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EINLEITUNG

A  Einleitung

Tumore des  Kopf-Hals-Bereiches stellen  weltweit die funfthaufigste
Tumorerkrankung dar (Hayes, Van Waes, & Seiwert, 2015). Die Rate maligner
Erkrankungen im Kopf-Hals-Bereich - Osophagus- und Schilddriisenmalignome
ausgenommen - liegt zum aktuellen Zeitpunkt bei ca. 600.000 - 700.000
Neuerkrankungen mit ca. 380.000 Todesfallen pro Jahr, sodass diese Entitat eine
wesentliche Ursache fur Morbiditat und Mortalitat darstellt (Cancer Genome Atlas,
2015; Ferlay et al., 2015; Hayes et al., 2015; Torre, Bray, Siegel, Ferlay, Lortet-
Tieulent, & Jemal, 2015). Mehr als 90% aller bosartigen Tumore des Kopf-Hals-
Bereiches sind histologisch gesehen Plattenepithelkarzinome, die sich im oberen
Aerodigestivtrakt entwickeln (Klein & Grandis, 2010). Unter dem Begriff ,Kopf-Hals-
Tumore® wird eine Gruppe histologisch und atiologisch heterogener Tumore
unterschiedlicher anatomischer Lokalisationen des Kopfes und des Halses
zusammengefasst (Burian, Selzer, & Kornek, 2002). Betroffene Lokalisationen dieser
malignen Tumore sind: die Lippen, die Mundhohle, der Mundboden, die Zunge, der
Gaumen, das Zahnfleisch, die Speicheldrisen, der Rachen (Pharynx), der Kehlkopf
(Larynx), das Mittelohr sowie die Nasenhohle und die Nasennebenhohle — die am
haufigsten betroffenen Regionen sind dabei die Mundhohle, der Pharynx und der
Larynx (Klein & Grandis, 2010; Reiche, 2003).

Die Patienten erkranken zum Grol3teil in der funften bis sechsten Lebensdekade; ca.
25% erkranken jedoch in einem Alter von mehr als 70 Jahren (Huang et al., 2011;
Kruse, Bredell, Luebbers, & Gratz, 2010; Muir, Fraumeni, & Doll, 1994; Pisani,
Parkin, Bray, & Ferlay, 1999; Syrigos, Karachalios, Karapanagiotou, Nutting,
Manolopoulos, & Harrington, 2009). Die Zunahme an Erkrankungen im hoheren Alter
wird auf die immer hohere Lebenserwartung zurickgefuhrt (Syrigos et al., 2009).
Insgesamt sind ungefahr 3/4 der betroffenen Patienten Manner, wobei dies je nach
Land stark variiert (Torre et al., 2015). Frauen sind insgesamt seltener von dieser
Krebsart betroffen und erkranken durchschnittlich ca. 5 Jahre spater (Robert Koch-
Institut (Hrsg.), und die Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in
Deutschland e.V. (Hrsg.), 2012). Ein Grund, weswegen Frauen seltener an HNSCC
(head and neck squamous cell carcinoma) erkranken als Manner ist, dass sie im
Mittel weniger die beiden Hauptrisikofaktoren, Rauchen und Alkoholkonsum,
aufweisen (Simard, Torre, & Jemal, 2014). Diverse Studien berichten jedoch Uber
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EINLEITUNG

eine sichtbare Angleichung der Inzidenz dieser Tumore bei Frauen und Mannern,
was am ehesten auf ein immer ahnlicheres Konsumverhalten in Bezug auf die
Hauptrisikofaktoren zurlckzufuhren ist (El-Husseiny et al., 2000; Thun, Peto,
Boreham, & Lopez, 2012).

Die Entstehung von HNSCC hat vielfaltige Ursachen und ist mit verschiedenen
Noxen und Infektionen assoziiert worden. Darunter fallen der Konsum von Tabak und
Alkohol, eine ungesunde Ernahrung, mangelnde Mundhygiene, das Betelnusskauen
sowie Infektionen mit HPV und EBV (Gillison, 2007; Klein & Grandis, 2010; Lopez,
Mathers, Ezzati, Jamison, & Murray, 2006; Wen et al., 2010). Als Hauptrisikofaktoren
werden vor allem der Konsum von Tabak und Alkohol angesehen, wobei das Risiko
bei kombiniertem Konsum mehrfach potenziert wird (Andre, Schraub, Mercier, &
Bontemps, 1995; Hashibe et al., 2007; Olsen, Sabroe, & Ipsen, 1985; Pezzuto et al.,
2015). In den letzten Jahren sind aul’erdem Infektionen mit Viren in den Fokus
geruckt — hierbei wurde eine Assoziation von Nasopharynx-Karzinomen mit Epstein-
Barr-Virus (EBV)-Infektionen gefunden (Yap, Hassan, Chan, Choo, & Ravichandran,
2007). Zusatzlich spielen Infektionen mit humanen Papillomviren (HPV),
insbesondere HPV 16 und 18 eine entscheidende Rolle in der Entwicklung einiger
Karzinome (Leemans, Braakhuis, & Brakenhoff, 2011; Premoli-De-Percoco, Ramirez,
& Galindo, 1998; Ragin, Modugno, & Gollin, 2007). Die Beteiligung von HPV an der
Entstehung von Kopf-Hals-Tumoren wurde erstmals vor knapp uber 30 Jahren
beschrieben (K. Syrjanen, Syrjanen, & Pyrhonen, 1982; K. Syrjanen, Vayrynen,
Castren, Mantyjarvi, Pyrhonen, & Yliskoski, 1983). Infektionen mit HPV sind
nachgewiesen vor allem bei Oropharynx-Karzinomen relevant (Chaturvedi et al.,
2013; D'Souza et al., 2007). Interessant ist hierbei, dass in den USA in den Jahren
von 1984-1989 nur 16,3% der Oropharynx-Karzinome HPV-positiv waren,
wohingegen es in den Jahren 2000-2004 bereits Uber 70% waren (Chaturvedi et al.,
2013; Pytynia, Dahlstrom, & Sturgis, 2014). Insgesamt konnte in den
Industrienationen eine Abnahme von Mundhdhlenkarzinomen verzeichnet werden,
analog zur Abnahme des Tabakkonsums (Chaturvedi et al., 2013; Franceschi, Bidoli,
Herrero, & Munoz, 2000). Gleichzeitig konnte aber eine Zunahme der Oropharynx-
Karzinom Inzidenz beobachtet werden (Chaturvedi et al., 2013; Gollin, 2014). Dies
wird vor allem auf die Zunahme der HPV-assoziierten Oropharynx-Karzinome
zuruckgefuhrt (Hong et al., 2010; Mehanna, Jones, Gregoire, & Ang, 2010; Nasman
et al., 2009; S. Syrjanen, 2004; Tachezy et al., 2005). In einer 2014 veroffentlichten
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Metaanalyse wurden insgesamt mehr als 12.000 HNSCC auf ihren HPV-Status hin
Uberpruft. Insgesamt waren 45,8% der Oropharynx-Karzinome HPV-positiv, wahrend
bei den Karzinomen der Mundhohle die Rate deutlich geringer, jedoch immer noch
bei 24,2% lag (Ndiaye et al., 2014). Patienten mit HPV-assoziierten
Tumorerkrankungen neigen insgesamt dazu deutlich junger zu sein und weisen nicht
die klassischen Risikofaktoren, Alkohol- und Tabakkonsum auf (Chaturvedi et al.,
2011; Lajer & von Buchwald, 2010). In den letzten Jahren ist das Interesse an diesen
Tumoren stetig gestiegen, was neben der steigenden Inzidenz vor allem damit
zusammenhangt, dass die Prognose der Patienten hierdurch beeinflusst wird. Fakhry
et al. haben beispielsweise in einer der ersten prospektiven klinischen Studien eine
signifikant héhere Uberlebensrate von Patienten mit HPV-positiven Tumoren im
Gegensatz zu Patienten mit HPV-negativen Tumoren nachweisen konnen (Fakhry et
al., 2008). Auch andere Studien konnten zeigen, dass Patienten mit HPV-positiven
Tumoren eine insgesamt langere Uberlebenszeit aufweisen als HPV-negative
Tumorpatienten (Pytynia et al., 2014). Dies wird aktuell auf die geringere Rate der
chromosomalen Aberrationen von HPV-positiven Tumoren, auf ein besseres
Ansprechen auf eine Strahlen- und Chemotherapie sowie eine damit einhergehende
bessere lokoregionale Kontrolle zurtickgefuhrt (Ang et al., 2010; Ang & Sturgis, 2012;
Gollin, 2014; Posner et al.,, 2011; Pytynia et al., 2014; Tribius, Ihloff, Rieckmann,
Petersen, & Hoffmann, 2011; Westra, 2009). Des Weiteren konnte gezeigt werden,
dass die Entwicklung von HPV-positiven HNO-Tumoren unabhangig von den
Risikofaktoren Alkohol und Tabak stattfindet (Applebaum et al., 2007).

Histopathologisch sind Plattenepithelkarzinome, auch bekannt als Spinaliome,
spinozellulare Karzinome oder Stachelzellkrebs, maligne Tumore der Haut und
Schleimhaut, welche sich aus den Zellen des Stratum spinosum entwickeln. Die
Einteilung erfolgt in verhornende und nicht verhornende Karzinome; der Grad der
Verhornung vermindert sich mit dem Grad der Malignitat und Entartung.
Plattenepithelkarzinome entwickeln sich im Allgemeinen Uber mehrere Vorstufen,
sog. Prakanzerosen: diese beginnen klassischerweise mit einer epithelialen
Hyperplasie, entwickeln sich weiter Uber eine Dysplasie zum Carcinoma in situ und
schliel3lich zum invasiven Karzinom. Es handelt sich hierbei um histologisch
definierte Veranderungen, die, vergleicht man sie mit normalem Plattenepithel, sich
durch ein erhdhtes Risiko fur eine maligne Entartung auszeichnen — dabei ist ein
Ubergang zur nachsten Stufe nicht zwangslaufig erforderlich. Eine Hyperplasie ist
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definiert durch eine vermehrte Zellteilung und einer damit zusammenhangenden
Erhéhung der Zellanzahl im betroffenen Gewebe. Beim Ubergang zur Dysplasie
verandert sich die Gewebestruktur und die Zelldifferenzierung nimmt ab. Der
Ubergang einer Dysplasie zum Carcinoma in situ ist flieRend: es treten hohere
Zellteilungsraten in allen Zellschichten, sowie ein fortschreitender Verlust des
Differenzierungsgrades auf. Die maligne Veranderung bis hin zu einem invasiven
Karzinom, das definitionsgemald die Basalmembran durchbricht und benachbarte
Gewebestrukturen infiltriert, kann eine Latenzzeit von mehreren Jahren haben
(Riede, Werner, & Freudenberg, 2009). Sind im Vorfeld maligne HNO-Tumore
entstanden, kénnen sich des Ofteren im (brigen Aerodigestivirakt weitere
Prakanzerosen oder Karzinome entwickeln, was Slaughter et al. (1953) mit dem
Begriff der ,Feldkanzerisierung”“ beschrieben haben. Hier wird ein Zusammenhang
hergestellt, zwischen der langjahrigen Exposition eines Gewebes mit kanzerogenen
Stoffen, im Falle der hier beschriebenen Tumore, Tabak und/oder Alkohol, und der
damit verbundenen Entwicklung multipler Tumoren dieser grof3flachig exponierten
Gewebeareale (Slaughter, Southwick, & Smejkal, 1953). Das Ganze wurde durch
den Nachweis molekularer Veranderungen von Geweberegionen mit grof3flachigen
Neoplasien im Aerodigestivtrakt verifiziert (Braakhuis, Tabor, Kummer, Leemans, &
Brakenhoff, 2003; Ha & Califano, 2003). Eine anderes Modell geht von sog.
,expandierenden Feldern“ aus: im Vergleich zu Slaughters Theorie, in welcher
Gewebeareale durch Noxen geschadigt und somit verandert werden, wird hier
angenommen, dass eine veranderte Vorlauferzelle klonal expandiert und das
umliegende Gewebe infiltriert (Scholes et al., 1998; Tabor et al., 2002).

Das Stadium von Kopf-Hals-Tumoren wird an Hand der TNM-Klassifikation (Tumor,
Nodus, Metastasis) der Union internationale contre le cancer (UICC) eingeteilt —
dabei hat jede anatomische Tumor-Lokalisation eine eigene definierte Klassifikation
(Wittekind & Meyer, 2010). Die TNM-Klassifikation der Karzinome der Mundhdhle
kann Anhang 1 entnommen werden und kann als Anhalt fir die Einteilung anderer
Kopf-Hals-Tumore verwendet werden.

Kopf-Hals-Tumore werden mittels Chirurgie, Chemotherapie und Strahlentherapie
behandelt. Heutzutage besteht die Therapie vornehmlich aus interdisziplinaren und
multimodalen Kombinationsbehandlungen (Kessler et al., 2007). Die Therapie sollte
bei allen Patienten individuell gestaltet werden und erfolgt in Abhangigkeit der
jeweiligen Tumorlokalisation, histologischer bzw. pathologischer Befunde, von
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Befunden bildgebender Verfahren (u. a. Computertomographie,
Magnetresonanztomographie, Positronen-Emissions-Tomographie) sowie des Alters
und des Allgemeinzustandes des Patienten. |dealerweise sollte die Planung der
Therapie durch ein interdisziplindres Arzteteam erfolgen, in welchem Chirurgen,
Strahlentherapeuten, Onkologen sowie Pathologen gemeinsam die jeweilige
Therapiestrategie festlegen. Dabei stehen der Erhalt der physiologischen Funktion
bei gleichzeitiger lokaler Tumorkontrolle und maoglichst geringem Rezidivrisiko im
Vordergrund (Dimery & Hong, 1993). Die Chirurgie ist weiterhin die Methode der
Wahl in der Therapie von Kopf-Hals-Tumoren; das vornehmliche Ziel ist dabei die
vollstandige Entfernung des Tumors (RO-Resektion) sowie ggf. vorhandener
Lymphknotenmetastasen (Burian et al., 2002). Eine Operation, bei der zusatzlich zur
kompletten Resektion des Tumors auch alle regionalen Lymphknoten entfernt
werden, wird als ,Neck Dissection“ bezeichnet. Eine radikale ,Neck Dissection® liegt
vor, wenn zusatzlich zu den Lymphknoten folgende anatomische Strukturen entfernt
werden: V. jugularis interna, M. sternocleidomastoideus sowie der N. accessorius
(Robbins et al., 2002). Wenn es die Lokalisation sowie die Ausdehnung des Tumors
gestatten, wird versucht die Funktion so weit es geht zu erhalten (funktionelle ,Neck
Dissection®). Heutzutage wird zwischen elektiver, selektiver und (modifiziert)
radikaler ,Neck Dissection® unterschieden (Burian et al., 2002). Teilweise ist auf
Grund der Lage bzw. der Ausdehnung des Tumors nicht immer eine Resektion
moglich, sodass neben der Chirurgie vor allem die Strahlentherapie Anwendung bei
der Behandlung von Kopf-Hals-Tumoren findet. Die Strahlentherapie wird
vornehmlich als perkutane Therapie mit sog. Linearbeschleunigern durchgefuhrt. Die
Strahlentherapie kann einerseits als alleinige Behandlungsmethode bei inoperablen
Tumoren, zu hohem  Operationsrisiko des Patienten (hohes Alter,
Begleiterkrankungen, etc.) oder auch in Kombination mit einer Chemotherapie
erfolgen. Des Weiteren wird sie als zusatzliche MaRnahme zur Verkleinerung von
Tumoren vor (neoadjuvant) oder, um verbliebene Tumorreste zu behandeln, nach
(adjuvant) einer Operation angewendet (Burian et al., 2002; Eich et al., 2008). Solche
Konzepte, bei denen Chirurgie, Strahlentherapie und/oder Chemotherapie simultan
eingesetzt werden, zeigen gute Erfolge in der Behandlung vor allem fortgeschrittener
Tumore. Hierbei wurden positive Resultate mit neoadjuvanten Radio-
Chemotherapien erbracht (Eich et al., 2008). Patienten, die auf diese Art und Weise
behandelt wurden, zeigten ein signifikant langeres, rezidivireies Uberleben, wenn
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man diese mit adjuvant behandelten Patienten vergleicht (Kessler et al., 2007;
Kessler, Grabenbauer, Leher, Bloch-Birkholz, Vairaktaris, & Neukam, 2008; Mohr et
al., 1994). Tumore von Patienten, die initial auf Grund der Grof’e und/oder
Lokalisation des Tumors nicht operabel sind, konnen mittels neoadjuvanter Therapie
verkleinert und damit resektabel werden. Dennoch ist die neoadjuvante
Strahlentherapie nicht bei allen HNSCC als Standardtherapie zu werten. Aktuell
besteht die Standardtherapie lokal fortgeschrittener aber resektabler HNSCC aus
einer primaren chirurgischen Resektion, gefolgt von einer, je nach den individuellen
Umstanden, Radio- oder Radiochemotherapie (Vishak, Rangarajan, & Kekatpure,
2015). Die Chemotherapie ist bei bestimmten Patienten und lokal fortgeschrittenen
Tumoren vorzuziehen (Georges et al., 2014). Letztendlich hangt die Behandlung
immer von verschiedenen Faktoren ab (u. a. vom Alter, Begleiterkrankungen des
Patienten, der Tumorausdehnung und -lokalisation). Das Ziel jeder Therapie ist die
Tumorerkrankung so gut es geht zu behandeln und gleichzeitig die Lebensqualitat
soweit wie moglich zu erhalten. In den letzten 20 bis 30 Jahren konnten einige
Fortschritte in den Gebieten der Krebsforschung von Kopf-Hals-Tumoren erreicht
werden, sowohl in der Grundlagenforschung als auch in Bezug auf neue
Therapieansatze. Die 5-Jahres-Uberlebensrate in diesem Zeitraum hat sich
erstaunlicherweise jedoch nicht wesentlich verandert: diese liegt immer noch bei nur
40-50% (Cancer Genome Atlas, 2015; Leemans et al., 2011; Wolff et al., 2012). Die
Grunde hierfur sind noch nicht vollstandig geklart. Eine wichtige Rolle spielen hier
jedoch lokale Rezidive, Metastasierung, die Entwicklung weiterer Ilokaler
Primartumore sowie Resistenzen gegenuber der Strahlen- und Chemotherapie
(Leemans et al.,, 2011). Neue Therapiestrategien mit Antikdrpern oder Inhibitoren
zielen auf molekulare, therapeutische Zielmolekule (,targeted therapy®) in
deregulierten Signalwegen und damit auf eine zielgerichtete Behandlung von
Tumorerkrankungen ab (Leemans et al., 2011). Die Uberexpression des Epidermal
Growth Factor Receptor (EGFR) tritt in fast allen HNSCC auf und korreliert mit einem
fortgeschrittenen Krankheitsstadium, einer vermehrten Lymphknotenmetastasierung
sowie einem schlechteren Uberleben (Dassonville et al., 1993; Georges et al., 2014;
Xia et al.,, 1999). Ein wichtiger Schritt in der Behandlung von HNSCC war die
EinfuUhrung des monoklonalen Antikdrpers Cetuximab, welcher gegen den EGFR
gerichtet ist (Georges et al., 2014). In Kombination mit einer Radiotherapie zeigte
sich ein besseres Uberleben als in der Kontrollgruppe, die nur die Radiotherapie
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erhielt (Bonner et al., 2006). Als weiteres Beispiel der ,targeted therapy“ kann der
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) herangezogen werden. Dieser spielt
eine wichtige Rolle in der Angiogenese und damit bei der Metastasierung und der
Tumorprogression (Vassilakopoulou, Psyrri, & Argiris, 2015). In einer Metaanalyse
konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression des VEGF mit einer schlechteren
Prognose einhergeht (Zang et al., 2013). Auch hier konnte mit dem gegen VEGF
gerichteten monoklonalen Antikorper Bevacizumab eine verbesserte Tumortherapie
in Kombination mit einer Radiotherapie erreicht werden (Hoang, Huang, Armstrong,
Eickhoff, & Harari, 2012; Nyflot et al., 2015).

Diese neuen Therapien sowie deren Erfolge zeigen, wie wichtig ein besseres vor
allem molekulares Verstandnis der Tumorbiologie sowie eine damit einhergehende
individualisierte Therapie sind.

Insgesamt wird die Entstehung und Progression von HNSCC durch eine Anhaufung
genetischer Veranderungen, wobei z. B. Tumorsuppressorgene herunterreguliert
werden oder Protoonkogene aktiviert werden, beeinflusst (Cancer Genome Atlas,
2015; Gollin, 2014). Schon in den 1990er Jahren konnten beispielsweise
Heterozygotie-Verluste (loss of heterozygosity) (LOH) auf den Chromosomen 9p21,
3p21 und 17p13 als frihe Veranderungen bei der Transformation von normalem zu
dysplastischem Gewebe beobachtet werden. Bei der Entwicklung eines Carcinoma
in situ und dem Ubergang zu einem invasiven Karzinom, wurden weitere LOH
gefunden, beispielsweise auf den Chromosomen 4q26-28, 6p, 8p, 8q, 11913, 13921,
14931 (Califano et al., 1996). In den folgenden Jahren konnten weitere Aberrationen
detektiert werden. So ist bei Gollin zu lesen, dass DNA-Zugewinne auf den
Chromosomen 3g26-qter, 5p15, 8911-21 und 8g24.1-qter sowie DNA-Verluste auf
18q22-gter mit einer Transition von milder zu moderater Dysplasie auftreten.
Zugewinne auf 11913, 14q, 17q11-22 und 20q sowie Verluste auf 9p sind involviert
im Ubergang von moderater zu schwerer Dysplasie. Verluste auf 3p14-21 und 5q12-
22 werden haufig in Zusammenhang mit einer Progression von schwerer Dysplasie
hinzu einem invasiven Karzinom beobachtet (Gollin, 2014). Die haufigsten
zytogenetischen Aberrationen in HNSCC sind DNA-Zugewinne auf den
Chromosomen 3q26, 5p14-15, 7p11, 89g11-12, 8924, 11913, 20912-13 sowie DNA-
Verluste auf 3p, 4935, 5912, 8p23, 9p21-24, 11q14-23, 13q12-14, 18q23 und 21922
(Gollin, 2014). Abgesehen hiervon sind in Tumoren haufig die Expressionsmuster

einzelner Gene verandert: dazu gehoren z. B. Proteine der epidermalen
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Differenzierung, der Zelladhasion, des Zytoskeletts, der extrazellularen Matrix sowie
Entzindungsmediatoren (Choi & Chen, 2005). Zu den haufigsten Veranderungen
zahlen bei den HPV-positiven Tumoren Mutationen von PIK3CA, der Verlust von
TRAF3 sowie Amplifikationen von E2F1. Fast alle mit Tabakkonsum assoziierten
Tumore zeigen den Verlust von TP53 sowie Mutationen von CDKNZ2A. EGFR
Uberexpression tritt vornehmlich in HPV-negativen Tumoren auf (Cancer Genome
Atlas, 2015).

