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1. EINLEITUNG

1.1. Zielsetzung

Das Plattenepithelkarzinom des Kopf- und Halsbereiches (HNSCC) stellt mit einer Inzidenz
von mehr als 600.000 Neuerkrankungen pro Jahr weltweit eine der haufigsten
Tumorentitaten dar. Im Kopf-Hals Bereich ist es die haufigste Tumorerkrankung (Siegel et
al. 2019). Die Inzidenz der HPV-assoziierten Erkrankung steigt seit Jahren an, wohingegen
Klassische Risikofaktoren als Ausloser zunehmend in den Hintergrund riicken (McDermott
et Bowles 2019). Trotz Fortschritten in Radio-, Chemotherapie, und Bildgebung konnte das
Uberleben von Patienten mit HNSCC in den letzten Jahrzehnten nur marginal verbessert
werden (Pulte et Brenner 2010).

Ein wichtiger Grund hierfur liegt am Fehlen valider prognostischer Faktoren zum Screening,
zum effektiveren Staging, sowie zur Uberwachung des Therapieerfolgs. Als eines der hiufig
mutierten Gene in HNSCCs (Agrawal et al. 2011, Stransky et al. 2011), wurde in diesem
Zusammenhang NOTCH1 mit der Induktion von Epithelial-Mesenchymaler Transition
(Fukusumi et al. 2018), mit der Proliferation von Keratinozyten (Rangarajan et al. 2001), und
mit Tumorigenitat nach Inaktivierung (Nyman et al. 2018) in Verbindung gebracht.
Zusétzlich zur prognostischen Bedeutung bestimmter Gene wird zudem seit den Erfolgen der
Immuntherapie das Wechselspiel von Tumorzellen mit dem Tumor Microenvironment
untersucht (Kumar et al. 2019). Ein wichtiger Aspekt ist hierbei die Infiltration eines Tumors
mit Tumor-infiltrierenden Lymphozyten (TIL’s), welche erstmals mit dem im
Kolonkarzinom etablierten immunoscore quantifiziert (Naito et al. 1998) wurde und mit
einem besseren Ansprechen auf die neue Wirkstoffklasse der Immuncheckpointinhibitoren
assoziiert ist (Kumpers et al. 2019). In dieser Arbeit ermdglicht der immunoscore die
Untersuchung von Interaktionen des Immunsystems mit der NOTCH1 Expression von
HNSCC.

Ziel dieser Arbeit war es die Bedeutung von NOTCH1 fir das Plattenepithelkarzinom zu
untersuchen. Durch die Kombination aus in vitro und in vivo Methoden und der Etablierung
des immunoscore sollte zudem eine Briicke zwischen traditioneller onkologischer Forschung,

und Immunonkologie geschlagen werden.



1.2. Das Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals Bereiches

(Head and Neck Squamous Cell Carcinoma)

1.2.1. Epidemiologie

Das Head and Neck Squamous Cell Carcinoma (HNSCC), im deutschen Sprachraum als
Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals Bereiches bezeichnet, stellt weltweit eine der
hé&ufigsten Tumorentitaten dar. Die jéhrliche Inzidenz betragt mehr als 600.000 (Siegel et al.
2019). Ein besonders haufiges Auftreten wird in Sldostasien beobachtet. Gerade in
Entwicklungsl&ndern steigt das Risiko an einem HNSCC zu erkranken, wohingegen in den
industrialisierten Landern des Westens die Inzidenz des HNSCC stagniert bzw. abgenommen
hat (Cramer et al. 2019, Jou et Hess 2017). Grundséatzlich unterscheidet man HNSCC nach
ihrer anatomischen Lokalisation im Kopf-Hals-Bereich (Tumban 2019). Eine schematische
Darstellung der Region mit der weiteren Unterteilung in Nasopharynx, Oropharynx und

Hypopharynx findet sich in Abbildung 1.

Nasopharynx

1

Oropharynx

1

Hypopharynx

Abbildung 1: Schematische Anatomie des Kopf-Hals Bereiches mit Fokus auf der Gliederung
des Pharynx. Modifiziert nach Cramer et al. (2019).



