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Zusammenfassung

Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals-Region (HNSCCs) sind eine der haufigsten
Krebserkrankungen weltweit. Eine spate Diagnose, in meist fortgeschrittenem Stadium
des Tumors, mit ausgepriagtem Befall der Lymphknoten und reduziertem
Allgemeinzustand der Patienten stellt weiterhin eine deutliche Hiirde fiir das klinische
Management von HNSCCs dar. Dariiber hinaus scheint die hohe molekulare Heterogenitat
einen individualisierten Therapieansatz zur erfolgreichen Behandlung zu erfordern.
Trotz gewisser Fortschritte konnten bisher keine signifikanten Verbesserungen der
Uberlebensrate von HNSCC-Patienten erreicht werden; validierte Biomarker zur
effizienten Therapiestratifizierung fehlen bis heute grofdtenteils. Eine moglichst friihe
und potenziell nicht-invasive Form der Diagnosestellung und das bessere Verstiandnis der
molekularen Tumorzellbiologie scheinen daher von libergeordneter Bedeutung fiir eine
Verbesserung der Therapiekonzepte zu sein. Im Rahmen dieser Arbeit sollte ein
multifaktorieller Ansatz verfolgt werden, um einen moéglichen Nutzen nicht-invasiver
Methoden fiir die Diagnostik und personalisierte Therapieplanung zu tiberpriifen. Hierbei
konnte mithilfe der fliissigkeitsbasierten Abstrichzytologie ein System entwickelt
werden, welches ein hohes Potenzial fiir eine nicht-invasive Form der Diagnostik von
HNSCCs bietet und dariiber hinaus eine zuverlassige Bestimmung des HPV-Tumorstatus
ermoglicht. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass abstrichzytologische Proben fiir
molekulare Methoden zuganglich sind, welche bisher nur an invasiv gewonnen
Gewebeproben etabliert waren. In diesem Zusammenhang war es moglich, SEC62 als
potenziell tumorinduzierendes und migrationsstimulierendes Protoonkogen in der
Entstehung von HNSCCs sowie von Zervixkarzinomen zu identifizieren. Zusatzlich konnte
anhand minimal-invasiv entnommener Blutproben gezeigt werden, dass bei HNSCC-
Patienten mit hoher Pravalenz ein ausgepragter Vitamin D Mangel vorliegt. Dieser scheint
dabei mit einer hoheren Rate lymphogener Metastasierung, einem deutlich verdnderten
Profil der Immunzellinfiltration und einem signifikant verkiirzten Gesamtiiberleben
verbunden zu sein. Durch Substitution von Vitamin D war es nachfolgend moglich, die
antitumorale Immunaktivitdt der untersuchten Patienten deutlich zu steigern. Obwohl
weitere Studien notwendig sind, um das genaue Potenzial der beschriebenen Methoden
kritisch zu tberpriifen, scheinen sie einen zentralen Ausgangspunkt fiir die

personalisierte medizinische Behandlung von HNSCC-Patienten darstellen zu kénnen.



Summary

Application of non-invasive methods for diagnostics and

personalized treatment planning in head and neck cancer

Head and neck squamous cell carcinomas (HNSCCs) are one of the most common cancers
worldwide. Delayed diagnosis, usually in an advanced stage of the tumor, with
pronounced lymphatic metastasis and decreased general condition of the patients,
remains a major challenge for the clinical management of HNSCCs. Furthermore, the high
molecular heterogeneity seems to require an individualized therapeutic approach for
successful treatment. Despite some progress, no significant improvements in survival
rates of HNSCC patients have been achieved so far; validated biomarkers for efficient
therapy stratification are still largely missing. Therefore, an early and potentially non-
invasive form of diagnosis and a better understanding of the molecular tumor cell biology
seem to be of overriding importance for an improvement of therapeutic concepts. In the
context of this work, a multifactorial approach was pursued in order to verify a possible
benefit of non-invasive methods for diagnostics and personalized treatment planning.
Using liquid-based cytology, a system has been developed that offers a high potential for
a non-invasive form of HNSCC diagnosis and also enables a reliable determination of the
HPV tumor status. Furthermore, it could be shown that liquid-based cytology samples are
accessible for molecular methods, which have so far only been established on invasively
obtained tissue specimens. In this context, SEC62 could be identified as a potential tumor-
driving and migration-stimulating protooncogene in the development of HNSCC and
cervical cancer. In addition, it was demonstrated using minimally invasive blood sampling
that a pronounced vitamin D deficiency is highly prevalent in HNSCC patients. Low
vitamin D serum levels seem to be associated with a higher rate of lymphatic metastasis,
a markedly altered profile of immune cell infiltration and a significantly shortened overall
survival. By substitution of vitamin D, it was subsequently possible to notably increase
the antitumor immune response of the investigated patients. Although further studies are
necessary to critically verify the exact potential of the described methods, they seem to

be a central starting point for the personalized medical treatment of HNSCC patients.
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Einleitung

1. Einleitung

Weltweit stellen bosartige Gewebeneubildungen bereits zum jetzigen Zeitpunkt eine der
haufigsten Todesursachen des Menschen dar. Hierbei ist iiber den Verlauf der letzten
Jahrzehnte weiterhin eine deutliche Zunahme der Inzidenz wie auch der Mortalitit dieses
Krankheitsbildes zu beobachten. Die Ursachen hierfiir scheinen komplex, jedoch an das
allgemeine Bevolkerungswachstum, eine Alterung der Gesellschaft und diverse
soziookonomische Faktoren gekniipft zu sein (Bray et al., 2018). Ausgehend von diesen
Entwicklungen nimmt die Weltgesundheitsorganisation an, dass sich Krebserkrankungen
als die grofdte Hiirde fiir eine Verbesserung der nationalen Lebenserwartungen im
21.]Jahrhundert herausstellen werden. Auch in Deutschland sind maligne Neoplasien,
neben Krankheiten des Herz-Kreislaufsystems, mit iiber 24% die zweithdufigste
Todesursache (Statistisches Bundesamt, Daten betr. 2018). Hierbei liegen aktuell eine
10-Jahres-Pravalenz von circa 3 Millionen, eine jdhrliche Neuerkrankungsrate von
nahezu 500 000 betroffenen Patienten und eine absolute Uberlebensrate von unter 50%
vor (Robert Koch-Institut & Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in
Deutschland e.V. 2019). Die meisten Krebserkrankungen gehen vom Deck- und
Driisengewebe aus, welches die inneren und dufderen Korperoberflaichen auskleidet.
Weltweit, wie auch in Deutschland, betrifft etwa die Halfte aller Falle das Epithel der

Lunge, der Brustdriise, der Prostata oder des Dickdarms (Bray et al., 2018).

1.1 Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals-Region

Krebserkrankungen der Kopf-Hals-Region stellen eine heterogene Gruppe verschiedener
bosartiger Neubildungen dar. Sie umfassen hierbei Karzinome, welche vom Gewebe der
oberen Atem- und Speisewege ausgehen, das heifst von der Mund- bzw. Nasenhaupthohle
und den Nasennebenhohlen, der Zunge, den Regionen des Rachens (Pharynx) und vom
Kehlkopf (Larynx; Abb.1). Typischerweise handelt es sich bei iiber 90% der Falle
histologisch um Plattenepithelkarzinome, welche basierend auf dieser Klassifizierung
auch als sogenannte HNSCCs (,head and neck squamous cell carnioma“) bezeichnet

werden. Bei Manifestation des Tumors an von aufden einsehbaren Lokalisationen sind
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Einleitung

diese bereits oft mit dem Auge schon gut zu erkennen. Meist handelt es sich um knotig
erhabene, geschwiilstige Neoplasien, allerdings sind auch Formen mit oberflachlich nur
geringen Verdnderungen des Epithels und invasivem Wachstum in tieferen
Gewebeschichten zu beobachten. Gleichwohl zeichnen sich beide Formen durch eine
deutlich gesteigerte Gefafszufuhr des Tumors aus. Eine Absiedlung der Krebszellen iiber
die Blutbahn (hdmatogene Metastasierung) ist selten und eher in fortgeschrittenen
Stadien des Karzinoms zu beobachten. Dennoch kommt es in den meisten Fallen bereits
zu einer frithen Invasion der Lymphgefafie, vor allem des Halsbereichs, und zu einer
nachfolgenden Bildung von Lymphknotenmetastasen (World Health Organization &
International Agency for Research on Cancer, 2005; Stenzinger et al., 2014; World Health
Organization & International Agency for Research on Cancer, 2017).

Die Mehrheit der weiteren Neoplasien wird mit etwa 5% hauptsachlich durch
Adenokarzinome, vor allem der Speicheldriisen, bestimmt (World Health Organization &
International Agency for Research on Cancer, 2017). Aufgrund ihrer eher geringen
Inzidenz, teilweise abweichender Atiologie und meist differenter Pathogenese sollten sie
und alle weiteren bosartigen Neubildungen der Kopf-Hals-Region im Rahmen dieser

Arbeit nicht ndher untersucht werden.

Nasenhohle
Nasopharynx

Mundhohle

Oropharynx

Hypopharynx

\

Abb. 1: Schematische Darstellung der anatomischen Bezirke der Kopf-Hals-Region
(Abbildung modifiziert nach Cramer et al,, 2019).



Einleitung

1.1.1 Epidemiologie, Prognose und klinisches Management von HNSCCs

Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals-Region gehoren zu einer der haufigsten
Krebserkrankungen weltweit und waren im Jahr 2018 fiir etwa eine Millionen
Neuerkrankungen und den Tod von circa einer halben Million Patienten verantwortlich
(Bray et al,, 2018). Mit iiber der Halfte der Falle sind die Mundhé6hle und der obere Anteil
des Rachens (Oropharynx) als Tumorlokalisationen am meisten betroffen, etwa ein
Viertel aller Falle geht von der Region des Kehlkopfs aus (Cramer et al, 2019).
In Deutschland erkrankten im Jahr 2016 circa 18 000 Patienten an einem HNSCC, wobei
Manner hiervon etwa dreimal so haufig betroffen waren wie Frauen. Das mittlere
Erkrankungsalter lag im Median bei 64 Jahren und damit deutlich unter dem Durchschnitt
aller bosartigen Neubildungen insgesamt (70 Jahre). Die haufigsten Tumorlokalisationen
waren im Einklang mit den weltweiten Beobachtungen die Mundhoéhle und der
Oropharynx; die Inzidenz von Larynxkarzinomen war verhaltnismafig hoher, wobei
hiervon vor allem Manner betroffen waren. Mehr als die Hélfte aller Tumoren wurde erst
in einem sehr fortgeschrittenen Stadium (UICC IV) diagnostiziert. Hierbei war auffallig,
dass eine Erstdiagnose bei Frauen durchweg in einem fritheren Tumorstadium erfolgte
als bei Minnern. Diese Tatsache scheint sich auch in der relativen Uberlebensrate
widerzuspiegeln, welche bezogen auf 10 Jahre fiir Frauen mit 53% deutlich giinstiger
ausfallt, als fir Manner mit 39% (Robert Koch-Institut & Gesellschaft der
epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e. V., 2019). Ursachlich hierfiir konnte
von Bedeutung sein, dass Mannern weiterhin einen hoheren Anteil prognostisch
ungiinstiger Tabak- und Alkoholkonsum-assoziierter Karzinome aufweisen (siehe
Kapitel 1.1.2). Jedoch ist die relative Uberlebensrate bei Diagnose eines HNSCCs fiir beide
Geschlechter weiterhin verhéltnismafiig niedrig und liegt merklich unter dem
Durchschnitt der Gesamtheit aller Krebserkrankungen, welche nach aktuellen
Schatzungen fiir Frauen in Deutschland bei 61% und fiir Manner bei 54% liegt (Robert
Koch-Institut & Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e. V.,
2019). Insgesamt entspricht die Inzidenz in Deutschland aktuell etwa dem europdaischen
Mittel, mit einer leicht {iberdurchschnittlichen Uberlebensrate. Allerdings muss darauf
hingewiesen werden, dass innerhalb der EU besonders in Bezug auf die Sterblichkeit teils
erhebliche regionale Unterschiede bestehen (Gatta et al,, 2015).

Betrachtet man die Entwicklung der Erkrankungsrate von HNSCCs in Deutschland, so fallt

auf, dass nach einem deutlichen Anstieg bis Anfang der 1990er Jahre die Inzidenz bis in
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Einleitung

die 2000er Jahre konstant bis riickldaufig war (Abb. 2A). Dies lasst sich grofdtenteils durch
eine in dem Zeitraum stattgefundene Veranderung des Konsumprofils der
hauptsachlichen Risikofaktoren Alkohol und Tabak erkldren, aber auch durch eine
geringere, vorher meist berufsbedingte Belastung durch Gefahrstoffexposition mit zum
Beispiel Asbest, Nickel, polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen oder
Holzstaub (Sturgis & Cinciripini, 2007; Robert Koch-Institut, 2010; Wyss et al., 2013).
Zwischen den Jahren 2000 und 2010 ist ein erneuter Anstieg der Inzidenz zu beobachten,
welcher beide Geschlechter in gleichem Ausmaf betraf. Wahrend sich in dieser Zeit der
oben beschriebene Trend einer riicklaufigen Inzidenz der typischerweise Noxen-
induzierten Larynxkarzinome weiterhin fortsetzte, war eine signifikante Zunahme an
Malignomen des Oropharynx festzustellen. Kausal scheint diese Entwicklung eng mit
einer stetig zunehmenden Rate chronischer Infektionen mit Humanen Papillomviren
(HPV) der Hochrisikotypen verbunden zu sein (Chaturvedi et al, 2013; Pytynia et al.,
2014; Wienecke & Kraywinkel, 2019). Seit dem Jahr 2011 verlaufen die Erkrankungsraten
fiir HNSCCs in Deutschland nahezu konstant, wobei flir Manner sogar eine leicht
riicklaufige Inzidenz festzustellen ist. Die Mortalitdtsraten orientieren sich liber den
gesamten beobachteten Zeitraum fiir beide Geschlechter im Wesentlichen an der
Gesamtinzidenz (Abb. 2A). Eine etwa zehnprozentige Zunahme der relativen 5-Jahres-
Uberlebensrate seit den frithen 2000er Jahren scheint sich auf den zunehmenden Anteil
HPV-assoziierter HNSCCs zuruckfithren zu lassen, welche sich im Verlauf der Krankheit

oft als prognostisch giinstiger darstellen (Benson et al., 2014).

HNSCC - Deutschland HNSCC - Saarland
25 000 = Inzidenz 500 = Inzidenz
«= Mortalitat «= Mortalitat
= =
8 42500 8 2504
© ™
L w
-— -— - e
v
o L] L L] L] 0 L] L] L] L]
1980 1990 2000 2010 2020 1980 1990 2000 2010 2020
Jahr Jahr

Abb. 2: Entwicklung der Fallzahlen von HNSCCs in Deutschland zwischen den Jahren 1980
und 2016. Dargestellt sind die jahrliche Inzidenz (grau) und Mortalitdt (schwarz) von Platten-
epithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region (HNSCCs) in der Bundesrepublik Deutschland (A) bzw.
im Saarland (B). Die Fallzahlen beziehen sich auf die Jahre 1980 bis 2016 und basieren auf den
aktuellen Daten des Zentrums fiir Krebsregisterdaten im Robert Koch-Institut (A) und denen des
Saarlandischen Krebsregisters (B).
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Im Saarland folgten die Inzidenz sowie die Mortalitit von HNSCCs mit hoher
Ubereinstimmung den Trends, die fiir die gesamte Bundesrepublik Deutschland zwischen
den Jahren 1980 und 2016 beobachtet werden konnten (Abb. 2B). Jedoch lagen die
Erkrankungs- und Sterblichkeitsrate, vor allem bei Mannern, teils deutlich liber dem
Bundesdurchschnitt, womit das Saarland verhaltnisméaf3ig eines der am haufigsten von
HNSCCs betroffenen Bundeslander ist. Das beschriebene Phianomen der im Verlauf der
letzten 20 Jahre zu beobachtenden, signifikanten Zunahme oft HPV-assoziierter
Oropharynxkarzinome war auch im Saarland deutlich nachzuvollziehen
(Epidemiologisches Krebsregister Saarland, 2009; Robert Koch-Institut & Gesellschaft
der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e. V., 2019).

Oft verlaufen die Entwicklung und das Wachstum von HNSCCs iiber lange Zeitraume
hinweg schmerzlos oder dhneln hierbei den typischen Symptomen einer zumeist
gewoOhnlichen Entziindung. Folglich kommt es haufig erst zu einer zeitlich verzogerten
Vorstellung der betroffenen Patienten beim Arzt und somit auch zu einer verspateten
medizinischen Abklarung des Befundes (Pitiphat et al, 2002; Jones et al., 2006). Bei
Verdacht auf das Vorliegen eines Karzinoms der Kopf-Hals-Region umfasst die klinische
Primardiagnostik die optische Inspektion der betroffenen Regionen, gegebenenfalls auch
durch Spiegeluntersuchung oder Endoskopie. Auffillige Schleimhautldsionen miissen
hierbei zur histologischen Klarung des Befundes im Rahmen einer sogenannten
Panendoskopie unter Narkose biopsiert werden, welche eine Naso-, Oro-, Hypopharyngo-
skopie, Mikrolaryngoskopie, Tracheobronchoskopie und Osophagogastroskopie umfasst.
Um die lokale Ausdehnung des Karzinoms zu ermitteln, sollten aufderdem bildgebende
Verfahren wie die Sonographie, Computer- oder Magnetresonanztomographie genutzt
werden. Diese Untersuchungen dienen zusatzlich, ebenso wie die Panendoskopie, der
Identifikation moglicherweise parallel vorliegender (Zweit-)Karzinome oder
Fernmetastasen und der Abklarung des Befalls der umliegenden Lymphknoten
(Leitlinienprogramm Onkologie, 2019b, c). Bei diagnostisch gesichertem Vorliegen eines
Karzinoms der Kopf-Hals-Region erfolgt in der Regel die chirurgische Resektion des
Tumors. Da oft bereits ein lokal fortgeschrittenes Tumorgeschehen mit zumeist
lymphogener Metastasierung festgestellt werden kann, ist eine Ergdnzung der
Behandlung durch eine adjuvante Strahlen- oder kombinierte Radiochemotherapie
haufig indiziert (Leitlinienprogramm Onkologie, 2019b, c). Zusatzlich stellt der gegen den
EGF-Rezeptor (EGFR; ,epidermal growth factor receptor”) gerichtete Antikorper

Cetuximab eine erste zielorientierte molekulare Therapieoption bei fortgeschrittenen
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oder therapieresistenten Karzinomen dar und zeigte durchweg positive Auswirkungen
auf das Uberleben der Patienten (Bonner et al., 2006; Vermorken et al., 2008; Echarri
et al, 2016). Aufgrund der in den letzten Jahren rasant erfolgenden Entwicklungen auf
dem Gebiet der Immunonkologie, zum Beispiel durch Antikérper-vermittelte Inhibition
verschiedener Immuncheckpoints (PD-1/PD-L1 Achse, etc.), ist mit einer zeitnahen
Aufnahme derartiger Therapiekonzepte auch in den deutschen Behandlungsstandards zu
rechnen. Die PD-1 Inhibitoren Nivolumab und Pembrolizumab sind hierbei bereits fiir
eine Monotherapie von rezidivierten oder metastasierten HNSCCs, mit Progress der
Erkrankung wahrend oder nach Platin basierter Systemtherapie, zugelassen. Diese
Indikation gilt fiir Nivolumab unabhangig von der PD-L1 Expression des Tumors und ist
bei Pembrolizumab an eine Expression in liber 50% der Tumorzellen gekniipft (Ferris
et al, 2016; Cohen et al, 2019). Zusatzlich ist Pembrolizumab bei Patienten mit
rezidiviertem oder metastasiertem HNSCC und einer verhdltnismaf3ig erhohten Anzahl
PD-L1 positiver Zellen (Tumorzellen, Lymphozyten und Makrophagen) auch als
Monotherapie oder in Kombination mit einer Chemotherapie in der Erstlinienbehandlung
zugelassen (Burtness et al.,, 2019). Fiir beide Pharmaka konnten zumeist Vorteile in Bezug
auf die Uberlebensrate und die Lebensqualitit der betroffenen Patienten nachgewiesen
werden. Allerdings wird die genaue Einordnung der bisherigen Studienergebnisse in die
klinische Praxis, und damit ihre Auswirkungen auf die etablierten Therapieoptionen,
aktuell noch kontrovers diskutiert (Doescher et al., 2019; Gavrielatou et al., 2020).

Wie vorausgehend beschrieben, konnten trotz gewisser Fortschritte in der Diagnostik
und Therapie in den letzten 20 Jahren keine signifikanten Verbesserungen der
Mortalitits- und Uberlebensraten von Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom der
Kopf-Hals-Region erreicht werden. Des Weiteren stellt eine spate Diagnose, in meist
fortgeschrittenem Stadium des Tumors, mit ausgepragtem Befall der Lymphknoten und
reduziertem Allgemeinzustand der Patienten, weiterhin eine deutliche Hiirde fiir das
klinische Management von HNSCCs dar. Folglich scheinen eine moglichst frithe und
potenziell nicht-invasive Form der Diagnosestellung und das bessere Verstindnis der
zugrunde liegenden molekularen Tumorzellbiologie von ilibergeordneter Bedeutung fiir
eine Verbesserung der Therapiekonzepte von HNSCCs zu sein.

Im Gegensatz zu den vorausgehenden Erlauterungen sind Karzinome des Nasenrachens
(Nasopharynx) eine weltweit eher selten auftretende Krankheit, mit einer lokal
ausgepragten Inzidenz im siidostasiatischen und chinesischen Raum. Ursachlich hierfiir

scheinen neben einer Infektion mit dem Epstein-Barr-Virus auch verschiedene genetische
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und 6kologische Faktoren zu sein (Yoshizaki et al.,, 2012). Da das Nasopharynxkarzinom
mit jahrlich circa 250 Fillen in Deutschland sehr selten vorkommt (Wienecke &
Kraywinkel, 2019) und auch im Rahmen dieser Arbeit kein Patient ein Malignom dieser
Lokalisation aufwies, sollte die Erkrankung in den nachfolgenden Kapiteln nicht ndher

behandelt werden.

1.1.2 Risikofaktoren und molekulare Pathogenese von HNSCCs

Die Forschungsergebnisse der letzten Jahre legen nahe, dass die Heterogenitdt von
Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region nicht allein durch ihre unterschiedlichen
Ausgangslokalisationen zu begriinden ist. Hierbei scheint hauptsachlich zwischen einer
Noxen-induzierten und einer durch die chronische Infektion mit Humanen Papillomviren
(HPV) verursachten Karzinogenese differenziert werden zu miissen, welche sich deutlich
im Patientenprofil, der molekularen Pathogenese und hinsichtlich ihres klinischen
Verlaufs unterscheiden (Leemans et al., 2018). Auf beide Formen soll nachfolgend naher
eingegangen werden.

Mit iiber 75% ist in Europa weiterhin die Mehrheit der Karzinome des Kopf-Hals-Bereichs
auf einen oft langfristig erhohten Konsum von Tabak und bzw. oder Alkohol
zurlickzufiihren. Fiir beide Noxen konnte bei Einzelkonsum jeweils ein mehr als zweifach
erhohtes Risiko an einem HNSCC zu erkranken nachgewiesen werden (Hashibe et al,
2007). Hierbei war eine klare Dosis-Wirkungs-Beziehung fiir die Menge, die Haufigkeit
sowie flir die Dauer des jeweiligen Konsums zu beobachten (Bagnardi et al, 2001; Vineis
etal, 2004). Im Kopf-Hals-Bereich scheint Tabakrauch dabei besonders das Risiko fiir die
Ausbildung von Larynxkarzinomen zu erh6hen, wohingegen ein gesteigerter Alkohol-
konsum vornehmlich die Regionen des Pharynx betrifft. Des Weiteren ist fiir den
gemeinsamen Konsum beider Substanzen ein stark multiplikativer Effekt der jeweiligen
Einzelrisiken anzunehmen. Verschiedene Studien konnten diesbeziiglich ein mehr als
fiinffach erhéhtes HNSCC-Risiko nachweisen, wobei multipler Substanzgebrauch
vorwiegend bei Mannern zu beobachten war. Generell lasst sich feststellen, dass
besonders Patienten hoheren Alters von Alkohol- und Tabak-assoziierten Karzinomen
der Kopf-Hals-Region betroffen sind (Hashibe et al., 2007; 2009). Diverse Inhaltsstoffe
des Tabakrauchs (Aldehyde, Nitrosamine, polyzyklische aromatische Kohlen-

wasserstoffe, Arsen, Cadmium etc.) wie auch Alkohol und sein Metabolit Acetaldehyd
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scheinen hierbei iiber verschiedene Zell- und DNA-schiadigende Mechanismen ihre
karzinogene Wirkung auszuiiben oder als Losemittel fiir weitere Karzinogene zu wirken
(Boffetta & Hashibe, 2006; Sobus & Warren, 2014; Leon et al., 2015). Folglich erscheint es
nachvollziehbar, dass Noxen-induzierte HNSCCs typischerweise durch eine hohe
Mutationslast und eine ausgepragte zelluldre Heterogenitdt der Tumoren charakterisiert
sind (Mroz et al.,, 2015; Keck et al.,, 2015). Molekular ist eine friithe Phase der komplexen
Karzinogenese durch die Ausbildung von Vorlauferlasionen gekennzeichnet, welche in
der Mehrheit der Fille genetische Veranderungen und Verluste des kurzen Arms
(p-Region) der Chromosomen 3, 9 und 17 zeigen. Als Zielgene dieser Regionen konnten
hierbei die Tumorsuppressoren RASSF1, CDKNZA und TP53 identifiziert werden, deren
Genprodukte zentrale Regulatoren des Zellzyklus sind (Califano et al., 1996; Chung et al.,
2004; Lawrence et al., 2015). Im Verlauf der Tumorprogression ist eine weitere Zunahme
der genomischen Instabilitit und eine Akkumulation genetischer Verianderungen zu
beobachten. Diese umfassen Amplifikationen des langen Arms (q-Region) der
Chromosomen 3 und 11 und Inaktivierungen oder genetische Verluste der Regionen 4q,
6p, 8p, 10q, 13q und 14q. Viele der betroffenen Gene zeigen hierbei eine klare Verbindung
zu bekannterweise Onkogenen-assoziierten Signaltransduktionswegen, welche sich zum
Beispiel auf die zelluldre Reaktion gegeniiber Wachstumssignalen (EGFR, PIK3CA, HRas),
die Zelldifferenzierung (Wnt-Signalweg, Notch-Signalweg, p63) und die Regulation von
oxidativem Stress (NFE2L2) auswirken (Stransky et al, 2011; Polanska et al., 2014;
Lawrence et al, 2015; Leemans et al, 2018). Alle genannten Eigenschaften scheinen
zusatzlich Evasionsmechanismen des Karzinoms gegentiber zytotoxischen Therapie-
optionen, vermutlich durch Resistenzentwicklung, zu begiinstigen und resultieren damit
in einem erhohten Risiko fiir die Entstehung von Rezidiven, welches sich letztendlich in
einer deutlich reduzierten Uberlebensrate der betroffenen Patienten ausdriickt (Leemans
etal, 2010; Marusyk et al.,, 2014; Leemans et al., 2018).

Neben den beschriebenen kanzerogenen Noxen stellen chronische Infektionen mit
Humanen Papillomviren mittlerweile einen der grofdten Risikofaktoren fiir die
Entstehung von Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region dar. Im Mittel kann
davon ausgegangen werden, dass in Deutschland bereits liber 25% aller HNSCCs eine
HPV-assoziierte Karzinogenese aufweisen, vor allem Tumore des Oropharynx scheinen
hiervon betroffen zu sein. Im Verlauf der letzten Jahre war dabei eine kontinuierliche
Zunahme ihrer Inzidenz zu beobachten, wobei dies besonders auf Manner und Patienten

jingeren Alters zutraf (Pytynia et al, 2014; Quabius et al, 2015; Jansen et al., 2018).
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Als Hauptinfektionsweg gilt vermutlich eine Ubertragung der Viren durch sexuellen
Kontakt; eine Assoziation zu einer erh6hten Anzahl wechselnder Geschlechtspartner und
zu oralem Geschlechtsverkehr konnte dabei festgestellt werden (Moody & Laimins,
2010). Von aktuell iiber 200 bekannten HPV-Genotypen werden aktuell mindestens 15
den sogenannten Hochrisikotypen zugeordnet, da fiir sie nach persistenter Infektion von
humanem Epithel eine maligne Transformation der betroffenen Zellen ursachlich
nachgewiesen werden konnte. In der Mehrzahl der Félle scheint im Kopf-Hals-Bereich
besonders der Hochrisikosubtyp HPV-16 fiir die Entstehung von Karzinomen des
Oropharynx, hierbei vor allem der Tonsillarregion, verantwortlich zu sein (Mufioz et al.,
2003; de Villiers et al., 2004; Cogliano et al., 2005; D'Souza et al., 2007).

Die Karzinogenese des HPV-assoziierten HNSCCs beginnt ausgehend von einer latenten
Infektion mit Viren der Hochrisikotypen durch Linearisierung und nachfolgende
Integration der viralen DNA in das Genom der befallenen Zelle. Die anschliefiende
Expression der viralen Onkoproteine E6 und E7 treibt dabei durch Beeinflussung
zellularer Tumorsuppressoren die weitere maligne Transformation der Zellen voran:
E6 vermittelt durch Ubiquitinierung des zelluldren Proteins p53 dessen proteosomalen
Abbau und damit seine Inaktivierung (Mantovani & Banks, 2001). Zusatzlich unterbricht
HPV E7 durch Beeinflussung des Retinoblastom-Proteins (pRb) die enge Kontrolle von
Differenzierung und Proliferation im normalen Epithel. Hierbei wird pRb vornehmlich in
seiner aktiven, unphosphorylierten Form durch E7 gebunden und inaktiviert, wodurch
ein kontinuierliches Fortschreiten des Zellzyklus induziert wird (Miinger et al, 2001).
Unter physiologischen Bedingungen formt pRB einen Komplex mit Transkriptions-
faktoren der E2F-Familie und verhindert somit einen Eintritt der Zelle in die S-Phase des
Zellzyklus. Durch Akkumulation des Proteins p16 wiirde aufderdem die Aktivitdt von
Cyclin D1 und CDK4 bzw. CDK®6 inhibiert, was durch ausbleibende Phosphorylierung von
pRB normalerweise zu einer weiteren Verlangsamung des Zellzyklus fiihrt (siehe Abb. 3).
Durch die bereits viral erfolgte Inaktivierung von p53 scheint es dariiber hinaus zu einem
bedeutend geringeren Selektionsdruck gegeniiber der Ausbildung von Mutationen dieses
Proteins zu kommen. Trotz des p53 Funktionsverlustes sind HPV-assoziierte HNSCCs
auch allgemein durch eine geringere Mutationslast als Noxen-induzierte Tumoren
gekennzeichnet (Lawrence et al., 2015). Folglich erscheint es nachvollziehbar, dass sich
die gravierenden Unterschiede in der molekularen Pathogenese beider Subtypen des
Karzinoms auch im Therapieansprechen und im klinischen Verlauf widerspiegeln.

HPV-assoziierte HNSCCs zeigen hierbei in der Regel ein besseres Ansprechverhalten auf
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eine Strahlentherapie, wie auch auf kombinierte Radiochemotherapien. Des Weiteren
war zu beobachten, dass betroffene Patienten zum Zeitpunkt der Diagnosestellung zwar
eine erhohte Neigung zur Ausbildung lymphogener Metastasen aufwiesen, im weiteren
Verlauf der Therapie jedoch ein signifikant geringeres Rezidivrisiko zeigten. Insgesamt
resultieren diese Faktoren in einer {iber 10% héheren 5-Jahres-Uberlebensrate und einer
signifikant besseren Prognose von Patienten mit HPV-positiven Tumoren (Fakhry et al.,
2008; Abrahao et al, 2018; Anantharaman et al., 2018). Aufgrund des klinisch deutlich
unterschiedlichen Phanotyps beider HNSCC Subtypen erscheint ein zuverldssiger
Nachweis des HPV-Tumorstatus von zentralem Interesse zu sein, dennoch konnte trotz
intensiver Forschungsbemiihungen in der klinischen Praxis bisher keine einheitliche
Methode etabliert werden (Venuti & Paolini, 2012; Kobayashi et al., 2018; Craig et al,
2019).

& o
ﬁ

Zellzyklus

Abb. 3: Schematische Darstellung der molekularen Mechanismen HPV-induzierter
Karzinogenese. Die Beeinflussung molekularer Signalwege durch die Expression der
Onkoproteine E6 und E7 von Humanen Papillomviren ist in vereinfachter und schematisierter
Form dargestellt. Durch funktionelle Inaktivierung der Tumorsuppressoren p53 und pRb wird
ein kontinuierliches Fortschreiten des Zellzyklus und damit eine Progression des Tumors
induziert. Rote Pfeile mit flachem Ende symbolisieren eine Inhibition bzw. Inaktivierung von
Zielstrukturen; Phosphorylgruppen bzw. die Phosphorylierung von Zielstrukturen sind durch
einen orangen Kreis mit dem Buchstaben ,P“ dargestellt. Nahere Erlduterungen befinden sich im
Text (Abbildung modifiziert nach Leemans et al., 2010 und Polanska et al,, 2014).
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Zusammenfassend scheint die hohe molekulare Heterogenitit  von
Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region einen individualisierten Therapieansatz
zur erfolgreichen Behandlung dieser Tumorentitit zu erfordern. Obwohl in den
vergangenen Jahren eine Vielzahl an molekularen Zielstrukturen entdeckt werden
konnten, sind weiterhin nur wenige zielgerichtete Therapeutika zur Behandlung von
HNSCCs zugelassen. Validierte Biomarker zur effizienten Stratifizierung moglicher

Patienten fehlen bis heute grofdtenteils.

