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2 Einleitung

2.1 Das Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-Bereiches
2.1.1 Begriffserklarung

In dieser Arbeit werden Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches untersucht. Unter
dem Begriff Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-Bereiches (head and neck squamous cell
cancer, HNSCC) im eigentlichen Sinne werden Karzinome der Mundhdhle, des Larynx, des
Hypo- und des Oropharynx zusammengefasst (Hunter et al., 2005). Daneben umfassen die
Plattenepithelkarzinome der Nasenhaupt- und Nasennebenhdhlen (sinonasal squamous
cell cancer, SNSCC) Karzinome der Nasenhaupthdhle, der Kiefer-, Keilbein- und

Stirnhdhlen, sowie der Siebbeinzellen.

2.1.2 Epidemiologie

Das Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-Bereiches ist der sechsthaufigste maligne Tumor
weltweit und ist mit 90 % die haufigste Tumorentitat unter den Kopf-Hals-Tumoren (Hunt et
al.,, 2014; Hunter et al.,, 2005; V. Patel et al., 2001). Es steht auf Platz sieben der
tumorabhangigen Todesursachen (Ferlay et al., 2013). Das Erkrankungsalter liegt im Mittel
bei 63 Jahren (Ragin et al., 2007).

Jahrlich kommt es zu ca. 630.000 HNSCC-Neuerkrankungen weltweit, von denen ca.
350.000 letal enden (Ferlay et al., 2010). In den USA belaufen sich die Zahlen der
Neuerkrankungen auf etwa 60.000, in Europa auf ca. 250.000 jahrlich, in Deutschland sind
es jahrlich etwa 13.000 Neuerkrankungen (Dok & Nuyts, 2016; Robert Koch-Institut, 2017;
Siegel et al., 2018). Dabei sind Manner etwa viermal so haufig betroffen wie Frauen (Siegel
et al., 2018). Trotz groRRer Fortschritte in der Chirurgie und adjuvanten Behandlung bleibt
das HNSCC eine schwerwiegende Erkrankung (Han & Von Hoff, 2006). In den letzten 30
Jahren konnte die 5-Jahres-Uberlebensrate nicht wesentlich verbessert werden (Hoellein et
al., 2011). Sie betragt derzeit weiterhin nur etwa 50-60 % (Hoellein et al., 2011; Jemal et al.,
2010).

Am héufigsten tritt das HNSCC im Bereich der Mundhoéhle auf, gefolgt von Oropharynx,
Larynx und Pharynx. In den letzten zwanzig Jahren zeigte sich ein deutlicher Anstieg der
Karzinome im Oropharynx- und Mundhéhlenbereich, besonders bei jungen Erwachsenen,
wobei die Inzidenz der Larynxkarzinome gleichblieb bzw. sogar leicht abnahm (Descamps

et al., 2016). Wie sich weltweit beobachten lasst, sind Manner haufiger betroffen als Frauen,

10



jedoch ist dieser geschlechtsspezifische Unterschied regredient (Ragin et al., 2007). Des
Weiteren bestehen deutliche regionale Unterschiede in der Verteilung des HNSCC. So
werden in der afroamerikanischen BevoOlkerung hohere Inzidenzen beschrieben als

beispielweise bei Kaukasiern (Ragin et al., 2007).

2.1.3 Klassifikation

Die TNM-Klassifikation ist eine international verwendete Einteilung des Ausmalies einer
Tumorerkrankung und ist ein Hauptmarker zur Einschatzung der Prognose von Patienten
(Gospodarowicz et al.,, 2004). Die Kriterien zur Tumoreinschatzung wurden von der
International Union Against Cancer (UICC) definiert (Gospodarowicz et al., 2004). Die
Einteilung besteht aus T, der Ausdehnung des Primarius, aus dem Befall der regionalen
Lymphknoten als N und dem Vorhandensein von Fernmetastasen als M. Zusatzlich kann
die Malignitat eines Tumors anhand des histopathologischen Gradings als G angegeben
und das Ausmal eines Residualtumors nach Therapie durch R vermerkt werden. Die
Einteilung ist entscheidend flr das weitere therapeutische Vorgehen und ist prognostisch
relevant.

Mittels Vorsilben wird der Zeitpunkt der Klassifizierung angegeben. Das Prafix ,c* beschreibt
den klinischen Befund. Als Basis dient hierzu der palpatorische, radiologische,
sonographische oder endoskopische Befund (Reif3, 2009). Das Prafix ,p“ beschreibt die
pathologische, postoperative Einteilung in der TNM-Klassifikation. Durch makroskopische
sowie histopathologische Befunde des Resektionspraparates bzw. der explorierten
Lymphknoten wird die klinische Einteilung erganzt (Reil3, 2009).

Bei Kopf-Hals-Tumoren wird das T-Stadium je nach Lokalisationen unterschiedlich eingeteilt,
wobei das N-Stadium fur alle Tumorlokalisationen aul3er dem Nasopharynxkarzinom gleich
ist. Das N-Stadium bezieht sich dabei auf Metastasierung in die regionaren
Halslymphknoten. Auch das M-Stadium, sowie R- und G-Faktor werden bei allen
Lokalisationen des Kopf-Hals-Bereiches einheitlich klassifiziert. In Tab. 1 ist die TNM-
Klassifikation der 7. Auflage aufgefuhrt (Sobin et al., 2010).
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pT-Stadium

pTX Keine histologische Beurteilung des Primartumors mdglich

pTis Carcinoma in situ

pTO Kein histologischer Anhalt flr einen Primartumor

pT1-4 Zunehmende Grolie und/oder lokale Ausdehnung des Primartumors
pN-Stadium

pNX Keine histologische Beurteilung der regionaren Lymphknoten mdglich
pNO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen

pN1 Metastase in solitdrem ipsilateralem Lymphknoten, < 3 cm

pN2a Metastase in solitdrem ipsilateralem Lymphknoten, > 3 cm und < 6 cm
pN2b Metastasen in multiplen ipsilateralen Lymphknoten, alle <6 cm

pN2c Metastasen in bilateralen oder kontralateralen Lymphknoten, alle <6 cm
pN3 Metastasen > 6 cm

pM-Stadium

pMX Keine histologische Beurteilung der Fernmetastasen maglich

pMO Histologisch keine Fernmetastasen

pM1 Histologisch gesicherte Fernmetastase(n)

R-Stadium

RX Keine Beurteilung des Vorhandenseins eines Residualtumors madglich
RO Keine Residualtumor

R1 Mikroskopisch nachweisbarer Residualtumor

R2 Makroskopisch nachweisbarer Residualtumor

Grading

GX Kein Grading der Differenzierung madglich

G1 Hoch differenziert

G2 MaRig differenziert

G3 Niedrig differenziert

G4 Entdifferenziert

Tab. 1: TNM-Klassifikation der HNSCC (Sobin et al., 2010)

Die Stadieneinteilung der UICC fur Kopf-Hals-Tumore wird fur alle Lokalisationen mit
Ausnahme des  Nasopharynxkarzinoms  gleichermallen  vorgenommen.  Die

Stadieneinteilung wird in Tab. 2 dargestellt.
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Stadium T N M
0 Tis NO MO
| T1 NO MO
| T2 NO MO
T1, T2, T3 N1
]| T3 NO MO
IV a T1, T2, T3, T4a N2 MO
T4a NO, N1 MO
Jodos T N o
IVc Jedes T Jedes N M1

Tab. 2: Stadieneinteilung der HNSCC (Sobin et al., 2010)

2.1.4 Atiologie

Die Ursache fur die Entstehung eines Kopf-Hals-Karzinoms ist noch nicht im Einzelnen
geklart. Es sind jedoch fir das HNSCC mehrere Risikofaktoren bekannt. Neben Alkohol-
und Nikotinabusus zahlen auch virale Onkogene zu den Risikofaktoren der Kopf-Hals-
Tumore (Barnes et al., 2007). So besteht flr starke Raucher ein 20-fach erhdhtes Risiko ein
Plattenepithelkarzinom zu entwickeln verglichen mit der Normalbevdlkerung, fur starke
Trinker ein 5-fach erhdhtes Risiko (Hunter et al., 2005). Bei der Kombination aus starkem
Alkohol-, als auch Tabakkonsum steigt das Erkrankungsrisiko sogar auf das 50-fache und
zeigt damit einen synergistischen Effekt (Rodriguez et al., 2004). Mundhdhlenkarzinome
werden insbesondere aufgrund der hauptsachlich basischen Bestandteile des
Zigarrenrauches induziert.

In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass vor allem bei jungen Erwachsenen ein
geringer Konsum von Obst und Gemuse mit einer hdheren Inzidenz an HNSCC assoziiert
ist (Llewellyn et al., 2003; Llewellyn et al., 2004; Mackenzie et al., 2000).

Obwohl die Verwendung von Betelnissen im sudasiatischen Kulturkreis als Heilmittel
zahlreicher Krankheiten weit verbreitet ist, wird das Kauen dieser NUsse aber ebenso als
Risikofaktor fur HNSCC angesehen (Warnakulasuriya et al., 2002; Zain et al., 1997).
Marihuana ist die zweithaufigste gerauchte Substanz nach Tabak (Stadler et al., 2008). Die
Studienlage zu Marihuana-Konsum als Risikofaktor fur HNSCC ist bislang uneinheitlich
(Hashibe et al., 2002; Hashibe et al., 2005).

Das Epstein-Barr-Virus (EBV) kann dagegen haufig bei Patienten mit Nasopharynxkarzinom

nachgewiesen werden (Pathmanathan et al., 1995). Es konnte gezeigt werden, dass eine
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EBV-Infektion ein fruhes, evil. sogar induzierendes Geschehen in der Entstehung von
Nasopharynxkarzinomen darstellt (Pathmanathan et al., 1995). Hierbei zeigt sich besonders
eine Haufung im asiatischen Lebensraum (Pathmanathan et al., 1995).

Das humane Papillomavirus (HPV) hat ebenfalls onkogenes Potential und kann mittels
seiner Onkoproteine E6 und E7 zur Tumorentstehung beitragen (Chung & Gillison, 2009).
Obwohl HPV schon lange in vielen Tumorentitaten als Risikofaktor bekannt ist, konnte eine
Assoziation bei HNSCC erst vor einigen Jahren gezeigt werden (Michl et al., 2010). Der
Nachweis von HPV war vor allem in oralen und oropharyngealen Tumorlokalisationen
relevant (Chung & Gillison, 2009; Michl et al., 2010). Hierbei hat allen voran der HPV-Typ
16 eine besondere Bedeutung fur die Tumorentstehung (Furniss et al., 2007; Kreimer et al.,
2005; Ringstrom et al., 2002). Daneben finden sich in HNSCC gehauft HPV-Infektionen mit
den Hochrisikotypen 18, 31 und 33 (Michaud et al., 2014).

2.1.5 Pathologie

Plattenepithelkarzinome sind maligne Tumore epithelialen Ursprungs und kénnen mit oder
ohne Verhornung auftreten. Die makroskopische Wuchsform ist meist endophytisch, knotig
und oberflachlich ulzerierend. Seltener lasst sich auch eine exophytisch-papillare
Wucherung beobachten (Bdcker & Aigner, 2012).

Liegt eine Verhornung vor, zeigt sich diese mikroskopisch in Form konzentrischer
Hornperlen oder als Einzelzellverhornung (Bocker & Aigner, 2012).

Histologisch zeichnen sich Plattenepithelkarzinome durch groRe, polygonale oder
spindelzellige Tumorzellen mit Kernatypien und atypischen Mitosefiguren aus (Bocker &
Aigner, 2012). Daraus lassen sich drei Differenzierungsstufen des Tumors ableiten. Je
ausgepragter die Zellkernpleomorphie und mitotische Aktivitat, desto niedriger ist die
Tumordifferenzierung. Bei einem invasiven Wachstum ist eine Durchbrechung der
Basalmembran sowie die Bildung von Tumorinseln und -strangen beobachtbar (Bocker &
Aigner, 2012).

2.1.6 Molekularpathologie

Obwohl es sich bei Kopf-Hals-Tumore in ca. 95 % um Plattenepithelkarzinome handelt,
sodass sich diese im Vergleich zu anderen Tumorerkrankungen als relativ homogen
prasentieren, weisen sie jedoch auf molekularer Ebene eine hohe Heterogenitat auf. Daraus
resultieren viele verschiedene Subklassen von HNSCC (Leemans et al., 2011). Das HNSCC
ist letztendlich das finale Stadium eines multifaktoriellen Prozesses, der von einer normalen

Histologie Uber eine Hyperplasie, eine Dysplasie bis in ein Carcinoma in situ und schlieRlich
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in ein invasives Karzinom Ubergeht (Califano et al., 1996; Stadler et al., 2008). Den Prozess

der Karzinogenese soll Abbildung 1 noch einmal veranschaulichen.

Normales Vorlauferlasion/ ' Carcinoma Invasives
. —> . —
Plattenepithel benigne Hyperplasie Dysplasie —

A 4

in situ Karzinom

Abb. 1: Modell zur Entstehung eines HNSCC; modifiziert nach Califano, van der Riet et al., 1996

Damit ein Tumor entsteht, muss es bei diesem Prozess zu einer stufenweisen Anhaufung
von genetischen Veranderungen gekommen sein (Stadler et al., 2008). Daher ist es von
enormer Bedeutung die Molekularpathologie weiter zu erforschen und zu verstehen, um die
Erkrankung des einzelnen Patienten und damit auch seine Prognose besser abschatzen zu
konnen.

Eine wichtige Unterscheidung erfolgt in der Ermittlung des jeweiligen HPV-Status. Etwa 70
bis 80 % der HNSCC sind HPV negativ, wobei aber die Zahl der HPV positiven HNSCC-
Falle in den letzten Jahren stark zunimmt (Betiol et al., 2013; Blitzer et al., 2014; Cancer
Genome Atlas, 2015; Leemans et al., 2011; Sepiashvili et al., 2015). Es wird angenommen,
dass durch verschiedene Mutationen, wie Deletion, Promotormethylierung und
Genamplifikation einerseits Tumorsuppressorgene inaktiviert, andererseits Protoonkogene
aktiviert werden (Campo-Trapero et al., 2008). Hiervon haufig betroffen sind die
Tumorsuppressorgene p16/NK4a p14ARF - das  Tumorprotein 53 (p53), sowie das
Protoonkogen Cyclin D1 (Campo-Trapero et al., 2008).

HPV positive HNSCC haben laut einer Metaanalyse mit 35,6 % die hochste Pravalenz im
Oropharynx (Kreimer et al., 2005). In 90 % der HPV-assoziierten HNSCC lag der
Hochrisikotyp HPV-16 vor (Gillison et al., 2000). Es konnte zudem beobachtet werden, dass
in HPV positiven Karzinomen p53 sogar meist als Wildtyp vorliegt, jedoch auch hier die p53-
Aktivitat durch Inaktivierung mittels des viralen Onkogens E6 vermindert ist (Leemans et al.,
2011).

Als weiterer wichtiger molekularer Marker hat sich der Epidermal Growth Factor Receptor
(EGFR) etabliert. Er ist in etwa 90 % der HNSCC Falle Uberexprimiert (Grandis & Tweardy,
1993; Ke et al., 1998; Stadler et al., 2008). Die abnormale Aktivitat wird in 10-17 % der
HNSCC Falle durch Genamplifikation verursacht (Freier et al., 2003; Koynova et al., 2005;
Sharafinski et al., 2010; Temam et al., 2007). Die EGFR-Expression war in Studien
allerdings in den verschiedenen Lokalisationen nicht homogen, sondern in Karzinomen der
Mundhoéhle und des Oropharynx deutlich hoher als bei Larynxkarzinomen (Stadler et al.,

2008). Zusatzlich kénnen Mutationen des EGFR auftreten. Eine Mutation, die sich
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beobachten Iasst, ist eine Deletion in der extrazellularen Bindedomane des Rezeptors, die
EGFR variant Il (EGFRuvIII), welche ausschlie8lich im Tumorgewebe vorkommt (Stadler et
al., 2008). Aufgrund des Fehlens von Exon 2-7 soll EGFRvIIl konsekutiv
ligandenunabhangig aktiviert sein (Voldborg et al., 1997). Die Detektionsrate von EGFRuvIII
in HNSCC ist uneinheitlich, aktuellere Publikationen zeigen eine geringe Pravalenz (Sok et
al., 2006; Stadler et al., 2008; Thomas Koch et al., 2017). Es wurden bereits weitere, jedoch
aulerst seltene EGFR-Mutationen entdeckt, beispielweise in der Kinasedomane des EGFR
(Lee et al., 2005).

Auch Proteine der nachgeschalteten EGFR-Signalkaskade zeigen Mutationen. Diese sind
allerdings weitaus weniger haufig (De Carvalho et al., 2013). So wurde in weiteren Studien
an HNSCC-Patienten in 3 % eine das Rat Fibrosarcoma Protein B (BRAF) aktivierende
Mutation gefunden. Bei 6 % konnten Genmutationen im Kirsten Rat Sarcoma Protein
(KRAS) und in 11 % Mutationen der Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K) nachgewiesen
werden (Qiu et al., 2006; Weber et al., 2003).

2.1.7 Therapie

Aufgrund der Komplexitat von Kopf-Hals-Tumoren ist ein multidisziplinares Vorgehen
unerlasslich, um eine hochqualitative Behandlung zu ermdéglichen (Ramos et al., 2010).
Inzwischen sind mehrere Therapieoptionen fir HNSCC etabliert. Hierflir stehen drei
Modalitdten zur Verfugung: Die chirurgische Resektion, Strahlentherapie und
Chemotherapie, welche in der Regel zu einem therapeutischen Konzept kombiniert
eingesetzt werden. Additiv kann eine erganzende Antikdrpertherapie verwendet werden.
Welche Therapieform letztendlich verwendet wird, hangt von klinischen sowie
pathologischen Parametern der Tumorerkrankung und auch vom Patientenwunsch ab
(Reiter et al., 2006).

Nur etwa 40 % der Patienten werden in den frthen Tumorstadien | und Il diagnostiziert
(Vermorken & Specenier, 2010). Die restlichen 60 % der Patienten stellen sich erst in den
Tumorstadien Il und IV vor (Vermorken & Specenier, 2010). Im frthen Tumorstadium kann
als primare Therapie die alleinige chirurgische Resektion oder eine primare
Strahlentherapie gewahlt werden (Marur & Forastiere, 2016). Hierbei ist es besonders
wichtig eine komplette Resektion, also eine so genannte R0-Resektion des Tumorgewebes
zu erreichen (Dietz et al.,, 2014). Dies wird durch eine intraoperative histologische
Schnellschnittdiagnostik kontrolliert. Da im Kopf-Hals-Bereich sowohl die Erhaltung der

Funktionalitat als auch der Versuch einer angemessenen asthetischen Rekonstruktion fur
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die Lebensqualitat des Patienten entscheidend ist, muss beides in hohem Mal
berlcksichtigt werden.

Um eine praoperativ festgestellte lymphogene Metastasierung zu therapieren wird eine
Neck Dissection (ND) durchgefuhrt. Sowohl die Ausdehnung des Tumors, wie
beispielsweise das Uberschreiten der Mittellinie, als auch das Risiko fir eine kontralaterale
Metastasierung, u.a. bei Karzinomen des Zungengrunds oder des Mundbodens,
entscheiden Uber eine einseitige oder sogar beidseitige Durchfihrung der ND (Kaschke,
2012). Abhangig vom Befall muss der Umfang der ND erweitert werden. Das Ausmal} der
ND wird bereits praoperativ festgelegt.

Diese klassische Standardmethode bei vorhandenen Lymphknotenmetastasen besteht
heutzutage aus einer funktionellen ND. Sind weitere benachbarte Strukturen betroffen, wie
z.B. Muskulatur, wird eine radikale ND vorgenommen. Hier wird neben der Ausraumung
aller Lymphknoten im Level I-V simultan die Entfernung des Musculus
sternocleidomastoideus, der Vena jugularis interna und des Nervus accessorius
durchgefuhrt. Moglicherweise missen zusatzlich auch weitere Teile der Halsmuskulatur
(Musculus omohyoideus), Nervengeflechte wie der Plexus cervicalis oder befallene
Speicheldrusen (Glandula submandibularis) mitreseziert werden (Kaschke, 2012).

Bei klinisch unauffalligen Verhaltnissen wird eine selektive ND durchgefuhrt, um mdgliche
Mikrometastasen zu entdecken. Hierbei wird mindestens eine der sechs
Lymphknotenregionen ausgeraumt, nicht lymphatische Strukturen werden erhalten
(Kaschke, 2012).

Bei lokal fortgeschrittenen Tumoren (Stadium IlI-IV) und/oder bei Vorliegen von
Lymphknotenmetastasen wird ein multimodales Therapiekonzept mit adjuvanter
Strahlentherapie empfohlen (Bernier et al., 2004; Marur & Forastiere, 2016). Eine adjuvante
Radiochemotherapie wird bei einem R1-Resektionsstatus oder extrakapsularem Wachstum
der Lymphknotenmetastasen empfohlen (Bernier et al., 2004; Gregoire et al., 2010). Fir
Tumore im fortgeschrittenen Stadium ist seit einigen Jahren der monoklonale Antikorper
Cetuximab (Erbitux®, Merck) zugelassen. Die erste Studie von Bonner et al. konnte in einem
Kollektiv an lokal fortgeschrittenen inoperablen HNSCC-Fallen zeigen, dass durch die
Zugabe von Cetuximab zur Strahlentherapie sowohl das Gesamtuberleben, als auch das
progressionsfreie Uberleben deutlich verbessert werden konnte, verglichen mit einer
alleinigen Strahlentherapie (Bonner et al., 2006). Das Nebenwirkungsprofil von Cetuximab
ist im Vergleich zur konventionellen Chemotherapie als positiv einzuschatzen (A. N. Patel
etal., 2012).
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Sollte der Tumor als nicht resektabel eingeschatzt werden, bleibt als primare
Standardbehandlung die alleinige Radiochemotherapie (Gregoire et al., 2010; Ramos et al.,
2010).

Eine Induktionschemotherapie, typischerweise gefolgt von einer Strahlentherapie, konnte
bei HNSCC bisher in den Studien keine Vorteile zeigen und wird daher nur selten
angewendet (T. K. Hoffmann, 2012; Marur & Forastiere, 2016).

Lokalrezidive und/oder Fernmetastasen treten bei 40-60 % der HNSCC-Patienten auf
(Chang et al., 2017; Posner et al., 2007; Sacco & Cohen, 2015). Bis zu 40 % der HNSCC-
Patienten entwickeln Fernmetastasen, am haufigsten ist hiervon die Lunge betroffen (Young
et al., 2015). Nur bei wenigen ist eine erneute Operation oder Strahlentherapie indiziert, die
meisten sind nicht kurabel (A. N. Patel et al., 2012). In der palliativen Situation steht neben
der alleinigen bestmoglichen Versorgung eine platinhaltige Chemotherapie mit oder ohne
Zugabe einer zielgerichteten Antikorpertherapie (Targeted Therapy) zur Verfugung (A. N.
Patel et al., 2012; Vermorken & Specenier, 2010). Aktuell zeigen auch neue, jetzt
eingesetzte Immun-Checkpoint-Inhibitoren bei fortgeschrittenem Tumorleiden gute
Ergebnisse (Bauml et al., 2016; Ferris et al., 2018; Forster & Devlin, 2018; Hochst & Knolle,
2017; Samra et al., 2018). Bei inoperablen Rezidiven, sowie bei Vorliegen von
Fernmetastasen konnte die Wirksamkeit von Cetuximab bereits bestatigt werden: In der
EXTREME Studie wurde die alleinige Chemotherapie mit Cisplatin und 5-Fluoruracil (5-FU)
mit der Kombination aus der platinbasierten Chemotherapie mit Cetuximab verglichen. Das
Ergebnis zeigte einen Benefit im medianen Uberleben der Kombinationstherapie mit
Cetuximab (Licitra et al., 2013; Vermorken et al., 2008). Patienten in schlechtem
Allgemeinzustand sollten eine Monochemotherapie mit beispielsweise Methotrexat erhalten
(Gregoire et al., 2010).

Trotz dieser spezifischen EGFR-Inhibition mittels Cetuximab konnte die molekular-basierte
Therapie bisher jedoch nicht den erhofften Durchbruch erzielen. Ein Grund hierfur ist, dass
die Ansprechrate auf eine Cetuximab-Behandlung nur bei ca. 20 % der Patienten liegt
(Sharafinski et al., 2010). Zum anderen sind vor allem schwere Hautreaktionen die
haufigsten Nebenwirkungen von Cetuximab (Segaert & Van Cutsem, 2005). Akneiforme
Eruptionen treten in ca. 15 % der Falle auf, bei Hitt et al. zeigten sogar 24 % eine Grad 3/4
Hauttoxizitat (Bonner et al., 2006; Hitt et al., 2012; Klinghammer et al., 2010). Des Weiteren
belaufen sich die Therapiekosten auf ca. 5.000 Euro pro Monat/Patient (Bonner et al., 2006;

Klinghammer et al., 2010).
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Die Kenntnis von Therapiepradiktoren kdnnte den Patienten eine belastende Behandlung
ersparen, die Kosten-Nutzen-Relation verbessern und bei den ausgewahlten Patienten zu
einer rational begrindeten, frihzeitigen Anwendung der Antikdrpertherapie fuhren.

Bisher konnte lediglich beobachtet werden, dass eine auftretende Hautreaktion auf ein

gutes Ansprechen auf eine Cetuximab-Therapie hinweist (Cunningham et al., 2004).

