untersuchungen
dieser miRNA im Vollblut von Patienten mit einer Krebserkrankung. Interessant ware jedoch
auch hier, wie in der Literatur beschrieben, eine Analyse der in Exosomen verpackten und

von Tumoren freigesetzten miRNAs im Serum von HNSCC-Patienten.

5.4.4 Expression von miR-146a und die funktionelle Rolle des Genprodukts in

verschiedenen Krebserkrankungen

Die Expression des auf dem Chromosomenabschnitt 5934 gelegenen Gens miR-146a ist bei
einer Vielzahl an Krebserkrankungen verandert, wie beispielsweise in akuter myeloischer
Leukamie (Spinello et al., 2011), Lungenkrebs (Wu et al., 2014c), Brustkrebs (Hurst et al.,
2009), Magenkrebs (Hou et al., 2012a; Hou et al., 2012b), Leberkrebs (Huang et al., 2014;
Rong et al.,, 2014; Zhang et al., 2015), Bauchspeicheldrisenkrebs (Li et al., 2010),
Prostatakrebs (Sun et al., 2014b) und auch in HNSCCs (Scapoli et al., 2010).

Bei Patienten mit Lungenkrebs zeigt sich sowohl im Tumorgewebe als auch im Serum eine
erniedrigte Expression von miR-146a. Zudem korreliert eine niedrige Expressionsrate im

Gewebe von nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen mit Lymphknotenmetastasierung und
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hoherem TNM-Status (Wu et al., 2014c). Chen et al. (2013a) konnten auf3erdem eine
Korrelation zu Fernmetastasierung nachweisen. Auch im Serum dieser Patienten konnte
eine reduzierte Expression dieser miRNA mit einem schlechteren Uberleben korreliert
werden (Wu et al., 2014c). Im Gegensatz dazu beschreiben Wang et al. (2015) im Serum
von Patienten mit einem nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom erhohte miR-146a
Expressionen, wobei nicht zwischen den Subtypen Adenokarzinom, Plattenepithelkarzinom
und grof3-zelligem Karzinom unterschieden wurde. Funktionelle Analysen zeigen, dass eine
Transfektion von miR-146a Mimic zu einer signifikanten Reduzierung der Zellproliferation
fuhrt, wahrend eine Inhibierung dieser miRNA eine leichte, statistisch jedoch nicht
signifikante Steigerung der Proliferationsrate zur Folge hat. Eine Uberexpression inhibiert

zudem das Migrationspotenzial und steigert die zellulare Apoptose (Chen et al., 2013a).

Auch das Tumorgewebe von Patienten mit Leberkrebs zeigt eine verminderte Expression
von miR-146a auf (Rong et al., 2014; Zhang et al., 2015), die auRerdem mit einem héherem
klinischen TNM-Status, Lymphknotenmetastasierung, Fernmetastasierung und Pfortader-
Tumorembolie einhergeht (Rong et al., 2014). Eine Uberexpression von miR-146a fihrt in
allen drei untersuchten Zelllinien zu einer verminderten Proliferation und beeinflusst merklich
die Caspase-3/7-Aktivitat. Im Gegensatz dazu fihrt eine Inhibierung dieser miRNA zu einer
erhdhten Proliferation in HepG2-Zellen, die jedoch nicht in HepB3- und SNU449-Zellen
nachweisbar ist. Interessanterweise fuhrt eine Kombination von miR-146a Mimic und EGFR-
gerichteten Agenzien wie Gefitinib, Erlotinib oder Cetuximab zu einer noch gesteigerten
Proliferationshemmung in HepG2-Zellen, wobei die Kombination mit Cetuximab den
starksten Effekt aufweist (Huang et al., 2014). Zhang et al. (2015) konnten in SMMC-7721-
und Huh-7-Zellen keine Auswirkungen auf die Proliferation und Apoptose feststellen, jedoch
eine Beeinflussung des Migrations- und Invasionspotenzials, wobei die Invasionsrate der
Zellen um etwa 60 % reduziert ist. Untersuchungen hinsichtlich des miR-146a Inhibitors
zeigen in Huh-7- und HepG2-Zellen eine Erh6éhung der Migration um 39 % bzw. 18 % und
eine Steigerung der Invasion um 41 % bzw. 11 %. In vivo fuhrt eine Transplantation von miR-
146a-transfizierten SMMC-7721-Zellen verglichen mit Wildtyp-SMMC-7721-Zellen zu einer
Verminderung von makroskopisch sichtbaren Lebermetastasen von 58,69 % und zu 6%1
Lungenmetastasen im Gegensatz zu 10+1 Lungenmetastasen in der Vergleichsgruppe
(Zhang et al., 2015).