Wie eingangs erwahnt, entwickelt der Groldteil der Patienten HNSCC in der flnften
bis sechsten Lebensdekade; dies wird unter anderem auf den demographischen
Wandel und die damit einhergehende immer hohere Lebenserwartung zurtckgefuhrt
(Huang et al., 2011; Kruse et al., 2010; Muir et al., 1994; Pisani et al., 1999;
Pritzkuleit, Beske, & Katalinic, 2010; Syrigos, Karachalios, Karapanagiotou, Nutting,
Manolopoulos, & Harrington, 2009). Dies macht sich auch dadurch bemerkbar, dass
altere Frauen, die nicht die klassischen Risikofaktoren Tabak- und Alkoholkonsum
aufweisen, ebenfalls Kopf-Hals-Tumore entwickeln. Auch wenn diese Frauen ohne
die genannten Risikofaktoren deutlich seltener Plattenepithelkarzinome des
Aerodigestivtraktes entwickeln, ist es bisher ungeklart weswegen insbesondere in
hoherem Alter die Inzidenz dieser Tumore in dieser seltenen Patientengruppe
ansteigt. Ein Teil dieser Tumore kdnnte vor allem im Oropharynx mit HPV-Infektionen
assoziiert sein — wie bereits oben erwahnt sind laut einer Metaanalyse 45,8% der
Oropharynx-Karzinome HPV-positiv, wahrend bei den Karzinomen der Mundhohle
die Rate deutlich geringer, jedoch immer noch bei 24,2% liegt (Ndiaye et al., 2014).
Klinisch ist diese Gruppe der alteren, eher untypischen Patienten vor allem
interessant, da es sich haufig um multimorbide Patienten handelt, bei welchen
grolRere, radikale Tumoroperationen mit einer deutlich erhdhten Morbiditat und
Mortalitat assoziiert sind. Sollten sich Unterschiede in der Tumorbiologie ergeben,
kann unter Umstanden in Zukunft eine individualisierte, weniger invasive und somit
fur die Patienten risikoarmere Therapie entwickelt werden. Ziel dieser Arbeit war es
daher zu untersuchen, ob Tumore von Frauen, die den Risikofaktoren Alkohol- und
Tabakkonsum nicht ausgesetzt waren, andere genomische Aberrationen aufweisen
als Tumore von Mannern mit den genannten Risikofaktoren.

Studien an Tumorgewebe erfolgen aus praktischen Griunden meistens an
formalinfixiertem Paraffingewebe (FFPE-Gewebe), welches auch in dieser Arbeit
verwendet wurde. Eine Herausforderung bei Analysen an FFPE-Gewebe sind die
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durch die Formalinfixierung entwickelten Quervernetzungen von Molekulen sowie die
DNA-Degradierung (Ferrer et al., 2007). Mit Hilfe der vergleichenden genomischen
Hybridisierung (Comparative Genomic Hybridization, CGH) kann DNA aus FFPE-
Gewebe analysiert werden. Bei dieser Methode werden DNA-Zugewinne und DNA-
Verluste in Tumorgewebe detektiert (Kallioniemi et al., 1992). Bei der CGH werden
die Tumor-DNA und eine Referenz-DNA mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen
markiert und auf Metaphasechromosomen eines gesunden Spenders hybridisiert. Mit
Hilfe der Fluoreszenzunterschiede lassen sich die chromosomalen Unterschiede in
Form von DNA-Verlusten und DNA-Zugewinnen identifizieren. Wenn in einer Region
mehr Fluoreszenz-markierte Tumor-DNA als die zugehdrige Referenz-DNA bindet,
Uberwiegt somit die Fluoreszenz der Tumor-DNA und impliziert einen DNA-Zugewinn
im Tumor. Das Prinzip entspricht demjenigen bei DNA-Verlusten, nur umgekehrt.
Wie bereits weiter oben beschrieben sind derartige DNA-Verluste und -Zugewinne
bei der Entstehung von Tumoren aulerordentlich wichtig; es kann zum Verlust von
Tumorsuppressorgenen oder zur Amplifikation von Protoonkogenen kommen. Bei
der CGH liegt die Auflosung bei lediglich ca. 10 Mb (Petersen, Schwendel,
Bockmuhl, & Dietel, 1996). Eine Weiterentwicklung ist die Array-CGH (Pinkel et al.,
1998): hierbei werden die Metaphasechromosomen durch Ziel-DNA-Fragmente,
beispielsweise BACs (Bacterial Artificial Chromosomes) auf einem Objekttrager
ersetzt. Dadurch kann das Auflosungsvermoégen von 10 Mb auf 100 Kb erhoht
werden (de Ravel, Devriendt, Fryns, & Vermeesch, 2007; Pinkel & Albertson, 2005);
veranderte chromosomale Regionen konnen somit besser eingegrenzt und dort
lokalisierte Kandidatengene identifiziert werden (Liu, Lin, Chen, Chang, & Chang,
2006; Nakaya et al., 2007). Neben chromosomalen Aberrationen spielen in der
Tumorgenese noch viele weitere Faktoren eine Rolle: so konnte gezeigt werden,
dass eine Hypermethylierung von Promoterbereichen verschiedener
Tumorsuppressorgene (Gronbaek, Hother, & Jones, 2007; Worsham et al., 2006),
eine genomweite Hypomethylierung, die zu Instabilitadten fahrt (Ehrlich, 2002) oder
auch Translokationen mit Bildung von Fusionsproteinen maligeblich an der
Tumorgenese beteiligt sind (Singh et al., 2001). Fur derartige Untersuchungen ist
FFPE-Gewebe nicht geeignet, da Metaphasepraparate hierfur notwendig sind.

Insgesamt ist es wichtig die ursachlichen molekularen Mechanismen der
Tumorgenese und daraus resultierende Prognosefaktoren besser zu verstehen.

Insbesondere Tumoreigenschaften wie z. B. das Potential zur Metastasierung oder
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die Resistenz gegenuber Therapien sind hierbei von Bedeutung. Dadurch kann in
Zukunft die Therapie individualisiert und mafdgeblich beeinflusst werden. Interessant
ist hierbei, ob sich Tumore von Patienten, welche die klassischen Risikofaktoren
(Alkohol- und Tabakkonsum) aufweisen, von Tumoren alterer Patienten, die diese
klassischen Risikofaktoren nicht aufweisen, unterscheiden. Insbesondere diese
alteren Patienten, welche haufig multiple Begleiterkrankungen aufweisen, konnten

somit von einer individualisierten Therapie profitieren.
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B  Problemstellung

Obwohl es bereits eine Reihe von Studien zu Kopienzahlveranderungen in HNSCC
gibt, konnte noch nicht eindeutig geklart werden, inwieweit sich Tumore von
Patienten mit klassischen Risikofaktoren (v. a. Tabak- und Alkoholkonsum) von
solchen unterscheiden, die diesen Risikofaktoren nicht ausgesetzt waren. Ziel dieser
Arbeit war es somit Kopienzahlveranderungen in Tumoren von Mannern, die einen
ausgepragten Alkohol- und Tabakkonsum aufwiesen, mit den Aberrationen in
Tumoren von alteren Frauen, die diese klassischen Risikofaktoren nicht aufwiesen,
zu analysieren und zu vergleichen. Es wurden initial Gewebeschnitte aus formalin-
fixierten, in Paraffin eingebetteten Tumoren hergestellt und daraus die Tumor-DNA
isoliert. Im Anschluss erfolgte eine Qualitatskontrolle der DNA mittels Multiplex-PCR
sowie die Untersuchung der extrahierten Tumor-DNA auf genomweite
Kopienzahlveranderungen mit Hilfe der Array-basierten vergleichenden genomischen
Hybridisierung (Array-CGH). In statistischen Analysen wurden die ermittelten
Veranderungsregionen auf Assoziationen mit klinischen Daten und bezuglich
Unterschieden zwischen den beiden Gruppen untersucht. Des Weiteren wurden die
Veranderungsprofile der in dieser Arbeit untersuchten HNSCC mit bereits

publizierten Kopienzahlveranderungen in Kopf-Hals-Tumoren verglichen.
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C Material und Methoden

C.1 Patientenmaterial

Bei den in der vorliegenden Arbeit verwendeten Tumorproben handelt es sich zum
Grolteil (n=54) um Plattenepithelkarzinome der Mundhohle und in geringem Malde
des Oropharynx (n=4) - bei zwei Tumoren konnte die exakte Lokalisation innerhalb
des Mund-/Rachenraumes ruckblickend nicht eindeutig identifiziert werden. Die
Gewebeproben stammen aus dem Institut fur Pathologie des Klinikums rechts der
Isar in Munchen und wurden freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. Hofler und Frau
Dr. Drecoll zur Verfugung gestellt. Die Proben wurden anhand der klinischen Daten
aus den Patientenakten der Klinik fur Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie des
Klinikums rechts der Isar ausgewahlt. Dabei wurden zwei Gruppen gebildet: zum
einen Manner mittleren Alters mit den bekannten Risikofaktoren Nikotinabusus in
Kombination mit Alkoholkonsum und zum anderen Frauen ab einem Lebensalter von
70 Jahren, welche die beiden zuvor genannten Risikofaktoren nicht aufwiesen. Dabei
wurden die Frauen intensiv befragt, ob sie in ihrem Leben geraucht oder regelmafiig
hoher prozentigen Alkohol konsumiert haben; war dies der Fall, wurden diese
Patientinnen ausgeschlossen. Initial gab es die Idee als Vergleichsgruppe zu den
Mannern mit den klassischen Risikofaktoren, mannliche Kontrollpatienten
einzuschliel3en, die diese Risikofaktoren nicht aufwiesen. Es konnten jedoch nicht
ausreichend mannliche Patienten ohne diese Risikofaktoren identifiziert werden. Dies
liegt am ehesten daran, dass in den letzten Jahrzehnten ein grolRer Teil der
mannlichen Bevolkerung Tabak regelmalig konsumiert hat, wahrend der Anteil bei
den Frauen geringer war (Cummings & Proctor, 2014). Die klinischen Daten der
letztendlich untersuchten Patienten sind anhand der Patientenakten gut dokumentiert
und in Tabelle 1 wiedergegeben. Das Projekt wurde von der Ethikkommission des
Klinikums rechts der Isar genehmigt (Projektnummer: 2633/09).
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Tabelle 1: klinische Daten der untersuchten 60 HNSCC

Gesamt [%]

Anzahl 60 [100]
mannlich 29 [48,3]
weiblich 31[51,7]
Tumorlokalisation

Mundhéhle 54 [90]
Oropharynx 416,7]
Nicht angegeben 2[3,3]
GroRe des Primartumors T

T1 8 [13,3]
T2 22 [36,7]
T3 10 [16,7]
T4 18 [30]
X 2 [3,3]
Lymphknotenbefall N

NO 24 [40]
N1 9[15]
N2 20 [33,3]
N3 0 [0]

NX 7[11,7]
Histologische Differenzierung G

G1 4 [6,7]
G2 37 [61,6]
G3 19 [31,7]
Metastasierung M

MO 5[8,3]
M1 11,7]
MX 54 [90]
Resektionsstatus R

RO 43 [71,7]
R1 6 [10]
RX 11 [18,3]
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C.2 Haufig verwendete Losungen

C.2.1 Ethanol 90%

Ethanol absolut p. a. (Merck) 90 ml
H2Obidest. 10 ml

C.2.2 Ethanol 70%

Ethanol absolut p. a. (Merck) 70 ml
H2Obidest. 30 ml

C.2.3 Phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS) 10x

Natriumchlorid (Merck) 80g
Kaliumchlorid (Merck) 29
Dinatriumhydrogenphosphat x 2 H,O (Merck) 14,4 g
Kaliumdihydrogenphosphat (Merck) 159
H2Obidest. ad 800 ml
pH 7 mit 1 M HCI (Merck)

H2Obidest ad 1000 ml
ak

C.2.4 Phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS) 1x

PBS 10x (C.2.3) 100 ml
H20pidest 900 ml

C.2.5 Natriumacetat 3 M

Natriumacetat (Merck) 246 g
H2Opigest ad 800 ml
pH 4,8 mit Eisessig (Merck)

H2Opigest ad 1000 ml
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ak

C.2.6 Standard Saline-Citrat-Puffer (SSC) 20x

NaCl (Merck) 175,3 g
Natrium-Citrat-Dihydrat (Merck) 88,29
H2Opigest ad 800 ml
pH 7 mit 1 M HCI (Merck)

H2Opigest ad 1000 ml
ak

C.2.7 Standard Saline-Citrat-Puffer (SSC) 2x

SSC 20x (C.2.6) 40 mi
H20pidest 360 ml

C.2.8 20x WASH solution

WASH powder (Chipron)
H2Opigest 1000 ml

C.2.9 1x WASH solution

20x WASH solution (C.2.8) 50 ml
H20pidest 950 ml
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C.3 Herstellung und Verarbeitung der Tumorgewebeschnitte

C.3.1 Herstellung der FFPE-Gewebeschnitte
Material

- Paraffinblocke
- Menzel-Glaser SuperFrost Plus® (fiir 3 ym Schnitte)
o SuperFrost Plus Artikel-Nummer: J1800AMNZ/geschliffen 90°
Thermo Fisher Scientific Gerhard Menzel B.V. & Co. KG, 38116
Braunschweig
- Menzel-Glaser SuperFrost Ultra Plus® (fiir 10 ym Schnitte)
o SuperFrost Ultra Plus Art.-Nr.: J3800AMNZ/geschliffen
90°/J4800AMNZ/geschliffen 45°
Thermo Fisher Scientific Gerhard Menzel B.V. & Co. KG, 38116
Braunschweig
- Mikrotom HM 355 (Microm)
- Paraffin-Streckbad TFB 35 (Medite)

Durchfiihrung

Das zu untersuchende Tumorgewebe lag in Form von formalin-fixierten
Paraffinblocken vor. Fur die DNA-Isolation wurden pro Fall je nach Groe des
Tumorblocks 10-20 Schnitte a 10 ym Dicke hergestellt. Fur die HE-Farbung wurden
1-2 Schnitte a 3 ym Dicke hergestellt. Die mittels Mikrotom hergestellten Schnitte

wurden zur weiteren Verwendung auf Objekttragern platziert.

C.3.2 Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung)

Um spater die Mikrodissektion des Tumorgewebes vornehmen zu konnen und somit
das zu untersuchende Tumorgewebe von Bindewebe und ahnlichen Strukturen zu
trennen, mussten die Schnitte mikroskopisch beurteilt werden. Hierzu eignen sich
Gewebeschnitte, die mittels Hamatoxylin und Eosin angefarbt werden. Alle sauren

Strukturen des Gewebes, u. a. die Zellkerne und das raue endoplasmatische
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Retikulum werden mittels Hamatoxylin blau-violett angefarbt. Basische Strukturen,
wie beispielsweise Zellplasmaproteine werden mittels Eosin rot angefarbt (Welsch,
Sobotta, & Deller, 2010). Es bestanden bereits fur einen Teil der Gewebeproben HE-
Schnitte aus der Pathologie des Klinikums rechts der Isar, die mir freundlicherweise
zur Verfugung gestellt wurden. Fur alle weiteren Tumorproben wurden HE-Schnitte
angefertigt.

Material

- Xylol

- Isopropanol

- 100% Ethanol (Merck)

- 90% Ethanol (C.2.1)

- 70% Ethanol (C.2.2)

- Hamatoxylin nach Mayer
- Eosin

- Deckglaser

Durchfiihrung

Bevor die Tumorgewebeschnitte gefarbt werden kdnnen, missen diese bei 60°C fur
zwei Stunden fixiert werden. Im Anschluss werden diese entparaffiniert. Hierzu
werden die FFPE-Schnitte fur 20 min in Xylol gestellt. Daran folgt eine absteigende
Alkoholreihe (jeweils 5 min in Isopropanol, 100% Ethanol, 90% Ethanol, 70%
Ethanol). Die Schnitte werden dann mit Hamatoxylin 1 min gefarbt und 5 min unter
Leitungswasser geblaut. Vor der Farbung mit Eosin werden die Proben noch in einer
aufsteigenden Alkoholreihe und Xylol fur je 15 sec dehydratisiert. Im Anschluss
werden die Schnitte mit Eosin fur 1 min gefarbt und dann mit einem Deckglas
eingedeckt (Welsch et al., 2010). Von Herrn Prof. Axel Walch von der Abteilung fur
analytische Pathologie am Helmholtz Zentrum Munchen wurden die Schnitte
mikroskopisch begutachtet. Hierbei wurde das Zieltumorgewebe von Normalgewebe
und Bindegewebe optisch abgegrenzt und markiert. Dies war fur die nachfolgende
Mikrodissektion der Tumorschnitte vor der DNA-Isolation wichtig, um einen moglichst
hohen Anteil an Tumorzellen im DNA-Isolat gewahrleisten zu konnen.
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C.3.3 Entparaffinierung der Gewebeschnitte

Material

- Formalinfixierte Paraffin-Tumorgewebeschnitte von 10 pm Dicke auf
Objekttragern (OT)

- HE-gefarbte Gewebeschnitte

- Xylol

- Isopropanol

- Ethanol 100%

- Ethanol 70% (C.2.2)

- Phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS) 1x (C.2.4)

Durchfiihrung

Zuerst werden die OT 2 x 20 min in Xylol, danach 5 min in Isopropanol gestellt;
daraufhin werden sie fur jeweils 5 min zuerst in 100% Ethanol und dann in 70%
Ethanol inkubiert. Nach einem kurzen Waschschritt in PBS werden die OT entweder

getrocknet und in Stickstoff tiefgefroren oder gleich weiterverarbeitet.
C.3.4 Mikrodissektion der Gewebeschnitte
Material

- Mikroskop

- Chirurgisches Einmal-Skalpell

- Injektionsnadel Sterican®

- HE-gefarbte Gewebeschnitte

- entparaffinierte Tumorgewebeschnitte

- Eppendorf-Reaktionsgefalle (ERG)

- ATL-Puffer des QlAamp DNA Mini Kits (Qiagen)
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Durchfiihrung

Anfangs werden Eppendorf-Reaktionsgefalle (ERG) mit jeweils 180 ul ATL-Puffer
befullt. Anhand der Einzeichnung der HE-Schnitte wird nur der Teil des
Gewebeschnittes verwendet, in dem sich angereichert die Tumorzellen befinden;
somit wird verhindert, dass fur die weitere Untersuchung nicht benotigtes Gewebe
wie z. B. gesundes Epithel, Narbengewebe oder anderes Bindegewebe in den
weiteren Untersuchungsansatz gelangt.

Mit Hilfe einiger Tropfen ATL-Puffer, des Skalpells und der Injektionsnadel wird der
Tumor tragende Teil des Schnittes vom OT abgelost und in das mit ATL-Puffer
beflllte Eppendorf-Reaktionsgefald gegeben.

C.3.5 Isolierung der Tumor-DNA

Material

- Mikrodissektierte Tumorschnitte in 180 ul ATL-Puffer
- Heizblock
- Heizblock/Schdattler: ,Thermomixer Compact® (Eppendorf)
- QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen)
Proteinase K
RNase A
AL-Puffer
AW1-Puffer
AW2-Puffer
- H2Opigest
- Ethanol 100%
- Zentrifuge
- ERGs

- Extraktionssaulen

Durchfiihrung

Zu Anfang werden die Heizblocke auf 56°C aufgeheizt. Danach wird zu den

Tumorschnitten in ATL-Puffer 20 pl Proteinase K gegeben, dann das Ganze gut per
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Vortex gemischt und bei 56°C inkubiert bis sich das komplette Gewebe gelost hat.
Um diesen Vorgang zu beschleunigen, wird das Eppendorf-Reaktionsgefall im
»1hermomixer Compact® inkubiert, da hier neben der Inkubationstemperatur
gleichzeitig eine Schuittelbewegung ausgefuhrt wird. Um das Ganze weiter zu
beschleunigen, wird der Probenansatz regelmafig gut durchgemischt. Sobald sich
das Gewebe komplett gelost hat, wird das ERG kurz zentrifugiert, um Tropfen, die
am Deckel des Gefalles durch die Warme entstanden sind, wieder in Losung zu
bringen. Jetzt werden 4 pl RNase A hinzugefugt, das Ganze per pulse-vortexen 15
sec gut gemischt und fir 2 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach kurzem
Zentrifugieren werden 200 ul AL-Puffer hinzugegeben, die Probe 15 sec per pulse-
vortexen gemischt und danach bei 70°C fur 10 min inkubiert. Nach kurzem
Zentrifugieren werden 200 pl 100% Ethanol hinzugefligt und per pulse-vortexen
wieder 15 sec gemischt, danach zentrifugiert um wiederum Tropfen von den Randern
und dem Deckel zu l6sen. Jetzt werden die Proben auf die Extraktionssaulen
Ubertragen, die in Auffang-ERGs platziert werden. Die Saulen werden 1 min bei
6.000 x g zentrifugiert und das resultierende Filtrat verworfen. Danach werden die
Saulen in neue Auffang-ERGs platziert. Jetzt wird 500 yl AW1-Puffer auf die
Membran der Extraktionssaulen pipettiert und wiederum fur 1 min bei 6.000 x g
zentrifugiert. Nach Verwerfen des Filtrates wird AW2-Puffer zugegeben und die
Probe fur 3 min bei 20.000 x g zentrifugiert. Um sicher zu gehen, dass sich kein
Waschpuffer mehr auf der Membran befindet, werden die Saulen ein weiteres Mal
diesmal ohne weitere Flussigkeitszugabe bei 20.000 x g fur 1 min zentrifugiert. Der
Durchfluss wird jeweils verworfen.