2.1.8 Prognose

Die Prognose von Kopf-Hals-Tumoren ist in erster Linie abhangig von der Lokalisation des
Primartumors, der Stadieneinteilung nach der TNM-Klassifikation und vom Grading des
Malignoms (Lehnerdt et al., 2010; Licitra et al., 2004). Bei HNSCC haben Karzinome des
Hypopharynx die schlechteste, Karzinome der Mundhohle, insbesondere der Lippen, die
beste Prognose (Reifl3, 2009; Wittekindt et al., 2012). Eine besonders wichtige Rolle spielt
dabei das Vorhandensein von Fernmetastasen, da diese das mittlere Uberleben auf unter
ein Jahr senken (Vermorken, 2005). Auch der Operateur ist mafgeblich an der Prognose
des Patienten beteiligt: Resektionsgrenzen unter 5 mm gelten ebenso wie eine R1-
Resektion als ungunstige prognostische Parameter (Lehnerdt et al., 2010). Das mannliche
Geschlecht und ein hohes Alter zum Erkrankungszeitpunkt zahlen ebenso zu den negativen
Prognosefaktoren (Lehnerdt et al., 2010) wie die Hypoxie im Tumorgewebe und die daraus
resultierende Azidose, die mit einem aggressiveren Tumorverhalten assoziiert wird (Bose
et al., 2013). Bereits viele Studien konnten zeigen, dass die Komorbiditaten eines Patienten
einen grofRen Einfluss auf dessen Prognose haben (Boje, 2014). Im Speziellen gehoéren
dazu  Erkrankungen wie  Herzinsuffizienz,  chronische  Lungenerkrankungen,
zerebrovaskulare Erkrankungen, Diabetes mellitus, sowie das peptische Ulkus (Boje, 2014;
Zaoui et al., 2016). Neben den patientenbezogenen Faktoren gelten auch die viralen
Onkoproteine als Prognosefaktoren. So spielt der HPV-Status mittlerweile eine grol3e Rolle.
HPV positive Tumoren zeigen ein besseres Ansprechen auf die Therapie als HPV negative
HNSCC und gelten somit als prognostisch gunstiger (Lajer & von Buchwald, 2010).
Patienten mit HPV positiven Tumoren sind in der Regel auch junger, oft Nichtraucher und
weisen weniger Komorbiditaten auf verglichen mit den typischen HNSCC-Patienten (Ang et
al., 2010; Fakhry & Gillison, 2006; Gillison et al., 2008).

Neben den viralen Onkoproteinen beschreiben Lehnerdt et al. weitere molekulare Marker,
die fUr eine Prognoseeinschatzung in Zukunft geeignet sein konnten. So gibt es Studien
zum p53-Status, dem Zellzyklusderegulationsprotein p16™k4, sowie zur Uberexpression von
Cyclin D1 und weiteren Signaltransduktionsmolekilen als potentielle Prognosemarker

(Lehnerdt et al., 2010). Die Studienlage zum prognostischen Wert der einzelnen Biomarker
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ist allerdings kontrovers (Lehnerdt et al., 2010). Auch die Expression des EGFR zeigt eine
mogliche prognostische Relevanz (Bossi et al., 2016). Eine hohe Expression scheint dabei
mit einer schlechteren Prognose einherzugehen (Maurizi et al., 1996; D. Patel et al., 2007).
Jedoch ist auch hier die Datenlage noch sehr heterogen (Bossi et al., 2016). In Vorarbeiten
unserer Arbeitsgruppe konnte eine Assoziation von erniedrigtem Gesamtuberleben der
Patienten und der Uberexpression von Survivin und der phosphorylierten Protein-Kinase B
(p-Akt Serd73) beobachtet werden (Pickhard et al., 2014a).

Essentiell fur eine individuelle Prognoseeinschatzung ist weiterhin das bessere Verstandnis

der Molekularpathologie von HNSCC.
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2.2 Molekulare Grundlagen

2.2.1 Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR)

Der EGF-Rezeptor wurde vor etwa 40 Jahren entdeckt und gehort zu den Rezeptor-
Tyrosinkinasen der ErbB-Familie (Cohen, 1983; Sheikh Ali et al., 2008). Das 170 kDalton
(kDa) schwere Protein besteht aus einer extrazellularen, einer transmembrandsen und einer
intrazellularen Domane (Dhar et al., 2005; Morgan & Grandis, 2009). Insgesamt setzt sich
die ErbB-Familie aus vier verschiedenen Proteinen zusammen: ErbB-1 (EGFR, HER1),
ErbB-2 (HER2, Neu), ErbB-3 (HER3) und ErbB-4 (HER4) (Hynes et al., 2001). Die
Rezeptoren zeigen eine hohe Homogenitat ihrer Domanen mit Ausnahme der
extrazellularen Bindedomane (Lindsey & Langhans, 2015; A. N. Patel et al., 2012). Dies
ermoglicht die Bindung diverser Liganden, welche zusammengefasst in Abbildung 2

dargestellt sind (Hynes et al., 2001).

Epidermal Growth Factor (EGF) Epiregulin (EPR)
Transforming Growth Factor-a (TGFa) Heparin-binding EGF (HB-EGF) Neuregulin 1 (NRG) NRG3
Amphiregulin (AR) Betacellulin (BTC) NRG2 NRG4

Ne— T \.

ErbB1- ErbB2- ErbB3- ErbB4-
Rezeptor Rezeptor Rezeptor Rezeptor

Abb. 2: Schematische Ubersicht der Liganden der einzelnen ErbB-Rezeptoren; nach Hynes, Horsch et al., 2001

Bindet ein Ligand an die extrazellulare Domane des EGF-Rezeptors, so fuhrt dies zu einer
Homo- oder Heterodimerisierung des Rezeptors, was eine intermolekulare
Transphosphorylierung der intrazellularen Tyrosinreste zur Folge hat (van der Geer et al.,
1994). Dadurch werden katalytisch aktive Zentren der Rezeptoren freigelegt und kdnnen so
eine Reihe von Signalwegen aktivieren (Reuter et al., 2007). Die Hauptsignalwege, die
hierdurch aktiviert werden, sind der Phosphoinositol-3-Kinase (PI3K)/ Protein-Kinase B (Akt)
-Signalweg, die RAS/ RAF/ Mitogen Activated Protein Kinase (MAPK) -Kaskade, sowie der
Phospholipase C (PLC)/ Protein-Kinase C (PKC)/ Calmodulin-Dependent-Protein-Kinase
(CAMK) -Signalweg (Abb. 3) (Choudhary et al., 2016; Morgan & Grandis, 2009). Die

Signalwege fiihren zu einer Anderung der Transkription im Zellkern und beeinflussen so
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zentrale zellulare Funktionen wie Zellwachstum, Differenzierung, sowie Apoptose oder

programmierten Zelltod (Dhar et al., 2005).

EGFR
Zellmembran
Zytoplasma

~
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e

=i
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Zellproliferation

/

Zelliiberleben

Anti-Apoptose

Abb. 3: Schematische Darstellung des EGFR-Signalwegs;
nach Choudhary, Rohatgi et al., 2016

Fehlregulationen des EGFR-Signalwegs konnten mit der Entstehung und dem Fortschreiten
von Tumorerkrankungen assoziiert werden, dazu gehdren Zellproliferation, Angiogenese,
Invasion bzw. Metastasierung, sowie Resistenz gegenuber Chemo- und/ oder
Strahlentherapie (Diasio & Fourie, 2006). Aufgrund der EGFR-Uberexpression und den
EGFR-Mutationen in vielen epithelialen Tumoren, wie auch dem HNSCC, spielt der EGF-
Rezeptor in der Tumorforschung weiterhin eine wichtige Rolle. Zum weiteren Verstandnis
der Signalwege und damit neuer therapeutischer Mdglichkeiten werden weitere molekulare

Untersuchungen von Noéten sein.

2.2.2 Cetuximab (Erbitux®)

Cetuximab ist ein chimarer (65 % Mensch und 35 % Maus) monoklonaler IgG1-Antikorper,
welcher gegen die extrazellulare Bindedomane des EGF-Rezeptors gerichtet ist (Diasio &
Fourie, 2006).

Es kommt zur Blockade der Ligandenbindung. Dies flhrt zu einer Internalisierung und
Degradierung des Rezeptors, was eine Herunterregulierung der Expression des EGFR zur
Folge hat (Ciardiello & Tortora, 2001; N. Zhang et al., 2009).
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Ursprunglich wurde Cetuximab bei der Therapie des Kolonkarzinoms eingesetzt. Mehrere
Studien konnten jedoch zeigen, dass Patienten mit einer aktivierenden KRAS-Mutation (ca.
35-45 % der kolorektalen Karzinome) nicht von einer Cetuximab-Gabe profitieren (Bardelli
& Siena, 2010). KRAS-Mutationen dienen daher als starkster negativer Pradiktor fur den
Erfolg einer Cetuximab-Therapie. Aus diesem Grund wird heutzutage jeder Patient vor einer
Cetuximab-Behandlung routinemalig auf eine KRAS-Mutation untersucht (Bardelli & Siena,
2010).

Da bei HNSCC nur in < 5 % aktivierende KRAS-Mutationen gefunden werden (Bissada et
al., 2013; Langer, 2012), scheidet KRAS als geeigneter Pradiktor fir das Ansprechen auf
Cetuximab bei HNSCC aus.

Es existieren bereits Studien u.a. bei HNSCC-Patienten, welche das Ansprechen auf eine
Cetuximab-Therapie bei Vorliegen bzw. Hochregulation der EGFRuvlll-Variante und von
Amphiregulin untersuchen:

In einer Studie von Tinhofer et al. an HNSCC Patienten wurde bei 17 % eine Expression
der EGFRUvlll-Variante und bei 45 % eine Hochregulation von Amphiregulin im Tumor
detektiert. Die erhdohten Expressionslevel von EGFRvIII bzw. Amphiregulin korrelierten
jeweils mit einem verkirzten progressionsfreien Uberleben unter der Kombinationstherapie
mit Cetuximab und Docetaxel. Die Hochregulation von Amphiregulin zeigte dabei zudem ein
signifikant verkirztes Gesamtiberleben (Tinhofer et al., 2011).

In einer anderen Arbeit mit 29 HNSCC-Patienten, die mit Cetuximab- und kombinierter
Strahlentherapie behandelt wurden, konnte wiederum keine Assoziation der EGFRVIII-
Variante mit dem Therapieansprechen beobachtet werden. EGFRVIIlI wurde hier bei 20 %
der Patienten identifiziert (Smilek et al., 2012). In einer Kohorte von Patienten mit
Mundhdhlenplattenepithelkarzinomen wurde die EGFRUvIlI-Variante jedoch nur in 2 %
nachgewiesen (Mclntyre et al., 2012).

Da die Ergebnisse zur Korrelation des Ansprechens auf eine Cetuximab-Therapie fur die
EGFRuvllI-Variante und die Amphiregulin-Expression nicht einheitlich sind, werden weitere
Untersuchungen gefordert. Andere etablierte Responsemarker flr das Ansprechen auf die

anti-EGFR-Therapie mit Cetuximab existieren bisher beim HNSCC ebenfalls nicht.

In eigenen Vorarbeiten konnte unsere Arbeitsgruppe nachweisen, dass nur HNSCC-
Zelllinien mit homozygoten Phe/Phe Genotyp der Aurora-Kinase A (AurkA) auf die Therapie
mit Cetuximab ansprechen. Zelllinien mit dem heterozygoten Aurora-Kinase A Phesille Allel

zeigten sich resistent gegenlber einer Cetuximab-Behandlung (Pickhard et al., 2014b).
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2.2.3 Aurora-Kinasen

Die Aurora-Kinasen wurden 1995 von David Glover et al. bei Forschungsarbeiten an
Drosophila melanogaster entdeckt (Glover et al., 1995; Kollareddy et al., 2012). Sie gehéren
zur Enzymfamilie der Zellzyklus regulierenden Serin-Threonin-Kinasen. Beim Menschen
beinhaltet diese Familie von Proteinkinasen drei Mitglieder: Aurora-Kinase A, Aurora-Kinase
B und Aurora-Kinase C (Marumoto et al., 2005). Aurora-Kinasen haben eine hoch
konservierte C-terminale Region (Aurora-Kinasen A und B zu etwa 70 % identisch),
wohingegen der stark divergente N-Terminus fur die unterschiedliche Lokalisation und
Funktion der Kinasen verantwortlich ist (Hochegger et al., 2013). Die Aktivierung sowohl von
Aurora-Kinase A, als auch Aurora-Kinase B wird durch deren Phosphorylierung reguliert,
wobei die Autophosphorylierung von entscheidender Bedeutung ist (Andrews et al., 2003).
Die Aurora-Kinase A und B spielen eine wichtige Rolle in der Zellteilung, besonders beim
Eintritt in die Mitose, bei der Bildung eines funktionsfahigen Spindelapparats aus Mikrotubuli
und bei der Vollendung der Zytokinese (Mehra et al., 2013).

Wahrend der Mitose ist die Aurora-Kinase A hauptsachlich am Zentrosom, Aurora-Kinase
B dagegen am Kinetochor lokalisiert. Wahrend der Zytokinese sind beide Kinasen von
groRer Bedeutung und deshalb an der Aquatorialebene zu finden (Nikonova et al., 2013).
In der G1-Phase nimmt die Konzentration an aktiver Aurora-Kinase in der Zelle stark ab
(Carmena & Earnshaw, 2003). Abbildung 4 soll die Lokalisationen und die Hauptfunktionen

der Aurora-Kinasen A und B im Zellzyklus noch einmal schematisch verdeutlichen.
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Abb. 4: Lokalisation von Aurora-Kinase A und Aurora-Kinase B im Zellzyklus; modifiziert nach Carmena, Earnshaw, 2003
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Der Vorgang der Chromosomentrennung wird von der Mitosespindel ausgefuhrt und kann
nur regelgerecht ablaufen, wenn alle Schwesterchromosomen in der Aquatorialebene
korrekt ausgerichtet sind. Die Aurora-Kinasen sind damit wichtige Schllisselenzyme um eine
Fehlverteilung der Chromosomen wahrend der Zellteilung zu verhindern (Andrews et al.,
2003). Unter diesem Aspekt ist es daher leicht nachzuvollziehen, dass eine Uberexpression
der Kinasen zu einer abnormalen Chromosomenzahl und damit zur Aneuploidie fuhrt (Zhou
et al., 1998). Aneuploidie zahlt zu den am meisten beobachteten Veranderungen in soliden
Tumoren und wird auch regelmafig bei HNSCC in bis zu 90 % gefunden (Bockmuhl &
Petersen, 2002; Kops et al., 2005; Reiter et al., 2006).

Zudem koénnen beide, Aurora-Kinase A und Aurora-Kinase B, Uber die Interaktion mit dem
Tumorsuppressor p53 zur Tumorentstehung beitragen (Mehra et al., 2013). Aurora-Kinase
A fuhrt Uber die Phosphorylierung von p53 am Serin 315 zu einer Erhdhung des Mouse
double minute 2 (MDM2)-abhangigen Abbaus von p53 (Katayama et al., 2004). Umgekehrt
bewirkt die Bindung von p53 an Aurora-Kinase A eine Inhibierung der Aurora-Kinase A-
Aktivierung (Chen et al., 2002; Nikonova et al., 2013). Zusatzlich kann auch Aurora-Kinase
B p53 an Serin 183, Threonin 211 und Serin 215 phosphorylieren, was zur p53-Degradation
durch das Ubiquitin-Proteasom-System fluhrt (Mehra et al., 2013).

Der Fokus dieser Arbeit liegt primar auf den Aurora-Kinasen A und B, da sie fur die oben
genannten Hauptfunktionen im Zellzyklus malfdgeblich zustédndig sind und somit im
Mittelpunkt der aktuellen Forschung stehen.

Uber Aurora-Kinase C ist bislang weitaus weniger bekannt. Aurora-Kinase C hat &hnliche
Substrate und Funktionen wie Aurora-Kinase B (Mehra et al., 2013). Es wird vermutet, dass
sich beide evil. sogar gegenseitig erganzen (Mehra et al., 2013). Aurora-Kinase C wird
hauptsachlich in den Hoden exprimiert und ist im Grof3en und Ganzen auf meiotisch aktive
Keimzellen beschrankt (K. T. Yang et al., 2015). Aurora-Kinase C scheint daher vor allem
in der Meiose eine wichtige Rolle zu spielen (Hochegger et al., 2013). Aufgrund der
vernachlassigbaren Rolle bei der Teilung von somatischen Zellen (Hochegger et al., 2013)

wird in dieser Arbeit nicht weiter auf Aurora-Kinase C eingegangen.

2.2.3.1 Aurora-Kinase A

Seit die humane Aurora-Kinase A, ursprunglich BTAK (breast tumor amplified kinase), heute
u. a. auch STK15 genannt, in den spaten 1990er identifiziert wurde, spielt sie eine wichtige
Rolle in der Tumorforschung (Bischoff et al., 1998; Han & Von Hoff, 2006). Es ist das bisher

am besten untersuchteste Mitglied der Aurora-Familie (Dar et al., 2010; Nikonova et al.,

26



2013). Das Protein besteht aus 403 Aminosauren, woraus ein molekulares Gewicht von
45,8 kDa resultiert (Science, 2016).

Die Aurora-Kinase A akkumuliert an den Spindelpolen wahrend der Prophase, sowie
Metaphase und ist dort fur die Ausbildung der Mitosespindel verantwortlich (Giet & Prigent,
1999; Gu et al., 2007; Marumoto et al., 2003). Sowohl die Proteinexpression, als auch die
Aktivitat nehmen ab der spaten S-Phase zu mit der héchsten Expression zwischen der G2-
und M-Phase (M. Tanaka et al.,, 2002). Wahrend des gesamten Zellzyklus wird die
Kinaseaktivitat mittels Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung streng reguliert (Dar et
al., 2010). Eine Aktivierung von Aurora-Kinase A erfolgt mit Hilfe des Aktivierungsproteins
Targeting protein for Xenopus kinesin-like protein 2 (TPX2) (Eyers et al., 2003). Dabei sorgt
die GTPase Ran zur Abldsung von TPX2 vom Importin-a/B-Komplex (Carmena & Earnshaw,
2003). Das frei gewordene TPX2 kann so an Aurora-Kinase A binden und die Kinase zum
einen Uber Loop-Bildung und damit Autophosphorylierung an Threonin 288 (Thr288) und
zum anderen durch Schutz vor der inaktivierenden Proteinphosphatase 1 (PP1) aktivieren
(Carmena & Earnshaw, 2003).

In Abbildung 5 ist der Aktivierungsvorgang noch einmal zur Veranschaulichung dargestelit.
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Abb. 5: Schematische Darstellung der Aktivierung von Aurora-Kinase A; modifiziert nach Carmena, Earnshaw, 2003
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Die aktivierte Aurora-Kinase A sorgt neben der Ausbildung des Zentrosoms auch fur den
Eintritt der Zelle in die Mitose, indem sie zur Aktivierung des CDK1/Cyclin-B-Komplexes
beitragt (Nikonova et al., 2013). Wahrend der Zellteilung spielt die Aurora-Kinase A
zusammen mit der Aurora-Kinase B eine entscheidende Rolle bei der korrekten Anlagerung
der Chromosomen in der Aquatorialebene und bei der Bildung der Mitosespindel (Nikonova
et al., 2013). Aurora-Kinase A interagiert mit einer Vielzahl an Substraten, u.a. AKT1,
Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B (NFKR), p53 oder Centrosomin
(Mehra et al., 2013). Diese komplexen Interaktionen sind jedoch bis heute noch nicht
vollstandig entschlusselt (Hochegger et al., 2013). Am Ende der Mitose wird die Aurora-
Kinase A durch das Proteasom abgebaut (Fukuda et al., 2005). Die hierfir bendtigte
Ubiquitinylierung wird durch den Anaphase promoting complex/cyclosome (APC/C) und
seinen Aktivator, Cadherin 1 (Cdh1), vermittelt (Fukuda et al., 2005; Honda et al., 2000;
Walter et al., 2000).

Eine Uberexpression der Aurora-Kinase A existiert in Geweben mit hohem Mitoseindex, wie
z.B. im Thymus oder im Embryo, ebenso konnte sie bereits in vielen Tumorentitaten
nachgewiesen werden, unter anderem in Karzinomen von Kolon, Mamma, Magen, Ovar,
Nicht-kleinzelligem Bronchialkarzinom, sowie auch in Plattenepithelkarzinomen des Kopf-
Hals-Bereiches (Andrews et al., 2003; Bischoff et al., 1998; Landen et al., 2007; Mehra et
al., 2013; Miao et al., 2004; Ogawa et al., 2008; E. Tanaka et al., 2005). Die Uberexpression
in Tumorgewebe wird meist durch Amplifikation des AurkA-Gens hervorgerufen (Meraldi et
al., 2002).

Inzwischen konnte die Amplifikation von Chromosom 20q in einer grof3en Vielzahl an
Tumorentitdten beobachtet werden (Gu et al., 2007; Mazumdar et al., 2009). Dies scheint
klinisch mit einer aggressiveren Tumorerkrankung assoziiert zu sein (Reiter et al., 2006; E.
Tanaka et al., 2005). Da die humane Aurora-Kinase A auf Chromosom 20g13.2 lokalisiert
ist, kann von einem Zusammenhang ausgegangen werden (Lengauer et al., 1998;
Marumoto et al., 2005; Sen et al., 1997). Aufgrund der durch die erhéhten Aurora-Kinase A-
Expressionslevel verursachten Aneuploidie und erhohten Aktivitat von Downstream-
Signalen des EGF-Rezeptors wird das Uberleben von Tumorzellen erhéht. Dies intensiviert
die Zellmigration und -invasion (Mehra et al., 2013). Mehrere Studien konnten mittlerweile
zeigen, dass eine erhdhte Expression von Aurora-Kinase A mit einem verkurzten Gesamt-,
sowie progressionsfreien Uberleben korreliert (Mehra et al., 2013).

2003 konnte eine Arbeitsgruppe zudem einen genetischen Polymorphismus der Aurora-
Kinase A aufzeigen, bei dem auf Codon 91 auf Position 31 die Aminosaure Phenylalanin

(Phe) gegen Isoleucin (lle) ausgetauscht ist (Ewart-Toland et al., 2003). Beim
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Osophaguskarzinom konnte der Phes1lle-Polymorphismus als Risikofaktor fiir das Auftreten,
als auch fir die Progression des Tumors eingestuft werden (Miao et al., 2004). Diese
Korrelation konnte in weiteren Studien auch fur andere Tumorentitaten, wie z.B. fur das

Kolon- oder Mammakarzinom aufgezeigt werden (Andrews et al., 2003).

2.2.3.2 Aurora-Kinase B

Aurora-Kinase B ist auf Chromosom 17p13 lokalisiert und kommt mit ihren 344 Aminosauren
auf ein Molekulargewicht von 39,3 kDa (Science, 2016). Aurora-Kinase B tragt als Protein
des Chromosomalen Passenger Komplexes (CPC) zur korrekten Chromosomentrennung
wahrend der Mitose bei (Hauf et al., 2003). Der Komplex wird durch die Proteine Survivin,
Borealin und Inner centromere protein (INCENP) vervollstandigt und ist notwendig, um die
Autophosphorylierung und somit die Aktivierung der Kinase einzuleiten (Dar et al., 2010). In
vitro wird nach der Komplexbildung INCENP von Aurora-Kinase B direkt phosphoryliert, was
durch ein positives Feedback wiederum mittels Autophosphorylierung die Kinase aktiviert
(Dar et al., 2010). Abbildung 6 soll die Aktivierung von Aurora-Kinase B noch einmal

schematisch darstellen.

g
=

Abb. 6: Schematische Darstellung der Aktivierung von Aurora B; nach Carmena, Earnshaw, 2003

Substrate

Aurora-Kinase B ist von der Prophase bis zum Ubergang von Metaphase zu Anaphase am
Kinetochor lokalisiert woraufhin sie sich wahrend der Anaphase an die Mikrotubuli in der
Mittelzone der Spindel verlagert und sich letztendlich im Mittelkbrper wahrend der
Zytokinese anreichert (Kitagawa & Lee, 2015). Aurora-Kinase B akkumuliert beginnend in

der G2-Phase bis zur maximalen Expression wahrend der Metaphase (Dar et al., 2010).
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Die Hauptaufgabe der Aurora-Kinase B besteht in der richtigen Ausrichtung der
Chromosomen und der korrekten Anhaftung der Mikrotubuli des Spindelapparates am
Kinetochor ausgehend von den jeweils gegenlberliegenden Spindelpolen (Hauf et al., 2003;
Hochegger et al., 2013). Die Chromosomentrennung muss exakt reguliert sein, da es
ansonsten zu fehlerhaften Verbindungen der Mikrotubuli und so zur Fehlverteilung der
Chromosomen kommt. Bereits 1969 konnten Nicklas et al. zeigen, dass die Spannung am
Zentromer, welche durch den Zug der Mitosespindel am Kinetochor entsteht, entscheidend
fur die korrekte Verbindung von Mitosespindel und Chromosom ist (Nicklas & Koch, 1969;
Nicklas & Ward, 1994). Es wird angenommen, dass die Aurora-Kinase B bei mangelnder
Spannung aufgrund fehlerhafter Verknupfungen Substrate am Kinetochor phosphoryliert
und somit falsche Anhaftungen der Mitosespindel destabilisiert, wodurch eine inkorrekte
Chromosomentrennung verhindert wird (Lampson & Cheeseman, 2011). Der genaue
Vorgang der Erkennung von falschen Verbindungen durch Aurora-Kinase B ist jedoch bis
heute unklar. Erst wenn alle Chromosomen richtig orientiert sind, kann die Mitose

voranschreiten (Carmena & Earnshaw, 2003).

Flir HNSCC konnte gezeigt werden, dass eine erhdhte Aurora-Kinase B Expression mit
einem schlecht differenzierten Phanotyp, vermehrten multinukledren Zellen,
Lymphknotenmetastasen und Zellproliferation einhergeht (Mehra et al., 2013). Zudem ist
eine Uberexpression mit einem schlechteren Outcome bei Kolonkarzinomen, anplastischem

Schilddrusenkarzinom und bei Glioblastomen assoziiert (Mehra et al., 2013).