Eine erniedrigte Expression von miR-146a konnte auch in Zelllinien und im Tumorgewebe
von Magenkrebspatienten identifiziert werden, wobei diese nicht nur in den Tumorzellen im
Vergleich zu Normalzellen gefunden wurde, sondern auch assoziiert mit zunehmender
T-Klassifikation, Lymphknotenmetastasierung, Veneninvasion und schlechterer Zell-

differenzierung. Zudem spricht eine verminderte Expression fiir eine kiirzere Uberlebenszeit,
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wahrend eine hohe Expressionsrate mit einer langeren Uberlebenszeit assoziiert ist (Kogo et
al.,, 2011; Hou et al., 2012a). Untersuchungen zeigen weiterhin, dass miR-146a in Zelllinien
mit hohem Invasionspotenzial (SGC-7901 und MKN-45) in geringerem Mal3 exprimiert wird
als in Zelllinien mit niedrigem Invasionspotenzial (MGC-803 und HGC-27) (Yao et al., 2013).
Zudem demonstieren in vitro Analysen, dass eine Transfektion von miR-146a Mimic zu einer
bemerkenswerten Inhibierung der Proliferation, Migration und Invasion von MKN-45-Zellen
und zu einer Erhohung der Apoptoserate fuhrt (Hou et al., 2012a; Hou et al., 2012b). Kogo et
al. (2011) konnten ebenfalls eine signifikante Inhibierung der Migration und Invasion
nachweisen, jedoch keine Auswirkungen auf die Proliferation von MKN-45-Zellen. Zusétzlich
wurde in tierexperimentellen Versuchen die Auswirkung von miR-146a Mimic transfizierten
MKN-45-Zellen, die Nacktmausen in die laterale Schwanzvene injiziert wurden, auf die
Fernmetastasierung untersucht. Histologische Analysen zeigten dabei weniger
Lungenmetastasen bei Nacktmdusen mit MHN-45-miR-146a-Zellen verglichen mit
Nacktméusen, die MKN-45-Zellen, transfiziert mit einer Kontroll-miRNA, injiziert bekamen
(Hou et al., 2012b).

Ahnliche Ergebnisse zeigen in vitro und in vivo Experimente beziiglich Brustkrebs. Eine
Transfektion von miR-146a in Brustadenokarzinomzellen (MDA-MB-231) fuhrt neben einer
Inhibierung des Migrations- und Invasionspotenzials dieser Zellen auch bei deren Injizieren
in die laterale Schwanzvene von Nacktmausen zu einer Unterdriickung der Lungen-
metastasierung um 69 % (Hurst et al., 2009). Im Plasma von Brustkrebspatientinnen mit
Lymphknotenmetastasen, verglichen mit Patientinnen ohne Lymphknotenmetastasen, sind
erniedrigte miR-146a Expressionslevel nachweisbar. Demgegenuber steht eine
Beobachtung, dass erhohte Expressionslevel mit einem positiven HER2-Status (human
epidermal growth factor receptor 2) korrelieren (Stickrath et al., 2015). Diese HER2-
positiven Patientinnen wiederum leiden verglichen mit HER2-negativen Patientinnen an einer
agressiveren Form von Brustkrebs, verbunden mit einer ungtinstigeren Prognose (Press et
al., 1993).

Auch in Patienten mit akuter myeloischer Leukamie, vor allem in den Subtypen M4 und M5,
findet sich eine erniedrigte Expression von miR-146a verglichen mit normalen CD34-
positiven Zellen (Garzon et al., 2008; Spinello et al., 2011). Zudem korreliert die miR-146a
Expression invers mit dem CXCR4 (chemokine (C-X-C motif) receptor 4) Membranprotein-
level, einem bereits bekannten, negativ prognostischen Marker fur akute myeloische
Leukamie. Eine Uberexpression von miR-146a in U937-Zellen fiihrt zu einer Reduzierung
des CXCRA4 Proteingehalts. Diesen Effekt, in Form einer erh6hten miR-146a Expression und
einer verminderten CXCR4 Expression, erzielt auch eine Behandlung mit 1a,25-

Dihydroxyvitamin D3, einem Induktor fir monozytische Differenzierung und Reifung, der
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alleine die Zellproliferation verringert und die Expression der monozytischen
Differenzierungsmarker CD11b (auch ITGAM, integrin alpha M), CD14 (CD14 molecule) und
CD18 (auch ITGB2, integrin beta 2) erhtht. MiR-146a alleine verringert ebenfalls die
Proliferation von U937-Zellen und bt in Kombination mit 1a,25-Dihydroxyvitamin D3 einen
synergistischen Effekt auf die Zellproliferation aus, hat jedoch keine Auswirkungen auf die
Expression von CD11b, CD14 und CD18, das heilit, eine Kombination aus miR-146a und
1a,25-Dihydroxyvitamin D3 reduziert extrem den CXCR4 Proteingehalt und die Proliferation
ohne dabei die monozytische Differenzierung zu stdoren. Des Weiteren bewirken AMD3100,
ein nicht-peptidischer Antagonist des CXCR4-Rezeptors, und miR-146a in Kombination eine
Senkung des CXCRA4 Proteingehalts und stimulieren die Medikamentensensitivitdt von
leuk&mischen Zellen. Diese Daten demonstrieren das enorme Potenzial von miR-146a als
mdogliches therapeutisches Mittel, vor allem in Kombination mit CXCR4 Inhibitoren, zur
Verbesserung der Medikamentensensitivitat von leukamischen Zellen (Spinello et al., 2011).
Demgegentiber zeigt eine Studie zu akuter promyelozytarer Leukamie, einer seltenen Form
der akuten myeloischen Leukamie, eine erhdhte Expression von miR-146a, wobei sich die
akute promyelozytare Leukamie auch durch eine glinstigere Prognose von den anderen

Subtypen der akuten myeloischen Leukamie unterscheidet (Xu et al., 2014a).