Bei der jetzt folgenden Elution der DNA werden 50 pl H2Opigest auf die Membran
pipettiert und das Ganze dann bei Raumtemperatur fur 5-10 min inkubiert, um die
DNA aus der Membran zu l6sen; anschlielend wird die Extraktionssaule in ein
frisches 1,5 ml ERG gestellt und fur 1 min bei 6.000 x g zentrifugiert. Dieser Schritt
wird mit weiteren 50 pl H2Opigest Wiederholt, sodass am Ende die DNA in insgesamt
zwei ERGs a 50 pl vorliegt.
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C.3.6 Konzentrationsbestimmung der Tumor-DNA

Material

- NanoDrop® Spektrophotometer
- H2Opigest

Durchfiihrung

Mit Hilfe des NanoDrop® Spektrophotometers kann die Konzentration der im
vorhergehenden Schritt isolierten Tumor-DNA bestimmt werden. Dabei wird nur eine
sehr geringe Menge der DNA bendtigt (1-2 ul), was den Vorteil hat, dass nur wenig
Material verloren geht. Das Prinzip besteht darin, dass zwischen dem oberen und
unteren Saulenfuld des Gerats eine FlUssigkeitssaule entsteht, durch die ein
Lichtstrahl einer Xenonlichtquelle geschickt und dabei die Absorption bei 260 nm
gemessen wird. Um einen Referenzwert zu erhalten, wird vor der eigentlichen
Extinktionsmessung das Gerat mit 1-2 pl HxOpigest geeicht. Die Konzentration der
DNA wird in ng/ul angegeben. Die Reinheit der DNA wird anhand von zwei Werten
ermittelt: aus den Verhaltnissen der Absorptionen bei 260/280 nm sowie bei 260/230
nm. Der Wert des Quotienten aus 260/280 nm sollte idealerweise zwischen 1,8 und
2,0 liegen — ist das nicht der Fall, weist das auf eine Kontamination mit Proteinen hin.
Der zweite Wert sollte >2 sein. Ist dieser Wert <2 ist das ein Hinweis, dass bei der
vorhergehenden lIsolierung der Tumor-DNA Verunreinigungen in Form von z. B.
Wasch-Puffer oder Ethanol entstanden sind. Ein charakteristisches Spektrum einer

gemessenen DNA-Probe ist in Abbildung 1 dargestellt.
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Abbildung 1: Darstellung der Konzentrationsbestimmung einer DNA-Probe im

NanoDrop® Spektrophotometer.
Die Konzentrationskurve (Absorption bei verschiedenen Wellenlangen) zeigt in der

Messung ein Absorptionsmaximum bei einer Wellenlange von 260 nm.
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C.4 HPV-Analyse

Da analog zu einer 2014 veroffentlichten Metaanalyse mit mehr als 12.000 HNSCC
insgesamt 45,8% der Oropharynx-Karzinome und 24,2% der Karzinome der
Mundhohle HPV-positiv waren, wurde bei dem vorliegenden Patientenkollektiv eine
HPV-Analyse durchgefuhrt (Ndiaye et al., 2014). Ziel war es initial die HNSCC der
Manner und Frauen zu untersuchen und hinsichtlich moglicher Unterschiede in
Bezug auf den HPV-Status zu Uberprifen.

Hierzu wurden drei verschiedene Testverfahren verwendet: LCD-Arrays, p16™K*
Immunhistochemie und HPV-gRT-PCR. Mit Hilfe des LCD-Arrays soll die HPV-DNA,
nach einer PCR-Reaktion, direkt mittels Farbumschlag nachgewiesen werden. Da
bei dieser Methode ausreichend Tumor-DNA bendtigt wird und nicht von allen
Patienten ausreichend Tumormaterial, jedoch noch einzelne FFPE-Gewebeschnitte
vorhanden waren, wurde neben dem LCD-Array zur weiteren Testung auf HPV-
Infektion der Tumore eine p16™<*® Immunhistochemie durchgefiihrt. Hierbei handelt
es sich um einen Surrogatmarker. Ein Problem bei dem immunhistochemischen
Nachweis von p16™¢*? ist, dass in HNSCC haufig eine heterozygote oder
homozygote Deletion der chromosomalen Bande 9p21 vorliegt. In diesem Bereich
lieg das Gen CDKNZ2A, das fur das Protein p16 kodiert, sodass bei einer alleinig
durchgefuhrten IHC die Moglichkeit einer falsch negativen Testung besteht. Aus
diesem Grund sollte zusatzlich eine PCR zum Nachweis von HPV-DNA durchgefuhrt
werden (Gollin, 2014).

HPV-positive Tumore wurden im Anschluss von weiteren Analysen ausgeschlossen,
nachdem diese insgesamt weniger genetische Alterationen aufweisen als HPV-
negative Tumore (Gollin, 2014).

C.4.1 LCD-Array

Mit Hilfe der in dieser Arbeit verwendeten Chipbasierten Detektionsmethode
(HPV™P® 3.5 LCD-Array-Kit, Chipron GmbH, Berlin) kénnen 32 HPV-Subtypen
gleichzeitig identifiziert werden. Hierbei werden HPV-spezifische DNA-Segmente
(L1-Region) mittels zweier Primerpaare, HPV MY 11/09 und HPV "125°, amplifiziert.
Die erste PCR-Reaktion wird mit den Primer-Sequenzen My 11/09 durchgefuhrt,

wodurch ein DNA-Fragment von ~450 bp generiert wird. Mit diesem Primer-Mix
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werden jedoch nicht alle HPV-Varianten detektiert, sodass ein zweiter Primer-Mix
(Mix ’125’) verwendet wird. Hier wird ein kurzeres Fragment von 125 bp generiert,
sodass vor allem mit Tumorgewebe gearbeitet werden kann, welches degradiert und
von schlechterer Qualitat ist. Beide PCR-Produkte werden unabhangig voneinander
hergestellt und werden vor der eigentlichen Hybridisierung vereint. Dieses vereinte
biotinylierte PCR-Produkt wird dann auf den LCD-Chip, der HPV-Subtyp-spezifische
Sonden enthalt, hybridisiert. Im Anschluss daran folgt ein stringenter Waschschritt
um ungebundene Komponenten zu entfernen. Mit Hilfe einer Enzymreaktion mit
einem chromogenen Substrat werden die gebundenen Amplikons sichtbar gemacht.
Insgesamt sind 32 HPV-Stamme auf dem Chip vertreten, darunter die am haufigsten
fur Karzinome verantwortlichen high-risk Stamme HPV 16 und 18.

C.41.1PCR
Material:
- Master-Mix
o AmpliTag® Gold DNA Polymerase 5 U/ul (Applied Biosystems) 1,5 pl
o] AmpIiTaq® Gold PCR-Puffer 12,5 ul
o dNTPs 1 mM (Fermentas) 5 ul
o Primer-Mix A My 11/09 (Chipron) 5yl
o oder Primer-Mix ’125’ (Chipron) 10 pl
0 H2Opigest. ad 115 yl
- Master-Mix 23 ul
- isolierte Tumor-DNA 2 ul

- PCR-Maschine GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems)
- PCR-Reaktionsgefalle Thermo-Tube 0,2 ml (Abgene)

- Sterilbank (BDK)

- ERGs

Durchfiihrung:

Alle Schritte werden auf Eis durchgefuhrt werden. Initial werden fur die beiden PCR-
Reaktionen zwei Master-Mixe mit den beiden Primer-Mixen A: My 11/09 und B: ’125’
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hergestellt. Hierfur werden in einem Eppendorf-Reaktionsgefald folgende
Komponenten gemischt: 12,5 yl Puffer, 5 pl dNTP-Mix, entweder 5 ul Primer-Mix A:
My 11/09 oder 10 ul des Primer-Mix B: '125’, 1,5 ul AmpliTag® Gold DNA-
Polymerase; schlieBlich wird der Ansatz auf ein finales Volumen von 115 pl mit
H2Obigest. @aufgefullt. Von diesen beiden Master-Mixen werden Aliquots zu je 23 pl
hergestellt. Hierzu werden 2 ul der zu untersuchenden DNA gegeben. Diese
Mischungen werden vorsichtig vermengt und kurz abzentrifugiert, bevor die Proben
in den PCR-Block gestellt werden. Hier wird unter den folgenden Bedingungen
inkubiert: 3 min bei 96°C, (1 min bei 94°C, 1 min 30 sec bei 45°C, 1 min 30 sec bei
72°C) x 42 Zyklen, 3 min bei 72°C. Im Anschluss an die PCR wird ein 1,5%iges
Agarosegel wie unter C.5.1.2 beschrieben verwendet um die Amplifikate
aufzutrennen und somit die Qualitat der PCR-Produkte beurteilen zu konnen. Dabei
wird beim Primer-Mix A: My 11/09 eine FragmentgroRe von ca. 450 bp und beim
Primer-Mix B: '125’ eine Fragmentgrof3e von ca. 125-155 bp erwartet.

C.4.1.2 Beschreibung des LCD-Array

Jeder LCD-Chip enthalt acht identische Arrays in rechteckigen Reaktionskammern.
Die HPV-Subtyp-spezifischen Sonden liegen immobilisiert als vertikale Duplikate vor.
Funktionelle Kontrollpunkte, um die Hybridisierung und Anfarbung zu monitoren, sind
in drei Ecken lokalisiert. Der Array an sich besteht aus einem 9 x 9 Raster, wobei
jeder Spot einen durchschnittlichen Durchmesser von 300 ym besitzt (Abb. 2).
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Abbildung 2: LCD-Chip mit vergroRertem Array
Zu sehen ist linksseitig ein LCD-Chip mit 8 Arrays; rechts im Bilde ist ein Array
vergroRert. Die Zahlen zeigen den jeweiligen HPV-Stamm an. ,c* steht fir die
Kontrollen (Data Sheet Chipron HPV™"® 3.5 LCD-Array Kit).

C.4.1.3 Hybridisierung

Material:

- Wasserbad
- Hybridisierungskammer

- LCD-Chip

- Hybridisierungspuffer A 22 ul
- MODULATOR 2 ul
- PCR-Reaktionsprodukt A 5yl
- PCR-Reaktionsprodukt B 5yl

- 1x WASH solution (C.2.9)
- CHIPSPM FVL2400N

Durchfiihrung:

Zu Beginn wird ein Wasserbad auf 35°C aufgewarmt. Ein Tropfen Wasser wird in

jede Ecke der Hybridisierungskammer gegeben. Dann wird der Hybridisierungsmix

bestehend aus 22 pl Hybridisierungspuffer, 2 yl MODULATOR und 10 pl PCR-

Reaktionsprodukt (5 pl PCR-A und 5 pyl PCR-B) hergestellt und gut gemischt. Bis zu
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acht Proben konnen auf einem Chip hybridisiert werden. Die Platte wird in die
Hybridisierungskammer gegeben und 30 uyl des PCR-Hybridisierungsmixes auf die
jeweiligen Felder gegeben. Die Kammer wird dann in das vorbereitete Wasserbad
gelegt. Die Platte wird daraufhin fur 30 min bei 35°C inkubiert. Es werden drei
Waschbader mit 1x WASH solution (wie unter C.2.9 beschrieben) vorbereitet. Die
Platte wird zuerst in Waschbad 1 komplett eingetaucht und dann dreimal hin und her
geschwenkt. Das Gleiche wird in Waschbad 2 durchgefuhrt. In Waschbad 3 wird die
Platte dann fur 1 min inkubiert. Im Anschluss daran wird die Platte fur 15 sec mit Hilfe
der Zentrifuge CHIPSP™ FVL2400N getrocknet.

C.4.1.4 Markierung

Material:
- LCD-Chip
- DILUTION Puffer 270 pl
- MODULATOR 30 ul
- LABEL 2 ul

- 1x WASH solution
- CHIPSPM FVL2400N

Durchfiihrung:

Initial wird der Label-Mix hergestellt. Fur acht Felder werden 270 pl DILUTION Puffer,
30 pyl MODULATOR und 2 pl LABEL per Vortex gut gemischt. 30 pl dieses Label-
Mixes werden auf jedes der acht Felder gegeben und die Platte dann bei
Raumtemperatur fur 5 min inkubiert. Die 1x WASH solution aus C.4.1.3 wird in den
drei Waschbadern ersetzt und analog dazu wird die Platte in diesen erneut
gewaschen. Die Platte wird im Anschluss daran ebenfalls wie unter C.4.1.3
beschrieben per Zentrifuge getrocknet.
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C.4.1.5 Farbung

Material:
- LCD-Chip
- STAIN Solution 30 pl
- 1x WASH solution

- CHIPSPM FVL2400N

Durchfiihrung:

30 ul der STAIN Solution werden auf jedes Feld gegeben und dann fur 1-3 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Es ist dringend darauf zu achten, die STAIN Solution
nicht zu kontaminieren. Das Farben wird gestoppt, indem die Platte in der letzten
Waschlosung aus C.4.1.4 fur 11-15 Sekunden gewaschen wird. Die Platte wird

wiederum per Zentrifuge getrocknet.

C.4.1.6 Auswertung

Die Auswertung kann rein optisch erfolgen, da sich die Felder bei HPV-positiven
Proben blau verfarben, wahrend die anderen Felder farblos bleiben. Das jeweils
verfarbte Feld zeigt den HPV-Stamm an. Die Auswertung kann auch mit der
zugehdrigen Computersoftware erfolgen. In Abbildung 3 sind ein LCD-Chip mit
Vergrolerung eines Arrays sowie die Lokalisation der vertretenen HPV-Stamme zu
sehen.
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Abbildung 3: LCD-Chip mit VergroBerung eines Arrays sowie der zugehorigen

HPV-Stamme

Jedes der 64 Felder entspricht einer Bindungsstelle fir die PCR-Produkte. Diese
sind mit hochkonservierten Regionen im Genom der zu erkennenden HPV-Typen
versehen (Data Sheet Chipron HPV™*® 3.5 LCD-Array Kit).

C.4.2 p16™** Immunhistochemie

Da nicht mehr von allen Tumorproben genug DNA, jedoch noch FFPE-
Gewebeschnitte vorhanden waren, wurde neben dem LCD-Array zur weiteren
Testung auf HPV-Infektion der Tumore eine p16™**® Immunhistochemie mit Hilfe des
CINtec® Histology Kit durchgefiihrt. Bei Zellen von Eukaryoten wird der Zyklus der
Mitose durch eine Reihe von verschiedenen Proteinen reguliert. Dabei spielt das
Protein p16™¢* eine entscheidende Rolle. Es ist Teil der Kontrolle der G4-S-Phase
durch das Retinoblastom-Protein. Bei ausdifferenzierten Epithelzellen ist die
Expression von p16™“? so weit herunterreguliert, dass es normalerweise im
Rahmen einer Immunhistochemie nicht nachweisbar ist. Bei Tumoren, die durch
humane Papillomviren infiziert sind, wird p16™<*? jedoch stark hochreguliert und ist
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somit stark uberexprimiert (Gronhoj Larsen et al., 2014). Bei der Immunhistochemie
wird p16™“? in zwei Schritten lichtmikroskopisch sichtbar gemacht. Initial wird ein

monoklonaler Mausantikdrper, der direkt gegen p16™%42

gerichtet ist, verwendet. In
einem zweiten Schritt wird Peroxidase aus Meerrettich sowie ein Antikorper der
Ziege, der gegen den FAB Teil des Mausantikorpers gerichtet ist, verwendet. Die
Peroxidase wandelt ein Diaminobenzidin (DAB) Chromogen in einen unter dem
Lichtmikroskop sichtbaren Farbumschlag um, sodass letztendlich Zellen, die p16™<*
{iberexprimieren sichtbar gemacht werden konnen. Die p16™%*® Immunhistochemie
wurde freundlicherweise von Frau Ludmilla Schneider aus der Abteilung fur
Strahlenzytogenetik des Helmholtzzentrum Munchen durchgefuhrt.

Ein Problem bei dem immunhistochemischen Nachweis von p16™K* ist, dass in
HNSCC haufig eine heterozygote oder homozygote Deletion der chromosomalen
Bande 9p21 vorliegt. In diesem Bereich lieg das Gen CDKNZ2A, das fur das Protein
p16 kodiert, sodass bei einer alleinig durchgefuhrten IHC die Maoglichkeit einer
falsch-negativen Testung besteht. Aus diesem Grund sollte zusatzlich eine PCR zum

Nachweis von HPV-DNA durchgefuhrt werden (Gollin, 2014).

C.4.3 HPV-qRT-PCR

Material:
- Tumor-DNA 50 ng
- Primer 3-Globin (Metabion) 25 yM 0,08 ul

R-Globin Forward Primer: 5- CAGGTACGGCTGTCATCACTTAGA- 3’
R-Globin Reverse Primer: 5'- CATGGTGTCTGTTTGAGGTTGCTA- 3’

- Primer GP5+/6+ (Eurofins) 0,08 ul
GP5+/6+ Forward Primer: 5'- TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC- 3
GP5+/6+ Reverse Primer: 5- GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC- 3

-  2x SYBR Advantage qPCR-Premix 5l
(Clontech Laboratories, Inc., Mountain View, USA)

- ROX Reference DYE LMP (50x) 0,2 pl

- H2Opigest. ad 9

- Positivkontrolle
HPV-positive Zelllinien: UPCI SCC2 und UPCI SCC154

30



MATERIAL UND METHODEN

- Negativkontrolle
negative Zelllinien: Cal27 und Cal33
- PCR-Maschine GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems)
- PCR-Reaktionsgefalle Thermo-Tube 0,2 ml (Abgene)
- Sterilbank (BDK)

Durchfiihrung:

Der HPV-Status wurde neben dem LCD-Array und der IHC zur Verifizierung durch
eine L1-spezifische gRT-PCR unter Verwendung von GP5+/6+ Primern ermittelt (van
den Brule, Pol, Fransen-Daalmeijer, Schouls, Meijer, & Snijders, 2002). Zur
Sicherung der Qualitat werden Positivkontrollen (HPV-positive Zelllinien UPCIl SCC2
und UPCI SCC154) und Negativkontrollen (HPV-negative Zelllinien Cal27 und Cal33)
in jeden Test eingeschlossen. Das humane R}-Globin Gen dient als Kontrolle fir eine
hinreichende Menge des Materials. Es werden 50 ng extrahierte Tumor-DNA zu 5 pl
2x SYBR Advantage qPCR-Premix, 0,2 pl ROX Reference DYE LMP sowie den
beiden Primern gegeben und schlieBlich auf ein finales Volumen von 9 pul mit
H2Obigest. aufgefullt. Nach der initialen Denaturierung bei 95°C far 10 min, enthalt das
Programm des Applied Biosystems® ViiA™ 7 Instruments 45 Zyklen (15 sec bei
95°C, 30 sec bei 54°C, 15 sec bei 72°C) zur Detektion der amplifizierten HPV-DNA.
Dabei werden die Threshold Cycle (Ct) Werte fur jede Reaktion erfasst und nur
Proben mit einem R-Globin Ct-Wert unter 35 fur weitere Analysen verwendet.
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C.5 Array-basierte vergleichende genomische Hybridisierung
(Array-CGH)

Die vergleichende genomische Hybridisierung (CGH, comparative genomic
hybridization) ist eine molekularzytogenetische Methode, mit der man
Kopienzahlveranderungen  (DNA-Zugewinne und DNA-Verluste) in Zellen
nachweisen kann, was in der Tumorforschung relevant ist und somit haufig
eingesetzt wird (Barrett et al., 2004; Kallioniemi et al., 1992). Das Prinzip besteht
darin gesamtgenomische Tumor- und gepoolte Referenz-DNA verschiedener
gesunder Spender mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen zu markieren
(Tumor-DNA: Cy3 - grun, Referenz-DNA: Cy5 - rot) und diese dann auf
Metaphasenpraparate eines gesunden Spenders zu hybridisieren. Um eine Bindung
an hochrepetetive Sequenzen im Zentromerbereich zu verhindern, wird nicht
markierte Cot-1 DNA zugegeben (Inazawa, Inoue, & Imoto, 2004). Mit Hilfe einer
computerbasierten Bildverarbeitung werden die Fluoreszenzsignale entlang der
Chromosomen erfasst und konnen bildlich dargestellt werden. Bei einem DNA-
Verlust Uberwiegt die Fluoreszenzintensitat der Referenz-DNA. Im Verhaltnis bindet
mehr Referenz- als Tumor-DNA an die Metaphasenchromosomen. Analog hierzu
Uberwiegt bei einem DNA-Zugewinn die Fluoreszenzintensitat der Tumor-DNA
(Inazawa et al., 2004). Die so ermittelten Verhaltnisse werden als Quotienten
(Ratios) angegeben. Basierend auf t-Statistik werden Schwellenwerte fur jedes
Chromosom definiert, die bei einer Uberschreitung eine chromosomale Veranderung
anzeigen.

Bei der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Array-CGH handelt es sich um eine
Weiterentwicklung der klassischen CGH. Das Genom wird bei der Array-CGH in
hunderte oder tausende kleine DNA-Fragmente immobilisiert auf Objekttragern
dargestellt. Das hat den Vorteil, dass eine erhebliche Verbesserung der molekularen
Auflosung erzielt werden kann. Bei der chromosomalen CGH kénnen Veranderungen
ab einer GroRe von ca. 10 Mb detektiert werden (Petersen et al., 1996); bei der
Array-CGH dagegen schon ab 100 Kb (de Ravel et al., 2007; Pinkel & Albertson,
2005). Die Auflosung wird gegenuber der chromosomalen CGH damit um das 100-
fache erhoht. Insgesamt kann jede Veranderung einer Position auf dem Genom
zugeordnet werden (Coe, Ylstra, Carvalho, Meijer, Macaulay, & Lam, 2007). Es gibt
verschiedene Formen der Array-CGH, die sich anhand der DNA-Elemente auf den
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Arrays unterscheiden: darunter fallen z. B. BAC- (Bacterial Artificial Chromosomes)
Arrays, Cosmid-Arrays, SNP- (Single Nucleotide polymorphism) Arrays, cDNA-
Arrays und Oligonukleotid-Arrays (Bejjani & Shaffer, 2006). In der vorliegenden
Arbeit wurden BAC-Arrays verwendet.

C.5.1 Qualitatskontrolle der Tumor-DNA vor der Array-CGH

C.5.1.1 Multiplex-PCR

Mit Hilfe der Multiplex-PCR kann die Qualitat der aus FFPE-Gewebe isolierten DNA
in Bezug auf die weitere Verwendbarkeit in der Array-CGH beurteilt werden (van
Beers et al., 2006). Der Nachteil an DNA aus fixierten Paraffinblocken ist, dass relativ
haufig Proben vorliegen, die sich auf Grund ihrer schlechten Qualitat nur
unzureichend analysieren lassen. Das liegt vor allem daran, dass es durch die
Fixierung der DNA durch Formalin zu Molekulvernetzungen kommt und, dass die
DNA dazu in unterschiedlichem Malde fragmentiert wird (van Beers et al., 2006). Vor
preislich und zeitlich aufwendigen Projekten ist es darum notwendig bereits zuvor
herauszufinden, ob die Qualitat ausreichend ist und die DNA somit fr das jeweilige
Experiment geeignet ist.