1.2 Bedeutung des Gens SEC62 fiir die molekulare Onkologie

Das Chromosom 3 ist mit etwa zwei Millionen Basenpaaren und 1078 proteincodierenden
Genen das drittgrofite humane Chromosom. In diversen Tumorentitaten stellen Gewinne
und Verluste der genetischen Informationen des Chromosoms 3 eine typische
genomische Veranderung der Tumorzellen dar. Amplifikationen des langen Arms von
Chromosom 3 (3q) konnten hierbei fiir zahlreiche solide Tumoren verschiedener
Lokalisationen festgestellt werden und zahlen somit zu einer der haufigsten genetischen
Veranderungen humaner Karzinome, wobei die kleinste amplifizierte Region auf den
Chromosomenabschnitt 3q26 eingegrenzt werden konnte (Knuutila et al., 1998; Rooney
et al., 1999; Ciriello et al,, 2013). Zusatzlich wurde in den nachfolgenden Jahren gezeigt,
dass eine 3q26-Amplifikation mit hoher Pravalenz in Karzinomen der Kopf-Hals-Region
und des Gebarmutterhalses (Zervix) vorkommt, oft aber auch in weiteren, meist
plattenepithelialen Tumoren vorliegt (Fields et al, 2016). Typischerweise markiert eine
3q26-Amplifikation dabei den Ubergang von einer prikanzerdsen Lision zu einem
invasiv wachsenden Karzinom und scheint dariiber hinaus mit einer erhdhten
Metastasierungsneigung und einer verschlechterten Uberlebensrate der betroffenen
Patienten assoziiert zu sein (Singh et al, 2002; Sakai et al., 2010). Ausgehend von den
beschriebenen Erkenntnissen fiihrten in der Folge zahlreiche Studien zur Identifikation
mindestens 21 potenzieller Onkogene dieser Region. Diese umfassen unter anderem die
Gene SO0X2, ECT2, PIK3CA und PRKCI, fir welche eine zentrale Rolle in einem
vielschichtigen biochemischen Netzwerk vorgeschlagen wird, was durch Beeinflussung
Onkogen-assoziierter Signaltransduktionswege eine maligne Transformation der Zellen

voranzutreiben scheint. Trotz intensiver Forschungsbemiihungen konnten jedoch die
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genauen molekularen Vorgange und ihr potenzieller Einfluss auf die Tumorzellbiologie
bisher nicht komplett aufgeklart werden (Fields et al., 2016; Davidson & Shanks, 2017;
Liuetal, 2020).

Ein weiteres potenzielles Onkogen der 3q26-Region ist das Gen SEC62, welches fiir ein
gleichnamiges Transmembranprotein des Endoplasmatischen Retikulums (ER) codiert.
SEC62 ist hierbei mit dem heterotrimeren SEC61-Komplex assoziiert, der als Kanal des
ERs mit zentraler wassriger Pore mafdgeblich die Maschinerie der Proteintranslokation
bestimmt. Beide Proteine bzw. Proteinkomplexe scheinen im Rahmen des Proteinimports
in das ER direkt mit dem ribosomalen Tunnelausgang interagieren zu kénnen (Miiller et
al, 2010; Rapoportetal,2017).In diesem Zusammenhang scheint SEC62 moglicherweise
am cotranslationalen Proteintransport beteiligt, fiir den posttranslationalen Transport
hingegen essentiell zu sein (Lakkaraju et al.,, 2012; Conti et al., 2015; Schorr et al., 2020).
Des Weiteren stellt das ER einen der hauptsachlichen zellularen Speicher fiir
Calciumionen (Ca2*) dar, welche als sogenannte sekundare Botenstoffe eine zentrale Rolle
in der Signalgebung der Zelle einnehmen. Zwischen dem Lumen des Endoplasmatischen
Retikulums und dem Zytosol der Zelle besteht hierbei ein ausgepragter Ca2+-Gradient, der
einer engen Kontrolle und Regulation unterliegt (Rizzuto & Pozzan, 2006; Clapham, 2007;
Bagur & Hajndczky, 2017). Einem passiven Calciumefflux, welcher vornehmlich durch die
transiente Offnung des SEC61-Kanals zu erfolgen scheint, wird durch die Funktion der
Sarko- und Endoplasmatischen-Retikulum-Calcium-ATPase (SERCA) entgegengewirkt
(Lang et al, 2014). Zusatzlich wird ein Verschluss des SEC61-Kanals durch das
ER-lumenale Chaperon BiP und den aktivierten, zytosolischen Ca2*-Calmodulin-Komplex
(CaM) herbeigefiihrt (Erdmann et al., 2011; Schauble et al., 2012). In diesem Zusammen-
hang scheint SEC62 durch eine putative EF-Hand zytosolisch lokalisierte Calciumionen
detektieren zu konnen (Abb. 4A) und durch direkte Interaktion mit dem SEC61-Komplex
dessen Verschluss durch Calmodulin weiter zu férdern (Linxweiler et al, 2013;
Zimmermann, 2016; Lang et al., 2017). Neben den beschriebenen Funktionen von SEC62
konnte dariiber hinaus eine mit LC3 interagierende Region (LIR) im zytosolischen
Abschnitt des Proteins identifiziert werden, welche durch Interaktion mit Phagophoren
gebundenem LC3 als Rezeptor und Startpunkt der Autophagozytose wirkt (Abb. 4B).
Dieser Vorgang scheint fiir die Wiederherstellung des Gleichgewichtes nach Bedingungen
des ER-Stresses von zentraler Bedeutung zu sein und wird seit seiner Entdeckung als

ER-phagie bezeichnet (Fumagalli et al,, 2016; Bergmann et al., 2016; Grumati et al., 2018).
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A B

Autophagosom

Ribosom

Abb. 4: Schematische Darstellung der molekularen Funktionen des Proteins SEC62 in Bezug auf
die zellulire Calciumhoméostase und Autophagozytose. (A) Regulation des passiven Effluxes
von Calciumionen (Ca2*) durch den transient ge6ffneten SEC61-Kanal mittels Calmodulin (CaM),
SEC62 und BiP. Rote Pfeile mit flachem Ende symbolisieren einen inhibitorischen Effekt auf den
Calciumefflux. (B) Initiation der ER-assoziierten Autophagozytose (ER-phagie) durch Interaktion
von SEC62 mit Phagophor gebundenem LC3. N&dhere Erlduterungen befinden sich im Text
(Abbildung modifiziert nach Linxweiler et al., 2017).

In den vergangenen Jahren konnte aufierdem ein enger Zusammenhang des Proteins
SEC62 mit Tumorerkrankungen nachgewiesen werden: Genomische Amplifikationen wie
auch eine erhohte Expression von SEC62 lagen hierbei unter anderem in Malignomen der
Prostata, der Schilddriise, der Lunge und der Leber vor (Jung et al., 2006; Weng et al.,
2012; Linxweiler et al., 2012). Zusatzlich korrelierte ein hoher SEC62-Proteingehalt in
Prostata- und Lungenkarzinomen erheblich mit einer fortschreitenden Entdifferen-
zierung des Tumorgewebes (Greiner et al, 2011; Linxweiler et al, 2012). Eine
Uberexpression von SEC62 war dariiber hinaus in hepatozelluliren Karzinomen und
Plattenepithelkarzinomen der Lunge mit einer signifikant verringerten Uberlebensrate
der untersuchten Patienten verbunden, was insgesamt nahelegt, dass SEC62 mindestens
in diesen Tumorentitaten als diagnostischer, auch wie auch prognostischer Biomarker
dienen konnte (Weng et al, 2012; Linxweiler et al., 2013). Vor dem Hintergrund der

molekularen Tumorzellbiologie konnte in mehreren in vitro Modellen gezeigt werden,
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dass SEC62 essentiell fiir die Invasions- und Migrationsfahigkeit verschiedener Zelllinien
zu sein scheint, wobei eine Uberexpression von SEC62 in einem erhéhten
Migrationspotenzial und einem Verlust verschiedener Mechanismen der Wachstums-
kontrolle von nicht-onkogen transformierten Zellen resultierte (Greiner et al, 2011a;
Hagerstrand et al, 2013). Des Weiteren war zu beobachten, dass ein hoher SEC62-
Proteingehalt mit einer gesteigerten Resistenz der Tumorzellen gegeniiber ER-Stress
einherging, welcher durch Thapsigargin-induzierte Inhibition der SERCA ausgelost
wurde (Greiner et al., 2011b; Linxweiler et al., 2013). Bemerkenswerterweise stellen alle
oben genannten Vorginge bedeutende Prozesse in der Entstehung und weiteren
Progression von Tumoren dar und unterliegen dabei unter anderem einer klaren
Abhangigkeit von Calcium vermittelten Signalen innerhalb der Zelle (Hanahan &

Weinberg, 2011; Stewartetal., 2015; Monteith et al., 2017; Roberts-Thomson et al., 2019).

Grundsatzlich scheint SEC62 damit eine zentrale Rolle im Rahmen der zellularen Prozesse
der Proteintranslokation, der Aufrechterhaltung der Calciumhomoéostase und der
Stressregulation zuzukommen. Dennoch konnten seine genauen molekularen Funktionen
bisher nicht vollstandig aufgeklart werden. In vielen Karzinomen scheint dartiber hinaus
eine massive Fehlregulation der Expression von SEC62 vorzuliegen, welche in ersten
Untersuchungen mit einer gesteigerten Migrationsfahigkeit und Stresstoleranz der
Tumorzellen einherging. Folglich stellt SEC62 ein potenzielles Onkogen der 3q26-Region
dar, dessen Rolle auch im Rahmen der Entstehung und Progression von HNSCCs von
gesteigertem Interesse sein konnte. In der wissenschaftlichen Literatur lagen zu Beginn

dieser Dissertation hierzu keine ndheren Informationen vor.
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1.3 Bedeutung der Vitamin D Versorgung vor dem Hintergrund onkologischer

Erkrankungen

Unter dem Namen VitaminD wird eine Gruppe fettloslicher Verbindungen
zusammengefasst, welche sich von der chemischen Klasse der Steroide ableiten und auch
als Calciferole bezeichnet werden. Die wichtigsten Formen sind hierbei das liberwiegend
in Pilzen und Pflanzen vorkommende Vitamin D, (Ergocalciferol) und das in allen
weiteren Eukaryoten vorherrschende Vitamin D3 (Cholecalciferol) sowie deren
Stoffwechselprodukte. Obwohl verschiedene Pilzarten und fettreicher Fisch eine
natiirliche Quelle fiir Vitamin D darstellen, scheint die liberwiegende Mehrheit des
menschlichen Bedarfs unter Einfluss der UV-B Strahlung des Sonnenlichtes durch
endogene Synthese in der Haut gedeckt zu werden (Holick, 2002c; DeLuca, 2004;
Lamberg-Allardt, 2006). Die historische bedingte Einordnung als Vitamin trifft insofern
nicht vollkommen zu, da es sich vielmehr um ein nur teilweise essentielles Prohormon
handelt, welches im weiteren Verlauf in seine physiologisch aktive Form umgewandelt
werden kann. Die Synthese von Vitamin D3 erfolgt in den oberen Hautschichten des
Menschen, in welchen durch Absorption ultravioletter Strahlung der Wellenldngen 290
bis 315 nm die Vorstufe 7-Dehydrocholesterol in der Plasmamembran epidermaler Zellen
photolytisch gespalten wird. Das hierdurch entstandene, thermodynamisch instabile
Pravitamin D3 isomerisiert daraufhin in einem nicht katalytischen Prozess zu Vitamin D3
und wird nachfolgend in den Extrazellularraum entlassen, von wo es iiber die Kapillaren
in den Blutkreislauf tibergeht und vom Vitamin D-bindenden Protein aufgenommen wird
(Haddad et al, 1993; Tian et al, 1993; Holick, 2002c; 2003). In einem schrittweisen
Prozess erfolgt anschliefend die endogene Aktivierung von Vitamin D in seine hormonell
aktive Form (Abb. 5). In der Leber wird Vitamin D3 vornehmlich durch das Enzym CYP2R1
zu Calcidiol (25-OH-Vitamin D) hydroxyliert, wobei dieser Schritt auch durch weitere
Vertreter der Cytochrom-P450-Familie erfolgen kann. Aufgrund seiner langen
Plasmahalbwertszeit von iiber 14 Tagen und einer engen Bindung an die physiologische
Funktion des Hormons stellt 25-OH-Vitamin D die hauptsachliche Speicherform des
Korpers dar und wird als Marker zur Bestimmung des Vitamin D Status des Menschen
genutzt. In der Blutbahn zirkulierendes 25-OH-Vitamin D wird durch Endozytose von
Nierenzellen aufgenommen und im proximalen Tubulus der Niere durch das Enzym
CYP27B1 letztendlich in seine aktive Form Calcitriol (1a,25-(0H)2-Vitamin D) tiberfiihrt
(DeLuca, 2004; Bischoff-Ferrari et al., 2006; Holick, 2006; Bikle, 2014).
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Abb. 5: Schematische Darstellung der Biosynthese von VitaminDs und seiner Metabolite.
In der Haut wird aus 7-Dehydrocholesterol durch UV-B Strahlung und einen weiteren
Zwischenschritt Vitamin D3 gebildet. Dieses und zuséatzlich liber die Nahrung aufgenommenes
Vitamin D zirkulieren im Blut und werden in der Leber und der Niere in einem schrittweisen
Prozess durch Vertreter der Cytochrom-P450-Familie zuerst in die Speicherform 25-OH-
Vitamin D und anschliefend in das aktive Hormon 1a,25-(0OH)2-Vitamin D iberfiihrt.
Néahere Erlauterungen befinden sich im Text (Abbildung modifiziert nach Steinhilber, 2020).

Durch Bindung des Vitamin D Rezeptors vermag Calcitriol in verschiedenen Zielorganen
seine hormonelle Wirkung auszuiiben. Hierbei scheint der Rezeptor durch seine direkte
Funktion als ligandenaktivierter Transkriptionsfaktor, aber auch durch weitere
Interaktion mit diversen Cofaktoren die Expression einer Vielzahl Vitamin D abhangiger
Gene zu regulieren und somit als eine Art molekularer Genschalter zu wirken
(Pike & Meyer, 2010; Carlberg & Campbell, 2013). Seine bisher am besten erforschte
Funktion umfasst die komplexe Steuerung der Calcium- und Phosphathomdostase des
Korpers in den typischen Zielorganen Darm, Knochen und Niere, unter Mitwirkung des

Parathormons und des Proteins FGF23 (Holick, 2006; 2007; Bouillon et al., 2008).
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In verschiedenen bioinformatischen Sequenzanalysen konnten jedoch mittlerweile weit
tiber 20 000 genomische Bindungsstellen des Vitamin D Rezeptors identifiziert werden,
welche eine deutliche zellspezifische Heterogenitat aufweisen und mehr als 1000 Gene in
ihrer Expression zu beeinflussen scheinen. Folglich ist davon auszugehen, dass diverse
physiologische Prozesse in ihrer Steuerung einer komplexen Abhangigkeit von Vitamin D
unterliegen und hierbei je nach Zelltypus deutliche Unterschiede in den jeweils
beeinflussten Signalwegen vorliegen (Heikkinen et al., 2011; Carlberg, 2014; Tuoresmaki
etal,2014). Dies wird weiterhin dadurch unterstrichen, dass gezeigt werden konnte, dass
sich eine ausreichende Versorgung mit VitaminD nicht nur positiv auf die
Knochenmineralisation und Pradvention von Osteoporose und Frakturen auswirkt
(Bischoff-Ferrari et al, 2009; Bikle, 2012), sondern auch die Proliferation und
Differenzierung von epidermalen Zellen (Bikle, 2011) sowie die Entstehung von Diabetes
mellitus und des metabolischen Syndroms (Shi et al., 2001; Pittas et al., 2007; Kayaniyil
et al., 2010; Mitri et al, 2011) oder von kardiovaskuldren Erkrankungen zu beeinflussen
vermag (Brgndum-Jacobsen et al., 2012; Gardner et al., 2013).

Zusatzlich  erscheint eine Auswirkung von VitaminD auf verschiedene
Immunzellpopulationen vor dem Hintergrund onkologischer Erkrankungen und den
entstehenden Konzepten der Immunonkologie von besonderem Interesse zu sein. Hierbei
konnte gezeigt werden, dass Vitamin D durch Beeinflussung der Genexpression das
jeweilige Zytokinprofil sowohl von verschiedenen Zellen des angeborenen
Immunsystems (NK-Zellen, Makrophagen, Monozyten) als auch der adaptiven
Immunantwort (B- und T-Lymphozyten) beeinflusst und hierdurch vermutlich diverse
immunmodulatorische Effekte ausiiben konnte. Die konkreten molekularen Vorgange
sind indessen weiterhin Gegenstand intensiver Forschungsarbeiten und bis dato nicht
genau aufgeklart (Baeke et al., 2010; Hewison, 2012; Chirumbolo et al, 2017; Martens
etal, 2020). Bemerkenswert ist ebenso, dass fiir einige Tumorerkrankungen ein Einfluss
der Vitamin D Versorgung nachgewiesen werden konnte: Pathologisch niedrige 25-OH-
Vitamin D Serumspiegel korrelierten sowohl mit der Entstehung von kolorektalen
Karzinomen als auch mit solchen der Bauspeicheldriise, der Brustdriise und der Prostata
(Giovannucci et al.,, 2006; Garland et al., 2007; Knight et al., 2007; Lee et al., 2011; Wolpin
et al., 2012). Des Weiteren kam eine grofd angelegte Metaanalyse, welche etwa 45 000
Probanden umfasste zu dem Ergebnis, dass eine ausreichende Vitamin D Versorgung bei
Vorliegen einer onkologischen Erkrankung durchschnittlich zu einer 25% hoheren

Gesamtiiberlebensrate fiihrte (Vaughan-Shaw et al, 2017). Erste Untersuchungen an
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HNSCC-Patienten zeigten ebenfalls einen oft ausgepragten Vitamin D Mangel, welcher
dartiber hinaus mit einem erhéhten Risiko fiir die Entstehung eines Karzinoms der Kopf-
Hals-Region und einer schlechteren Prognose der betroffenen Patienten korrelierte
(Aremetal, 2011; Gugatschkaetal., 2011; Orell-Kotikangas et al., 2012; Afzal et al., 2013).
Allerdings umfassten diese Studien jeweils nur verhaltnismafdig kleine Patienten-
kollektive einer Gréfdenordnung von etwa 100 Patienten, so dass die Datenlage beziiglich

moglicher Effekte von Vitamin D auf HNSCCs weiterhin sehr sparlich ist.

Da somit ein direkter Zusammenhang zwischen der Vitamin D Versorgung, der Aktivitat
des Immunsystems und der Entstehung und Progression von onkologischen
Erkrankungen naheliegt, stellt Vitamin D folglich einen interessanten Biomarker bei der
Diagnostik von Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region dar. In diesem
Zusammenhang erscheinen auch personalisierte Therapiekonzepte, welche auf einer
Supplementation von Vitamin D basieren, vorstellbar und besonders vor dem

Hintergrund einer moglichen Immuntherapie von gesteigertem Interesse zu sein.
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1.4 Ziele dieser Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollte ein bewusst multifaktorieller Ansatz verfolgt werden, um
einen moglichen Nutzen der Anwendung nicht-invasiver Methoden fiir die Diagnostik und
personalisierte Therapieplanung von Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom der

Kopf-Hals-Region zu tiberpriifen.

Da die Methodik der fliissigkeitsbasierten Abstrichzytologie bereits seit vielen Jahren
erfolgreich in der klinischen Routinediagnostik zur Fritherkennung des Zervixkarzinoms
angewendet wird, erfolgten erste Untersuchungen an dieser Tumorentitdat. Im Rahmen
des Projektes sollte untersucht werden, ob abstrichzytologische Proben fiir molekulare
Methoden zugdnglich sind, welche bisher nur an invasiv gewonnen Gewebeproben
etabliert waren. Basierend hierauf galt es, die Rolle von SEC62 als mégliches Onkogen in
der Entstehung des Zervixkarzinoms naher zu charakterisieren.

Anschlief3end sollte diese Methode der nicht-invasiven Probengewinnung fiir Patienten
mit einem Plattenepithelkarzinom der Kopf-Hals-Region etabliert werden, um dariiber
hinaus mit ihrer Hilfe ein System zu entwickeln, welches zuverldssig den HPV-
Tumorstatus des Patienten zu bestimmten vermag. Des Weiteren galt es auch hier einen
moglichen Einfluss des Gens SEC62 auf die Onkogenese und Tumorzellbiologie von
HNSCCs zu bestimmen und nachfolgend seinen potenziellen Nutzen als Biomarker dieser
Tumorentitit zu tiberpriifen.

Dasich in den vergangenen Jahren vermehrt Hinweise auf einen direkten Zusammenhang
zwischen der Vitamin D Versorgung und der Inzidenz maligner Erkrankungen finden,
sollte aufderdem der Vitamin D Status von HNSCC-Patienten naher charakterisiert und

mogliche Auswirkungen auf die antitumorale Immunaktivitat untersucht werden.
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2. Ergebnisse

2.1 Einfluss des Gens SEC62 auf die Onkogenese des Zervixkarzinoms

In der Gynakologie wird die nicht-invasive, fliissigkeitsbasierte Abstrichzytologie bereits
seit vielen Jahren erfolgreich in der klinischen Routinediagnostik im Rahmen des Projekts
zur Fritherkennung des Zervixkarzinoms angewendet. Aufgrund des umfangreichen,
durch eine Kooperation mit der Klinik fiir Frauenheilkunde, Geburtshilfe und
Reproduktionsmedizin des Universitatsklinikums des Saarlandes zur Verfligung
stehenden Abstrichmaterials erfolgten erste Untersuchungen an diesem Patienten-
kollektiv, bevor im Anschluss die Methoden schwerpunktmafiig bei HNSCC-Patienten
angewendet wurden. In einem ersten Schritt sollte hierbei untersucht werden, ob die
abstrichzytologischen Proben fiir molekulargenetische und proteinbiochemische
Methoden genutzt werden konnen, welche bisher nur an invasiv gewonnen
Gewebeproben etabliert waren.

Eine Amplifikation des langen Armes von Chromosom 3 (3q) stellt in tiber 75% der Falle
auch beim Zervixkarzinom eine typische genomische Veranderung dar, wobei die kleinste
amplifizierte Region auf den Chromosomenabschnitt 3q26-27 eingegrenzt werden
konnte. Die Haufigkeit einer 3q-Amplifikation nimmt mit steigendem Grad der Dysplasie
zu und markiert charakteristischerweise den Ubergang von prikanzerdsen,
intraepithelialen Neoplasien (CIN; ,cervical intraepithelial neoplasia“) zu einem
invasiven Plattenepithelkarzinom (SCC; ,cervical squamous cell carcinoma“).
Dennoch konnten auf molekularer Ebene bisher nahezu keine funktionellen Korrelate
einer 3q-Amplifikation aufgezeigt werden (vgl. Einleitung Kapitel 1.2). In den nachfolgend
beschriebenen Versuchen sollte daher die Rolle von SEC62 als mdgliches 3q-Onkogen in
der Entstehung des Zervixkarzinoms ndher charakterisiert werden. Hierbei sollte auch
der Einfluss der Expression von SEC62 auf das Protein Vimentin untersucht werden, vor
dem Hintergrund einer potenziellen Induktion der epithelial-mesenchymalen Transition
(EMT), welche mit einem Ubergang zu invasivem Tumorwachstum und einer erhéhten
Metastasierungsneigung einhergeht. Die in diesem Kapitel beschriebenen Unter-
suchungen und Ergebnisse konnten von unserer Arbeitsgruppe im Jahr 2016 im Journal

BMC Cancer publiziert werden (Linxweiler et al., 2016).
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2.1.1 Analyse der Expression von SEC62 an zytologischem Abstrichmaterial

dysplastischer Lasionen der Zervix

Um die Zugdnglichkeit abstrichzytologischer Proben fiir molekulargenetische und
proteinbiochemische Methoden zu evaluieren, sollte zuerst das Vorliegen moglicher
Gewinne des Gens SEC62 mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) ermittelt
werden. Eine exemplarische Darstellung des zytogenetischen Nachweises von SEC62 ist
in Abbildung 6A gezeigt. Fiir die Analyse wurden abstrichzytologische Praparate einer
reprasentativen Subgruppe von 25 Patientinnen mit dysplastischen Lasionen der Zervix
verwendet. Diese waren basierend auf den ggf. zusatzlich vorliegenden histomorpho-
logischen Beurteilungen gleichmafiig auf die fiinf jeweiligen Gruppen ohne prakanzerose
Neoplasie (Keine CIN), beziehungsweise mit steigendem Grad der Neoplasie
(CIN I bis III), hin zum Plattenepithelkarzinom (SCC) aufgeteilt. Hierbei zeigte sich mit
zunehmendem Grad der Dysplasie eine gesteigerte Anzahl der Zellen mit genomischen
SEC62-Gewinnen. Die hochste Inzidenz, mit einer signifikanten Zunahme der betroffenen
Zellen, war bei invasiven Plattenepithelkarzinomen zu beobachten (p = 0,0067; Abb. 6B).
Des Weiteren waren SEC62-Amplifikationen in den Zellkernen von zwei CIN-I-, einem

CIN-III- und vier SCC-Fallen nachzuweisen (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 6: FISH-Analyse von SEC62 in dysplastischen Zellen der Zervix. Das Vorliegen des Gens SEC62
wurde zytogenetisch mittels FISH an abstrichzytologischen Praparaten dysplastischer Lasionen
der Zervix untersucht. (A) Reprasentative Darstellung eines Zellkerns in der FISH-Analyse, zur
Identifikation von Gewinnen und Amplifikationen von SEC62 (griin markiert). (B) Statistische
Analyse des prozentualen Anteils der untersuchten Zellen mit SEC62-Gewinnen, segregiert nach
histomorphologischer Gruppe. Es wurden jeweils Abstriche von fiinf reprédsentativen
Patientinnen pro Gruppe analysiert (insgesamt n = 25; siehe Text). Alle Einzelwerte sind als Punkt
im Diagramm aufgetragen. Der Median wird durch eine rote Linie angezeigt, die Whisker stellen
den Abstand vom ersten zum dritten Quartil dar. In (A) wurde eine Sonde gegen die Zentromer-
region von Chromosom 10 (#10cen; rot) als interne Hybridisierungskontrolle verwendet. Eine
Gegenfarbung der Zellkerne erfolgte mit DAPI (blau). Aufnahme in 60facher Vergrofierung.
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Zusatzlich sollten die Expression von SEC62 und ein moglicher Einfluss auf das Protein

Vimentin ndaher untersucht werden. Hierzu wurden mittels Fluoreszenzfarbungen der

Proteingehalt von SEC62 und Vimentin an abstrichzytologischen Praparaten von 107

Patientinnen analysiert. Die Gruppen von ,Keine CIN“ bis ,,CIN III“ umfassten jeweils 25

Patientinnen; sieben Patientinnen wiesen ein invasives Plattenepithelkarzinom auf. Zur

Auswertung der immunzytologischen Farbungen, welche exemplarisch in Abbildung 7

dargestellt sind, wurde ein modifizierter Immunreaktiver Score (mIRS) verwendet,

welcher die Farbeintensitat dysplastischer Zellen in Relation zu unauffailligen Zellen im

selben Praparat setzt (siehe Material und Methoden Kapitel 4.3.8).

A
4
SEC62 & Merge

Abb. 7:

Reprisentative Darstellung der immunzytologischen Farbungen von SEC62 und Vimentin.
Der SEC62- und Vimentin-Proteingehalt wurde mittels Immunfluoreszenz an
abstrichzytologischen Praparaten dysplastischer Ladsionen der Zervix untersucht. Es sind
Mikroskopaufnahmen zweier reprasentativer Patientinnen gezeigt, welche mit (A) ,CIN I bzw.
(B) ,CIN III“ diagnostiziert wurden. Die Farbung von SEC62 ist in der ersten Spalte in Griin
dargestellt, rechts daneben Vimentin in Rot und in der dritten Spalte die Uberlagerung beider
Fluoreszenzkandle (Merge), inklusive einer Gegenfiarbung der Zellkerne mittels DAPI (blau).
Ganz rechts ist zur morphologischen Beurteilung die Farbung derselben Prédparate nach
Papanicolaou (PAP) abgebildet.
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Die statistische Analyse zeigte mit fortschreitendem Grad der Dysplasie eine schrittweise
hochsignifikante Zunahme des SEC62- sowie des Vimentin-Proteingehalts in den
untersuchten Prdparaten (jeweils p < 0,0001; Abb. 8A & B). Von hochgradigen CIN-III-
Dysplasien zum invasiven Plattenepithelkarzinom waren keine signifikanten
Steigerungen der jeweiligen Expression mehr zu beobachten. Der SEC62- und Vimentin-
Proteingehalt wiesen einen deutlichen, linearen Zusammenhang mit einem Korrelations-
koeffizienten beider Parameter von r = 0,9199 auf (Abb. 8C). Da in Kontrollfirbungen von
zehn reprdsentativen Fillen die Fluoreszenzintensitit des zytoplasmatischen Proteins
B-Aktin nicht mit dem Dysplasiegrad stieg, kann eine Beeintrachtigung der Ergebnisse
durch ein generell gesteigertes Farbeverhalten dysplastischer Zellen somit vermutlich

grofdtenteils ausgeschlossen werden (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 8: Analyse des SEC62- und Vimentin-Proteingehalts in dysplastischen Zellen der Zervix.
Der Proteingehalt von (A) SEC62 und (B) Vimentin wurde mittels Inmunfluoreszenz an abstrich-
zytologischen Praparaten dysplastischer Lasionen der Zervix untersucht und durch einen mIRS
analysiert. Die statistische Auswertung ist in die einzelnen histomorphologischen Gruppen
aufgeteilt. Die Gruppen von ,Keine CIN“ bis ,CIN III“ umfassten jeweils 25 Patientinnen, ,SCC“
sieben Patientinnen (insgesamt n = 107). (C) Korrelationsanalyse und lineare Einfachregression
des zelluldren SEC62- und Vimentin-Proteingehalts pro Patientin. Die Regressionsgerade ist in
Schwarz, inklusive des Korrelations- (r) und ihres Determinationskoeffizienten (r2) dargestellt.
Alle Einzelwerte sind als Punkt im jeweiligen Diagramm aufgetragen. In (A) und (B) wird der
Median durch eine rote Linie angezeigt, die Whisker stellen den Abstand vom ersten zum dritten
Quartil dar. Das Signifikanzniveau p < 0,0001 bezieht sich auf alle zuldssigen statistischen
Vergleiche einzelner Gruppen, bis auf den jeweils weiterhin angegebenen Vergleich zwischen
,CIN III“ und ,,SCC".
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2.1.2 Auswirkungen der Expression von SEC62 auf die Tumorzellbiologie des

Zervixkarzinoms

Basierend auf den vorausgehenden Ergebnissen sollte der Einfluss einer verdanderten
SEC62-Expression auf die Tumorzellbiologie funktionell ndher charakterisiert werden.
Hierzu wurde in einem in vitro Modell die Zelllinie HeLa verwendet, welche aus dem
Epithel eines Zervixkarzinoms etabliert worden ist. Aus der Literatur und bisherigen
Voruntersuchungen ging hervor, dass diese Zelllinie in komparativen genomischen
Hybridisierungen (CGH) und Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungen (FISH) eine nahezu
reguldre Anzahl an Kopien des langen Arms von Chromosom 3 (3q) aufweist
(Macville et al, 1999). Auch war in vorausgehenden Arbeiten in HeLa-Zellen eine
unveranderte SEC62-Expression festzustellen, welche mit der von nicht-malignem
Normalgewebe vergleichbar war. Folglich scheint diese Zelllinie ein Modell fiir
Zervixkarzinomzellen mit regularem SEC62-Proteingehalt darzustellen.

Fiir die nachfolgenden funktionellen Analysen sollte in HeLa-Zellen die Expression des
SEC62-Gens mittels transienter Transfektion einer gegen das Genprodukt gerichteten
siRNA (SEC62 UTR siRNA) stillgelegt, beziehungsweise durch die eines SEC62-
codierenden Plasmids gesteigert werden. Durch die siRNA-vermittelte Gen-Stilllegung
von SEC62 war es moglich, dessen Proteingehalt auf circa 22% des Gehalts der
Kontrollzellen zu reduzieren; die Plasmid-vermittelte Uberexpression vermochte den
SEC62-Proteingehalt auf durchschnittlich 487% zu steigern (Abb.9A). Die derartig
behandelten Zellen wurden anschlieféend auf ihr Migrations- und Proliferationspotenzial
hin untersucht. Reprasentative mikroskopische Aufnahmen der im Boyden-Kammer-
System migrierten Tumorzellen sind in Abbildung 9B dargestellt.

Die statistische Analyse der Zellmigration zeigte, dass die Gen-Stilllegung von SEC62 in
HeLa-Zellen zu einer signifikanten Reduktion des Migrationspotenzials fiihrte,
wohingegen dessen Uberexpression in einer deutlichen Stimulation der Migrations-
fahigkeit resultierte (jeweils p < 0,0001; Abb. 10A). In der Auswertung des exponentiellen
Wachstums der untersuchten Zellpopulationen, welches exemplarisch in Abbildung 10B
und D dargestellt ist, war besonders im Falle der siRNA-Transfektion eine gewisse
Reduktion des Proliferationspotenzials der Zellen zu beobachten (Abb.10C). Diese
geringfligig verminderte Zellproliferation vermag jedoch nicht vollstindig die
ausgepragten Phdnotypen zu erkldaren, welcher in der Zellmigration nachgewiesen

werden konnten.
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Abb. 9: Analyse des SEC62-Proteingehalts, verschiedener EMT-Marker und der Zellmigration nach
Transfektion von HeLa-Zellen. Der SEC62-Proteingehalt, die Expression mehrerer EMT-Marker
und das Zellmigrationspotenzial von HeLa-Zellen wurden nach Gen-Stilllegung von SEC62
(SEC62 UTR siRNA) und dessen Uberexpression (SEC62 Plasmid; siehe Text) analysiert.
(A) SDS-Page- und Western-Blot-Analyse zur Bestimmung des SEC62-, so wie E-Cadherin-,
Vimentin- und -Aktin-Proteingehalts der jeweils transfizierten Zellpopulationen. Der relative
Proteingehalt pro GAPDH ist unter den jeweiligen Banden als Mittelwert von vier biologischen
Replikaten (n = 4), inklusive seines Standardfehlers, angegeben. Die Probengewinnung erfolgte
nach Abschluss der Migrationsanalyse. (B) Représentative Darstellung der nach 15 Stunden im
Boyden-Kammer-System migrierten HeLa-Zellen. Eine Anfarbung der Zellkerne erfolgte mittels
DAPI. In (A) dienten MCF7-Zellen als Positivkontrolle fiir den Nachweis von E-Cadherin.

Zusatzlich sollte im Rahmen der funktionellen Analysen auch ein méglicher Einfluss der
Expression von SEC62 auf die EMT-beteiligten Proteine Vimentin, E-Cadherin und (-Aktin
untersucht werden. In keiner der analysierten HeLa-Zellpopulationen lief} sich eine
SEC62-abhangige Beeinflussung des Vimentin- und (-Aktin-Proteingehalts beobachten
(Abb.9A). E-Cadherin liefd sich im Einklang mit der bisherigen Literatur nicht nachweisen
(Vessey et al, 1995). Auch waren in Immunfluoreszenz Untersuchungen Kkeine
Anderungen der zelluliren Lokalisation von SEC62 und Vimentin, oder des Aktin-
Zytoskeletts zu erkennen (Daten nicht gezeigt). Folglich scheint der SEC62-Proteingehalt
in HeLa-Zellen keinen Einfluss auf eine Induktion der EMT zu haben, so dass die
Stimulation des Migrationsverhaltens der Zellen vermutlich auf anderen Mechanismen

beruht.
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Migrations- und Proliferationspotenzial von HeLa-Zellen in Abhingigkeit der SEC62-
Expression. Die Migration von HeLa-Zellen und ihr Proliferationspotenzial wurden nach Gen-
Stilllegung von SEC62 (SEC62 UTR siRNA) und dessen Uberexpression (SEC62 Plasmid; siehe
Text) analysiert. (A) Statistische Auswertung der nach 15 Stunden im Boyden-Kammer-System
migrierten HeLa-Zellen, bezogen auf die jeweiligen siRNA- bzw. Plasmid-Kontrolltransfektionen.
Des Weiteren sind reprasentative Messungen des Zellindex dargestellt, zur Analyse der Zell-
proliferation nach (B) siRNA- bzw. (D) Plasmid-Transfektion. (C) Statistische Auswertung des
exponentiellen Wachstums (50 - 74 h) der Proliferationskurve von HeLa-Zellen, bezogen auf die
jeweiligen siRNA- bzw. Plasmid-Kontrolltransfektionen. Die in (A) und (C) gezeigten Experimente
wurden in vier biologischen Replikaten durchgefiihrt (n = 4), wobei jeweils mindestens Triplikate
untersucht wurden. Alle Einzelwerte sind als Punkt im Diagramm aufgetragen. Der Median wird
durch eine rote Linie angezeigt, die Whisker stellen den Abstand vom ersten zum dritten Quartil
dar.