2.2.4 Histon H3
Histon H3 gehdrt neben Histon H1, H2A, H2B und Histon H4 zur Familie der hoch

konservierten basischen Histon-Proteine (Sawicka & Seiser, 2012). Je zwei der Histon-
Proteine H2A, H2B, H3 und H4 bilden in eukaryotischen Zellen ein Oktamer (H3/H3/H4/H4-
Tetramer und zwei H2A/H2B-Dimere), um welches 147 Basenpaare des DNA-Strangs
linksgangig gewickelt sind (Sawicka & Seiser, 2012). Im Histonoktamer liegen H3 und H4
zentral, die etwas grofderen H2A und H2B peripher. Diese Einheit bildet zusammen den
Nukleosomenkern (Core Partikel) (Luger et al., 1997). Die Interaktion zwischen DNA und
den Histon-Proteinen ist sehr komplex und lasst sich am ehesten durch elektrostatische
Wechselwirkungen der negativ geladenen Phosphatgruppen der DNA und positiv
geladenen Aminosauren der Histone erklaren (Mahlknecht & Hoelzer, 2000). Die
aufeinanderfolgenden Core Partikel lagern sich zu uUbergeordneten Proteinstrukturen

zusammen, stabilisiert durch das sogenannte ,Linker* Histon H1 (Luger et al., 1997). Das
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Nukleosom, bestehend aus Nukleosomenkern, DNA-Verbindungsstuck (Linker-DNA) und
Histon H1, stellt die erste Verpackungsstufe der DNA im Zellkern dar und bestimmt deren
Zuganglichkeit (Luger et al., 1997). Histon-Proteine bestehen aus einer globularen
Hauptdomane, welche die Interaktion der Histonproteine untereinander vermittelt, sowie aus
einem langen, flexiblen N-terminalen Ende, das aus dem Nukleosomenkern herausragt
(Sawicka & Seiser, 2012). Die N-terminalen Enden koénnen durch eine Vielzahl
posttranslationaler Modifikationen verandert werden (Grant, 2001). Dazu gehoéren u.a.
Methyl- bzw. Acetylierung an den Aminosauren Lysin und Arginin, Phosphorylierung an
Serin oder Threonin, sowie Ubiquitinylierung (Kouzarides, 2007; Mersfelder & Parthun,
2006). Diese Veranderungen sind an der Regulation einer Vielzahl von biologischen
Prozessen beteiligt, u.a. an der Transkription und DNA-Replikationsreparatur (Dawson &
Kouzarides, 2012; Kouzarides, 2007). Folglich kdnnen abnormale Expressionslevel oder
genomische Alterationen dieser Chromatin-Regulatoren zur Tumorentstehung beitragen
(Dawson & Kouzarides, 2012).

Histon H3 ist auf Chromosom 1q42.12 lokalisiert und hat ein Molekulargewicht von 15,3 kDa
(Science, 2016). Die Acetylierung von Lysin (K)-9 im Histon H3 (H3K9ac) ist mit einem
transkriptionell aktiven Chromatin assoziiert (Kuroishi et al., 2011). Die Acetylierung stellt
einen hoch dynamischen Prozess dar, reguliert durch die konkurrierende Aktivitat zweier
Enzymfamilien, zum einen die Histon-Acetyltransferasen (HATs) und zum anderen die
Histon-Deacetylasen (HDACs) (Dawson & Kouzarides, 2012). Die Acetylierung fuhrt zur
Neutralisierung der positiven Ladung der Lysin-Reste und kann so die elektrostatischen
Interaktionen zwischen den Histonen und dem negativ geladenen DNA-Strang schwachen.
Dies resultiert in einer offeneren Chromatin-Struktur (Euchromatin). Auch die Methylierung
von K4 des Histons H3 ist mit einer Euchromatinstruktur und damit aktiven Transkription
assoziiert (Le et al., 2014). Im Gegensatz dazu fuhrt die Di- und Trimethylierung von K9
(H3K9me2, H3K9me3) zu einer Kondensierung der Chromatinstruktur in diesem Bereich,
was eine Inaktivierung der Genexpression des auf diesem Abschnitt liegenden Gens zur
Folge hat (Kuroishi et al., 2011). Auch die bereits oben beschriebene Aurora-Kinase B hat
Einfluss auf die Struktur von Histon H3. Uber ihre Phosphorylierung des Histons am Serin
11 (H3S10ph) ist sie entscheidend fur die Chromosomenkondensation und das
Voranschreiten des Zellzyklus wahrend der Mitose und Meiose (Garcia et al., 2005; Science,
2016).

Sowohl Mutationen der chromatin-modifizierenden Enzyme, als auch Veranderungen der

Histon-Modifikation durch direkte Histon-Mutationen werden mit genomischer Instabilitat,
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Fehlern in der Chromosomenteilung, sowie mit Tumorentstehung assoziiert (Bannister &
Kouzarides, 2011; Kallappagoudar et al., 2015). Eine Dysregulation der Acetylierung bzw.
Deacetylierung ist an Tumorentstehung, sowie an einen Progress der Erkrankung gekoppelt
(Le etal., 2014). Auch eine verminderte Aktivitat der HATs oder Uberexpression von HDACs
korreliert mit Tumorprogress sowie Voranschreiten in der Karzinogenese (Martins &
Castilho, 2013).

Auch bei HNSCC konnten bereits verschiedene epigenetische Veranderungen festgestellt
werden. Studien konnten zeigen, dass in Tumorgeweben von Mundhdhlenkarzinomen eine
gesteigerte Dimethylierung an K4, sowie eine verminderte Trimethylierung von K9 zu
beobachten ist (Mancuso et al., 2009). Des Weiteren scheint die Histon-Acetylierung in
Tumorzellen erhdht zu sein, was mit einer vermehrten Invasivitat der Tumorzellen
einhergeht (Le et al., 2014; Martins & Castilho, 2013). Daneben finden sich einige
hypermethylierte Genabschnitte, z.B. von den Tumorsuppressorgenen Adenomatous
polyposis coli (APC) (haufigstes methyliertes Gen in HNSCC), p16"Nk4 und p14ARF
(Demokan & Dalay, 2011; Le et al., 2014).

2.2.5 Survivin

Survivin, auch BIRC5 oder API4 genannt, gehort zur Familie der humanen Apoptose-
hemmenden Proteine (inhibitor of apoptosis protein, IAP) (Tamm et al., 1998). Das Gen liegt
auf Chromosom 17925.3 und hat mit seinen 142 Aminosauren ein molekulares Gewicht von
16,4 kDa (Science, 2016). Die Mitglieder der IAP-Familie beinhalten alle ein bis drei Kopien
der 70 Aminosaure langen Baculovirus IAP repeat (BIR)-Doméne, sowie eine RING (Really
Interesting New Gene)-Finger-Domane (strukturell verwandt zu Zink-Finger-Motiven,
zustandig fur Protein-Protein-Kontakte) am C-Terminus des Proteins (F. Li, 2003; Zhao et
al., 2000). Survivin stellt das kleinste Mitglied mit nur einer BIR-Domane und keinem RING-
Motiv am C-terminalen Ende dar (F. Li, 2003; Zhao et al., 2000). Die Genexpression ist
wahrend der Fetal-Periode sehr hoch, jedoch im ausdifferenzierten adulten Gewebe kaum
detektierbar (Ambrosini et al., 1997). Die Hauptaufgaben liegen im Schutz der Zellen vor
Apoptose, sowie in der Regulation der Mitose (Dohi et al., 2004). Als ein Bestandteil des
CPC ist Survivin mit verantwortlich fur die korrekte Ausrichtung und Stabilitat der Mikrotubuli
wahrend der Meta- und Anaphase (Dohi et al., 2004). Daneben sorgt Survivin vor allem fur
die richtige Lokalisation des Komplexes: vom Kinetochor wahrend der Prometaphase zur
Mittelzone bzw. zum Mittelkérper wahrend der Zytokinese (Science, 2016). Die Gen-
Expression ist daher Zellzyklus-reguliert. Sie steigt wahrend der G1-Phase an und erreicht
das Maximum in der G2-/M-Phase (Pickhard et al., 2014a). Anschlie3end wird Survivin tber
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den Ubiquitin-Proteasomen-Weg abgebaut (Zhao et al., 2000). Dies fuhrt dazu, dass
Survivin ein Protein mit sehr kurzer Halbwertszeit von nur 30 Minuten darstellt und bis zu
seinem Abbau von Proteasomen-Inhibitoren stabilisiert wird (Zhao et al., 2000).

Seine anti-apoptotische Wirkung entfaltet Survivin Gber die Bindung an Caspase 3 und 7,
zwei Effektor-Proteasen der Apoptose (Tamm et al., 1998). Diese direkte Bindung von
Survivin an die Proteasen ist jedoch in der Literatur umstritten und konnte nicht regelmafig
nachgewiesen werden (Marusawa et al., 2003). Zusatzlich bildet Survivin zusammen mit X-
linked inhibitor of apoptosis protein (XIAP), einem weiteren Mitglied der IAP-Familie, einen
Komplex. Dieser verstarkt zum einen die XIAP-Stabilitat gegenuber einer Ubiquitinylierung
und damit verbundenen proteasomalen Abbau. Zum anderen fuhrt der Komplex zu einer
synergistischen Hemmung der Caspase-9-Aktivierung (Dohi et al., 2004). Auch mittels
Komplexbildung mit dem Co-Faktor Hepatitis B X-interacting protein (HBXIP) kann Survivin
die Caspase 9 hemmen (Marusawa et al., 2003).

Die Hemmung der Apoptose tragt nicht nur zur Karzinogenese bei, sondern spielt auch eine
wichtige Rolle bei der Resistenz gegenuber Strahlen- oder Chemotherapie (Tamm et al.,
1998).

Mehrere Studien konnten eine Uberexpression von Survivin in Tumorgewebe feststellen,
unter anderem auch in HNSCC (Khan et al., 2009; Kim et al., 2010; Marioni et al., 2010). Es
konnte gezeigt werden, dass die Survivin-Uberexpression mit einem aggressiveren
Tumorwachstum und dadurch bedingt mit verkirztem Gesamtlberleben und somit einer
schlechteren Prognose der Patienten einhergeht (Khan et al., 2009; Kim et al., 2010; Marioni
et al., 2010). Auch ein schlechteres Ansprechen auf eine Chemo- oder Strahlentherapie
wurde mit einer erhdhten Expression von Survivin assoziiert (Pickhard et al., 2014a).
Aufgrund der prognostischen Relevanz, sowie moglichen therapeutischen Optionen, bleibt

Survivin auch in Zukunft ein wichtiges Protein in der Tumorforschung.

2.2.6 Protein-Kinase B (Akt)

Die Protein-Kinase B (Akt) gehort zu den Serin-Threonin-Kinasen mit ihren drei Isoformen
Akt-1, Akt-2 und Akt-3 (Y. Li et al., 2013). Das Gen ist auf Chromosom 14q32.33 lokalisiert,
besteht aus 480 Aminosauren und kommt damit auf ein Molekulargewicht von 55,7 kDa
(Science, 2016). Akt spielt eine wichtige Rolle bei der Zellproliferation, beim Zellwachstum,
sowie bei der Hemmung der Apoptose (Ongkeko et al., 2005). Alle drei Isoformen bestehen
aus drei funktionell unterschiedlichen Domanen: einer N-terminale Pleckstrin-Homologie-
Domaéne (PH-Domane), einer zentralen katalytischen Domane und aus einem hydrophoben
Motiv (HM) am C-terminalen Ende (Scheid & Woodgett, 2003).
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Akt ist nur im phosphorylierten Zustand aktiv. Als erstes wird Akt hierfir mittels der
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) an die Innenseite der Plasmamembran rekrutiert,
indem PI3K ihr Substrat Phosphoinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) zu Phosphoinositol-3,4,5-
triphosphat (PIP3) phosphoryliert (Scheid & Woodgett, 2003). Die PH-Domane ermoglicht
Akt an PIP3 zu binden und vermittelt damit einen wesentlichen Schritt im
Aktvierungsprozess (Cantley, 2002). Fur eine komplette Aktivierung muss die Kinase an
zwei Stellen phosphoryliert werden, einmal an Threonin 308 (Thr308) in der
Aktivierungsdomane und einmal an Serin 473 (Ser473) im hydrophoben Motiv des C-
terminalen Endes (West et al., 2003). Die HM-Domane am C-Terminus ermdglicht die
Phosphorylierung von T308 durch die aktivierende 3-Phosphoinositide dependent kinase 1
(PDK1) (Scheid & Woodgett, 2003). Wie die Phosphorylierung am Serin von statten geht,
ist bis heute unklar. Es wird angenommen, dass es sich entweder um eine Auto- oder
Transphosphorylierung durch eine eigene S473-Kinase (PDK2) handelt, wobei vor allem die
Lokalisation von Akt an der Plasmamembran wohl eine entscheidende Rolle zu spielen
scheint (Fresno Vara et al., 2004; Scheid & Woodgett, 2003).

Sobald Akt aktiviert wurde, dient sie als Phosphatase und kann ihre vielfaltigen Funktionen
ausuben.

Uber die Phosphorylierung und Inaktivierung des pro-apoptotischen Proteins Bcl2-
associated agonist of cell death (BAD) kann Akt die Bindung von BAD an B-cell lymphoma-
2 (Bcl-2) hemmen, wodurch die Expression pro-apoptotischer Faktoren und folglich die
Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien verhindert wird (Fresno Vara et al.,
2004).

Als weitere wichtige Funktion aktiviert Akt Uber die Phosphorylierung der Kinase Mammalian
target of Rapamycin (mTOR) fUr das Zellwachstum bendétigte Transkriptionsfaktoren. Akt
stabilisiert des Weiteren die Zellzyklus-Inhibitoren p21 und p27 und verhindert so ihren
Transport in den Zellkern (Grille et al., 2003). Uber diese und weitere Mechanismen, wie
z.B. auch die Inhibition der Glycogen-Synthase-Kinase-3 (GSK3) sorgt Akt fur das
Voranschreiten im Zellzyklus und fur die Zellproliferation.

Der Gegenspieler von PI3K ist das Tumorsuppressorgen Phosphatase and tensin homolog
(PTEN), welches Phosphoinositol-3,4,5-triphosphat zu Phosphoinositol-4,5-bisphosphat
dephosphoryliert und damit die Aktivierung von Akt verhindert.

Akt und ihre phosphorylierte Form sind in vielen Tumoren, wie z.B. im Ovarialkarzinom, im
Mamma-, sowie in kolorektalen Karzinomen und auch in HNSCC Uberexprimiert (Ongkeko
et al., 2005; P. L. Zhang et al., 2005). Obwohl Gen-Amplifikation und Mutationen von Akt
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gelaufig sind, wird Akt in Tumorzellen gewdhnlich durch eine EGF-Rezeptor-Aktivierung,
durch das G-Protein Ras oder die Inaktivierung von PTEN aktiviert (West et al., 2003). Es
konnte gezeigt werden, dass die Akt-Aktivierung eine frihe zelluldre Reaktion auf die
Exposition von Karzinogenen darstellt und somit ein wichtiger Schritt in der Karzinogenese
sein konnte (Amornphimoltham et al., 2004). Zudem fuhrt eine durch Nikotin und weitere
karzinogene Bestandteile des Tabakrauchs aktivierte Protein-Kinase B zur Deregulation des
Zellwachstums und zur Apoptose (West et al., 2003).

Eine Akt-Aktivierung wird mit einer erhdhten Invasivitat der Tumorzellen assoziiert, sowie
fur eine Resistenz gegenuber Strahlen- und Chemotherapie verantwortlich gemacht (Grille
et al., 2003; West et al., 2003). Die Datenlage, ob eine erhdhte p-Akt Ser473-Expression
auch mit einem verminderten Gesamtuberleben Kkorreliert, ist jedoch sehr heterogen.
Wahrend viele Studien, unter anderem auch unserer Arbeitsgruppe, eine signifikante
Reduktion des Gesamtuberlebens bei erhdhten p-Akt Ser473-Leveln und damit eine
schlechtere Prognose der HNSCC-Patienten feststellen konnten (Y. Li et al., 2013;
Massarelli et al., 2005; Pickhard et al., 2014a), war diese Assoziation bei anderen Studien
nicht zu beobachten (Ongkeko et al., 2005; P. L. Zhang et al., 2005).

Zusatzlich konnten andere Autoren zeigen, dass p-Akt Ser473, als auch p-Akt Thr308 mit
dem Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen, sowie dem klinischen Status bei
Plattenepithelkarzinomen im Mundhoéhlenbereich korreliert (Y. Li et al., 2013; Lim et al.,
2005).

Da Akt prognostische Relevanz zeigt und eine madgliche therapeutische Option in der
Tumorbehandlung darstellt, ist es von grofl’er Bedeutung, die Protein-Kinase B weiter zu
erforschen, um das Potential neuer therapeutischer und prognostischer Mdglichkeiten zu

erfassen.
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2.3 Zielsetzung der Arbeit

Bereits seit 2004 kommt der monoklonale Antikdrper Cetuximab bevorzugt bei Patienten mit
fortgeschrittenem HNSCC zum Einsatz. Jedoch betragt die Ansprechrate der Behandlung
nur etwa 20 %. Bisher konnten fur die Patienten mit Cetuximab-Therapie weder
prognostische, noch pradiktive Biomarker ausfindig gemacht werden.

Aus diesem Grund bestand das Ziel der vorliegenden Arbeit darin, den HPV-Status und
besonders den Aurora-Kinase A Polymorphismus hinsichtlich ihrer pradiktiven als auch
prognostischen Eigenschaft  bei Patienten mit  Cetuximab-Therapie bei
Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich zu untersuchen.

Hierbei sollte als erstes das Auftreten einer HPV-Infektion, sowie des Aurora-Kinase A
Phes1lle-Polymorphismus bei dem verwendeten HNSCC-Patientenkollektiv untersucht und
anschlie3end ein moéglicher Zusammenhang beziglich des Therapieansprechens auf eine
Behandlung mit Cetuximab und des Gesamtuberlebens der Patienten ermittelt werden.
Neben den Untersuchungen in vivo, sollten auch Zellkulturversuche mit passenden
Zelllinien erfolgen, um die biochemischen Vorgange besser verstehen zu kénnen. Es
wurden zum einen das klonogene Uberleben, zum anderen Proliferationsanalysen
durchgefuhrt. Dabei fand eine Behandlung der Zelllinien mit Cetuximab alleine oder in
Kombination mit Docetaxel statt.

Durch das Auffinden potentieller prognostischer und vor allem auch pradiktiver Biomarker
konnte in Zukunft eine zielgerichtete Therapie mdglich werden. Dies erspart nicht nur hohe
Therapiekosten und oft sehr schwerwiegende Nebenwirkungen, sondern deckt neue

Perspektiven zur verbesserten Prognose von Patienten mit HNSCC auf.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Patientenkollektiv

Tabelle 3 zeigt eine Ubersicht (iber das verwendete Patientenkollektiv der HNSCC-Flle.
Es wurden Gewebe von Patienten mit Plattenepithelkarzinom der Mundhdéhle, des Oro-, des
Hypopharynx und des Larynx verwendet. Hierbei wurde sowohl Tumorgewebe als auch
korrespondierendes Normalgewebe untersucht. Bei immunhistologischen Farbungen wurde
als Kontrolle das korrespondierende Normalgewebe der Tumorpraparate herangezogen. Es
wurden insgesamt Patienten aus drei Kollektiven zusammen untersucht. Die Patienten aus
dem ersten Kollektiv wurden im Rahmen einer palliativen Chemotherapie in Kombination
mit Cetuximab (Erbitux®) im Zeitraum von 1988-2015 am Klinikum rechts der Isar, TU
Munchen behandelt. Der durchschnittliche Nachbeobachtungszeitraum des Kollektivs
betrug 4,60 Jahre.

Die Gewebeproben bei den primar operierten Patienten des zweiten Kollektivs stammen
aus einer Studie von 1993-1997 der Kliniken und Polikliniken fir Hals-Nasen-
Ohrenheilkunde der TU Munchen, Klinikum rechts der Isar sowie der Universitatsklinik
Regensburg, gefordert durch die Wilhelm-Sander-Stiftung und das Bundesministerium fir
Bildung und Forschung (BMBF) (Steuer-Vogt et al., 2001; Steuer-Vogt et al., 2006). Zudem
besteht das zweite Kollektiv aus primar radiochemotherapierten Patienten die im Zeitraum
2001-2006 am Klinikum rechts der Isar, TU Munchen in Behandlung waren. Es ergab sich
ein mittleres krankheitsfreies Uberleben von 5,13 Jahren.

Das dritte Kollektiv besteht aus Gewebeproben welche im Zeitraum von 2006-2009 in der
Pathologie des Universitatsklinikums in Heidelberg rekrutiert wurden. Diese Patienten
wurden in der Regel primar operiert, radiochemotherapiert oder hatten eine primare Radiatio
erhalten. Die Primartherapie wurde teilweise bereits mit Cetuximab kombiniert. Wenige
Patienten hatten bereits primar eine Monotherapie mit Cetuximab erhalten. Bei diesem
Kollektiv hatten die Patienten ein mittleres progressionsfreies Uberleben von 13,12 Jahren.
Somit wurden insgesamt die Daten von 434 Patienten retrospektiv analysiert.
Histologische und klinische Daten wurden aus den medizinischen Aufzeichnungen erhoben.
Fir die Uberlebenszeiten wurden zusatzlich die Informationen aus dem Tumorregister
Muanchen verwendet. Alle Tumore wurden gemal der International Union Against Cancer
(UICC) TNM Kilassifikationsystems von 2002 nachklassifiziert.
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Die Durchfuhrung der Studie wurde durch die Ethikkommission des Klinikums rechts der

Isar, Technische Universitat Minchen genehmigt (Projekthnummer 1420/05).

Kollektiv | Tumorlokalisation | Therapie Herkunft Anzahl
HNO-KIlinik des
HNSCC Palliative CTx Klinikums rechts der 75
Isar
Steuer-Vogt,
Bonkowsky et al. 2001
und 2006 (Steuer-Vogt
et al., 2001; Steuer-
Mundhohle, Primare Op, Vogt et al., 2006)
HN 269
SCC | oropharynx, Primare RCTx HNO-Klinik des
Hypopharynx, Klinikums rechts der
Larynx Isar,
Universitatsklinikum
Regensburg
Primare Op,
Primare RTx Pathologie des
HNSCC Primare RCTX, Klinikums Heidelberg %0
Primar Cetuximab

Tab. 3: Patientenkollektiv

3.1.2 Zelllinien

Tabelle 4 beinhaltet die verwendeten Zelllinien mit entsprechender Tumorlokalisation,
Grading, Alter und Geschlecht des jeweiligen Patienten. Die Zelllinien SAS und UP-SCC-
154 stammen von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ)
mit Firmensitz in Braunschweig, die Zelllinien UD-SCC-2 und UD-SCC-5 von der Hals-

Nasen-Ohren-Klinik des Universitatsklinikums Diisseldorf.

Zellinie Tumorlokalisation | TNM/Grading | Alter Geschlecht
UD-SCC-5 Supraglottis TIN1MO / G3 44 M
SAS Zunge ? ? F
UP-SCC-154 | Zunge T4N2 / G3 54 M
UD-SCC-2 Hypopharynx pT1pN3 / G3 58 M

Tab. 4: Verwendete Zelllinien
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3.1.3 Medien und Supplemente fiir die Zellkultur

In der folgenden Tabelle sind die Medien und Supplemente aufgelistet, welche fur die

Zellkulturen verwendet wurden.

Medien und Supplemente

Hersteller

DMEM - Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium

GIBCO®, Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA

DMSO - Dimethylsulfoxid = 99,5 %

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland

DPBS — Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline

GIBCO®, Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA

FBS — Fetal Bolvine Serum

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

L-Glutamine 200 mM

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Penicillin/Streptomycin (10000 U/ml Penicillin und
10000 pg/ml Streptomycin

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

TrypLE™ Express (1x) Stable Trypsin

GIBCO®, Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA

MEM

GIBCO®, Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA

Tab. 5: Medien und Supplemente fir die Zellkultur

3.1.4 Inhibitoren

Tabelle 6 zeigt die verwendeten Inhibitoren im Rahmen der Zellkultur.

Inhibitor Wirkmechanismus Konzentration | Hersteller
. . - Selleckchem,
Docetaxel Mikrotubuli-Stabilisator 0,25 nM Houston, TX, USA
- Merck KGaA,
Cetuximab (Erbitux®) Monoklonaler Antikorper 50 nM Darmstadt,
gegen EGF-Rezeptor
Deutschland

Tab. 6: Inhibitoren

3.1.5 Primarantikorper (Western-Blot, WB)

Die folgende Tabelle beinhaltet die beim Western-Blot verwendeten Primarantikorper.

Primarantikorper Verdiinnung | Molekulargewicht | Hersteller

Aurora-Kinase A (WB) 1:500 48 kDa

Aurora-Kinase B (WB) 1:500 40 kDa Cell Signaling
Technology Inc.,

p-Akt Ser473 (WB) 1:500 60 kDa Danvers, USA

Survivin (WB) 1:1000 16 kDa

Tab. 7: Primarantikorper fir Western-Blot
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3.1.6 Sekundarantikorper

Tabelle 8 zeigt die in der Arbeit verwendeten Sekundarantikdrper.

Sekundarantikorper

Verdiinnung Hersteller

Anti-Mouse IgG HRP- linked

1:10000 Cell Signaling Technology

Anti-Rabbit IgG HRP- linked

1:5000 Inc., Danvers, USA

Tab. 8: Sekundarantikorper

3.1.7 Antikorper (Immunhistochemie)

Tabelle 9 zeigt die in der Immunhistochemie zum Einsatz gekommenen Antikorper.

Primarantikorper Verdiinnung | Molekulargewicht Hersteller
Aurora-Kinase A (1F8) 1:400 48 kDa
Aurora-Kinase B 1:100 40 kDa Cell Signaling
p-Histon H3 Ser10 (D2C8) | 1:400 17 kDa Technology Inc.,
o-Akt Serd73 1:20 60 kDa Danvers, USA
Survivin 1:200 16 kDa

Roche-CINtec,
p16'"NK4 Klon E6H4 Ready-to use | 16,5 kDa Mannheim,

Deutschland

Tab. 9: Antikérper fiir Immunhistochemie

3.1.8 Reagenzien und Enzyme

In Tabelle 10 sind alle verwendeten Reagenzien und Enzyme aufgefluhrt.