Um dies beurteilen zu kdnnen, wurden in dieser Arbeit Primer-Sets verwendet, durch
die in einer Multiplex-PCR 100 bp-, 200 bp-, 300 bp- und 400 bp-Fragmente von sich
nicht Uberschneidenden Sequenzen innerhalb des Haushaltsgens GAPDH
(Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase) auf Chromosom 12 amplifiziert
wurden (van Beers et al., 2006). DNA-Proben, von denen sich, aufgrund von
Molekulvernetzungen oder einem zu hohen Fragmentierungsgrad, kein oder nur ein
100 bp-Fragment amplifizieren lie3, waren qualitativ ungentigend und wurden somit
nicht fur eine Array-CGH-Analyse verwendet. Proben, bei denen sich zwei bp- (100
bp, 200 bp), drei bp- (100 bp, 200 bp, 300 bp) bzw. vier bp-Fragmente (100 bp, 200
bp, 300 bp, 400 bp) amplifizieren lielen, wurden fur die weitere Analyse mittels
Array-CGH eingesetzt.
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Material

- DNA-Probe 100 ng
- AmpliTag® Gold DNA Polymerase 5 U/ul (Applied Biosystems)
- AmpliTaq® Gold PCR-Puffer

- MgCl; 25 mM

- dNTPs 1 mM
dNTPs 10 mM (Fermentas) 10 pl
H2Obidest. 90 ul

- Primer-Mix (100-400 bp) 0,133 pM/Primer
100 bp fwd 5’- GTT CCA ATA TGA TTC CAC CC-3’ 100 mM (Metabion) 10 pl
100 bp rev 5’- CTC CTG GAA GAT GGT GAT GG -3’ 100 mM (Metabion)10 pl
200 bp fwd 5’- AGG TGG AGC GAG GCT AGC -3’ 100 mM (Metabion) 10 pl
200 bprev 5- TTT TGC GGT GGA AAT GTC CT-3' 100 mM (Metabion) 10 pl
300 bp fwd 5’- AGG TGA GAC ATT CTT GCT GG -3’ 100 mM (Metabion)10 pl
300 bp rev 5’- TCC ACT AAC CAG TCA GCG TC -3’ 100 mM (Metabion)10 pl
400 bp fwd 5’- ACA GTC CAT GCC ATC ACT GC-3’ 100 mM (Metabion) 10 pl
400 bp rev 5’- GCT TGA CAA AGT GGT CGT TG -3’ 100 mM (Metabion)10 pl
H2Obidest. 720

- H2Opigest.

- PCR-Reaktionsgefalle Thermo-Tube 0,2 ml (Abgene)

- PCR-Maschine GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems)

- Sterilbank (BDK)

Durchfiihrung

Die komplette Durchfuhrung inkl. des Pipettierens erfolgt auf Eis unter der Sterilbank.
Folgende Reagenzien werden zusammen in ein PCR-Reaktionsgefall gegeben: 3 pl
AmpliTagq® PCR-Puffer, 3,2 ul Primer-Mix (100-400 bp), 1,8 ul MgCly, 6 yl dNTPs
(1mM), 0,2 pl AmpliTagq® Gold DNA-Polymerase, 100 ng DNA und H2Opigest ad 30 L.
Der Ansatz wird vorsichtig gemischt und danach abzentrifugiert bevor die PCR-
Reaktionsgefalle mit dem Template in den PCR-Block eingesetzt werden. Im PCR-
Block werden die Proben unter den folgenden Bedingungen inkubiert: 10 min bei
95°C, 4 min bei 94°C, 1 min bei 94°C, 35 Zyklen x (1 min bei 56°C, 3 min bei 72°C),
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7 min bei 72°C und 4°C flir <. Im Anschluss an die Multiplex-PCR wird die
amplifizierte DNA auf ein 1,5%iges Agarosegel geladen.

C.5.1.2 Agarose-Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese ist eine sehr haufig verwendete Methode in der
Molekularbiologie, mit der geladene Molekule entsprechend ihrer GroRe in einem
elektrischen Feld aufgetrennt werden (Ostling & Johanson, 1984). DNA ist auf Grund
ihrer Phosphatreste negativ geladen — dies macht man sich zunutze indem durch
Anlegen einer Spannung, z. B. in einem Agarosegel, die negativ geladene DNA zur
positiv geladenen Anode wandert. Je nach Konzentration der Agarose bilden sich
unterschiedlich groRe Poren im Gel, sodass dieses als eine Art Netzwerk fur die
Molekule fungiert. Die kleineren Fragmente konnen das Gel schneller durchdringen
und legen somit in der gleichen Zeit eine groRere Strecke zuruck als groRere DNA-
Fragmente. Um die GroRe der jeweiligen DNA vergleichen zu kdnnen, wird ein 100
bp DNA-Marker gleichzeitig aufgetragen. Um die DNA sichtbar werden zu lassen,
wird Ethidiumbromid (3,8-Diamino-5-ethyl-6-phenyl-phenanthridiniumbromid)
verwendet; dabei handelt es sich um eine Substanz, die zwischen die Basen der
DNA interkaliert (Einlagerung im Abstand von 10 Basenpaaren). Dadurch verandert
sich gleichzeitig das Anregungsspektrum von Ethidiumbromid, wodurch wiederum
die Fluoreszenz bei Anregung mit ultraviolettem Licht stark erhoht wird.

Material

- Elektrophoreseapparatur 3000xI (Biorad)

- Agarose (Seakem® LE Agarose, Cambrex)

- Geldokumentationssystem BioDoc Analyze (Biometra)
- Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE-Puffer), 50x konzentriert

2 M Tris (Merck) 243,0 g/l
0,25 M Natriumacetat (Merck) 20,5 g/l
0,05 M EDTA (Ethylendiaminotetraacetat Merck) 18,6 g/l
H2Opigest. ad 600 ml
mit Eisessig (Merck) auf pH 8,0 einstellen

H2Opigest. ad 1000 ml
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ak

- TAE-Puffer, 1x
TAE-Puffer, 50x 3 ml
H2Obidest. 147 ml

- Auftragspuffer (6x Loading Dye Solution, MBI Fermentas)
- Grolenstandard (GeneRulerTM, MBI Fermentas)
- Ethidiumbromid 10 mg/ml (Sigma)

Durchfiihrung

Initial muss der 1x TAE-Puffer hergestellt werden; daraufhin werden 300 ml 1x TAE-
Puffer mit 4,5 g Agarose vermischt — dadurch erhalt man ein 1,5%iges Agarosegel.
Nach dem Vermischen wird das Ganze in der Mikrowelle erhitzt bis sich die Agarose
komplett aufgeldst hat und sich keine Schlieren mehr zeigen. Der flussigen Agarose
wird daraufhin noch 25 pl Ethidiumbromid zugesetzt; diese wird dann in die
Elektrophoresekammer, in die zuvor der Kamm eingesetzt wurde, gegossen.
Nachdem die Agarose komplett erkaltet und fest geworden ist, wird diese mit
Elektrophoresepuffer begossen bis sie vollstandig davon bedeckt ist — der
Elektrophoresepuffer besteht aus 100 ml 1x TAE-Puffer + 50 pl Ethidiumbromid.
Zusammen mit dem Auftragspuffer und dem GroRRenstandard werden die PCR-
Produkte aus C.5.1.1 in die vorgegebenen Bereiche der erkalteten Agarose
eingesetzt. Dann wird die Kammer an eine Spannung angeschlossen; die
elektrophoretische Auftrennung erfolgt bei 65-100 V. Durch die Spannung werden die
Fragmente entsprechend ihrer GrolRe aufgetrennt — dies geschieht so lange, bis der
Farbmarker des Auftragspuffers ca. 2/3 des Agarosegels durchdrungen hat. Danach
wird das Gel vorsichtig aus der Elektrophoresekammer entfernt und unter einen
Transilluminator mit UV-Bestrahlung (360 nm) gelegt. Dadurch werden schliel3lich
die DNA-Fragmente mit Hilfe des eingelagerten Ethidiumbromids sichtbar gemacht

und konnen im Anschluss mit einer Kamera aufgenommen werden.
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C.5.2 Array-CGH mit BAC-Arrays

C.5.2.1 Verwendeter 1 Mb BAC-Array

In der vorliegenden Arbeit wird ein 1 Mb BAC-Array (CMR Hs 1 Mb BAC-Array vom
Centre for Microarray Resources des Instituts fur Pathologie der Universitat
Cambridge) verwendet, auf dem das gesamte humane Genom durch ca. 3.400 BAC-
Klone (Bacterial Artificial Chromosome) in einem Abstand von 1 Mb abgedeckt ist
(Fiegler et al., 2003). Jeder BAC-Klon (Insertgrof3e 100-150 Kb) ist auf diesem Array
viermal (sog. Quadruplets) vertreten. Um die Hybridisierungsspezifitat zusatzlich zu
kontrollieren, sind Drosophila-Klone auf den Arrays aufgebracht; somit befinden sich
auf jedem Microarray ca. 15.400 Spots. Die Herstellung der Arrays erfolgte wie bei
Fiegler et al. beschrieben (Fiegler, Redon, & Carter, 2007).

Um die Arrays langfristig vor Feuchtigkeit zu schiutzen, werden sie in einem

speziellen Schrank mit Trockenperlen gelagert.

C.5.2.2 Random Prime Labeling

Zu Beginn muss die Tumor- sowie die Referenz-DNA markiert werden — dies
geschieht mittels des sogenannten ,Random Prime Labeling“; dabei wird die DNA
mit Fluorochromen markiert (Abb. 4). Bei diesem Prozess werden degenerierte,
zufallig an die Test-DNA bindende Primer verwendet, die mit Hilfe der grof3en
Untereinheit der DNA-Polymerase | aus dem Bakterium E. coli (sog. Klenow-
Fragment) elongiert werden. Des Weiteren werden dCTPs, die an ein Fluorochrom
gekoppelt sind, hinzugefugt — diese werden daraufhin in die DNA eingebaut, wodurch
diese um ein 40-faches amplifiziert wird. Die Grundlage hierbei ist das sog. ,strand
displacement®, eine kontinuierliche Strangverdrangung: Initial lagert sich ein Primer
an die DNA an; die Polymerase wandert daraufhin im Rahmen der DNA-Synthese
am Template entlang und trifft dabei auf einen anderen, durch einen weiteren Primer
synthetisierten, komplementaren Strang, der daraufhin verdrangt wird. Dieser
verdrangte, einzelstrangige Strang kann selbst als neue Matrize fur eine
Strangsynthese dienen (Schock, Lubenow, Loéffert, & Korfhage, 2005).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der kontinuierlichen
Strangverdrangung (Schock et al., 2005)

Initial lagert sich ein Primer an die DNA an; die Polymerase wandert daraufhin im
Rahmen der DNA-Synthese am Template entlang und trifft dabei auf einen anderen,
durch einen weiteren Primer synthetisierten, komplementaren Strang, der daraufhin
verdrangt wird. Dieser jetzt verdrangte, einzelstrangige Strang kann selbst als neue

Matrize fir eine Strangsynthese dienen.

Material

- Tumor-DNA (Test-DNA)

- humane Referenz, mannlich oder weiblich, gepoolt, von mehreren gesunden
anonymen Spendern (Promega)

- Random Primer Solution 2,5x (BioPrime-Kit® DNA Labeling System,

Invitrogen)
- NaCl 1M
NaCl (Merck) 29,22 g
H2Opigest. ad 500 ml
- H2Opigest.
- dNTP-Mix (1 pM dCTP, 2 uM dGTP, 2 uM dATP, 2 uM dTTP)
dCTP 100 mM (MBI Fermentas) 10 pl
dGTP100 mM (MBI Fermentas) 20 ul
dATP100 mM (MBI Fermentas) 20 pl
dTTP100 mM (MBI Fermentas) 20 ul
H2Obidest. 930 ul

- Cyanine 5-dCTP, 25 nM (Perkin Elmer Life Sciences)
- Cyanine 3-dCTP, 25 nM (Perkin Elmer Life Sciences)
- ERGs 1,5 ml (Eppendorf)

- Heizblock (Haep Labor Consult, HBT 130)
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- Klenow-Fragment 40 U/pl (BioPrime® DNA Labelling System, Invitrogen) auf
Eis!

- PCR-Maschine GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems)

- PCR-Reaktionsgefalle Thermo-Tube 0,2 ml (Abgene)

Durchfiihrung

Alle Schritte werden auf Eis durchgefuhrt. Initial werden jeweils 450 ng der zu
markierenden Referenz-DNA sowie der Tumor-DNA (jeweils Sex-mismatching) in
jeweils ein 1,5 ml ERG gegeben. Danach werden 60 yl Random Primer Solution, 3 pl
1M NaCl und H2Opigest ad 130 pl hinzugefugt. Im Anschluss daran wird der Einsatz
gemischt, danach abzentrifugiert und 5 min bei 100°C im Heizblock denaturiert. Nach
dem Denaturieren wird der Ansatz nochmals kurz abzentrifugiert und anschlie3end
fur 5 min auf Eis gekuhlt. Danach werden 15 yl des dNTP-Mixes, 2 yl Cy3-dCTP (fur
die Tumor-DNA) bzw. 2 ul Cy5-dCTP (fur die Referenz-DNA) und 3 pl vom Klenow-
Fragment zum Ansatz gegeben; danach wird gemischt und abzentrifugiert. Im
Anschluss werden die Proben in PCR-Reaktionsgefalle Uberfuhrt — es folgt eine
Inkubation bei 37°C fur 17-20 Stunden. Werden die Proben nicht gleich im Anschluss
weiterverarbeitet, konnen diese bei -20°C gelagert werden — dabei ist auch weiterhin

auf einen konsequenten Lichtschutz zu achten.

C.5.2.3 Aufreinigung der markierten DNA

Material
- ERGs 1,5 ml (Eppendorf)
- Cy3-markierte Tumor-DNA und Cy5-markierte Referenz-DNA (C.5.2.2)
- MicroSpin™ G-50 Sephadex™-Saulchen (GE Healthcare)

- Zentrifuge 5415 C (Eppendorf)

Durchfiihrung

Zu Beginn werden drei Sephadex'-Saulchen pro Probe durchmischt und fiir 1 min
bei 2.800 rpm (735 x g) zentrifugiert — das ist n6tig damit sich die Aufreinigungssaule
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aus Sephadex™ aufbauen kann. Das Zentrifugat wird verworfen. Auf jede Saule
werden vorsichtig 50 ul der jeweiligen Probe zentral aufgetragen, wobei darauf
geachtet werden muss, dass das Granulat nicht mit der Pipettenspitze berthrt wird.
Alle Saulen werden daraufhin fur 2 min bei 2.800 rpm (735 x g) zentrifugiert — durch
diesen Vorgang verbleiben letztendlich in der Saule u. a. Uberschussige Primer,
Nukleotide und Enzyme. Die drei aufgereinigten DNA-Proben werden im Anschluss
vereinigt, gemischt und nochmals abzentrifugiert — somit erhalt man jeweils 150 pl
pro Probe.

C.5.24 Bestimmung der DNA-Konzentration und Fluorochrom-

Inkorporationsrate

Am NanoDrop® Spektrophotometer wird die Fluorochrom-Inkorporationsrate der
markierten DNA analog zu der Beschreibung unter C.3.6 durchgefuhrt. Zusatzlich zur
Messung der DNA (Extinktion bei 260 nm) wird auch die Extinktion bei 532 nm (Cy3)
und 635 nm (Cy5) gemessen — durch diese Messung wird vor der eigentlichen
Hybridisierung ermittelt wie effizient die Markierung der DNA erfolgt ist. Die DNA-
Konzentration sollte bei ~100 ng/pl und die Inkorporationsrate bei >3 pmol/ul liegen.

C.5.2.5 Fallung und Denaturierung der Sonden
Material

- Cy3-markierte Tumor-DNA und Cy5-markierte Referenz-DNA

- Humane Cot-1 DNA 1 pg/pl (Invitrogen)

- Natriumacetat 3 M pH 4,8 (C.2.5)

- Ethanol 100% p. a. (Merck) (-20°C)

- Ethanol 70% (-20°C) (C.2.2)

- Kuhlzentrifuge Biofuge fresco (Heraeus Instruments)

- Yeast-tRNA (100 pg/ul) (Invitrogen)

- Hybridisierungspuffer (50% FA, 7% Dextransulfat, 0,1% Tween 20, 2x SSC,

25 mM EDTA)
Formamid deionisiert (Sigma) 50 ml
Dextransulfat 25% (Sigma) 28 ml
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Tween® 20 (Sigma) 0,1 ml
- 20x SSC (C.2.6) 20 ml
Tris 10mM pH 7,4 1ml
EDTA0,5MpH 8 5ml
H2Ovpiqest, Sterilfiltriert ad 100 ml

- Schuttelblock Thermomixer Compact (Eppendorf)

- Prahybridisierungsmix

Hering Sperma DNA ultraschall-fragmentiert (Invitrogen) 50 pl
Natriumacetat 3 M pH 4,8 (C.2.5) 5yl
Ethanol 100% p. a. (Merck) 110 pl

Inhalte mischen, 30 min bei -80°C fallen, 30 min bei 16.000 x g zentrifugieren,
mit 70%igem Ethanol waschen, nochmals fur 5 min zentrifugieren, danach
Pellet trocknen und in 6 pl Yeast-tRNA sowie 68 ul Hybridisierungsmix fur ca.
2 Stunden |6sen (Pellet muss vollstandig gelost sein) (analog zu C.5.2.5). Der

Mix kann danach bei -20°C gelagert werden.

Durchfiihrung

Initial werden 150 pl der Tumor-DNA (Cy3-markiert) sowie 150 ul der Referenz-DNA
(Cy5-markiert) miteinander vermengt. Im Anschluss werden 135 pl Cot-1 DNA, 46,8
Ml Natriumacetat (3 M) sowie 1000 pl 100%iger Ethanol (-20°C) hinzugefugt. Der
Ansatz wird gut vermengt und anschliefend entweder tber Nacht bei -20°C oder fur
30 min bei -80°C gefallt. Nach der Fallung wird die Probe bei 4°C 30 min zentrifugiert
(13.000 rpm bzw. 15.000 x g). Der Uberstand wird vorsichtig vom violett-farbenen
Pellet abpipettiert. Dieses wird mit 500 yl 70%igem Ethanol (-20°C) versetzt und bei
13.000 rpm bei einer Temperatur von 4°C 15 min gewaschen — dies dient der
Entfernung Uberschissiger Salze. Der Uberstand wird abermals verworfen, der
Ansatz nochmals zentrifugiert und der Rest vorsichtig abpipettiert. Danach wird das
Pellet fir ca. 15 min bei Raumtemperatur getrocknet. Danach wird die DNA in 6 pl
Yeast-tRNA (RNA der Hefe) gelost — es werden 68 pl Hybridisierungsmix
hinzugegeben. Der Ansatz wird dann fur mindestens 2 h bei 37°C im Schuttelblock
gelost, dabei muss gelegentlich gevortext werden, damit das Pellet am Ende
komplett gelost ist. Der Prahybridisierungsmix kann bereits im Voraus hergestellt und
bei -20°C gelagert werden — vor Gebrauch muss dieser ebenfalls bei 37°C
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geschuttelt und gelost werden. Sobald sich das Pellet vollstandig geldst hat, werden
der Prahybridisierungsmix sowie die DNA-Sonde bei 70°C fur 10 min denaturiert.

C.5.2.6 Hybridisierung

Die Hybridisierung sowie die sich anschlieBenden Waschschritte werden
automatisiert mit der Tecan-Hybridisierungsstation HS 400 durchgefuhrt — die Station
wird mit Hilfe eines Computerprogramms, dem sog. ,HS Control Manager®, bedient.

Material

- BAC-Arrays

- Prahybridisierungsmix (denaturiert) (C.5.2.5)

- Sonde (denaturiert) (C.5.2.5)

- H2Opigest.

- Hybridisierungsstation HS 400 (Tecan)

- 20x SSC (C.2.6)

- Waschlésung 1: 50% Formamid / 2x SSC, pH 7,0

0 H2Opigest. 40 ml
o 20x SSC 10 ml
o Formamid (Fluka) 50 ml

o Mit 1 M HCI auf pH 7.0 einstellen
- Waschlosung 2: 40% Formamid / 2x SSC, pH 7.0

0 H2Opigest. 100 ml
o 20x SSC 20 ml
o Formamid (Fluka) 80 ml

o Mit1 M HCI auf pH 7.0 einstellen
- Waschlosung 3: 2x SSC/0,1% SDS

o 20xSSC 40 ml

o 25% SDS 1,6 ml

0 H2Opidest. 358,4 ml
- Waschlosung 4: 0,1x SSC

o 20x SSC 2ml

0 H2Opigest. 398 ml
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Durchfiihrung

Wahrend die Sonden sowie der Prahybridisierungsmix wie oben beschrieben l6sen,
werden die einzelnen Waschlosungen 1 — 4 hergestellt. Die Losungen sind notig, um
unspezifisch gebundene Sonden nach der Hybridisierung zu entfernen. Bevor die
eigentliche Hybridisierung beginnen kann, mussen die Injektionsventile sowie das
Leitungssystem der Tecan-Hybridisierungsstation mit Hilfe des
Reinigungsprogramms ,Rinse“ gereinigt werden. Nach der Reinigung werden die
Schlauche und Injektionsventile mit Stickstoff-Druckluft getrocknet. Nach
AnschlieRen der Waschlosungen an die Hybridisierungsstation und Einschalten der
Heizplatte, werden die Arrays in die Hybridisierungskammern eingelegt. Mit Hilfe des
Programmschritts ,Prime“ wird die Waschlosung 1 luftblasenfrei in das
Leitungssystem der HS 400 gefullt. Sollten nicht alle Positionen der
Hybridisierungskammern bendtigt werden, ist es unabdingbar, dass in die leeren
Positionen Glas-Objekttrager eingesetzt werden. Ungefahr funf Minuten vor dem
Ende der Denaturierungszeit der Sonden sowie des Hybridisierungsmixes wird das
eigentliche Hybridisierungsprogramm der Tecan-Hybridisierungsstation gestartet -
dieses sieht wie folgt aus:

. Waschen: 37°C, 15 sec (Waschlosung 1), Bewegung der Waschlosung

. Injektion von 70 pl Prahybridisierungsmix: 37°C

. Hybridisierung: 37°C, 45 min

. Injektion von 70 pl Sonde: 37°C

. Hybridisierung: 37°C, 40 h

. Waschen: 47°C, 1,5 min (Waschlosung 2), zweimal, 1 min Einweichen

. Waschen: 47°C, 1,5 min (Waschlosung 3), viermal, 1 min Einweichen

. Waschen: 30°C, 30 sec (Waschlosung 4), Bewegung der Waschlésung

. Trocknen der Objekttrager: 30°C, 2 min

Ist der erste Schritt (Waschen bei 37°C) erfolgt, werden 70 pl des
Prahybridisierungsmixes in die Hybridisierungskammer zum Vorpuffern des Arrays
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gegeben. Durch diesen Schritt kann sich die Sonde im Anschluss recht gleichmalig
uber die Oberflache des Objekttragers verteilen - somit reduziert man die Entstehung
von Hybridisierungsartefakten. In dieser Zeit inkubiert die bereits denaturierte Sonde
bei 37°C. Sind 45 Minuten vergangen, wird die eigentliche Probe in die
Hybridisierungskammer gegeben: die Hybridisierung geschieht dann bei 37°C flr
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insgesamt 40 Stunden. Wahrend der Hybridisierung wird die Sonde in der Kammer
gleichmalig bewegt, um die Effizienz der Hybridisierung zu steigern. Nach der
Hybridisierung und den sich anschlieBenden Waschschritten werden die Arrays mit
Hilfe von Stickstoff getrocknet, verbleiben in der mit Stickstoff versetzten Atmosphare
und sind somit vor der oxidierenden Wirkung von Sauerstoff geschutzt. Nach
Entnahme der hybridisierten Arrays aus der Hybridisierungsstation, werden diese

gescannt.
C.5.2.7 Scannen und Datenextraktion der BAC-Arrays

Um die hybridisierten Arrays zu scannen, wird der Microarray-Scanner GenePix™
Personal 4100A (Axon Instruments, Molecular Devices) verwendet. Das Prinzip
besteht darin, dass der Array gleichzeitig von zwei Lasern verschiedener
Wellenlange abgetastet wird und hierbei die Fluorochrome Cy3 und Cy5 bei 532 nm
bzw. 635 nm angeregt werden. Das Licht, welches von den beiden Fluorochromen
ausgesendet wird, wird durch Emissionsfilter mit Hilfe von sog. Photomultipliern
(PMT) detektiert. Im Anschluss daran wird ein zuvor ausgesuchter Bereich gescannt;
dies wird als TIF-Datei gespeichert. Mit Hilfe der Software GenePix™ Pro 6.1 (Axon
Instruments, Molecular Devices) werden die so entstandenen Bilder analysiert. Zu
Beginn ladt man das sog. Array List File, eine Datei, welche Informationen Uber den
Aufbau der Arrays enthalt. Hierzu zahlen der Abstand, der Durchmesser und die
genaue Position der einzelnen Spots. Hierbei wird jedem Spot mit genauer Position
ein BAC-Klon und somit ein Abschnitt im Genom exakt zugeordnet. Mit Hilfe dessen
wird von dem Programm ein Positionsgitter (sog. Grid) erstellt. Dieses entspricht dem
theoretischen Aussehen eines Arrays und wird im Anschluss Uber diesen gelegt. Das
Programm nutzt dann die Funktion Find Array, Align Features, wodurch das
theoretische Gitter des Array List Files auf die Form, Grofle und Position des
einzelnen Spots angepasst und dadurch mit dem vollstandig gescannten Bild zur
Deckung gebracht wird. Jeder einzelne Kreis des so angepassten Gitters um einen
Spot, entspricht einem sog. Feature. Im Anschluss wird der Median aller Pixel
innerhalb eines solchen Features in die Analyse der Fluoreszenzintensitaten
einbezogen. Es wird dann die Analyze-Funktion genutzt um die Mediane der
Vordergrund- Fluoreszenzintensitaten innerhalb eines Spots ebenso wie die Mediane

der Hintergrund-Fluoreszenzintensitaten in einem ringformigen Bereich um jeden
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einzelnen Spot herum zu ermitteln. Die Fluoreszenzintensitaten werden fur Cy3 und
Cy5 einzeln ermittelt. Ob ein Spot in die Analyse einbezogen wird oder nicht, wird mit
Hilfe der sog. Flag Features ermittelt: hierin sind Kriterien festgelegt, mit Hilfe derer
entschieden wird, ob ein Spot als negativ eingestuft (geflaggt) wird. Die
resultierenden Ergebnisse werden im GenePix-Result-File (.gpr) Format gespeichert.
In Abbildung 5 ist ein gescannter BAC-Array als Beispiel dargestellt.

Abbildung 5: Gescannter 1 Mb-BAC-Array
Zu sehen ist ein gescannter BAC-Array, bei dem die grinen (Cy3) und roten (Cy5)
Fluoreszenzsignale Uberlagert sind — so entsteht die gelbe Mischfarbe der Spots.

Insgesamt besteht der Array aus 32 (4 x 8) Blocken; jeder Block besteht aus 20
Spalten und 24 Reihen.
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C.5.2.8 Auswertung der Daten mit MANOR, DNAcopy und CGHcall

Die weitere Datenauswertung geschieht mit dem Ziel DNA-Verluste und -Zugewinne
der untersuchten Tumor-DNA zu ermitteln. Mittels GenePix™ Pro 6.1 erstellte gpr-
Dateien werden mit den R-Paketen MANOR, DNAcopy und CGHcall ausgewertet
(Neuvial et al., 2006; Olshen, Venkatraman, Lucito, & Wigler, 2004; van de Wiel,
Kim, Vosse, van Wieringen, Wilting, & Ylstra, 2007). Bei der Datenauswertung
werden insgesamt drei Schritte durchgefuhrt: die Normalisierung des Datensatzes,
die darauf folgende Segmentierung und das sog. Calling.

Zu Beginn wird die mit GenePix™ Pro 6.1 generierte Ergebnisdatei (result file)
zusammen mit der Clone list Datei geladen, welche entscheidende Informationen
Uber die benutzten BAC-Klone wie z. B. Name, Lokalisation im Genom und
physikalische Position enthalt. Um Artefakte aus den Experimenten auszuschliefden,
werden diejenigen Klone aus dem Datensatz gefiltert, welche nicht den festgelegten
Qualitatskriterien entsprechen (Flagging) - so werden ausschlielBlich biologische
Veranderungen in die Auswertung einbezogen. Klone, deren Quotient aus
Vordergrund- sowie Hintergrundfluoreszenzsignal einen Wert kleiner 3 aufweisen,
werden aus dem Datensatz entfernt (background threshold). Des Weiteren werden
diejenigen  Klone ausgeschlossen, bei denen ein Schwellenwert der
Standardabweichung (standard deviation threshold) 210% Uberschritten wird.

Mit Hilfe des Algorithmus MANOR (Microarray Normalization) werden die nach
dem Flagging verbliebenen Werte raumlich normalisiert (Neuvial et al., 2006).
Bezuglich des Verhaltnisses der Fluoreszenzintensitaten von Tumor- und Referenz-
DNA, wird dieses als zur Basis 2 logarithmierter Quotient (Log»-Ratio) angegeben.
Diese Normalisierung fuhrt dazu, dass der Gesamtmedian der Daten auf die Nulllinie
verschoben wird.

Der raumliche Normalisierungsalgorithmus (spatial normalization) erfolgt in drei
Schritten. Zuerst wird ein raumlicher Trend der Fluoreszenzintensitaten der
Fluorochrome Cy3 und Cy5 auf dem Array abgeschatzt. Danach wird der Array in
Bereiche mit ahnlichen Trend-Werten unterteilt. Im darauffolgenden Schritt erfolgt die
Median-Normalisierung der Datenuntermengen der jeweiligen Segmente. Hierbei
erfolgt eine zweidimensionale Aufteilung des Arrays in eine bestimmte Anzahl an
Bereiche, die in Bezug auf das Mittel der Fluoreszenzintensitaten einheitlich sind.
Nachdem die BAC-Klone auf dem Array zufallig verteilt sind, kann eine vermehrte
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Intensitat eines Fluoreszenzfarbstoffes in einem bestimmten Bereich in Bezug auf
biologische Ursachen ausgeschlossen werden. Durch diese Form der
Normalisierung konnen Artefakte, entstanden z. B. im Rahmen des Waschens oder
auf Grund von Verunreinigungen auf dem Array, ausgeglichen werden. Im Anschluss
daran werden den Log,-Ratios mittels der Clone list Datei die physikalischen
Positionen im Genom zugeordnet. Sollte der Tumoranteil einer Probe nicht 100%
betragen, wird das Profil mittels des Algorithmus cellularity correction bzgl. des
tatsachlichen Tumorgehalts korrigiert (van de Wiel et al., 2007).

Die so ermittelten normalisierten Daten werden dann anhand des R-Pakets DNAcopy
segmentiert (Olshen et al., 2004). Um Start- und Endpunkte von veranderten
Regionen (breakpoints) im Genom aufzudecken, werden die Logz-Ratios entlang
der genomischen Skala in einzelne Abschnitte eingeteilt - dies geschieht mit Hilfe
des in DNAcopy implementieten CBS (Circular Binary Segmentation)-
Algorithmus. Hierbei wird allen BAC-Klonen innerhalb eines Segments derselbe
geglattete Logp-Ratio Wert zugeordnet (Median der Log,-Ratios).

Der jetzt folgende Schritt der weiteren Auswertung erfolgt anhand des R-Pakets
CGHocall (van de Wiel et al., 2007). Hierbei werden den einzelnen Segmenten einer
von sechs Zustanden (einfacher DNA-Zugewinn, doppelter DNA-Zugewinn,
Amplifikation, einfacher DNA-Verlust, doppelter DNA-Verlust, unverandert)
zugeordnet. Mittels mathematischer Berechnungen wird dann allen sechs Klassen
ein Wahrscheinlichkeitswert (call probability) zugeordnet. Uberschreitet dieser 0,5,
kann dem Segment statistisch signifikant einer der oben genannten Zustande
zugeordnet werden (call). Letztendlich werden die zwei Zugewinn- und
Deletionszustande zu jeweils einer Klasse vereint, sodass sich drei
Erwartungszustande ergeben (Zugewinn, Verlust, Normal).

Zum Ende werden die einzelnen Klonwerte des Tumorkollektives mittels des R-
Pakets CGHregions (van de Wiel & Wieringen, 2007) zu gemeinsamen
Veranderungsregionen zusammengefasst. Damit kann bei maximal 1%
Informationsverlust eine deutliche Reduktion der Datenkomplexitat erreicht werden.
Wegen der gleichzeitig geringen Testanzahl entsteht eine hohere statistische Power
in den nachfolgenden statistischen Tests.
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C.6 Statistische Methoden

Die mittels Array-CGH ermittelten genomischen Aberrationen wurden mittels
verschiedener statistischer Verfahren auf signifikante Assoziationen mit
pathologischen und klinischen Daten sowie auf Unterschiede zwischen den beiden
Gruppen, bestehend aus den Mannern mit der Kombination der Risikofaktoren
Alkohol- und Tabakkonsum sowie den Frauen > 70 Jahre ohne diese beiden

Risikofaktoren, Uberpruft.

C.6.1 Hierarchische Clusteranalyse

Bei der hierarchischen Clusteranalyse handelt es sich um ein multivariates
Analyseverfahren, um Gruppen (so genannte Cluster) mit ahnlichen Eigenschaften
zu ermitteln. Im Falle von Array-CGH-Daten werden Kopienzahlprofile mit ahnlichen
Veranderungen einander zugeordnet. Fur die hier durchgefuhrte Clusteranalyse
wurde die R-Statistik-Software (http://www.r-project.org) verwendet. Man verwendet

fur die Berechnungen die Uber die Segmente (DNA-Verlust/-Zugewinn/Normal)
gemittelten Logz-Ratios. Man geht hierbei von der obersten Hierarchiestufe aus und
ordnet die Profile in Bezug auf ihre Korrelationsdistanz (Pearson-
Korrelationskoeffizient). Die Berechnung der entstehenden Distanz zwischen zwei
Clustern erfolgt an Hand der Ward-Methode (ward linkage). Letztendlich entsteht
eine Art Stammbaum, das so genannte Dendrogramm, wodurch die Profile zu
Gruppen, den Clustern, optisch zugeordnet werden kdnnen.

C.6.2 Exakter Fisher-Test

Der exakte Fisher-Test wurde in der vorliegenden Arbeit verwendet, um die beiden
im Rahmen der Clusteranalyse definierten Gruppen mit den pathologischen bzw.
klinischen Daten zu testen. Es handelt sich hierbei um einen statistischen Test,
welcher bei kleinen Merkmalshaufigkeiten p-Werte liefert, die im Allgemeinen
zuverlassiger sind als der Chi-Quadrat-Test. Die hiermit ermittelten p-Werte wurden
als signifikant gewertet, wenn diese < 0,05 liegen.
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C.6.3 Multipler Chi-Quadrat-Test und Benjamini-Hochberg FDR

Der Chi-Quadrat-Test wurde in der vorliegenden Arbeit verwendet, um die
chromosomalen Aberrationen mit den folgenden klinischen Parametern zu
vergleichen: TumorgroRe (T), Lymphknotenstatus (N), Differenzierungsgrad (G),
Geschlecht und Alter. Im Rahmen dieses Tests werden nicht-zufallige Haufungen
von Kopienzahlveranderungen in definierten Gruppen getestet. Die Einteilung in
diese Gruppen erfolgt durch die verschiedenen pathologischen und klinischen
Parameter. Bei einer hohen Anzahl an Tests kommt es zu p-Werten, die zufallig
unter der gesetzten Grenze fur Signifikanz von 0,05 liegen. Damit diese falsch-
positive Rate so niedrig wie moglich gehalten werden kann, werden die zuvor
ermittelten p-Werte mittels des FDR-Verfahrens (False Discovery Rate: auch als g-
Wert bekannt) adjustiert. Die FDR wurde erstmals von Benjamini und Hochberg 1995
als Fehlerkontrollkriterium bei multiplen Tests und den damit einhergehenden
Problemen beschrieben (Benjamini & Hochberg, 1995).

Die Berechnung der adjustierten p-Werte erfolgt unter Zuhilfenahme des R-Skripts
CGHtest (van de Wiel, Smeets, Brakenhoff, & Ylstra, 2005). Hierbei werden die
adjustierten p-Werte mit einem Permutationsverfahren bestimmt, wobei in der
vorliegenden Arbeit 10.000 Permutationen durchgefuhrt wurden. Die so korrigierten
p-Werte wurden als signifikant gewertet, wenn diese < 0,05 liegen.
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D Ergebnisse

D.1 Bestimmung des HPV-Status

Da analog zu einer 2014 veroffentlichten Metaanalyse mit mehr als 12.000 HNSCC
insgesamt 45,8% der Oropharynx-Karzinome und 24,2% der Karzinome der
Mundhohle HPV-positiv waren, wurde bei dem vorliegenden Patientenkollektiv eine
HPV-Analyse durchgefuhrt (Ndiaye et al., 2014). Dies geschah vornehmlich mit dem
Ziel, Unterschiede in der Haufigkeit HPV-assoziierter HNSCC zwischen den
untersuchten Gruppen der mannlichen Patienten mit typischen Risikofaktoren und
den alteren Frauen ohne diese typischen Risikofaktoren zu detektieren. Hierzu
wurden drei verschiedene Testverfahren verwendet: Hybridisierung von PCR-
amplifizierter Tumor-DNA auf LCD-Arrays, p16™¢*® Immunhistochemie und eine
gRT-PCR zum Nachweis von HPV-DNA. Mit Hilfe des LCD-Arrays sollte die HPV-
DNA direkt mittels Farbumschlag nachgewiesen werden. Da hierfur nicht von allen
Tumorproben genug DNA, jedoch noch einzelne FFPE-Gewebeschnitte vorhanden
waren, wurde neben dem LCD-Array zur weiteren Testung auf HPV-Infektion der
Tumore eine p16™%*® Immunhistochemie durchgefiihrt. p16 ist ein Surrogatmarker fiir
HPV-Infektionen (Leemans et al.,, 2011). Es wird somit nicht die HPV-DNA direkt
nachgewiesen. Bei Zellen von Eukaryoten ist das Protein p16™<*® Teil der Kontrolle
der G4-S-Phase durch das Retinoblastom-Protein. Bei ausdifferenzierten

6INK4a

Epithelzellen ist die Expression von p1 so weit herunterreguliert, dass es

normalerweise im Rahmen einer Immunhistochemie nicht nachweisbar ist. Bei

Tumoren, die durch humane Papillomviren infiziert sind, wird p16™<

jedoch stark
hochreguliert und ist somit stark Uberexprimiert (Klaes et al., 2001). Ein Problem bei
dem immunhistochemischen Nachweis von p16™<*? ist, dass in HNSCC haufig eine
heterozygote oder homozygote Deletion der chromosomalen Bande 9p21 vorliegt. In
diesem Bereich lieg das Gen CDKNZ2A, das fur das Protein p16 kodiert, sodass bei
einer alleinig durchgefluhrten IHC die Moglichkeit einer falsch-negativen Testung
besteht (Gollin, 2014). Aus diesem Grund wurde zusatzlich eine PCR zum Nachweis
der HPV-DNA durchgefuhrt.

Insgesamt konnten bei zwei Mannern eine Infektion mit humanen Papillomviren
nachgewiesen werden. Bei beiden Mannern handelt es sich um eine Infektion mit

HPV 16. In Abbildung 6 ist exemplarisch ein eingescannter LCD-Array mit positivem
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HPV 16 Befund zu sehen. In Abbildung 7 ist exemplarisch ein HPV-negativer Tumor
zu sehen. In den drei Ecken des LCD-Arrays mit positivem Farbumschlag befinden
sich die Positivkontrollen. Des Weiteren ist beispielhaft in den Abbildungen 8 und 9

6'NK4 und somit

der immunhistochemische Nachweis einer Uberregulierung von p1
die Annahme einer HPV-Infektion zu sehen. In Abbildung 10 ist analog hierzu das
Ergebnis der immunhistochemischen p16-Farbung einer negativen Probe dargestellt,

welche folglich auch als p16 negativ gewertet wurde.

Abbildung 6: LCD-Array mit HPV 16 positiver Tumorprobe
Zu sehen ist ein Array mit 9 x 9 Feldern. Jeder HPV-Stamm ist als vertikales

Duplikat angelegt. Zu sehen ist eine HPV 16 positive Tumorprobe.
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Abbildung 7: LCD-Array mit HPV-negativer Tumorprobe

Zu sehen ist ein Array mit 9 x 9 Feldern. Jeder HPV-Stamm ist als vertikales

Duplikat angelegt. Hier konnte keine HPV-Positivitat nachgewiesen werden.
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6INK4a

Abbildung 8: Immunhistochemischer Nachweis von p1
p16INK4a

Zu sehen ist eine starke Farbung von p16'NK4a. Dies gilt als Surrogatmarker einer
Infektion mit HPV.

— Beispiel eines
-positiven Falles
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Abbildung 9: VergroBerung aus Abbildung 8

Zu sehen ist ein vergréfRerter Ausschnitt aus Abbildung 8. Wie auch oben zu sehen,
ist eine starke immunhistochemische Farbung von p16™<*

zu erkennen. Dies gilt als
Surrogatmarker einer Infektion mit HPV.
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Abbildung 10: Immunhistochemischer Nachweis von p1 — Beispiel eines

p16'™N%“_negativen Falles

INK4a

In der Immunhistochemie ist kein Nachweis von p16 zu erkennen. Es ergibt

sich somit kein Anhalt fiir eine Infektion des Tumors mit HPV.

Bei den 31 untersuchten Kopf-Hals-Tumorproben der Frauen, konnte keine HPV-
Infektion nachgewiesen werden. Somit zeigten sich nach Untersuchung des HPV-
Status von beiden Gruppen keine wesentlichen Unterschiede. Die Tumore der
Frauen sind hiernach nicht durch HPV-Infektionen bedingt, sodass die Ursache bei
diesen unklar bleibt. Zwei HPV-positive Tumorproben von mannlichen Patienten
wurden aus der Auswertung auf Grund des Einflusses von HPV-Infektionen auf

genetische Veranderungen in HNSCC ausgeschlossen (Gollin, 2014).
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D.2 Array-CGH-Analyse

D.2.1 Qualitatskontrolle der Tumor-DNA

Bei Proben, die in Paraffin eingebettet wurden, ist die DNA manchmal degradiert und
von der Qualitat nicht fur Array-CGH Experimente geeignet (Ferrer et al., 2007). Vor
den Array-CGH-Analysen wurden die Tumor-DNA-Proben daher einer
Qualitatskontrolle mit Hilfe einer Multiplex-PCR unterzogen. Mit Hilfe dieser Methode
werden vier sich nicht Uberlappende Bereiche des Haushaltsgens Gens GAPDH
(Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase) amplifiziert; die Bereiche umfassen
dabei Fragmentlangen von 100, 200, 300 oder 400 bp. Die Klassifikation der Qualitat
reicht dabei von sehr gut bei Amplifikation aller vier Bereiche, Uber gut bei drei
Amplifikaten bis zu ausreichend bei zwei Amplifikaten. Proben, deren DNA nur eine
oder sogar keine Bande aufzeigt, wurden bezogen auf die Qualitat als unzureichend
eingestuft — demnach sollten die Proben mindestens eine GroRe von 200 bp
vorweisen (van Beers et al., 2006). In dem vorliegenden untersuchten Kollektiv von
insgesamt 60 Patienten zeigten vier Proben zwei Banden, sechs Proben drei Banden
und die restlichen 50 Proben vier Banden — somit erreichten alle Proben die
mindestens notwendige Klassifikation ausreichend und konnten in die Array-CGH-
Analyse eingeschlossen werden. In Abbildung 11 sind beispielhaft die Ergebnisse fur
sechs DNA-Proben gezeigt.
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Abbildung 11: Auftrennung der DNA-Amplifikate im Agarosegel nach Multiplex-
PCR

Gezeigt ist die elektrophoretische Auftrennung von sechs amplifizierten DNA-

Tumorproben (1-6), Negativkontrolle (N), Positivkontrolle (P). Links und rechts der
PCR-Amplifikate sind 100 bp Marker (M) aufgetragen. Probe 1 weist drei (100, 200
und 300 bp) Amplifikate auf; bei Proben 2-6 konnten dagegen alle vier Bereiche
(100, 200, 300 und 400 bp) amplifiziert werden.

D.2.2 Chromosomale Aberrationen der untersuchten Kopf-Hals-Tumore
Nach Ausschluss der HPV-positiven Tumore wurden die verbliebenen 29 Tumore

von Mannern, die einen ausgepragten Alkohol- und Tabakkonsum aufwiesen, mit 31

Tumoren von alteren Frauen, die diese klassischen Risikofaktoren nicht aufwiesen,
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hinsichtlich genomweiter Kopienzahlveranderungen (DNA-Zugewinne und -Verluste)
verglichen.

Insgesamt konnte in den 60 untersuchten Primartumoren eine grof’e Anzahl
Kopienzahlveranderungen nachgewiesen werden. In Abbildung 12 ist das
Haufigkeitsprofil der Kopienzahlveranderungen fur alle untersuchten Tumorproben
dargestellt. Insgesamt  wurden 158 chromosomale Regionen mit
Kopienzahlveranderungen nachgewiesen, wobei 94 Regionen von DNA-Zugewinnen
und 64 Regionen von DNA-Verlusten betroffen waren. Die identifizierten
Veranderungsregionen sind in Anhang 2 fur DNA-Zugewinne und in Anhang 3 fur
DNA-Verluste dargestellt.