Im Rahmen dieses Projektes konnte somit gezeigt werden, dass fliissigkeitsbasierte,

abstrichzytologische Proben von dysplastischen Lasionen der Zervix fiir verschiedene

molekularbiologische Methoden zuganglich sind. Gleichzeitig konnte auf Basis dieser

Untersuchungen SEC62 als potenzieller Marker einer 3q26-Amplifikation und als

migrationsstimulierendes Onkogen in der Entstehung des Zervixkarzinoms identifiziert

werden.
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2.2 Anwendung fliissigkeitsbasierter Abstrichzytologie zur Diagnostik von

HNSCCs

Nach den positiven Ergebnissen der Untersuchung fliissigkeitsbasierter,
abstrichzytologischer Proben der Zervix sollte die Methodik nachfolgend fiir Patienten
mit einem Plattenepithelkarzinom der Kopf-Hals-Region etabliert werden. Zusatzlich
sollten auf Basis der zytologischen Proben potenzielle Biomarker dieser Tumorentitat
identifiziert und auf ihre prognostische Validitat hin tiberpriift werden. Eine Mehrheit der
bisher veroffentlichen Studien zu prognostischen und pradiktiven Biomarkern bei
HNSCCs wurde an invasiv gewonnenem Untersuchungsmaterial durchgefiihrt.
Typischerweise zeigen HNSCC-Patienten haufig aber schon zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung einen deutlich reduzierten Allgemeinzustand, welcher mit einem
erhohten Risiko fiir intraoperative Komplikationen und Narkosezwischenfille
einhergeht. Die Abstrichzytologie bietet hierbei den Vorteil, dass Proben im Rahmen einer

ambulanten Vorstellung des Patienten nicht-invasiv gewonnen werden kénnen.

2.2.1 Zytomorphologie von Kopf-Hals-Karzinomen

Zur Uberpriifung des Nutzens der fliissigkeitsbasierten Zytologie wurde jeweils Material
eines Biirstenabstrichs von 183 HNSCC-Patienten und 20 gesunden Kontrollpatienten
gesammelt. Von den gewonnenen Proben wurden in einem ersten Schritt zytologische
Praparate angefertigt; anschlief;end diente eine Farbung nach Papanicolaou (PAP;
siehe Material und Methoden Kapitel 4.2.4.1) der Beurteilung der Morphologie und
gegebenenfalls Malignitit des enthaltenen Zellmaterials. Hierbei konnten
charakteristische, zytomorphologische Merkmale einer malignen Transformation von
Plattenepithelzellen beobachtet werden, wie zum Beispiel eine erhéhte Chromatindichte

und eine zugunsten des Zellkerns verschobene Kern-Plasma-Relation (Abb. 11).
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Abb. 11: Zytomorphologische Merkmale maligne transformierter Plattenepithelzellen der Kopf-
Hals-Region. Es sind exemplarische Mikroskopaufnahmen von PAP-gefarbten, zytologischen
HNSCC-Praparaten dargestellt, welche charakteristische Merkmale maligne transformierter
Plattenepithelzellen aufweisen. Diese umfassen: (A) zugunsten des Zellkerns verschobene
Kern-Plasma-Relation, (B) verdickte Kernmembran und prominente Nukleoli, (C) zelluldren
Kannibalismus, (D) Mehrkernigkeit, (E) Koilozytose und (F) Parakeratose. Die jeweiligen
Maf3stabsangaben beziehen sich auf die Aufnahmen (A) - (E) beziehungsweise (F).

Die Gesamtauswertung zeigte, dass in 175 von 183 histologisch gesicherten HNSCC-
Fallen Karzinomanteile im zytologischen Prdparat nachzuweisen waren. Die acht
karzinomfreien Praparate zeigten keine besonderen Auffalligkeiten der Patientengruppe
in Bezug auf das Stadium oder die Lokalisation des Primartumors. Alle 20 Praparate der
gesunden Kontrollpatienten wiesen ausschliefllich morphologisch unauffallige
Plattenepithelien auf. Basierend auf diesen Ergebnissen ergdbe sich fiir die Methodik der
fliissigkeitsbasierten Abstrichzytologie von HNSCC-Patienten eine Sensitivitit von 96%
(175 von 183 korrekt maligne detektiert) bei einer Spezifitit von 100%. Um eine
konkrete Aussage liber die genaue Sensitivitdt und Spezifitit dieser Methodik treffen zu
konnen, ware eine weitere Verifikation dieser Ergebnisse an einem grofieren HNSCC-
Patientenkollektiv und unter Bertiicksichtigung zusatzlicher gesunder Kontrollpatienten
notwendig. Detaillierte klinische, wie auch epidemiologische Daten des somit zytologisch
untersuchten HNSCC-Patientenkollektivs sind in Tabelle 1 aufgefiihrt. Die gesunden
Probanden waren im Hinblick auf eine moglichst hohe Ubereinstimmung in Alters- und

Geschlechtszusammensetzung mit dem HNSCC-Kollektiv ausgewahlt worden.
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Tabelle 1: Klinische und epidemiologische Daten des in der Abstrichzytologie untersuchten
Patientenkollektivs mit einem Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-Bereichs (HNSCC).

Kollektiv Zytologie HNSCC
Median Alter 64,0
n Anteil
Gesamt 175 100%
mannlich 136 78%
Geschlecht
weiblich 39 22%
Tonsille 41 23%
Larynx 37 21%
Hypopharynx 28 16%
Zungengrund 26 15%
Primartumor
Zunge 23 13%
Mundboden 10 6%
Weichgaumen 9 5%
Wange 1 1%
I 18 10%
I 24 14%
111 30 17%
UICC-Stadium
IVa 83 47%
IVb 7 4%
IVc 13 7%

Das Medianalter des untersuchten HNSCC-Kollektivs betrug 64 Jahre, es beinhaltete zu
78% Manner und zu 22% Frauen. Die meisten Patienten (47%) wurden im UICC-
Stadium IVa diagnostiziert, die haufigste Lokalisation des Primartumors war mit 23% die
Tonsille, gefolgt vom Larynx mit 21%.

Nachfolgend sollte fiir jeden Patienten der Differenzierungsgrad als Mafd der Entartung
der Karzinomzellen zytologisch bestimmt werden. Hierzu wurden die Chromatindichte
und -struktur, eine mogliche Verhornung der Zellen und ihre Pleomorphie mikroskopisch
bewertet. Diese Charakteristika sind ebenso Grundlage der pathologischen Diagnostik
von Plattenepithelkarzinomen und stellen somit bereits etablierte Malignitatskriterien
dar. Die mikroskopische Auswertung und Beurteilung der Prdparate, welche
exemplarisch in Abbildung 12 dargestellt ist, fand zusammen mit einer langjahrig
erfahrenen Zytologieassistentin statt (Barbara Linxweiler; Labor der Klinik fiir
Frauenheilkunde, Geburtshilfe und Reproduktionsmedizin des Universitatsklinikums

des Saarlandes).
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Abb. 12: Reprisentative Darstellung der Bewertung des Differenzierungsgrads.
Der Differenzierungsgrad des jeweiligen Karzinoms der untersuchten HNSCC-Patienten wurde
an abstrichzytologischen Praparaten (A) und histologisch an Tumorgewebeproben (B)
bestimmt (siehe Text). Es sind reprasentative Mikroskopaufnahmen aller vorgekommenen
Differenzierungsgrade gezeigt. Eine Anfarbung des zytologischen Materials erfolgte nach
Papanicolaou (PAP), der histologischen Proben (FFPE) durch Himatoxylin.

Flr die statistische Analyse wurden die Ergebnisse der zytologischen Beurteilung des
Differenzierungsgrades mit der pathologischen Diagnose, welche unabhdngig und
anhand invasiv gewonnener Tumorgewebeproben erfolgt war, korreliert (Abb. 13).
Hierbei zeigte sich in 154 (88%) der 175 untersuchten Félle eine identische Beurteilung
des Differenzierungsgrads in beiden Methoden. Tendenziell war in histologisch niedrigen
Graden der Entdifferenzierung (G1 und G2; Abb. 13A und B) eine leichte Uberbewertung
durch die zytologische Analyse und in hohen Graden eine Unterbewertung feststellbar
(G3; Abb. 13C). Bei keinem der untersuchten Falle wichen zytologische und histologische
Beurteilung um mehr als eine Stufe ab. Der Differenzierungsgrad wirkte sich nicht auf das
Gesamtiiberleben der HNSCC-Patienten aus; bei reiner Berticksichtigung HPV-negativer
Patienten (vgl. Kapitel 2.2.2) zeigte sich ein leichter Uberlebensvorteil fiir niedrigere
Differenzierungsgrade, sowohl in der zytologischen als auch in der histologischen Analyse
(Daten nicht gezeigt). Diese Ergebnisse decken sich mit den bisherigen Erkenntnissen der

Literatur (Zatterstrom et al., 1991).

30



Ergebnisse

Histologische Histologische Histologische
Differenzierung G1 Differenzierung G2 Differenzierung G3
1% »
89% 87%
Zytologische Differenzierung Zytologische Differenzierung Zytologische Differenzierung
1 gut EJ maBig 1 maRig HM schlecht 1 maRig M schlecht

Abb. 13: Korrelation der Ergebnisse der Zytomorphologie und der Histolgie.
Der Differenzierungsgrad der untersuchten HNSCC-Zellen wurde anhand verschiedener
etablierter Malignitatskriterien im zytologischen Praparat bestimmt (siehe Text). Die Ergebnisse
wurden anschliefiend mit der pathologischen Diagnose des histologischen Praparates verglichen.
Basierend auf den histologischen Differenzierungsgraden (A) G1, (B) G2 und (C) G3 sind jeweils
die prozentualen Ergebnisse der Zytomorphologie dargestellt.

Dieses Projekt konnte somit die fllissigkeitsbasierte Abstrichzytologie zur nicht-invasiven
Probengewinnung auf dem Gebiet der HNO-Onkologie etablieren. Durch die Anfertigung
und Analyse mikroskopischer Praparate war eine Malignitatsdiagnostik des gewonnenen
Zellmaterials moglich, fiir welche methodisch eine hohe Sensitivitit sowie Spezifitat

nachgewiesen werden konnte.
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2.2.2 Nachweis des HPV-Status an zytologischem Abstrichmaterial

Zahlreiche Studien der vergangenen Jahre konnten zeigen, dass neben dem bekannten
Einfluss von Alkohol- und Nikotinkonsum eine Infektion mit Humanen Papillomviren
(HPV) einen wesentlichen Risikofaktor fiir die Entstehung von Karzinomen der Kopf-
Hals-Region darstellt. Trotz intensiver Forschungsarbeiten existiert auf dem Gebiet der
HNO-Onkologie bisher keine einheitliche Methode zur Detektion des HPV-Tumorstatus.
Weiterhin ist es schwierig zwischen einer latenten HPV-Infektion mit potenziell
selbstlimitierendem Verlauf und einer transformierenden Infektion mit hohem
Progressionsrisiko zu unterscheiden (vgl. Einleitung Kapitel 1.1.2). Im Jahr 2011 wurde
daher, in Form der CINtec Plus Farbung, eine neue Methode der simultanen immun-
zytochemischen Detektion von p16 und Ki67 an zytologischem Abstrichmaterial der
Zervix vorgestellt. Das Protein p16 dient hierbei als Surrogatmarker fiir die Aktivitat des
HPV-Onkogens E7, Ki67 als Proliferationsmarker der untersuchten Zellen. Da p16 regular
als Tumorsuppressor fungiert, ist eine simultane Expression beider Marker
charakteristisch fiir Zellen, welche durch eine high-risk HPV-Infektion kanzerogen
transformiert sind. Auf dem Gebiet der Gyndkologie konnte bereits ein hohes
diagnostisches Potenzial dieser Methodik nachgewiesen werden (siehe auch Diskussion
Kapitel 3.1.2). Eine erste Studie an invasiv gewonnenen Tumorgewebeproben konnte
zudem die simultane Detektion von p16 und Ki67 zum Nachweis einer HPV-Infektion bei
HNSCC-Patienten anwenden (Prigge et al., 2014). Nachfolgend sollte die CINtec Plus
Farbung auf die nicht-invasiv gewonnen abstrichzytologischen Proben der HNSCC-
Patienten iibertragen werden. Durch die zusatzliche hochsensitive Detektion der DNA
von high-risk Papillomviren sollte die diagnostische Validitit der Methodik weiter
gesteigert werden. Die im Folgenden beschriebenen Untersuchungen und Ergebnisse
konnten in einem fritheren Stadium von unserer Arbeitsgruppe im Jahr 2014 im Journal
Cancer Cytopathology publiziert werden (Linxweiler et al., 2014b).

Eine exemplarische Darstellung der CINtec Plus Farbungen und der moglichen
Detektionsmuster ist in Abbildung 14 gezeigt. Flir eine reprdsentative Subgruppe von
75 Patienten wurden zusatzlich immunhistochemische Farbungen an invasiv gewonnen
Tumorgewebeproben (FFPE) durchgefiihrt. Diese stimmten in allen Fallen mit den

Ergebnissen der zytologischen Praparate iiberein (Abb. 14, unten).
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Abb. 14: Reprisentative Darstellung der CINtec Plus Firbungen zum Nachweis einer HPV-Infektion.
Das mogliche Vorliegen einer karzinogenen HPV-Infektion wurde mittels CINtec Plus Farbung
(siehe Text) an abstrichzytologischen Praparaten von HNSCC-Patienten untersucht (Zytologie).
Die Abbildung zeigt reprasentative Mikroskopaufnahmen eines gesunden Probanden (A) und
zweier HNSCC-Patienten (B) & (C). Eine nukledre Farbung des Proliferationsmarkers Ki67 ist in
Rot dargestellt, eine zytoplasmatische Farbung des HPV-Surrogatmarkers pl6 in Braun.
Die Farbung von Tumorgewebeproben (FFPE) einer exemplarischen Auswahl an Patienten
diente als interne histologische Kontrolle.

In der anschliefenden statistischen Analyse zeigte sich erwartungsgemaf? fiir alle 20
gesunden Kontrollpatienten ein negatives Ergebnis der CINtec Plus Zytologie sowie der
HPV-DNA-PCR. Von 132 Fallen, die ein negatives Ergebnis in der HPV-DNA-PCR
aufwiesen, zeigten 130 Falle (98%) ebenfalls ein negatives Ergebnis der CINtec Plus
Zytologie (Abb.15A). Bei der nachtrdglichen Betrachtung eines Patienten mit
abweichendem Ergebnis fiel auf, dass die initial in der PCR analysierte Probe keine
Karzinomzellen enthalten hatte. Eine weitere Probe, welche zu einem spateren Zeitpunkt
analysiert wurde und gesichert Anteile eines HNSCC enthielt, zeigte einen deutlichen
Nachweis der DNA Humaner Papillomviren. Effektiv lag somit fiir 130 von 131 Patienten
ein in beiden verwendeten Methoden einheitlich negatives Ergebnis fiir eine high-risk
HPV-Infektion vor. Fiir diese Patienten wurde nachfolgend ein negativer HPV-
Tumorstatus angenommen. Von den 43 positiven Fallen der HPV-DNA-PCR zeigten 31
Fille (72%) ebenfalls ein positives Ergebnis der CINtec Plus Zytologie (Abb.15B).
Bei diesen Patienten kann somit von einem positiven HPV-Status ausgegangen werden.
Die haufigste Lokalisation eines solchen HPV-positiven Primartumors war mit 68% die

Tonsille, gefolgt vom Zungengrund mit 19%.

33



Ergebnisse

HPV-DNA-PCR negativ HPV-DNA-PCR positiv

1».,

98%

CINtec Plus Zytologie CINtec Plus Zytologie
Il negativ [ positiv Bl negativ ] positiv

Abb. 15: Korrelation der Ergebnisse der HPV-DNA-PCR und der CINtec Plus Zytologie.
Die Ergebnisse der angewendeten Methoden zur Bestimmung einer méglichen, karzinogenen
HPV-Infektion wurden miteinander verglichen. Basierend auf einem positiven (A) bzw.
negativen (B) HPV-DNA-PCR-Nachweis sind jeweils anteilig die prozentualen Ergebnisse der
CINtec Plus Zytologie dargestellt. Nahere Erlduterungen befinden sich im Text.

Zwolf Patienten (28%) mit positivem HPV-DNA-Nachweis zeigten in der
immunzytologischen Doppelfarbung ein abweichendes negatives Ergebnis fir die
Detektion von p16, bei gleichzeitig gesichertem Vorliegen maligner Zellen mit deutlicher
Ki67-Expression. Um dieses Phidnomen genauer zu charakterisieren, wurden zusatzliche
Farbungen der HPV-Surrogatmarker Retinoblastom-Protein (pRb) und Cyclin D1 an
Tumorgewebeproben der betreffenden Patienten durchgefiihrt. Beide Gene werden
bedingt durch die Aktivitit des HPV-Onkogens E7, im Falle einer der Tumorerkrankung
zugrunde liegenden HPV-Infektion, nur sehr gering exprimiert. Das jeweils resultierende
Expressionsmuster wurde mit den parallel untersuchten Proben verglichen, welche einen
eindeutig positiven beziehungsweise negativen HPV-Tumorstatus aufwiesen. Hierbei
zeigte sich in allen Fillen eine Ubereinstimmung der Expression von pRb und Cyclin D1
mit der HPV-negativer Falle (Abb. 16). Dieses Ergebnis konnte somit auf eine latente HPV-
Infektion schlieflen lassen, welche vermutlich nicht ursadchlich fiir eine maligne
Transformation der Zellen gewesen ist. Basierend auf diesen Ergebnissen ergabe sich fiir
die Methodik der CINtec Plus Immunzytologie an Abstrichpraparaten von HNSCC-
Patienten eine Spezifitat von 99% (130 von 131 Fallen korrekt negativ detektiert). Durch
die Kombination mit der sensitiveren HPV-DNA-PCR wiirde, bei einer reinen
Beriicksichtigung der einheitlichen Ergebnisse, eine Sensitivitit von 100% erreicht
werden. Dies setzt jedoch voraus, dass die beschriebene Detektion und Interpretation

einer latenten HPV-Infektion sich weiterhin bestatigen lasst.
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Abb. 16: Reprisentative Darstellung der immunhistochemischen Fiarbungen verschiedener HPV-
Surrogatmarker. Es sind reprisentative Mikroskopaufnahmen immunhistochemischer
Farbungen der HPV-Surrogatmarker pRb und Cyclin D1 gezeigt; zusatzlich ist das Ergebnis der
korrespondierenden CINtec Plus Farbung dargestellt. Darstellung eines beispielhaften Patienten
mit: (A) einheitlich negativem HPV-Nachweis in HPV-DNA-PCR und CINtec Plus Zytologie;
(B) einheitlich positivem HPV-Nachweis; (C) negativer HPV-DNA-PCR und positiver CINtec Plus
Zytologie.

Um valide Aussagen liber die genaue Sensitivitat und Spezifitiat dieser Methodik treffen
zu konnen, wdre eine Verifikation dieser Ergebnisse an einem grofderen HNSCC-
Patientenkollektiv und unter Bertiicksichtigung zusatzlicher gesunder Kontrollpatienten
notwendig.

Zur Untersuchung einer moglichen prognostischen Relevanz der erzielten Ergebnisse
wurden der HPV-Status der HNSCC-Patienten, welcher durch Kombination der
CINtec Plus Zytologie mit einer HPV-DNA-PCR bestimmt wurde, mit deren Gesamt-
tiberleben korreliert. Hierbei konnte festgestellt werden, dass ein positiver HPV-
Tumorstatus signifikanter Pradiktor eines besseren Gesamtiiberlebens der Patienten ist
(p =0,0477; Abb. 17A). Die Hazard Ratio nach der logrank-Methode liegt fiir die HPV-
positiven Patienten bei 0,4856 (95% Konfidenzintervall: 0,2724 - 0,8657), was bedeutet,
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dass bei den hier untersuchten HNSCC-Patienten ein positiver HPV-Tumorstatus mit
einem um 51,4% verringerten Sterberisiko einherging. Dieses Ergebnis entspricht
vollstandig der Datenlage in der aktuellen Literatur, muss jedoch unter dem Vorbehalt
gesehen werden, dass im hier untersuchten Kollektiv nur 31 Patienten einen positiven
HPV-Status aufwiesen. Die mediane Nachbeobachtungsdauer der Patienten betrug 35
Monate. Bemerkenswerterweise zeigten die zwo6lf Patienten mit potenziell latenter HPV-
Infektion ein zu HPV-positiven Patienten vergleichbares Gesamtiiberleben (Abb. 17B).
Somit kann nicht ausgeschlossen werden, dass auch bei diesen Patienten eine
HPV-induzierte kanzerogene Transformation der Zellen stattgefunden hat. Ein Verlust
der Aktivitat des viralen Onkogens E7 zum Zeitpunkt der durchgefiihrten Analysen

scheint dennoch wahrscheinlich.

Zusammenfassend zeigen die beschriebenen Untersuchungen, dass die in der
gynakologischen Onkologie etablierte Methode der CINtec Plus Immunzytologie
erfolgreich an abstrichzytologischen Proben von HNSCC-Patienten angewandt werden
konnte. Zusatzlich war es moglich, durch die Kombination mit einer HPV-DNA-PCR die
Sensitivitdt der Methodik weiterhin zu erhéhen. Hierdurch liegt nun ein System vor,
welches anhand von nicht-invasiv gewonnenen Proben zuverlassig den HPV-Tumor-

status von HNSCC-Patienten zu bestimmen vermag.
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Abb. 17: Prognostische Relevanz des HPV-Status bei HNSCC-Patienten. Mithilfe von Kaplan-Meier-
Analysen wurde der Einfluss des HPV-Status auf das Gesamtiiberleben der HNSCC-Patienten
tiberpriift. Der HPV-Status wurde hierbei iiber die kombinierten Ergebnisse der HPV-DNA-PCR
und der CINtec Plus Zytologie definiert: Ein HPV-Nachweis in beiden Methoden wurde als
positiver HPV-Status interpretiert (A), ein fehlender Nachweis in beiden Methoden als negativer
HPV-Status und (B) ein positives PCR-Ergebnis bei negativer Zytologie als potenziell latente
HPV-Infektion (siehe Text). Schwarze oder graue Punkte auf den Kurven zeigen zensierte
Uberlebensdaten an.
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2.2.3 Analyse der Expression von SEC62 an zytologischem Abstrichmaterial von

HNSCC-Patienten

Nachdem, wie in den vorherigen Abschnitten beschrieben, die fliissigkeitsbasierte
Abstrichzytologie erfolgreich bei Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region
angewendet werden konnte, sollte nachfolgend auch bei dieser Entitat die weitere
Zuganglichkeit der Proben fiir molekularbiologische Methoden untersucht werden.
Hierbei sollten zusatzlich erste Hinweise auf einen moéglichen Einfluss des potenziellen
39-Onkogens SEC62 auf die Karzinogenese von HNSCCs gesammelt werden
(vgl. Einleitung Kapitel 1.2). Da fiir die vorausgegangenen Versuche bereits ein bis zwei
Praparate der jeweiligen Abstrichsuspension angefertigt worden waren, standen fiir die

nachfolgenden Untersuchungen noch 121 der urspriinglich 175 Proben zur Verfligung.

Tabelle 2: Klinische und epidemiologische Daten des immunzytochemisch untersuchten (ICC)
Patientenkollektivs mit einem Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-Bereichs (HNSCC).

Kollektiv ICC HNSCC
Median Alter 65,0
n Anteil
Gesamt 121 100%
Geschlecht mannlich 97 80%
weiblich 24 20%
Tonsille 28 23%
Larynx 29 24%
Hypopharynx 20 17%
Primértumor Zungengrund 15 12%
Zunge 16 13%
Mundboden 8 7%
Weichgaumen 5 4%
negativ 91 75%
HPV-Status latent 7 6%
positiv 23 19%
I 15 12%
11 17 14%
UICC-Stadium HI 2 20%
IVa 54 45%
IVb 5 4%
IVc 6 5%
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Die 54 ausgeschlossenen Proben wiesen zu diesem Zeitpunkt eine zu geringe Anzahl oder
keine valide bewertbaren Karzinomzellen mehr auf. Detaillierte klinische sowie
epidemiologische Daten des weiterhin untersuchten Patientenkollektivs sind in Tabelle 2
aufgefiihrt. Es zeigten sich keine bedeutenden Abweichungen vom urspriinglichen
Kollektiv, so dass eine generell geringere Qualitit der Proben einer bestimmten
Tumorlokalisation oder Patientensubgruppe grofidtenteils ausgeschlossen werden kann.
In einem begrenzten Rahmen sollte das Vorliegen moglicher Gewinne und
Amplifikationen des Gens SEC62 mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)
ermittelt werden. Eine exemplarische Darstellung des zytogenetischen Nachweises von
SEC62 ist in Abbildung 18A gezeigt. Die erste Analyse einer reprasentativen Subgruppe
von 20 Patienten ergab eine gute Zuganglichkeit der abstrichzytologischen HNSCC-
Praparate, bei jedoch teilweise vermehrt auftretender, durch bakterielle Besiedlung des
Pharynx, Larynx und der Mundhohle verursachter, Hintergrundfluoreszenz. Aufgrund
daher notwendiger methodischer Anpassungen wurde eine FISH-Analyse der
abstrichzytologischen Prdparate in ein weiteres, umfassenderes Projekt ausgelagert,
welches sich aktuell weiterhin in Bearbeitung befindet. Des Weiteren sollte mittels
immunzytochemischer Farbungen der Proteingehalt von SEC62 in den 121 vorliegenden
Proben ermittelt und durch einen Immunreaktiven Score (IRS) bewertet werden, welcher
die Farbeintensitat in Relation zum Anteil der gefarbten Zellen setzt (siehe Material und
Methoden Kapitel 4.3.7). Die immunzytochemischen Farbungen von SEC62 sind exem-

plarisch in Abbildung 18B und C dargestellt.
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Abb. 18: Reprisentative Darstellung der zytologischen Analysen zur Expression von SEC62.
Das Vorliegen und die Expression des Gens SEC62 wurde an abstrichzytologischen Praparaten
von HNSCC-Patienten untersucht. (A) Reprasentative Darstellung eines Zellkerns in der
FISH-Analyse zur Identifikation von Gewinnen und Amplifikationen von SEC62 (griin markiert).
Des Weiteren sind reprasentative Mikroskopaufnahmen immunzytochemischer SEC62-
Farbungen zweier HNSCC-Patienten gezeigt, welche ein negatives Farbemuster (B) bzw.
eine starke Anfarbung aufwiesen (C). In (A) wurde eine Sonde gegen die Zentromerregion von
Chromosom 10 (#10cen; rot) als interne Hybridisierungskontrolle verwendet. Eine
Gegenfarbung der Zellkerne erfolgte mit DAPI (blau). Aufnahme in 60facher Vergrofierung.
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Die statistische Analyse zeigte mit fortschreitendem Grad der Metastasierung, gemessen
an der pathologischen N-Klassifikation, eine schrittweise gesteigerte Zunahme des
SEC62-Proteingehalts (Abb. 19A). Die deutlichste Zunahme war hierbei von den Stadien
N1 bis N3 zu beobachten. Insgesamt lief3 sich ein signifikanter linearer Trend nachweisen
(p =0,0043). Zur Untersuchung einer moglichen prognostischen Relevanz wurde der
SEC62-Proteingehalt mit dem Gesamtiiberleben der HNSCC-Patienten korreliert. Hierbei
konnte festgestellt werden, dass Patienten mit einer hohen SEC62-Expression ein
hochsignifikant kiirzeres Gesamtiiberleben aufwiesen (p = 0,0008; Abb. 19B). Die Hazard
Ratio nach der logrank-Methode liegt fiir diese Patientengruppe bei 2,789
(95% Konfidenzintervall: 1,548 - 5,022), was bedeutet, dass bei den hier zytologisch
untersuchten HNSCC-Patienten ein hohes Vorliegen von SEC62 mit einem um 178%

erhohten Sterberisiko einherging. Die mediane Nachbeobachtungsdauer betrug 32
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Abb. 19: Analyse des SEC62-Proteingehalts und dessen prognostischer Relevanz bei HNSCC-
Patienten. Der Proteingehalt von SEC62 wurde immunzytochemisch an abstrichzytologischen
Praparaten von HNSCC-Patienten (n=121) untersucht und mittels des IRS quantifiziert.
(A) Statistische Analyse des SEC62-Proteingehalts, segregiert nach pathologischem N-Stadium.
(B) Kaplan-Meier-Analyse zur Bestimmung des Einflusses der SEC62-Expression auf das
Gesamtiiberleben der HNSCC-Patienten. Schwarze oder graue Punkte auf den Kurven zeigen
zensierte Uberlebensdaten an. In (A) sind alle Einzelwerte als Punkt im Diagramm aufgetragen.
Der Median wird durch eine rote Linie angezeigt, die Whisker stellen den Abstand vom ersten
zum dritten Quartil dar. Das Signifikanzniveau von p = 0,0043 wurde mittels einfaktorieller
Varianzanalyse (one-way ANOVA) und nachfolgendem Test auf einen linearen Trend ermittelt.
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In diesem Teilprojekt konnte somit gezeigt werden, dass auch fliissigkeitsbasierte,
abstrichzytologische Proben von Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region fiir
verschiedene molekularbiologische Methoden zuganglich sind. Zusatzlich konnten erste
Hinweise auf eine mogliche Beteiligung und Metastasierungs-Assoziation von SEC62 bei
der Entstehung von HNSCCs gesammelt werden. Nachfolgend sollte in diesem
Zusammenhang die Rolle von SEC62 ndher untersucht werden, auch basierend auf
invasiv gewonnenem Material, als aktuellem Goldstandard zum immunhistochemischen

Nachweis von Proteinen.

2.2.4 Einfluss des Gens SEC62 auf die lymphogene Metastasierung von HNSCCs

Auf molekularer Ebene konnten neben dem HPV-Status bisher nur wenige prognostische
und pradiktive Marker fiir Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals-Region identifiziert
werden (vgl. Einleitung Kapitel 1.1.2). Wie im vorherigen Abschnitt beschrieben konnten
jedoch erste Hinweise auf eine Beteiligung des Chromosomenabschnitt 3g-codierten
Gens SEC62 bei der Entstehung von HNSCCs gesammelt werden. Nachfolgend sollte daher
dessen Einfluss auf die lymphogene Metastasierung und die Tumorzellmigration bei
HNSCC-Patienten untersucht werden, um die Rolle von SEC62 als mogliches Onkogen
ndher zu charakterisieren. In Ergdnzung der Ergebnisse der zytologischen
Untersuchungen sollte eine Analyse der SEC62-Expression hierbei an invasiv
gewonnenen Tumorgewebeproben erfolgen, da diese den aktuellen Goldstandard fiir den
immunhistochemischen Nachweis von Proteinen darstellen. Die in diesem Kapitel
beschriebenen Untersuchungen und Ergebnisse konnten von unserer Arbeitsgruppe im

Jahr 2016 im Journal Oncotarget publiziert werden (Bochen et al., 2016).

2.2.4.1 Analyse und prognostische Relevanz der Expression von SEC62

Um die Rolle von SEC62 ndher zu charakterisieren, wurde zuerst dessen Expression
immunhistochemisch an Tumorgewebeproben von 65 Patienten mit einem lymphogen
metastasierten HNSCC auf Proteinebene bestimmt. Hierzu wurden jeweils reprasentative
Gewebeproben des Primdrtumors und einer Lymphknotenmetastase untersucht.

Das Medianalter des so untersuchten HNSCC-Kollektivs betrug 65 Jahre, es beinhaltete zu
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82% Manner und zu 18% Frauen. Die meisten Patienten (43%) wurden im UICC-Stadium
Il diagnostiziert, die haufigste Lokalisation des Primartumors war mit 37% die Tonsille,
gefolgt vom Zungengrund mit 22%. Ein positiver HPV-Tumorstatus konnte in 29% der
Patienten nachgewiesen werden. Detaillierte klinische sowie epidemiologische Daten des
eingeschlossenen Patientenkollektivs sind in Tabelle 3 aufgefiihrt. Zur Auswertung der
immunhistochemischen Farbungen, welche exemplarisch in Abbildung 20 dargestellt
sind, wurde ein modifizierter Immunreaktiver Score (mIRS) verwendet, welcher die zwei
hauptsachlich im Praparat vorkommenden Farbeintensitdten bewertet und in Bezug zu
einer parallel untersuchten Positivkontrolle setzt (siehe Material und Methoden
Kapitel 4.3.9). Die nachfolgend beschriebene Analyse der SEC62-Expression wurde in
Zusammenarbeit mit cand. med. Hana Adisurya im Rahmen ihrer medizinischen
Promotionsarbeit ,Einfluss der 3q-Onkogene SEC62 und SOX2 auf die lymphogene
Metastasierung bei Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom im Kopf-Hals-Bereich;

Medizinische Fakultit der Universitat des Saarlandes, seit 2015“ durchgefiihrt.

Tabelle 3: Klinische und epidemiologische Daten des immunhistochemisch untersuchten (IHC)
Patientenkollektivs mit einem Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-Bereichs (HNSCC).

Kollektiv IHC HNSCC
Median Alter 65,0
n Anteil
Gesamt 65 100%

mannlich 53 82%
Geschlecht

weiblich 12 12%

Tonsille 24 37%

Larynx 10 15%

Hypopharynx 12 18%
Primértumor Zungengrund 14 22%

Zunge 1 2%

Mundboden 4 6%

Wange 0 0%

negativ 46 71%
HPV-Status

positiv 19 29%

I 0 0%

II 2 3%

I11 28 43%
UICC-Stadium

IVa 22 34%

IVb 11 17%

IVc 2 3%
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SEC62 niedrig 20 ym

Abb. 20: Reprisentative Darstellung der immunhistochemischen Farbungen von SEC62.
Es sind reprédsentative Mikroskopaufnahmen immunhistochemischer Farbungen zweier
Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom der Kopf-Hals-Region gezeigt, welche ein schwaches
Farbemuster des Proteins SEC62 (A) bzw. eine starke Anfiarbung aufwiesen (B).