Reagenzien und Enzyme

Hersteller

1 % Bromphenol Blau

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

1,4 Dithiotreitol (DTT) 2 99,9 % p.a.

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

2-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

4" 6-diamidino-2-phenylindol (DAPI)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Ammoniumperoxidsulfat (APS) = 98 %

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Antibody Diluent

Zytomed Systems GmbH, Berlin

Apol Restriktionsenzym

New England Biolabs GmbH, Frankfurt am
Main

Bond Dewax Solution

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar

Bond Epitope Retrieval Solution 1

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar

Bond Epitope Retrieval Solution 2

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar

Bond Polymer Refinde Detection Kit

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar

Bond Wash Solution 10x

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar
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Bovine Serum Albumin 2 mg/ml

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Bradford 1x Dye Reagent

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Cell Lysis Buffer (10x)

Cell Signaling Technology Inc., Danvers, USA

Crystal Violett

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Demineralisiertes Wasser

SAV Liquid Production GmbH, Flintsbach am
Inn

DNA Polymerization Mix dNTP Set (20
mM each A,C,G,T)

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg

DNase

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

DPBS — Dulbecco’s Phosphate
Buffered Saline

GIBCO®, Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA

e-amino-n-caproic acid

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Essigsaure

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Ethanol 2 99,5 % p.a.

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

FluoDNA Gel Stain

PromoCell GmbH, Heidelberg

Formaldehyd-Ldsung = 37 % saurefrei

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Glycerol

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Glycin 299 %

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Hexanucleotid Mix (10x)

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Isopropanol

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

KAPPA SYBR fast PCR Universial
Mastermix

PeqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Magermilchpulver

Biomol GmbH, Hamburg

Maxima® reverse Transkriptase

Fermentas / Thermo Scientific, Waltham

Methanol 70 %

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Methanol = 99,5 % p.a.

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

N,N,N’N’-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Natriumchlorid =2 99,8 %

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

PageRuler™ Prestained Protein
Ladder

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Protease Inhibitory Cocktail (10x)

Cell Signaling Technology Inc., Danvers, USA

Proteinase K

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Reaction Buffer (5x)

Fermentas / Thermo Scientific, Waltham

Restriktionspuffer 5x

New England Biolabs GmbH, Frankfurt am
Main

RNAse 0,01 mg/mi

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
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Roti®-Histokitt 1 Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Roti®-Stock 20 % SDS Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Rotiphorese® Gel -

Acrylamidstammldsung 30 % mit 0,8 % | Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Bisacrylamide

sl e e Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
STK15 (AurkA) Primer for und rev MWG Eurofins, Ebersberg

Tissue Lysis Buffer Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
TRIS-Borat-EDTA-Puffer (TBE) (10x) Life technologies AG, Carlsbad

Tris Pufferan® = 99,9 % p.a. Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Triton X-100 Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Tween-20 Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Vectashield® Mounting Medium Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA
Xylol Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Ziegenserum Dako, Golstrup, Danemark
ﬁ/itgiléi%l‘:)tlfrpégb:S/CEN IESIPEE &) ZytoVision GbmH, Bremerhaven

Tab. 10: Verwendete Reagenzien und Enzyme

3.1.9 Gemischte Reagenzien, Puffer und Gele

In Tabelle 11 sind die fur die Arbeit selbst hergestellten Reagenzien, Puffer und Gele samt

Rezept aufgelistet.

Reagenzien und Puffer Rezept

12,1 g Tris ad 100 ml destilliertem Wasser +
Essigsaure zur pH Einstellung

12,1 g Tris ad 100 ml destilliertem Wasser +
Essigsaure zur pH Einstellung

10 % Tween 10 ml Tween-20 ad 100 ml DPBS
10 % APS 1 g APS ad 10 ml destilliertem Wasser

18,16 g Tris + 100 ml Methanol ad 500 ml
destilliertes Wasser

1,51 g Tris + 100 ml Methanol ad 500 ml destilliertes

1 M Tris-Cl pH 6,8

1 M Tris-Cl pH 8,8

Anodenpuffer | pH 10,5

Anodenpuffer Il pH 10,4

Wasser
Antikdrperverdiinnungs- und 100 ml 10x TBS + 10 ml 10 % Tween + 50 g
Blockingpuffer fur 1 Liter Magermilchpulver + 890 ml destilliertes Wasser
Bovine Serum Albumin 0,2 mg/ml | 0,2 pl BSA+ 0,01 % Triton X-100 ad 1 ml
Cell Lysis Buffer (10x) Zusammensetzung nach Herstellerangaben
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Crystal Violett 0,4 %

40 mg Crystal Violett + 100 ml 4 % Ethanol

DPBS/5 % Normal Goat Serum

500 ul Normal Goat Serum ad 10 ml DPBS

DPBS/50 nM NHA4CI

1 ml 500 nM NH4CI ad 10 ml DPBS

Kathodenpuffer pH 7,5

1,51 g Tris + 100 ml Methanol + 2,62 g e-amino-n-
caproic acid ad 500 ml destilliertem Wasser

SDS 1%

25 ml SDS 20 % ad 500 ml destilliertem Wasser

SDS Laufpuffer fur 1 Liter (10x)

30,3 g Tris + 140,42 g Glycin + 50 ml 20 % SDS ad
1000 ml destilliertem Wasser

SDS Sample Buffer (5x)

3,125 ml Tris pH 6,8 + 386 mg DTT + 1 g SDS + 0,5
ml 1 % Bromphenol Blau + 5 ml Glycerol + 1,375 ml
destilliertes Wasser

Stripping Buffer fur 1 Liter

100 ml Methanol + 100 ml Essigsaure + 800 ml
destilliertes Wasser

10x TBS fir 1 Liter

24,2 g Tris + 80 g NaCl ad 1000 ml destilliertem
Wasser + Essigsaure zu Einstellung des pH auf 7,6

Waschpuffer fur 1 Liter

100 ml 10x TBS + 10 ml 10 % Tween + 890 ml
destilliertes Wasser

Tab. 11: Verwendete selbst hergestellte Reagenzien und Puffer

3.1.10 Geriate

In Tabelle 12 sind die verwendeten Gerate aufgelistet.

Geriate

Hersteller

Absaugpumpe Vacuubrand ME2

Vacuubrand GmbH, Wertheim

Accu-Jet® pro

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim

Axio-Imager-Z1

Zeiss, Gottingen

BD FACSCanto-Il flow cytometer

BD Biosciences, San Jose, CA, USA

System

Blotting System Mini-PROTEAN® Tetra

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Bond-Max Farbeautomat

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar

Brutschrank HeraCell 150i CO2 Inkubator Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Real Time System

C1000 Thermo Cycler + CFX96 qPCR

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Cellometer™ Auto T4

PeglLab Biotechnologie GmbH, Erlangen

DNA Engine

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

E-Box VX2

PeglLab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Elektrophoresekammer

PeqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen

ELISA Reader Multiscan FC

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

pl, 100 i, 20 pl, 10 pl

Eppendorf Research Pipetten 1000 ul, 200

Eppendorf AG, Hamburg
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Gefrierschrank Premium No frost

Liebherr, Biberach an der Riss

Kuhlplatte

Medite Medizintechnik GmbH, Burgdorf

Kihlschrank comfort

Liebherr, Biberach an der Riss

Laborabzug

Kottermann GmbH & Co. KG, Uetze

Leica Mikroskop DMI6000 B

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar

Leica Mikroskopkamera DFC425 C

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar

Magnetrahrer RCT basic IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen
Mikrotom Microm HM 355 S Microm International GmbH, Walldorf
Minishaker MS2 IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen

Molecular Imager ChemiDoc™ XRS+

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

NanoDrop 1000

PeglLab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Objekttragerstrecktisch OTS 40

Medite Medizintechnik GmbH, Burgdorf

PCR Elektrophorese Powersupply

PeglLab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Peqgpette® 1000 ul, 200 pl, 100 pl, 20 pl,
10 pl

PeqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen

pH-Meter 766 Calimatic

Knick Elektronische Messgerate GmbH &
Co. KG, Berlin

Pipetman® 1000 pl, 200 ul, 100 ul, 20 pl,
10 pl

Gilson, Inc., Middleton

PowerPac 300 Power Supply

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

PowerPac™ HC Power Supply

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Prazisionswaage SBC 32

Scaltec, Heiligenstadt

Ready Gel Cell Bio-Rad Laboratories GmbH, Munchen
Ruttler Vibrax VXR IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen
Sterilbank HeraSafe KS Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Stickstofftank LS 4800 Taylor-Wharton Germany GmbH, Husum

Taumel-Rollenmischer

A. Hartenstein Laborbedarf GmbH,
Wirzburg

Thermomixer comfort

Eppendorf AG, Hamburg

Trans-Blot® SD Semi Dry Transfer Cell

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Trockenschrank

Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach

Warmeschrank

Binder, Tuttlingen

Wasserbad Typ 1003

GFL, Burgwedel

Zentrifuge 5430R

Eppendorf AG, Hamburg

Zentrifuge PerfectSpin Mini

PeglLab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Tab. 12: Verwendete Gerate
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3.1.11 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 13 zeigt alle verwendeten Verbrauchsmaterialien.

Produkt

Hersteller

Biosphere Micro Tubes 1,5 ml

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Deckglaser 24x60 mm

Thermo Scientific, Waltham

Kryordhrchen

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Mikrotomklingen Blade S35

Novoglas Labortechnik, Bern, Schweiz

Objekttrager Superfrost Plus

Thermo Scientific, Waltham

Parafiim®

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim

Pasteurpipetten aus Glas

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim

Pipetten-Spitzen 1000 ul, 200 pl, 100 ul,
20 ul, 10 pl

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen

Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran

Merck Millipore GmbH, Darmstadt

Serologische Pipetten 25 ml, 10 ml, 5 ml

Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen

Reakionsgefale (Tubes) 15 ml, 50 mi

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Tissue Culture Dish 100x20 mm

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Tissue Culture Plate 6-well

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Tissue Culture Plate 96-well

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Toppits Frischhaltefolie

Cofresco Frischhalteprodukte, Minden

Whatmann Gel Blotting Papier

Sartorius stedim biotech, Géttingen

Zellschaber

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Tab. 13: Verwendete Verbrauchsmaterialien

3.1.12 Computersoftware

In Tabelle 14 sind alle verwendeten Computerprogramme zu finden.

Computersoftware

Hersteller

FACSDiva Software Version 6.1.1

BD Biosciences, San Jose, CA, USA

Image Lab Software 6.0.

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Leica Application Suite LAS V3.8.

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar

Microsoft® Office 16

Microsoft Corporation, Redmond

ModFit LT 3.2 Software

BD Biosciences, San Jose, CA, USA

Prism GraphPad 7.0d

GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA

Quantity One Software 4.6.9

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Software Cellometer Auto T4

PeqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen

SPSS Statistics Version 25

IBM GmbH, Ehningen, Deutschland

Tab. 14: Verwendete Computersoftware
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3.2 Methoden
3.2.1 Experimentelle, molekularbiologische Methoden

3.2.1.1 DNA-Isolierung aus FFPE-Material

Um Mutationsanalysen durchfihren zu kdénnen, musste aus den Patientenproben DNA
isoliert werden. Als erstes wurden hierfur je nach Menge des Materials 3-5 Schnitte a 10 um
von den Paraffinblocken angefertigt und in ein 1,5 ml Reaktionsgefaly uberfihrt. Um die
Probe zu homogenisieren, erfolgte anschlielRend die Zugabe von 1 ml Xylol. Im nachsten
Schritt wurden 250 ul 70 %-iges Ethanol hinzugefligt, die Probe erneut homogenisiert und
fir 5 Minuten bei Raumtemperatur bei 14000 rpm abzentrifugiert. Der Uberstand konnte im
Anschluss dekantiert werden. Der folgende Arbeitsschritt umfasste die Trocknung des
Pellets flr ca. 1 Stunde bei 55 °C im Heizblock und anschlieRende Resuspension in 200-
600 ul PK-Puffer und 0,1 % Tween-20. Dabei wurde das Pellet mit einer Pipetten-Spitze
mechanisch zerkleinert. Nach Zugabe von 50 pl Proteinase K wurde die Probe danach Uber
Nacht bei 55 °C und einer Schuttelfrequenz von 550 rpm inkubiert. Am nachsten Tag
erfolgte die Durchfihrung eines Nachverdaus unter Zugabe von 10 ul Proteinase K und die
Inaktivierung des Enzyms durch Kochen fur 10 Minuten bei 95 °C. Als letzter Schritt wurde
die Stammldsung auf 20 ng/ul verdinnt und konnte hiernach bei 4 °C im Kihlschrank

gelagert werden.

3.2.1.2 Real-Time semiquantitative Polymerase Chain Reaction (PCR)

Die Polymerase Chain Reaction (PCR) ist an sich eine relativ einfache Methode, um einen
bestimmten DNA-Abschnitt auRerhalb lebender Zellen zu amplifizieren. 1985 wurde dieses
Verfahren erstmals beschrieben (Saiki et al., 1985).

FiUr eine PCR werden zunachst zwei Oligonucleotidprimer, eine thermostabile Polymerase
(z.B. Tag Polymerase) und eine geringe Menge an Ausgangs-DNA bendtigt.

Die Reaktion besteht aus drei aufeinander folgenden Schritten:

1. Denaturierung bei 95 °C
2. Annealing bei ca. 55 °C
3. Elongation bei 72 °C

Die Phase der Denaturierung dient dazu, die doppelstrangige DNA in zwei Einzelstrange

aufzutrennen, an die sich wahrend des Annealings die Primer anlagern konnen. Im letzten

Schritt, der Elongation, werden dann, von den Primern ausgehend, komplementare Basen
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aufgefullt. Diese drei Schritte werden so oft wiederholt, bis eine ausreichende Menge an
Fragmenten amplifiziert werden konnte.

Die Real-Time PCR stellt dabei eine Methode dar, um den Anstieg des PCR-Produkts
wahrend des Vorgangs zu kontrollieren und anschlieRend die synthetisierte Menge zu
quantifizieren. Dieses Verfahren wurde zum ersten Mal 1992 publiziert (Higuchi et al., 1992).
Der PCR-Ansatz wird bei der Real-Time PCR mit einem Fluoreszenzfarbstoff versetzt,
dessen Intensitat mit der Amplifikation des PCR-Produkts steigt. Die dabei erzeugte Kurve
steigt exponentiell an und erreicht schliellich ein Plateau. Da dieses bei einer normalen
Real-Time PCR flr alle Proben gleich ist, zeigt eine Endpunktmessung lediglich, ob die
Reaktion positiv oder negativ war.

Aufgrund der Einflihrung des CT-Werts ist es moglich, eine Aussage Uber die Menge des
Ausgangsmaterials zu treffen. Der Wert gibt die Menge an Amplifikationszyklen an, die eine
Probe gebraucht hat, um einen festgelegten Floureszenzschwellenwert zu erreichen. Das
Verhaltnis der CT-Werte der gemessenen Proben ermdglicht so die Ermittlung der
unterschiedlichen Expression des fraglichen Gens. Da das Verwenden einer exakt gleichen
Menge template in jeder Probe kaum maoglich ist, muss die Probe normalisiert werden.
Hierfur wird ein Referenzgen eingesetzt mit der Voraussetzung, dass dieses Gen in allen
Zellen des Korpers gleichermal3en exprimiert sein muss (Kubista et al., 2006).

In der vorliegenden Arbeit wurde auf eine Quantifizierung verzichtet und die Methode
lediglich flr einen semiquantitativen Nachweis Uber das Vorliegen des Amplifikats
verwendet.

HierfUr wurde ein Primer gewahlt, der spezifisch an dem zu analysierenden AurkA/ STK15
Genabschnitt am Codon 91 bindet, um die Patientenproben auf den Aurora-Kinase A

Polymorphismus zu untersuchen. In der folgenden Tabelle ist die Primersequenz abgebildet.

AurkA/ STK15 Primersequenz
Primer forward: CTTTCATGAATGCCAGAAAGTT
Primer revers: CTGGGAAGAATTTGAAGGACA

Tab. 15: Primersequenzen Real-Time PCR

Far die Real-Time PCR wurde folgender Master-Mix angesetzt:

Reagenz Volumen Endkonzentration
2x KAPA SYBR FAST Universal 12,5 pl 1Xx

20 pmol forward Primer 0,5 ul 0,4 pmol

20 pmol reverse Primer 0,5 ul 0,4 pmol

Aqua dest. 6,5 ul -

Tab. 16: Reagenzien fiir Mastermix der Real-Time PCR
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Als Reaktionsgefaly fur den Master-Mix diente ein 1,5 ml gro3es Eppendorf-Gefald. Nach
dem Pipettieren der Reagenzien wurde der Master-Mix gut durchgemischt. Anschliel3end
wurde in jedes well einer 96-well plate 20 yl Master-Mix und 5 ul DNA-template pipettiert.
Das qPCR System CFX96 von Bio-Rad wurde wie folgt programmiert:

1. 95°C 10 Minuten

2. 95°C 30 Sekunden

3. 60°C 30 Sekunden

4. 72 °C 90 Sekunden

5. 75°C-95°C in 0,5 °C-Schritten, jeweils 5 Sekunden

Die Schritte 2-5 wurden 39-mal wiederholt. Die Darstellung und Analyse der Ergebnisse

erfolgten abschlieRend mit der Bio-Rad-Software.

3.2.1.3 Apol-Restriktions-Verdau
Nach der Real-Time PCR erfolgte anschlielend der Restriktionsverdau des 165 bp grof3en

Fragments mit dem Enzym Apol. Dazu musste folgender Master-Mix zusammen pipettiert

werden:
Reagenz Volumen Endkonzentration
Reaktionspuffer 5ul 1Xx
Apol 1 ul 1000 units/pl
Aqua dest. 19 ul -

Tab. 17: Master-Mix fur Restriktionsverdau

Als Reaktionsgefall fir den Master-Mix diente wiederum ein 1,5 ml gro3es Eppendorf-
Gefald. Nach gutem Durchmischen des Master-Mix wurde anschlieRend zu dem jeweils 25
Ml PCR-Amplifikat 25 pl des Master-Mix pipettiert.

Der Verdau erfolgte bei 50 °C Uber Nacht (18 Stunden) im Thermoblock. Nach der
Inaktivierung des Enzyms bei 80 °C fur 20 Minuten konnten die Fragmente in einem 2 %-

igen Agarosegel aufgetrennt werden.

3.2.1.4 Agarose-Gelelektrophorese
Mit Hilfe der Elektrophorese kdnnen Nukleinsaure-Fragmente nach ihren unterschiedlichen
Grolken aufgetrennt werden. Das Prinzip ist hierbei, dass Agarose netzartige Strukturen in

dem Gel ausbildet, an welchem die DNA-Fragmente entlangwandern, sobald eine
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Spannung an das Gel angelegt wird. Hierbei wandern die negativ geladenen DNA-
Fragmente zum positiv geladenen Pol, je kleiner das DNA-Stlck, desto schneller.

Die Elektrophorese wurde in dieser Arbeit in 2 %-igem Agarosegel durchgefuhrt. Hierzu
wurde 2 g Agarose in 100 ml 1x TBE-Puffer gelost und erhitzt, bis keine Schlieren mehr zu
erkennen waren. Nach Abkuhlen der Agarose konnte das Gel gegossen werden.

Je 10 pl der Proben wurden mit 2 ul FluoDNA Gel Stain versetzt und in das Gel beladen.
Bei einer angelegten Spannung von 90 mV liefen die Samples fur 50 Minuten im Gel. Die
Darstellung und Dokumentation erfolgten mittels E-Box. Durch Auftrennung der Fragmente
ergaben sich daraus die Bandenmuster fur die Allele des Polymorphismus:

31Phe — 153 bp, 12 bp, sowie 31lle — 89 bp, 64 bp, 12 bp.

3.2.1.5 Sequenzierung

Zur Kontrolle der Ergebnisse des AurkA-Polymorphismus mittels PCR und anschliel3ender
Agarose-Gelelektrophorese wurden die DNA-Proben zusatzlich zur Sequenzierung an
MWG Eurofins Genomics geschickt. Durch Verwendung der Kettenabbruch-Synthese nach
Sanger kann die genaue Basenabfolge des DNA-Stlcks ermittelt werden. Zur Darstellung
der DNA-Sequenz werden mit Fluoreszenz-Farbstoffen markierte
Didesoxynukleosidtriphosphate eingesetzt. Jede der vier DNA-Basen wird mit einem
unterschiedlichen Farbstoff gekoppelt und kann so von einem Detektor erkannt werden. Das
Ergebnis erscheint als Elektropherogramm, welches die Abfolge der Farbsignale, die am
Detektor erscheinen, widerspiegelt und gibt so direkt die Sequenz der Basen des

sequenzierten DNA-Stranges wieder.

3.2.1.6 Immunhistochemie

Das Patientenmaterial wurde nach der Fixierung in Paraffin eingebettet. Aus diesen Blocken
wurden im ersten Schritt 1,5 um dicke Schnitte erstellt. Nach dem Aufziehen auf die
Objekttrager wurden die Schnitte Uber Nacht bei 58 °C getrocknet. Zur anschlieRenden
Farbung der Schnitte wurde der Leica Bond-Max Farbeautomat unter Zugabe
verschiedener Primarantikorper angewendet. Dem Ganzen liegt das Prinzip der
Polymerisation zugrunde, das sich sogenannte polymere Antikorperkonjugate zu Nutze

macht. Die folgenden Schritte wurden von dem Farbeautomaten durchgefuhrt:

1. Entparaffinieren durch die Bond Dewax Solution
2. Waschungen mit 100 % Ethanol
3. Epitop-Demaskierung mit Hilfe der Bond Epitope Retrieval Solution
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Inkubation mit Wasserstoffperoxid
Zugabe des Primarantikorpers in korrekter Verdinnung
Inkubation mit dem Polymer Refine Detection Kit

DAB-Chromogen zur Induktion der Farbreaktion und damit Sichtbarmachung

© N o a &

Gegenfarbung mittels Hamatoxylin

Das gefarbte Gewebe wurde im letzten Schritt in einer aufsteigenden Alkoholreihe aus 70 %
Ethanol, 96 % Ethanol, beide jeweils 5 Minuten, Isopropanol (2 Mal fur je 5 Minuten) und
Xylol (3 Mal fur je 10 Minuten) dehydriert und somit haltbar gemacht. Vor dem Auflegen der
Deckglaser musste ein synthetisches Einschussmittel (Roti®-Histokitt I) als Eindeckmittel
aufgetragen werden. Bei jeder Farbereihe wurde eine Positivkontrolle mit angefertigt.

Die Auswertung der gefarbten Schnitte wurde in dieser Arbeit durch zwei unabhangige
Untersucher vorgenommen. Hierbei wurde, mittels einer Modifikation des von Schauer et al.
beschriebenen Immunreaktiven Score (IRS), ein Wert aus dem Prozentsatz positiv gefarbter
Zellen (PP = percentage points) und der Intensitat der Farbung (S| = staining intensity)
ermittelt.

In unserer Arbeit wurde der IRS durch Addition dieser beiden Werte gebildet, was so zu
einem Score zwischen 0 und 7 Punkten fuhrte (Schauer et al., 1988). Zur statistischen
Auswertung wurde ein Cut-off Wert bestimmt, durch welchen es moglich war, die Proben in

negativ und positiv einzuteilen.

Sl PP IRS
Negativ 0 Negativ 0 Negativ 0
Schwach positiv 1 <10 % 1 Schwach positiv 2-3
MaRig positiv 2 11-30 % 2 MaRig positiv 4-5
Stark positiv 3 31-60 % 3 Stark positiv 6-7
> 60 % 4

Tab. 18: Immunreaktive Scores (IRS=SI+PP)
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3.2.2 Experimentelle, zellbiologische Methoden

3.2.2.1 Zellkultur

Die Arbeit an den verschiedenen Zelllinien erfolgte nach genau festgelegten
Standardkultivierungsmethoden. Hierfir wurden im ersten Schritt alle Medien und
Supplemente, die zur Zellkultivierung verwendet wurden, im vorgeheizten Wasserbad
(37 °C) angewarmt und anschlieRend mit 70 % Ethanol desinfiziert. Als Medium diente
Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium (DMEM), erganzt mit 10 % fetalem Kalberserum
(FBS) und 2 mM L-Glutamin und Penicillin/Streptomycin (100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml
Streptomycin). Die Kultivierung im Brutschrank erfolgte bei 37 °C und 5 % CO- bei einer
Luftfeuchtigkeit von 95 %.

3.2.2.2 Einfrieren der Zellen

Das Einfrieren von Zelllinien ermdglicht im Bedarfsfall auf Reserven zurlckgreifen zu
konnen.

Fur die Kryokonservierung wurden die Zellen im ersten Schritt resuspendiert mit einem
Freezing-Medium, welches aus 20 % FCS zu je 47,5 ml und aus 5 % DMSO zu je 2,5 %
besteht. Das Medium wurde abgesaugt und die Zellen mit 4 ml PBS gewaschen, um sie
anschlie3end zu trypsinieren. Nach Ablosen der Zellen konnte die Zellsuspension in ein 15
ml Reaktionsgefa® dberfuhrt und bei 1500 rpm in der Zentrifuge 2 Minuten lang
abzentrifugiert werden. Der Uberstand konnte anschlieRend abpipettiert, das Zellpellet in
einer speziellen Mischung aus FCS und 5 % DMSO (Freezing Medium) resuspendiert
werden. Nach dem Abflllen der Zellsuspension zu 1 ml in Kryordhrchen konnten die
Roéhrchen bei -20 °C eingefroren werden. Zur Langzeitkonservierung ist hierfur ein

Stickstofftank mit einer Temperatur von -196 °C erforderlich.