Das Haufigkeitsprofil der chromosomalen Aberrationen in den untersuchten HNSCC
der mannlichen Patienten ist in Abbildung 13 dargestellt, das der weiblichen
Patienten in Abbildung 14. Visuell ist zu erkennen, dass sich die Haufigkeitsprofile
der beiden Vergleichsgruppen in Bezug auf die veranderten chromosomalen
Bereiche ahneln. Zu sehen ist des Weiteren, dass die Frequenz der Veranderungen
bei den Frauen geringer ist. Die haufigsten DNA-Zugewinne (>30%) in allen
untersuchten Kopf-Hals-Tumoren betrafen die Chromosomen 1q, 3q, 7q, 8p, 89, 9q,
11p, 12q, 13q, 179 und 20qg; die haufigsten DNA-Verluste traten auf den
Chromosomen 3p, 4p, 9p, 99, 19p und 19q auf. Die exakten chromosomalen
Lokalisationen der Kopienzahlveranderungen sind in Tabelle 2 und Tabelle 3
ersichtlich.
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Abbildung 12: Haufigkeitsprofil der Kopienzahlveréanderungen aller 60

untersuchten Kopf-Hals-Tumore

Dargestellt ist das Haufigkeitsprofil aller 60 untersuchten Kopf-Hals-Tumore. Die

ermittelten Veranderungen sind entlang der Chromosomen 1-22 von pter nach qter

im Rahmen ihrer Haufigkeiten aufgetragen. Deletionen (losses) sind als rote

Balken (von unten nach oben) dargestellt, Amplifikationen (gains) analog als griine

Balken (von oben nach unten).
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Abbildung 13: Haufigkeitsprofil der Kopienzahlveranderungen der Kopf-Hals-

Tumore der mannlichen Patienten

Dargestellt ist das Haufigkeitsprofil der nachgewiesenen Kopienzahlveranderungen
in den 29 untersuchten Tumorproben der Manner. Die ermittelten Veranderungen
sind entlang der Chromosomen 1-22 von pter nach qter entsprechend ihrer
Haufigkeiten aufgetragen. Deletionen (losses) sind als rote Balken (von unten nach
oben) dargestellt, Amplifikationen (gains) analog als griine Balken (von oben nach

unten).
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Abbildung 14: Haufigkeitsprofil der Kopienzahlverdanderungen der Kopf-Hals-

Tumore der weiblichen Patienten

Dargestellt ist das Haufigkeitsprofil der nachgewiesenen Kopienzahlveranderungen
in den 31 untersuchten Tumorproben der Frauen. Die ermittelten Veranderungen
sind entlang der Chromosomen 1-22 von pter nach qter entsprechend ihrer
Haufigkeiten aufgetragen. Deletionen (losses) sind als rote Balken (von unten nach
oben) dargestellt, Amplifikationen (gains) analog als griine Balken (von oben nach

unten).
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Tabelle 2: Wiederkehrende DNA-Verluste (11 Regionen) in mindestens 30% der
untersuchten HNSCC (n=60)

Chr Banden Beginn (BAC) Beginn (bp) Ende (BAC) Ende (bp)
3 p26.3-25.3 PAC1186B18 212817 RP11-105K13 8895825
3 p25.3-25.1 RP11-439F4 9829852 RP11-165B2 13823746
3 p25.1-22.1 RP11-305L22 15654041 RP11-527M19 41198083
3 p21.31-21.1  RP4-544D10 47409080 RP11-447A21 52684410
3 p21.1-14.3 RP11-122D19 54033354 RP11-80H18 58175201
3 p14.2-13 RP11-170K19 59727302 RP11-11L10 74152406
3 p12.3-11.2  RP11-220014 77503140 RP11-312H1 87488189
4 p16.3-16.1  CTC-36P21 66628 RP11-117J13 8103624
9 p13.1-g21.11 RP11-133G22 40514338 RP11-250H24 69444194
9 q34.12-34.3 RP11-143H20 133852943 (GS1-135117 140893506
19 p12-q12 CTD-2332E11 20667611 CTC-416D1 32203740

Tabelle 3: Wiederkehrende DNA-Zugewinne (13 Regionen) in mindestens 30%
der untersuchten HNSCC (n=60)

Chr Banden Beginn (BAC) Beginn (bp) Ende (BAC) Ende (bp)
1 q21.3-22 RP11-98D18 153689068 RP11-172I6 155949960
3 q23-29 RP11-235118 141596725 RP11-56C4 192381817
3 929 RP11-279P10 194057113 RP11-23M2 197493977
7 q36.3 RP11-6903 155501974 CTB-3K23 158804231
8 p23.3 RP11-338B22 488653 RP4-605G11 1624128

8 q24.3 RP5-1118A7 144333827 RP5-1056B24 146033936
9 q33.3-34.12 RP11-205K6 129217477 RP11-83J21 133642444
9 q34.12-34.3 RP11-143H20 133852943 (GS1-135117 140893506
11 p15.5 CTC-908H22 189227 RP11-113A6 2306063
12 q24.23-24.31 RP11-144B2 120578976 RP11-3204 123250202
13 q34 RP11-310D8 112591157 CTB-163C9 114909379
17 925.1-25.3 RP11-196E5 73552570 RP11-567016 80780814
20 q13.33 RP5-1107C24 60462266 CTB-81F12 62922066
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D.2.3 Hierarchische Clusteranalyse

Es wurde eine unsupervised hierarchische Clusteranalyse durchgefuhrt, um in dem
hier untersuchten Kollektiv Tumor-Falle mit &ahnlichen chromosomalen
Kopienzahlveranderungsprofilen zu identifizieren. Die Clusteranalyse erfolgte mit
Hilfe der segmentierten und geglatteten Log,-Ratios der BAC-Klone der Arrays. Im
Rahmen dieser Clusteranalyse zeigte sich eine Aufteilung der Falle in zwei Cluster
(Cluster 1 und Cluster 2 (Abb. 15)). Cluster 1 enthielt 17 Falle, Cluster 2 enthielt 43
Falle. Um eine Korrelation der Cluster mit klinischen und pathologischen Daten zu
testen, wurde der exakte Fisher-Test verwendet. Die beiden Cluster wurden auf
Assoziationen mit den folgenden klinischen Parametern tberpruft: TumorgrofRe (pT),
Lymphknotenstatus (pN), Differenzierungsgrad (pG) und Geschlecht (s. Tab. 4). Es
zeigten sich hierbei keine signifikanten Assoziationen der Cluster mit den getesteten
pathologischen und klinischen Parametern: Tumorgrofie (pT) (p-Wert = 1),
Lymphknotenstatus (pN) (p-Wert = 1), Differenzierungsgrad (pG) (p-Wert = 0,06) und
Geschlecht (p-Wert = 0,78). Wahrend die Falle in beiden Clustern in Bezug auf die
TumorgrofRe (pT), den Lymphknotenstatus (pN) und das Geschlecht sehr homogen
verteilt waren, zeigte sich, auch wenn nicht statistisch signifikant (p-Wert = 0,06) in
Cluster 1 eine Anreicherung mit besser differenzierten Tumoren (G 1/2 = 15); es
befanden sich gleichzeitig nur sehr wenige schlecht differenzierte Tumore (G 3 = 2)
in Cluster 1 (in Tabelle 4 gelb markiert). Die exakte Auftrennung der Falle in beiden
Clustern in Bezug auf die getesteten klinischen Parameter kann Tabelle 4

enthommen werden.
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Abbildung 15: Hierarchische Clusteranalyse der Array-CGH-Profile von 60
HNSCC

Dargestellt ist die Clusteranalyse der Kopienzahlveranderungsprofile aller 60
untersuchten HNSCC. Es zeigt sich eine Aufteilung in zwei Cluster: Cluster 1 und
Cluster 2. Die ermittelten Veranderungsprofile der einzelnen Tumorproben sind
entlang der Chromosomen 1-22 von pter nach qter aufgetragen. DNA-Verluste
sind in rot, DNA-Zugewinne in griin und unveranderte Bereiche in grau dargestellit.
Im linken Bereich ist das Dendrogramm dargestellt, welches die Hierarchie sowie
die Abstande zeigt.
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Tabelle 4: Cluster-Verteilung der HNSCC-Falle hinsichtlich klinischer

Parameter

Tumorgrofle

T1/2 T3/4
Cluster 1 9 8
Cluster 2 21 20

Lymphknotenstatus

NO N+
Cluster 1 7 8
Cluster 2 17 21

Differenzierung

G1/2 G3
Cluster 1 15 2
Cluster 2 26 17

Geschlecht

weiblich mannlich
Cluster 1 8 9
Cluster 2 23 20

D.2.4 Korrelation von Kopienzahlveranderungen mit histopathologischen und

klinischen Daten

Um die Korrelation einzelner Kopienzahlveranderungen mit histopathologischen und
klinischen Daten zu beurteilen, wurden diese mittels Chi-Quadrat-Test auf
signifikante Assoziationen gepruft. Da immer mehrere Tests durchgefuhrt werden,
konnen auf Grund der erhdhten Anzahl zufallige p-Werte entstehen, die unter der
Grenze fur Signifikanz von 0,05 liegen. Um diese falsch positiven p-Werte so niedrig
wie moglich zu halten, werden die ermittelten p-Werte mittels des FDR-Verfahrens
adjustiert (FDR p-Wert < 0,05) (Manduchi, Grant, McKenzie, Overton, Surrey, &
Stoeckert, 2000; van de Wiel et al., 2005). Alle 158 Veranderungsregionen wurden
auf Korrelationen mit histopathologischen und klinischen Parametern getestet. Im
Detail wurden Korrelationen der Regionen mit der TumorgroRe (T1/2 gegen T3/4),
dem Lymphknotenbefall (NO gegen N+), dem Differenzierungsgrad (G1/2 gegen G3),
dem Geschlecht (mannlich gegen weiblich) und dem Alter (alteste 30 Patienten

gegen die 30 jungsten Patienten) getestet.
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Nimmt man als cut-off einen FDR p-Wert < 0,05, zeigten sich hierbei keine
signifikanten Korrelationen der Kopienzahlveranderungen mit den getesteten
histopathologischen und klinischen Parametern.

Schaut man sich jedoch die einzelnen Regionen in Bezug auf die beiden getesteten
Gruppen (Manner mit der Kombination der Risikofaktoren Nikotin- und
Alkoholabusus sowie Frauen alter als 70 Jahre ohne die genannten Risikofaktoren)
genauer an, fallen folgende Punkte auf. In Hinblick auf DNA-Zugewinne wies die
Region auf Chromosom 20p12.3-12.1 den niedrigsten FDR adjustierten p-Wert von
0,26 auf. In Hinblick auf DNA-Verluste wiesen die folgenden 12 Regionen die
niedrigsten FDR adjustierten p-Werte (0,13-0,2) auf: Chromosom 3p26.3-25.3,
3p25.3-25.1, 3p25.1-22.1, 3p21.31-21.1, 3p21.1-14.3, 3p14.2-13, 3p12.3-11.2,
4q35.1-35.2, 5935.1-35.2, 5935.2-35.3, 19p13.3-13.2, 19p13.2-13.11. Interessant ist
des Weiteren, dass diese Regionen teilweise unmittelbar zueinander benachbart
liegen und somit funf Ubergeordnete Regionen entstehen. Diese liegen auf den
Chromosomen 3p26.3-22.1, 3p21.31-11.2, 4935.1-35.2, 5935.1-35.3, 19p13.3-13.11.
Die detaillierten Informationen zu den beschriebenen Regionen kdonnen Tabelle 5

enthommen werden.
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Tabelle 5: Kopienzahlveranderungen der beiden getesteten Gruppen mit den

niedrigsten FDR adjustierten p-Werten

Chr | Banden |Beginn Ende itrar‘:)',s E;?quenz E:i%quenz FOR
(BAC_start)lbp (BAC_end/bp) CGH Mannern |Frauen

S |265 . lorostr o |asseos . |Vetwst |03 |0 0,170
3 b |oeaomss - |issosrae . |Vewst 038 |03 |oes
3 294 |tsesaoar . |atiososs . |Verst |035  joi 0165
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D.2.5 Matching mannlicher und weiblicher HNSCC-Falle

Wie in Abschnitt D.2.4 angefuhrt, konnten 2zwar Unterschiede in den
Veranderungshaufigkeiten 13 chromosomaler Regionen in den HNSCC der

verglichenen Gruppen ,Manner mit typischen Risikofaktoren® und ,altere Frauen
beobachtet

identifiziert werden, die

ohne typische Risikofaktoren® werden, jedoch konnten keine

Kopienzahlveranderungen statistisch  signifikante
Assoziationen mit den verglichenen Gruppen aufwiesen. Die beiden Gruppen
mannlicher und weiblicher HNSCC-Patienten waren hinsichtlich klinischer und
histopathologischer Parameter nicht angeglichen. Die detaillierten klinischen und
histopathologischen Daten der beiden Gruppen sind den Tabellen 6 und 7 zu
entnehmen. Rot markiert sind die Parameter, in welchen sich die beiden Gruppen

deutlich unterschieden. Insgesamt waren nur vier Tumore mit Differenzierungsgrad
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G1 vertreten, die allesamt von Frauen stammten. Des Weiteren waren in der Gruppe
der Manner doppelt so viele T4 Tumore vertreten wie in der Gruppe der Frauen;
umgekehrt verhielt es sich mit T1 Tumoren: in der Gruppe der Frauen waren dreimal
so viele vertreten wie in der Gruppe der Manner. Ahnliches galt fir den
Lymphknotenbefall: in der mannlichen Gruppe waren doppelt so viele N1 Tumore zu
finden, wie in der Gruppe der Frauen. Bei deutlich mehr weiblichen Patienten war
aullerdem der Lymphknotenstatus nicht exakt klassifiziert, was auf das hohe Alter
und die daraus resultierende Inoperabilitat der Patientinnen zurtckgefuhrt werden
kann. Da nicht angeglichene klinische und histopathologische Parameter als
Storfaktoren Einfluss auf die statistischen Ergebnisse nehmen kdnnen, wurden die
Gruppen ,Manner mit typischen Risikofaktoren“ und ,altere Frauen ohne typische
Risikofaktoren“  hinsichtlich  klinischer und histopathologischer = Parameter
angeglichen. In den angeglichenen Gruppen verblieben 21 HNSCC-Falle mannlicher
und 21 HNSCC-Falle weiblicher Patienten.

Tabelle 6: Klinische und histopathologische Daten in der Gruppe der Manner

(n=29)
Anzahl | Prozent
Grading G1 0 0,00
G2 18 62,07
G3 11 37,93
Gesamt 29
ﬁ 22 75,86
2 6,90
nicht klassifiziert | 5 17,24
Gesamt 29
TumorgroBRe T1 2 6,90
T2 11 37,93
T3 4 13,79
T4 12 41,38
Gesamt 29
12 41,38
6 20,69
10 34,48
nicht klassifiziert | 1 3,45
Gesamt 29
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Tabelle 7: Klinische und histopathologische Daten in der Gruppe der Frauen

(n=31)
Anzahl | Prozent
Grading G1 4 12,90

G2 19 61,29
G3 8 25,81
Gesamt 31

21 67,74

4 12,90
nicht klassifiziert | 6 19,35
Gesamt 31

TumorgroRe T1 6 19,35

T2 11 35,50
T3 6 19,35
T4 6 19,35
nicht klassifiziert | 2 6,45
Gesamt 31

12 38,71

3 9,68

10 32,26
nicht klassifiziert | 6 19,35
Gesamt 31

D.2.6 Korrelation von Kopienzahlveranderungen in gematchten mannlichen
und weiblichen HNSCC-Fallen

Die angeglichenen Gruppen der 21 mannlichen und 21 weiblichen HNSCC-Falle
wurden erneut mittels Chi-Quadrat-Test hinsichtlich signifikanter Unterschiede in
Kopienzahlveranderungen untersucht sowie die erhaltenen p-Werte mittels FDR-
Verfahren adjustiert. Neben dem Vergleich der HNSCC-Falle der Manner gegen
diejenigen der Frauen, wurden auch erneut die unter D.2.4 aufgefihrten klinischen
Parameter hinsichtlich Assoziationen mit einzelnen Kopienzahlveranderungen
getestet. Bei den DNA-Verlusten zeigten sich erstmals in Bezug auf klinische Daten
zwei Regionen die im Test von Patienten ohne Lymphknotenmetastasen gegen
solche mit Lymphknotenmetastasen p-Werte von kleiner 0,05 aufwiesen. Im FDR
adjustierten Verfahren lagen die p-Werte beider Regionen bei 0,132. Diese beiden
Regionen auf Chromosom 5q35.1-35.2 und 5935.2-35.3 wurden auch bereits unter
D.2.4 beschrieben.

Im Vergleich der 21 Frauen gegen 21 Manner fiel in Hinblick auf DNA-Zugewinne wie
bereits weiter oben beschrieben die Region auf Chromosom 20p12.3-12.1 mit einem
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FDR adjustierten p-Wert von 0,21 auf; somit jedoch uber dem Signifikanzniveau von
< 0,05.

Im Vergleich der 21 Frauen gegen 21 Manner zeigten sich sieben Regionen auf den
Chromosomen 3p25.3-25.1, 3p25.1-22.1, 3p22.1-21.31, 3p21.31-21.1, 3p21.1-14.3,
4q35.1-35.2 und 19p12-q12, die einen p-Wert < 0,05 und einen FDR adjustierten p-
Wert < 0,1 aufwiesen. Von den insgesamt sieben Regionen sind funf ebenfalls unter
D.2.4 bereits beschrieben worden — die Regionen auf den Chromosomen 3p22.1-
21.31 und 19p12-9q12 sind in der wiederholten Analyse an den gematchten Gruppen
neu aufgetreten.

Die
Kopienzahlveranderungen der gematchten mannlichen und weiblichen HNSCC-Falle

detaillierten Informationen bezlglich der Korrelationen von

konnen den Tabelle 8 und 9 enthommen werden.

Tabelle 8: Korrelation von Kopienzahlveranderungen in gematchten

mannlichen und weiblichen HNSCC-Fallen in Bezug auf das

Geschlecht
; Status Frequenz | Frequenz
Chr| Banden (BA(BJfg::rr;)lbp (BACE_r:a(:led)lbp AJS‘.X' Mégiiern Fr':ﬁien FDR
3| %er | Naposss | 1sszaras | Vewst | 038 |0 |00
3 | "2i | “tsassoar | atioeosa | Verwst | 033 | 005 | 0103
3 | Bran | assoaser | aeotssez | Vewst | 02 | o | 0089
3 | %1 | Viravooeo | scesasto | Vewst | 03 | 0| oo
3| Mas | Vosoasas | set7saor | Vemwst | 033 | 005 | 0103
¢ | *%52 | Neoararse | toorozers | Verwst | 028 | o | 0089
o B | TR | s | vews | 0w | o | ooe
o0 [PHES | Roooma® | Mooy | wewn | 021 | o | oan
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Tabelle 9: Korrelation von Kopienzahlveranderungen in gematchten

mannlichen und weiblichen HNSCC-Fallen in Bezug auf den

Lymphknotenbefall
. Status
Beginn Ende ] Frequenz | Frequenz

Chr | Banden | 5, ¢ start)ibp | (BAC_end) /bp Agg‘z beiNO | beiN+ | TPR

5q35.1- | RP11-20022/ | CTC-355H1/
51 352 171064773 175208164 | Verlust 0.13 0 0,132

5q35.2- | CTB-87L24/ | CTC-240G13/
5| 353 175904373 180580792 | Verlust 0.13 0 0,132
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E Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt 60 Kopf-Hals-Tumore (54 Tumore der
Mundhohle, vier Tumore des Oropharynx, zwei Tumore nicht exakt klassifiziert bzgl.
der Lokalisation innerhalb des Aerodigestiviraktes) mittels Array-CGH auf
genomische Kopienzahlveranderungen hin untersucht. Diese Tumore stammten zum
einen von typischen mannlichen Kopf-Hals-Tumor Patienten mittleren Alters mit der
Kombination der beiden Hauptrisikofaktoren Alkohol- und Tabakkonsum und zum
anderen von eher fur diese Krankheitsentitat untypischen Patienten, namlich Frauen
alter als 70 Jahre ohne diese beiden genannten typischen Risikofaktoren. Auch wenn
diese Frauen ohne die genannten Risikofaktoren deutlich seltener
Plattenepithelkarzinome des Aerodigestivtraktes entwickeln, ist es bisher ungeklart,
weswegen insbesondere in hoherem Alter die Inzidenz dieser Tumore in dieser
seltenen Patientengruppe ansteigt. Klinisch ist diese Gruppe vor allem interessant,
da es sich haufig um multimorbide Patienten handelt, bei welchen gro3ere, radikale
Tumoroperationen mit einer deutlich erhdohten Morbiditat und Mortalitat assoziiert
sind. Sollten sich Unterschiede in der Tumorbiologie ergeben, kann unter Umstanden
in Zukunft eine individualisierte, weniger invasive und somit fur die Patienten
risikoarmere Therapie entwickelt werden. Ziel dieser Arbeit war es initial zu
untersuchen, ob die Tumore der Frauen, die den Risikofaktoren Alkohol- und
Tabakkonsum nicht ausgesetzt waren, andere genomische Aberrationen aufweisen
als die Tumore der Manner mit den genannten Risikofaktoren. Die in dieser Arbeit
ermittelten chromosomalen Kopienzahlveranderungen in den HNSCC wurden zudem
auf Korrelationen mit klinischen und histopathologischen Parametern Uberpruft.
Daruber hinaus wurde untersucht, ob die Kopf-Hals-Tumore beider Gruppen
Unterschiede in der Haufigkeit HPV-assoziierter HNSCC aufweisen. Infektionen mit
HPV stellen neben Alkohol- und Tabakkonsum einen weiteren wichtigen Risikofaktor
fur die Entwicklung eines Plattenepithelkarzinoms des Kopf-Hals-Bereiches dar.
Zudem ist bekannt, dass sich die molekularen Veranderungen HPV-assoziierter
Tumore von denen HPV-negativer Tumore deutlich unterscheiden (Cancer Genome
Atlas, 2015; Gollin, 2014).
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HPV-Status des untersuchten HNSCC-Kollektivs