Die statistische Analyse der immunhistochemischen Farbungen zeigte eine geringfiligige
Tendenz zu einem vermehrten Vorliegen des Proteins SEC62 in den
Lymphknotenmetastasen der untersuchten HNSCC-Patienten, verglichen mit dem
jeweiligen Primdrtumor (p = 0,2985; Abb. 21A). Zusatzlich liefd sich eine schrittweise
gesteigerte Zunahme des SEC62-Proteingehalts in den Lymphknotenmetastasen
feststellen, welche mit einem fortschreitenden Grad der Metastasierung, gemessen an der
pathologischen N-Klassifikation, korrelierte (Abb. 21B). Die deutlichste Zunahme war
hierbei vom Stadium N1 zu N2 zu beobachten. Insgesamt liefd sich ein signifikanter
linearer Trend nachweisen (p = 0,0006).

Zur Untersuchung einer moglichen prognostischen Relevanz wurde der in den
Lymphknotenmetastasen bestimmte SEC62-Proteingehalt mit dem Gesamtiiberleben der
HNSCC-Patienten korreliert. Hierbei konnte festgestellt werden, dass Patienten mit einer
hohen SEC62-Expression ein hochsignifikant kiirzeres Gesamtiiberleben aufwiesen
(p <0,0001; Abb.22). Die Hazard Ratio nach der logrank-Methode liegt fiir diese
Patientengruppe bei 5,714 (95% Konfidenzintervall: 2,621 - 12,460), was bedeutet,
dass bei den hier untersuchten HNSCC-Patienten ein hohes Vorliegen von SEC62 mit
einem um 471% erhohten Sterberisiko einherging. Die mediane Nachbeobachtungsdauer

betrug 35 Monate.
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Abb. 21: Analyse des SEC62-Proteingehalts in Primdrtumoren und Lymphknotenmetastasen von
HNSCC-Patienten. Der Proteingehalt von SEC62 wurde immunhistochemisch an
Tumorgewebeproben von HNSCC-Patienten (n=65) untersucht und mittels des mIRS
quantifiziert. (A) Vergleich des SEC62-Proteingehalts in Primdrtumoren und Lymphknoten-
metastasen. Alle Einzelwerte sind als farblich markierter Punkt im Diagramm aufgetragen, eine
Linie verbindet die beiden Werte fiir den Primdrtumor und die Lymphknotenmetastasen
desselben Patienten. Ein in der Metastase erhdhter SEC62-Proteingehalt ist in Griin, ein
verringerter in Rot und ein gleichbleibender in Schwarz dargestellt. (B) Statistische Analyse des
SEC62-Proteingehalts in Lymphknotenmetastasen, segregiert nach pathologischem N-Stadium.
Alle Einzelwerte sind als Punkt im Diagramm aufgetragen. Der Median wird durch eine rote Linie
angezeigt, die Whisker stellen den Abstand vom ersten zum dritten Quartil dar. Das
Signifikanzniveau von p = 0,0006 wurde mittels einfaktorieller Varianzanalyse (one-way ANOVA)
und nachfolgendem Test auf einen linearen Trend ermittelt. In (A) stellt jede Box der Box-
Whisker-Plots den Abstand vom ersten zum dritten Quartil dar, der Median wird durch eine Linie
innerhalb der Box angezeigt. Die Whisker aufierhalb der Box reichen jeweils vom kleinsten bis
zum grofiten Datenpunkt.
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Abb. 22: Prognostische Relevanz der SEC62-Expression bei HNSCC-Patienten. Mithilfe von
Kaplan-Meier-Analysen wurde der Einfluss der SEC62-Expression auf das Gesamtiiberleben der
HNSCC-Patienten iberpriift. Schwarze oder graue Punkte auf den Kurven zeigen zensierte
Uberlebensdaten an.
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2.2.4.2 Auswirkungen der Expression von SEC62 auf die HNSCC-Tumorzellbiologie

Basierend auf den vorausgehenden Ergebnissen der immunzytologischen und
-histochemischen Analysen sollte nachfolgend der Einfluss einer verdnderten SEC62-
Expression auf die Tumorzellbiologie funktionell ndher charakterisiert werden. Hierzu
wurde in einem in vitro Modell die Zelllinie UM-SCC1 verwendet, welche aus dem
Plattenepithel eines Mundbodenkarzinoms etabliert worden ist. Diese wies bei der
Karyotypisierung in allen untersuchten Zellen eine Trisomie des Chromosoms 3 auf
(Daten nicht gezeigt) und zeigte in komparativen genomischen Hybridisierungen (CGH)
zusatzlich Gewinne der genetischen Informationen des gesamten langen Arms von
Chromosom 3, inklusive der SEC62-codierenden Region 3q26 (Abb.23A). Bei der
genaueren Analyse dieser Region mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungen (FISH)
waren deutliche Amplifikationen des Gens SEC62 nachzuweisen (Abb. 23B). Des Weiteren
konnte in immunzytochemischen Farbungen ein hoher SEC62-Proteingehalt beobachtet
werden (Abb. 23C). Folglich scheint die Zelllinie UM-SCC1 damit ein Modell fiir Zellen
eines Plattenepithelkarzinoms der Kopf-Hals-Region mit gesteigerter SEC62-Expression

darzustellen.

\
3g26 k

Y
Chromosom 3

Abb. 23: Zytologische Analyse der SEC62-Expression von UM-SCC1-Zellen. Das Vorliegen und die
Expression des Gens SEC62 wurde in der Zelllinie UM-SCC1 mittels CGH, FISH und
immunzytochemischer Farbungen analysiert (siehe Text). (A) Statistische Auswertung der in der
CGH analysierten Metaphase-Chromosomen. Dargestellt ist das betreffende Summenprofil von
Chromosom 3 zur Identifikation von genetischen Gewinnen und Verlusten. Der Zugewinn
genetischer Informationen ist durch einen griinen Balken markiert, der Verlust in Rot.
(B) Reprasentative Darstellung eines Zellkerns in der FISH-Analyse, zur Identifikation von
Gewinnen und Amplifikationen des Gens SEC62 (grin markiert). (C) Reprasentative
Mikroskopaufnahme der immunzytochemischen Farbung von SEC62 in UM-SCC1-Zellen. Die
SEC62-codierende Region 3q26 istin (A) durch einen blauen Balken hervorgehoben. In (B) wurde
eine Sonde gegen die Zentromerregion von Chromosom 10 (#10cen; rot) als interne
Hybridisierungskontrolle verwendet. Eine Gegenfarbung der Zellkerne erfolgte mit DAPI (blau).
Aufnahme in 60facher Vergrofierung.
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Fiir die nachfolgenden funktionellen Analysen sollte in UM-SCC1-Zellen die Expression
des Gens SEC62 mittels transienter Transfektion zweier verschiedener, jeweils gegen das
Genprodukt gerichteter siRNAs (SEC62 siRNA und SEC62 UTR siRNA) stillgelegt
beziehungsweise durch die eines SEC62-codierenden Plasmids gesteigert werden.
Hierbei sollten durch die Verwendung unterschiedlicher siRNAs die moglichen Effekte
gegebenenfalls auftretender unspezifischer Nebenwirkungen der einzelnen siRNAs
minimiert werden. Durch die Gen-Stilllegung von SEC62 war es im Fall der Transfektion
beider siRNAs moglich, den SEC62-Proteingehalt jeweils auf circa 25% des Gehalts der
Kontrollzellen zu reduzieren. Die Plasmid-vermittelte Uberexpression steigerte den
SEC62-Proteingehalt auf durchschnittlich 173% (Abb. 24A). Die derartig behandelten
Zellen wurden anschlieflend auf ihr Migrations- und Proliferationspotenzial hin
untersucht. Reprasentative mikroskopische Aufnahmen der im Boyden-Kammer-System

migrierten Tumorzellen sind in Abbildung 24B dargestellt.
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Abb. 24: Analyse des SEC62-Proteingehalts und der Zellmigration nach Transfektion von
UM-SCC1-Zellen. Der SEC62-Proteingehalt und das Zellmigrationspotenzial von UM-SCC1-Zellen
wurden nach Gen-Stilllegung von SEC62 (SEC62- und SEC62 UTR siRNA) und dessen
Uberexpression (SEC62 Plasmid; siehe Text) analysiert. (A) SDS-Page- und Western-Blot-Analyse
zur Bestimmung des SEC62-Proteingehalts der jeweils transfizierten Zellpopulationen. Der
relative SEC62-Proteingehalt pro $-Aktin ist unter den jeweiligen Banden als Mittelwert von drei
biologischen Replikaten (n=23), inklusive seines Standardfehlers angegeben. Die
Probengewinnung erfolgte nach Abschluss der Migrationsanalyse. (B) Reprasentative
Darstellung der nach 72 Stunden im Boyden-Kammer-System migrierten UM-SCC1-Zellen. Eine
Anfarbung der Zellkerne erfolgte mittels DAPIL In (A) dienten Raue Mikrosomen (RM) als
Positivkontrolle fiir den Nachweis von SEC62.

45



Ergebnisse

Die statistische Analyse der Zellmigration zeigte, dass die Gen-Stilllegung von SEC62 in
UM-SCC1-Zellen zu einer signifikanten Reduktion des Migrationspotenzials fiihrte,
wohingegen dessen Uberexpression in einer deutlichen Stimulation der
Migrationsfahigkeit resultierte (jeweils p < 0,0001; Abb.25A). In der Auswertung des
exponentiellen Wachstums der untersuchten Zellpopulationen, welches exemplarisch in
Abbildung 25B und D dargestellt ist, waren nur geringfiigige, nicht signifikante
Beeinflussungen des Proliferationspotenzials durch die jeweiligen Transfektionen zu

beobachten (Abb. 25C).
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Abb. 25: Migrations- und Proliferationspotenzial von UM-SCC1-Zellen in Abhingigkeit der
SEC62-Expression. Die Migration von UM-SCC1-Zellen und ihr Proliferationspotenzial wurden
nach Gen-Stilllegung von SEC62 (SEC62- und SEC62 UTR siRNA) und dessen Uberexpression
(SEC62 Plasmid; siehe Text) analysiert. (A) Statistische Auswertung der nach 72 Stunden im
Boyden-Kammer-System migrierten UM-SCC1-Zellen, bezogen auf die jeweiligen siRNA- bzw.
Plasmid-Kontrolltransfektionen. Des Weiteren sind reprasentative Messungen des Zellindex
dargestellt, zur Analyse der Zellproliferation nach (B) siRNA- bzw. (D) Plasmid-Transfektion.
(C) Statistische Auswertung des exponentiellen Wachstums (42 - 62 h) der Proliferationskurve
von UM-SCC1-Zellen, bezogen auf die jeweiligen siRNA- bzw. Plasmid-Kontrolltransfektionen.
Die in (A) und (C) gezeigten Experimente wurden in drei biologischen Replikaten durchgefiihrt
(n = 3), wobei jeweils mindestens Triplikate untersucht wurden. Alle Einzelwerte sind als Punkt
im Diagramm aufgetragen. Der Median wird durch eine rote Linie angezeigt, die Whisker stellen
den Abstand vom ersten zum dritten Quartil dar.
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Basierend auf den zuvor genannten klinischen Analysen und in vitro Untersuchungen
scheint eine gesteigerte SEC62-Expression das Metastasierungspotenzial von Kopf-Hals-
Tumoren zu fordern und signifikanter Pradiktor eines schlechteren Gesamtiiberlebens
der betroffenen Patienten zu sein. Somit konnte SEC62 als migrationsstimulierendes
Onkogen in der Entstehung von HNSCC identifiziert werden. Dies stellt auf molekularer
Ebene eine mogliche Erklarung fiir die klinisch oft schlechte Prognose von HNSCC-

Patienten dar.

2.3 Untersuchungen zur Vitamin D Versorgung bei HNSCC-Patienten

In den vergangenen Jahren finden sich in der wissenschaftlichen Literatur vermehrt
Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen dem Vorliegen eines Vitamin D Mangels
und der Inzidenz maligner Erkrankungen; fiir einige Entitdten konnte bereits auch eine
prognostische Relevanz gezeigt werden. Zusatzlich scheinen diverse Komponenten des
Immunsystems in ihrer Funktion und Spezifitit auf eine ausreichende Vitamin D
Versorgung angewiesen zu sein (vgl. Einleitung Kapitel 1.3). Daher sollten nachfolgend
die Vitamin D Versorgung von HNSCC-Patienten naher charakterisiert und magliche
Auswirkungen auf die antitumorale Immunaktivitat untersucht werden. Die Analyse der
Vitamin D Serumspiegel bietet hierbei den Vorteil, dass sie auf Blutproben basieren kann,
welche routinemaf3ig im Rahmen der ambulanten Vorstellung der Patienten in der Klinik
minimal-invasiv entnommen werden. Die in diesem Kapitel beschriebenen
Untersuchungen und Ergebnisse konnten von unserer Arbeitsgruppe im Jahr 2018 im

Journal Oncolmmunology publiziert werden (Bochen et al., 2018).

2.3.1 Pravalenz und prognostische Relevanz eines Vitamin D Mangels

Um die Prdvalenz eines mdoglichen Vitamin D Mangels von Patienten mit einem
Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-Bereichs zu untersuchen, wurden 231 HNSCC-
Patienten und 232 gesunden Kontrollpatienten Blutproben entnommen und deren
25-OH-Vitamin D Serumspiegel bestimmt. Das Medianalter des untersuchten HNSCC-
Kollektivs betrug 63 Jahre, es beinhaltete zu 80% Manner und zu 20% Frauen.

47



Ergebnisse

Die meisten Patienten (44%) wurden im UICC-Stadium IVa diagnostiziert, die haufigste
Lokalisation des Primartumors war mit 35% die Tonsille, gefolgt vom Larynx mit 24%.
Ein positiver HPV-Tumorstatus konnte in 15% der Patienten nachgewiesen werden. Die
gesunden Probanden wurden mit Hinblick auf eine méglichst hohe Ubereinstimmung des
Kontrollkollektives in Alters- und Geschlechtszusammensetzung mit dem HNSCC-
Kollektiv ausgewahlt. Die Kontrollpatienten wiesen ein Medianalter von 60,5 Jahren auf,
bei einer Verteilung von 78% Mannern und 22% Frauen. Detaillierte klinische sowie
epidemiologische Daten der eingeschlossenen Patientenkollektive sind in Tabelle 4
aufgefithrt. In Anlehnung an aktuelle Publikationen wurden 25-OH-Vitamin D
Serumspiegel unter 10 ng/ml als Vitamin D Mangel, zwischen 10 und 30 ng/ml als
unzureichende Versorgung und Werte liber 30 bis zu 100 ng/ml als ausreichende

Vitamin D Versorgung definiert (siehe auch Diskussion Kapitel 3.3).

Tabelle 4: Klinische und epidemiologische Daten des untersuchten Patientenkollektivs mit einem
Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-Bereichs (HNSCC), bzw. der gesunden Kontroll-
patienten (Kontrollen).

Kollektiv HNSCC Kontrollen
Median Alter 63,0 60,5
n Anteil n Anteil
Gesamt 231 100% 232 100%
mannlich 184 80% 182 78%
Geschlecht
weiblich 47 20% 50 22%
Tonsille 80 35%
Larynx 56 24%
Hypopharynx 30 13%
Primdrtumor Zungengrund 26 11%
Zunge 22 10%
Mundboden 16 7%
Wange 1 0,4%
negativ 196 85%
HPV-Status
positiv 35 15%
I 26 11%
II 31 13%
I11 42 18%
UICC-Stadium
IVa 102 44%
IVb 16 7%
IVc 14 6%
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Es zeigte sich, dass bei nur 18 Patienten (7,8%) des HNSCC-Kollektivs zum Zeitpunkt der
Analyse eine ausreichende Versorgung mit Vitamin D vorlag, 108 Patienten (46,8%)
wiesen einen deutlichen Mangel auf (Abb. 26A). Hingegen waren im Kontrollkollektiv
52 Probanden (22,4%) ausreichend versorgt und nur neun (3,9%) von einem deutlichen
Mangel betroffen; die Mehrheit der Kontrollpatienten (n = 171; 73,7%) zeigte eine
unzureichende Vitamin D Versorgung (Abb. 26B). Der 25-OH-Vitamin D Serumspiegel der
HNSCC-Patienten, im Median 11,1 ng/ml, lag signifikant unter dem der Kontrollpatienten,
welche einen Wert von 21,8 ng/ml aufwiesen (p < 0,0001; Abb. 26C). Ein Abgleich der
Serumspiegel der HNSCC-Patienten mit ihren klinischen und pathologischen Parametern
ergab, dass niedrige 25-OH-Vitamin D Werte signifikant mit dem Vorliegen einer
Lymphknotenmetastasierung korrelierten (p = 0,0152; Abb. 26D). Des Weiteren hatten
HPV-positive HNSCC-Patienten signifikant hohere Serumspiegel als Patienten mit
negativem HPV-Tumorstatus (p = 0,0117; Abb. 26E).

Da sich in der vorausgegangenen Analyse gezeigt hatte, dass die Mehrheit der HNSCC-
Patienten einen ausgepragten Vitamin D Mangel aufwies und nur eine dufierst geringe
Anzahl Patienten ausreichend versorgt war, wurde in allen nachfolgenden Analysen des
HNSCC-Kollektivs ein 25-OH-Vitamin D Serumspiegel von =15ng/ml als hohe
Versorgung und Serumspiegel < 15 ng/ml als niedrige Vitamin D Versorgung definiert.
Dieses Vorgehen sollte Kohorten von ausreichender Grofde und vergleichbarer Patienten-
zusammensetzung ermdoglichen, welche sich in den nachfolgenden Untersuchungen
aufgrund ihrer unterschiedlichen VitaminD Versorgung potenziell voneinander
abgrenzen wiirden. Die HNSCC-Patienten wurden hierdurch in eine ,Vitamin D hoch“-
(n = 76; 33% des HNSCC-Kollektivs) und eine ,Vitamin D niedrig“-Gruppe (n = 155; 67%)
aufgeteilt, deren 25-OH-Vitamin D Serumspiegel im Median bei 21,7 ng/ml bzw. bei
7,8 ng/ml lagen. Detaillierte klinische sowie epidemiologische Daten dieser Kohorten

sind in Tabelle 5 aufgefiihrt.
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Abb. 26: Darstellung der 25-OH-Vitamin D Serumspiegel von HNSCC- und Kontrollpatienten und
ihrer Korrelation mit klinischen Parametern. Die 25-OH-Vitamin D Serumspiegel von (A) 231
HNSCC-Patienten und (B) 232 gesunden, in Alters- und Geschlechtszusammensetzung
iibereinstimmenden, Kontrollpatienten wurden bestimmt. Im Diagramm sind jeweils alle
gemessenen Einzelwerte so wie das arithmetische Mittel (X) und dessen 95% Konfidenzintervall
(95% CI) dargestellt. Der Bereich eines Vitamin D Mangels (Serumspiegel < 10 ng/ml) wurde
durch eine rote Sdule und eine gepunktete Linie markiert, der einer unzureichenden Versorgung
(10 - 30 ng/ml) durch eine orange Sdule und eine gepunktete Linie und der einer ausreichenden
Vitamin D Versorgung (> 30 ng/ml) durch eine griine Sdule. (C) Gegeniiberstellung der 25-OH-
Vitamin D Serumspiegel von HNSCC- und Kontrollpatienten. (D) Korrelation des 25-OH-
Vitamin D Serumspiegels mit dem Lymphknoten- und (E) HPV-Status von HNSCC-Patienten. Jede
Box der Box-Whisker-Plots in (C) - (E) stellt den Abstand vom ersten zum dritten Quartil dar, der
Median wird durch eine Linie innerhalb der Box angezeigt. Die Whisker aufderhalb der Box
reichen jeweils vom kleinsten bis zum groéfdten Datenpunkt.
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Tabelle 5: Klinische und epidemiologische Daten des untersuchten Patientenkollektivs mit einem
Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-Bereichs (HNSCC) und seiner Kohorten mit niedriger
bzw. hoher Vitamin D Versorgung (siehe Text).

Kollektiv HNSCC Vitamin D niedrig Vitamin D hoch
Median Alter 63,0 63,0 62,5
n Anteil n Anteil n Anteil
Gesamt 231 100% 155 67% 76 33%
mannlich 184 80% 128 83% 56 74%
Geschlecht
weiblich 47 20% 27 17% 20 26%
Tonsille 80 35% 54 35% 26 34%
Larynx 56 24% 39 25% 17 22%
Hypopharynx 30 13% 22 14% 8 11%
Primdrtumor | Zungengrund 26 11% 17 11% 9 12%
Zunge 22 10% 10 6% 12 16%
Mundboden 16 7% 13 8% 3 4%
Wange 1 0,4% 0 0% 1 1%
negativ 196 85% 137 88% 59 78%
HPV-Status
positiv 35 15% 18 12% 17 22%
| 26 11% 14 9% 12 16%
11 31 13% 21 14% 10 13%
I1 42 18% 23 15% 19 25%
UICC-Stadium
IVa 102 44% 71 46% 31 41%
IVb 16 7% 14 9% 2 3%
IVc 14 6% 12 8% 2 3%

Um im weiteren Verlauf einen moglichen Einfluss des allgemeinen Erndahrungszustands
auf den Vitamin D Serumspiegel zu liberpriifen, wurden als generelle Parameter der
Erndhrung der Body-Mass-Index (BMI) und die Serumalbuminspiegel aller
Tumorpatienten untersucht. Hierbei waren keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Patienten der beiden Kohorten feststellbar: Der BMI der ,Vitamin D niedrig“-Gruppe
lag mit im Median 25,8 kg/m? leicht tiber dem der ,Vitamin D hoch”-Gruppe mit
24,4 kg/m? (Abb. 27A), der Serumalbuminspiegel lag mit einem Median von 35 g/1 leicht
iiber dem der ,Vitamin D hoch“-Gruppe mit 34 g/l (Abb.27B). Die Analyse des
Serumcalciums zeigte eine minimale Tendenz zu verringerten Werten bei Patienten mit
niedriger Vitamin D Versorgung bei im Median identischen Serumspiegeln beider
Gruppen von 2,4 mmol/l (Abb. 27C). Des Weiteren lief3 sich kein signifikanter Einfluss der
Serumcalciumspiegel auf das Gesamtiiberleben der HNSCC-Kohorte nachweisen
(p = 0,8858; Abb. 27D).
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Abb. 27: Analyse einzelner Parameter des Erndhrungsstatus und des Calciumhaushalts von HNSCC-
Patienten, segregiert nach Vitamin D Versorgung. Der Body-Mass-Index (A), Albumin (B)
sowie Calcium Serumspiegel (C) der HNSCC-Patienten wurden analysiert und zwischen der
Kohorte mit niedriger Vitamin D Versorgung (25-OH-Vitamin D < 15 ng/ml; n = 155) und der mit
hoher (25-OH-Vitamin D 2 15 ng/ml; n = 76) verglichen. In (D) wurde der Serumcalciumspiegel
mit dem Gesamtiiberleben der HSNCC-Patienten korreliert. Jede Box der Box-Whisker-Plots
in (A) und (B) stellt den Abstand vom ersten zum dritten Quartil dar, der Median wird durch eine
Linie innerhalb der Box angezeigt. Die Whisker aufserhalb der Box reichen jeweils vom kleinsten
bis zum gréfiten Datenpunkt. Im Diagramm (C) sind alle gemessenen Einzelwerte aufgetragen,
der Median wird durch eine Linie angezeigt. In der Kaplan-Meier-Kurve in (D) weisen schwarze
oder graue Punkte auf zensierte Uberlebensdaten hin.

Folglich scheint der festgestellte Vitamin D Mangel keinen Indikator einer generellen
Fehl- oder Mangelerndhrung und keine Begleiterscheinung eines grundlegend gestorten
Calciumstoffwechsels der HNSCC-Patienten darzustellen.

Zur Untersuchung einer moglichen prognostischen Relevanz der Vitamin D Versorgung
wurden die 25-OH-VitaminD Serumspiegel der HNSCC-Patienten mit deren
Gesamtiiberleben korreliert. Hierbei konnte festgestellt werden, dass Patienten mit
geringer Vitamin D Versorgung, im Vergleich zu den besser versorgten Patienten, ein
signifikant kiirzeres Uberleben aufwiesen (p = 0,0085; Abb. 28A). Wihrend der Nach-
beobachtungszeit starben 66 von 155 Patienten der ,Vitamin D niedrig“-Gruppe (42,6%)
und 23 von 76 Patienten der ,VitaminD hoch“-Gruppe (30,3%), die mediane

Gesamtiiberlebenszeit betrug 26 beziehungsweise 31 Monate. Die Hazard Ratio nach der
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logrank-Methode liegt fiir die ,Vitamin D niedrig“-Kohorte bei 1,855 (95% Konfidenz-
intervall: 1,212 - 2,839), was bedeutet, dass bei den hier untersuchten HNSCC-Patienten
eine niedrige VitaminD Versorgung mit einem um 85,5% erhohten Sterberisiko
einherging. Es muss allerdings darauf hingewiesen werden, dass im Verlauf der
Nachbeobachtungszeit fiir beide Gruppen keine vollkommen gleichmafdige Sterberate
(Hazard) vorlag und eine Interpretation der Hazard Ratio daher vorsichtig erfolgen sollte.
Im Einklang mit der bestehenden Literatur (Marur et al., 2010) war ein HPV-positiver
Tumorstatus signifikanter Pradiktor eines besseren Gesamtiiberlebens der HNSCC-
Patienten (p = 0,0188; Abb. 28B). Bei HPV-positiven Tumorpatienten konnte kein Einfluss
der Vitamin D Versorgung auf das Gesamtiiberleben festgestellt werden, jedoch unter
dem Vorbehalt, dass diese Kohorte nur aus 35 Patienten bestand, wobei 18 Patienten
niedrige und 17 Patienten hohe 25-OH-Vitamin D Serumspiegel aufwiesen. Im Gegensatz
hierzu korrelierte eine niedrige Vitamin D Versorgung bei HPV-negativen Patienten mit

einem signifikant kiirzeren Gesamtiiberleben (Abb. 28C und D).
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Abb. 28: Prognostische Relevanz des 25-OH-Vitamin D Serumspiegels und des HPV-Status bei
HNSCC-Patienten. Mithilfe von Kaplan-Meier-Analysen wurde der Einfluss des 25-OH-Vitamin D
Serumspiegels (A), des HPV-Status (B), des Vitamin D Serumspiegels bei HPV-negativen
(C; n =196) sowie bei HPV-positiven (D; n = 35) HNSCC-Patienten auf deren Gesamtiiberleben
liberpriift. Schwarze oder graue Punkte auf den Kurven zeigen zensierte Uberlebensdaten an.
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2.3.2 Auswirkungen eines VitaminD Mangels auf die tumorspezifische

Immunfunktion und dessen prognostische Implikationen

Um einen moglichen Einfluss eines Vitamin D Mangels auf die tumorspezifische
Immunfunktion der HNSCC-Patienten zu iberpriifen, sollte zusatzlich das
Infiltrationsprofil verschiedener Leukozyten in das peritumorale Stroma sowie in den
Tumor charakterisiert werden. Hierzu wurden immunhistochemische Farbungen von
Tumorgewebeproben einer reprasentativen Auswahl von 102 Patienten angefertigt. Das
Kollektiv bestand aus 59 Patienten mit hoher Vitamin D Versorgung (25-OH-Vitamin D
Serumspiegel = 15ng/ml) und 43 Patienten mit niedriger Versorgung (Serum-
spiegel < 15 ng/ml); detaillierte klinische sowie epidemiologische Daten dieses
Kollektives und seiner Kohorten sind in Tabelle 6 aufgefiihrt. Zur Auswertung der
immunhistochemischen Farbungen, welche exemplarisch in Abbildung 29 dargestellt
sind, wurde ein modifizierter Immunreaktiver Score (mIRS) verwendet, der sowohl die
Gesamtmenge der Leukozyten im Pradparat als auch die Anzahl der jeweils gefarbten
Zellen bewertet (siehe Material und Methoden Kapitel 4.3.9). Die nachfolgend
beschriebene Analyse der Praparatecharakteristika und der Infiltration mit
T-Helferzellen, zytotoxischen T-Zellen und Makrophagen wurde in Zusammenarbeit mit
Dr. Benedikt Balensiefer im Rahmen seiner medizinischen Promotionsarbeit ,Einfluss
von Vitamin D auf die tumorspezifische Immunabwehr bei Patienten mit einem
Plattenepithelkarzinom im Kopf-Hals-Bereich; Medizinische Fakultit der Universitat des

Saarlandes, 2018“ durchgefiihrt.
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Abb. 29: Reprisentative Darstellung der immunhistochemischen Firbungen. Es sind reprasentative
Mikroskopaufnahmen immunhistochemischer Farbungen zweier Patienten mit einem
Plattenepithelkarzinom des Mundbodens gezeigt, welche einen Vitamin D Mangel (A), bzw. eine
ausreichende Vitamin D Versorgung aufwiesen (B). Die Farbungen dienten jeweils der
Darstellung CD8-positiver Zellen.
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Tabelle 6: Klinische und epidemiologische Daten des immunhistochemisch untersuchten (IHC)
reprasentativen Patientenkollektivs mit einem Plattenepithelkarzinom der Kopf-Hals-Region
(HNSCC) und seiner Kohorten mit niedriger bzw. hoher Vitamin D Versorgung (siehe Text).
Kollektiv IHC HNSCC Vitamin D niedrig Vitamin D hoch
Median Alter 62,0 63,0 61,0
n Anteil n Anteil n Anteil
Gesamt 102 100% 59 58% 43 42%
mannlich 82 80% 52 88% 30 70%
Geschlecht
weiblich 20 20% 7 12% 13 30%
Tonsille 16 16% 9 15% 7 16%
Larynx 32 31% 18 31% 14 33%
Hypopharynx 14 14% 10 17% 4 9%
Primdrtumor | Zungengrund 25 25% 15 25% 10 23%
Zunge 7 7% 3 5% 4 9%
Mundboden 7 7% 4 7% 3 7%
Wange 1 1% 0% 1 2%
negativ 88 86% 56 95% 32 74%
HPV-Status
positiv 14 14% 3 5% 11 26%
| 9 9% 4 7% 5 12%
1l 15 15% 8 14% 7 16%
11 18 18% 8 14% 10 23%
UICC-Stadium
IVa 48 47% 30 51% 18 42%
IVb 5 5% 5 8% 0 0%
IVc 7 7% 4 7% 3 7%

Bei der semiquantitativen Beschreibung der Praparategrofie und des Verhaltnisses von

Tumor zu peritumoralem Stroma lief3en sich keine signifikanten Unterschiede zwischen

den Praparaten der Kohorte mit niedriger Vitamin D Versorgung und der mit hoher

feststellen (Daten nicht gezeigt). Eine mogliche Beeintrachtigung der Ergebnisse der

immunhistochemischen Farbungen durch diese Parameter kann somit vermutlich

grofdtenteils ausgeschlossen werden.
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Abb. 30: Analyse der peri- und intratumoralen Infiltration mit Lymphozyten bei HNSCC-Patienten,
segregiert nach Vitamin D Versorgung. Die Infiltration von Lymphozyten in das peritumorale
Stroma und den Tumor wurde immunhistochemisch an HNSCC-Patienten mit einer niedrigen
Vitamin D Versorgung (25-OH-Vitamin D < 15 ng/ml; n = 59) oder einer hohen Versorgung (25-
OH-Vitamin D = 15 ng/ml; n = 43) untersucht. Die Infiltration mit T-Zellen (A), T-Helferzellen (B),
Zytotoxischen T-Zellen (C) und Natiirlichen Killerzellen (D) wurde mittels des mIRS quantifiziert;
alle Einzelwerte sind als Punkt im Diagramm aufgetragen. Der Median wird durch eine rote Linie
angezeigt, die Whisker stellen den Abstand vom ersten zum dritten Quartil dar.

Die Farbung des generellen T-Zell-Markers CD3 zeigte, dass bei Patienten mit hoher
Vitamin D Versorgung eine signifikant hohere Infiltration durch T-Zellen sowohl im
peritumoralen Stroma als auch im Tumor vorlag (Abb. 30A). Um diesen Effekt ndaher zu
charakterisieren, wurde nachfolgend mithilfe der Marker CD4 und CD8 zwischen
Unterformen der T-Zellen unterschieden. Hierbei lief3en sich bei Patienten mit hoher
Vitamin D Versorgung T-Helferzellen (CD4*) und insbesondere Zytotoxische T-Zellen
(CD8*) signifikant haufiger peri- wie auch intratumoral nachweisen (Abb. 30B und C).
Dies stellte sich ebenso fiir die Infiltration mit Nattirlichen Killerzellen (CD56*) dar,

welche in Abhdngigkeit von Vitamin D signifikant gesteigert war (Abb. 30D).
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Abb. 31: Analyse der peri- und intratumoralen Infiltration mit Makrophagen bei HNSCC-Patienten,
segregiert nach Vitamin D Versorgung. Die Infiltration von Makrophagen in das peritumorale
Stroma und den Tumor wurde immunhistochemisch an HNSCC-Patienten mit einer niedrigen
Vitamin D Versorgung (25-OH-Vitamin D < 15 ng/ml; n=159) oder einer hohen Versorgung
(25-OH-Vitamin D = 15 ng/ml; n=43) untersucht. Die Infiltration mit Makrophagen (A),
M1-Makrophagen (B) und M2-Makrophagen (C) wurde mittels des mIRS quantifiziert; alle
Einzelwerte sind als Punkt im Diagramm aufgetragen. Der Median wird durch eine rote Linie
angezeigt, die Whisker stellen den Abstand vom ersten zum dritten Quartil dar.

Ebenso zeigte die Farbung CD68-positiver Makrophagen (Abb.31A) und der
M1-Subpopulation (CD11c*; Abb. 31B) bei der ,Vitamin D hoch“-Kohorte die Tendenz zu
einer gesteigerten Infiltration in das peritumorale Stroma, bei gleichzeitig signifikant
erhohter Infiltration des Tumors. Antiinflammatorische M2-Makrophagen (CD163*;

Abb. 31C) waren in dieser Gruppe peritumoral signifikant erniedrigt.
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Das unter Einfluss eines VitaminD Mangels wie beschrieben verdnderte
Infiltrationsprofil der verschiedenen Leukozyten sollte nachfolgend auf seine méogliche
prognostische Relevanz hin tiberpriift werden. Hierbei zeigte sich, dass sowohl eine hohe
peritumorale (Abb.32A) als auch intratumorale Infiltration mit CD3* T-Lymphozyten
(Abb. 32B) signifikante Pradiktoren eines besseren Gesamtiiberlebens der untersuchten

HNSCC-Patienten waren.
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Abb. 32: Prognostische Relevanz der peri- und intratumoralen Infiltration mit T-Zellen bei
HSNCC-Patienten. Mithilfe von Kaplan-Meier-Analysen wurde der Einfluss der Infiltration von
T-Zellen in das peritumorale Stroma (A) und in den Tumor (B) auf das Gesamtiiberleben der
HNSCC-Patienten iberpriift. Schwarze oder graue Punkte auf den Kurven zeigen zensierte
Uberlebensdaten an.