3.2.2.3 Auftauen der Zellen

Die Lagerung der eingefrorenen Zellen erfolgte in Kryordhrchen in einem Stickstofftank bei
-196 °C. Nach dem Antauen der Réhrchen wurde die verflissigte Zellsuspension mit 15 ml
Medium in ein gro3es Reaktionsgefaly geflullt. Wahrenddessen wurde die Kulturschale mit
5 ml frischem Medium versetzt und vorbereitet. Die Zellen konnten im letzten Schritt mit der
Pipette in die vorbereitete Kulturschale UberfUhrt und im Brutschrank unter den oben

genannten Voraussetzungen kultiviert werden.
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3.2.2.4 Splitten der Zellen und Mediumwechsel

Um eine Inhibition des Zellwachstums zu verhindern, sollten Zellen regelmafig gesplittet
werden. Dies geschieht optimalerweise bei einer Konfluenz der Zellen von 80 %. Es ist
daher essentiell, sich mit der jeweiligen Proliferationsrate der verschiedenen Zelllinien
auseinander zu setzten, indem man die Zellen in unterschiedlichen Stadien des Wachstums
unter dem Mikroskop regelmallig betrachtet.

Im ersten Schritt wurde das in der Kulturschale befindliche Medium abgesaugt und die am
Boden anhaftenden Zellen wurden mit 6 ml 1x DPBS einmalig gespult. Anschlieend
erfolgte das Ablosen der Zellen mittels 2 ml Trypsin/EDTA. Zur Beschleunigung des
Ablosevorgangs der Zellen konnten fur das verantwortliche Enzym Trypsin die
bestmoglichen Wachstumsbedingungen geschaffen werden, indem die Kulturschale 5
Minuten in den Brutschrank gestellt wurde. In der Zwischenzeit musste die neue
Kulturschale beschriftet und mit 7 ml Medium aufgefullt werden.

Im nachsten Schritt wurden die abgeldsten Zellen mittels 5 ml Medium in ein 50 ml
Reaktionsgefaly gefiillt. Es folgte die Resuspendierung und das Uberfiihren von 1 ml der
Lésung in die neue Kulturschale. Diese konnte anschlie3end im Brutschrank weiter kultiviert
werden.

Nach 2-3 Tagen sollte ein Mediumwechsel erfolgen, bei dem das alte Medium abgesaugt
und durch 7 ml frisches erwarmtes Medium ersetzt wird. So werden optimale

Zellkulturbedingungen ermaglicht.

3.2.2.5 Crystal-Violett Proliferations-Assay

Die fur den Proliferations-Assay bendétigten Zellen mussten bereits einen Tag vor Zugabe
der Inhibitoren ausgesat werden. Hierfur l6ste man als erstes die Zellen einer 80 %
konfluenten Kulturschale ab, ermittelte anschlie3end die Zellzahl und errechnete die nétige
Verdiinnung, um 5 x 10* Zellen pro ml zu erhalten.

Der nachste Arbeitsschritt beinhaltete das Pipettieren von 100 pl dieser Zellsuspension in
die mit je 5 ml Medium befilliten 6-wells (insgesamt 5 x 10 Zellen pro well) und im
Folgenden das Kultivieren der 6-wells im Brutschrank fur 24 Stunden. Am néachsten Tag
erfolgte die Behandlung mit den ausgewahlten Konzentrationen der Inhibitoren (50 nM
Cetuximab und 0,25 nM Docetaxel).

Anschlie®end wurden die Zellen im Brutschrank fir 10 Tage ohne Mediumwechsel

weiterkultiviert.
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Die folgende Abbildung veranschaulicht den Crystal-Violett Proliferations-Assay:
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Abb. 7: Versuchsaufbau des Crystal-Violett Proliferations-Assay
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Nach der 10-tagigen Kultivierung konnte die Auswertung des Proliferations-Assays erfolgen.
Diese basiert auf der Extinktionsmessung bei 595 nm mittels ELISA. Zur Vorbereitung
musste zuerst das Medium abgesaugt und die Zellen mussten mit je 2 ml 4 %
Formaldehyd/0,4 % Ethanol fir 20 Minuten fixiert werden. Im nachsten Schritt wurden die
noch anhaftenden Zellen mit 2 ml eines Reagenzgemisches aus 1x DPBS und 0,1 % Triton
und 2 ml destilliertem Wasser gewaschen. Fur das Anfarben der Zellen waren die Zugabe
von 2 ml 0,4 % Crystal-Violett-Loésung und die 30-minutige Inkubation bei Raumtemperatur
erforderlich. Die Farbreste wurden anschliel3end mit 2 ml Aqua dest. entfernt. Es folgte das
Lysieren der Zellen mit Hilfe von 2 ml 1 % SDS-Ldsung und einer Stunde auf dem Rdttler.
Die Extinktionsmessung im ELISA wurde in einem 96-well durchgefuhrt. Hierfir war zur
Messung das Umpipettieren von 100 pl der Lésung in Form von Tripletts untereinander in
einen 96-well notwendig. Der jeweilige Farbumschlag in den einzelnen wells im Vergleich
zu einer Referenzmessung resultierte in unterschiedlich hohen Extinktionswerten, wodurch

ermdglicht wurde, Aussagen uUber die Proliferationshemmung treffen zu kdnnen.
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3.2.2.6 Colony-Formations-Assay

Um den Effekt einer zytotoxischen Substanz auf Tumorzellen in vitro darzustellen, hat sich
der Colony-Formations-Assay als Standard etabliert (Katz et al., 2008). Im ersten Schritt
wurden hierfiir pro well je 5 x 102 Zellen einer 80 % konfluenten Kulturschale in 5 ml Medium
ausgesat. Anschliel3end folgte eine 24 stindige Wachstumsphase bei 37 °C im Brutschrank.
An Tag 2 wurden die Behandlungen der Zellen durchgefuhrt. Es wurden die Inhibitoren
Cetuximab und Cetuximab in Kombination mit Docetaxel verwendet. Im nachsten Schritt
wurde die Kultivierung der behandelten Zellen fur weitere 10 Tage bei 37 °C ohne
Mediumwechsel durchgeflhrt. Die Tumorzellen bildeten Kolonien, die darauffolgend mit
Hilfe des Farbstoffes Crystal-Violett dargestellt werden konnten, um den Effekt der
Inhibitoren zu messen. Analog zu den Schritten des Proliferations-Assays erfolgte die
Fixierung mittels 4 %-igem Formaldehyd sowie das Waschen mit PBS/ Triton und
destilliertem Wasser. Nach dem Anfarben der Zellen durch die Crystal-Violett-Losung
wurden diese mit Leitungswasser ausgewaschen. Nach dem Trocknen konnten letztendlich
die Kolonien, die sich nach den 10 Tagen ausgebildet hatten, mit dem Molecular Imager
ChemiDoc™ XRS+ digitalisiert und mit Hilfe der Software Quantity One der Firma BioRad

ausgezahlt werden.

3.2.2.7 Proteinisolierung

Fir die Proteinisolierung wurden die Zellen mit den bekannten Inhibitoren behandelt und 48
Stunden inkubiert. Im darauffolgenden Schritt wurde eine 80 % konfluente Kulturschale
ausgewahlt, das Medium abgesaugt und die Zellen mit kaltem DPBS gespult. Anschliel3end
wurden in die Schale 4,5 ml destilliertes Wasser, 500 ul Cell Lysis Buffer, 100 yl PMSF und
100 ul Protease Inhibitory Cocktail pipettiert. Das Gemisch musste gut vermengt und auf
Eis gekuhlt werden. Puffer sowie PMSF sollten erst kurz vor der Isolation angesetzt werden.
Nach einer 10-minltigen Inkubationsphase folgte das Ablésen der Zellen mittels
Zellschaber und das Pipettieren in ein 1,5 ml Tube. Im Anschluss wurde das Gemisch erneut
fur 15 Minuten auf Eis gelegt. Danach wurden die Zelllysate bei 4 °C fur 15 Minuten bei
10.000 rpm abzentrifugiert. Im letzten Schritt konnte der Uberstand mit den geldsten
Proteinen mit der Pipette entfernt, in ein 1,5 ml Reaktionsgefal® Gberfuhrt und bei -20 °C

eingefroren werden.

3.2.2.8 Bradford-Assay
Flr eine quantitative Bestimmung von Proteinen in den vorher angefertigten Isolaten dient

der Bradford-Assay. Die Methode wurde 1976 erstmals von dem amerikanischen
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Biochemiker Marion Bradford beschrieben und nutzt eine photometrische Methode zur
Bestimmung der Proteinmenge (Bradford, 1976).

Als erstes erfolgte die Verdunnung der Proteinlysate mit DPBS 1:10. Zur Herstellung der
Probel6ésungen wurden anschlielRend 20 pl dieses verdunnten Lysats, 180 ul DPBS und 200
Ml 0,01 % Triton X-100 zusammengemischt. Im nachsten Schritt musste das Bradford
Reagenz 1:4 mit DPBS verdunnt werden. Fur die Auswertung wurden als erstes fur die
Kalibrationskurve die Standardlésungen aus 0,2 mg/ml BSA und 0,01 % Triton X-100
hergestellt. Im folgenden Schritt wurde 600 ul der Bradford Reagenz zu den Standard- und
Probelésungen zugegeben, kurz durchmischt und schlieBlich 5 Minuten lang bei
Raumtemperatur inkubiert. Als nachstes war die photometrische Messung der Extinktion in
einem 96-well im ELISA Reader Multiscan FC bei 595 nm madglich. Anhand der erstellten
Kalibrierungskurve und der gemessenen Extinktionswerte konnte die Proteinmenge jeder

einzelnen Probe in Microsoft Excel berechnet werden.

3.2.2.9 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese ermdglicht Proteine der Grdlke nach
aufzutrennen. Die SDS-Gelelektrophorese dient als Vorbereitung zum Western-Blot
(Laemmli, 1970).

Fur diese biochemische Methode sind zwei Gele notwendig, namlich ein Laufgel sowie ein
Sammelgel. In der folgenden Tabelle ist die Zusammensetzung des in dieser Arbeit
verwendeten Laufgels mit den jeweils unterschiedlichen Dichten dargestellt. Der Grund fur
diese Unterschiede liegt im GroéRenunterschied der verschiedenen Proteine. Folglich

werden Gele hoherer Dichte zur Detektion kleinerer Proteine verwendet und umgekehrt.

Laufgel-Dichte 7,5 % 10 % 12 %
Destilliertes Wasser 572ml [6,64ml |4 ml
30 % Acrylamidstammldsung + 0,8 % Bisacrylamide | 5,08 ml |5,32ml | 8,4 ml
1 M Tris pH 8,8 748 ml |4 ml 7,48 ml
20 % SDS-Losung 100 pl 100 pl 100 pl
10 % APS 100 pl 100 pl 100 pl
TEMED 25 yl 25 yl 25 yl

Tab. 19: Zusammensetzung der Laufgele

Fir die Gelelektrophorese erfolgte die Befllllung der Gelkammern zu ca. 2/3, anschlieend
wurde das Gel mit Propanol Uberschichtet und zur Polymerisierung fur 45 Minuten stehen
gelassen. Das restliche Drittel der Gelkammer wurde schlie3lich mit dem Sammelgel befullt

und die Kammschablone eingesetzt, welche die Ladekammern fur die Proteinldsungen
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bildete. Nach einer weiteren 15-minttigen Wartezeit konnte das Gel mit den Proteinen
beladen werden.

Die Zusammensetzung des Sammelgels zeigt die folgende Tabelle.

Sammelgel 5%
Destilliertes Wasser 7ml

30 % Acrylamidstammldsung + 0,8 % Bisacrylamide 1,672 mi
1 M Tris pH 8,8 1,252 ml
20 % SDS-Losung 50 pl

10 % APS 100 pl
TEMED 25 pl

Tab. 20: Zusammensetzung des Sammelgels

Nach der Polymerisation konnten die eingefrorenen Proteinlysate nach dem Auftauen im
Verhaltnis 5:1 mit 5x SDS Sample Buffer gemischt und fir 5 Minuten bei 98 °C im
Thermomixer denaturiert werden. Nach einem kurzen Abzentrifugieren wurden die Proben
schlieRlich auf das Gel aufgetragen. In die letzte Tasche wurden 4 ul PageRuler™
Prestained Protein Ladder als Grof3enstandard pipettiert und Spannung angelegt. Je nach
Proteingrol3e variierte die Laufzeit mittels des Systems Mini-PROTEAN® Tetra System bei
120 V zwischen 3 und 4 Stunden.

3.2.2.10 Western-Blot: Semidry-Blot Methode

Nach der Semidry-Blot Methode kdnnen Western-Blot Analysen durchgefuhrt werden. Der
Western-Blot dient zum Nachweis von Proteinen, indem diese auf eine Tragermembran
ubertragen werden, das sogenannte Blotting.

Die hierfur verwendete 9 cm x 4,5 cm gro3e PVDF-Membran wurde zuerst 5 Minuten in
Methanol eingelegt, mit destilliertem Wasser gespult und weitere 5 Minuten in Anodenpuffer
[l 'inkubiert. Zur weiteren Vorbereitung mussten fur etwa 5 Minuten 6 Stlick des Blotting-
Papiers in Anodenpuffer |, 3 Papiere in Anodenpuffer Il und schlieRlich 9 Stick in
Kathodenpuffer getrankt werden. Der Proteintransfer dauerte etwa 80 Minuten und erfolgte
im Trans-Blot® SD Semi Dry Transfer Cell bei 225 mA. Die folgende Darstellung

veranschaulicht den Aufbau der Semidry-Blot Methode.
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Kathode (-)
. 9 Stlick Blotting-Papier getrankt in Kathodenpuffer

* Gel mit aufgetrennten Proteinen

¥
X

\ 6 Stlick Blotting-Papier getrankt in Anodenpuffer |
Anode (+)

PVDF-Membran

3 Stlck Blotting-Papier getrankt in Anodenpuffer Il

Abb. 8: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus des Western-Blot

3.2.2.11 Immundetektion

Um die gewunschten Banden detektierbar zu machen, verwendet man die Immundetektion,
ein Antigen-Antikdrper-Bindungsprinzip, und die Chemilumineszenz zur Visualisierung.
Durch die Bindung von Primar- und Sekundarantikdrper kdénnen spezifische Proteine
erkannt und mittels Chemilumineszenz sichtbar gemacht werden.

Zur Vorbereitung musste die Membran nach erfolgreichem Western-Blot bei 4 °C uber
Nacht auf einem Rollenmischer inkubiert werden. Hierfir wurde diese mit 10 ml
Antikérperverdinnungspuffer und dem jeweiligen Primarantikdrper in ein 50 ml
Reaktionsgefald gegeben und auf den Rollenmischer gelegt. Nach 24 Stunden erfolgte im
nachsten Schritt ein dreimaliger Waschvorgang fur je 7 Minuten in Waschpuffer und
anschlieBend eine erneute Inkubation auf dem Rollenmischer mit 10 ml
Antikérperverdinnungspuffer und dem eingesetzten Sekundarantikorper fur eine Stunde.
Die Membran durchlief ein zweites Mal den dreimaligen Waschvorgang fur je 7 Minuten in
Waschpuffer. Danach konnte die PVDF-Membran fur eine Minute in 10 ml SuperSignal®
West Pico Chemiluminescent Substrate eingelegt, mit Frischhaltefolie bedeckt und im
Molecular Imager ChemiDoc™ XRS+ entwickelt werden. Durch die Reaktion der mit
Peroxidase gekoppelten Sekundarantikdrper (Chemilumineszenz-Reaktion) und der
immunfluoreszierenden Losung wurden die Banden sichtbar und konnten mit der ImageLab

Software 6.0. verarbeitet werden.
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3.2.2.12 Durchflusszytometrie (FACS)

Die Durchflusszytometrie, auch FACS (fluorescence-activated cell sorting) genannt, stellt
eine wissenschaftliche Methode dar, um verschiedene Zelleigenschaften zu ermitteln. So
ist es beispielsweise mittels Durchflusszytometrie moglich, den DNA-Gehalt von Zellen zu
bestimmen, woflr die Methode auch in der vorliegenden Arbeit verwendet wurde. Dies soll
helfen, eine Aussage uber eine eventuelle Zunahme der Aneuploidie treffen zu kénnen.
Die Durchflusszytometrie erfolgte im BD FACSCanto-ll flow cytometer. Fur die
Datenauswertung wurde die FACSDiva Software Version 6.1.1 verwendet.

Zur Vorbereitung des nachfolgenden Aneuploidie Assays mussten die unbehandelten
Zellen uber Nacht mit 70 %-igem Methanol fixiert werden. Schlielllich erfolgte die
Resuspension von DPBS mit 0,01 mg/ml RNAse. Nach einer 30-minutigen Inkubation wurde
im nachsten Schritt das fluoreszierende Reagenz 4’,6-diamidino-2-phenylindol (DAPI) in
einer Konzentration von 1 ug/ml zugegeben. Die anschlieBende Auswertung der
Durchflusszytometrie erfolgt mittels eines multizyklischen Algorithmus der ModFit LT 3.2

Software.

3.2.3 Statistische Methoden

Fir die statistische Auswertung der in vivo Ergebnisse wurde die SPSS Version 25 (IBM,
Ehningen) verwendet. Die erhobenen Daten wurden hierfur zuerst in Microsoft Excel
gesammelt und aufbereitet. Fur alle statistischen Tests wurde ein Signifikanzniveau von 5 %

festgelegt.

3.2.3.1 Wilcoxon-Mann-Whitney-Test

Mit dem nicht-parametrischen Wilcoxon-Mann-Whitney-Test kann der Median des
Expressionsscores eines Markers in einem Gewebe bestimmt und in zwei Gewebearten
miteinander verglichen werden. Eine Uberexpression liegt vor, wenn der Median des
Expressionsscores im Tumorgewebe statistisch signifikant hoher ist als der Median des
entsprechenden Normalgewebes. Liegt der Expressionsscore im Tumorgewebe statistisch
signifikant darunter, wird dies als verminderte Expression bezeichnet.

FUr diejenigen Marker, bei denen eine Farbung an mehreren intrazellularen Lokalisationen
vorlag, wurde der Uberwiegende Lokalisationsort als Grundlage fur die Auswertung
verwendet. Fur Aurora-Kinase A und Aurora-Kinase B wurde die Farbung des Zellkernes

gewertet.
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3.2.3.2 Korrelationsanalyse
Mittels der Spearman-Korrelation kdnnen die jeweiligen Expressionsprofile der Marker

untereinander bezuglich einer Korrelation (bivariant) verglichen werden.

3.2.3.3 Kreuz-Tabellen

Mit Hilfe von Kreuz-Tabellen-Analysen lassen sich Zusammenhange zwischen Marker-
Expression und klinischen Daten der Kollektive untersuchen. Die angewendeten Tests
waren hierfir der Chi-Quadrat-Test, sowie fur geringere Fallzahlen der exakte Test nach

Fisher.

3.2.3.4 Kaplan-Meier Methode und Log-Rank-Test

Die Kaplan-Meier Methode dient zur Darstellung von Uberlebenszeitanalysen.
Uberlebenszeitanalysen ermdglichen die Berechnung der Wahrscheinlichkeit, dass ein
Ereignis bis zu einem bestimmten Zeitpunkt eintritt. So lassen sich Uberlebenszeiten, wie
das Gesamtiiberleben oder das progressionsfreie Uberleben, also die Zeit bis zum Auftreten
eines Rezidivs innerhalb einer Beobachtungsgruppe hinsichtlich eines Merkmals oder
zwischen zwei Beobachtungsgruppen, die sich in einem Merkmal unterscheiden,
beschreiben.

Hierfur wird der Tod durch die Tumorerkrankung bei Beurteilung des Gesamtuberlebens
bzw. das Eintreten eines Rezidivs bei Betrachtung des progressionsfreien Uberlebens als
Ereignis definiert. Tritt dieses definierte Ereignis bei einem Fall im Beobachtungszeitraum
nicht ein, oder ein Patient scheidet durch einen tumorunabhangigen Tod aus, wird dieser
Fall zensiert und geht somit ab diesem Zeitpunkt nicht mehr in die statistische Berechnung
ein (Ziegler et al., 2007b).

Der Log-Rank-Test ist das Standardverfahren in der Uberlebenszeitanalyse fiir
Gruppenvergleiche. Er dient zur Uberpriifung, ob das Eintreten der Ereignisse in zufalliger
Reihenfolge, unabhangig von der Gruppenzugehdrigkeit geschieht (Nullhypothese) oder
eine Gruppe der anderen Uberlegen ist. Die groRte Power besitzt der Log-Rank-Test flr
Gruppen, in denen die Ereignisraten proportional zueinander sind. Ist dies nicht der Fall,
beispielsweise an einer Uberkreuzung der Kaplan-Meier-Kurven, eignet sich eher der
generalisierte Wilcoxon-Test zur Ermittlung eines Unterschieds zwischen den Gruppen
(Ziegler et al., 2007a).
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3.2.3.5 Cox-Regressions-Modell
Multivariant-Analysen mittels Cox-Regressions-Modellen dienen zur Verifizierung und zur
weiteren Beurteilung der Ergebnisse der Uberlebenszeitanalyse. In dieser Arbeite wurden

hierfur Multivariant-Analysen in Form von Cox-Regressions-Modellen verwendet.

3.2.3.6 Ungepaarter t-Test

Die statistische Auswertung der Zellkulturdaten erfolgte mittels der Statistik-Software Prism
GraphPad 7.0d. Mit diesem Programm war es mdglich, neben der Auswertung der
Ergebnisse auch die Darstellung derselben in Form von Graphen durchzufihren und die
entsprechenden p-Werte zu berechnen. Um eine statistische Aussage treffen zu kénnen,
wurden die Zellkulturversuche jeweils drei Mal durchgefuhrt. Der ungepaarte t-Test mit
einem 95 % Konfidenzintervall gab Ruckschlisse auf die Signifikanz der unterschiedlichen
Behandlungen in Bezug auf die jeweilige unbehandelte Kontrolle der entsprechenden
Wildtyp Zelllinie.

Die folgende Tabelle zeigt die Definition der einzelnen Signifikanzniveaus.

Signifikanzniveau

Darstellung

<0,05 * (signifikant)
Y g
p < 0,01 ** (sehr signifikant)
< 0,001 *** (hoch signifikant)
Y
p < 0,0001 **** (hdchst signifikant)

Tab. 21: Definition der Signifikanzniveaus
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4 Ergebnisse

4.1 Charakterisierung des Patientenkollektivs

Charakteristik HNSCC (N=434)
Alter — Jahre

Median 73

Range 56 — 90
Geschlecht

Manner 362 83,4 %
Frauen 72 16,6 %
T-Stadium

T1 42 9,7 %
T2 114 26,3 %
T3 100 23,0 %
T4a 124 28.6 %
T4b 1 0,2 %
Tx 1 0,2 %
Unbekannt 52 12,0 %
N-Stadium

NO 132 30,4 %
N1 41 9,4 %
N2a 9 21 %
N2b 93 21,4 %
N2c 92 21,2 %
N3 10 2,3 %
NXx 3 0,7 %
Unbekannt 54 12,4 %
M-Stadium

MO 348 80,2 %
M1 13 3,0 %
Mx 20 4,6 %
Unbekannt 53 12,2 %
Grading

G1 21 4,8 %
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G2 185 42,6 %
G3 130 30,0 %
Gx 7 1,6 %
Unbekannt 91 21,0 %
Stadium

Stadium | 29 6,7 %
Stadium |l 55 12,7 %
Stadium I 58 13,4 %
Stadium IVA 213 49,1 %
Stadium IVB 17 3,9 %
Stadium IVC 6 1,4 %
Unbekannt 51 11,8 %
Lokalisation

Mundhdhle 85 19,6 %
Oropharynx 151 34,9 %
Hypopharynx 94 21,7 %
Larynx 99 229 %
Andere 4 0,9 %
Alkoholkonsum

Regelmalig 183 42,2 %
Unregelmallig 80 18,4 %
Unbekannt 171 39,4 %
Tabakkonsum

Raucher 208 47,9 %
Nicht-/ Ex-Raucher 80 18,4 %
Unbekannt 146 33,6 %

Tab. 22: Charakterisierung des Patientenkollektivs

4.2 Experimentelle Auswertung

4.2.1 Aurora-Kinase A Polymorphismus

Der Aurora-Kinase A Polymorphismus konnte mittels DNA-Isolierung aus FFPE-Material
und PCR nachgewiesen werden. Zuerst wurde die DNA der Zelllinien extrahiert und
anschlielend eine semiquantitative Realtime-PCR flr die Aurora-Kinase A am Genlocus
Phesslle durchgefuhrt. Die Gewebeproben konnten anschlieBend mittels eines
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Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus (RFLP) betreffend des Aurora-Kinase A
Polymorphismus in homozygot fur Phenylalanin (Phe/Phe), heterozygot (Phe/lle) und
homozygot fur Isoleucin (lle/lle) eingeteilt werden. Das 165 Basenpaar lange PCR-Produkt,
welches die Aurora-Kinase A kodiert, wurde mit dem Enzym Apol verdaut.