Ménner erkranken Uber alle Altersklassen und Lokalisationen hinweg circa zwei- bis viermal
so hdufig wie Frauen (McDermott et Bowles 2019). Besonders auffallig ist ein globaler
Anstieg der Inzidenz von Oropharynxkarzinomen im Vergleich zu den anderen
Lokalisationen von Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals Bereiches (Wittekind et al.
2019). Das durchschnittliche Alter bei Diagnose eines Oropharynxkarzinom verringerte sich
zudem in den USA in den Jahren 1975 bis 2016, wohingegen in den anderen Lokalisationen
das Durchschnittsalter, entsprechend der alternden Bevolkerung der Industrienationen,
anstieg (Bajpai et al. 2021). Prognosen gehen bis 2030 von einem globalen Anstieg der
Inzidenz von HNSCC bis 30 % aus (Johnson et al. 2020). Um diesen Anstieg zu verringern,
werden aus epidemiologischer Sicht praventive Malinahmen wie Aufklarung in Schulen,

sowie Impfungen untersucht (McDermott et Bowles 2019).

1.2.2. Atiologie und Risikofaktoren

Eine wichtige Unterscheidung in der Atiologie von HNSCC ergibt sich in Zusammenhang
mit einer Infektion mit Humanen Papillomaviren (HPV). Man unterscheidet zwischen HPV-
positiven und HPV-negativen Tumoren (Johnson et al. 2020). Wéhrend Patienten mit HPV-
positiven HNSCC im Durchschnitt deutlich jlnger sind und einen hoheren
soziobkonomischen Status besitzen, zeichnen sich HPV-negative Patienten vor allem durch
Tabak- und Alkoholabusus aus. Als bevorzugte Lokalisation gilt beim HPV-positiven
Karzinom der Oropharynx vor allem im Zungengrund und den Gaumenmandeln. Im
Gegensatz dazu kommen HPV-negative HNSCC in allen Regionen des Kopf-Hals Bereiches
mit besonderer Haufung im Mundboden und Zungenrand vor (Dok et Nuyts 2016, Attner et
al. 2010). Der HPV-Status gilt als ein wichtiger prognostischer Faktor des HNSCC, und ist
mit einer signifikant besseren Prognose vergesellschaftet (Vlashi et al. 2016). Man geht von
einer Latenzzeit von 10 bis 30 Jahren von der Infektion bis zur Entstehung eines HNSCC aus
(Cramer et al. 2019, Johnson et al. 2020). Die Infektion mit HPV ist die haufigste sexuell
ubertragene Krankheit in Deutschland, und die Integration des Virusgenoms in das Genom
der Wirtszelle bewirkt eine Expression der Onkogene E6 und E7 (Koneva et al. 2018).
Patienten mit einem HNSCC stellen sich haufig erst in einem klinisch fortgeschrittenen
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Stadium vor (Blitzer et al. 2014, McDermott et Bowles 2019). In den letzten Jahren zeigte
sich ein starker Anstieg der Inzidenz HPV-assoziierter HNSCC. In Schweden hatten
zwischen 1998 und 2001 58% der Zungengrundkarzinome eine HPV Assoziation. Zwischen
2004 und 2007 stieg dieser Anteil auf 84%, bei einer Verdreifachung der Inzidenz (Attner et
al. 2010).

Ein weiterer wichtiger Risikofaktor aus internationaler Sicht ist das Kauen von Betelniissen,
welches in vielen Teilen Zentralasiens sehr verbreitet ist (Su et al. 2016). Auch die Exposition
mit Pestiziden, Polyzyklische Kohlenwasserstoffe und Formaldehyd wird in Zusammenhang
mit HNSCCs gebracht (Vaughan et al. 1997, Becher et al. 2005, Vaughan et al. 1986). Ebenso
stellt Bestrahlung einen Risikofaktor dar (Miyahara et al. 1998). Im Kontext der
Berufsausiibung haben Topfer, Bahnarbeiter, Beschéftigte im Schiffsbau, Metzger, sowie
Handwerker im Umgang mit Asbest und Synthetikfasern ein groReres Risiko an einem
Larynx oder Hypopharynxkarzinom zu erkranken. Bei Karzinomen des Nasopharynx und
der Speicheldrisen stellt die Infektion mit dem Epstein-Barr Virus, aber auch die Exposition
zu Holzstauben, einen Risikofaktor fiir die Entstehung dar (Bofetta et al. 2003, Siew et al.
2012).