Die genauere Analyse der T-Zell-Subtypen ergab, dass eine hohe Infiltration von
T-Helferzellen in das peritumorale Stroma (Abb.33A) wie auch von Zytotoxischen
T-Zellen in den Tumor (Abb. 33B) mit einem signifikant lingeren Uberleben korrelierte.
Eine Tendenz zu langerem Gesamtiiberleben war ebenfalls fiir eine gesteigerte
Infiltration des peritumoralen Stromas durch Natiirliche Killerzellen nachzuweisen
(Abb. 33C); die Infiltration des Tumors durch diese Zellen war hoch signifikant mit einem
lingeren Uberleben der Patienten verbunden (p = 0,0096; Abb. 33D).

Fiir die Infiltration durch M1-Makrophagen konnte kein signifikanter Einfluss auf das
Uberleben der HNSCC-Patienten festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Jedoch war
eine hohe Anzahl der antiinflammatorisch wirkenden M2-Makrophagen Subpopulation

ein, intratumoral signifikanter, Pradiktor eines kiirzeren Gesamtiiberlebens (Abb. 34).
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Abb. 33: Prognostische Relevanz der peri- und intratumoralen Infiltration mit Lymphozyten bei
HSNCC-Patienten. Mithilfe von Kaplan-Meier-Analysen wurde der Einfluss der Infiltration von
T-Helferzellen in das peritumorale Stroma (A), von Zytotoxischen T-Zellen in den Tumor (B) wie
auch von Natlirlichen Killerzellen in das peritumorale Stroma (C) und in den Tumor (D) auf das
Gesamtiiberleben der HNSCC-Patienten liberpriift. Schwarze oder graue Punkte auf den Kurven
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Abb. 34: Prognostische Relevanz der peri- und intratumoralen Infiltration mit M2-Makrophagen
bei HSNCC-Patienten. Mithilfe von Kaplan-Meier-Analysen wurde der Einfluss der Infiltration
von M2-Makrophagen in das peritumorale Stroma (A) und in den Tumor (B) auf das
Gesamtiiberleben der HNSCC-Patienten liberpriift. Schwarze oder graue Punkte auf den Kurven

zeigen zensierte Uberlebensdaten an.
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2.3.3 Einfluss von VitaminD auf die zytotoxische Aktivitit Natiirlicher

Killerzellen von HNSCC-Patienten

Basierend auf den vorausgehenden Ergebnissen sollte zusatzlich untersucht werden, ob
Vitamin D auch die gegen HNSCC-Zellen gerichtete zytotoxische Aktivitat von NK-Zellen
beeinflusst. Hierzu wurden elf reprasentativen HNSCC-Patienten mit Vitamin D Mangel
(25-OH-Vitamin D < 10 ng/ml) Blutproben entnommen und jeweils durch magnetische
Depletion die Natiirlichen Killerzellen isoliert. Diese wurden als Effektorzellen zusammen
mit der Hypopharynxkarzinom-Zelllinie FaDu inkubiert und anschliefend die relative
FaDu-Zelllyse quantifiziert. Die Versuche fanden ohne sowie mit steigender
Konzentration des therapeutischen anti-EGFR-Antikorpers Cetuximab statt, welcher fiir
die  Therapie des lokal  fortgeschrittenen = metastasierten Kopf-Hals-
Plattenepithelkarzinoms in Verbindung mit einer Strahlen- oder Chemotherapie
zugelassen ist. Nach dieser initialen Analyse der antitumoralen NK-Zell-Aktivitat erfuhren
alle Patienten eine dreimonatige, an die jeweilige Erndhrungssituation angepasste,
Vitamin D Substitution, woraufhin abermals die zytotoxische Aktivitdt gemessen wurde.
Neun der elf Probanden zeigten nach Substitution eine deutliche Zunahme der Vitamin D
Serumspiegel um {iber 10ng/ml (Median A 25-OH-VitaminD: 27,6 ng/ml;
95% Konfidenzintervall: 13,5 - 30,3 ng/ml). All diese Probanden wiesen nach
Substitution eine teils signifikante Zunahme der zytotoxischen Aktivitat ihrer NK-Zellen

auf, sowohl ohne als auch mit Zugabe von Cetuximab (Abb. 35).
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Abb. 35: Effekt einer Vitamin D Substitution auf die antitumorale Aktivitit von Natiirlichen
Killerzellen. Es wurde die relative Lyse von FaDu-Zellen durch Natiirliche Killerzellen, welche
aus HNSCC-Patienten isoliert wurden, vor und nach Vitamin D Substitution analysiert. Die
Versuche fanden jeweils ohne sowie mit steigender Konzentration des anti-EGFR-Antikorpers
Cetuximab statt. Jede Saule stellt den Mittelwert von neun HNSCC-Patienten dar, welche eine
signifikante Zunahme der Vitamin D Serumlevel aufwiesen (A 25-OH-Vitamin D > 10 ng/ml). Die
Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittelwerts an.

Zusammenfassend zeigen die vorausgehend beschriebenen Untersuchungen, dass bei
HNSCC-Patienten mit hoher Pravalenz ein ausgepragter Vitamin D Mangel vorliegt,
welcher mit einer hoheren Rate lymphogener Metastasierung und einem signifikant
verkiirzten Gesamtiiberleben verbunden zu sein scheint. Dieser Mangel scheint zusatzlich
zu einem deutlich verdanderten Profil der Immunzellinfiltration in das peritumorale
Stroma sowie den Tumor und zu einer verringerten zytotoxischen Aktivitat der

Naturlichen Killerzellen zu fiihren.
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3. Diskussion

31 Nutzen der fliissigkeitsbasierten Abstrichzytologie fiir die Diagnostik von

Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region

3.1.1 Nicht-invasive Malignitidtsdiagnostik von HNSCCs

Wie eingangs beschrieben, werden Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals-Region trotz
intensiver  Forschungsbemiihungen weiterhin  grofdtenteils erst in einem
fortgeschrittenen Stadium des Tumors mit bereits ausgepragter lymphogener
Metastasierung diagnostiziert. Die aktuelle klinische Praxis sieht dabei vor, dass auffallige
Schleimhautldsionen zur histologischen Abklarung des Befundes im Rahmen einer
sogenannten Panendoskopie unter Narkose biopsiert werden. Allerdings zeigen derart
betroffene Patienten zu diesem Zeitpunkt haufig schon einen deutlich reduzierten
Allgemeinzustand, welcher mit einem erhdhten Risiko fiir intraoperative Komplikationen
und Narkosezwischenfélle einhergeht. Folglich erscheint eine moglichst frithe und nicht-
invasive Form der Diagnosestellung von ilibergeordnetem Interesse fiir das klinische
Management von HNSCCs zu sein. Vor diesem Hintergrund bietet die fllissigkeitsbasierte
Abstrichzytologie den Vorteil, dass zytologisches Tumormaterial im Rahmen einer
ambulanten Vorstellung der Patienten nicht-invasiv und ohne die Notwendigkeit einer
Narkose gewonnen werden kann.

Mithilfe der Methodik war es im Rahmen dieser Arbeit mdoglich, in der liberwiegenden
Mehrheit der Falle valide zytologische Prdparate der nachfolgend auch histologisch
gesicherten Plattenepithelkarzinome anzufertigen. Des Weiteren waren bei allen
gesunden Kontrollpatienten ausschlief3lich morphologisch unauffallige Plattenepithelien
nachzuweisen. Somit ergab sich fiir die fliissigkeitsbasierte Abstrichzytologie bei der
Untersuchung von 203 Patienten insgesamt eine Sensitivitit von 96%, bei einer
gleichzeitigen Spezifitit von 100%. Diese Ergebnisse decken sich dabei mit den aktuellen
Erkenntnissen der wissenschaftlichen Literatur: Ein systematischer Vergleich bisheriger
Studien zur abstrichzytologischen Diagnostik von Lasionen der Mundhdéhle kam zu dem
Ergebnis, dass die Sensitivitit fiir den Nachweis von Karzinomen typischerweise

zwischen 70 und 100% und die Spezifitit zumeist tiber 90% lag. Allerdings konnte auch
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festgestellt werden, dass die bisherigen Untersuchungen iiberwiegend an
verhaltnismafdig kleinen Kollektiven mit weniger als 100 Patienten und unter
Anwendung verschiedenster Methodiken durchgefiihrt wurden, welche sich dabei
deutlich in der Probengewinnung (Biirstentyp, Entnahme und Aufbereitung des
Abstrichmaterials) und nachfolgenden Anfertigung des mikroskopischen Prédparates
unterschieden. Diese Tatsache scheint sich ebenfalls in den bisher stark voneinander
abweichenden Angaben zur Sensitivitat wie auch zur Spezifitdt der Abstrichzytologie im
Mund-Rachen-Bereich widerzuspiegeln. Jedoch erzielten fllissigkeitsbasierte Systeme
der Abstrichzytologie in Bezug auf beide Parameter bisher in allen Studien durchgangig
bessere Ergebnisse als konventionelle Methoden der exfoliativen Zytologie (Alsarraf et
al, 2017). Dies scheint vor allem durch eine insgesamt verlasslichere Art der Anfertigung
sowie durch eine hohere Qualitdt der Praparate (geringere Zelliiberlappung, weniger
Kontamination durch Blutbestandteile) bedingt zu sein und somit letztendlich eine
bessere Beurteilung der vorliegenden Zytomorphologie zuzulassen (Alves et al., 2004;
Navone et al.,, 2007; Remmerbach et al., 2017). Limitationen der Methodik zeigten sich in
unseren Untersuchungen hauptsachlich vor dem Hintergrund von Ulzerationen, welche
im Bereich des Tumorgeschehens auftraten. Ein hoher Anteil nekrotischer Strukturen
bzw. entziindungsbedingte Fibrinbeldge konnen hierbei die Gewinnung vitaler Anteile
des Karzinoms erschweren oder diese im Pradparat tberlagern, wodurch eine valide
Beurteilung der Zellen und ihrer Morphologie erschwert wird. Jedoch enthielten nur acht
von 183 abstrichzytologisch untersuchten HNSCC-Proben kein oder nur unzureichend
bewertbares Tumormaterial, so dass allgemein von einer hohen Zuverladssigkeit der
Methodik zur nicht-invasiven Gewinnung von Gewebeproben bei HNSCC-Patienten
ausgegangen werden kann. In allen weiteren untersuchten Praparaten war es dariiber
hinaus moglich, anhand von charakteristischen, morphologischen Malignitdtsmerkmalen
den Differenzierungsgrad der gewonnenen Tumorzellen zytologisch zu bestimmen.
Hierbei lag in der iiberwiegenden Mehrheit der Fille eine hohe Korrelation zur
histopathologischen Diagnose vor, welche unabhingig und basierend auf invasiv
gewonnenem Material durchgefiihrt worden war und als aktueller diagnostischer
Goldstandard gilt. Dennoch konnte in verschiedenen Studien auch fiir diese Methode eine
mitunter hohe Rate fehlerhafter oder falsch negativer Diagnosen von bis zu 30%
nachgewiesen werden, welche unter anderem aufgrund einer starken intratumoralen
Heterogenitat vor allem von der Auswahl des Ortes der Probenentnahme abhéngig war

(Pentenero et al,, 2003; Lee et al, 2007; Yang et al., 2018). In diesem Zusammenhang
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bietet die Abstrichzytologie neben der Vermeidung eines invasiven Eingriffes und aller
damit verbundenen Risiken zusatzlich den Vorteil, verhaltnismafdig grof3e Areale fiir die
Gewinnung der Proben einschliefien zu konnen. Auch die Anfertigung mehrerer Abstriche
und gegebenenfalls unterschiedlicher Proben scheint dabei komplikationslos mdglich zu
sein. Beide Methoden erfordern jedoch die Verfiigbarkeit von ausgebildetem
Fachpersonal, welches in der pathologischen Beurteilung von Plattenepithelkarzinomen
der Kopf-Hals-Region versiert ist. Diese Voraussetzung scheint eine ansonsten in der
klinischen Praxis potenziell routinemdflig durchfiihrbare Anwendung der
Abstrichzytologie vornehmlich in der ambulanten Situation niedergelassener Arzte zu
limitieren. Mit der flichendeckenden Schaffung der notwendigen Infrastruktur und der
Einflihrung nationaler Programme konnte in den letzten Jahrzehnten allerdings ein
vergleichbarer Ansatz zur Fritherkennung und Diagnostik des Zervixkarzinoms mittels
fliissigkeitsbasierter Abstrichzytologie bereits erfolgreich in zahlreichen Landern
etabliert werden (Gibb & Martens, 2011; Bentz, 2014; Bujan Rivera & Klug, 2018). Zur
moglichen Realisation eines derartigen Programmes in der Hals-Nasen-Ohren-Heilkunde
fehlt jedoch bisher ein einheitlicher Standard zur zytologischen Beurteilung von
Gewebeabstrichen, vor allem auch potenziell maligner Vorlauferlasionen (Bocking, 1998;
Speight et al, 2015; Yang et al, 2018). Vor diesem Hintergrund erscheint eine
objektivierbare und gegebenenfalls automatisierte Auswertung, beispielsweise durch
computergestiitzte Systeme, wiinschenswert - ein Ansatz, der derzeit in unserer
Arbeitsgruppe in Zusammenarbeit mit dem Lehrstuhl fiir Informatik der Hochschule
Trier untersucht wird. Bisherige Entwicklungen dieser Art konnten trotz intensiver
Bemiihungen noch keine Ergebnisse hervorbringen, welche einer versierten
menschlichen Beurteilung ebenbiirtig oder iiberlegen waren (Sciubba, 1999; Weigum et
al, 2010; Abram et al., 2016; Sunny et al., 2019). Durch Ubertragung und Anpassung des
bereits etablierten Bethesda Systems zur Beurteilung dysplastischer Lasionen der Zervix
war es einer australischen Arbeitsgruppe jedoch bereits mithilfe konventioneller
Methoden moglich, bei etwa 100 Patienten erste Erfahrungen hinsichtlich einer
Fritherkennung oraler Plattenepithelkarzinome zu sammeln (Nayar & Wilbur, 2015;
Alsarraf et al., 2018). Aufgrund bedeutender Fortschritte hinsichtlich der Applikation von
maschinellem Lernen wund sogenannter Kkiinstlicher Intelligenz im Kontext
biomedizinischer Fragestellungen erscheint ein zeitnaher Ubertrag derartiger Methoden
auf die pathologische Beurteilung von (HNSCC-)Gewebeproben dennoch realistisch
(Wainberg et al., 2018; Bera et al., 2019; McRae et al., 2019; Goecks et al., 2020).
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Trotz des beschriebenen Potenzials der fliissigkeitsbasierten Abstrichzytologie zur
Diagnostik von HNSCCs wird sie bisher in der klinischen Praxis nur selten benutzt und
findet bis dato keine nennenswerte Berticksichtigung in den entsprechenden deutschen
Behandlungsleitlinien (Leitlinienprogramm Onkologie, 2019a,c). Eine weitere
potenzielle Limitation der Abstrichzytologie konnte sich auch aus der anatomischen
Zuganglichkeit der zu untersuchenden Lasion ergeben. Um im Rahmen dieser Arbeit eine
ausreichende Grofde des analysierten Patientenkollektivs zu gewahrleisten, wurde ein
Teil der Abstriche nicht nur bei der ambulanten Vorstellung des Patienten, sondern auch
im Rahmen einer Panendoskopie vor der chirurgischen Biopsieentnahme durchgefiihrt.
In der klinischen Routine werden Karzinome des Larynx und des Hypopharynx fiir einen
Biirstenabstrich vermutlich in einem ambulanten Setting am wachen Patienten nur
schwer ohne endoskopische Untersuchung erreichbar sein. Neoplasien der Mundhdhle
und der Rachenregion, fiir welche in den letzten Jahren eine stetig zunehmende Inzidenz
beobachtet werden kann (siehe Einleitung Kapitel 1.1.1), scheinen durch ihre gute dufdere
Zuganglichkeit hingegen pradestiniert fiir eine abstrichzytologische Diagnostik zu sein.
Auf den Aspekt einer Reduktion der narkosebedingten Belastung von HNSCC-Patienten
zielt auch eine aktuelle Kklinische Studie unserer Arbeitsgruppe ab: Wie eingangs
beschrieben, ist bei Patienten mit Verdacht auf ein Karzinom des Kopf-Hals-Bereichs
aktuell eine Panendoskopie in Intubationsnarkose zwingend erforderlich. Die
Panendoskopie erfolgt hierbei zur Sicherung der Diagnose und zur genauen Bestimmung
der Ausdehnung eines Tumors vor der eigentlichen operativen Tumorresektion.
Betroffene Patienten miissen dementsprechend zwei Operationen in Allgemein-
andsthesie unterzogen werden, einschliefdlich typischerweise mehrtagiger stationdrer
Aufenthalte im Krankenhaus. Mithilfe der Abstrichzytologie kdnnte eine erste Diagnose
stattdessen bereits bei der ambulanten Vorstellung des Patienten zytologisch erfolgen,
was nachfolgend eine direkte Planung der Tumorresektion ermoglicht. Im Rahmen einer
einzelnen Operation ware es nun moglich, die zytologische Diagnose durch eine Biopsie
und Schnellschnittanalyse histologisch zu sichern, mittels Panendoskopie
moglicherweise parallel vorliegende Karzinome zu identifizieren und anschlief3end eine
Resektion des Tumors durchzufiihren. Dieses Vorgehen wiirde dem Patienten nicht nur
eine vollstindige Operation ersparen, sondern auch die Zeit zwischen der ambulanten
Erstvorstellung und der tatsiachlichen Therapie des Tumors deutlich verkiirzen. Eine
prospektive, randomisierte klinische Studie zur Uberpriifung einer potenziellen

Uberlegenheit dieses Konzeptes wurde von der Ethikkommission der Arztekammer des
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Saarlandes im April 2017 bewilligt und wird aktuell an unserer Klinik unter Leitung von
Herrn PD Dr. Maximilian Linxweiler durchgefiihrt. Eine schematische Ubersicht des

Studienablaufs ist in Abbildung 36 dargestellt.
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Abb. 36: Schematische Darstellung des Studienablaufs zur Evaluation der zytologiebasierten
Tumorchirurgie in der Kopf-Hals-Onkologie. Im Rahmen einer prospektiven, randomisierten
klinischen Studie soll tiberpriift werden, ob bei Patienten mit Verdacht auf ein Karzinom des Kopf-
Hals-Bereichs mithilfe der fliissigkeitsbasierten Abstrichzytologie die Zeit zwischen der
ambulanten Erstvorstellung und der Therapie des Tumors verkiirzt und ein vollstdndiger
Operationstermin eingespart werden kann. Die Studie ist hierbei zweiarmig ausgelegt und
vergleicht das beschriebene Vorgehen mit dem derzeitigen Goldstandard der histologischen
Beurteilung einer im Rahmen der Panendoskopie invasiv gewonnenen Biopsie. Insgesamt sollen
100 Patienten in den Studienablauf eingeschlossen werden. Nahere Erlduterungen befinden sich
im Text.

Neben der Primadrdiagnostik von HNSCCs wiirde sich auch im Rahmen der
Tumornachsorge ein moglicher Nutzen der fliissigkeitsbasierten Abstrichzytologie
ergeben. Durch die nicht-invasive Form der Probengewinnung ware eine engmaschige
Uberpriifung des Therapieerfolges méglich, da verhiltnismiRig risikoarm eine
frithzeitige Analyse potenziell auftretender Schleimhautldsionen erfolgen konnte. Ein
derartiges Konzept wurde im Jahr 2005 erstmals an 10 Patienten mit einer Leukoplakie
der Mundschleimhaut liberpriift und ermdéglichte nach abgeschlossener Therapie die
erfolgreiche zytologische Friherkennung rezidivierender Schleimhautdysplasien
(Schwarz et al, 2005). Soweit in der wissenschaftlichen Literatur nachvollziehbar, hat
eine nihere Uberpriifung des Potenzials der Abstrichzytologie in der HNSCC-Nachsorge
bisher nicht stattgefunden und wird daher von unserer Arbeitsgruppe derzeit im Rahmen

einer klinischen Studie analysiert.
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3.1.2 Nicht-invasive Analyse molekularer Biomarker

Ein weiterer bedeutender Vorteil der fliissigkeitsbasierten Abstrichzytologie besteht
darin, zeitlich unabhdngig voneinander mehrere zytologische Prdparate aus derselben
Zellsuspension anfertigen zu konnen, welche nachfolgend beispielsweise fiir die Analyse
molekularer Biomarker genutzt werden koénnen. Dies scheint vor allem vor dem
Hintergrund einer mitunter deutlich voneinander abweichenden Pathogenese und einer
hohen molekularen Heterogenitdt von Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region
von zentralem Interesse fiir die Entwicklung individualisierter Therapieansatze zu sein.
Im Rahmen dieser Arbeit war es uns dabei fiir alle 175 eingeschlossenen HNSCC-
Patienten moglich, aus derselben Abstrichsuspension mindestens zwei zytologische
Praparate anzufertigen, welche bei der mikroskopischen Begutachtung eine
ausreichende Anzahl valide bewertbarer Karzinomzellen enthielten. Dariiber hinaus war
es fir etwa 70% der gesammelten Proben moglich, auch weitere Praparate mit
ausreichendem Tumoranteil anzufertigen. Da sich fiir die zu diesem Zeitpunkt
aufgebrauchten Proben keine bedeutenden Abweichungen vom urspriinglichen
Patientenkollektiv zeigten, wurde angenommen, dass eine generell geringere Qualitat der
Proben einer bestimmten Tumorlokalisation oder Patientensubgruppe grofdtenteils
ausgeschlossen werden kann. Anhand derart angefertigter Zweit- oder Drittpraparate
war es sowohl fiir abstrichzytologische Proben der Zervix als auch von HNSCCs méglich
zu zeigen, dass diese fiir verschiedene molekulare Methoden zuganglich sind. Die hier
beschriebenen Methoden der FISH wund verschiedener immunzytochemischer
Proteinnachweise waren dabei bisher nur an invasiv gewonnen Gewebeproben etabliert
und konnten von uns nahezu uneingeschrankt auf die Abstrichzytologie iibertragen
werden. Unspezifische und durch bakterielle Besiedlung der analysierten Regionen
bedingte = Hintergrundfirbungen @ konnten @ durch  eine  Anpassung der
Versuchsbedingungen zumeist effektiv reduziert werden. Im Rahmen der beschriebenen
Analysen war es somit letztendlich moglich das Protein SEC62 als
migrationsstimulierendes Onkogen in der Entstehung des HNSCCs sowie des
Zervixkarzinoms zu identifizieren. Eine ausfiihrlichere Diskussion der Rolle von SEC62
vor dem Hintergrund der molekularen Onkologie findet sich in Kapitel 3.2. Die nicht-
invasive fllissigkeitsbasierte Abstrichzytologie war hierbei zentraler Ausgangspunkt fiir
alle Untersuchungen und zeigte eine hohe Ubereinstimmung mit den Ergebnissen invasiv

gewonnener Proben. Dariiber hinaus erscheint es zudem moglich, zukiinftig die maximale
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Anzahl der zytologischen Praparate einer Zellsuspension weiter zu erhohen.
Beispielsweise konnten mehrere Biirstenabstriche eines Tumors in derselben Fliissigkeit
aufgenommen werden, um so die Zelldichte der erhaltenen Suspension zu steigern. Wie
bereits erwahnt, scheint auch die Anfertigung mehrerer Abstriche der gleichen
Tumorlokalisation komplikationslos mdéglich zu sein. Die beschriebenen Erkenntnisse
decken sich auch mit ersten Erfahrungen aus der Literatur: Zytologische Proben der
Mundschleimhaut von 50 gesunden Kontrollpatienten konnten nach morphologischer
Begutachtung der enthaltenen Zellen erfolgreich fiir verschiedene molekulare
Untersuchungen genutzt werden. Diese umfassten Methoden zur Analyse der DNA-
Sequenz und des mRNA-Expressionsprofils, wobei der HPV-Status des untersuchten
Materials bestimmt werden sollte (Kujan et al., 2006).

Eine Methodik zur zuverldssigen Bestimmung des HPV-Tumorstatus scheint dabei von
zentralem Interesse fiir das klinische Management von HNSCC-Patienten zu sein, da die
chronische Infektion mit Humanen Papillomviren mittlerweile als ein bedeutender
Risikofaktor fiir die Entstehung von HNSCCs, insbesondere von Oropharynxkarzinomen,
identifiziert werden konnte. Trotz intensiver Forschungsbemiihungen wird der
potenzielle Nutzen einer Vielzahl an Methoden bis dato kontrovers diskutiert. Diese
basieren dabei hauptsachlich auf einem direkten Nachweis der viralen DNA bzw. der
Genprodukte Humaner Papillomviren, oder auf einer Analyse der Expression zelluldarer
Surrogatmarker (Abreu et al., 2012; Venuti & Paolini, 2012; Burd, 2016; Kim et al., 2018;
Salazar et al, 2019). Ein Vergleich der prognostischen Aussagekraft aller am
Universitatsklinikum des Saarlandes etablierten Methoden zur Bestimmung des HPV-
Tumorstatus von HNSCC-Patienten wird von unserer Arbeitsgruppe aktuell untersucht.
Im Rahmen dieser Arbeit sollte die simultane immunzytochemische Detektion der
Proteine p16 und Ki67 in Form der CINtec Plus Farbung auf die abstrichzytologischen
Praparate von HNSCC-Patienten tlibertragen werden, da auf dem Gebiet der Gynakologie
fiir diese Methodik bereits ein hohes diagnostisches Potenzial nachgewiesen werden
konnte (Schmidt et al., 2011; Wentzensen et al., 2012; Ikenberg et al., 2013; McMenamin
et al, 2018). Die diagnostische Validitit der Methodik sollte durch eine zusatzliche
Detektion der DNA von Papillomviren der Hochrisikotypen mittels PCR weiter gesteigert
werden. Insgesamt war es so mdoglich, anhand von nicht-invasiv gewonnenem Material
den HPV-Tumorstatus von 175 HNSCC-Patienten zu bestimmen und zwischen einer
latenten und einer transformierenden HPV-Infektion zu unterscheiden. In 92% der Falle

waren die Ergebnisse der CINtec Plus Zytologie und der hochsensitiven HPV-DNA-PCR
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deckungsgleich, so dass von einer einheitlichen Bestimmung des HPV-Status ausgegangen
werden konnte. Zwolf Patienten mit positivem HPV-DNA-Nachweis zeigten sowohl in der
immunzytologischen Doppelfarbung als auch in der nachtrdglichen Analyse der
Surrogatmarker pRb und Cyclin D1 ein hiervon abweichendes Expressionsmuster,
welches mit dem eindeutig HPV-negativer Patienten libereinstimmte. Eine Beeinflussung
der genannten zelluldren Proteine durch die Aktivitat des viralen Onkoproteins E7 konnte
somit an der Stelle nicht nachgewiesen werden. Aufgrund dieses Ergebnisses wurde in
den vorliegenden Fillen auf eine latente HPV-Infektion geschlossen, welche vermutlich
nicht ursachlich fiir eine maligne Transformation der Zellen gewesen ist. Insgesamt
wiirde sich somit durch die Kombination beider Methoden eine Spezifitat von 99% bei
einer gleichzeitigen Sensitivitat von 100% fiir die Bestimmung des HPV-Tumorstatus bei
HNSCC-Patienten ergeben. Dieses Ergebnis entspricht auch den bisherigen
Beschreibungen in der wissenschaftlichen Literatur: Eine erste Studie an circa 200
invasiv gewonnenen Gewebeproben konnte bereits nachweisen, dass durch die
CINtec Plus Farbung eine hochspezifische Detektion von HNSCC-Zellen moglich ist,
welche durch eine HPV-Infektion maligne transformiert wurden (Prigge et al., 2014). Die
p16-Ki67-Doppelfairbung scheint dabei einer Einzelfirbung von pl6 in seinem
diagnostischen Potenzial deutlich liberlegen, da in zahlreichen Fillen eine erhohte, HPV
unabhingige Expression des Proteins, vor allem im Kryptenepithel der Tonsille,
beobachtet werden kann (Hoffmann et al.,, 2012; Rietbergen et al., 2013; Michaelsen et al.,
2014; Prigge etal., 2016). Entgegen unserer initialen Erwartungen zeigte sich im weiteren
Verlauf, dass alle Patienten mit einer potenziell latenten HPV-Infektion ein zu HPV-
positiven Patienten vergleichbares Gesamtiiberleben aufwiesen. Somit kann trotz
fehlendem Nachweis einer Aktivitit des viralen Onkoproteins E7 nicht ausgeschlossen
werden, dass urspriinglich eine HPV-induzierte kanzerogene Transformation der Zellen
vorlag. Klassischerweise wird davon ausgegangen, dass die HPV-induzierte
Karzinogenese mit einer Linearisierung der viralen DNA im E2-Leserahmen und einer
nachfolgenden Integration in das humane Genom beginnt. Ausgehend hiervon kommt es
zu einer starken Expression der viralen Onkoproteine. Allerdings konnte in den letzten
Jahren beobachtet werden, dass in zahlreichen HNSCC-Fallen die DNA des Virus lediglich
episomal vorlag und eine Expression von E6 und E7 unabhangig vom Integrationsstatus
oder der Anzahl der integrierten Kopien zu sein scheint (Olthof et al., 2014b, a; Nulton et
al,2017; Khanal et al., 2018). Des Weiteren wird die Expression der viralen Onkoproteine

vermutlich durch diverse Mechanismen gesteuert, wobei vor allem eine Methylierung der
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E2-Bindestellen in E6- und E7-Regulatorregionen von zentraler Bedeutung zu sein
scheint (Oka et al, 2013; Leung et al., 2015; Torres-Rojas et al, 2018). Ein moglicher
Erklarungsansatz fiir das von uns beobachtete Phdnomen konnte somit in einer
zeitweisen Unterdriickung oder einem vollstindigen Verlust der Expression von E7
liegen, trotz urspriinglicher Aktivitdt der viralen Onkoproteine. Dennoch konnte durch
die Kombination der CINtec Plus Zytologie mit einer HPV-DNA-PCR ein System entwickelt
werden, durch welches es in der Mehrheit der Falle moglich war, anhand von nicht-
invasiv gewonnenem Material den HPV-Tumorstatus von HNSCC-Patienten zuverlassig
zu bestimmen. Vor dem Hintergrund eines auch im Rahmen dieser Arbeit beobachteten
deutlichen Uberlebensvorteils von Patienten mit HPV-positiven Tumoren und aktuellen
Studien zu einer potenziellen Reduktion der notwendigen Therapiemafdnahmen
betroffener Patienten scheint dies fiir eine Stratifizierung und personalisierte
Therapieplanung von besonderem Interesse zu sein (Masterson et al., 2014; Wirth et al.,
2019; Ventz et al, 2019). Ebenso erscheint ein Nutzen der Methodik auch vor dem
Hintergrund der Tumornachsorge vorstellbar, um persistierende HPV-Infektionen und
damit moglicherweise auftretende Rezidive friihzeitig erkennen zu konnen. Fiir dieses
Konzept konnten von einer italienischen Arbeitsgruppe bei der Analyse konventioneller
Biirstenabstriche bereits erfolgreich erste Erfahrungen gesammelt werden (Morbini et

al,, 2013).