Interessanterweise spielt miR-146a auch eine wichtige Rolle in regulatorischen
T-Lymphozyten (T.g-Zellen). Zur Identifizierung von Teg-Zell-spezifischen miRNAs
verglichen Lu et al. (2010) das miRNA-Muster in der Maus (mus musculus; mmu) von Foxp3
(forkhead box P3; spezifischer Marker fur T.g-Zellen)-positiven T4-Zellen und Foxp3-
negativen, nicht-regulatorischen CD4-positiven T-Zellen miteinander, wobei mmu-miR-146a
als am starksten hochregulierte miRNA aufgedeckt wurde. Foxp3-positive T,-Zellen halten
die Immunhomdostase durch die Unterdriickung verschiedenster Entziindungsreaktionen
aufrecht. An dieser Suppressorfunktion ist mmu-miR-146a wesentlich beteiligt. In miR-146a-
defizienten Mausen fiihrt ein Defizit von mmu-miR-146a in Te4-Zellen zu einem
Zusammenbruch der Immuntoleranz manifestiert in fatalen IFNy (Interferon gamma)-
abhangigen Immun-vermittelten L&sionen in einer Vielzahl von Organen. Diese Ergebnisse
lassen die Vermutung zu, dass spezifische Aspekte der T,4-Suppressorfunktion durch diese
einzelne miRNA kontrolliert wird und eine optimale Statl (signal transducer and activator of
transcription 1)-Aktivierung durch mmu-miR-146a wichtig fir die T.g-vermittelte Kontrolle der
Thl-Antworten und fir die Autoimmunitat ist (Lu et al., 2010). Aufgrund dieser Ergebnisse
wird auch im Menschen eine Verbindung zwischen FOXP3 und miR-146a vermutet. Erste
Untersuchungen hinsichtlich FOXP3 und miR-146a existieren bereits fir Brustkrebs und
Prostatakrebs. FOXP3-induzierte miR-146a verhindert in vitro die Proliferation und Migration
von Tumorzellen, steigert deren Apoptoserate und reduziert in vivo die Metastasierung (Liu
et al., 2015a; Liu et al., 2015b).
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Zusammenfassend kann die Expression von miR-146a, die in verschiedenen Gewebearten
einer Vielzahl von Tumorentidten extrem erniedrigt vorliegt, als Tumorsuppressor-miRNA
angesehen werden, da sie eine wichtige Funktion in der Tumorbiologie besitzt und vor allem
als minimal invasiver Marker Potenzial zeigt. Auch in dieser Arbeit war sowohl im
Tumorgewebe als auch im Blut von HNSCC-Patienten eine veranderte miR-146a Expression
aufgezeigt worden. Wahrend im Vergleich mit Normalgewebe im untersuchten
Tumorgewebe keine veranderte Genexpression nachgewiesen werden konnte, korrelierte
jedoch eine verminderte Expression von miR-146a mit einer zunehmenden Grof3e und
Ausdehnung des Primartumors (cT-Klassifikation). Aufgrund mangelnder Tumorgewebe-
proben von fernmetastasierenden HNSCC-Patienten konnte leider keine Auswertung der
Expressionsdaten in Bezug auf den klinischen Parameter ,Fernmetastasierung“ erfolgen.
Interessanterweise zeigten die Untersuchungen im Vollblut von HNSCC-Patienten mit
Fernmetastasen eine verminderte Expression von miR-146a, sodass miR-146a als
metastasierungsassoziierter Marker im Vollblut von HNSCC-Patienten fungieren kodnnte.
Eine Ursache fur dieses verédnderte miRNA-Muster konnten die vom Tumor ins Blut
freigesetzten Tumorzellen darstellen. Durch den extrem hohen Anteil von mituntersuchten
Blutzellen ware auch der relativ geringe Expressionsunterschied erklarbar, da die Blutzellen
ein  zum Tumor unterschiedliches mMIRNA-Muster reprasentieren und dieses somit
Uberdecken. So konnte gezeigt werden, dass unabhangig vom Gesundheitszustand der
Probanden eine Uberexpression von miR-146a spezifisch fir T.g-Zellen ist (Smigielska-
Czepiel et al., 2014), welche die erniedrigte Expression von miR-146a in den ins Blut
freigesetzten Tumorzellen tberdecken konnte. Umgekehrt konnte auch ein Defizit von miR-
146a in Tg-Zellen zu einer fehlenden Immun-vermittelten Unterdriickung von Entziindungs-
reaktionen gefihrt und beispielsweise, wie im vorherigen Text beschrieben, IFNy-abhangige
Immunvermittelte Lasionen in den von Fernmetastasen betroffenen Organen verursacht
haben (Lu et al., 2010). Fur die eindeutige Klarung dieser Frage sollten weitergehende
Versuche durchgefihrt werden.