Durch Multi-Plattform Charakterisierung von mehr als 500 HNSCC im Rahmen des The
Cancer Genome Atlas (TCGA) Projekts wurde die Bedeutung genomischer Alterationen flr
die Atiologie des HNSCC entschliisselt (Cancer Genome Atlas 2015). Unterschiede in der
Atiologie und Inzidenz zwischen westlichen und asiatischen HNSCC sind weiterhin
Gegenstand der Forschung, und werden auf unterschiedliche genetische Mutationen und

Ern&hrungsgwohnheiten zuriickgefiihrt (Ngan et al. 2018, Johnson et al. 2020).

1.2.3. Diagnostik und Stadieneinteilung

Zur Beschreibung der Ausbreitung eines Karzinoms aktualisieren das American Joint
Committee on Cancer (AJCC) und die Union for International Cancer Control (UICC) in
regelmaiiigen Abstanden ihre T(umor), N(ode), M(etastasis) Klassifikation. Diese wurde im
Jahre 1968 von Pierre Denoix erstmals vorgeschlagen und befindet sich derzeit in der 8.

uberarbeiteten Auflage. Ziele der Klassifikation sind die bessere Planung der Behandlung,
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Prognose, Evaluation des Behandlungserfolgs, Austausch von Informationen zwischen
unterschiedlichen Kliniken und Arzten, und Forschung (Brierley et al. 2017, Webber et al.
2014, O'Sullivan et al. 2015). Grundlage der Beschreibung ist dabei die anatomische
Ausbreitung des Befundes. Der T Status gibt daher die GroRe, der N Status die
Metastasierung in regionale Lymphknoten, und der M Status die Fernmetastasierung an.
Dabei gibt es je nach Lokalisation des Primarius verschiedene Unterkategorien. Man
unterscheidet Mundboden, Nasopharynx, Oropharynx, Hypopharynx, Larynx, Nasenraum
und Paranasale Sinus, sowie Speicheldriisen. Aufgrund der eingehenden Untersuchung von
Oropharynxkarzinomen in dieser Arbeit sollen die genauen Kategorien der aktuellen Auflage
exemplarisch fir das Oropharynxkarzinom in Tabelle 1 und Tabelle 2 dargestellt werden.
Dabei fallt die Untergliederung der Stadien nach dem p16-Status auf. In der klinischen Praxis
wird dieses Grundgerust an Informationen zusatzlich durch ein Pré&fix ¢ fur den Zustand vor
der Behandlung, ein p flr den postoperativen, pathologischen Zustand, ein yp als Zusatz fur
eine préoperative neoadjuvante Behandlung oder Zustand nach priméarer Strahlen- oder
Systemtherapie, erganzt. Ein m zeigt multiple Primarien an, L steht fur
LymphgefaRinfiltration, V fir Veneninvasion und Pn fur perineurale Invasion. Ein
vorangestelltes r bedeutet ein Rezidiv. G fir Grading beschreibt den Differenzierungsgrad
des Tumors im Gegensatz zum Ursprungsgewebe. Es werden die Grade 1 bis 3 verwendet.
Ein Grad 9 bedeutet, dass das Gewebe nicht beurteilbar ist. Die Stadieneinteilung nach UICC
der Union for International Cancer Control fasst die TNM Klassifikation auf und vereint die
einzelnen Bestandteile zu einem Gesamtscore fiir den klinischen Alltag (Brierley et al. 2017,
O'Sullivan et al. 2015).