Zusammenfassend wurde im Rahmen dieser Arbeit gezeigt, dass die fliissigkeitsbasierte
Abstrichzytologie ein hohes Potenzial fiir eine nicht-invasive Form der Diagnostik von
HNSCCs bietet und dabei zusatzlich die valide Analyse diverser molekularer Biomarker
dieser Tumorentitat ermoglicht. Obwohl weitere Studien notwendig sind, um das genaue
diagnostische Potenzial dieser Methodik kritisch zu tberpriifen, scheint sie einen
zentralen Ausgangspunkt fiir die personalisierte medizinische Behandlung von HNSCC-

Patienten darstellen zu konnen.
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3.2 SEC62 als Onkogen der chromosomalen Region 3q26

Amplifikationen des langen Arms von Chromosom 3 (3q) zdhlen zu einer der haufigsten
genetischen Veranderungen humaner Karzinome, wobei die kleinste amplifizierte Region
auf den Chromosomenabschnitt 3q26 eingegrenzt werden konnte. Auch in
Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region und des Gebarmutterhalses liegt eine
derartige Amplifikation oft mit hoher Pravalenz vor. Trotz intensiver
Forschungsbemiihungen konnten jedoch die konkreten Onkogene und ihr Einfluss auf die
Tumorzellbiologie bisher nicht komplett aufgeklart werden. Ein potenzielles Onkogen der
3q26-Region ist dabei das Gen SEC62, welches fiir ein gleichnamiges
Transmembranprotein des ER codiert. In den vergangenen Jahren konnte bereits gezeigt
werden, dass in verschiedenen Tumorentititen eine massive Fehlregulation der
Expression von SEC62 im Sinne einer Genamplifikation und -liberexpression vorzuliegen
scheint, welche in ersten Untersuchungen mit einer gesteigerten Migrationsfahigkeit und
Stresstoleranz der Tumorzellen einherging. Da in der wissenschaftlichen Literatur zu
Beginn dieser Dissertation keine ndheren Informationen zu einer moglichen Rolle von
SEC62 in der Onkogenese von HNSCCs wie auch von Zervixkarzinomen vorlag, sollte dies
nachfolgend ndher untersucht werden. Bei der Analyse 100 abstrichzytologischer
Praparate dysplastischer Lasionen der Zervix zeigte sich hierbei mit zunehmendem Grad
der Dysplasie eine gesteigerte Anzahl der Zellen mit genomischen SEC62-Gewinnen,
wobei die héchste Inzidenz beim Ubergang von priakanzerdsen Neoplasien zu einem
invasiv wachsenden Plattenepithelkarzinom beobachtet werden konnte. Aufgrund einer
vermehrt auftretenden bakteriellen Besiedlung der oberen Atem- und Speisewege wurde
eine dquivalente Untersuchung abstrichzytologischer Praparate von HNSCC-Patienten in
ein umfassenderes Projekt ausgelagert, welches aktuell von unserer Arbeitsgruppe
bearbeitet wird. Um hierbei zukiinftig eine genauere Kontrolle des in Karzinomen oft
verdanderten Ploidiegrades von Chromosom 3 zu gewahrleisten, wurde fiir die FISH-
Analyse die interne Hybridisierungskontrolle auf eine Sonde gegen die Zentromerregion
eben dieses Chromosoms umgestellt. Erste Ergebnisse des Projektes deuten darauf hin,
dass Amplifikationen von SEC62 auch bei Karzinomen der Kopf-Hals-Region eng mit der
Ausbildung eines invasiv wachsenden Phdnotyps verbunden zu sein scheinen (pers.
Mitteilung Dr. Silke Wemmert, HNO-Forschungslabor, UKS). Die genannten Ergebnisse
decken sich dabei vollkommen mit den bisherigen Beobachtungen zum allgemeinen

Vorliegen einer 3q26-Amplifikation vor dem Hintergrund onkologischer Erkrankungen,

71



Diskussion

konnen diese aber konkretisieren und unter anderem auf das Gen SEC6Z eingrenzen
(siehe auch Einleitung Kapitel 1.2). In beiden Tumorentititen war dartiber hinaus eine
signifikante Steigerung der Expression von SEC62 in Form eines jeweils erhohten
SEC62-Proteingehalts nachzuweisen, was aufgrund der beschriebenen genomischen
Amplifikationen des Gens unseren Erwartungen entsprach. Hierbei war in
Schleimhautldsionen der Zervix mit fortschreitendem Grad der Dysplasie eine
schrittweise Zunahme des SEC62-Proteingehaltes und bei HNSCC-Patienten sowohl in
zytologischen als auch in histologischen Untersuchungen eine deutliche Assoziation zur
Metastasierungsneigung des Karzinoms zu beobachten. Bemerkenswerterweise war ein
erhohter SEC62-Proteingehalt zudem signifikanter Pradiktor eines Kkiirzeren
Gesamtiiberlebens der untersuchten HNSCC-Patienten, wobei durchschnittlich ein etwa
drei- bis sechsfach erhohtes Sterberisiko festgestellt werden konnte. Ein erster Hinweis
auf eine derartige prognostische Relevanz der SEC62-Expression bei Plattenepithel-
karzinomen der Kopf-Hals-Region konnte von unserer Arbeitsgruppe bereits kurz zuvor
bei der Analyse invasiv gewonnener Tumorgewebeproben von 35 Patienten gesammelt
werden (Wemmert et al., 2016). In Zusammenarbeit mit der Klinik fiir Frauenheilkunde,
Geburtshilfe und Reproduktionsmedizin konnten aufderdem in einer unabhdngigen
Untersuchung die bisherigen Ergebnisse der Analyse dysplastischer Lasionen der Zervix
weiterhin bestatigt werden (Takacs et al., 2019b). Zudem war es moglich, einen erhéhten
SEC62-Proteingehalt auch in Karzinomen der Vulva und in invasiv wachsenden duktalen
Tumoren der Brustdriise nachzuweisen, wobei dies im zuletzt genannten Fall ebenso mit
einer gesteigerten Rate der Metastasierung verbunden war (Takacs et al, 20193, c).
Funktionell konnte auf Ebene der molekularen Tumorzellbiologie im Rahmen dieser
Arbeit mithilfe zweier in vitro Modelle gezeigt werden, dass die Migrationsfahigkeit von
Zellen eins HNSCCs wie auch eines Zervixkarzinoms mafdgeblich vom Expressionsstatus
des Gens SEC62 abhingig zu sein scheint, wobei eine Uberexpression in einem deutlich
erh6hten Migrationspotenzial der Zellen resultiert. Weiterhin unklar ist in diesem
Zusammenhang, ob der beschriebene Effekt auf eine Beeinflussung der zelluldren
Prozesse der Calciumhomoéostase oder der Proteinstranslokation zuriickzufiihren ist.
Aufgrund der weiterhin nicht vollstindig charakterisierten molekularen Funktion von
SEC62 erscheinen beide Mdoglichkeiten, sowie ein synergistischer Effekt realistisch
vorstellbar. Erste Hinweise aus der Literatur auf einen Einfluss der Expression von SEC62
auf das Protein Vimentin und eine dadurch potenziell bedingte Induktion der epithelial-

mesenchymalen Transition konnten hier fiir dysplastische Lasionen der Zervix auch
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beobachtet, funktionell jedoch nicht naher bestatigt werden (Linxweiler et al.,, 2014a).
Mechanistisch konnte im vergangenen Jahr aufderdem eine Beeinflussung der Integrin-
Signalgebung und einer Adenosin-Methyltransferase durch SEC62 festgestellt werden,
wodurch in beiden Fallen das Wachstumspotenzial transformierter Zelllinien beeinflusst
wurde (He et al., 2019; Du et al., 2019).

Das Protein SEC62 konnte somit als Marker einer Amplifikation des
Chromosomenabschnittes 3q26 in der Entstehung von Plattenepithelkarzinomen der
Kopf-Hals-Region sowie der Zervix identifiziert werden. Dieser Vorgang scheint dabei eng
mit dem Ubergang des Tumors zu einem invasiven Wachstum verbunden zu sein.
Ausgehend von einer Uberexpression des Gens konnte in vitro eine signifikante
Stimulation der Migration betroffener Zellen beobachtet werden, welche dariiber hinaus
auf klinischer Seite mit einer fortschreitenden (lymphogenen) Metastasierung und einem
verkiirzten Gesamtiiberleben der Patienten assoziiert war. Folglich schlagen wir SEC62
als Protoonkogen der hier untersuchten Tumorentititen vor, welches durch
Genamplifikation aktiviert zu werden scheint und nachfolgend bei iibermafiiger
Expression vermutlich als zelluldres Onkogen zu betrachten ist. Aufgrund einer frithen
Amplifikation von SEC62 in einer Mehrheit der untersuchten Tumoren, auch unabhéngig
von deren HPV-Status, liegt eine Einordnung als sogenannter onkogener Treiber nahe.
Flir eine genauere Einschatzung der Rolle von SEC62 als humanes Protoonkogen scheinen
dennoch nahere Analysen notwendig zu sein, zum Beispiel zur Bestimmung des
Potenzials der Induktion einer malignen Transformation von reguldren Zellen. Auch eine
weitere Untersuchung molekularer Interaktionspartner und einer moglichen
Beeinflussung onkogener Signaltransduktionswege scheint hierbei von zentralem
Interesse. Vor dem Hintergrund des Kklinischen Managements onkologischer
Erkrankungen ist aufderdem ein Nutzen von SEC62 in der Tumorfritherkennung und zur
Therapiestratifizierung betroffener Patienten vorstellbar und sollte dariiber hinaus auch
in weiteren Tumorentitidten untersucht werden.

Basierend auf den vorausgehenden Beschreibungen stellt das Protein SE62 zudem eine
attraktive Zielstruktur fiir eine potenzielle Therapie verschiedener onkologischer
Erkrankungen mit einer Uberexpression von SEC62 dar. Trotz intensiver Bemithungen
scheitern RNA-Interferenz basierte Ansatze zur Reduktion der Expression verschiedener
Onkogene im humanmedizinischen Einsatz bisweilen oft noch an ausgepragten toxischen
Nebenwirkungen und Problemen der Erreichbarkeit der zu behandelnden Gewebe

(Bonetta, 2009; Dowdy, 2017; Chakraborty et al.,, 2017; Nogrady, 2019).
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Ausgehend von der molekularen Funktion des Proteins SEC62 im Rahmen der zelluldren
Calciumhomoostase konnte in den vergangenen Jahren jedoch eine potenzielle
Therapieoption entwickelt werden: Durch Behandlung der Zellen mit Calmodulin-
Antagonisten, war es in invitro Experimenten mdglich, den Phanotyp einer SEC62-
Depletion funktionell zu kopieren. Die Applikation der niedermolekularen Verbindungen
Trifluoperazin (TFP) oder Ophiobolin A fiihrte hierbei in HeLa-Zellen jeweils zu einem
erhohten basalen zytosolischen Calciumgehalt sowie zu einem gesteigerten Calcium-
ausstrom aus dem ER nach Thapsigargin (TG) induzierter, nicht-kompetitiver Inhibition
der SERCA. Dariiber hinaus war eine dosisabhdngige Inhibition der Zellmigration
verschiedener Zelllinien sowie eine Sensibilisierung gegeniiber TG-induziertem
ER-Stress festzustellen (Linxweiler et al., 2013). Insgesamt scheint somit auf molekular
Ebene den beschriebenen onkogenen Effekten einer Uberexpression von SEC62 in
Karzinomen effektiv entgegengewirkt werden zu kénnen. Das Molekiil TFP bietet hierbei
den Vorteil als Neuroleptikum bereits seit vielen Jahren eine Arzneimittelzulassung in der
Humanmedizin zu besitzen (Shen, 1999). Zusatzlich wurde im Rahmen einer
retrospektiven Analyse eine zum damaligen Zeitpunkt unbeabsichtigte Nebenwirkung in
Form eines Uberlebensvorteils verschiedener Karzinompatienten nachgewiesen
(Zacharski et al., 1990). Auch die Anwendung von TG sowie verschiedener zielgerichteter
Derivate dieses Molekiils zeigte in mehreren in vitro Experimenten sowie in einer ersten
klinischen Studie zur Therapie solider Karzinome bereits vielversprechende Ergebnisse
hinsichtlich seiner antitumoralen Effektivitat (Denmeade et al., 2012; Mahalingam et al.,
2016). Eine Kombination beider Pharmaka konnte von unserer Arbeitsgruppe in enger
Zusammenarbeit mit den Instituten fiir Medizinische Biochemie und Klinisch-
Experimentelle-Chirurgie zudem bereits in einem heterotopen Mausmodell zu der
Behandlung SEC62 tiberexprimierender Zellen eines Hypopharynxkarzinoms erfolgreich
genutzt werden (Korbel et al, 2018). Zur Untersuchung einer potenziell
migrationshemmenden Wirkung derartiger Mono- oder Kombinationstherapien
befinden sich zwei orthotope Tiermodelle, welche jeweils die lymphogene bzw.
hamatogene Metastasierung von HNSCCs abbilden, aktuell in Vorbereitung. Aufgrund der
zentralen Funktion von SEC62 im Zuge der ER-phagie erscheint zudem ein Nutzen von
Autophagie-Inhibitoren, wie zum Beispiel Bafilomycin A1 oder Chloroquin, im Rahmen

derartiger Therapiekonzepte ebenfalls vorstellbar (Bergmann et al., 2016).
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3.3 Auswirkungen und prognostische Implikationen eines Vitamin D Mangels

bei HNSCC-Patienten

Unter dem Namen Vitamin D wird eine Gruppe lipophiler Secosteroide zusammengefasst,
deren physiologisch aktive Form im Menschen eine hormonelle Wirkung in
verschiedenen Zielorganen ausiiben kann. In den letzten Jahren wurde eine Vielzahl
Vitamin D abhdngiger Gene identifiziert, so dass davon auszugehen ist, dass diverse
physiologische Prozesse in ihrer Steuerung einer komplexen Abhangigkeit von Vitamin D
unterliegen. Bemerkenswerterweise scheint hierbei ein Zusammenhang zwischen der
Vitamin D Versorgung, der Entstehung und Progression von onkologischen
Erkrankungen und der Aktivitit des Immunsystems vorzuliegen. Da sich in der
wissenschaftlichen Literatur vermehrt Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen dem
Vorliegen eines Vitamin D Mangels und der Inzidenz maligner Erkrankungen finden,
sollte im Rahmen dieser Arbeit die Vitamin D Versorgung von HNSCC-Patienten naher
charakterisiert werden. Die Analyse bot hierbei den Vorteil, auf minimal-invasiven
Blutproben zu basieren, welche bei einer ambulanten Vorstellung der Patienten
routinemafdig entnommen werden. Aufgrund einer bedarfsgerechten Synthese der
physiologisch aktiven Form besteht wissenschaftlicher Konsens dariiber, dass eine
Analyse der Gesamtmenge aller Vitamin D Metabolite im Blut zur Bestimmung des
Vitamin D Status nicht zielfiihrend ist. Stattdessen sollte dieser anhand der Konzentration
der Speicherform 25-OH-Vitamin D ermittelt werden, welche eine verhaltnismafiig lange
Plasmahalbwertszeit von iiber 14 Tagen aufweist (DeLuca, 2004; Bischoff-Ferrari et al,
2006; Holick, 2009). Allerdings wird die genaue Definition des Vitamin D Status bzw.
eines potenziell vorliegenden Mangels aktuell weiterhin ausgiebig diskutiert: 25-OH-
Vitamin D Serumspiegel unter 10 ng/ml werden einheitlich als manifester Vitamin D
Mangel angesehen, da sie klinisch mit ausgepragten muskuloskelettalen Symptomen in
Form demineralisierter Knochen und einer deutlich verringerten Muskelkraft verbunden
sind (Lips, 2001; Need et al, 2008). Jedoch wurde auch fiir Konzentrationen von bis zu
30 ng/ml eine klare inverse Korrelation zum Parathormonspiegel und zur intestinalen
Calciumresorption festgestellt - beide Vorgange stehen dabei physiologisch in direkter
Abhangigkeit zur Vitamin D Versorgung. Folglich konnen 25-OH-Vitamin D Serumspiegel
zwischen 10 und 30 ng/ml sehr wahrscheinlich auch als Mangel, mindestens aber als
unzureichende Versorgung angesehen werden (Bischoff-Ferrari et al., 2006; Holick, 2009;

Holick et al, 2011). Werte iiber 30 und bis zu 100 ng/ml gelten gemeinhin als
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ausreichende Serumspiegel und scheinen eine langerfristig stabile Vitamin D Versorgung
sicherstellen zu konnen. Toxische Effekte, welche sich klinisch zumeist durch Symptome
einer Hypercalcimie dufdern, werden hingegen selten und erst ab 25-OH-Vitamin D
Konzentrationen von deutlich iiber 150 ng/ml beobachtet. Sie sind dabei zumeist auf eine
unbeabsichtigt starke Einnahme  hochkonzentrierter = Vitamin D  Prédparate
zuriickzufiihren, da die endogene Pravitamin D3 Synthese beim Erreichen derartiger
Schwellenwerte selbstlimitierend ist (Heaney, 2004; Holick, 2017; Pilz et al, 2019).
Ausgehend von den beschriebenen Grenzwerten sollte im Rahmen dieser Arbeit die
Vitamin D Versorgung der untersuchten Patientenkollektive analysiert werden. Hierbei
zeigte sich, dass bei HNSCC-Patienten mit hoher Prdvalenz ein ausgepragter Vitamin D
Mangel vorlag; lediglich 18 von 231 untersuchten Patienten wiesen ausreichende
Serumspiegel auf. Diese Beobachtung war dabei augenscheinlich nicht auf den
allgemeinen Erndhrungszustand oder einen grundlegend gestorten Calciumstoffwechsel
der HNSCC-Patienten zuriickfithren. HPV-positive Patienten zeigten im Durchschnitt eine
bessere Vitamin D Versorgung als Patienten mit Noxen-induzierten Karzinomen, was zu
der eingangs beschriebenen Beobachtung passt, dass es sich hierbei zumeist um jiingere
Patienten in einem besseren Allgemeinzustand handelt. Dariiber hinaus war ein
Vitamin D Mangel mit einer héheren Rate lymphogener Metastasierung und einem
signifikant verkiirzten Gesamtiiberleben verbunden, wobei durchschnittlich ein nahezu
verdoppeltes Sterberisiko der betroffenen Patienten festgestellt werden konnte. Die von
uns hier gemachten Beobachtungen bestdtigen dabei die bisherigen Ergebnisse zur
potenziellen Pravalenz und prognostischen Aussagekraft eines Vitamin D Mangels bei
HNSCC-Patienten und konnten diese an einem deutlich grofieren Patientenkollektiv
nachvollziehen (siehe auch Einleitung Kapitel 1.3). Als vornehmliche Ursache fiir einen
Vitamin D Mangel konnte in den letzten Jahrzehnten eine verminderte Syntheseleistung
durch unzureichende Sonnenlicht-Exposition identifiziert werden, welche unter anderem
durch die Pigmentierung der Haut, den Lebensstil (Aufenthalt in geschlossenen Raumen)
und Kleidungsgewohnheiten bedingt wird. Eine zentrale Rolle scheinen hierbei aber vor
allem auch der Breitengrad des Wohnortes und die jeweiligen Witterungsverhaltnisse zu
spielen. So nimmt die fiir die endogene Synthese notwendige UV-B Strahlung in ihrer
Intensitdt und Dauer in hoher gelegenen Breiten deutlich ab und ist in Deutschland nur
zwischen den Monaten von circa April bis September intensiv genug, um bei geeignetem
Aufenthalt im Freien den menschlichen Vitamin D Bedarf ausreichend zu decken (Holick,

2003; 2007; Wacker & Holick, 2014; Holick, 2016). Um in dem Zusammenhang den
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Einfluss potenziell abweichender Parameter bei der Beurteilung der VitaminD
Versorgung von HNSCC-Patienten moglichst zu minimieren, wurde von uns eine parallele
Analyse gesunder Kontrollprobanden der gleichen Alters- und Geschlechts-
zusammensetzung und des gleichen Einzugsgebietes durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich,
dass HNSCC-Patienten durchschnittlich um tiber 10 ng/ml niedrigere 25-OH-Vitamin D
Serumspiegel aufwiesen als vergleichbare Kontrollpatienten, womit davon ausgegangen
werden kann, dass eine spezifische Korrelation zwischen dem Vorliegen eines Vitamin D
Mangels und einer onkologischen Erkrankung der Kopf-Hals-Region besteht. In beiden
Kollektiven war zudem eine gewisse saisonale Variation der Vitamin D Serumspiegel zu
beobachten, welche so auch bereits in der Literatur beschrieben ist und mit hoher
Wahrscheinlichkeit auf die im Verlauf eines Jahres wechselnde Intensitit der UV-B
Strahlung zurtickzufiihren ist (Holick, 20023, b; 2003). Allerdings fand die Gewinnung der
Blutproben sowohl der HNSCC-Patienten als auch der gesunden Kontrollprobanden
gleichmafdig auf die Sommer- (April bis September) bzw. Wintermonate (Oktober bis
Marz) verteilt statt, so dass davon auszugehen ist, dass die Ergebnisse nur marginal von
unterschiedlichen Zeitpunkten der Patientenrekrutierung beeinflusst wurden.
Gleichwohl koénnen grundlegende Unterschiede zwischen den beiden Kollektiven trotz
aller Bemiihungen nicht vollstandig ausgeschlossen werden. Abweichende Gewohnheiten
in der Lebensfiihrung und eine potenzielle Beeinflussung metabolischer Prozesse sind
zum Beispiel aufgrund eines bei HNSCC-Patienten oft erhohten Tabak- und
Alkoholkonsums durchaus vorstellbar, in der klinischen Praxis aber mitunter schwer zu
quantifizieren. Bemerkenswert ist ebenso, dass auch die Mehrheit der untersuchten
Kontrollpatienten 25-OH-Vitamin D Serumspiegel unter 30 ng/ml aufwiesen. Deutliche
Hinweise auf eine moglicherweise generell unzureichende Vitamin D Versorgung in der
deutschen Bevolkerung finden sich in den letzten Jahren so auch zunehmend in der
wissenschaftlichen Literatur (Hintzpeter et al, 2007; Kramer et al., 2014; Rabenberg
etal, 2015).

Des Weiteren konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass eine verminderte
Immunzellinfiltration bei Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom der Kopf-Hals-
Region mit einer deutlich schlechteren Prognose verbunden war. Hierbei wirkte sich vor
allem das Infiltrationsprofil potenziell zytotoxischer Effektorzellen (CD8* und CD56%)
signifikant auf das Gesamtiiberleben der jeweiligen Patienten aus. Diese Ergebnisse
bestatigen dabei die bisherigen Erkenntnisse der wissenschaftlichen Literatur zu einer

umfassenden Unterdriickung der Aktivitidt diverser Komponenten des Immunsystems
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durch onkologische Erkrankungen. Hierbei scheinen besonders auch HNSCCs durch ein
immunsupprimierendes Tumormikromilieu gekennzeichnet zu sein, welches unter
anderem durch eine vielschichtige Beeinflussung tolerogener Signalwege eine
Immunevasion des Karzinoms und letztendlich die Progression des Tumorgeschehens
ermoglicht (Allen et al, 2015; Davis et al, 2016; Chen et al, 2019). Fiir zahlreiche
Tumorentitaten, aber auch fiir Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals-Region, konnte so
bereits gezeigt werden, dass eine verminderte Anzahl tumorinfiltrierender, zytotoxischer
Immunzellpopulationen deutlich mit einer verschlechterten Prognose der jeweiligen
Patienten korrelierte (Balermpas et al., 2013; Gentles et al., 2015; Lei et al., 2016; Chen &
Mellman, 2017; Fridman et al, 2017). Charakteristisch flir eine derartig beeinflusste
Immunlandschaft scheint zudem das vermehrte Vorliegen antiinflammatorisch
wirkender M2-Makrophagen zu sein, was so auch von uns bei den hier untersuchten
Patienten beobachtet werden konnte (Thorsson et al, 2018). Die Unterdriickung einer
derartigen Immunmodulation durch das Karzinom sowie die Aktivierung antitumoraler
Komponenten der Immunantwort ist dabei Gegenstand intensiver Forschungsarbeiten
und fiihrt aktuell zu einer rasanten Entwicklung vielversprechender Therapiekonzepte
auf dem Gebiet der sogenannten Immunonkologie (Ferris, 2015; Cramer et al., 2019;
Gavrielatou etal.,, 2020). Vor diesem Hintergrund erscheint es besonders bemerkenswert,
dass im Rahmen der hier beschriebenen Untersuchungen gezeigt werden konnte, dass
Patienten mit hoheren 25-OH-Vitamin D Serumspiegeln ein bedeutend giinstigeres Profil
der Immunzellinfiltration aufwiesen, welches sich zudem signifikant auf das Gesamt-
liberleben der betreffenden Patienten auswirkte. Moglicherweise kann so durch eine
suffiziente Vitamin D Versorgung eine funktionelle Kompensation der verschiedenen
Immunevasionsmechanismen des Tumors und eine weitere Aktivierung antitumoraler
Komponenten des Immunsystems erreicht werden. Folglich erscheint es naheliegend,
dass sich durch die Substitution von Vitamin D eine kostenglinstige und verhaltnismaf3ig
risikoarme Moglichkeit einer effektiven Immunstimulation zumeist gravierend unter-
versorgter HNSCC-Patienten ergeben konnte. Die Analyse eines derartigen Therapie-
konzepts der Vitamin D Substitution konnte in Zusammenarbeit mit der Klinik fiir Innere
Medizin I bereits eine signifikante Steigerung der zytotoxischen Aktivitat der Natiirlichen
Killerzellen von neun HNSCC-Patienten zeigen. Hierbei war nach Substitution ebenso eine
erh6hte Wirksamkeit des therapeutischen Antikorpers Cetuximab zu beobachten, was
vermutlich durch eine Steigerung der Antikorper-vermittelten zellularen Zytotoxizitat

der NK-Zellen zu erkldren ist (Kimura et al, 2007; Ferris et al., 2018). Somit scheint

78



Diskussion

eine Vitamin D Substitution zudem einen wertvollen Beitrag zu aktuell aufkommenden
Immuntherapiekonzepten von HNSCC-Patienten leisten zu konnen. Obwohl
nachgewiesen wurde, dass nahezu alle immunologischen Zellen eine Expression des
Vitamin D Rezeptors aufweisen und in ihrer Funktion vermutlich durch eine
ausreichenden Vitamin D Versorgung beeinflusst werden, bleiben die konkreten
Mechanismen der vermutlich weitreichenden immunmodulatorischen Wirkungen bis
heute allerdings weiterhin unklar (Chun et al., 2014; Chirumbolo et al, 2017; Medrano
et al, 2018; Martens et al, 2020). Eine genauere Analyse immunregulatorischer
Zellpopulationen, der lytischen Potenz zytotoxischer Immunzellen und der Expression
verschiedener Immuncheckpoint Molekiile wird von unserer Arbeitsgruppe unter
Beriicksichtigung der VitaminD Versorgung der jeweiligen Patienten aktuell
durchgefiihrt. Da ebenso eine direkte Beeinflussung des Karzinoms vorstellbar ist,
werden zudem potenzielle Auswirkungen der Vitamin D Versorgung auf HNSCC-Zellen
von uns aktuell ndher untersucht, wobei erste Hinweise auf eine antiproliferative und
migrationsinhibierende Wirkung von Vitamin D in der Literatur bereits beschrieben

werden konnten (Fathi et al,, 2019).

Insgesamt konnte somit im Rahmen dieser Arbeit die Vitamin D Versorgung als
Biomarker fiir die Diagnostik von Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region
identifiziert werden, wobei eine Analyse hierbei anhand von minimal-invasiv
entnommenen Blutproben erfolgte. Aufgrund der hohen Pravalenz eines Vitamin D
Mangels bei HNSCC-Patienten und einer vermutlich damit einhergehenden, verstarkten
Immunevasion des Tumors scheint eine Substitution von Vitamin D folglich einen
vielversprechenden Ausgangspunkt fiir personalisierte Therapiekonzepte, besonders

auch vor dem Hintergrund von Immuntherapien, darzustellen.
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4. Material und Methoden

4.1 Allgemeine Materialien und Bezugsquellen

4.1.1 Chemikalien, Kits, Puffer und Losungen

Vertrieb

Agilent Technologies Germany; Waldbronn

CSL Behring; Marburg

DiaSorin Deutschland; Dietzenbach

Fisher Scientific; Schwerte

Heyl Chemisch-pharmazeutische Fabrik; Berlin

Hologic Deutschland; Wiesbaden

Lonza Group; Basel, Schweiz

Macherey-Nagel; Diiren

Artikel

Dako Epitop Demaskierungslosung,
S1699;

Dako REAL Detektionssystem,
Alkaline Phosphatase/RED,
Rabbit/Mouse; K5005

Humanes Serumalbumin,

PZN: 03572808

LIAISON 25-OH-Vitamin D

TOTAL Assay, #310600

Thermo Scientific PageRuler
vorgefarbte Proteinleiter

10 - 180 kDa, #26616

D3-Vicotrat Vitamin D3 Injektions-
Losung 100 000 IE, PZN 679049
ThinPrep Bluing Losung, #70793;
ThinPrep EA Losung, #70782;
ThinPrep Nuclear Stain, #70780;
ThinPrep Orange G Losung, #70781;
ThinPrep Rinse Losung, #70780;
PreservCyt Losung, #0234004
X-Vivo 15 serumfreies Zellkultur-
Medium; #04-418Q

NucleoBond PC 100 DNA-
Extraktionskits, #740573
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Merck; Darmstadt

Fetales Kilberserum, F7524;
Sigma-Aldrich 2-Mercaptoethanol,
#M3148;

Sigma-Aldrich bovines Serum-
albumin, #A9418;

Sigma-Aldrich Chloroform, #C7559;
Sigma-Aldrich DAPI-Lésung

(1 mg/ml), #MBD0015;
Sigma-Aldrich Dinatriumhydrogen-
phosphat, #50876;

Sigma-Aldrich DMSO, #D2650;
Sigma-Aldrich EDTA, #EDS;
Sigma-Aldrich Entellan,
#1079600500;

Sigma-Aldrich Essigsaure, #A6283;
Sigma-Aldrich Formamid, #F9037;
Sigma-Aldrich Giemsaldsung,
#GS500;

Sigma-Aldrich Glycerin, #G5516;
Sigma-Aldrich Hamatoxylinlosung,
#MHS32;

Sigma-Aldrich Kaliumchlorid,
#P9541;

Sigma-Aldrich Kaliumdihydrogen-
phosphat, #P9791;

Sigma-Aldrich Magnesiumchlorid,
#M8266;

Sigma-Aldrich Methanol, #34860;
Sigma-Aldrich Natriumacetat,
#52889;

Sigma-Aldrich Natriumdihydrogen-
phosphat, #50751;

Sigma-Aldrich Natriumhydroxid,
#58045;
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Mibe Arzneimittel; Brehna

Miltenyi Biotec; Bergisch Gladbach

Otto Fischar; Saarbricken

Qiagen; Hilden

Roche Diagnostics; Mannheim

Sigma-Aldrich Paraformaldehyd,
#158127;

Sigma-Aldrich Proteinase K,
#P2308;

Sigma-Aldrich Salzsaure, #H1758;
Sigma-Aldrich Tri-Natriumcitrat-
Dihydrat, #51804;

Sigma-Aldrich Tris-Base, #T1503;
Sigma-Aldrich Triton X-100, #X100;
Sigma-Aldrich Zitronensaure-
Monohydrat, #C1909;

Supelco Ethanol 100%, #1.07017;
Vigantoletten Vitamin D3 Tabletten
1000 IE, PZN 10544155

Dekristol Vitamin D3 Kapseln

20 000 IE, PZN 4007393

NK-Zell Isolationskit, #130-092-657
Formaldehyd-Losung 4,0%, #27279;
Xylol, #304

Allstars Negativ Kontroll siRNA,
#1027281;

HP Custom kundenspezifische
siRNAs, #1027423;

HiPerFect Transfektionsreagenz,
#301705;

QIAamp Blood DNA Extraktions-
Kit, #51104;

Biotin-Nick Translationsmix,
#11745824910;

CINtec Plus Zytologie Kit,
#0688956500;

cobas Albumin Gen.2 Assay,

#05166861;
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Serva Electrophoresis; Heidelberg

Thermo Fisher Scientific; Karlsruhe

cobas Calcium Gen.2 Assay,
#05168449;

Digoxigenin-Nick Translationsmix,
#11745816910;

Humane Cot-1 DNA, #11581074001;
Pepsin, #10108057001;
Ribonuklease H, #10786357001;
X-tremeGENE HP Transfektions-
reagenz, #06366236001;
Zytotoxizitats Detektions Kit Plus
(LDH), #4744926001

Acrylamid, #10677;

Agar, #11396;

AMPS, #13376;

Bisacrylamid, #29197;
Bromphenolblau, #15375;
Ethanol 96%, #11096;

Glycin, #23391;

Isopropanol, #39559;
Natriumchlorid, #39781;

SDS, #20765;

TEMED, #35930;

Tween 20, #39796

Invitrogen AlexaFluor 488 Phalloidin,
#A12379;

Invitrogen BioPrime DNA
Markierungssystem, #18094011;
Invitrogen Trypanblau (0,4%)
Farbemittel, #T10282;

Gibco DMEM GlutaMAX
Zellkulturmedium, #31966;

Gibco Opti-MEM serumreduziertes
Zellkulturmedium, #31985;
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TSI; Zeven

Vector Laboratories; Burlingame, CA, USA

Gibco PBS pH 7,2 Pufferlosung
fir die Zellkultur, #20012;

Gibco Penicillin (10 000 units/ml)
Streptomycin (10 000 pg/ml)
100x Antibiotikal6sung, #15140;
Gibco Trypsin/EDTA (0,05%)
Dissoziationslésung, #25300
Sucofin Magermilchpulver,
#4502110715
Streptavidin-Fluorescein, #SA-5001;
Vectashield Fluoreszenz-Eindeck-
medium, #H-1000;

Vectashield Fluoreszenz-Eindeck-

medium mit DAPI, #H-1200
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4.1.2 Gerite, zugehorige Software und Verbrauchsmaterialien

Vertrieb
ACEA Biosciences; San Diego, CA, USA

Beckman Coulter; Krefeld

Bemis; Neenah, WI, USA

Bio-Flow Technik; Meckenheim
Bio-Rad Laboratories; Feldkirchen

Cooper Surgical; Trumbull, CT, USA

Corning; Corning, NY, USA

DWK Life Sciences; Wertheim
Eppendorf; Hamburg

Fisher Scientific; Schwerte

Frobel Labortechnik; Lindau

GE Healthcare Europe; Freiburg

Artikel

E-Plate 16 & 96; RTCA CIM Plate 16;
RTCA Software Version 2.1.0,
xCelligence RTCA SP & DP

Rotor JA-10, Zentrifuge GS6-KR
Parafilm M

Gelaire TC72 Sterilbank
Trans-Blot Zelle mit
Plattenelektroden, #1703939
Medscand Cytobrush Plus GT
Abstrichbirste, #C0104
FluoroBlok Migrationseinsatze,

8 um Porengrofie, #351152;
24-well FluoroBlok Zellkultur
Begleitplatten, #353504

Duran Laborglasflaschen GL45
Kiihlzentrifuge 5402, 5415R, 5840R;
Pipette Research Pro 4860;
Reaktionsgefafs 1,5 ml 3810X;
Thermomixer 5436;
Thermomixer Comfort 5355
Thermo Scientific Heracell
Brutschrank 1501, #51026281;
Thermo Scientific Objekttrager
SuperFrost Plus, #]1800AMNZ;
Systec Autoklav DX-65;

Whatman Filterpapiere

Rocky Wipptisch

MultiTemp II Durchlaufkiihler;
Netzteile EPS 200, 600, 601, 3500;
ImageQuant Software TL1D 5.1 & 7.0,
Typhoon Trio 9410
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Gilson; Middleton, WI, USA

GraphPad Software; San Diego, CA, USA

Greiner Bio-One; Frickenhausen

Heraeus; Hanau
Hirschmann Laborgerate; Eberstadt

Hologic Deutschland; Wiesbaden

IKA Werke; Staufen
Jenoptik; Jena

KGW-Isotherm; Karlsruhe

Lauda-GFL Labortechnik; Lauda-Konigshofen

Leica Mikrosysteme; Wetzlar

Medax; Neuminster

Merck; Darmstadt

Metasystems; Altluf3heim

Nikon; Dusseldorf

Pipetman P2, P20, P200, P1000,
P5000, P8x300, P8x200M, P8x1200M
Prism Version 8.4.3, Statistiksoftware
Einfrierrohrchen 2 ml, #122279;
Zellkulturflaschen Cellstar

250 ml (75 cm?), #658175 &

550 ml (175 cm?), #660175;
Zellkulturschale Cellstar

6 cm Durchmesser, #628160
Trockenschrank T12

Pipetus Pipettierhilfe, #9907200
ThinPrep Krebsabstrich Filter und
Objekttrager, #70137;

ThinPrep Prozessor TP 2000
Combimag RCT Magnetriihrer
ProgRes MF Digitalkamera
Dewargefaf3

Schiittelwasserbad 1083

SM 200R Schlittenmikrotom;

RM 2235 Rotationsmikrotom
WB24 Paraffinstreckbad
Immobilon-P PVDF Transfer-
membran, 0,45 um, #IPVH00010;
Millipore Reinstwasseranlage MilliQ;
Sigma-Aldrich Glaskugeln 1 mm,
#7250473

[sis FISH und Fluoreszenz-
mikroskopie Software Version 5.7.2
Eclipse TE2000S Fluoreszenz-
Mikroskop;

Fluoreszenzfilter (Exzitation,
dichroitische Trennung, Emission):
DAPI: 340 - 380, 400, 435 - 485 nm
FITC: 465 - 495, 505, 515 - 555 nm
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Olympus Europa; Hamburg

Panasonic; Hamburg

PerkinElmer; Rodgau

R. Langenbrinck; Emmendingen

Roche Diagnostics; Mannheim

Sarstedt; Numbrecht

Sartorius; Gottingen

Scientific Industries; Bohemia, NY, USA

TRITC: 528 - 552, 565,582 - 627 nm
TexR: 540 - 580, 595, 600 - 660 nm;
PlanFluor Objektiv 10x/0,3 &
PlanFluor Objektiv ELWD 20x/0,45 &
PlanFluor Objektiv 60x 0il/1,25;
DS-5Mc Digitalkamera;
NIS-Elements AR

Software Version 3.22.14

BX61 Fluoreszenzmikroskop;
Fluoreszenzfilter (Exzitation,
dichroitische Trennung, Emission):
DAPI: 360 - 370, 400, ab 420 nm
FITC: 470 - 490, 500, ab 520 nm
Cy3: 510 - 560, 565, 575 - 640 nm;
UPlanFl Objektiv 10x/0,3 &
UPlanFl Objektiv 40x/0,75 Ph2 &
UPlan F1 Objektiv 60x/1,25 Oil &
UPIlan FI Objektiv 100x/1,30 Oil;
SC30 Digitalkamera;

cellSens Standard Software
Version 1.12

Mikrowelle

Wallac Victor 2 Spektrometer,
MultiCalc Software, #1420
Deckglaser, 24 x 60 mm, Starke
0,13-0,16 mm, #01-2460/1
LightCycler 2.0 Thermocycler,
Software 4.1, #03531414001
Pipettenspitzen 10, 200, 300, 1000,
5000 pl; Schraubrohre 15 & 50 ml
BP61, BP4100, ED5201, LA420
Feinwaagen

Vortex Genie 2 Vibrationsmischer,

#SI-0256
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Tefal; Rumilly, Frankreich

Thermo Fisher Scientific; Karlsruhe

VWR International; Darmstadt

Werkstatt Biochemie 1; Gottingen

Werkstatt Medizinische Biochemie; Homburg
Wenzel Glaserei; Miinchen

Xylem Analytics; Weilheim

Zeiss; Jena

Ziegra Eismaschinen; Isernhagen

Reiskocher, #RK1001

Countess, automatisiertes
Zellzahlgerat, #C10227;

Countess Zellzahlungs-Kammer-
Objekttrager, #C10228;
MSC-Advantage Sicherheits-
Werkbank, #51025411;

Nalgene Rapidflow Flaschenaufsatz-
filter, #295-3345;

NanoDrop ND-1000 Spectrophoto-
meter, Software Version 3.8.1;
Varistain 24-4 Shandon
Farbeautomat, #74200001
Pasteurpipetten aus Glas, 150 ml,
#612-1701
Elektrophoresekammer (Eigenbau)
Elektrophoresekammer (Eigenbau)
Glasplatten fiir Gelelektrophorese
WTW pH-Meter pH573

Axiolab Hellfeldmikroskop

Eismaschine

88



Material und Methoden

4.2 Von Patienten entnommenes Untersuchungsmaterial und grundlegende

Analysen

4.2.1 Patientenmaterial

Flir die Analysen im Rahmen dieser Arbeit wurden Tumorgewebe- und Blutproben, sowie
Abstrichmaterial von Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom der Kopf-Hals-Region,
Abstrichmaterial von Patientinnen mit dysplastischen Lasionen der Zervix, sowie
Blutproben von gesunden Kontrollpatienten verwendet. Eine ndhere Beschreibung der
jeweils analysierten Patientenkollektive befindet sich in den betreffenden Abschnitten
des Ergebnisteils in Kapitel 2. Alle eingeschlossenen Patientinnen, Patienten und
Kontrollprobanden haben nach ausfiihrlicher, medizinischer Beratung und Aufklarung
schriftlich eingewilligt an der jeweiligen Studie teilzunehmen. Fiir alle Untersuchungen
lagen bereits zu Beginn positive Ethikvoten der Ethikkommission der Arztekammer des
Saarlandes zur Nutzung des Patientenmaterials und der klinischen Daten unter den

Kennziffern 207/10,218/10 und 227/12 vor.