Um den Einfluss der microRNA 146a auf zellulare Prozesse von Tumorzellen néher zu
studieren, wurde in dieser Arbeit das Proliferations- und Migrationspotenzial von HNSCC-
Zellen in Gegenwart von miRNA-Mimics oder -Inhibitoren untersucht. Wahrend die
Auswirkungen von miR-146a Inhibitoren in FaDu-Zellen aufgrund einer relativ geringen bis
fast nicht detektierbaren Expression von miR-146a nicht getestet werden konnte, fiihrte eine
Transfektion von Mimic miR-146a Ubereinstimmend mit den Literaturdaten zu einer extrem
erniedrigten Proliferationsrate. Demgegentber zeigte eine Transfektion von Mimic miR-146a
in UM-SCC-1-Zellen keine Beeinflussung, vermutlich aufgrund des bereits initial
vorhandenen relativ hohen miR-146a Expressionslevels, wéhrend eine Inhibierung der miR-

146a in UM-SCC-1-Zellen eine dramatische Steigerung der Proliferation zur Folge hatte und
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somit die Daten der Literatur bestatigt. Auch im Hinblick auf das Migrationspotenzial von
humanen Tumorzellen spiegeln die Daten der vorliegenden Arbeit diese der Literatur wider,
da das Migrationspotenzial von UM-SCC-1-Zellen durch Mimic miR-146a signifikant reduziert
wurde, wahrend eine Inhibierung dieser miRNA zu einer enormen Steigerung der Migration
fuhrte. Die nicht detektierbare Migration von FaDu-Zellen wurde vermutlich durch die
Kombinationsbehandlung von Transfektionsreagenz, miRNA-Mimic oder -Inhibitor und
Aphidicolin verursacht, da alle Reagenzien schon einzeln die Zellvitalitdt beeintrachtigten
und eine Kombination aller Reagenzien eine nicht ausreichende Migration von FaDu-Zellen
zur Folge hatte.

Die mit den funktionellen Untersuchungen gewonnenen Daten stimmen nicht nur mit den in
der Literatur dargestellten und im vorherigen Text bereits beschriebenen Daten Uberein,
sondern bestdtigen auch die eigenen Daten der vorangegangenen Expressionsanalysen.
Zusammenfassend belegen diese Ergebnisse somit den Einfluss der miRNA 146a als
aussichtsreichen metastasierungsassoziierten Marker in HNSCCs. Um die Effektivitat dieses
Markers und eine moégliche Anwendung als prognostischen Marker im klinischen Alltag zu
bestétigen, sollte eine Untersuchung auf ein gréReres Patientenkollektiv ausgeweitet

werden.

5.4.5 Expression von miR-155 und die funktionelle Rolle des Genprodukts in

verschiedenen Krebserkrankungen

Das auf dem Chromosomenabschnitt 21921.3 gelegene Gen miR-155 weist in einer Vielzahl
von Erkrankungen eine veranderte Expression auf, wobei diese in der Literatur kontrar
diskutiert wird. Vor allem in Erkrankungen wie Leukdmie (Cammarata et al., 2010; Cui et al.,
2014), Gliomen (Sun et al., 2014c), Nasenrachenkrebs (Zhu et al., 2014b), Speiserdhren-
krebs (zZhang et al., 2014c), Lungenkrebs (Gao et al., 2014), Brustkrebs (Liu et al., 2013),
Gebarmutterkrebs (Lao et al., 2014), und auch in oralen SCCs (Ni et al., 2014; Shi et al.,
2014) spielt diese miRNA eine grof3e Rolle in der Tumorbiologie.

In B-Zell-Lymphomen einschlie3lich chronischer lymphatischer Leukéamie wird vermutet,
dass der Signalweg via B-Zellrezeptor eine wichtige Rolle in der Pathogenese und/oder
Progression spielt. In der Region des B-Zell Integrationsclusters (kurz BIC oder MIR155HG
(MIR155 host gene)), das erstmals 1989 beschrieben wurde, ist zudem das Gen miR-155
kodiert. Beide Transkripte liegen in isolierten Tumorzellen aus Patientenproben mit einem
diffusen grof3zelligen B-Zell-Lymphom verglichen mit normalen zirkulierenden CD19-
positiven B-Zellen in einer erhfhten Menge vor. Zudem korreliert die Transkriptmenge mit