T Kategorie OPSCC

TX Primartumor kann nicht beurteilt werden

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumorgrofle <2 cm

T2 TumorgréRe 2 cm bis 4 cm

T3 TumorgrélRe > 4 cm oder Ausbreitung bis linguale Flache der Epiglottis

T4 pl6-negative OPSCC
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T4a

T4b

Tumor infiltriert Larynx, tiefe Zungenmuskulatur, medialer M. pterygoideus,

Hartgaumen oder Mandibula

Tumor infiltriert lateralen M. pterygoideus, Lamina pterygoidea des Os

sphenoidale, lateralen Nasopharynx, Schédelbasis oder umschlieit die A.

carotis interna

T4 pl6-positive OPSCC

T4

Tumor infiltriert Larynx, tiefe Zungenmuskulatur, medialer M. pterygoideus,

Hartgaumen oder Mandibula, lateralen M. pterygoideus, Lamina pterygoidea

des Os sphenoidale, lateralen Nasopharynx, Schédelbasis oder umschlie3t die

A. carotis interna

N Kategorie p16-negative OPSCC

NX
NO
N1
N2
NZ2a
N2b
N2c
N3
N3a
N3b

Regionale Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden

Keine regionére LK Metastase

Metastase in einem singuldren ipsilateralen LK, < 3 cm
Metastase wie nachfolgend beschrieben:

Metastase in einem singuléren ipsilateralen LK, 3 cm bis 6 cm
Metastasen in multiplen ipsilateralen LK, bis 6 cm

Metastasen in multiplen bi- und kontralateralen LK, >6 cm
Metastasen wie nachfolgend beschrieben:

Metastasen in LK, > 6 cm, ENE (-)

Metastasen in LK, > 6 cm, ENE (+)

N Kategorie p16-positive OPSCC

NX
NO
N1
N2
N3

Regionale Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden
Keine regiondre LK Metastase

Metastase in singuléren ipsilateralen LK, alle <6 cm
Metastasen kontralateral oder beidseits, alle <6 cm

Metastase > 6cm
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M Kategorie

MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen

pM1 Fernmetastasen, histologisch bestatigt
G Kategorie

GX Kann nicht bestimmt werden

Gl Gut differenziert

G2 Moderat differenziert

G3 Schlecht differenziert

G4 Undifferenziert

R Kategorie

RX Keine Beurteilung von Residualtumor maglich
RO Kein Residualtumor

R1 Mikroskopischer Residualtumor

R2 Makroskopischer Residualtumor

Tabelle 1: TNM Kilassifikation von Oropharynxkarzinomen. Dargestellt ist das standardisierte
System zur Charakterisierung der Ausbreitung des Tumors und prognostischen Stratifizierung.
Modifiziert nach Brierley et al. (2017) und O'Sullivan et al. (2015).

In der Klinischen Praxis stellen sich Patienten mit HNSCC haufig erst sehr spat in der
fachdrztlichen Klinik vor. Zu den Symptomen gehoren Atembeschwerden, Heiserkeit,
Schwellungen, Schluckbeschwerden und chronische Nasennebenhohlenentziindungen.
Diese Symptome treten im Verlauf jedoch h&ufig erst bei fortgeschrittener Tumorausbreitung
auf (O'Sullivan et al. 2015, Brierley et al. 2017).
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UICC Stadium T N M

Stadium 0 Tis NO MO
Stadium | T1 NO MO
Stadium 11 T2 NO MO
Stadium 111 T3 NO MO
T1,T2, T3 N1 MO

Stadium IVa T1,T2, T3 N2 MO
T4a NO, N1, N2 MO

Stadium Vb T4b Jedes N MO
Jedes T N3 MO

Stadium IVc Jedes T Jedes N M1

Tabelle 2: UICC Stadieneinteilung von Oropharynxkarzinomen. Zusammenfassung der TNM

Klassifikation zur Einteilung in klinische Stadien. Modifiziert nach O'Sullivan et al. (2015).