Es konnte gezeigt werden, dass verschiedene HPV-Stamme, die sog. ,high-risk
Typen®, vor allem HPV 16 und 18 eine entscheidende Rolle in der Entwicklung
einiger HNSCC spielen (Leemans et al., 2011; Premoli-De-Percoco et al., 1998;
Ragin et al., 2007). Insgesamt konnte in den Industrienationen eine Abnahme von
Mundhohlenkarzinomen verzeichnet werden, analog zur Abnahme des
Tabakkonsums (Chaturvedi et al., 2013; Franceschi et al., 2000). Gleichzeitig konnte
aber was Oropharynx-Karzinome angeht eine Zunahme der Inzidenzen beobachtet
werden (Chaturvedi et al., 2013; Gollin, 2014). Dies wird vor allem auf die Zunahme
der HPV-assoziierten Oropharynx-Karzinome zurtckgefuhrt (Hong et al., 2010;
Mehanna et al., 2010; Nasman et al., 2009; S. Syrjanen, 2004; Tachezy et al., 2005).
In einer 2014 veroffentlichten Metaanalyse wurden insgesamt mehr als 12.000
HNSCC auf ihren HPV-Status hin dberpruft. Insgesamt waren 45,8% der
Oropharynx-Karzinome HPV-positiv, wahrend bei den Karzinomen der Mundhohle
die Rate deutlich geringer, jedoch immer noch bei 24,2% lag (Ndiaye et al., 2014). In
der vorliegenden Arbeit konnten initial nur zwei HPV-positive HNSCC-Falle — beide
bei mannlichen Patienten — nachgewiesen werden. Dies steht im ersten Moment
nicht im Einklang mit der gangigen Literatur, da hier viel hohere Raten dokumentiert
wurden. Das vorliegende Kollektiv  besteht jedoch zu 90% aus
Plattenepithelkarzinomen der Mundhohle, die im Vergleich mit Oropharynx-
Karzinomen per se in viel geringerem MalRe mit HPV-Infektionen assoziiert sind. Des
Weiteren steigt in Industrienationen vornehmlich die Inzidenz der HNSCC bei
jungeren Patienten an, was u. a. auf das veranderte Sexualverhalten zurickgefuhrt
wird (Rettig, Kiess, & Fakhry, 2015). Hierbei gelten als Risikofaktoren u. a. die
Anzahl der oralen Sexualpartner, viele vaginale Sexualpartner sowie ein junges Alter
bei erstem Sexualkontakt (Rettig et al., 2015). In Bezug auf das vorliegende Kollektiv
und die sehr geringe Anzahl an detektierten HPV-assoziierten Tumoren lasst sich
argumentieren, dass bei den Mannern die klassischen Risikofaktoren Alkohol- und
Tabakkonsum vorliegen und bei den Frauen auf Grund des hohen Alters und der
friher konservativeren Moralvorstellungen und des damit einhergehenden
Sexualverhaltens die Wahrscheinlichkeit einer HPV-Infektion noch deutlich geringer

war.
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In den letzten Jahren ist das Interesse an HPV-assoziierten Tumoren stetig
gestiegen, was u. a. damit zusammenhangt, dass die Prognose der Patienten
hierdurch beeinflusst wird. Fakhry et al. haben beispielsweise in einer der ersten
prospektiven klinischen Studien mit 105 Patienten eine signifikant hohere
Uberlebensrate von Patienten mit HPV-positiven Tumoren im Gegensatz zu
Patienten mit HPV-negativen Tumoren nachweisen konnen (Fakhry et al., 2008).
Auch andere Studien konnten zeigen, dass Patienten mit HPV-positiven Tumoren
eine insgesamt langere Uberlebenszeit aufweisen, als HPV-negative Tumorpatienten
(Ang et al., 2010; Pytynia et al., 2014). Der Grund hierfur ist bisher nicht eindeutig
geklart, jedoch gibt es Hinweise, dass diese Tumore ein besseres Ansprechen auf
eine Strahlen- und Chemotherapie sowie eine damit einhergehende bessere
lokoregionale Kontrolle aufweisen (Ang et al., 2010; Ang & Sturgis, 2012; Posner et
al., 2011; Pytynia et al., 2014; Tribius et al., 2011). Es ist des Weiteren bekannt, dass
sich die molekularen Veranderungen HPV-assoziierter Tumore von denen HPV-
negativer Tumore unterscheiden (Cancer Genome Atlas, 2015; Gollin, 2014). Zu den
haufigsten Veranderungen zahlen bei den HPV-positiven Tumoren Mutationen von
PIK3CA, der Verlust von TRAF3 sowie Amplifikationen von E2F1. HPV-negative
Tumore zeigen eine Vielzahl an Veranderungen, beispielsweise Amplifikationen der
chromosomalen Banden 11913 (CCND1, FADD und CTTN) sowie 11922 (BIRC2
und YAPT). Des Weiteren weisen HPV-negative Tumore auch eine Vielzahl an
Mutationen in Tumorsuppressorgenen auf (z. B. FAT1, NOTCH1, SMAD4 und
CDKNZ2A). Die therapeutisch relevante EGFR-Uberexpression tritt vornehmlich in
HPV-negativen Tumoren auf. Fast alle mit Tabakkonsum assoziierten Tumore zeigen
den Verlust von TP53 sowie Mutationen von CDKN2A (Ubersicht in Cancer Genome
Atlas, 2015).

Letztendlich waren HPV-positive Tumore in der vorliegenden Arbeit nur in sehr
geringem Male vertreten. HPV-positive Tumore wurden daher von weiteren
Analysen ausgeschlossen, um den moglichen Storfaktor ,HPV-Status® zu

eliminieren.

Chromosomale Aberrationen des untersuchten Kollektivs

Es ist bekannt, dass Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches eine grolle

Anzahl genomischer Kopienzahlveranderungen aufweisen (Gollin, 2014; Patmore,
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Cawkwell, Stafford, & Greenman, 2005). Die im vorliegenden Kollektiv am haufigsten
aufgetretenen DNA-Zugewinne (>30%) befanden sich auf den Chromosomen 1q, 3q,
74, 8p, 8q, 9q, 11p, 12q, 13q, 17q und 20q; die am haufigsten aufgetretenen DNA-
Verluste befanden sich auf den Chromosomen 3p, 4p, 9p, 99, 19p und 19q. Diese
Ergebnisse stehen gut im Einklang mit in der Literatur haufig beschriebenen
Kopienzahlveranderungen in HNSCC. Die haufigsten zytogenetischen Aberrationen
in HNSCC sind DNA-Zugewinne auf den Chromosomen 3926, 5p14-15, 7p11, 8q11-
12, 8924, 11913, 20q12-13 sowie -Verluste auf 3p, 4q35, 5912, 8p23, 9p21-24,
11q14-23, 13912-14, 18923 und 21922 (Gollin, 2014). Kopienzahlveranderungen der
Chromosomen 3p, 3q, 8q, 9p und 20q konnten auch in dem in dieser Arbeit
untersuchten HNSCC-Kollektiv als haufig vorkommende Veranderungen
nachgewiesen werden.

In der hierarchischen Clusteranalyse zeigte sich eine deutliche Auftrennung der
Aberrationsprofile der untersuchten HNSCC-Falle in zwei Cluster. Es konnten jedoch
keine signifikanten Assoziationen der Cluster mit klinischen oder histopathologischen
Parametern nachgewiesen werden. In Bezug auf den Differenzierungsgrad zeigten
sich in Cluster 1 jedoch vornehmlich Falle mit besser differenzierten Tumoren und
nur sehr wenige mit schlecht differenzierten Tumoren (s. Tab. 4). Falle in Cluster 1
wiesen insgesamt weniger chromosomale Aberrationen, insbesondere DNA-
Verluste, als die Falle in Cluster 2 auf. Diese Beobachtung passt sehr gut zu der
Annahme, dass je schlechter ein Tumor differenziert ist, umso mehr chromosomale
Veranderungen auftreten (Gollin, 2014). Dies ist bereits auffallend, wenn man sich
die Zunahme der verschiedenen Aberrationen vom gesunden Uber dysplastisches
Gewebe bis hin zum invasiven Karzinom betrachtet. So konnte beispielsweise
gezeigt werden, dass DNA-Zugewinne auf den Chromosomen 3q26-qter, 5p15,
8g11-21 und 8924.1-qter sowie DNA-Verluste auf 18q22-qter mit einer Transition von
milder zu moderater Dysplasie auftreten. Zugewinne auf 11913, 14q, 17q11-22 und
20q sowie Verluste auf 9p sind involviert im Ubergang von moderater zu schwerer
Dysplasie. Verluste auf 3p14-21 und 5q12-22 werden haufig in Zusammenhang mit
einer Progression von schwerer Dysplasie hinzu einem invasiven Karzinom
beobachtet (Gollin, 2014). In den beiden vorliegenden Clustern konnte in Bezug auf
die Haufigkeit dieser Veranderungen kein Unterschied festgestellt werden, was sich
dadurch erklaren lasst, dass es sich bei allen hier untersuchten Tumoren bereits um

invasive Karzinome handelt.
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Daruber hinaus kann die intratumorale Heterogenitat erklaren, weswegen schlechter
differenzierte Tumore mehr Veranderungen aufweisen als gut differenzierte Tumore.
Tumore bestehen haufig aus unterschiedlichen Zellklonen mit verschiedenen
Genotypen. Das entsteht durch die genetische Instabilitat der Tumore, wodurch es
im Rahmen der Progression des Tumors zu einer Anhaufung unterschiedlicher
Mutationen kommt. Diese Mutationen konnen fur die jeweilige Tumorzelle einen
Uberlebens- oder Vermehrungsvorteil darstellen (Merlo et al., 2010). In Bezug auf die
Differenzierung der Tumore ist bereits mikroskopisch zu sehen, dass sich schlecht
differenzierte Tumore stark vom ursprunglichen Gewebe unterscheiden. Dies legt
nahe, dass sich schlecht differenzierte Tumore auch von besser differenzierten
Tumoren hinsichtlich der Anzahl chromosomaler Aberrationen unterscheiden
(Forastiere, Koch, Trotti, & Sidransky, 2001; Gollin, 2014).

Unterschiede der Kopienzahlveridnderungen zwischen den Gruppen
und klinisches Matching

Die mit Hilfe der Array-CGH ermittelten Kopienzahlveranderungen der Tumorproben
wurden zwischen den beiden untersuchten Gruppen, Mannern mit den klassischen
Risikofaktoren Alkohol- und Tabakkonsum, sowie Frauen ab 70 Jahren ohne die
genannten Risikofaktoren, verglichen und auf signifikante Unterschiede Uberpruft.
Hierbei konnte keine signifikante Assoziation einzelner Kopienzahlveranderungen im
Auftreten mit den beiden Gruppen ermittelt werden.

Wenn man in Abbildung 13 und 14 die Haufigkeitsprofile der Tumore von Mannern
und Frauen vergleicht, ist zu erkennen, dass sich die veranderten chromosomalen
Regionen in beiden Gruppen Uberschneiden. Es ist dabei ebenfalls zu erkennen,
dass sich die Aberrationshaufigkeiten bei den Tumoren der Frauen von denjenigen
der Manner unterscheiden. Diese fallen bei den Frauen insgesamt geringer aus. Um
Unterschiede in Kopienzahlveranderungen zwischen den beiden untersuchten
Gruppen der Tumore von ,Mannern“ und ,Frauen® herauszufiltern, mussen die
Gruppen moglichst gut hinsichtlich aller klinischen und histopathologischen
Parameter angeglichen sein. Dies war jedoch nicht der Fall (vgl. Tab. 6 und Tab. 7).
Die Tumore der Frauen waren besser differenziert; bei den Tumoren der Manner
waren insgesamt mehr Tumore mit hoherem T-Status und doppelt so viele N1

Tumore zu finden wie bei den Tumoren der Frauen. Aus diesem Grund wurden die
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Tumore der mannlichen und weiblichen Patienten einander paarweise anhand ihrer
klinischen und pathologischen Daten angeglichen. Es konnten somit insgesamt 21
Frauen zu 21 Mannern zugeteilt werden.

Bei den DNA-Verlusten zeigte sich erstmals eine Assoziation zweier
Veranderungsregionen (Chromosom 5q35.1-35.2 und 5@35.2-35.3) mit dem
Lymphknotenstatus. Die FDR adjustierten p-Werte beider Regionen lagen mit 0,132
uber dem zuvor gesetzten Signifikanzniveau von 0,05, allerdings kann dies an der
kleinen Fallzahl liegen. DNA-Verluste des langen Arms von Chromosom 5 (5q)
wurden bereits mit Kopf-Hals-Tumoren in Verbindung gebracht. Jedoch liegen die
beschriebenen Regionen u. a. im Bereich von 5q31.1-33.1 und 5q21-22 (Mao,
Schwartz, Daling, & Beckmann, 1998; Ribeiro et al., 2014). Dabei wurde die Region
5921-22 bereits in einer Studie mit 49 Patienten mit einer Tumorprogression in
Verbindung gebracht. Patienten in frihen Stadien zeigten demnach nur in 14% der
Falle einen Verlust dieser Region, wahrend Patienten in einem lokal fortgeschrittenen
Stadium in 50% der Falle und metastasierte Patienten sogar in 100% der Falle
diesen DNA-Verlust verzeichnet hatten (Mao et al., 1998). In der chromosomalen
Bande 5921 liegen die Tumorsuppressorgene APC und MCC, die vor allem mit der
familiaren Polyposis coli und Kolonkarzinomen assoziiert wurden (Kinzler, Nilbert,
Su, et al., 1991; Kinzler, Nilbert, Vogelstein, et al., 1991). Die in der vorliegenden
Arbeit detektierten DNA-Verluste der chromosomalen Region 5935.1-35.3 wurden
bereits beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom und Mammakarzinom als haufige
chromosomale Veranderung beschrieben (Johannsdottir et al., 2006; Mendes-da-
Silva, Moreira, Duro-da-Costa, Matias, & Monteiro, 2000). Bei Kopf-Hals-Tumoren
wurden Veranderungen dieser chromosomalen Region jedoch bislang nicht als
haufige Veranderung beschrieben, genauso wenig wie eine Assoziation mit
Lymphknotenmetastasierung beschrieben wurde. Die beobachtete Assoziation von
DNA-Verlusten auf Chromosom 5q mit Lymphknotenmetastasierung kann als
Ausgangspunkt fur die Identifizierung von Kandidatengenen in der chromosomalen
Region dienen. Daruber hinaus sollten weitere Tumore unabhangiger Kopf-Hals-
Tumor-Kollektive untersucht werden, um die Assoziation mit dem Lymphknotenstatus
zu validieren.

Im angeglichenen Kollektiv konnte fir DNA-Zugewinne weiterhin kein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden untersuchten Patientengruppen (Manner versus
Frauen) festgestellt werden.
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Im Vergleich der einander angeglichenen 21 Frauen gegen 21 Manner zeigten sich
sieben von DNA-Verlusten betroffene Regionen auf den Chromosomen 3p25.3-25.1,
3p25.1-22.1, 3p22.1-21.31, 3p21.31-21.1, 3p21.1-14.3, 4935.1-35.2 und 19p12-q12,
die einen p-Wert < 0,05 und einen FDR adjustierten p-Wert < 0,1 aufwiesen; diese
sieben Veranderungen traten haufiger in den Tumoren der Manner auf. Es ergaben
sich darunter drei Regionen auf den Chromosomen 3p25.3-25.1, 3p21.31-p21.1 und
19p12-q12, deren FDR adjustierte p-Werte < 0,05 lagen und damit als signifikante
Unterschiede chromosomaler Kopienzahlveranderungen gewertet wurden.

Der Verlust des kurzen Arms von Chromosom 3 (Chromosom 3p) ist bereits in
mehreren HNSCC-Studien beschrieben. Es handelt sich hierbei um eine der
frGhesten, haufigsten und wahrscheinlich entscheidendsten Aberrationen bei diesen
Tumoren, die bei mehr als 90% der Plattenepithelkarzinome der Mundhdhle auftritt
(Gollin, 2014). Auch bei vielen anderen Tumoren, wie z. B. Bronchialkarzinomen,
Magenkarzinomen oder B-Zell-Lymphomen treten Veranderungen im kurzen Arm
von Chromosom 3 haufig auf (Durkin & Glover, 2007). Der Verlust des Chromosoms
3p ist haufig durch einen Bruch, meistens in der chromosomalen Bande 3p14,
verursacht. In dieser Region ist das FHIT-Gen lokalisiert; als fragilste chromosomale
Stelle wurde der Lokus des FRA3B-Gens identifiziert (Durkin & Glover, 2007; Ishii,
Wang, & Huebner, 2007). FHIT ist mit der Tumorentwicklung und -progression
assoziiert: es spielt u. a. eine entscheidende Rolle bei der Beseitigung von DNA-
Schaden und der Induktion von Apoptose (Saldivar et al., 2013). Stein et al. konnten
zudem zeigen, dass ein Bruch im FRA3B-Genlokus in Zusammenhang mit
Tabakkonsum steht (Stein, Glover, Palmer, & Glisson, 2002). Auf Chromosom 3p
befinden sich weitere Gene, denen eine Rolle bei der Tumorentwicklung
zugeschrieben wird: u. a. FANCD2, TOP2B, RASSF1 (Gollin, 2014; Hermsen et al.,
2005). Hierbei ist zu erwahnen, dass Kopienzahlveranderungen der beiden Regionen
3p25.3-25.1 und 3p21.31-21.1 ausschlieBlich in Tumoren von mannlichen Patienten
auftraten. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit einer anderen Studie, in der zum
einen gezeigt werden konnte, dass im Durchschnitt weniger DNA-Verluste in
Tumoren von Nichtrauchern zu finden sind, als in denjenigen von Rauchern. Dartber
hinaus konnten in der Studie von Koch et al. Verluste von Chromosom 3p als eine
spezifische chromosomale Veranderung identifiziert werden, die in den Tumoren
typischer Kopf-Hals-Tumorpatienten mit dem Risikofaktor Tabakkonsum signifikant
haufiger auftritt (Koch, Lango, Sewell, Zahurak, & Sidransky, 1999).
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Nachdem diese Regionen auch in dieser Studie bei den Frauen ohne gangige
Risikofaktoren signifikant seltener Verluste zeigten, als dies bei den Mannern in der
vorliegenden Kohorte der Fall war, sollten hierzu weitere Untersuchungen mit
|dentifizierung weiterer Kandidatengene stattfinden.

Ebenfalls mit einem FDR adjustierten p-Wert von < 0,05 zwischen den beiden
Gruppen fiel die Region 19p12-q12 auf. Hier konnten DNA-Verluste dieser
chromosomalen Region nur in einem Tumor einer weiblichen Patientin im Gegensatz
zu neun mannlichen HNSCC-Tumoren nachgewiesen werden. Bislang sind DNA-
Verluste in diesem Bereich nicht als haufige Veranderung bei HNO-Tumoren
beschrieben.

DNA-Verluste der Region 4935.1-35.2 wiesen in der statistischen Auswertung einen
FDR korrigierten p-Wert von 0,089 auf, somit Uber der gesetzten Grenze fur
Signifikanz. Fruhere Studien haben epigenetisches Gen-Silencing und homozygote
Deletionen auf Chromosom 435 in HNSCC der Mundhohle detektiert (Nakamura et
al., 2008; Nakaya et al., 2007). In dieser Region liegen das Tumorsuppressorgen
FAT1, (Nakaya et al., 2007) sowie weitere potentielle Tumorsuppressorgene (u. a.
MTNR1A sowie ING2) (Borkosky et al., 2009; Nakamura et al., 2008). Fur ING2, das
Teil der ING-Genfamilie ist, wurde gezeigt, dass es in Kooperation mit p53 eine
wichtige Rolle im Rahmen der Zellalterung, der Zellantwort bei Zellschaden sowie bei
der DNA-Reparatur spielt (Nagashima et al., 2001; Pedeux et al., 2005; Wang,
Wang, & Li, 2006). Bisher wurden Deletionen in dieser Region nicht mit
Risikofaktoren wie Alkohol- und Tabakkonsum in Verbindung gebracht. Obwohl diese
Region nicht zu den haufigsten Genveranderungen bei HNSCC zahlt, konnte
dennoch auch hier gezeigt werden, dass die Inaktivierung diverser
Tumorsuppressorgene eine Rolle bei der Entstehung dieser Art Tumore spielen
kann.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass in der vorliegenden Studie bei Kopf-Hals-
Tumoren typischerweise auftretende Kopienzahlveranderungen in  beiden
untersuchten Patientengruppen nachgewiesen werden konnten. Die
Veranderungsbereiche scheinen jedoch in Zusammenhang mit regelmaRiger
Einwirkung bestimmter Noxen wie Alkohol- und Tabakkonsum zu stehen. In der
vorliegenden Arbeit konnten DNA-Verluste dreier Regionen identifiziert werden, die
sich zwischen den beiden getesteten Gruppen der HNSCC von Mannern mit den
klassischen Risikofaktoren (Tabak- und Alkoholkonsum) und Frauen > 70 Jahre ohne
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diese Risikofaktoren, signifikant unterschieden. Zwei dieser drei Regionen befanden
sich auf Chromosom 3p. Veranderungen in dieser Region wurden bereits in
vorhergehenden Studien mit dem Risikofaktor Tabakkonsum assoziiert (Koch et al.,
1999; Stein et al., 2002). Die beobachteten Unterschiede in den drei identifizierten
Regionen sind zumindest auf Chromosom 3p am ehesten auf Unterschiede in den
Risikofaktoren und weniger auf das Alter bzw. das Geschlecht der HNSCC-Patienten
zuruckzufuhren. Um dies genauer bestimmen zu kdnnen, waren weitere Studien an
anderen HNSCC-Kollektiven wuinschenswert, die sich nur in einem Parameter
unterscheiden. Des Weiteren konnen die Ergebnisse als Ausgangspunkt fur die
Identifizierung von Kandidatengenen in den betroffenen Veranderungsregionen
dienen. DarlUber hinaus sollten die Ergebnisse in weiteren HNSCC-Tumoren
unabhangiger Kopf-Hals-Tumor-Kollektiven validiert werden.

Insgesamt weisen die Frauen zwar die fur Kopf-Hals-Tumore typischen
chromosomalen Aberrationen auf, jedoch zeigte sich im vorliegenden Kollektiv in der
weiblichen Kohorte eine geringere Frequenz an chromosomalen Veranderungen,
was letztendlich auch durch die bessere Differenzierung dieser Tumore erklart
werden kann. Hierbei ist es mdglich, dass sich diese Aberrationen im Rahmen
standig entstehender DNA-Schaden entwickelt haben. Je alter die Menschen
werden, umso hoher ist die Wahrscheinlichkeit verschiedene chromosomale
Veranderungen Zu entwickeln. Sind hierbei dann entscheidende
Tumorsuppressorgene betroffen, kann dies bereits ausreichend sein um ein HNSCC
zu entwickeln.