4.2.2 Klassifizierung, Staging und histopathologische Begutachtung von HNSCCs

Aufgrund eines Rekrutierungszeitraumes der untersuchten HNSCC-Patienten zwischen
den Jahren 2013 bis einschliefdlich 2017, erfolgte eine TNM und UICC Klassifizierung,
sowie die Beurteilung des Differenzierungsgrades der Tumoren anhand der fiir diesen
Zeitraum giiltigen, dritten Ausgabe der von der Weltgesundheitsorganisation
herausgegebenen Klassifizierung von Kopf-Hals-Karzinomen (World Health Organization
& International Agency for Research on Cancer, 2005). Alle untersuchten Tumorproben
wurden in der histopathologischen Begutachtung von Fachidrzten des Institutes fiir
Allgemeine und Spezielle Pathologie des Universitatsklinikums des Saarlandes als
Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals-Region Kklassifiziert und hinsichtlich ihres

histologischen Differenzierungsgrades befundet.
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4.2.3 Vitamin D Substitution von HNSCC-Patienten

Eine Vitamin D Substitution von elf HNSCC-Patienten mit nachgewiesenem Vitamin D
Mangel (25-OH-Vitamin D Serumspiegel < 10 ng/ml) erfolgte im Rahmen der Messungen
der zytotoxischen Aktivitat ihrer Natlirlicher Killerzellen (siehe Ergebnisse Kapitel 2.3.3).
Je nach individueller Moglichkeit der oralen Medikamenteneinnahme erfolgte die
Substitution entweder enteral (Vigantoletten 1000 IE einmal taglich oral oder durch eine
PEG-Sonde, bzw. Dekristol 20 000 IE einmal wdéchentlich oral) oder parenteral durch
intramuskuldre Infusion (D3-Vicotrat 100 000 IE einmal monatlich). Die Vitamin D
Substitution erfolgte iiber einen Zeitraum von drei Monaten; vor und nach Substitution

wurden jeweils die 25-OH-Vitamin D Serumspiegel bestimmt.

4.2.4 Flussigkeitsbasierte Abstrichzytologie

Biirstenabstriche zur Gewinnung von zytologischem Material wurde mithilfe der
Medscand Cytobrush Plus GT Abstrichbiirste im Rahmen einer ambulanten Untersuchung
der Patienten, oder wahrend einer Panendoskopie angefertigt. Hierzu wurden die
suspekten Schleimhautareale mit der Abstrichbilirste mehrfach und in verschiedenen
Richtungen abgestrichen. Bei soliden Tumoren wurde hierbei das Zentrum und bei
ulzerierenden Tumoren der Randbereich der Lasion gewahlt. Anschlieffend wurden die
Biirsten direkt in mit PreservCyt Losung gefiillten ThinPrep Gefafden durch mehrfaches
Schiitteln ausgewaschen und abschliefiend verworfen. Die erhaltene ThinPrep
Zellsuspension wurde nachfolgend lichtgeschiitzt und bei 4°C gelagert. Eine Anfertigung
der zytologischen Pradparate erfolgte bei allen untersuchten Patienten im Regelfall
innerhalb von vier Monaten, maximal jedoch 18 Monate nach Probengewinnung. Die
Anfertigung der Praparate erfolgte mittels des halbautomatisierten ThinPrep Prozessors
TP 2000, unter Verwendung der zugehorigen ThinPrep Filter und Objekttrager, nach den
Angaben des Herstellers, wobei das Programm zur Herstellung zytologischer Praparate
von Abstrichproben der Zervix verwendet wurde. Alle zytologischen Praparate wurden

maximal 24 Stunden vor Durchfiihrung der nachfolgenden Analysen angefertigt.
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4.2.4.1 Farbung zytologischer Praparate nach Papanicolaou

Eine Farbung der abstrichzytologischen Praparate nach Papanicolaou (PAP) diente der
Darstellung der Zellmorphologie und erméglichte somit eine mikroskopische Beurteilung
des jeweiligen Abstrichmaterials und einer gegebenenfalls vorliegenden Malignitat. Die
PAP Farbung basiert dabei auf einem schrittweisen, dreistufigen Farbeprozess. Nach
Uberfithrung der Priparate durch eine absteigende Alkoholreihe in ein wissriges Milieu
werden die Zellkerne durch eine Hamatoxylinlosung, in diesem Falle den ThinPrep
Nuclear Stain angefarbt. AnschliefRend folgen Waschschritte mit destilliertem Wasser und
der ThinPrep Rinse Losung. Die Hamatoxylinfarbung wird nachfolgend durch kurze
Inkubation in saurem Milieu, hier der ThinPrep Bluing Lo6sung, differenziert.
Anschlief3end folgt ein Waschschritt in destilliertem Wasser und die Entwasserung der
Praparate durch eine aufsteigende Alkoholreihe. Das Zytoplasma wird dann, unter
anderem durch die Farbung von Keratinen, mit einer (ThinPrep) Orange G Losung und,
nach weiteren alkoholischen Waschschritten, schliefilich durch eine kombinierte Eosin-
Azurblau Farbung (hier: ThinPrep EA Losung) dargestellt. Nach weiteren alkoholischen
Waschschritten werden die Praparate abschliefend zur mikroskopischen Beurteilung
mithilfe von Xylol, dem Eindeckmedium Entellan und einem Deckglas eingedeckt. Eine
Lagerung der nach einigen Tagen ausgeharteten Praparate erfolgte lichtgeschiitzt bei
Raumtemperatur. Die Praparate wurden mithilfe des Olympus BX61 Mikroskops und der
zugehorigen Software ausgewertet. Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die PAP Farbung
mittels des halbautomatisierten Shandon Varistain 24-4 Farbeautomaten und eines von
der Firma Hologic zur Verwendung mit den ThinPrep LoOsungen vorgegebenen

Standardfarbeprotokolls.

4.2.4.2 Zytologische Diagnostik und Beurteilung der Zelldifferenzierung

Die zytologische Diagnostik von Abstrichpraparaten dysplastischer Lasionen der Zervix
erfolgte durch zwei langjdhrig erfahrene Zytologieassistentinnen der Klinik fiir
Frauenheilkunde, Geburtshilfe und Reproduktionsmedizin des Universitatsklinikums des
Saarlandes anhand der Miinchner Nomenklatur IIl (Griesser et al, 2013). Die
Abstrichproben waren an dieser Klinik im Rahmen der Routinediagnostik des nationalen

Projektes zur Fritherkennung des Zervixkarzinoms zwischen Januar2012 und
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Januar 2013 gesammelt worden. Die Probenentnahme und Anfertigung zytologischer
Praparate erfolgte mithilfe der Medscand Cytobrush Plus GT Abstrichbiirste und dem
zuvor beschriebenen ThinPrep System. Fiir alle auffalligen Schleimhautdysplasien lag
eine gesicherte Diagnose der histolopathologischen Begutachtung von Inzisionsbiopsien
vor. Keine der untersuchten Patientinnen wies zum Zeitpunkt der Probenentnahme eine
Zervizitis bzw. Kolpitis auf, oder war zuvor aufgrund dysplastischer Lasionen der Zervix
bereits therapeutisch behandelt worden (Linxweiler et al., 2016).

Die zytologische Diagnostik von HNSCC-Abstrichpraparaten erfolgte zusammen mit der
langjahrig erfahrenen Zytologieassistentin Barbara Linxweiler der Klinik fiir
Frauenheilkunde, Geburtshilfe und Reproduktionsmedizin des Universitdtsklinikums des
Saarlandes. Da in der Hals-Nasen-Ohren-Heilkunde bisher ein einheitlicher Standard zur
zytologischen Beurteilung von Gewebeabstrichen fehlt, erfolgte die Beurteilung der
Zellmorphologie in Anlehnung an die Miinchner Nomenklatur III (siehe auch Diskussion
Kapitel 3.1.1). Zusatzlich  wurde  zur  zytologischen  Bestimmung  des
Differenzierungsgrades der enthaltenen Karzinomzellen deren Chromatindichte und
-struktur, eine mogliche Verhornung der Zellen und ihre Pleomorphie mikroskopisch
bewertet. Die Charakterisierung erfolgte hierbei in Anlehnung an die fiir die
histopathologische Diagnostik von Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region
bereits langjahrig etablierten, morphologischen Malignitdtskriterien (World Health
Organization & International Agency for Research on Cancer, 2005; Agaimy & Weichert,
2016). Aquivalent zu den histologischen Graduierungsstufen G1, G2 und G3 wurden die
zytologischen Differenzierungsgrade in gut, mittel und schlecht eingestuft. Die
zytologische Bewertung fand ohne vorherige Kenntnis der histopathologischen

Beurteilung des jeweiligen Differenzierungsgrades statt.

4.2.5 Blutproben und darauf basierende Untersuchungen

Blutproben von HNSCC-Patienten und gesunden Kontrollpatienten wurden routinemaf3ig
im Rahmen einer ambulanten Untersuchung, bei HNSCC-Patienten gegebenenfalls vor
einer Panendoskopie, minimal-invasiv entnommen. Kein eingeschlossener Patient war
zum Zeitpunkt der Probenentnahme oder in den vorausgehenden fiinf Jahren aufgrund
eines Karzinoms der Kopf-Hals-Region bereits therapeutisch oder palliativ behandelt

worden. Die Entnahme der Blutproben fand maximal zwolf Wochen vor oder nach
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Feststellung der Erstdiagnose statt. Die Untersuchung aller Blutproben erfolgte durch das
Zentrallabor des Universitiatsklinikums des Saarlandes. Die 25-OH-Vitamin D
Serumspiegel der HNSCC- und Kontrollpatienten wurden basierend auf der CLIA
Chemolumineszenz Technologie mithilfe des LIAISON 25-OH-VitaminD TOTAL
Immunassays bestimmt. Die Serumalbumin- und Serumcalciumspiegel der HNSCC-
Patienten wurden photometrisch durch Bromkresolgriin mithilfe des cobas Ablumin
Gen.2 Assays bzw. durch 5-Nitro-5’-Methyl-BAPTA und EDTA mithilfe des cobas Calcium

Gen.2 Assays bestimmt.

4.2.6 Invasivgewonnene Tumorgewebeproben

Flr die Untersuchung invasiv gewonnenen Materials wurden Formalin-fixierte und
Paraffin-eingebettete Gewebeproben (FFPE) des jeweiligen Primartumors oder der
zugehorigen Lymphknotenmetastasen verwendet. Diese Behandlung dient der
Konservierung des Gewebes der betreffenden Proben und ermoglicht seine histologische
Begutachtung und eine Zuganglichkeit fiir moglicherweise nachfolgende Analysen. Die
verwendeten FFPE-Proben entstammten dem Archiv des Institutes fiir Allgemeine und
Spezielle Pathologie des Universitatsklinikums des Saarlandes und wurden zuvor jeweils
durch Facharzte histopathologisch klassifiziert. Zur Anfertigung von Schnittpraparaten
der FFPE-Proben wurden mithilfe des SM 200R Schlitten- oder des RM 2235
Rotationsmikrotoms zuerst drei Schnitte von jeweils 10 um Dicke abgetragen und
verworfen und anschliefdend Schnitte von 3 bis 4 um Dicke angefertigt. Zur Ausstreckung
der Paraffinschnitte wurden diese in ein lauwarmes Wasserbad iiberfiihrt und
anschliefSend auf Adhasionsobjekttrager aufgebracht. Alle Schnittprdaparate wurden
maximal vier Monate vor Durchfiihrung der nachfolgenden Analysen angefertigt. Vor
Durchfiihrung aller Untersuchungen erfolgte tiber Nacht eine Trocknung der Praparate

bei 37°C im Warmeschrank.
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4.2.6.1 Hamatoxylinfarbung von FFPE-Schnittpraparaten

Zur mikroskopischen Beurteilung der FFPE-Schnittpraparate erfolgte eine Darstellung
der Zell- und Gewebestrukturen durch eine alkoholfreie Himatoxylinlésung nach Mayer.
Hierzu wurden die Praparate durch Einstellen in Xylol 15 Minuten lang entparaffiniert
und anschiefend dreimal in Xylol gewaschen. Nach Uberfithrung der Priparate in ein
wassriges Milieu durch eine absteigende Alkoholreihe und mehrfaches Waschen mit
destilliertem Wasser wurden die Praparate fiir sieben Minuten in der Himatoxylinlésung
angefarbt. Anschliefend wurde die Farbung durch zehnminiitiges Spiilen mit kaltem
Leitungswasser differenziert. Mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe wurden die
Praparate nachfolgend entwassert und mithilfe von Xylol, dem Eindeckmedium Entellan
und einem Deckglas eingedeckt. Eine Lagerung der nach einigen Tagen ausgeharteten

Praparate erfolgte lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur.

94



Material und Methoden

4.3

4.3.1

Proteinbiochemische Methoden

Antikérper

In Tabelle 7 sind ndhere Details und Beschreibungen der im Rahmen dieser Arbeit

verwendeten primaren und sekundaren Antikorper zusammengefasst.

Tabelle 7: Ubersicht der verwendeten Antikorper, unter Angabe der eingesetzten Verdiinnung
und der Herkunft. CGH: komparative genomische Hybridisierung;
FISH: Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung; ICC: Immunzytochemie; ICF: Immunzyto-
fluoreszenz; IHC: Immunhistochemie; WB: Western Blot
e . . Kunf Verdiinnung
Antikérper Typus; Spezies Herkunft Zytologie | IHC WEB
anti-3-Aktin Monoklonal, IgG1, Sigma-Aldrich, 1:5000
Klon AC-15; Maus #A5441
anti-CD3 Monoklonal, IgG, Thermo Fisher, 1:300
Klon SP7; Kaninchen | #RM-9107
anti-CD4 Monoklonal, IgG1, abcam, 1:40
Klon 1F6; Maus Cambridge, UK,
#ab846
anti-CD11c Monoklonal, IgG, abcam, 1:100
Klon EP1347Y; Cambridge, UK,
Kaninchen #ab52632
anti-CD56 Monoklonal, IgG1, Agilent, Dako 1:50
Klon 123C3; Maus #M7304
anit-CD68 Monoklonal, IgG1, abcam, 1:200
Klon KP1; Maus Cambridge, UK,
#ab955
anti-CD163 Polyklonal, IgG, abcam, 1:16 000
affinitatsgereinigt; Cambridge, UK,
Kaninchen #ab87099
anti-Cyclin D1 Monoklonal, IgG, abcam, 1:150
Klon SP4; Kaninchen | Cambridge, UK,
#ab16663
anti-E-Cadherin | Polyklonal, Cell Signaling 1:1000
affinitatsgereinigt; Technology
Kaninchen Europe, Frankfurt
am Main, #4065
anti-GAPDH Polyklonal; Santa Cruz 1:1000
Kaninchen Biotechnology,
Heidelberg,
#sc-25778
anti-pRB Monoklonal, IgG1, abcam, 1:2500
Klon 1F8; Maus Cambridge, UK,
#ab81701
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- ) Verdiinnung
Antikérper Typus; Spezies Herkunft -
Zytologie | IHC WB
anti-SEC62 Polyklonal; Prof. Martin Jung, 1:1000
Kaninchen Medizinische
anti-SEC62 Polyklonal, Biochemie, 1:100 ICF 1:400
(affinitats- affinitatsgereinigt; Universitdt des 1:400 ICC
gereinigt) Kaninchen Saarlandes
anti-Vimentin Monoklonal, IgG1, Sigma-Aldrich, 1:100 ICF
Klon V9, Cy3- #9080
Konjugat; Maus
anti-Vimentin Monoklonal, IgG1, Agilent, Dako 1:1000
Klon V9; Maus #MO0725
Cetuximab Monoklonal, IgG1, Merck Healthcare; | Verwendung bei der Bestimmung der
(anti-EGFR, chimar Darmstadt, zytotoxischen Aktivitat Natiirlicher
Erbitux) PZN 00493528 Killerzellen (Kapitel 2.3.3),

Konzentrationen wie angegeben

anti-Kaninchen Polyklonal, IgG, GE Healthcare 1:5000
Cy5-Konjugat; Ziege | Europe #PA45001

anti-Kaninchen Polyklonal, IgG, Dianova, Hamburg | 1:100 ICF
Fluorescein- #DAB-87693
Konjugat; Ziege

anti-Digoxigenin | Polyklonal, IgG, Roche Diagnostics | 1:20 CGH
aufgereinigtes Fab- | #11207750910 1:200 FISH
Fragment,
Rhodamin-Konjugat;
Schaf

anti-Maus Polyklonal, IgG, GE Healthcare 1:5000
Cy3-Konjugat; Ziege | Europe #PA43009

4.3.2 Raue Mikrosomen

Vesikulare Partikel und Fragmente des Rauen Endoplasmatischen Retikulums werden als
Raue Mikrosomen (RM) bezeichnet. Typischerweise entsprechen sie grofdtenteils der
urspriinglichen, biologischen Zusammensetzung des Organells und kénnen daher zum
Beispiel bei der immunologischen Detektion von ER-Proteinen mittels des Western Blot
Verfahrens als Positivkontrolle dienen. Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Rauen
Mikrosomen wurden von Prof. Martin Jung (Institut fiir Medizinische Biochemie der
Universitadt des Saarlandes) nach etablierten Protokollen aus Hundepankreas gewonnen
(Walter & Blobel, 1983; Watts et al, 1983). Bei allen hier beschriebenen Western Blot
Konzentration von zwei

Experimenten wurden Raue Mikrosomen in einer

Membrandquivalenten (Eq) eingesetzt. Ein Membrandquivalent ist dabei als ein
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Mikroliter einer Suspension Rauer Mikrosomen mit einem photometrischen

Extinktionswert von 50 bei einer Wellenldnge von 280 nm definiert.

4.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von Proteingemischen nach Molekiilgréf3e wurde eine denaturierende,
diskontinuierliche Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)
nach Laemmli genutzt (Laemmli, 1970). Dabei wurde ein vertikales Gelsystem mit
Ausmafien von 14 x 11x 0,1 cm verwendet, welches sich aus Sammel- und Trenngel
zusammensetzt. Die genaue Zusammensetzung der verwendeten Gele ist in Tabelle 8
aufgefiihrt. Im Gelsystem diente SDS-Elektrophoresepuffer als Laufpuffer. Die
Elektrophorese wurde fiir drei Stunden bei einer Spannung von 40 mA oder iiber Nacht
bei 5 mA durchgefiihrt. Zur Vorbereitung der jeweils zu analysierenden Proteingemische
wurden diese mit SDS-Probenpuffer versehen, fiir 10 Minuten bei 65°C erhitzt und
anschlieflend fiir 30 Sekunden bei 14 000 rpm in einer Tischzentrifuge zentrifugiert. Bei
der Analyse von Lysaten kultivierter Zellen wurde jeweils ein Probenvolumen
aufgetragen, welches einer Gesamtzahl von 225 000 Zellen entsprach. Die Molekiilmasse
(Molekulargewicht, MW) der aufgetragenen Proteingemische wurde jeweils durch einen

vorgefarbten Proteinstandard analysiert (PageRuler 10 — 180 kDa).

SDS-Probenpuffer 60 mM Tris-HCI, pH 6,8
10% (v/v) Glycerin
5% (w/v) 2-Mercaptoethanol
2% (w/v) SDS
0,01% (w/v) Bromphenolblau

SDS-Elektrophoresepuffer 384 mM Glycin
50 mM Tris
0,1% (w/v) SDS

in H2Opidest
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Tabelle 8: Zusammensetzung der in der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese verwendeten
Gele. Die jeweilige Acrylamidkonzentration ist in Klammern angegeben.

Losung Sammelgel (5%) Trenngel (12,5%)
40% (w/v) Acrylamid 0,9 ml 4,7 ml

2% (w/v) Bisacrylamid 0,2 ml 1,25 ml

H20bidest 5ml 2,9 ml

1 M Tris-HCl, pH 6,8 0,9 ml /

1,875 M Tris-HCl, pH 8,8 / 6 ml

10% (w/v) SDS 72 ul 150 pl

TEMED 10,5 pl 5ul

20% (w/v) AMPS 67,5 pul 45 pl

4.3.4 Western Blot

Zur Analyse der in der SDS-Page aufgetrennten Proteingemische wurden diese mittels des
Western Blot Verfahrens auf eine PVDF-Membran mit einer Porengréfde von 0,45 pm
transferiert (Moritz, 2020). Eine Aktivierung der PVDF-Membranen erfolgte durch
Inkubation in 100%igem Methanol fiir mindestens 30 Sekunden und mehrfaches
Waschen in H204est. Nachfolgend wurden die Membran, mehrere Filterpapiere gleicher
Grofde und das SDS-Gel fiir mindestens fiinf Minuten in Transferpuffer aquilibriert. Der
Proteintransfer fand anschliefend unter Verwendung von Transferpuffer in der Trans-
Blot Zelle mittels des sogenannten Nassblot Verfahrens fiir mindestens drei Stunden bei

einer Spannung von 400 mA und einer Temperatur von14°C statt.

Transferpuffer 96 mM Glycin
12,4 mM Tris

in H2Opidest
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4.3.5 Detektion und Quantifizierung von Proteinen auf PVDF-Membranen

Eine immunologische Detektion einzelner Proteine der auf PVDF-Membranen
libertragenen Proteingemische erfolgte jeweils mithilfe geeigneter primarer und
sekundarer Antikorper (siehe Kapitel 4.3.1). Eine Blockade potenziell unspezifischer
Bindungsstellen erfolgte durch Inkubation der Membran fiir mindestens 30 Minuten in
Blockierlosung. Anschliefiend wurde die Membran in Antikérperlésung, welche den
jeweiligen Primirantikérpern enthielt, iiber Nacht bei 4°C geschwenkt. Uberschiissige
Antikorperlosung und ungebundene Antikorper sollten nachfolgend durch viermaliges
Waschen in TBS-T, fiir jeweils fiinf Minuten bei Raumtemperatur, entfernt werden. Zur
Detektion der Primdrantikorper erfolgte dann eine lichtgeschiitzte Inkubation der
Membran in Antikérperlésung, welche den jeweiligen Fluorophor-gekoppelten
Sekundarantikorper enthielt, fiir eine Stunde bei Raumtemperatur. Anschliefdend wurde
die Membran zweimal in TBS-T und zweimal in TBS jeweils fiir fiinf Minuten
lichtgeschiitzt gewaschen und dann fiir mindestens 24 Stunden bei Raumtemperatur
getrocknet. Die Visualisierung erfolgte mithilfe des Typhoon Trio 9410 Systems. Hierbei
wurde zur Detektion von Cy3-gekoppelten Sekundarantikérpern der griine Laser
(532 nm Wellenlange) und bei Cy5-Konjugaten der rote Laser (633 nm) fiir die Anregung
der Fluorophore genutzt und jeweils die Emission bei einer Wellenldnge zwischen 565
und 595 nm bzw. 655 und 685 nm gemessen. Die Intensitdt der jeweiligen Signale wurde
anschlieffend mithilfe der Software ImageQuant TL 1D in der Version 5.1 oder 7.0
quantifiziert, welche eine computerbasierte Analyse der Farbintensitit pro

Flacheneinheit ermdoglicht (Densitometrie).

TBS 150 mM NaCl
50 mM Tris-HCl, pH 7,4

in H2Opidest

TBS-T 0,05% (v/v) Tween 20 in TBS
Blockierlosung 5% (w/v) Magermilchpulver in TBS
Antikorperlésung 2,5% (w/v) Magermilchpulver in TBS
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4.3.6 CINtec Plus Farbung

Das mogliche Vorliegen einer potenziell karzinogenen HPV-Infektion wurde an
abstrichzytologischen Praparaten durch die simultane Detektion der Proteine p16 und
Ki67 mithilfe des CINtec Plus Kits der Firma Roche Diagnostics untersucht. Die Farbung
basiert hierbei auf einem zweistufigen immunzytochemischen Farbeprozess und wurde
nach den Vorgaben des Herstellers durchgefithrt. Die Demaskierung potenziell
verborgener Epitope erfolgte durch zehnminiitige Inkubation der Praparate in tiber 95°C
warmer Demaskierungslosung in einem kochenden Wasserbad, was im Rahmen dieser
Arbeit durch Inkubation in einem Reiskocher erméglicht wurde. Nach Blockade potenziell
unspezifischer Bindungsstellen wurden die Praparate mit einem
Primarantikorpergemisch bei Raumtemperatur inkubiert. Dieses Gemisch enthalt
monoklonale Mausantikérper, welche gegen das humane Protein p16 (Klon E6H4)
gerichtet sind und monoklonale Kaninchenantikérper gegen humanes Ki67 (Klon 274-
11 AC3). AnschliefRend folgte eine Detektion der Primarantikérper mittels Peroxidase-,
bzw.  Phosphatase-gekoppelter  Fab-Antikoérperfragment-Polymere und  eine
Visualisierung der Antigen-Antikorperkomplexe durch Umwandlung der Chromogene
DAB, bzw. Fast Red. Zwischen allen Inkubationsschritten wurden die Praparate dreimal
fiir jeweils fiinf Minuten mit dem im Kit enthaltenen Waschpuffer gewaschen. Zur
Darstellung zytologischer Strukturen wurden die Praparate nachfolgend sieben Minuten
mit einer alkoholfreien Himatoxylinlosung nach Mayer gefarbt, eine Differenzierung der
Farbung erfolgt durch zehnminiitiges Spiilen mit kaltem Leitungswasser. Abschliefsend
wurden die Praparate zuerst mit einem wassrigen Eindeckmedium und dann mithilfe von
Xylol, dem Eindeckmedium Entellan und einem Deckglas eingedeckt. Eine Lagerung der
nach einigen Tagen ausgeharteten Praparate erfolgte lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur.
Jede Farbeserie umfasste zusatzlich die im Kit enthaltenen Negativ- und
Positivkontrollen. Die Farbung von FFPE-Schnittpraparaten wurde anhand eines zur
Immunzytochemie deckungsgleichen Protokolls durchgefiihrt. Alle Praparate wurden
mithilfe des Olympus BX61 Mikroskops und der zugehorigen Software ausgewertet. Die
Auswertung der Farbung wurde zusdtzlich durch die langjahrig erfahrene
Zytologieassistentin Barbara Linxweiler der Klinik fiir Frauenheilkunde, Geburtshilfe und
Reproduktionsmedizin des Universitatsklinikums des Saarlandes unabhdngig
kontrolliert. Der Nachweis von mindestens einer, eindeutig doppelt immunreaktiven

Epithelzelle wurde als positives Ergebnis der CINtec Plus Zytologie definiert.
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4.3.7 SEC62-Immunzytochemie

Die zellulare Expression von SEC62 wurde in abstrichzytologischen Prdparaten durch
eine immunzytochemische Farbung des Proteins SEC62 dargestellt und anschliefdend
mithilfe eines Immunreaktiven Scores bewertet. Hierzu wurden die zytologischen
Praparate zuerst fiir zehn Minuten in H2Obpidest rehydratiert und dann in einer 4%igen,
stabilisierten und gepufferten Formaldehydlésung (pH 7,2) fiir 15 Minuten fixiert. Die
Demaskierung potenziell verborgener Epitope erfolgte durch dreifdigminiitige Inkubation
der Praparate in Demaskierungslosung (Dako S1699) in einem kochenden Wasserbad,
was im Rahmen dieser Arbeit durch Inkubation in einem Reiskocher ermdglicht wurde.
Eine Blockade potenziell unspezifischer Bindungsstellen erfolgte durch Inkubation in
Blockierlosung fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur. Nachfolgend wurden die Praparate
fir 30 Minuten bei Raumtemperatur mit Antikorperlosung, welche einen
affinitatsgereinigten SEC62 Primarantikorper enthielt, inkubiert. Anschlief3end folgte
eine Detektion und Visualisierung des Primarantikorpers mithilfe des Dako REAL
Detektionssystems (K5005) nach den Vorgaben des Herstellers. Das System basiert dabei
auf einem Nachweis der Primdrantikorper mittels biotinylierter Sekundarantikérper und
einer nachfolgenden Visualisierung der Antigen-Antikérperkomplexe durch alkalische-
Phosphatase-gekoppelte Streptavidin-Konjugate und eine Umwandlung des Chromogens
Fast Red. Zwischen allen Inkubationsschritten wurden die Praparate dreimal fiir jeweils
fiinf Minuten mit PBS gewaschen. Zur Darstellung zytologischer Strukturen wurden die
Praparate nachfolgend sieben Minuten mit einer alkoholfreien Himatoxylinldsung nach
Mayer gefarbt, eine Differenzierung der Farbung erfolgt durch zehnminiitiges Spiilen mit
kaltem Leitungswasser. Abschlieffend wurden die Prdparate mithilfe von Xylol, dem
Eindeckmedium Entellan und einem Deckglas eingedeckt. Eine Lagerung der nach einigen
Tagen ausgehidrteten Praparate erfolgte lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur. Jede
Farbeserie umfasste zusatzlich geeignete Negativ- (abstrichzytologische Praparate
unauffalliger Mundschleimhaut) und Positivkontrollen (abstrichzytologische Praparate
der SEC62 Uberexprimierenden Zelllinie UM-SCC1). Die Praparate wurden mithilfe des
Olympus BX61 Mikroskops und der zugehorigen Software ausgewertet. Die Auswertung
aller immunzytochemsicher Farbungen erfolgte, in Bezug auf die klinische Diagnose des
jeweils untersuchten Patienten, verblindet. Die Auswertung der Farbung wurde
zusatzlich durch die langjahrig erfahrene Zytologieassistentin Barbara Linxweiler der

Klinik  fiir = Frauenheilkunde, Geburtshilfe und Reproduktionsmedizin des
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Universitatsklinikums des Saarlandes unabhdngig kontrolliert. Es wurden nur
immunreaktive Epithelzellen bewertet, welche morphologisch eindeutig Merkmale einer
malignen Transformation aufwiesen. Die Auswertung der Farbung erfolgte anhand eines
langjahrig etablierten, semiquantitativen Immunreaktiven Scores (Remmele & Stegner,
1987). In diesem System wird zuerst die Intensitat der Farbereaktion (0: keine Farbung;
1: schwach; 2: mafig; 3: stark) und anschlief3end der prozentuale Anteil gefarbter Zellen
bewertet (0: < 10%; 1: 10 - 50%; 2: 51 - 80%; 3: > 80%). Das Produkt beider Einzelwerte
ergibt den Immunreaktiven Score (IRS), welcher somit Werte zwischen 0 und 12

annehmen kann.