Bei dem untersuchten Kollektiv fand sich im Tumorgewebe eine Verteilung von Phe/Phe,
Phel/lle zu lle/lle von 52,2 %, 44,2 % zu 3,6 %. Im Normalwebe von 58,5 %, 41,5 % zu 0 %.
Die unten angefuhrte Abbildung veranschaulicht den Verlauf der Amplifikations- bzw.
Schmelzkurve der durchgefuhrten semiquantitativen RT-PCR. Die roten Kurven zeigen

dabei den Verlauf der beiden Positivkontrollen, die grinen Kurven den der DNA-Proben.
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Cycles Temperature, Celsius

Abb. 9: Beispiel einer Amplifikations- (links) und Schmelzkurve (rechts) der semiquantitativen RT-PCR

Phel/lle Phe/Phe

Abb. 10: Beispiel einer Gelelektrophorese zur Ermittlung des Aurora-Kinase A Polymorphismus

Die Sequenzierung bestatigte die Ergebnisse des Aurora-Kinase A Polymorphismus aus
der PCR und der Gelelektrophorese. Die folgenden Abbildungen zeigen exemplarisch das

Elektropherogramm fur die drei Varianten des Aurora-Kinase A Polymorphismus.
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50 60

CTCGT GACTCAGCAGRT DT CCTTGTCAG

Abb. 11: Elektropherogramm: Beispiel fiir Aurora-Kinase A Polymorphismus homozygot Phe/Phe

50 60

CTCGT GACTCAGCAGRT DT CCTT GTCA G

Abb. 12: Elektropherogramm: Beispiel fiir Aurora-Kinase A Polymorphismus heterozygot Phe/lle

50 60
CTCGT GACTCAGCABGADTCCT T GTCA G

Abb. 13: Elektropherogramm: Beispiel fiir Aurora-Kinase A Polymorphismus homozygot lle/lle

4.2.2 Crystal-Violett Proliferations-Assay

Zur Untersuchung des Einflusses des Aurora-Kinase A Polymorphismus und des HPV-
Status in vitro wurden entsprechend passende vier Zelllinien fur die Proliferationsanalysen
verwendet: UD-SCC-2 (AurkA Phe/Phe, HPV positiv), UD-SCC-5 (AurkA Phe/Phe, HPV
negativ), UP-SCC-154 (AurkA Phe/lle, HPV positiv), SAS (AurkA Phe/lle, HPV negativ). Der
Crystal-Violett Proliferations-Assay erlaubt die Bestimmung der Zellproliferation nach
Anwendung der Inhibitoren Cetuximab sowie Cetuximab in Kombination mit Docetaxel. Die
Zellen wurden hierbei mit den unter 3.2.2.5 angegebenen Konzentrationen behandelt und
anschlie3end protokollgemaf ausgewertet.

Beide HPV positiven Zelllinien prasentierten ein sehr gutes Ansprechen auf die Behandlung.
Die starkste antiproliferative Wirkung durch die Mono-, als auch durch die
Kombinationstherapie zeigte sich bei der HPV positiven und AurkA heterozygoten Zelllinie
UP-SCC-154. Der kombinierte Einsatz aus Cetuximab und Docetaxel konnte die
Proliferation im Vergleich zur alleinigen Verwendung von Cetuximab nochmals statistisch
hoch signifikant hemmen (p-Wert = 0,0017). Dieser Trend lasst sich auch fur die zweite

Aurora-Kinase A heterozygote Zelllinie SAS verzeichnen.
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Weder die Behandlung mit Cetuximab alleine noch in Kombination mit Docetaxel konnte bei
der HPV negativen AurkA homozygoten Zelllinie UD-SCC-5 einen Effekt erzielen.

Die Cetuximab-Therapie ermdglichte bei der Zelllinie SAS eine signifikante Verminderung
des Uberlebens.
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Abb. 14: Proliferations-Analysen der verwendeten Zelllinien UD-SCC-2, UD-SCC-5, UP-SCC-154 und SAS

Zelllinie Behandlung p-Wert
» Cetuximab 0,0022 (**)
UD-SCC-2 (HPV positiv / AurkA homozygot) :
Cetuximab + Docetaxel | 0,0020 (**)
UP-SCC-154 (HPV positiv / AurkA Cetuximab < 0,001 (***)
heterozygot) Cetuximab + Docetaxel | < 0,001 (***)
Cetuximab 0,07

UD-SCC-5 (HPV negativ / AurkA homozygot) :
Cetuximab + Docetaxel | 0,078

Cetuximab < 0,001 (***)
Cetuximab + Docetaxel | 0,007 (**)

Tab. 23: p-Werte der Proliferationsanalysen nach Einzel- bzw. Kombinationsbehandlung der Zelllinien; Signifikanz bezieht
sich jeweils auf die unbehandelte Kontrolle

SAS (HPV negativ / AurkA heterozygot)
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Um den Einfluss der zu untersuchenden Merkmale auf die Proliferation besser auswerten
zu koénnen, wurden die Ergebnisse der Zelllinien je nach Eigenschaft in Gruppen
zusammengefasst und ausgewertet.

Wie die folgenden Graphen zeigen, ergab die Proliferationsanalyse nach Behandlung mit
dem Inhibitor Cetuximab ein statistisch signifikant besseres Ansprechen der HPV positiven
Zelllinien im Vergleich zu den HPV negativen Zelllinien.

Dieser antiproliferative Effekt zeigte sich auch flr die AurkA heterozygoten Zelllinien
verstarkt gegenuber den AurkA homozygoten.
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Abb. 15: Einfluss der Einzel- bzw. Kombinationsbehandlung auf die Proliferation in Abhangigkeit von HPV-Status bzw.
Aurora-Kinase A Polymorphismus
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Zelllinien Behandlung p-Wert
» Cetuximab 0,002 (**)
HPV positiv
Cetuximab + Docetaxel 0,0054 (**)
Cetuximab 0,0013 (**)
HPV negativ
Cetuximab + Docetaxel 0,0083 (**)
Cetuximab 0,0067 (**)
AurkA homozygot .
Cetuximab + Docetaxel 0,0054 (**)
Cetuximab 0,084 (**)
AurkA heterozygot -
Cetuximab + Docetaxel 0,0044 (**)

Tab. 24: p-Werte der Proliferationsanalysen nach Einzel- bzw. Kombinationsbehandlung in Abhangigkeit von HPV-Status
bzw. Aurora-Kinase A Polymorphismus; Signifikanz bezieht sich jeweils auf die unbehandelte Kontrolle
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Abb. 16: Gruppenvergleich des Einflusses der Einzel- bzw. Kombinationsbehandlung auf die Proliferation in Abhangigkeit
von HPV-Status bzw. Aurora-Kinase A Polymorphismus

67



Gruppe Behandlung p-Wert
» . Cetuximab 0,011 (%)
HPV positiv vs. HPV negativ :
Cetuximab + Docetaxel 0,067
Cetuximab 0,062
AurkA homozygot vs. AurkA heterozygot :
Cetuximab + Docetaxel 0,041 (%)

Tab. 25: p-Werte der Gruppenvergleiche des Einflusses der Einzel- bzw. Kombinationsbehandlung auf die Proliferation in
Abhangigkeit von HPV-Status bzw. Aurora-Kinase A Polymorphismus

Die starkste Proliferationshemmung ergab sich fur die Kombination aus heterozygotem
AurkA-Polymorphismus und HPV positiven Status, sowohl fur die Einzel- als auch fur die
Kombinationsbehandlung.

Dabei konnte die Kombinationsbehandlung aus Cetuximab und Docetaxel die Proliferation
der AurkA heterozygoten Zelllinien mit HPV-Positivitdt im Vergleich zur alleinigen
Cetuximab-Verabreichung nochmals signifikant reduzieren (p-Wert = 0,0017 (**)). Dieser
Trend liel® sich auch fur die AurkA heterozygoten Zelllinien mit HPV negativem Status
beobachten (p-Wert = 0,0929). Dahingegen zeigte sich bei den Zellen mit homozygotem
AurkA-Polymorphismus, unabhangig vom HPV-Status, keine verstarkte

Proliferationshemmung durch den zusatzlichen Einsatz von Docetaxel.
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Abb. 17: Gruppenvergleich des Einflusses der Einzel- bzw. Kombinationsbehandlung auf die Proliferation in
Abhangigkeit von HPV-Status und Aurora-Kinase A Polymorphismus

Gruppe Behandlung p-Wert

HPV positiv / AurkA homozygot vs. Cetuximab < 0,0001 (****)
HPV positiv / AurkA heterozygot Cetuximab + Docetaxel < 0,0001 (****)
HPV negativ / AurkA homozygot vs. Cetuximab 0,014 (%)

HPV negativ / AurkA heterozygot Cetuximab + Docetaxel 0,0084 (**)

Tab. 26: p-Werte der Gruppenvergleiche des Einflusses der Einzel- bzw. Kombinationsbehandlung auf die Proliferation in
Abhangigkeit von HPV-Status und Aurora-Kinase A Polymorphismus
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4.2.3 Colony-Formations-Assay

Der Colony-Formations-Assay dient der Beobachtung des klonogenen Uberlebens der
jeweiligen Zelllinien Uber einen langeren Zeitraum hinweg. Jede der vier Zelllinien wurde mit
Cetuximab bzw. mit der Kombination aus Cetuximab und Docetaxel behandelt. Die

Ergebnisse sind in den unten folgenden Abbildungen (Abb. 18-21) veranschaulicht.

Bei beiden HPV positiven Zelllinien UD-SCC-2 und UP-SCC-154 konnte das klonogene
Uberleben durch den Einsatz von Cetuximab alleine oder der Kombination beider
Substanzen statistisch hoch signifikant reduziert werden, unabhangig vom Aurora-Kinase A
Polymorphismus.

Bei den HPV negativen Zelllinien prasentierte sich die antiproliferative Hemmung deutlich

geringer. So konnte bei UD-SCC-5 kein Effekt der Behandlung festgestellt werden.
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Abb. 18: Einfluss der Einzel- bzw. Kombinationsbehandlung auf das klonogene Uberleben der verwendeten Zelllinien UD-
SCC-2, UD-SCC-5, UP-SCC-154 und SAS



Zelllinie Behandlung p-Wert
» Cetuximab < 0,0001 (****)
UD-SCC-2 (HPV positiv / AurkA homozygot) :
Cetuximab + Docetaxel | < 0,0001 (****)
» Cetuximab < 0,0001 (****)
UP-SCC-154 (HPV positiv / AurkA heterozygot) :
Cetuximab + Docetaxel | < 0,0001 (****)
_ Cetuximab 0,7726
UD-SCC-5 (HPV negativ / AurkA homozygot) :
Cetuximab + Docetaxel | 0,7011
_ Cetuximab 0,0397 (%)
SAS (HPV negativ / AurkA heterozygot) :
Cetuximab + Docetaxel | 0,0057 (**)

Tab. 27: p-Werte des Colony-Formations-Assays nach Einzel- bzw. Kombinationsbehandlung der Zelllinien; Signifikanz
bezieht sich jeweils auf die unbehandelte Kontrolle

Um den Einfluss der zu untersuchenden Merkmale auf das klonogene Uberleben besser
auswerten zu konnen, wurden die Ergebnisse der Zelllinien auch hier je nach Eigenschaft
in Gruppen zusammengefasst und ausgewertet.

Wie die nachfolgenden Abbildungen zeigen, ergab sich bei den HPV positiven Zelllinien ein
statistisch hoch signifikant besseres Ansprechen auf die Behandlung.

Bei den HPV negativen Zelllinien hingegen hatte der Einsatz sowohl von Cetuximab alleine,

als auch in Kombination mit Docetaxel, keinen Einfluss auf das klonogene Uberleben.

Sowohl die Cetuximab-Monotherapie als auch die Kombinationsbehandlung konnte bei den
AurkA homozygoten und AurkA heterozygoten Zelllinien das klonogene Uberleben jeweils
signifikant reduzieren. Im Gruppenvergleich zeigte sich beim Aurora-Kinase A

Polymorphismus allerdings kein statistisch signifikanter Unterschied.
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Abb. 19: Einfluss der Einzel- bzw. Kombinationsbehandlung auf das klonogene Uberleben in Abhangigkeit von HPV-
Status bzw. Aurora-Kinase A Polymorphismus

Zelllinien Behandlung p-Wert
. Cetuximab < 0,0001 (****)
HPV positiv
Cetuximab + Docetaxel < 0,0001 (****)
Cetuximab 0,3559
HPV negativ
Cetuximab + Docetaxel 0,0874
Cetuximab 0,016 (*)
AurkA homozygot -
Cetuximab + Docetaxel 0,0142 (%)
Cetuximab 0,0012 (**)
AurkA heterozygot -
Cetuximab + Docetaxel < 0,001 (***)

Tab. 28: p-Werte des Colony-Formations-Assays nach Einzel- bzw. Kombinationsbehandlung in Abhangigkeit von HPV-
Status bzw. Aurora-Kinase A Polymorphismus; Signifikanz bezieht sich jeweils auf die unbehandelte Kontrolle
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Abb. 20: Gruppenvergleich des Einflusses der Einzel- bzw. Kombinationsbehandlung auf das klonogene Uberleben in
Abhangigkeit von HPV-Status und Aurora-Kinase A Polymorphismus

Gruppe Behandlung p-Wert
» . Cetuximab < 0,001 (***)
HPV positiv vs. HPV negativ
Cetuximab + Docetaxel < 0,001 (***)
Cetuximab 0,2664
AurkA homozygot vs. AurkA heterozygot
Cetuximab + Docetaxel 0,0756

Tab. 29: p-Werte der Gruppenvergleiche des Einflusses der Einzel- bzw. Kombinationsbehandlung auf das klonogene
Uberleben in Abhangigkeit von HPV-Status und Aurora-Kinase A Polymorphismus

Auch bei der Inhibition des klonogenen Uberlebens zeigte sich der deutlichste Behandlungs-
Effekt bei der Kombination aus heterozygotem Aurora-Kinase A Polymorphismus und

positivem HPV-Status.
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Ebenfalls lief3 sich auch bei diesem Versuch bei den heterozygoten Zelllinien eine nochmals
zuséatzlich verstarkte Hemmung des klonogenen Uberlebens bei der kombinierten
Verwendung von Cetuximab und Docetaxel im Vergleich zur Cetuximab-Monobehandlung
beobachten (AurkA heterozygot und HPV positiv p-Wert = 0,0852; AurkA heterozygot und
HPV negativ p-Wert = 0,0765).
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Abb. 21: Gruppenvergleich des Einflusses der Einzel- bzw. Kombinationsbehandlung auf das klonogene Uberleben in
Abhangigkeit von HPV-Status und Aurora-Kinase A Polymorphismus
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Gruppe Behandlung p-Wert

HPV positiv / AurkA homozygot vs. Cetuximab 0,017 (*)

HPV positiv / AurkA heterozygot Cetuximab + Docetaxel | < 0,0001 (****)
HPV negativ / AurkA homozygot vs. Cetuximab 0,06

HPV negativ / AurkA heterozygot Cetuximab + Docetaxel 0,0028 (**)

Tab. 30: p-Werte der Gruppenvergleiche des Einflusses der Einzel- bzw. Kombinationsbehandlung auf das klonogene
Uberleben in Abhangigkeit von HPV-Status und Aurora-Kinase A Polymorphismus

4.2.4 Western-Blot: Semidry-Blot Methode

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression der Marker Aurora-Kinase A und B, p-Akt
Serd73, sowie Survivin auch auf Protein-Ebene der Zelllinien untersucht. Dies erfolgte mit
Hilfe der Semidry-Blot Methode. Auch bei diesem in vitro Versuch wurden wiederum die vier
Zelllinien UD-SCC-2 (HPV positiv / AurkA homozygot), UP-SCC-154 (HPV positiv / AurkA
heterozygot), UD-SCC-5 (HPV negativ / AurkA homozygot), SAS (HPV negativ / AurkA
heterozygot) verwendet, um einen Vergleich der biochemischen Vorgange anstellen zu
konnen. Dabei wurde die Protein-Expression vor, als auch nach Behandlung mit Cetuximab
bzw. nach Einsatz der Kombination der beiden Substanzen Cetuximab und Docetaxel
detektiert.

Die Auswertung zeigte erhdhte Protein-Level von Survivin, p-Akt Ser473, als auch Aurora-
Kinase B in den heterozygoten Zelllinien verglichen mit den homozygoten Zelllinien. Die
Behandlung der Zellen insbesondere mit der Kombination aus Cetuximab und Docetaxel
fuhrte bei den HPV negativen Zelllinien zu einer Reduktion der AurkA-Proteinexpression.
Am starksten konnte der Effekt bei der homozygoten Zellreihe UD-SCC-5 beobachtet
werden.

Die Ergebnisse des Western-Blots sind in Abbildung 22 dargestellt.
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Abb. 22: Ergebnisse des Western-Blots
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4.2.5 Durchflusszytometrie (FACS)

Um den Zusammenhang zwischen dem Aurora-Kinase A Polymorphismus und den
potentiellen Veranderungen des DNA-Gehalts und damit eine mdgliche Zunahme der
Aneuploidie aufzuzeigen, wurde der DNA-Gehalt der Zellen in vitro mittels
Durchflusszytometrie ermittelt. Diese Analyse wurde an unbehandelten UD-SCC-2 (HPV
positiv / AurkA homozygot), UP-SCC-154 (HPV positiv / AurkA heterozygot), UD-SCC-5
(HPV negativ / AurkA homozygot) und SAS (HPV negativ / AurkA heterozygot) jeweils
dreimal durchgefuhrt und anschlieRend ausgewertet.

Die folgenden Grafiken zeigen den Unterschied des DNA-Gehalts anhand der prozentualen
Chromosomenverteilung. Dabei liel3 sich feststellen, dass bei den beiden homozygoten
Zelllinien UD-SCC-2 und UD-SCC-5 fast ausschlieBlich diploide Zellen vorlagen, wahrend
bei den heterozygoten Zelllinien UP-SCC-154 und SAS vermehrt auch tetraploide Zellen
detektierbar waren. Der Unterschied der Zelllinien mit verschiedenem Aurora-Kinase A

Polymorphismus hinsichtlich der Anzahl tetraploider Zellen zeigte sich sogar als statistisch
signifikant (p-Wert = 0,019).
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Abb. 23:Ergebnisse der Durchflusszytometrie; p-Wert = 0,019
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4.3 Auswertung der Immunhistochemie

Die folgenden Abbildungen zeigen exemplarisch immunhistochemische Farbungen von p-

Akt Serd473, Survivin, Aurora-Kinase A, Aurora-Kinase B und p-Histon H3 Ser10 im Tumor-

und Normalgewebe. Zudem wurde die p16-Expression immunhistochemisch dargestellt.

- 3 7 X
e, eay &\ e ————— ——— - — < i S

Abb. 26: Immunhistochemische Farbung von AurkB im Tumorgewebe (links) und im Normalgewebe (rechts)
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Abb. 27: Immunhistochemische Farbung von AurkA im Tumorgewebe (links) und im Normalgewebe (rechts)

79



4.4 Statistische Auswertung

4.4.1 Wilcoxon-Mann-Whitney-Test

Der Vergleich des Expressions-Scores der jeweiligen Marker im Tumor- bzw.
Normalgewebe mittels Wilcoxon-Mann-Whitney-Test ergab eine signifikant hohere
Expression von p-Akt Ser473, Survivin und Aurora-Kinase A im Tumorgewebe verglichen
mit der im Normalgewebe.

In der folgenden Tabelle sind die Ergebnisse des Wilcoxon-Mann-Whitney-Tests aufgefuhrt.

Mediane des Expressions-Scores
Marker p-Werte
Normalgewebe Tumorgewebe

Polymorphismus 1,42 1,46 0,739
p-Akt Serd73 1,49 1,90 0,014
Survivin 3,55 3,70 0,003
AurkA 1,67 3,38 0,000003
AurkB 4,40 3,89 0,322
p-Histon H3 Ser10 2,13 0,39 0,088

Tab. 31: Wilcoxon-Mann-Whitney-Test: Vergleich des Expressionsprofiles zwischen Tumor- und Normalgewebe

4.4.2 Korrelationsanalyse

Bei der Korrelationsanalyse, bei der die jeweiligen Expressionsprofile bivariant miteinander
korreliert werden, war fur einige Marker eine statistisch signifikante Korrelation boebachtbar.
Eine statistisch signifikante negative Korrelation zeigte sich zwischen dem AurkA-
Polymorphismus und der Expression von Aurora-Kinase A bzw. dem Tabakkonsum, sowie
zwischen p-Akt Ser473 und Aurora-Kinase A. Der am starksten ausgepragte Koeffizient lag
fur p-Akt Ser473/ Survivin bei 0,347. Die meisten Korrelationen ergaben sich flr die Marker
p-Akt Ser473, Aurora-Kinase B und Aurora-Kinase A, sowie dem Tabakkonsum mit jeweils

3 Korrelationen mit unterschiedlichen Markern.
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STK15 g;’?ﬁ% Survivin | AurkB | AurkA | Alkohol | Nikotin | p16
STK15 |- 0,110 0,176 0,302 |0,036 |0,069 |0,038 |0,958
gﬁ;‘% 0,110 |- 0,000002 | 0,008 | 0,028 | 0,100 |0,852 |0,251
Survivin | 0,176 | 0,000002 | - 0,002 |0,800 |0,923 |0,829 |0,164
AurkB | 0,302 | 0,008 0,002 - 0,016 |[0,991 |0,440 |0,139
AurkA | 0,036 |0,028 0,810 0,017 |- 0,542 |0,424 |0,172
Alkohol | 0,069 | 0,100 0,923 0,991 |0,536 |- 0,019 | 0,961
Nikotin | 0,038 | 0,852 0,829 0,440 |0,432 |0,019 |- 0,036
p16 0,958 | 0,251 0,164 0,139 |0,173 | 0,961 |0,036 |-
p-
:;SW“ 0,505 | 0,919 0,424 0,029 |0,607 |0,325 |0,017 |0,000055
Ser10

Tab. 32: Ubersicht der unterschiedlichen Marker-Korrelationen (Korrelations-Analyse nach Spearman)

4.4.3 Vier-Felder-Tafeln

Die Untersuchung von Zusammenhangen zwischen Markerexpression und klinischen Daten

erfolgte durch Vier-Felder-Tafeln mittels Chi-Quadrat-Test, sowie bei geringerer Fallzahl

mittels exaktem Test nach Fisher. Als klinische Variablen wurden das T-Stadium, das N-

Stadium, die Fernmetastasierung sowie das Stadium der Tumorerkrankung bei

Erstdiagnose verwendet. Fur die Analyse wurde die Markerexpression zusatzlich in jeweils

2 Kategorien unterteilt: ,positiv‘ und ,negativ“. Der Cut-off Wert fur diese Einteilung wurde

bei 2 gewahlt. Ein Expressions-Score unter 2 wurde folglich als negativ gewertet, alle Falle

mit Expression-Score = 2 wurden einheitlich als positiv gewertet, dabei erfolgte keine

genauere Differenzierung zwischen stark und schwach positiv. Der Expressionsstatus

wurde im Tumorgewebe erhoben. Die Anzahl der daraus resultierenden Falle sind in Tabelle

33 aufgefuhrt.

Marker Negativ (Cut-off < 2) Positiv (Cut-off 2 2)
p-Akt Serd73 34 (7,8 %) 20 (4,6 %)
Survivin 21 (4,8 %) 33 (7,6 %)
AurkB 17 (3,9 %) 36 (8,3 %)
AurkA 17 (3,9 %) 37 (8,5 %)

Tab. 33: Anzahl der Falle der Marker-Expression bei Cut-off Wert = 2

Fir die Betrachtung der Tumorgrof3e (T-Stadium) bei Erstdiagnose als eine der klinischen

Variablen wurde diese ebenfalls in zwei Kategorien aufgeteilt. Eine Kategorie beinhaltete
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die niedrigen T-Stadien T1 und T2 (156 Falle, insgesamt 35,9 %) die andere die hdheren T-
Stadien T3 und T4 (225 Falle, insgesamt 51,8 %).

Auch fir die Lymphknotenmetastasierung bei Erstdiagnose wurde zur genaueren
Beurteilung des Zusammenhanges zusatzlich die klinische Variable ,N-Stadium® vereinfacht
in N+ und NO unterteilt. Dabei wurde ein positiver Nachweis von Tumorzellen im
Lymphknotengewebe, egal welchen N-Stadiums (N1, 2, 3) als positiv (N+) und ein fehlender
Nachweis von Tumorzellen im Lymphknoten als negativ (NO) gewertet. Es ergaben sich in
unserem Kollektiv bei Erstdiagnose somit 132 Patienten ohne Lymphknotenmetastasierung
(NO, insgesamt 30,4 %) und 245 Patienten mit positivem Lymphknotenbefall (N+, insgesamt
56,5 %).

Ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen Marker-Expression und den
klinischen Daten zeigte sich fur die TumorgroRe bei Erstdiagnose und der Expression von
AurkA bzw. fir p16'NK4. Bei der Lymphknotenmetastasierung ergab sich ein statistisch
signifikanter Zusammenhang mit der Expression von Survivin bzw. Aurora-Kinase A. Die
Expression von p-Akt Ser473 und Aurora-Kinase A korrelierte signifikant mit dem Grading
des Tumors. Zudem liel3 sich eine signifikante Korrelation zwischen Survivin bzw. Aurora-
Kinase A und dem Stadium der Tumorerkrankung bei Erstdiagnose nachweisen. Die p-

Werte der Ergebnisse sind in den beiden nachfolgenden Tabellen dargestellt.

Marker T-Stadium T'St?.? ,'Il;zr? .g?:)p PeN | N.stadium Grub;;)S;r?(z:\:‘OTN +)
p-Werte p-Werte p-Werte p-Werte
STK15 0,663 0,491 * 0,516 0,211
p-Akt Serd73 0,550 0,311 0,268 0,809
Akt Serd73 Cutoft 0,830 1,000 * 0,817 0,436
Survivin 0,795 0,459 0,005 0,124
Survivin Cut-off bei 2 0,290 0,168 * 0,619 0,400
AurkB 0,665 0,331 0,586 0,962
AurkB Cut-off bei 2 0,263 0,082 * 0,643 0,702
AurkA 0,009 0,005 0,145 0,010
AurkA Cut-off bei 2 0,641 0,372 0,609 0,668
p16 0,027 0,002 * 0,072 0,194

Tab. 34: Zusammenhang von Marker-Expression und klinischen Daten
* Exakter Test nach Fisher
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Marker M-Stadium Grading Stadium
p-Werte p-Werte p-Werte

STK15 0,562 0,373 0,197

p-Akt Ser473 0,576 0,118 0,235

p-Akt Ser473 Cut-off bei 2 0,715 0,003 0,493

Survivin 0,073 0,321 0,016

Survivin Cut-off bei 2 0,294 0,272 0,773

AurkB 0,701 0,702 0,544

AurkB Cut-off bei 2 0,327 0,207 0,179

AurkA 0,518 0,310 0,006

AurkA Cut-off bei 2 0,575 0,046 0,770

p16 0,412 0,248 0,416

Tab. 35: Zusammenhang von Marker-Expression und klinischen Daten

4.4.4 Uberlebenskurven

Das Gesamtuberleben unseres Kollektivs zeigt die folgende Abbildung. Dabei lag das 5-
Jahres-Uberleben bei etwa 63 %. Das mittlere Uberleben des gesamten Patientenkollektivs
lag bei 10,46 Jahren.