Dass sich zwischen den beiden untersuchten Gruppen nur in sehr geringem Malde
Unterschiede und in der Gruppe der Frauen wie bereits beschrieben die fur Kopf-
Hals-Tumore typischen Kopienzahlveranderungen gezeigt haben, kann auch daran
liegen, dass sich Unterschiede zwischen den Tumoren der zwei Patientengruppen
auf einer anderen molekularen Ebene zeigen, z. B. auf mRNA-, miRNA- oder
Proteinebene. Letztendlich geht es in der Medizin langfristig darum,
Krankheitsursachen aufzudecken um eine moglichst effiziente Therapie anbieten und
das Uberleben der Patienten verbessern zu kdnnen. Insbesondere alte, multimorbide
Patienten wirden von einem besseren Verstandnis der Tumorbiologie und daran
individuell angepassten Therapieregimen profitieren. Dabei sollte das Augenmerk auf
die Radiochemotherapie gerichtet werden, da multimorbide Patienten haufig

inoperabel sind. Im vorliegenden Kollektiv wirden insbesondere die alteren Frauen,
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bei welchen groRere Operationen haufig zu riskant und mit einer deutlich hoheren
Morbiditat und Mortalitdt vergesellschaftet sind von individualisierten Therapien
profitieren. Im Verlauf ware es somit von grolem Interesse, ob sich bei dieser
Patientengruppe im Rahmen weiterer Studien beispielsweise Marker fur ein besseres
Therapieansprechen bei individualisierter Therapie ergeben wiarden. Hierfur sind

weitere genetische und molekularbiologische Forschungsprojekte unabdingbar.

81



ZUSAMMENFASSUNG

F  Zusammenfassung

Kopf-Hals-Tumore stellen die funfthaufigste maligne Tumorerkrankung weltweit dar.
Die Entstehung der HNSCC hat multifaktorielle Ursachen und ist mit verschiedenen
Noxen und Infektionen assoziiert worden. Darunter fallen der Konsum von Tabak und
Alkohol, eine ungesunde Ernahrung, mangelnde Mundhygiene, das Betelnusskauen
sowie die Infektion mit HPV und EBV. Als Hauptrisikofaktoren werden weiterhin der
Konsum von Zigaretten und Alkohol angesehen, wobei das Risiko bei kombiniertem
Konsum mehrfach potenziert wird. Neben Patienten, die dieser Art Risikofaktoren
ausgesetzt waren, entwickeln auch Patienten ohne bekannte Risikofaktoren
Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches. Bei diesen Patienten sind die
Ursachen hierfur bisher nicht eindeutig bekannt. In vielfachen Studien wurden bereits
vielfaltige, unterschiedliche, chromosomale Aberrationen in Kopf-Hals-Tumoren
detektiert. Ein Teil der chromosomalen Aberrationen konnte bereits mit Noxen wie
Alkohol-, Tabakkonsum oder der Infektion mit humanen Papillomviren assoziiert
werden. Andere Aberrationen konnten in Verbindung mit der weiteren Prognose oder
dem Therapieansprechen, beispielsweise Strahlenempfindlichkeit, gebracht werden.
Bisher gibt es jedoch noch viele weitere chromosomale Veranderungen, die weder in
Bezug auf die Ursache noch auf weitere Therapien zugeordnet werden konnten.

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Gruppen von Patienten mit
Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches mittels Array-CGH auf
unterschiedliche chromosomale Veranderungen hin untersucht. Die eine der beiden
Gruppen bestand dabei aus Mannern, die den klassischen Risikofaktoren in
Kombination Alkohol- und Tabakkonsum ausgesetzt waren, wahrend die andere
Gruppe aus Frauen uUber 70 Jahren bestand, die keine klassischen Risikofaktoren
aufwiesen. Ziel der Arbeit war es hierbei Unterschiede bei chromosomalen
Veranderungen in beiden Gruppen zu detektieren. Die so identifizierten Regionen
sollen Grundstein fur weitere Untersuchungen, beispielsweise der Suche nach neuen
Kandidatengenen, in Kollektiven mit Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-
Bereiches sein. In beiden Gruppen konnte eine grof3e Anzahl an chromosomalen
Veranderungen nachgewiesen werden, welche in Teilen in beiden Gruppen
Ubereinstimmten. Nachdem HPV-positive Tumore auf Grund ihres Einflusses auf
Kopienzahlveranderungen ausgeschlossen wurden und die beiden Gruppen anhand
ihrer klinischen und pathologischen Daten einander angepasst wurden, konnten
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insgesamt drei Regionen detektiert werden, die signifikante Unterschiede der
chromosomalen Aberrationen zwischen den beiden Gruppen aufwiesen. Es handelt
sich hierbei um Deletionen der Regionen auf den Chromosomen 3p25.3-25.1,
3p21.31-21.1 und 19p12-q12. Diese traten bei den Frauen signifikant seltener auf als
bei den Mannern. Verluste des kurzen Armes des Chromosoms 3 (3p) zahlen zu den
haufigsten Veranderungen bei Kopf-Hals-Tumoren; bestimmte Regionen in diesem
Bereich konnten des Weiteren mit Tabakkonsum assoziiert werden. In Bezug auf
DNA-Verluste auf Chromosom 19 sind Aberrationen in diesem Bereich nicht als
haufige Veranderungen bei HNO-Tumoren beschrieben worden. Nachdem in der
vorliegenden Arbeit Regionen mit signifikanten Unterschieden zwischen den beiden
Gruppen detektiert werden konnten, konnen diese als Grundlage fur weitere Studien,
z. B. fur die Suche nach Kandidatengenen, dienen. Hierbei konnten weitere Gene,
die beispielsweise vermehrt bei Tabak- oder Alkoholkonsum betroffen sind, detektiert
werden. Da bei den Frauen zwar haufig die typischen chromosomalen Aberrationen
fur HNSCC aufgetreten sind, diese aber insgesamt in niedrigerer Frequenz, liegt die
Vermutung nahe, dass bereits wenige, dafur aber entscheidende Aberrationen, z. B.
in wichtigen Tumorsuppressorgenen fur die Tumorentstehung ausreichen.

Durch weitere molekularbiologische und genetische Untersuchungen und der
Assoziation mit weiteren Daten wie z. B. dem Uberleben oder Ansprechen auf
Therapien, konnten einerseits die Ursachen und damit die Tumorbiologie besser
verstanden werden, andererseits konnte damit eine individualisierte Behandlung in
Zukunft erfolgen. Hiervon wuirden die Patienten im Allgemeinen profitieren,
insbesondere aber auch solche, die ein hohes Alter und verschiedene
Komorbiditaten aufweisen und somit haufig fur eine chirurgische Intervention auf
Grund des zu hohen Risikos nicht in Frage kommen.
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G Anhang

Anhang 1: TNM-Klassifikation von Plattenepithelkarzinomen der Mundhohle
(Wittekind & Meyer, 2010)

Klassifikation

Bedeutung

T-Klassifikation

GroRe und Ausdehnung des Primartumors

T0
T1
T2

T3
T4a

T4b

TX
Tis

Keine Anzeichen fur einen Primartumor

Tumor 2 cm oder weniger in grof3ter Ausdehnung

Tumor grolder als 2 cm, aber nicht mehr als 4 cm in grof3ter
Ausdehnung

Tumor mehr als 4 cm in grofter Ausdehnung

Tumor infiltriert durch kortikalen Knochen in aulere
Muskulatur der Zunge (M. genioglossus, M. hyoglossus, M.
palatoglossus und M. styloglossus), Kieferhohle oder
Gesichtshaut

Tumor  infiltriert  Spatium  masticatorium,  Processus
pterygoideus oder Schadelbasis oder umschliet die A.
carotis interna

keine Aussage Uber den Primartumor maoglich

Carcinoma in situ

N-Klassifikation Lymphknotenbefall

NO keine Lymphknoten befallen

N1 solitarer ipsilateraler LK < 3 cm

N2a solitarer ipsilateraler LK > 3 cm, aber < 6 cm

N2b multiple ipsilaterale LK < 6 cm

N2c bi-/kontralaterale LK < 6 cm

N3 LK>6cm

NX Keine Aussage Uber Lymphknotenmetastasierung moglich
M- Beurteilung von Fernmetastasen

Klassifikation

MO keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen vorhanden

MX keine Aussage Uber Fernmetastasierung moglich

G-Klassifikation

Differenzierungsgrad des Primartumors

G1

G2
G3
G4
GX

gut differenziert

mallig differenziert

schlecht differenziert

undifferenziert

Differenzierungsgrad kann nicht bestimmt werden
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R-Klassifikation

Fehlen oder Vorhandensein eines Residualtumors nach

RO
R1

R2
RX

chirurgischer Behandlung

kein Residualtumor
mikroskopischer Residualtumor
makroskopischer Residualtumor

Aussage uber das Vorhandensein eines Residualtumors nicht

moglich

Stadien-Einteilung

Stadium Einteilung
Stadium 0 Tis, NO, MO
Stadium | T1, NO, MO
Stadium Il T2, NO, MO
Stadium I T1/T2, N1, MO
T3, NO/N1, MO
Stadium IVA T1/T2/T3, N2, MO
T4a, NO/N1/N2, MO
Stadium IVB Jedes T, N3, MO
T4b, jedes N, MO
Stadium IVC Jedes T, jedes N, M1

Anhang 2: 94 Regionen mit DNA-Zugewinnen

. - Frequenz bei | Frequenz bei Frequenz

Region Chr Start Ende V\r FDR q q gesamtes
ert Frauen Mannern N

Kollektiv
1 1 929301 952720 1,00 1,00 0,323 0,345 0,333
2 1 4577827 24727422 | 0,56 0,78 0,226 0,310 0,267
3 1 25192460 46487519 | 0,54 0,78 0,194 0,276 0,233
10 1 145438616 | 152745269 | 1,00 1,00 0,194 0,207 0,200
11 1 153689068 | 155949960 | 1,00 1,00 0,290 0,310 0,300
12 1 157789502 | 161623722 | 0,75 0,83 0,161 0,207 0,183
13 1 161928622 | 183573415 | 0,41 0,74 0,065 0,138 0,100
14 1 186684109 | 196220505 | 1,00 1,00 0,258 0,276 0,267
15 1 197348617 | 199509364 | 0,20 0,74 0,129 0,276 0,200
16 1 200283308 | 206585659 | 0,51 0,74 0,129 0,207 0,167
17 1 208546993 | 238502739 | 0,10 0,74 0,032 0,172 0,100
18 1 239525809 | 249064112 | 0,41 0,74 0,065 0,138 0,100
19 2 235263 1634835 0,78 0,85 0,290 0,241 0,267
25 2 238586881 | 241972489 | 0,30 0,74 0,097 0,207 0,150
30 3 47409080 52684410 | 0,19 0,74 0,161 0,034 0,100
34 3 94611500 | 122356613 | 0,35 0,74 0,161 0,276 0,217
35 3 123371748 | 127117805 | 0,32 0,74 0,129 0,241 0,183
36 3 128320588 | 140689764 | 0,32 0,74 0,129 0,241 0,183
37 3 141596725 | 192381817 | 0,06 0,74 0,258 0,517 0,383
38 3 194057113 | 197493977 | 0,06 0,74 0,290 0,552 0,417
45 5 2518762 14544450 | 0,33 0,74 0,129 0,241 0,183
46 5 15139420 45535902 | 0,46 0,74 0,097 0,172 0,133
53 5 175904373 | 180580792 | 0,36 0,74 0,161 0,276 0,217
59 7 94136 2811158 1,00 1,00 0,484 0,517 0,500
60 7 3484225 6267527 1,00 1,00 0,419 0,414 0,417
61 7 7982252 20031564 | 0,76 0,84 0,194 0,241 0,217
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62 7 21208415 | 52700138 | 0,46 0,74 0,097 0,172 0,133
63 7 54640630 | 55229631 | 0,20 0,74 0,129 0,276 0,200
65 7 72436769 | 75134470 | 0,76 0,84 0,226 0,172 0,200
67 7 77126898 | 78473769 | 0,43 0,74 0,065 0,138 0,100
68 7 79702216 | 97264652 | 0,46 0,74 0,097 0,172 0,133
69 7 98946495 | 101389774 | 1,00 1,00 0,290 0,276 0,283
70 7 103163388 | 127321595 | 0,46 0,74 0,097 0,172 0,133
73 7 148595274 | 155295097 | 0,75 0,83 0,161 0,207 0,183
74 7 155501974 | 158804231 | 0,38 0,74 0,194 0,310 0,250
75 8 488653 1624128 0,38 0,74 0,194 0,310 0,250
79 8 38170901 43197654 | 0,42 0,74 0,065 0,138 0,100
80 8 48525287 | 62249646 | 0,40 0,74 0,226 0,345 0,283
81 8 64304418 | 99147361 | 0,58 0,79 0,290 0,379 0,333
82 8 101210915 | 126728859 | 0,43 0,74 0,323 0,448 0,383
83 8 127495448 | 128667455 | 0,28 0,74 0,258 0,414 0,333
84 8 130270790 | 137725399 | 0,27 0,74 0,226 0,379 0,300
85 8 139239227 | 142544371 | 0,75 0,84 0,194 0,241 0,217
86 8 144333827 | 146033936 | 0,78 0,85 0,290 0,345 0,317
87 9 11190 233308 1,00 1,00 0,129 0,103 0,117
88 9 2531111 20183465 | 0,20 0,74 0,161 0,034 0,100
91 9 33498185 | 38320163 | 0,67 0,80 0,129 0,069 0,100
95 9 123812551 | 126413324 | 0,33 0,74 0,129 0,241 0,183
96 9 127089109 | 128193295 | 0,77 0,84 0,226 0,276 0,250
97 9 129217477 | 133642444 | 0,56 0,78 0,226 0,310 0,267
98 9 133852943 | 140893506 | 0,18 0,74 0,258 0,448 0,350
105 10 135221600 | 135222940 | 0,70 0,81 0,097 0,138 0,117
106 11 189227 2306063 0,57 0,78 0,226 0,310 0,267
111 11 61096318 | 66955369 | 0,61 0,80 0,484 0,414 0,450
112 11 67662700 | 69589482 | 0,43 0,74 0,323 0,448 0,383
113 11 70629079 | 70919961 | 0,39 0,74 0,226 0,345 0,283
114 11 75431286 | 76397807 | 0,75 0,83 0,161 0,207 0,183
117 11 100641187 | 104299413 | 0,25 0,74 0,065 0,172 0,117
124 12 48284343 | 53460231 | 0,74 0,83 0,161 0,207 0,183
125 12 54131859 | 58000936 | 0,70 0,81 0,097 0,138 0,117
128 12 120578976 | 123250202 | 0,08 0,74 0,387 0,172 0,283
130 12 130604614 | 132268331 | 1,00 1,00 0,129 0,138 0,133
131 12 133346391 | 133599629 | 1,00 1,00 0,161 0,172 0,167
132 13 20238604 | 22085693 | 0,53 0,77 0,161 0,241 0,200
133 13 23210664 | 25025512 | 0,66 0,80 0,129 0,069 0,100
137 13 112591157 | 114909379 | 0,12 0,74 0,129 0,310 0,217
141 16 72088 2128722 0,13 0,74 0,581 0,379 0,483
142 16 3531439 4502448 0,74 0,83 0,161 0,207 0,183
143 16 5501771 26201004 | 0,14 0,74 0,065 0,207 0,133
144 16 20644284 | 31048088 | 0,21 0,74 0,129 0,276 0,200
145 16 32283770 | 33637948 | 0,14 0,74 0,065 0,207 0,133
148 16 66596260 | 79043072 | 0,49 0,74 0,129 0,207 0,167
149 16 81013248 | 86192535 | 0,17 0,74 0,097 0,241 0,167
150 16 88557223 | 90024506 | 0,13 0,74 0,581 0,379 0,483
151 17 856239 7312242 0,75 0,84 0,161 0,207 0,183
152 17 7498754 20172437 | 0,73 0,83 0,129 0,172 0,150
153 17 25440972 | 36247617 | 0,30 0,74 0,097 0,207 0,150
154 17 36712319 | 43739782 | 1,00 1,00 0,258 0,241 0,250
155 17 44084882 | 48817562 | 1,00 1,00 0,194 0,207 0,200
157 17 55262476 | 66108804 | 0,51 0,74 0,129 0,207 0,167
159 17 73552570 | 80780814 | 0,59 0,79 0,290 0,379 0,333
166 18 75477059 | 75808683 | 0,25 0,74 0,065 0,172 0,117
167 18 76607638 | 77838436 | 0,16 0,74 0,194 0,379 0,283
168 19 259784 12767174 | 0,79 0,87 0,548 0,483 0,517
169 19 13240938 17701434 | 1,00 1,00 0,581 0,552 0,567
170 19 20667611 32203740 | 1,00 1,00 0,129 0,103 0,117
171 19 34535824 | 58911979 | 1,00 1,00 0,452 0,448 0,450
172 20 328014 4689907 0,07 0,74 0,129 0,345 0,233
173 20 6262827 16641770 | 0,00 0,26 0,032 0,310 0,167
174 20 17852943 | 23596240 | 047 0,74 0,097 0,172 0,133
175 20 24989530 | 59994531 | 0,33 0,74 0,129 0,241 0,183
176 20 60462266 | 62922066 | 0,25 0,74 0,194 0,345 0,267
178 21 43635239 | 47943440 | 0,70 0,81 0,097 0,138 0,117
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[ 179 | 22 [ 17242248 | 51106252 | 020 | 074 | 0129 | 0,276 | 0,200 |

Anhang 3: 64 Regionen mit DNA-Verlusten

Region | Chr Start Ende | P~ | PR |Freguenzbei ) Frequenz bei ';Zgl:ﬁtr::s

Kollektiv

1 1 929301 952720 | 0,73 | 0,90 0,129 0,172 0,150
2 1 4577827 | 24727422 | 1,00 | 1,00 0,226 0,241 0,233
3 1 25192460 | 46487519 | 1,00 | 1,00 0,194 0,207 0,200
4 1 48230723 | 50571477 | 1,00 | 1,00 0,161 0,172 0,167
5 1 50823002 | 51884440 | 1,00 | 1,00 0,097 0,103 0,100
6 1 53737606 | 55875826 | 1,00 | 1,00 0,161 0,172 0,167
26 3 212817 8895825 | 0,03 | 0,17 0,129 0,379 0,250
27 3 9829852 | 13823746 | 0,01 | 0,17 0,097 0,379 0,233
28 3 15654041 | 41198083 | 0,03 | 0,17 0,097 0,345 0,217
29 3 42524397 | 46015822 | 0,07 | 0,22 0,065 0,241 0,150
30 3 47409080 | 52684410 | 0,00 | 0,13 0,032 0,310 0,167
31 3 54033354 | 58175201 | 0,03 | 0,17 0,097 0,345 0,217
32 3 59727302 | 74152406 | 0,03 | 0,17 0,097 0,345 0217
33 3 77503140 | 87488189 | 0,05 | 0,20 0,097 0,310 0,200
39 4 66628 8103624 | 0,15 | 0,40 0,161 0,345 0,250
40 4 10599780 | 20739814 | 0,17 | 0,40 0,097 0,241 0,167
44 4 186414188 | 190702613 | 0,02 | 0,17 0,032 0,241 0,133
52 5 171064773 | 175208164 | 0,05 | 0,20 0,032 0,207 0,117
53 5 175904373 | 180580792 | 0,05 | 0,20 0,032 0,207 0,117
56 6 26195894 | 29214068 | 0,68 | 0,87 0,129 0,069 0,100
57 6 31924988 | 42780788 | 0,42 | 0,71 0,161 0,069 0,117
64 7 56297474 | 71507839 | 0,18 | 0,41 0,258 0,103 0,183
73 7 148595274 | 155295097 | 0,42 | 0,71 0,065 0,138 0,100
74 7 155501974 | 158804231 | 1,00 | 1,00 0,129 0,103 0,117
75 8 488653 1624128 | 1,00 | 1,00 0,226 0,207 0217
76 8 2316227 | 11765149 | 1,00 | 1,00 0,290 0,276 0,283
77 8 14234770 | 30826090 | 1,00 | 1,00 0,226 0,207 0217
78 8 32411506 | 37086323 | 1,00 | 1,00 0,161 0,138 0,150
79 8 38170901 | 43197654 | 1,00 | 1,00 0,129 0,103 0,117
87 9 11190 233308 | 0,35 | 0,70 0,161 0,276 0217
88 9 2531111 | 20183465 | 0,17 | 0,40 0,097 0,241 0,167
89 9 21167685 | 23387562 | 0,53 | 0,82 0,161 0,241 0,200
20 9 24101721 | 31579999 | 0,29 | 0,62 0,097 0,207 0,150
91 9 33498185 | 38320163 | 0,10 | 0,27 0,032 0,172 0,100
92 9 40514338 | 69444194 | 0,78 | 0,97 0,258 0,310 0,283
93 9 71129855 | 88731859 | 0,67 | 0,87 0,129 0,069 0,100
97 9 129217477 | 133642444 | 0,14 | 0,40 0,065 0,207 0,133
98 9 133852943 | 140893506 | 0,56 | 0,86 0,226 0,310 0,267
99 10 270607 | 35799788 | 0,42 | 0,71 0,065 0,138 0,100
100 10 36933907 | 68469618 | 0,68 | 0,87 0,129 0,069 0,100
101 10 69772091 | 88065908 | 0,71 | 0,87 0,097 0,138 0,117
102 10 89704489 | 92935820 | 1,00 | 1,00 0,129 0,103 0,117
103 10 93749564 | 104663470 | 0,70 | 0,87 0,097 0,138 0,117
112 1 67662700 | 69589482 | 0,50 | 0,82 0,129 0,207 0,167
113 1 70629079 | 70919961 | 0,53 | 0,82 0,161 0,241 0,200
114 1 75431286 | 76397807 | 0,46 | 0,77 0,097 0,172 0,133
116 1 83344399 | 100108958 | 0,41 | 0,71 0,065 0,138 0,100
117 11 100641187 |104299413 | 0,71 | 0,87 0,097 0,138 0,117
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118 11 | 105445897 | 108722050 | 1,00 | 1,00 0,161 0,172 0.167
119 11 | 110847894 | 114236228 | 0,38 | 0,71 0,323 0,207 0.267
120 11 | 115319527 | 123760895 | 0,79 | 0,97 0,355 0,310 0,333
121 11 | 124983596 | 134479818 | 0,79 | 0,97 0,387 0,345 0,367
139 14 93495784 | 107106019 | 1,00 | 1,00 0,161 0,138 0.150
145 16 32283770 | 33637948 | 0,26 | 0,60 0,194 0,069 0,133
146 16 46510743 | 55869021 | 1,00 | 1,00 0,194 0,172 0,183
152 17 7498754 | 20172437 | 1,00 | 1,00 0,097 0,103 0.100
163 18 34082238 | 49021879 | 042 | 0,71 0,065 0,138 0.100
165 18 70659486 | 74138642 | 0,71 | 0,87 0,097 0,138 0117
166 18 75477059 | 75808683 | 0,71 | 0,87 0,097 0,138 0117
167 18 76607638 | 77838436 | 0,71 | 0,87 0,097 0,138 0117
168 19 259784 | 12767174 | 0,03 | 0,17 0,032 0,241 0,133
169 19 13240938 | 17701434 | 0,05 | 0,20 0,032 0,207 0117
170 19 20667611 | 32203740 | 0,25 | 0,58 0,194 0,345 0.267
171 19 34535824 | 58911979 | 0,10 | 0,31 0,032 0,172 0.100
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