den Klinischen Subtypen von diffusen grof3zelligen B-Zell-Lymphomen. Der Phanotyp ABC
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(aktivierte B-Zellen) hat im Durchschnitt eine zwei- bis dreifach hohere BIC mRNA und miR-
155 Transkriptmenge als der Phénotyp GC (nicht-aktivierte Keimzentren) (Eis et al., 2005).
In einer Studie hinsichtlich chronischer lymphatischer Leuk&mie weisen 55 Patienten mit
einer hohen miR-155 Expression verglichen mit 31 Patienten mit einer verminderten miR-155
Expression sowohl eine kirzere behandlungsfreie Uberlebenszeit (4,4 Jahre versus
11,4 Jahre) als auch eine kirzere Gesamtiiberlebenszeit (11,3 Jahre versus >20 Jahre) auf
(Cui et al., 2014). In akuter myeloischer Leukdmie wird die Expression von miR-155 in
genetischen Subgruppen unterschiedlich beschrieben. Wahrend die genetische Subgruppe,
charakterisiert durch eine Aberration auf Chromosomenabschnitt 3926, eine verminderte
miR-155 Expression aufweist, zeigt sich in der Subgruppe mit einer erhdhten FLT3

Expression eine Uberexpression von miR-155 (Cammarata et al., 2010).

In Tumorgewebe von Gliom-Patienten zeigt sich im Vergleich zu normalem Hirngewebe eine
erhdhte Expression von miR-155, welche zudem mit einem erhéhtem WHO-Grad und einem
geringeren Karnofsky-Leistungszustand korreliert. Des Weiteren weisen Patienten mit einer
hohen Expression von miR-155 eine kiirzere Progressionsfreie Uberlebenszeit und eine
kurzere Gesamtiiberlebenszeit gegeniber Patienten mit einer niedrigen Expression von miR-
155 auf (Sun et al., 2014c). Eine Transfektion von miR-155 Mimic in U87- und U251-Zellen
fuhrt zu einer verstarkten Zellproliferation, wéhrend eine Inhibierung dieser miRNA eine
geringere Proliferationsrate zur Folge hat. Auswirkungen von miR-155 auf die Apoptose von

U87-Zellen konnten nicht festgestellt werden (Zhou et al., 2013).

Neben sieben herunterregulierten miRNAs (let-7b, miR-381, miR-10b, miR-125a-5p, miR-
335, miR-205 und miR-145) konnte im Tumorgewebe von Brustkrebspatientinnen verglichen
mit Normalgewebe nur eine hochregulierte miRNA (miR-155) gefunden werden. Auch im
Serum von Brustkrebspatientinnen zeigt sich eine erhéhte Expression von miR-155
verglichen mit gesunden Probanden. Zudem korreliert eine hohe miR-155 Transkriptmenge
mit dem klinischen Tumorstadium, dem molekularen Typ (Luminal A, Luminal B, Her2-positiv
oder dreifach negativ), dem Ki67-Status und dem p53-Status (Liu et al., 2013). In Zelllinien
zeigt sich eine signifikant erhohte Expression von miR-155 in ERalpha-positiven MCF-7-
Zellen verglichen mit ERalpha-negativen MDA-MB-132-Zellen. Zudem flhrt eine
Transfektion von Mimic miR-155 in MCF-7-Zellen zu einer gesteigerten Proliferationsrate und
einer erniedrigten Apoptoserate, wéhrend eine Inhibierung dieser miRNA gegensétzliche
Effekte aufweist (Zhang et al., 2013b).

In Tumorzellen von nicht-kleinzelligen Lungenkarzinompatienten zeigt sich generell eine
hohere Expression von miR-155 als in normalen Epithelzellen. Wahrend in Adenokarzinom-
patienten eine Tendenz zwischen einer erhdhten Expression von miR-155 und einer

negativen Prognose besteht, ist in lymphknotenbefallenen SCC-Patienten eine hohe
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Expression von miR-155 mit einer vorteilhaften Prognose verbunden. Das 5-Jahres-
Uberleben betragt fir diese Patienten 68 % gegenlber 32 % bei Patienten mit einer
niedrigen Expression (Donnem et al., 2011). Zudem konnte im Serum von Patienten mit
einem nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom eine erniedrigte Expression von miR-155
nachgewiesen werden. In den dazugehdrigen Plasmaproben konnten keine Verdnderungen
festgestellt werden (Heegaard et al., 2012). Zusatzlich zeigen in vitro Untersuchungen, dass
Veranderungen der Transkriptmenge keine Auswirkung auf das Migrations- und
Invasionspotenzial der Tumorzellen haben. Die Transkriptmenge dieser miRNA beeinflusst
jedoch das Ansprechen auf eine Radiotherapie. Wéhrend eine Transfektion mit
synthetischen pre-miR-155 Molekilen einen radioresistenten Effekt auf A549- und H460-
Zellen ausubt, bewirkt eine Inhibierung dieser miRNA eine Radiosensitivitat der Zellen
(Babar et al., 2011).