Uberlebensfunktion

Uberlebensfunktion
1,0 Zensiert

0,8

0,4

Kum. Uberleben

0,2

0,0

0 5 10 15 20 25

OS in Jahre

Abb. 30: Gesamtliberleben des Patientenkollektivs

Bereits mehrere Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass der HPV-Status einen wichtigen

prognostischen Marker fiir das Uberleben der Patienten mit HNSCC darstellt. Dabei zeigte
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sich ein HPV positiver Status unter anderem als Vorteil hinsichtlich des Gesamtuberlebens
(Ang et al., 2010; Dok & Nuyts, 2016; Fakhry et al., 2008; Kimple & Harari, 2015; Lassen et
al., 2009; Lohaus et al., 2014).

Zur Untersuchung des Einflusses von HPV-Status und AurkA-Polymorphismus auf das
Gesamtuberleben bzw. auf das Therapieansprechen von Cetuximab fuhrten wir Kaplan-
Meier-Analysen und Log Rank Tests durch.

Hierbei resultierte auch in unserem Patientenkollektiv ein deutlich besseres Uberleben der
HPV positiven Patienten gegenuber derer mit HPV negativen Status, unabhangig vom

AurkA-Polymorphismus.

Uberlebensfunktionen
p16 und AurkA-

1,0 -
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P16 negativ + Heterozygot
Phe/lle
pl6 positiv + Heterozygot
0,8 " 'Phe/lle
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Phe/lle-zensiert
pl6 positiv + Heterozygot
—+ Phe/lle-zensiert

0,6

04

Kum. Uberleben

0,2

0,0

0 5 10 15 20

OS in Jahre

Abb. 31: Kaplan-Meier-Analyse: Auswirkung von HPV-Status auf Gesamtlberleben bei heterozygotem AurkA-
Polymorphismus; Log Rank p-Wert = 0,027
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Abb. 32: Kaplan-Meier-Analyse: Auswirkung von HPV-Status auf Gesamtliberleben bei homozygotem Phe/Phe AurkA-
Polymorphismus; Log Rank p-Wert = 0,092

Einen statistisch signifikanten Einfluss von HPV-Status und AurkA-Polymorphismus auf das
Gesamtuberleben konnte auch speziell bei der Patientengruppe gezeigt werden, die eine

Cetuximab-Therapie erhalten hat (p-Wert = 0,001).
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' Polymorphismus bei
Cetuximab-Therapie

— P16 negativ+Homozygot
T Phe/Phe+Cetuximab
038 _— P16 negativ+Heterozygot
Phe/lle+Cetuximab
1 P16 positiv+ Homozygot
) Phe/Phe+Cetuximab
— P16 positiv+Heterozygot
0,6 [ " Phe/lle+Cetuximab
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Abb. 33: Kaplan-Meier-Analyse: prognostische Relevanz von HPV-Status und AurkA-Polymorphismus auf das
Gesamtuliberleben von Patienten mit Cetuximab-Therapie; Log Rank p-Wert = 0,001
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Auch in dieser Patientengruppe zeigte sich ein HPV positiver Status als positiver

prognostischer Marker flr das Gesamtuberleben.
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Abb. 34: Kaplan-Meier-Analyse: Einfluss von HPV-Status auf das Gesamtuberleben von Patienten mit Cetuximab-
Therapie und heterozygoten AurkA-Polymorphismus; Log Rank p-Wert = 0,013
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Abb. 35: Kaplan-Meier-Analyse: Einfluss von HPV-Status auf das Gesamtuberleben von Patienten mit Cetuximab-
Therapie und homozygoten AurkA-Polymorphismus; Log Rank p-Wert = 0,067
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Unabhangig davon zeigte die Kaplan-Meier-Analyse ein statistisch signifikant besseres

Gesamtuberleben der Patienten mit Cetuximab-Therapie bei Vorliegen einer Phe/Phe

homozygoten Aurora-Kinase A.

Uberlebensfunktionen

AurkA-

1,0 . .
Polymorphismus bei
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Abb. 36: Kaplan-Meier-Analyse: prognostische Relevanz des AurkA-Polymorphismus auf das Gesamtuberleben von
Patienten mit Cetuximab-Therapie; Log Rank p-Wert = 0,048

Die Kombination beider prognostisch positiver Marker, namlich HPV positiver Status und
Phe/Phe homozygot vorliegende Aurora-Kinase A, korrelierte statistisch hoch signifikant mit
einem besseren Gesamtuberleben verglichen mit der Kombination aus HPV negativem

Status und Phe/lle heterozygoter Aurora-Kinase A.
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Abb. 37: Kaplan-Meier-Analyse: Statistisch signifikant besseres Gesamtiiberleben von Patienten mit HPV positivem Status
und homozygoter Phe/Phe AurkA bei Cetuximab-Therapie; Log Rank p-Wert = 0,0001

Fur das Ansprechen auf die Cetuximab-Therapie scheint der HPV-Status ebenfalls relevant
zu sein (p-Wert = 0,082).
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Abb. 38: Kaplan-Meier-Analyse: prognostische Relevanz des HPV-Status auf das Ansprechen der Cetuximab-Therapie
bei homozygoter Phe/Phe AurkA; Log Rank p-Wert = 0,082
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In Abhangigkeit vom AurkA-Polymorphismus zeigten die Kaplan-Meier-Analysen einen
positiven Trend fur das Ansprechen auf die Cetuximab-Therapie.
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Abb. 39: Kaplan-Meier-Analysen: prognostische Relevanz des AurkA-Polymorphismus auf das Ansprechen der
Cetuximab-Therapie bei HPV positivem Status; Log Rank p-Wert = 0,254
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Abb. 40: Kaplan-Meier-Analysen: prognostische Relevanz des AurkA-Polymorphismus auf das Ansprechen der
Cetuximab-Therapie bei HPV negativem Status; Log Rank p-Wert = 0,229
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Der Vergleich der Therapiegruppen Cetuximab in bzw. ohne Kombination mit einem Taxol

ergab in unserem Kollektiv keinen wesentlichen Unterschied hinsichtlich des
Gesamtuberlebens.
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Abb. 41: Kaplan-Meier-Analysen: Unterschied im Gesamtiiberleben von Patienten mit Cetuximab-Therapie in bzw. ohne
Kombination mit Taxol; Log Rank p-Wert < 0,0001
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Abb. 42: Kaplan-Meier-Analysen: prognostische Relevanz von p16 und AurkA-Polymorphismus bei Patienten mit
Cetuximab-Therapie mit bzw. ohne Taxol; Log Rank p-Wert = 0,021
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4.4.5 Cox-Regressions-Modell

Um die Ergebnisse der Kaplan-Meier-Analysen zu verifizieren und zur weiteren Beurteilung
des gleichzeitigen Einflusses von mehreren Variablen auf das Gesamtiberleben wurden
Multivariant-Analysen in Form von Cox-Regressions-Modellen durchgefuhrt.

Fur die Analysen wurden der HPV-Status sowie der Aurora-Kinase A Polymorphismus
untersucht. Zudem dienten die klinischen Merkmale wie Geschlecht, Lokalisation des

Primarius und das Alter bei Erstdiagnose als Referenzkontrolle.

Der HPV-Status als wichtigster prognostischer Marker in den Kaplan-Meier-
Uberlebensdaten zeigte in den Analysen lediglich einen positiven Trend, jedoch keine
statistische Signifikanz. Die Patienten mit einer starkeren p16-Expression hatten tendenziell
ein besseres Gesamtluberleben als Patienten ohne Expressionsnachweis.

Im Cox-Regressions-Modell zeichnete sich sonst kein Hinweis flr ein positives
Prognosepotenzial weiterer Marker oder Markerkombinationen bezuglich des
Gesamtuberlebens ab.

Die nachfolgenden Tabellen zeigen die Ausgabe der Regressions-Analyse.

Auswertung der Fallverarbeitung
N Prozent

Ereignis 98 22,6%
Fur Analyse verfugbare :

Zensiert 53 12,2%
Falle

Insgesamt 151 34,8%

Falle mit fehlenden Werten 283 65,2%

Falle mit negativer Zeit 0 0,0%
Nicht verwendete Falle | Zensierte Falle vor dem friihesten 0 0.0%

Ereignis in einer Schicht P

Insgesamt 283 65,2%
Insgesamt 434 100,0%

Tab. 36: Cox-Regressionsmodell Fallverarbeitung
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Omnibus-Tests der Modellkoeffizienten

Anderung aus Anderung aus
- Gesamt (Wert) vorangegangenem vorangegangenem
- o -
9 Schritt Block
Likelihood
Chi- Chi- Chi-
df | p-Wert df | p-Wert df | p-Wert
Quadrat Quadrat Quadrat
762,398 10,605 5 |,060 10,623 |5 |,059 10,623 |5 |,059

Variablen in der Gleichung

95,0 %-KI fur Exp(B)
B SE | Wald | df | p-Wert | Exp(B)

Untere Obere
016 415 | 239 (3002 |1 |,083 |.660 |.413 1,056
STK15im 317 | 21512180 |1 | 140 | 728 | 478 1.110
Tumorgewebe
Geschlecht 420 | 304 1,916 |1 | 166 | 1523 | .840 2761
Lokalisation 145 | 100 | 2,095 |1 | 148 | 865 | 711 1,053
Alter bei 018 |.012 (2514 |1 [ 113 |1.018 |99 1,042
Erstdiagnose

Tab. 37: Ergebnisse der Cox-Regressionsmodell
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5 Diskussion

Plattenepithelkarzinome des  Kopf-Hals-Bereiches stehen mit ca. 600.000
Neuerkrankungen jahrlich weltweit auf Platz sechs der haufigsten Krebsarten (Bose et al.,
2013; Du et al., 2014). Trotz intensiver Forschung zur Verbesserung bzw. Erganzung der
konventionellen Therapiestandards, bestehend aus Operation, Strahlentherapie und
Chemotherapie, konnte bisher keine wesentliche Verlangerung des Gesamtiuberlebens der
Patienten erzielt werden (Bernier et al., 2004; Polanska et al., 2016). Bis heute dienen
vornehmlich allgemeine Parameter wie TNM-Klassifikation sowie Staging der
Tumorerkrankung zur Abschatzung der Prognose. Zudem konnen inzwischen weitere
Pradiktoren bestimmt werden (Thomas et al., 2005). Hier spielt allen voran der HPV-Status
eine wichtige Rolle (Bossi et al., 2016). Das Vorliegen einer Infektion mit dem humanen
Papillomavirus korreliert mit einem besseren klinischen Outcome der Patienten (Fakhry et
al., 2008). Daneben besitzt der Mutationsstatus von TP53 als weiterer Biomarker einen
wichtigen Stellenwert als prognostischer Parameter (Nylander et al., 2000).

Um die Erkrankung besser zu verstehen und damit individuelle, zielgerichtete
Behandlungsstrategien zu entwickeln, ist die Entschlisselung molekularer Mechanismen in
der Entstehung von HNSCC von essentieller Bedeutung (Lehnerdt et al., 2010). Bei vielen
Tumorentitaten konnten bereits entscheidende Genmutationen entdeckt und erfolgreich fur
die Weichenstellung in der Therapie umgesetzt werden. So korrelieren beispielsweise
Mutationen im KRAS Gen bei kolorektalem Karzinom mit einem Nichtansprechen einer anti-
EGFR-Therapie mit Cetuximab. Dies hat bereits Einzug in die klinische Praxis gehalten
(Allegra et al., 2016; Saridaki et al., 2010). Auch beim Mammakarzinom kommt inzwischen
standardmaRig die Bestimmung von Ostrogen-, Progesteron- und Her2/neu-Rezeptor in der
Diagnostik zum Einsatz, um die Therapieoptionen individuell anzupassen (Paik et al., 2008).
Aufgrund der haufig detektierbaren EGFR-Uberexpression in HNSCC hatte man sich viel
von der Einfuhrung der anti-EGFR-Therapie mit Cetuximab bei Patienten mit
Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich versprochen (Chau & Hammerman, 2016).
Doch trotz dieser spezifischen molekular-basierten Therapie konnte der erhoffte Durchbruch
nicht erzielt werden. Unter anderem liegt die Ansprechrate bei den Patienten bei nur ca.
20 % (Sharafinski et al., 2010). KRAS-Mutationen treten in HNSCC nur < 5 % der Falle auf
(Bardelli & Siena, 2010; Bissada et al., 2013). Daher ist dieser bei kolorektalem Karzinom
erfolgreich verwendete Pradiktor fur HNSCC nicht geeignet.

Aufgrund der Komplexitat der involvierten Signalwege und der grolden Anzahl beteiligter

Proteine ist eine Suche nach pradiktiven Biomarkern fur das Ansprechen einer Cetuximab-
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Therapie bis heute ohne eindeutige Ergebnisse (Leemans et al., 2011; Weidhaas et al.,
2017).

Um die Forschung hinsichtlich prognostischer Biomarker und damit neuer bzw. besser
angepasster Behandlungsstrategien weiter voranzubringen, wurden in dieser Arbeit der
HPV-Status und der Aurora-Kinase A Polymorphismus als mdgliche potentielle

prognostische und pradiktive Marker untersucht.

5.1 Diskussion der Methoden

5.1.1 Ermittlung des Aurora-Kinase A Polymorphismus

Um den Aurora-Kinase A Polymorphismus unserer Patientenproben zu bestimmen, wurde
die semiquantitative Real-Time Polymerase Kettenreaktion mit anschliellendem
enzymatischen Verdau und Auftrennung mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese
verwendet. Die Methode ist bereits seit vielen Jahren gut etabliert und zeigte auch bei
mehrfachen Ansatzen eine gute Reproduzierbarkeit der Ergebnisse.

Aufgrund der schlechten Unterscheidbarkeit der Bandenmuster flir den heterozygoten
Phe/lle- bzw. homozygoten lle/lle-Polymorphismus der Aurora-Kinase A, wurden die DNA-
Proben zur Kontrolle zusatzlich sequenziert. Da durch Verwendung der Kettenabbruch-
Synthese nach Sanger die genaue Basenabfolge des DNA-Sticks ermittelt werden kann,

konnten unsere Ergebnisse so validiert werden.

5.1.2 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie bietet eine einfache und kostenglnstige Methode die Expression
von verschiedenen Markern zu untersuchen. Jedoch weillt dieses Verfahren einige
Limitationen auf, da kaum eine quantitative Auswertung madglich ist. Die Interpretation der
gefarbten Schnitte ist dabei abhangig von der Subjektivitat des Untersuchers. Der fur die
Auswertung entwickelte Score unserer Arbeitsgruppe berechnet sich aus der Intensitat und
der Flachenausdehnung des sich anfarbenden Areals.

Des Weiteren gilt zu beachten, dass der verwendete Score unserer Arbeitsgruppe nicht von
allen Forschungsgruppen weltweit gleich verwendet wird. Dies muss also bei der
Interpretation der dadurch moglicherweise variierenden Ergebnisse berucksichtigt werden
(Nylander et al., 2000).
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Um das Problem der Subijektivitat der Immunhistochemie zu reduzieren, wurde die
Beurteilung der Schnitte von zwei unabhangigen Auswertern vorgenommen und fur die
Berechnungen zudem ein Cut-off Wert gebildet, um Schwankungen zu minimieren.

Bis heute ist umstritten, welche Methode die beste ist, um den HPV-Status sicher
festzustellen (Jordan et al., 2012). Im Labor kommt zur Testung bislang die HPV in situ
Hybridisierung, sowie die Immunhistochemie am haufigsten zum Einsatz. Seltener werden
aufwandigere PCR-basierte Methoden genutzt, um die Viruslast nachzuweisen (Singhi &
Westra, 2010).

Fir die Detektion des HPV-Status wurde in dieser Arbeit die Expression des Markers p16
verwendet. Seit vielen Jahren hat sich die p16-Expression in der Immunhistochemie als
zuverlassiger und vor allem kostengunstiger Marker flr eine biologisch aktive Infektion mit
dem humanen Papillomavirus etabliert (Ang et al., 2010; Chai et al., 2016; Deng et al., 2014;
Wittekindt et al., 2005). Da es sich bei p16 um einen Surrogat-Marker handelt, ist bei p16-
Positivitat zur Bestatigung einer HPV-Infektion die Durchfihrung einer weiteren Methode
notwendig. Erst bei einem positiven Ergebnis beider Methoden kann eindeutig von der
Infektion mit HPV gesprochen werden. Zwar konnte in mehreren Studien eine sehr gute
Sensitivitat, jedoch eine stark variierende Spezifitat von p16-Expression flur die Ermittlung
des HPV-Status gezeigt werden. Somit waren einige Falle zwar falschlicherweise p16
positiv, obwohl keine HPV-Infektion vorlag (M. Hoffmann et al., 2010; Smeets et al., 2007;
Vokes et al., 2015; H. Wang et al., 2013). Im infizierten Tumorgewebe wird das
Retinoblastom-Gen durch das HPV Onkoprotein E7 inaktiviert. Hierdurch entfallt die
hemmende Wirkung auf die p16-Transkription. Folglich resultiert eine p16-Uberexpression
(Liang et al., 2012; Reimers et al., 2007; Wiest et al., 2002). Jedoch besteht keine Garantie,
dass die Uberexpression wirklich durch eine HPV-Infektion verursacht und nicht evtl. durch
andere Signalwege eine verstarkte p16-Transkription initiiert wurde (M. Hoffmann et al.,
2010; Lewis et al., 2010).

5.1.3 Crystal-Violett-Assay

Fir die Proliferationsanalyse mittels dem Crystal-Violett-Assay wurden vier passende, gut
etablierte Zelllinien gewahlt: UD-SCC-2 (HPV positiv, AurkA homozygot Phe/Phe), UP-
SCC-154 (HPV positiv, AurkA heterozygot Phe/lle), UD-SCC-5 (HPV negativ, AurkA
homozygot Phe/Phe), sowie SAS (HPV negativ, AurkA heterozygot Phe/lle).

Viele Arbeitsgruppen verwenden fur die Bestimmung des antiproliferativen Effekts einer
Substanz auf die verschiedenen Zelllinien den MTT-Assay. Hierbei findet durch Reaktion

des verwendeten gelblichen Tetrazolimsalzes MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
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diphenyltetrazoliumbromid) in den Mitochondrien lebender Zellen ein Farbumschlag statt,
der letztendlich photometrisch erfasst und damit die katalytische Aktivitat der noch lebenden
Zellen gemessen werden kann (Alley et al., 1988; Mosmann, 1983; Vistica et al., 1991).
Jedoch besteht die Gefahr, dass die Ergebnisse durch Schwankungen dieser Aktivitat
beeinflusst und verfalscht werden konnen (Alley et al., 1988; Sliwka et al., 2016).

In der vorliegenden Arbeit wurde fur die Proliferationsanalyse unter anderem der Crystal-
Violett-Assay verwendet, eine modifizierte Methode des MTT-Assays. Da alle adharenten
und damit vitalen Zellen angefarbt und lysiert werden und anschlieend die optische Dichte
der Losung bestimmt wird, kdnnen so ebendiese Schwankungen ausgeschlossen werden
(Feoktistova et al., 2016).

5.1.4 Colony-Formations-Assay

Der Colony-Formations-Assay diente dazu, das Zellverhalten um den weiteren Aspekt des
klonogenen Uberlebens der vier Ziellinien zu bestimmen. Aufgrund der Ahnlichkeit zum
Crystal-Violett-Assay hinsichtlich der Durchfuhrung des Experiments erganzen sich diese
beiden Methoden sehr gut, um das Uberleben von Zellen zu untersuchen.

Berucksichtigen sollte man jedoch bei der Auswertung der Ergebnisse, dass bei diesem
Versuch allein die Anzahl der Kolonien, nicht jedoch deren GroRRe bewertet wird. Es ist daher
nicht moglich, Aussagen Uber das Verhalten einzelner Klone auf die Behandlung zu treffen.
Es wird beispielsweise nicht erhoben, ob Uberlebende Klone vielleicht sogar einen
Proliferationsschub nach der Behandlung mit dem Inhibitor erfahren, was wiederum auf
interessante Resistenzmechanismen hinweisen wirde. Um das Verhalten der einzelnen
Zellklone besser quantifizieren zu koénnen, ware es von Vorteil parallel
Proliferationsanalysen durchzufuhren. ldealerweise brauchte man eine Software, die
zusatzlich zur manuellen Auszahlung der Kolonien auch die Auswertung deren
Durchmesser ermoglichen wirde.

Zudem hangt das Ergebnis der handischen Auswertung der Anzahl der Kolonien vom
Untersucher selber ab. Mehrere Studien konnten inzwischen aufzeigen, dass die
Ergebnisse hierdurch sehr stark variieren konnen. Dies macht zum einen die
Vergleichbarkeit mit Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen nahezu unmdglich, zum anderen
lasst sich dadurch auch nur schwer die klinische Effizienz der zu untersuchenden

Therapiestrategien korrelieren (Lamana et al., 1999; Lumley et al., 1997; Powell et al., 2016).
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5.2 Diskussion des Kollektivs

Unser Kollektiv zeigt ahnliche Charakteristika wie das in der Literatur beschriebene
Patientenklientel bei Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich.

So waren mit ca. 80 % auch bei dem Kollektiv in der vorliegenden Arbeit weit mehr Manner
betroffen als Frauen. Am haufigsten war der Primartumor im Oropharynx lokalisiert. In der
Literatur werden vor allem Nikotin und Alkohol als zwei entscheidende Risikofaktoren fur die
Entstehung von HNSCC genannt (N. Johnson, 2001; N. W. Johnson et al., 1996; Wynder &
Stellman, 1977). Dies bestatigte sich auch in der vorliegenden Arbeit. Bei der Mehrheit der
Patienten wurde der Konsum der typischen Risikofaktoren Nikotin und Alkohol angegeben.
Wie in der Literatur beschrieben, zeigte sich auch bei dem Kollektiv dieser Arbeit bereits bei
Diagnosestellung ein lokal fortgeschrittenes Tumorleiden (Vermorken, 2005). Bei etwa
67,8 % der Patienten wurde die Erkrankung bei Erstdiagnose in ein Stadium Il oder IV
eingeteilt.

Die Kaplan-Meier-Analyse ergab ein 5-Jahres-Uberleben von etwa 63 %. Das mittlere
Uberleben des gesamten Patientenkollektivs lag bei 10,46 Jahren.

Da in Deutschland, im Gegensatz zu anderen Landern, wie z.B. den USA, kein einheitliches
Therapiekonzept standardmaflig durchgefihrt, sondern bei jedem Patienten die
Behandlung individuell je nach Stadium der Erkrankung, Allgemeinzustand sowie Wunsch
des Patienten angepasst wird, bestand bei dem untersuchten Kollektiv besonders die
Schwierigkeit im Vergleich der verschiedenen Behandlungsstrategien. So lagen viele
heterogene Therapieschemata vor, wodurch die Fallzahl in den einzelnen Gruppen oft sehr
gering war. Dies schrankt die Vergleichbarkeit insbesondere bei der Untersuchung des
Einflusses von Kombinationen aus mehreren Merkmalen deutlich ein. Auch die
Aussagekraft der einzelnen Ergebnisse ist hierdurch herabgesetzt. Daher ware
beispielsweise die Durchfuhrung einer Multicenterstudie von Vorteil, um die jeweiligen
Fallzahlen der zu untersuchenden Gruppen zu erhdhen und somit die Power der Studie zu

vergroflern.
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5.3 Vergleich der Ergebnisse in vitro und in vivo
5.3.1 Vergleich der Expression von Aurora-Kinasen, p-Akt Ser473 und Survivin

Aufgrund der Komplexitat des Zusammenwirkens von verschiedensten Proteinen und
Signalwegen hinsichtlich der Tumorentstehung wurde in der vorliegenden Arbeit die
Expression der Aurora-Kinasen A und B, sowie weiterer wichtiger Zellzyklus regulierender
Proteine mittels immunhistochemischer Farbung genauer evaluiert.

1998 fand erstmals der Nachweis statt, dass die Aurora-Kinase A in soliden Tumoren
uberexprimiert wird (Bischoff et al., 1998; Zhou et al., 1998). Auch im Tumorgewebe von
HNSCC-Patienten konnten erhdhte Aurora-Kinase A Proteinlevel detektiert werden (Mehra
et al., 2013). Dieselben Beobachtungen ergaben sich in der vorliegenden Arbeit. Fur die
Aurora-Kinase A zeigte sich eine statistisch hoch signifikante Uberexpression im
Tumorgewebe, verglichen mit korrespondierendem Normalgewebe (p-Wert < 0,0001).
Weitere wichtige Proteine in der Zellregulation und Zellproliferation stellen Survivin und p-
Akt Serd73 dar. Da besonders diese Stellschrauben in der Karzinogenese betroffen sind,
wurden zudem Farbungen von p-Akt Ser473, Survivin und p-Histon H3 angefertigt und in
die statistische Auswertung mit einbezogen.

Wie in der Literatur beschrieben, war auch in dem vorliegenden Patientenkollektiv eine
statistisch signifikante Uberexpression von p-Akt Ser473 (p-Wert = 0,014) und Survivin (p-
Wert = 0,003) im Tumorgewebe zu verzeichnen (Erpolat et al., 2012; Jaiswal et al., 2015;
Pedrero et al., 2005; Qi et al., 2010; P. L. Zhang et al., 2005). Die Uberexpression der
genannten Proteine verursacht eine chromosomale Instabilitat und tragt daher meist bereits
als fruher Schritt zur Karzinogenese bei (Bannister & Kouzarides, 2011; Dohi et al., 2004;
Testa & Bellacosa, 2001).