PBS (pH 7,2 - 7,4) 137 mM NaCl
10 mM Na;HPO,
2,7 mM KCl
1,5 mM KH2PO,4

in H2Opidest

Blockier- und Antikérperlosung 3% (w/v) BSA in PBS

4.3.8 Immunzytofluoreszenz

Die Proteine SEC62 und Vimentin wurden in abstrichzytologischen Praparaten durch eine
Immunzytofluoreszenz Doppelfarbung simultan dargestellt und anschliefend mithilfe
eines modifizierten Immunreaktiven Scores bewertet. Hierzu wurden die zytologischen
Praparate zuerst fiir zehn Minuten in H2Obidest rehydratiert. Die Demaskierung potenziell
verborgener Epitope erfolgte durch sechzigminiitige Inkubation der Prdparate in
Demaskierungsléosung (Dako S1699) in einem kochenden Wasserbad, was im Rahmen
dieser Arbeit durch Inkubation in einem Reiskocher ermdoglicht wurde. Eine Blockade
potenziell unspezifischer Bindungsstellen erfolgte durch Inkubation in Blockierlosung fiir
15 Minuten bei Raumtemperatur. Nachfolgend wurden die Praparate fiir 60 Minuten bei
Raumtemperatur mit Antikorperlésung, welche die jeweiligen Primarantikorper enthielt,

inkubiert. Anschlieflend folgte eine Detektion und Visualisierung der SEC62
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Primdrantikérper durch Inkubation der Praparate fiir 60 Minuten bei Raumtemperatur
mit Antikorperlosung, welche einen Fluorescein-gekoppelten Sekundarantikérper
enthielt (Dianova, #DAB-87693). Der eingesetzte Vimentin Primarantikorper war bereits
direkt an das Fluorophor Cy3 gekoppelt. Zwischen allen Inkubationsschritten wurden die
Praparate dreimal fiir jeweils fiinf Minuten mit PBS gewaschen. Abschliefdend wurden die
Praparate mit Fluoreszenz-Eindeckmedium und einem Deckglas eingedeckt. Eine
Lagerung der Praparate erfolgte lichtgeschiitzt bei 4°C. Die Praparate wurden mithilfe des
Nikon Eclipse TE2000S Fluoreszenz-Mikroskops und der zugehorigen Software
ausgewertet. Die Auswertung aller immunzytologischer Fluoreszenzfirbungen wurde
durch sechs unabhdngige Untersucher durchgefiihrt, welche in Bezug auf die klinische
Diagnose des jeweils untersuchten Patienten und die Bewertung durch die weiteren
Untersucher verblindet waren. Die Auswertung der Farbung erfolgt anhand eines
modifizierten, Immunreaktiven Scores, welcher die Farbeintensitat dysplastischer Zellen
in Relation zu unauffilligen Zellen im selben Praparat setzt, wobei Werte von -1 bis +3
erreicht werden konnten (-1: geringere Farbeintensitat in dysplastischen Zellen; 0: kein
Unterschied; 1 - 3: schwach, méf3ig bis stark erhohte Farbeintensitat in dysplastischen
Zellen). Wurden keine dysplastischen Zellen im Prdparat gefunden, wurde die
Farbeintensitat unauffalliger Zellen miteinander verglichen. Die Summe aller Einzelwerte
der sechs Untersucher ergab den modifizierten Immunreaktiven Score (mIRS), welcher
somit Werte zwischen -6 und 18 annehmen konnte. Die im Rahmen dieser Arbeit
vorgestellten Immunzytofluoreszenz Analysen wurden von Dr. Maximilian Linxweiler,
Mitarbeiter der Klinik fiir Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde des Universitatsklinikums

des Saarlandes, durchgefiihrt (Linxweiler et al., 2016).

PBS (pH 7,2 - 7,4) 137 mM NaCl
10 mM Na;HPO,
2,7 mM KCl
1,5 mM KH2PO,

in H2Opidest

Blockierlosung 3% (w/v) BSA in PBS

Antikorperlésung 0,1% (w/v) BSA in PBS
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4.3.9 Immunhistochemie

Zur Analyse ihrer zelluldiren Expression oder zur Identifikation verschiedener
Immunzellpopulationen wurden diverse Proteine durch immunhistochemische
Farbungen in FFPE-Schnittprdparaten dargestellt und anschliefend mithilfe
modifizierter Immunreaktiver Scores bewertet. Hierzu wurden die Praparate durch
Einstellen in Xylol 15 Minuten lang entparaffiniert und anschiefiend dreimal in Xylol
gewaschen. Nach Uberfithrung der Priparate in ein wissriges Milieu, durch eine
absteigende Alkoholreihe und mehrfaches Waschen mit destilliertem Wasser, erfolgte die
Demaskierung potenziell verborgener Epitope durch Inkubation der Praparate in der
jeweiligen Demaskierungslosung in einem kochenden Wasserbad, was im Rahmen dieser
Arbeit durch Inkubation in einem Reiskocher ermoéglicht wurde. Zur Demaskierung der
Epitope der Proteine CD3, CD4, CD11c, CD56, CD68, CD163, Cyclin D1 und pRB wurden
die jeweiligen Praparate fiir 20 Minuten in Tris-EDTA-Demaskierungslésung mit einem
pH von 9,0 kochend inkubiert, zur Demaskierung der Epitope von SEC62 fiir 30 Minuten
in Natriumcitrat-Demaskierungslésung mit einem pH von 6,0. Eine Blockade potenziell
unspezifischer Bindungsstellen erfolgte durch anschlielende Inkubation in
Blockierlosung fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur. Nachfolgend wurden die Praparate
fiir 60 Minuten bei Raumtemperatur mit Antikérperlésung, welche den jeweiligen
Primarantikorper enthielt, inkubiert. Anschlief;end folgte eine Detektion und
Visualisierung des Primarantikorpers mithilfe des Dako REAL Detektionssystems
(K5005) nach den Vorgaben des Herstellers. Das System basiert dabei auf einem
Nachweis der Primdrantikorper mittels biotinylierter Sekundarantikorper und einer
nachfolgenden Visualisierung der Antigen-Antikdrperkomplexe durch alkalische-
Phosphatase-gekoppelte Streptavidin-Konjugate und eine Umwandlung des Chromogens
Fast Red. Zwischen allen Inkubationsschritten wurden die Praparate dreimal fiir jeweils
fiinf Minuten mit PBS gewaschen. Zur Darstellung zytologischer Strukturen wurden die
Praparate nachfolgend sieben Minuten mit einer alkoholfreien Himatoxylinldsung nach
Mayer gefarbt, eine Differenzierung der Farbung erfolgt durch zehnminiitiges Spiilen mit
kaltem Leitungswasser. Mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe wurden die Praparate
nachfolgend entwassert und mithilfe von Xylol, dem Eindeckmedium Entellan und einem
Deckglas eingedeckt. Eine Lagerung der nach einigen Tagen ausgeharteten Praparate
erfolgte lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur. Jede Farbeserie umfasste zusatzlich

geeignete Negativ- (Durchfiihrung ohne Primarantikérper) und Positivkontrollen (FFPE-
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Schnittprdaparate von Tonsillen). Die Praparate wurden mithilfe des Olympus BX61
Mikroskops und der zugehorigen Software ausgewertet. Die Auswertung aller
immunhistochemsicher Farbungen erfolgte durch drei unabhangige Untersucher, welche
in Bezug auf die klinische Diagnose des jeweils untersuchten Patienten und die
Bewertung durch die weiteren Untersucher verblindet waren. Ein Untersucher war dabei
jeweils ein Facharzt des Institutes flir Allgemeine und Spezielle Pathologie des
Universitatsklinikums des Saarlandes.

Die Auswertung der immunhistochemischen SEC62-Farbungen erfolgte anhand eines
modifizierten Immunreaktiven Scores (mIRS), da die Mehrzahl der analysierten Tumore
bzw. Lymphknotenmetastasen innerhalb eines Prdparates oft eine uneinheitliche
Farbereaktion zeigten. Zunachst wurden hierzu zwei Areale innerhalb des Praparates
identifiziert, welche reprasentativ fiir die hauptsachlichen Farbeintensititen des
Gesamtpraparates waren. Beide Areale wurden dann mit dem konventionellen,
Immunreaktiven Scores nach Remmele und Stegner analysiert (Remmele & Stegner,
1987). In diesem System wird zuerst die Intensitat der Farbereaktion (0: keine Farbung;
1: schwach; 2: mafdig; 3: stark) und anschlief3end der prozentuale Anteil gefarbter Zellen
bewertet (0: < 10%; 1: 10 - 50%; 2: 51 - 80%; 3: > 80%). Das Produkt beider Einzelwerte
ergibt den Immunreaktiven Score, welcher somit Werte zwischen 0 und 12 annehmen
kann. Nachfolgend wurde die Summe der beiden einzeln bewerteten Areale gebildet,
welche den vorlaufigen mIRS darstellte - dieser konnte Werte zwischen 0 und 14
annehmen. Anschliefdend wurde zur Berechnung des finalen mIRS die Differenz zum
vorlaufigen mIRS einer parallel untersuchten Positivkontrolle gebildet
(mIRS = vorlaufiger mIRS der Positivkontrolle - mIRS des zu untersuchenden Falls). Der
finale mIRS konnte somit Werte zwischen -14 und +14 annehmen (Bochen et al, 2016).
Die Auswertung des Infiltrationsprofils verschiedener Leukozyten erfolgte anhand eines
modifizierten Immunreaktiven Scores, welcher auf dem konventionellen
Immunreaktiven Score nach Remmele und Stegner basierte (Remmele & Stegner, 1987).
In dem hier verwendeten System wurde zuerst die Stiarke der Immunzellinfiltration
(0: keine Infiltration; 1:<25%; 2:25-50%; 3:>50% des untersuchten Gewebes
infiltriert) und anschliefSend der prozentuale Anteil gefarbter Leukozyten bewertet
(1: <30 %; 2:30-60%; 3:>60%). Das Produkt beider Einzelwerte ergab den
modifizierten Immunreaktiven Score (mIRS), welcher somit Werte zwischen 0 und 12

annehmen konnte (Bochen et al,, 2018).
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PBS (pH 7,2 - 7,4)

Demaskierungsléosung pH 6,0

Demaskierungslosung pH 9,0

Blockierl6sung

Antikorperlésung

137 mM NacCl
10 mM NazHPO4
2,7 mM KCI

1,5 mM KH2PO4

in H2Opidest

10 mM Natriumcitrat

in H2Opidest
10 mM Tris
1 mM EDTA
in H2Opidest

3% (w/v) BSA in PBS

1% (w/v) BSA in PBS
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4.4 Methoden der Zellkultur

4.4.1 Zelllinien

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Versuche mit den humanen Zelllinien Hela (DSMZ
#ACC-57), UM-SCC1 (Merck, Sigma-Aldrich #SCC070) und FaDu (DSMZ #ACC-784)
durchgefiihrt, welche aus dem Epithel eines Karzinoms der Zervix, des Mundbodens bzw.
des Hypopharyx etabliert worden waren. Alle Zelllinien wurden nach Abschluss der
jeweils beschriebenen Analysen durch die Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen (DSMZ; Braunschweig) mittels Short-Tandem-Repeat-Profilanalyse
genetisch authentifiziert, sowie die Mycoplasmenfreiheit der Kultur mikrobiologisch und

mittels PCR-Analyse verifiziert.

4.4.2 Kultivierung und Subkultivierung von humanen Zelllinien

Humane Zellen der Zelllinien HeLa und UM-SCC1 wurden routinemafdig in 250 ml
Zellkulturflaschen in einem Brutschrank kultiviert, dessen Atmosphare eine Temperatur
von 37°C, eine COz-Konzentration von 5% (v/v) und eine relative Luftfeuchtigkeit von
95% aufwies. Die Kultivierung erfolgte jeweils in 15ml DMEM GlutaMAX
Zellkulturmedium, welches zuvor mit 10% (v/v) fetalem Kalberserum (FCS) und
1% (v/v) Penicillin-Streptomycin-Antibiotikalésung versehen worden war. Die Zellen
wurden bei Erreichen einer Konfluenz von etwa 80 bis 90%, durchschnittlich alle drei bis
vier Tage, durch Ausdiinnen in einem Verhaltnis von eins zu zehn subpassagiert. Hierzu
wurde das Zellkulturmedium aus den jeweiligen Kulturflaschen entfernt, die Zellen mit
5ml PBS gewaschen und dann durch Inkubation mit 1ml Trypsin-EDTA-
Dissoziationslosung fiir etwa 10 Minuten im Brutschrank abgelost. Der enzymatische
Dissoziationsprozess wurde anschliefiend durch Hinzufiigen von mindestens 5 ml FCS-
haltigem Zellkulturmedium abgestoppt und die erhaltene Zellsuspension entsprechend
des gewahlten Verhaltnisses der Ausdiinnung abermals in Kulturflaschen ausgesat. Eine
langfristige Kryokonservierung der Zelllinien erfolgte durch Lagerung von Aliquots in
fliissigem Stickstoff, welche eine Suspension von zwei bis vier Millionen Zellen in

20% (v/v) FCS-und 10% (v/v) DMSO-haltigem Kulturmedium enthielten.
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4.4.3 Zellzahlung

Zur Bestimmung der Zellzahl und einer Uberpriifung der Zellvitalitit wurden die
jeweiligen Zellsuspensionen mithilfe des automatisierten Countess Zellzahlgerates,
zugehoriger Kammerobjekttrager und einer Trypanblaulésung entsprechend den
Angaben des Herstellers analysiert. Da der Farbstoff Proteine sequenzunspezifisch
anfarbt und dabei nicht membranpermeabel ist, ermdglicht die Analyse des
Farbeverhaltens einer Zellsuspension einen Riickschluss auf die Anzahl der enthaltenen

Zellen und die Integritat ihrer Zellmembran.

4.4.4 Praparationvon Zelllysat

Zur Praparation von Lysaten kultivierter Zellen, wurden diese in 5 ml PBS gewaschen und
durch Inkubation mit Trypsin-EDTA-Dissoziationslosung fiir etwa 10 Minuten im
Brutschrank abgelost. Der enzymatische Dissoziationsprozess wurde anschlief3end durch
Hinzufiigen von FCS-haltigem Zellkulturmedium abgestoppt und die erhaltene
Zellsuspension gezahlt (siehe Kapitel 4.4.3). Nach Pelletierung der Zellen durch
Zentrifugation in einer Tischzentrifuge bei 3000 rpm fiir drei Minuten wurde der
Uberstand verworfen und die Zellen in SDS-Probenpuffer (siehe Kapitel 4.3.3) mit einer
Konzentration von 10 000 Zellen pro Mikroliter Puffer resuspendiert. Zur mechanischen
Lyse der Zellen wurden dann 30 bis 60 kleine Glaskugeln hinzugegeben und die Proben
durch dreifdigminiitiges, starkes Schiitteln auf einem Vibrationsmischer aufgeschlossen.
Abschlief3end wurden die Proben fiir 10 Minuten bei 65°C erhitzt und fiir 30 Sekunden

bei 14 000 rpm in einer Tischzentrifuge zentrifugiert.
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4.4.5 siRNA-vermittelte Gen-Stilllegung

Zur funktionellen Stilllegung der Expression verschiedener Gene erfolgte eine transiente
Transfektion kultivierter Zellen durch siRNA-Molekiile (,small interfering RNA“), welche
homolog zu einem Sequenzabschnitt des jeweiligen Genproduktes waren und das Lipid-
basierte Transfektionsreagenz HiPerFect. Um sicherzustellen, dass sich die jeweiligen
Zellpopulationen wdhrend der gesamten Behandlung in der exponentiellen
Wachstumsphase befanden, wurden diese zwei Tage vor Versuchsbeginn in einem
Verhéltnis von eins zu vier ausgediinnt. Am Versuchstag wurden die Zellen entsprechend
des in Kapitel 4.4.2 beschriebenen Vorgehens in PBS gewaschen und dissoziiert.
Anschlief3end wurde die Zellzahl der erhaltenen Suspension bestimmt und 520 000 vitale
Zellen in 6 cm Zellkulturschalen in 3,9 ml Zellkulturmedium (10% (v/v) FCS und
1% (v/v) Penicillin-Streptomycin-Antibiotikalosung) ausgesat. Parallel dazu wurde die
zu verwendende siRNA in 76 pl serumreduziertem Opti-MEM Medium verdinnt, 20 pl
HiPerFect Transfektionsreagenz hinzugegeben und eine Ausbildung der
Transfektionskomplexe durch zehnmintitige Inkubation bei Raumtemperatur erméglicht.
Der so vorbereitete Ansatz wurde dann vorsichtig auf die Zellsuspension pipettiert und
durch Schwenken der Kulturschalen gleichmafdig verteilt. Zur Steigerung der Effizienz der
Gen-Stilllegung, wurde 24 Stunden nach initialer Transfektion das Kulturmedium
erneuert und die Zellen abermals wie beschrieben transfiziert, jedoch ohne vorherige
Dissoziation. Zwischen und nach allen Schritten der Transfektion wurden die Zellen unter
normalen Kulturbedingungen kultiviert. In Tabelle9 sind n&dhere Details und

Beschreibungen der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten siRNAs zusammengefasst.

Tabelle 9: Ubersicht der verwendeten siRNAs, unter Angabe der eingesetzten Konzentration und
Sequenz. UTR: untranslatierte Region

. Endkonzentration
Name Zielstruktur Herkunft | Sequenz Hola FaDu
Kontroll keine Sequenz- | Qiagen, L 12 nM 20 nM
siRNA homologie #1027281 | Proprietar
SEC62 siRNA | SEC62 mRNA Qiagen GGAGAGGAAGCUUUAUUUAATAT | 12 nM 20 nM
SEC62 UTR 5-UTR der ’ 12 nM 20 nM
SRNA SECE2 mRNA #1027423 | CGUAAAGUGUAUUCUGUACATAT
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4.4.6 Plasmid-vermittelte Gen-Uberexpression

Zur Uberexpression verschiedener Gene erfolgte eine transiente Transfektion kultivierter
Zellen durch Plasmide, welche eine komplementdre DNA-Sequenz (cDNA) des jeweiligen
Genproduktes enthielten und das Lipid-basierte Transfektionsreagenz X-tremeGENE HP.
Um sicherzustellen, dass sich die jeweiligen Zellpopulationen wahrend der gesamten
Behandlung in der exponentiellen Wachstumsphase befanden, wurden diese zwei Tage
vor Versuchsbeginn in einem Verhaltnis von eins zu vier ausgediinnt. Am Versuchstag
wurden die Zellen entsprechend des in Kapitel 4.4.2 beschriebenen Vorgehens in PBS
gewaschen und dissoziiert. Anschliefend wurde die Zellzahl der erhaltenen Suspension
bestimmt und 520 000 vitale Zellen in 6 cm Zellkulturschalen in 3,8 ml Zellkulturmedium
(10% (v/v) FCS und 1% (v/v) Penicillin-Streptomycin-Antibiotikalésung) ausgesat und
die Zellen fiir 24 Stunden unter normalen Kulturbedingungen kultiviert. Am Folgetag
wurde das Kulturmedium erneuert. Parallel dazu wurden 4 pg des zu verwendenden
Plasmids in 180 pul serumreduziertem Opti-MEM Medium verdiinnt, 16 pl
X-tremeGENE HP Transfektionsreagenz hinzugegeben und eine Ausbildung der
Transfektionskomplexe durch 20- bis 30-miniitige Inkubation bei Raumtemperatur
ermoglicht. Der so vorbereitete Ansatz wurde dann vorsichtig auf die Zellsuspension
pipettiert und durch Schwenken der Kulturschalen gleichméaf3ig verteilt. Zwischen und
nach allen Schritten der Transfektion wurden die Zellen unter normalen
Kulturbedingungen kultiviert. In Tabelle 10 sind nahere Details und Beschreibungen der

im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Plasmide zusammengefasst.

Tabelle 10: Ubersicht und Beschreibung der verwendeten Plasmide, unter Angabe der Herkunft.

Name Beschreibung Herkunft
pcDNA3-Neo-IRES-GFP; Dr. Ulrich Wissenbach,

Kontroll Plasmid Insertion einer IRES-GFP Sequenz in den Pharmakologie und Toxikologie,
pcDNA3-Neo-Basisvektor; CMV-Promotor Universitat des Saarlandes
pcDNA3-Neo-SEC62-IRES-GFP; Julia Benedix,

. . . . . iinische Biochemi

SEC62 Plasmid Insertion einer wildtypischen SEC62 cDNA in | Medizinisc .e lo.c emie und
den pcDNA3-Neo-IRES-GFP-Vektor; Molekularbiologie,
CMV-Promotor Universitdt des Saarlandes
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4.5 Methoden der Zellanalyse

4.5.1 Echtzeit-Proliferationsanalyse

Die Analyse des Proliferationspotenzials der untersuchten Zellpopulationen erfolgte in
Echtzeit mithilfe des xCelligence RTCA Systems nach den Vorgaben des Herstellers. In
diesem System konnen Anderungen im Wechselstromwiderstand, der sogenannten
Impedanz, durch Mikroelektroden am Boden zugehoriger Kulturplatten gemessen
werden. Die Impedanz ist dabei proportional zur Konfluenz der jeweils untersuchten
Zellen und wird in Form des dimensionslosen Parameters des Zellindex gemessen. Zur
Messung des Zellindex wurden die jeweiligen Zellpopulationen 24 Stunden nach der
letzten Transfektion entsprechend des in Kapitel 4.4.2 beschriebenen Vorgehens in PBS
gewaschen und dissoziiert; anschliefdend wurde die Zellzahl der erhaltenen Suspension
bestimmt. Parallel dazu wurde eine Kalibrierungsmessung der Impedanz in der
Kulturplatte durchgefiihrt, welche pro Kavitiat mit 100 pl des reguldaren Kulturmediums
befiillt war. Nachfolgend wurden jeweils 2 500 vitale HeLa bzw. 10 000 vitale UM-SCC1-
Zellen in 50 pl Kulturmedium hinzugefiigt und eine vorlaufige Sedimentation der Zellen
durch erschiitterungsfreie Inkubation fiir 30 Minuten ermoglicht. Zur
Echtzeitbestimmung des Proliferationspotenzials wurde dann der jeweilige Zellindex alle
15 Minuten fiir mindestens 120 Stunden mithilfe der zugehorigen RTCA Software
automatisiert gemessen. Wahrend der gesamten Analyse wurden die Zellen unter
normalen Kulturbedingungen kultiviert. Zur Bestimmung des exponentiellen Wachstums
der untersuchten Zellpopulationen wurde die Steigung der jeweiligen

Proliferationskurve wahrend dieses Zeitraums mithilfe der RTCA Software bestimmt.
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4.5.2 Migrationsanalyse

Die Analyse des Migrationspotenzials der untersuchten Zellpopulationen erfolgte mithilfe
der FluoroBlok Migrationseinsatze und Kulturplatten. Das Funktionsprinzip basiert
hierbei auf dem einer Boyden-Kammer, wobei ein FCS-Gradient zwischen
Migrationseinsatz und Kulturplatte als Chemoattraktant dient. Zur Analyse des
Migrationspotenzials wurden die jeweiligen Zellpopulationen 24 Stunden nach der
letzten Transfektion entsprechend des in Kapitel 4.4.2 beschriebenen Vorgehens in PBS
gewaschen und dissoziiert; anschliefdend wurde die Zellzahl der erhaltenen Suspension
bestimmt. Nachfolgend wurden jeweils 50 000 vitale Zellen in 500 pl des entsprechenden
Migrationsmediums aufgenommen und in die Migrationseinsatze ausgesit. Das
Migrationsmedium bestand hierbei aus unsupplementiertem Kulturmedium, welchem
zuvor flr die Analyse von HeLa-Zellen 5% bzw. von UM-SCC1-Zellen 1% (jeweils v/v) FCS
zugesetzt worden waren. Die so befiillten Migrationseinsidtze wurden anschlief3end in die
begleitenden Kulturplatten gehdngt, welche reguldres Kulturmedium mit einem FCS-
Gehalt von 10% enthielten. Diese Einheiten wurden dann fiir den jeweils beschriebenen
Zeitraum unter normalen Kulturbedingungen inkubiert. Nach Abschluss der
Migrationsanalyse wurden die Zellen in den jeweiligen Migrationseinsatzen mit Methanol
bei -20°C fiir zehn Minuten fixiert und durch lichtgeschiitzte Inkubation in DAPI-Losung
mit einer Konzentration von 1 pg pro Milliliter fiir sieben Minuten gefarbt. Da die PET-
Membran an der Unterseite der verwendeten Migrationseinsatze lichtundurchlassig ist,
werden bei der Analyse mithilfe eines inversen Fluoreszenzmikroskops nur Zellen
erfasst, welche wahrend des Versuchs durch die 8 um groflen Poren der Membran
migriert sind. Alle Analysen erfolgten mithilfe des Nikon Eclipse TE2000S Fluoreszenz-
Mikroskops; pro Migrationseinsatz wurden drei reprasentative Bilder aufgenommen und
analysiert. Die Anzahl der migrierten Zellen wurde mithilfe der NIS-Elements AR

Software (Version 3.22.14) halbautomatisiert bestimmt.

4.5.3 HPV-DNA-PCR

Zur Detektion der DNA von high-risk Papillomviren wurden DNA-Molekiile einer Grofde
von 200 Basenpaaren bis zu 50 Kilobasen aus einem Milliliter der zu untersuchenden

ThinPrep Zellsuspension mittels des QIAamp Blood DNA Extraktions Kits nach den
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Vorgaben des Herstellers isoliert. Anschlieféend wurde mithilfe der bereits zuvor in der
Literatur beschriebenen GP5+ und GP6+ Primer eine sogenannte touchdown-PCR im
LightCycler 2.0 Thermocycler durchgefiihrt (de Roda Husman et al,, 1995). Nach einer
initialen Denaturierung bei 95°C fiir 15 Minuten folgten hierbei 45 PCR Zyklen, welche
jeweils eine Denaturierungsphase bei 95°C fiir zehn Sekunden, eine Primer
Hybridisierung bei 45°C fiir fiinf Sekunden und eine Elongationsphase bei 72°C fiir 18
Sekunden umfassten. Nach der Amplifikation folgte eine Schmelzkurvenanalyse der PCR-
Produkte bei Temperaturen zwischen 45 und 95°C und einem Temperaturanstieg von
0,2°C pro Sekunde. Die jeweiligen PCR-Amplifikate wurden sowohl durch SYBR-Green als
auch durch eine Gelelektrophorese detektiert. Die Analyse erfolgte unter Verwendung
geeigneter Positivkontrollen der Hochrisikosubtypen HPV-16 und HPV-18, welche eine
Schmelztemperatur von 79°C bzw. 82°C aufwiesen. Zusatzlich wurde als Positivkontrolle
fiir jede Probe, wie bereits zuvor in der Literatur beschrieben, eine GAPDH-PCR
durchgefiihrt (Ruprecht et al, 2008). Die im Rahmen dieser Arbeit vorgestellten HPV-
DNA-PCR Analysen wurden vom Institut fiir Virologie der Universitat des Saarlandes

durchgefiihrt.

4.5.4 Komparative genomische Hybridisierung

Komparative genomische Hybridisierungen (CGH) wurden wie in der Literatur bereits
beschrieben durchgefiihrt (Wemmert et al., 2015; Bochen et al, 2016). Hierzu wurde
genomische DNA der zu analysierenden Zellen, sowie aus dem peripheren Blut eines
gesunden Kontrollpatienten durch eine regulire Phenol-Chloroform-Extraktion
gewonnen. Eine Markierung durch Biotin und Digoxigenin erfolgte anschlieféend mittels
Nick-Translations-Kits nach den Angaben des Herstellers Roche Diagnostics. Die
Hybridisierung an Metaphase-Chromsomen, welche zuvor nach einem Standardprotokoll
aus humanen Lymphozyten gewonnen worden waren, wurde zusammen mit Cot-1 DNA
durchgefiihrt. Die anschlief3ende Stringenzwaschung erfolgte durch 50% Formamid in
2x SCC-Puffer, 2x SCC und 0,1x SCC bei 45°C. Die zu untersuchende DNA wurde dann
durch Streptavidin-Fluorescein und die Referenz-DNA durch ein anti-Digoxigenin-
Rhodamin Antikérper-Konjugat detektiert. Abschliefend wurden die Praparate durch
eine aufsteigende Alkoholreihe entwdssert und mit DAPI-haltigem Fluoreszenz-

Eindeckmedium eingedeckt. Die Auswertung erfolgte mithilfe des Olympus BX61
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Mikroskops und der Isis Fluoreszenzmikroskopie Software. Zur Erstellung der
durchschnittlichen Summenprofile wurden 12 bis 15 Metaphasen analysiert. Die
heterochromatinen Regionen der Chromosomen 1, 9 und 16, sowie die kurzen Arme der
akrozentrischen Chromosomen und das Y-Chromosom wurden aufgrund potenzieller
Interferenzen mit der verwendeten Cot-1 DNA von der Analyse ausgeschlossen. Die im
Rahmen dieser Arbeit vorgestellten CGH-Analysen wurden von Dr. Silke Wemmert und
Dr. Cornelia Lerner der Klinik fiir Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde des

Universitatsklinikums des Saarlandes durchgefiihrt.

20x SCC (pH 7,0) 3 M Nac(l
300 mM Natriumcitrat

in H2Opidest

4.5.5 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) wurden wie in der Literatur bereits
beschrieben durchgefiihrt (Linxweiler et al, 2016; Bochen et al., 2016; Korbel et al.,
2018). Hierzu wurden die zu untersuchenden Praparate durch Inkubation in Methanol-
Essigsdure (Verhdltnis drei zu eins) fixiert und mit Ribonuklease H und Pepsin
vorbehandelt. Eine Postfixation erfolgte durch Inkubation in einer 4%igen
Paraformaldehydlésung in PBS; anschlieflend wurden die Prdparate durch eine
aufsteigende Alkoholreihe entwassert und luftgetrocknet. Parallel dazu wurde die DNA
eines SEC62-codierenden, kiinstlichen Bakterienchromosoms (#RP11-379K17;
ImaGenes, Berlin) mithilfe des NucleoBond PC 100 DNA Extraktionskits isoliert und
durch das BioPrime DNA System markiert; beides wurde nach den jeweiligen Vorgaben
des Herstellers durchgefiihrt. Zusatzlich erfolgte die Markierung einer Sonde gegen die
Zentromerregion von Chromsom 10 (#D10Z3) durch Digoxigenin mittels eines Nick-
Translations-Kits nach den Angaben des Herstellers Roche Diagnostics. Die zweifarbige
Hybridisierung wurde mit 50% Formamid in 2x SCC-Puffer zusammen mit Cot-1 DNA
tiber Nach bei 37°C durchgefiihrt. Die anschliefRende Stringenzwaschung erfolgte durch
50% Formamid in 2x SCC und 2x SCC bei 42°C. Die jeweils hybridisierte DNA wurde dann
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durch Streptavidin-Fluorescein und ein anti-Digoxigenin-Rhodamin Antikérper-Konjugat
detektiert. Abschliefiend wurden die Praparate durch eine aufsteigende Alkoholreihe
entwdssert und mit DAPI-haltigem Fluoreszenz-Eindeckmedium eingedeckt. Die
Auswertung erfolgte mithilfe des Olympus BX61 Mikroskops und der Isis FISH-
Mikroskopiesoftware. Die im Rahmen dieser Arbeit vorgestellten FISH-Analysen wurden
von bzw. in Zusammenarbeit mit Dr. Silke Wemmert der Klinik fur Hals-, Nasen- und

Ohrenheilkunde des Universitatsklinikums des Saarlandes durchgefiihrt.

20x SCC (pH 7,0) 3 M Nac(l
300 mM Natriumcitrat

in H2Opidest

4.5.6 Analyse der zytotoxische Aktivitit Natiirlicher Killerzellen

Die Analyse der zytotoxischen Aktivitdt Natiirlicher Killerzellen wurde wie in der
Literatur bereits beschrieben durchgefiihrt (Bittenbring et al.,, 2014; Bochen et al., 2018).
Hierzu wurden Natiirliche Killerzellen (NK-Zellen) aus dem peripheren Blut der jeweils
zu untersuchen Probanden, durch magnetische Depletion aller CD56 negativer Zellen,
mittels des NK-Zell Isolationskits nach den Vorgaben des Herstellers Miltenyi isoliert. Bei
der anschlieffenden Analyse ihrer zytotoxischen Aktivitit wurden Zellen der EGFR-
positive Hypohparynxkarzinom Zelllinie FaDu als Zielzellen verwendet. Diese wurden
entsprechend des in Kapitel 4.4.2 beschriebenen Vorgehens dissoziiert, in PBS gewaschen
und gezahlt. Jeweils 4 000 vitale Zellen wurden dann in 75 pl X-Vivo 15 Kulturmedium,
welches zuvor mit 2% (v/v) humanem Serumalbumin versehen worden war,
aufgenommen und mit dem therapeutischen anti-EGFR-Antikorper Cetuximab in den
jeweils beschriebenen Konzentrationen fiir 20 Minuten bei 37°C inkubiert. Nachfolgend
wurden die so vorbehandelten Zellpopulationen in eine 96-Well-Kulturplatte ausgesat
und zusammen mit den Natiirlichen Killerzellen in einem Effektor-zu-Ziel-Verhaltnis von
fiinf zu eins fiir vier Stunden unter normalen Kulturbedingungen inkubiert. Die maximale
Lyse wurde jeweils durch zusatzliche Inkubation mit dem Detergens Triton X-100
kontrolliert. Die gegen die Tumorzellen gerichtete zytotoxische Aktivitat der NK-Zellen

wurde anschlief3end durch eine Messung der durch eine Lyse der Zielzellen freigesetzten
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Laktatdehydrogenase bestimmt. Hierzu wurden die Kulturplatten bei 200 g fiir sechs
Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert und 50 pl des Kulturiiberstands mit einem
identischen Volumen des LDH-Substrates des Zytotoxizitdts-Detektions-Kits fiir 30
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Beendigung der Reaktion, entsprechend
den Vorgaben des Herstellers Roche Diagnostics, wurde die jeweilige Extinktion bei einer
Wellenldnge von 490 nm mithilfe des Wallac Victor 2 Spektrometers photometrisch
bestimmt. Eine prozentuale Angabe der relativen Zelllyse wurde anschlief3end in Relation
zur maximalen Lyse und abziiglich der jeweils gemessenen Spontanlyse berechnet
(relative Zelllyse = (Testlyse - Spontanlyse) / (maximale Lyse - Spontanlyse) x 100). Die
im Rahmen dieser Arbeit vorgestellten Analysen der zytotoxische Aktivitat Natiirlicher
Killerzellen wurden von bzw. in Zusammenarbeit mit Dr. Frank Neumann der Klinik fiir

Innere Medizin I des Universitatsklinikums des Saarlandes durchgefiihrt.

4.6 Statistische Analysen

Alle statistischen Analysen im Rahmen dieser Arbeit wurden mithilfe der Software Prism
des Herstellers GraphPad in der Version 8.4.3 durchgefiihrt. Experimentelle Daten
wurden dabei mittels F-Test auf eine Homogenitit der Varianzen und mittels eines Tests
nach D’Agostino und Pearson auf eine Normalverteilung hin iiberpriift. Unterschiede
zwischen zwei unabhidngigen Stichproben wurden mithilfe eines zweiseitigen,
ungepaarten t-Tests bzw. eines zweiseitigen Mann-Whitney-U-Tests analysiert,
Unterschiede zwischen mehreren unabhdngigen Stichproben mittels univarianter,
einfaktorieller Varianzanalyse (one-way ANOVA) und nachfolgendem Test auf einen
linearen Trend bzw. posthoc-Test nach Tukey. Die statistische Analyse des Uberlebens
der untersuchten Patienten erfolgte mittels Kaplan-Meier-Schatzfunktion und des
logrank-Tests nach Mantel und Cox; alle Hazard Ratios wurden nach der logrank-Methode
berechnet. Die Einteilung der Patienten in Kohorten mit hoher bzw. niedriger Auspragung
eines untersuchten Merkmals (SEC62-Proteingehalt, Immunzellinfiltration, Serum-
parameter, etc.) erfolgte, sofern nicht anders beschrieben, bei Werten iiber oder gleich
dem Mittelwert (hoch) bzw. unter dem Mittelwert der entsprechend untersuchten
Gruppe (niedrig). Als Signifikanzniveau (a) wurde ein Wert von 0,05 festgelegt, womit

p-Werte kleiner als 0,05 als signifikantes Ergebnis angesehen wurden.
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