Untersuchungen in dsophagealen SCCs zeigen, dass 60 % dieser Tumoren eine erhéhte
Expression von miR-155 in Tumorzellen verglichen mit Normalzellen aufweisen, wahrend
26,7 % bzw. 13,3 % der Tumoren eine unveranderte bzw. erniedrigte Expression von miR-
155 zeigen. Eine Transfektion von Mimic miR-155 in EC-1-Zellen flhrt zu einer verstarkten
Proliferation. Zudem bewirkt eine Injektion von miR-155-transfizierten EC-1-Zellen in
Nacktméuse eine Tumorbildung mit einer Durchschnittsgréf3e von 611,3 mm®+100,2 mm?®
und einem Durchschnittsgewicht von 456,0 mg+77,5 mg verglichen mit der Kontrollgruppe,
deren Tumoren eine mittlere GréRe von 277,0 mm>+7,0 mm?® und ein mittleres Gewicht von

184,0 mg+47,8 mg aufweisen (Zhang et al., 2014c).

In oralen SCCs wird die Expression von miR-155 kontrovers diskutiert. Wé&hrend einige
Studien (Ni et al., 2014; Shi et al., 2014) eine erhthte Genexpression im Tumorgewebe
beschreiben, finden Scapoli et al. (2010) eine Korrelation zwischen erniedrigter
Genexpression und Lymphknotenmetastasierung. Ni et al. (2014) beschreiben sowohl im
Tumorgewebe als auch in zwei oralen SCC-Zelllinien (HSC-3 und SCC-4) eine erhdhte
Expression von miR-155, die zudem im Tumorgewebe dieser Patienten mit dem
histologischen Grad korreliert. Eine Transfektion mit entsprechenden Mimics bzw. Inhibitoren
fuhrt zu einer gesteigerten bzw. reduzierten Proliferationsrate der Tumorzellen (Ni et al.,
2014). shi et al. (2014) konnten zeigen, dass von 30 untersuchten oralen SCCs 23 eine
erhohte Expression von miR-155 besitzen. Neben einer Analyse mittels quantitativer Real-
Time PCR fihrte diese Arbeitsgruppe zudem die noch recht selten in mMiRNA-
Untersuchungen genutzte Methode der Fluoresenz in situ Hybridisierung durch. Auch mit
dieser Methode konnte in 10 von 11 oralen SCCs eine Uberexpression nachgewiesen
werden. Dabei wurde die microRNA 155 vor allem in Tumorzellnestern, in

Entziindungsarealen und im vaskuldren Endothel der oralen SCCs detektiert. Zusatzliche
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Kaplan-Meier-Analysen zeigen, dass hohe Expressionslevel mit einer schlechten Prognose
assoziiert sind (Shi et al., 2014). Eine Injektion von Anti-miR-155-transfizierten KB-Zellen
(orale SCC-Zelllinie) in Nacktmause fuhrte zu einer signifikanten Reduzierung des
Tumorvolumens und -gewichts verglichen mit einer Mock-transfizierten KB-Zellinjektion
(Rather et al., 2013).

Wie bereits im vorangegangenen Text beschrieben, wird in der Literatur die Expression von
miR-155 in verschiedenen Tumorentitdten unterschiedlich diskutiert. In einem Grof3teil der
Studien wird die Expression von miR-155 allerdings als erhdht und das Genprodukt somit als
onkogene miRNA beschrieben. Im Gegensatz dazu wird miR-155 aber auch in einem
kleineren Studienkollektiv mit einer erniedrigten Genexpression als Tumorsuppressor-miRNA
bezeichnet. In der vorliegenden Arbeit konnte sowohl im Tumorgewebe als auch im Blut von
HNSCC-Patienten eine veranderte miR-155 Expression gefunden werden. Wahrend im
Vergleich mit Normalgewebe im untersuchten Tumorgewebe eine erniedrigte Genexpression
nachgewiesen werden konnte, gab es keine signifikanten Korrelationen mit den klinischen
Daten der Patienten, wobei jedoch eine Auswertung der Expressionsdaten im Hinblick auf
den klinischen Parameter ,Fernmetastasierung” aufgrund fehlender Tumorgewebeproben
von fernmetastasierenden HNSCC-Patienten nicht erfolgen konnte. Interessanterweise
zeigten jedoch die aktuellen Untersuchungen im Vollblut von HNSCC-Patienten eine
verminderte Expression von miR-155 assoziiert mit Fernmetastasierung, sodass diese
miRNA in Kopf-Hals-Tumorpatienten als prognostischer Marker zur Friherkennung von
Fernmetastasen geeignt ware und bereits im Rahmen der Voruntersuchung im Vollblut

dieser Patienten untersucht werden kdnnte.