In unserem Kollektiv konnten einige statistisch signifikante Korrelationen zwischen den
einzelnen Markern p-Akt Ser473 und Survivin (p-Wert = 0,000002), Aurora-Kinase A und p-
Akt Serd473 (p-Wert = 0,028), Aurora-Kinase B und p-Akt Ser473 (p-Wert = 0,008), Aurora-
Kinase B und Survivin (p-Wert = 0,002), Aurora-Kinase A und B (p-Wert= 0,016), sowie
Aurora-Kinase B und Histon H3 (p-Wert = 0,029) detektiert werden.

Aufgrund der Komplexitat des Zusammenspiels bzw. der Interaktionen wahrend der Mitose
lassen sich diese Assoziationen erklaren (Erpolat et al., 2012). So hat Survivin nicht nur als
Inhibitor der Apoptose eine zentrale Rolle, sondern ist auch Teil des sogenannten
Chromosomalen Passenger Komplexes (Qi et al., 2010). Zusammen mit weiteren Proteinen
des Chromosomalen Passenger Komplexes, wie unter anderem der Aurora-Kinase B, ist
Survivin somit zudem an der Regulierung der Zellteilung beteiligt (Hochegger et al., 2013;

Knauer et al.,, 2007; Lens & Medema, 2003). Die Aurora-Kinase B abhangige
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Phosphorylierung von Histon H3 an Ser10 wird wiederum fur die Rekrutierung des
Chromosomalen Passenger Komplex bendtigt (Kitagawa & Lee, 2015).

Ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen Marker-Expression und klinischen
Daten zeigte sich fur die Tumorgrolde bei Erstdiagnose und der Expression von Aurora-
Kinase A (p-Wert = 0,009) bzw. p16'NK4 (p-Wert = 0,027).

Sowohl bei der Lymphknotenmetastasierung zeigte sich ein statistisch signifikanter
Zusammenhang mit der Expression von Survivin (p-Wert = 0,005) bzw. Aurora-Kinase A (p-
Wert = 0,010), als auch bei dem Stadium der Tumorerkrankung bei Erstdiagnose (Survivin
p-Wert = 0,016 bzw. Aurora-Kinase A p-Wert = 0,006).

Die Expression von p-Akt Ser473 (p-Wert = 0,003) und Aurora-Kinase A (p-Wert = 0,046)
korrelierte signifikant mit dem Grading des Tumors.

Die Ergebnisse stimmen mit den Angaben in der Literatur Uberein. So konnte bereits
mehrfach gezeigt werden, dass eine erhdhte Expression von Survivin mit einem
fortgeschrittenen Stadium der Erkrankung und gré3eren Primarius bei Erstdiagnose, einem
niedrigeren Differenzierungsgrad der Tumorzellen, sowie Lymphknotenmetastasierung
assoziiert ist (Dong et al., 2002; Ko et al., 2010; Lo Muzio et al., 2003; Marioni et al., 2006).
Dieselben Beobachtungen konnten ebenfalls flr die Aurora-Kinase A festgestellt werden
(Jeng et al., 2004; H. Zhang et al., 2012). Eine Uberexpression von p-Akt Ser473 korreliert
unter anderem mit dem Stadium der Tumorerkrankung, sowie mit dem Lymphknotenbefall
(Lim et al., 2005).

5.3.2 Zusammenhang zwischen AurkA-Polymorphismus und Aneuploidie

Beide Aurora-Kinasen A und B spielen eine Schlusselrolle im Zellteilungsprozess. Die
Aurora-Kinase A sorgt dabei malgeblich fur die korrekte Trennung der Zentrosomen
wahrend der Mitose, die Aurora-Kinase B bildet einen essentiellen Anteil des
Chromosomalen Passenger Komplexes (CPC) und ist dadurch hauptsachlich fir die
korrekte chromosomale Ausrichtung in der Aquatorialebene, sowie die Anheftung der
Mitosespindel am Kinetochor verantwortlich (Hochegger et al., 2013).

Inzwischen konnte schon vor vielen Jahren gezeigt werden, dass die Aurora-Kinase A in
Tumorzellen nicht nur haufig Uberexprimiert ist, sondern dass die erhdhten Level der Aurora-
Kinase A auch eine chromosomale Instabilitdt und dadurch Fehler bei der Zytokinese
verursachen und somit eine Aneuploidie nach sich ziehen (Giet et al., 2005; Marumoto et
al., 2005; Zhou et al., 1998).

Diese Beobachtung wurde in der Literatur auch speziell fiir die Uberexpression von Aurora-

Kinase B beschrieben (Boeckx et al., 2014; Gonzalez-Loyola et al., 2015).
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Bei der Untersuchung der Aneuploidie mittels Durchflusszytometrie in der vorliegenden
Arbeit konnten bei den homozygoten Zelllinien meist diploide und nur selten tetraploide
Zellen detektiert werden. Dahingegen lagen bei den heterozygoten Zelllinien vermehrt
tetraploide Zellen und damit eine verstarkte Aneuploidie vor. Diese Beobachtung wird unter
anderem durch die Resultate aus Vorarbeiten mit den Zelllinien SAS und UD-SCC-5 unter
Verwendung anderer Inhibitoren bestatigt (Baumann et al., 2018). Auch die Untersuchung
der Aneuploidie an den Zelllinien Cal27 (homozygote AurkA) und HN (heterozygote AurkA)
bestatigte, dass aneuploide Zellen nur bei der heterozygoten Zelllinie HN zu beobachten
waren. Hierbei konnte durch einen si-RNA-Knockdown der Aurora-Kinase B die Anzahl

aneuploider Zellen zusatzlich noch signifikant gesteigert werden (Pickhard et al., 2014b).

Die bisherigen in der Literatur beschriebenen Ergebnisse stimmen daher mit den
Beobachtungen der Western-Blot und FACS Analysen dieser Arbeit Uberein: Bei den
heterozygoten Zelllinien war zum einen die Expression der Aurora-Kinase B erhodht, zum
anderen eine verstarkte Aneuploidie zu detektieren. Somit |asst sich mutmalien, dass ein
heterozygoter Aurora-Kinase A Polymorphismus mit Aneuploidie assoziiert ist und eine
erhohte Protein-Expression von Aurora-Kinase B in diesem Zusammenhang eine wichtige
Rolle zu spielen scheint. Der genaue Mechanismus bleibt allerdings bis heute unklar. Eine
bessere Erkenntnis Uber die exakten Vorgange und Interaktionen wahrend des Zellzyklus

sollten in zukUnftigen Studien noch detaillierter untersucht werden.

5.3.3 Einfluss des HPV auf das Gesamtiiberleben

In den letzten Jahren konnte ein deutlich wichtigerer Effekt einer Infektion mit dem humanen
Papillomavirus in der Tumorentstehung gezeigt werden als bisher angenommen. Besonders
oropharyngeale Tumore sind mit dem Vorhandensein einer HPV-Infektion assoziiert
(Chaturvedi, 2012). In mehreren Studien konnte bei dieser Lokalisation ein HPV positiver
Status in 45-70 % der Falle detektiert werden (Hammarstedt et al., 2006). Die Inzidenz der
durch eine HPV-Infektion induzierten HNSCC im Oropharynx hat in den letzten Jahren
weiter deutlich zugenommen. Besonders unter den Mannern steigt die Neuerkrankungsrate
stark an (Chaturvedi et al., 2011; Gillison et al., 2015; Hong et al., 2010). Insgesamt variiert
die Pravalenz von HPV in HNSCC von ca. 25-43 %, ja nach Lokalisation und verwendeter
Methode zur Bestimmung des HPV-Status (Gillison et al.,, 2000; Kreimer et al., 2005;
McKaig et al., 1998; Mellin et al., 2000; Wilczynski et al., 1998). In der vorliegenden Arbeit

liel® sich ein HPV positiver Status sogar in 49,4 % der Falle nachweisen.
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Bereits viele Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass der HPV-Status nicht nur in der
Tumorentstehung einen entscheidenden Beitrag leistet, sondern auch einen wichtigen
prognostischen Marker fiir das Uberleben der Patienten mit HNSCC darstellt. Dabei
korrelierte ein HPV positiver Status mit einem verlangerten Gesamtuberleben (Ang et al.,
2010; Dok & Nuyts, 2016; Fakhry et al., 2008; Kimple & Harari, 2015; Lassen et al., 2009;
Lohaus et al., 2014). Dies konnte auch in der vorliegenden Arbeit bestatigt werden. Sowohl
bei den Proliferationsanalysen der Zellkultur (Crystal-Violett-Assay p-Wert = 0,011; Colony-
Formations-Assay p-Wert = 0,001) als auch bei der Auswertung der
Patientenuberlebensdaten, stellte sich ein HPV positiver Status als prognostisch gunstiger
Parameter fir das Gesamtuberleben heraus. Dies war bei dem gesamten Patientenkollektiv
sowie speziell bei den Patienten mit Cetuximab-Therapie zu beobachten. Besonders
ausgepragt zeigte sich der Einfluss des HPV-Status auf das Gesamtluberleben bei den
Patienten mit heterozygoter (Phe/lle) Aurora-Kinase A (p-Wert = 0,013).

Auch hinsichtlich des Therapieansprechens ergab sich die Tendenz eines gunstigen
Einflusses bei HPV-Positivitat (p-Wert = 0,082).

5.3.4 Einfluss des AurkA-Polymorphismus auf das Gesamtuberleben

Aufgrund ihrer wichtigen Rolle bei der korrekten Chromosomentrennung wahrend des
Zellzyklus ruckten die Aurora-Kinasen immer mehr in den Fokus bei der Erforschung der
Karzinogenese. Inzwischen konnten zahlreiche Studien zeigen, dass die Aurora-Kinase A
bei der Entstehung multipler verschiedener Tumorentitaten beteiligt ist. Hierzu gehoéren
neben HNSCC beispielsweise das kleinzellige Lungenkarzinom, sowie Leber-, Pankreas-,
Osophagus-, Kolorektal-, Mamma- und Harnblasenkarzinome (Akkiz et al., 2010; Baba et
al., 2009; Jeng et al., 2004; Lam et al., 2008; D. Li et al., 2003; Milam et al., 2007; Ogawa
et al., 2008; Royce et al., 2004; Sen et al., 2002; Sun et al., 2011; E. Tanaka et al., 2005; R.
Wang et al., 2009; S. B. Yang et al., 2007).

Zudem konnte regelmaBig die Uberexpression der Aurora-Kinase A im Tumorgewebe
nachgewiesen werden. Dies Kkorrelierte nicht nur mit dem Differenzierungsgrad der
Erkrankung und mit der Tumorprogression, sondern auch mit einem verklrzten
Gesamtluberleben der Patienten (Neben et al., 2004; Reiter et al., 2006; Tong et al., 2004;
H. Zhang et al., 2012). Diese Beobachtungen konnte Reiter et al. ebenfalls bei Patienten
mit HNSCC feststellen (Reiter et al., 2006).

Zudem besteht die Annahme, dass die Aurora-Kinase A die Zellmigration und -invasion in
HNSCC initiiert (Wu et al., 2016).
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Neben der Uberexpression stellten mehrere Studien diese Assoziationen auch zwischen
dem Genotyp der Aurora-Kinase A und dem klinischen Outcome der Patienten fest (Miao et
al., 2004). Dennoch wird bis heute die prognostische Aussagekraft des AurkA-
Polymorphismus auf das Gesamtiuberleben kontrovers diskutiert. Auch Ergebnisse unserer
Arbeitsgruppe konnten keine Assoziation zwischen dem Aurora-Kinase A Polymorphismus
und dem Gesamtliberleben der Patienten aufzeigen (Baumann et al., 2018; Pickhard et al.,
2014b). Jedoch bestatigt sich in der Literatur eindeutig der Verdacht, dass der Aurora-
Kinase A Polymorphismus das Risiko, eine Tumorerkrankung zu entwickeln, deutlich erhoht
(Tang et al.,, 2013). Zudem spielt dieser eine entscheidende Rolle fur das
Therapieansprechen der Patienten. So korrelierte 2014 in einer Studie unserer
Arbeitsgruppe in vitro der Aurora-Kinase A Polymorphismus statistisch signifikant mit dem
Ansprechen auf eine Behandlung mit dem EGF-Rezeptor-Antikdrper Cetuximab. Wahrend
bei der HNSCC-Zelllinie mit homozygoter Phe/Phe Variante der Aurora-Kinase A durch die
Cetuximab-Therapie eine deutliche Reduktion des klonogenen Uberlebens méglich war,
konnte fur die Zelllinie mit heterozygoter Phe/lle Aurora-Kinase A kein Ansprechen
verzeichnet werden. Die Inhibition der Aurora-Kinase A mit spezifischer siRNA in
Kombination mit Cetuximab flhrte auch bei der heterozygoten Zelllinie zu einem statistisch
signifikanten Therapieansprechen (Pickhard et al., 2014b).

Auch in einer nachfolgenden Arbeit 2018 bestatigte sich in vitro die Relevanz des Aurora-
Kinase A Polymorphismus hinsichtlich des Therapieansprechens. Die Korrelationsanalysen
ergaben ein signifikant besseres Ansprechen auf die spezifische Inhibitionstherapie bei der
AurkA heterozygoten Phe/lle Zelllinie (Baumann et al., 2018).

Die variierenden Ergebnisse lassen sich durch vielerlei Aspekte begrinden. Zum einen
wurden unterschiedliche Behandlungen eingesetzt. In der friiheren Studie wurde gezielt die
Behandlung mit dem monoklonalen Antikérper Cetuximab untersucht, wohingegen in der
spateren Arbeit Docetaxel mit spezifischen Aurora-Kinase Inhibitoren verwendet wurde.
Zum anderen stammten 2014 die Ergebnisse der Uberlebensdaten aus einem Colony-
Formations-Assay, wahrend 2018 der Crystal-Violett-Assay zum Einsatz kam.

Die Hauptursache der unterschiedlichen Ergebnisse durfte jedoch darin liegen, dass 2014
der HPV-Status aulRer Acht gelassen wurde. Wie sich inzwischen herauskristallisiert hat,
spielt dieser jedoch eine wichtige Rolle sowohl als prognostischer, als auch als pradiktiver

Marker und kann daher durchaus zu den abweichenden Resultaten gefuhrt haben.

Auch in der vorliegenden Arbeit waren die in vitro durchgefuhrten Proliferations- bzw.

Uberlebensanalysen mit einem besseren Ansprechen der heterozygoten AurkA (Phe/lle)
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Zelllinien vergesellschaftet. Besonders lief3 sich das Zellwachstum bei der Kombination aus
HPV positivem Status und heterozygotem (Phe/lle) Aurora-Kinase A Polymorphismus

inhibieren.

Bei dem vorliegenden Patientenkollektiv war die homozygote Phe/Phe Variante im
Tumorgewebe mit 52,2 % ofter vertreten als die heterozygote Phe/lle mit 44,2 %. Auch im
Normalgewebe waren der homozygote Phe/Phe Aurora-Kinase A Polymorphismus ofter
anzutreffen, namlich Phe/Phe zu 58,5 % und Phe/lle zu 41,5 %. Die zweite homozygote
Variante lle/lle war im Tumorgewebe zu 3,6 % und im Normalwebe zu 0 % vorhanden. Die
nahezu gleiche Verteilung von homozygotem Phe/Phe und heterozygotem Phe/lle
Polymorphismus im Tumorgewebe entspricht den Resultaten aus Vorarbeiten unserer
Arbeitsgruppe (Pickhard et al., 2014b). Im Gegensatz dazu war jedoch in dieser Arbeit keine
Verschiebung des Verhaltnisses von homozygotem Phe/Phe und heterozygotem Phe/lle
Aurora-Kinase A Polymorphismus im Normalgewebe zu beobachten (Pickhard et al., 2014b).
Ein moglicher Grund hierfur kdnnte sein, dass in diesem Kollektiv aufgrund der
retrospektiven Untersuchung nur wenige Gewebeproben aus Normalgewebe der Patienten
zur Verfugung standen, und damit die Fallzahlen nur gering waren.

Die Auswertung der Uberlebensdaten ergab einen prognostischen Vorteil hinsichtlich des
GesamtlUberlebens bei Vorliegen der homozygoten (Phe/Phe) Variante der Aurora-Kinase
A (p-Wert = 0,048).

Wahrend in der Zellkultur der Inhibitor Cetuximab bzw. die Kombination aus Cetuximab und
Docetaxel als primare Behandlung eingesetzt wurde, kam bei den Patienten die Gabe von
Cetuximab meist erst im palliativen Setting zum Einsatz. Dies hat zur Folge, dass die
Mehrheit der HNSCC-Patienten in dem rekrutierten Kollektiv zuvor bereits multiple
Therapieschemata durchlaufen hatten, unter anderem mehrere
Kombinationsbehandlungen unterschiedlicher Chemotherapeutika. Die Uberlebensdaten
prasentieren daher einen langfristigen Effekt mit evtl. bereits Vorliegen von komplexen
Resistenzen. Es stellt sich daher zum einen die Frage: hat moglicherweise ein heterozygoter
Phe/lle Aurora-Kinase A Polymorphismus zwar anfangs einen prognostischen Vorteil,
jedoch andert sich dies im Laufe der Zeit bzw. bei Zustand nach Vorbehandlung und damit
zusatzlicher Resistenzentwicklung.

Zudem basieren die Resultate der in vitro Versuche nur auf den Ergebnissen der vier

Zelllinien und somit nur auf jeweils einer Zelllinie pro Merkmalskombination aus HPV-Status
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und Aurora-Kinase A Polymorphismus. Daher ist es schwierig von dem Verhalten einer
Zelllinie allgemeine Ruckschlusse zu ziehen.

Da zusatzlich im untersuchten Patientenkollektiv mehr HPV negative Patienten vorliegen,
stellt sich der statistische Effekt des Aurora-Kinase A Polymorphismus weniger ausgepragt
dar. Dies wird noch deutlicher, wenn die Ergebnisse aus dem Crystal-Violett-Assay
betrachtet werden: So zeigte sich nur bei zusatzlicher Gabe von Docetaxel zu Cetuximab-
Behandlung ein statistisch signifikant besseres Ergebnis der Zelllinien mit heterozygotem
Aurora-Kinase A Polymorphismus, wahrend bei der Cetuximab-Monotherapie kein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen den beiden Varianten des Aurora-Kinase A
Polymorphismus hinsichtlich des Ansprechens verzeichnet werden konnte. In vivo ist dieser
Unterschied aufgrund der multiplen Vortherapien der Patienten aullerst schwer zu

detektieren.

5.3.5 Vergleich Monotherapie mit Kombinationstherapie

Etwa 30-60 % der HNSCC-Patienten erleiden im Laufe ihrer Erkrankung ein Lokalrezidiv
und/oder Fernmetastasen (Peron et al., 2014). Seitdem die EXTREME Studie ein statistisch
signifikant besseres Gesamtiberleben und progressionsfreies Uberleben fiir Patienten mit
fortgeschrittenem HNSCC bei zusatzlichem Einsatz von Cetuximab zu Cisplatin und 5-
Fluoruracil zeigen konnte, gilt die platinbasierte Kombination mit Cetuximab und 5-FU als
sogenannte First-Line Therapie bei lokal fortgeschrittenem oder bereits metastasiertem
HNSCC (Mehra et al., 2008; Pendleton & Grandis, 2013; Vermorken et al., 2008).
Aufgrund der hohen Toxizitat einer platinbasierten Chemotherapie eignen sich hierfur
jedoch nur wenige Patienten (Peron et al., 2012). Fur Patienten in zu schlechtem
Allgemeinzustand, als auch fir Patienten, die unter der platinbasierten Chemotherapie in
Kombination mit Cetuximab einen weiteren Progress ihrer Tumorerkrankung erleiden, hat
sich als sehr effektive Alternative die Kombinationstherapie aus Cetuximab und einem Taxol
erwiesen (Hitt et al., 2012; Peron et al., 2012; Ritter et al., 2016). Allerdings handelt es sich
hierbei noch um keine standardisierte Second-Line Therapie (Echarri et al., 2016).

Sowohl in den Zellkulturversuchen der vorliegenden Arbeit, als auch im Patientenkollektiv
wurde die Kombinationsbehandlung aus Cetuximab und Docetaxel genauer untersucht.

In den Zellkulturversuchen war eindeutig der Trend hinsichtlich des besseren Ansprechens
der kombinierten Gabe aus Cetuximab und Docetaxel bei den Zelllinien mit heterozygoter
Aurora-Kinase A erkennbar. Bei heterozygoter Aurora-Kinase A und HPV-Positivitat konnte

die Proliferationshemmung sogar durch die zusatzliche Verwendung von Docetaxel
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nochmals hoch signifikant im Vergleich zum alleinigen Cetuximab-Einsatz verstarkt werden
(p-Wert = 0,0017).
Dahingegen zeigte sich keinerlei Unterschied in der Proliferationshemmung bzw. im

klonogenen Uberleben bei Vorliegen des homozygoten Aurora-Kinase A Polymorphismus.

Im Gegensatz zu den experimentellen Versuchen konnte in vivo kein verlangertes
Gesamtuberleben bei den Patienten mit der Kombination aus Cetuximab und einem Taxol
beobachtet werden. Da auch in unserem Patientenkollektiv in der Regel ein Taxol erst sehr
spat im palliativen Setting als Kombinationspartner fur Cetuximab gewahlt wurde, ist das
Vorliegen von mehreren bzw. komplexeren Resistenzen sehr wahrscheinlich. Der fehlende

Uberlebensvorteil ware dadurch erklarbar.
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6 Ausblick

Die Schwierigkeit im Verstandnis und damit auch in der Therapie von Patienten mit
Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich liegt vor allem in der Heterogenitat der

Tumore.

Um den Einfluss des Aurora-Kinase A Phes1lle-Polymorphismus genauer untersuchen zu
konnen, ware als nachster Schritt die Durchfihrung einer prospektiven Studie im palliativen
Setting von Vorteil. So ware es moglich, von vornherein die gewlnschten Merkmale fir alle
Patienten vollstandig zu erheben und homogene Therapiegruppen zu bilden. Somit lielze
sich der Effekt des HPV-Status und vor allem auch des Aurora-Kinase A Polymorphismus
genauer eruieren.

Auch sollten fur jeden Patienten sowohl Gewebeproben vom Primarius, als auch von den
jeweiligen Rezidiven gewonnen werden, um molekulare Unterschiede im Verlauf der

Erkrankung detektieren zu konnen.

Die einheitliche Beobachtung einer Assoziation zwischen dem Vorliegen der heterozygoten
Variante der Aurora-Kinase A und Aneuploidie zeigt, dass dies eine wichtige SchlUsselrolle
in der Erforschung der Prognose, als auch des Therapieansprechens der Tumorerkrankung
zu sein scheint.

Aufgrund der wesentlichen Bedeutung der inkorrekten Zellteilung und der daraus
resultierenden Aneuploidie im Rahmen der Karzinogenese, sollte in weiteren Studien ein
besonderes Augenmerk auf die Untersuchung der mdglichen Unterschiede im Zellzyklus
bei Tumorgewebe mit unterschiedlichem Aurora-Kinase A Polymorphismus gerichtet
werden: Beispielsweise kénnte die Anordnung der Chromosomen an der Aquatorialebene,
als auch die anschlief3ende Verteilung zu den Zellpolen einen Hinweis liefern, weshalb der

Aurora-Kinase A Polymorphismus das Uberleben der Zellen beeinflusst.
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7 Zusammenfassung

Das Augenmerk der vorliegenden Arbeit lag darin, den Einfluss des HPV-Status und des
Aurora-Kinase A Phesille-Polymorphismus auf das Gesamtlberleben bzw. das

Therapieansprechen sowohl in vitro, als auch in vivo genauer zu beleuchten.

HierfUr wurden Patientendaten hinsichtlich des Einflusses des HPV-Status und des Aurora-
Kinase A Polymorphismus auf das Gesamtiberleben bzw. das Therapieansprechen auf
Cetuximab ausgewertet. Zudem wurden passende Zellkulturversuche und anschliel3end
Proliferationsanalysen durchgefuhrt.

Die vorliegenden Ergebnisse in vitro als auch in vivo konnten zeigen, dass ein positiver
HPV-Status mit einem verlangertem Gesamtliberleben korreliert, sowie mit einem guten
Ansprechen in der Zellkultur einhergeht.

Zudem zeigte sich, dass der Aurora-Kinase A Polymorphismus eine grof3e Rolle hinsichtlich
der Einschatzung der Prognose und des Therapieansprechens spielt. Nicht nur in der
Zellkultur konnte ein statistisch signifikanter Effekt des Aurora-Kinase A Polymorphismus
auf die Proliferation detektiert werden, sondern sogar in dem erschwerten Setting einer
retrospektiven Studie mit multipel vorbehandelten Patienten war eine prognostische
Aussagekraft bzgl. des Gesamtuberlebens und des Therapieansprechens auf Cetuximab

des Aurora-Kinase A Polymorphismus beobachtbar.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass neben dem HPV-Status auch der Aurora-
Kinase A Phes1lle-Polymorphismus einen mdglichen pradikativen als auch prognostischen
Marker bei Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich darstellt und das
Therapieansprechen beeinflusst.

Diese Arbeit stellt eine Grundlage dar, auf die weitere prospektive Studien aufgebaut

werden kdnnen, um hiervon in der Zukunft Behandlungsempfehlungen ableiten zu kdnnen.
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Tab. 38: Ubersicht der unterschiedlichen Marker-Korrelationen (Korrelations-Analyse nach Spearman)
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8.4.2 Western-Blot: Semidry-Blot Methode
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Abb. 43: Ergebnisse des Western-Blots nach verlangerter (48 h) Inkubation
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