Um den Einfluss der microRNA 155 auf zellulare Prozesse naher zu studieren, wurde
dariiber hinaus in dieser Arbeit das Proliferations- und Migrationspotenzial von HNSCC-
Zellen in Gegenwart von deren Mimics oder Inhibitoren untersucht. Wahrend eine
Transfektion mit Mimic miR-155 sowohl in FaDu- als auch in UM-SCC-1-Zellen die
Proliferationsrate extrem reduzierte, fuhrte eine Inhibierung dieser miRNA zu einer
signifikanten Erhdhung der Zellproliferation. Zudem wurde das Migrationspotenzial von UM-
SCC-1-Zellen durch Mimic miR-155 dramatisch erniedrigt, wahrend eine Inhibierung dieser
mMiRNA zu einer enormen Steigerung der Migration fiihrte. Die nicht detektierbare Migration
von FaDu-Zellen wurde vermutlich, wie schon in Kapitel 5.4.4 diskutiert, durch die
Kombinationsbehandlung von Transfektionsreagenz, miRNA-Mimic oder -Inhibitor und dem
Proliferationsinhibitor Aphidicolin verursacht, da alle Reagenzien schon einzeln die
Zellvitalitat beeintrachtigten und eine Kombination aller Reagenzien eine nicht ausreichende

Migration von FaDu-Zellen zur Folge hatte.
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Diese anhand der funktionellen Untersuchungen gewonnenen Daten bestitigen das
Potenzial von miR-155 als metastasierungsassoziierte miRNA basierend auf der erniedrigten
Genexpression. Die teilweise bestehenden Unterschiede in einem Grof3teil der Literatur
hinsichtlich der kontrar beschriebenen Expression konnen durch verschiedene Faktoren wie
Untersuchung anderer Tumorentitaten, Verwendung unterschiedlicher Ausgangsmaterialien,
Kontrollen, Probenkollektiven und -grof3en sowie verschiedener Tumorlokalisationen, vor
allem im Hinblick auf Kopf-Hals-Tumoren, entstehen. Trotz allem lasst die Datenlage
unabhangig von der Tumorentitat eine Korrelation zwischen einer erniedrigten miR-155
Expression und Metastasierung erkennen. In dieser Arbeit konnte die microRNA 155 als
maoglicher metastasierungsassoziierter Marker identifiziert und charakterisiert werden. Um
die Effektivitat dieses Markers und eine mogliche Anwendung als prognostischen Marker im
klinischen Alltag zu bestatigen, sollten die Untersuchungen auf ein groReres Patienten-

kollektiv ausgedehnt werden.

5.5 Ausblick und Vorschlage fur weitere Untersuchungen

Bei Betrachtung der in den vorangegangenen Kapiteln diskutierten Studien und deren
Untersuchungsmethoden fallt auf, dass verschiedene Techniken zur Bestimmung des
Proliferations- und Migrationsverhaltens von humanen Tumorzellen verwendet werden. Zur
Analyse der Zellproliferation kommen uberwiegend Methoden basierend auf einer
Vitalitatsbestimmung unter Verwendung der Farbstoffe Trypanblau und 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolimbromid (MTT-Assay) zum Einsatz. Einige Studien
nutzen auch den sogenannten Scratch-Assay, bei dem einem dichten Zellrasen eine
definierte ,Wunde® zugeflgt wird und die Zeit bis zum Zuwachsen der verschieden
transfizierten Zellen gemessen und miteinander verglichen wird. Diese Techniken zeichnen
sich durch ihre einfache und kostenginstige Durchfuhrbarkeit aus. Zudem ist das hierfur
bendtigte technische Equipment in vielen Laboren bereits vorhanden. In der vorliegenden
eigenen Arbeit wurde auf das XxCELLigence System zurlickgegriffen, welches eine
kontinuierliche Aufzeichnung des Proliferationsverhaltens erlaubt und sich somit optimal zur
Bestimmung moglicher Proliferationsunterschiede eignet. Der gesamte Versuch lauft in
einem geschlossenen System ab, sodass mogliche Fehler, wie beispielsweise eine
fehlerhafte Zellzahlung nach Trypanblaufarbung durch das unvollstandige Ablsen der Zellen
beim Abtrypsinieren, nicht auftreten kénnen. Daher sollte auch in zukinftigen Versuchen

weiterhin das xCELLigence System verwendet werden.

Zur Bestimmung des Migrationsverhaltens von humanen Tumorzellen wird sowohl in dieser
Arbeit als auch in der Mehrheit der publizierten Studien das Transwell-System genutzt.

Wahrend jedoch in der vorliegenden Arbeit in den Migrationsanalysen Aphidicolin zur
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Unterdriickung der Zellproliferation eingesetzt wurde, sind in vergleichbaren publizierten
Studien nach bestem Kenntnisstand keine Proliferationshemmer verwendet bzw. nicht
explizit erwahnt worden. Meines Erachtens sind die in der Literatur dargestellten Daten
hinsichtlich des Migrationsverhaltens daher kritisch zu betrachten, da die beschriebenen
Effekte durch bestehende Proliferationsunterschiede verursacht bzw. beeinflusst sein
konnten. Zukunftige Versuche sollten bei schon bestehenden Effekten daher immer

Inhibitoren einsetzen.

Im Rahmen weiterfihrender Untersuchungen sollten die in dieser Arbeit im Vollblut
identifizierten und funktionell charakterisierten, metastasierungsassoziierten miRNAs (miR-
146a und miR-155) an einem grofReren Patientenkollektiv, eventuell im Rahmen einer
Multicenterstudie, validiert werden, um daran ihre Relevanz und Anwendbarkeit in der
klinischen Diagnostik zu Uberprufen. Eine dartber hinausgehende massenspektrometrische
Betrachtung des gesamten zellularen Proteoms von zuvor mit miRNA-Mimics und miRNA-
Inhibitoren vorbehandelten Zellen auf relevant deregulierte Proteine wiirde es zudem
ermdglichen, weitere Marker fur eine verbesserte Prognoseeinschatzung fiir den Patienten
aufzudecken, sodass nicht nur Aussagen bezlglich der Fernmetastasierung getroffen,
sondern weitere Prognosefaktoren identifiziert werden koénnten. Zudem kdénnten
Interaktionen zwischen Proteinen aufgedeckt werden, die zu neuen Erkenntnissen in der
Tumorbiologie fihren und somit auch zu einer individualisierteren Therapieplanung

herangezogen werden kdnnten.

Wahrend die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Analysen im Vollblut das miRNA-
Muster aller Blutzellen und daher in erster Linie mégliche Immunantworten reprasentieren,
reflektieren zirkulierende miRNAs, die aktiv von Tumorzellen in Exosomen verpackt ins Blut
entlassen werden, vor allem das miRNome des Tumorgewebes. Diese bieten somit eine
weitere Moglichkeit zum Erhalt von prognostischen und prédiktiven Informationen, wodurch
dieses Vorgehen anderweitige Reaktionen von miRNAs im Blut, die unabhangig von der
Tumorerkrankung vorliegen, nicht bericksichtigen wirde. Daher wére ein weiterer
vielversprechender Ansatz fir nachfolgende Untersuchungen eine Analyse von in Exosomen
verpackten und von Tumorzellen freigesetzten miRNAs. Deren Identifizierung, funktionelle
Charakterisierung und anschlieBende Proteomanalysen wirden neue Informationen
hinsichtlich spezifischer diagnostischer und prognostischer Marker fir HNSCC-Patienten
aufdecken und koénnten letztendlich zu einer verbesserten Prognoseeinschatzung und

Therapieplanung fur den Patienten beitragen.
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Dr. Richard Zimmermann und Herrn PD Dr. Markus Greiner (Institut fir Medizinische
Biochemie und Molekularbiologie, Universitat des Saarlandes) fur die Mdglichkeit, diese

funktionellen Analysen in Ihren Laboren durchzufihren.

In Kooperation mit dem Institut fir Humangenetik (Universitéat des Saarlandes) wurde die
Microarray-Analyse durchgefuhrt, daher ein Dankeschon an Herrn Prof. Dr. Eckart Meese,
Frau Dr. Petra Leidinger und Frau Dr. Christina Backes fur die Unterstitzung in der

Durchfiihrung und Auswertung der Microarrays.

Ebenfalls danke ich Herrn Prof. Dr. Rainer M. Bohle und Frau Dr. Andrea Hasenfus (Institut
fur Allgemeine und Spezielle Pathologie, Universitatsklinikum des Saarlandes) fir die
Bereitstellung von FFPE-Tumorgewebeschnitten und die Markierung der entsprechenden

Tumorareale.

Zudem danke ich allen Kollegen des HNO- und Urologieforschungslabors (Universitats-
klinikum des Saarlandes) fur die freundschaftliche Arbeitsatmosphéare, wertvolle Anregungen

und stete Hilfsbereitschaft. Hervorzuheben sind vor allem Frau Dr. Joana Heinzelmann
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(Klinik far Urologie und Kinderurologie, Universitatsklinikum des Saarlandes), der ich flr die
Einarbeitung zur Durchfihrung und Auswertung von Expressionsanalysen danke, sowie Frau
Ulrike Bechtel und Frau Monika Hoffmann (Klinik fir Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde,
Universitatsklinikum des Saarlandes) fur die tatkraftige Unterstitzung wahrend des
Laboralltags und Herrn Prof. Dr. Klaus Bumm (jetzt Klinik fur Hals-, Nasen- und
Ohrenheilkunde, Kopf- und Halschirurgie, plastische Operationen, CaritasKlinikum
Saarbricken) fur die Bereitstellung der Zelllinie UM-SCC-1.

Des Weiteren bedanke ich mich bei den Freunden des Universitatsklinikums des Saarlandes
e.V. fur die finanzielle Unterstutzung des Projektes durch die Verleihung des Forschungs-
preises 2013.

Ein ganz besonderer Dank gebuhrt meiner Familie. Ihnen sei diese Arbeit gewidmet.