Meist erfolgt die initiale Beurteilung des Tumors durch Anamnese, Inspektion, Palpation,
Spiegeluntersuchung  und  Laryngoskopie.  Sekunddr kommen die  Biopsie,
Feinnadelaspiration,  Bildgebung in  Form von  Computertomographie  und
Magnetresonanztomographie, sowie die Entnahme von Lymphknoten in lokaler Anésthesie
in Betracht (Johnson et al. 2020, Pulte et Brenner 2010). Aufgrund der charakteristischen
Lymphabflusswege ist die Kenntnis der Lymphknotenstationen im Kopf-Hals Bereich
unverzichtbarer Bestandteil eines jeden sorgfaltigen Staging. Die Lage vergroRerter
Lymphknoten in den entsprechenden Leveln erlaubt bei bereits erfolgter regionaler
Metastasierung die grobe Lokalisation und gezielte therapeutische Behandlung (Coskun et
al. 2015, McDermott et Bowles 2019). Die Level des Halses sind in Tabelle 3 beschrieben
und Abbildung 2 dargestelit.
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Level der Halslymphknoten und Beschreibung
I

la Submental: Zwischen M.digastricus Pars anterior und Hyoid
Ib Submandibuldr: Zwischen M.digastricus Pars anterior, M. Stylohyoideus,
Mandibula

I Obere Jugularis Gruppe
lla Lymphknoten anterior des N. accessorius
b Lymphknoten posterior des N. accessorius
i Mittlere Jugularis Gruppe: Zwischen Hyoid und Unterrand der Cartilago
Cricoidea
v Untere Jugularis Gruppe: Zwischen Unterrrand der Cartilago Cricoidea und
Clavicula. Anterior befindet sich der laterale Rand des M.
Sternocleidomastoideus
\ Posteriore Gruppe: Zwischen M. Sternocleidomastoideus und M. Trapezius

VI Pré- und Para-tracheale Lymphknoten, sowie Delphi Lymphknoten

Tabelle 3: Tabellarische Ubersicht der Halslymphknotenlevel des Kopf-Hals Bereiches. Es
werden sechs Level mit jeweiligen Untergliederungen nach anatomischen Landmarken

unterschieden. Modifiziert nach Anderson et Homann (2008).

In den meisten Fallen erfolgt anschliefend eine Panendoskopie mit Probenentnahme und
histologischer Aufarbeitung. Bei Metastasen im Kopf-Hals Bereich muss eine umfassende
Suche nach dem Primarius angestellt werden (Johnson et al. 2020, O'Sullivan et al. 2015,
McDermott et Bowles 2019). Sollte sich trotz umfassender Diagnostik kein Primarius finden,
spricht von einem Cancer of Unknown Primary (CUP). Aufgrund steigender Inzidenz muss
diese Entitat gerade im Hinblick auf Zeit und Ressourcen genauer erforscht werden (Qaseem
et al. 2019, Cummings et al. 2021).

Nach histologischer Untersuchung der Proben erfolgt in der klinischen Praxis die VVorstellung

des Patienten im Rahmen eines interdisziplindren Tumorboards. Im Rahmen des Shared
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Decision Making erfolgt die Planung des therapeutischen Procedere in den entsprechenden
Fachkliniken (Freytag et al. 2020, Légare et al. 2018).

Abbildung 2: Anatomische Lage der Lymphknotenlevel des Kopf-Hals Bereiches. Bildliche
Darstellung zur besseren Orientierung. Modifiziert nach Robbins et al. (2008).

1.2.4. Therapie

Die Therapie von HNSCC richtet sich nach dem Staging des Patienten durch die TNM und
UICC Kilassifikation. Als grundlegende S&ulen gelten die Chirurgie, Radiotherapie und
Chemotherapie (Johnson et al. 2020, McDermott et Bowles 2019). Eine schematische
Ubersicht dieser Therapieformen ist in Abbildung 3 abgebildet.

In friihen Stadien wird bei HNSCC entweder eine primar chirurgische Sanierung oder eine
definitive ~ Radiotherapie = angestrebt.  Bei  Nasopharynxkarzinomen hat die
Radiochemotherapie einen signifikanten Uberlebensvorteil gegeniiber der chirurgischen
Vorgehensweise gezeigt (Cramer et al. 2019, Pulte et Brenner 2010). Aufgrund der
komplexen Anatomie des Kopf-Hals-Bereiches, der funktionalen Abldufe auf engstem

Raum, und des h&ufig bereits weit fortgeschrittenen Primarius gestaltet sich die RO Resektion
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jedoch zum Teil schwierig. Konnen keine ausreichend sicheren Resektionsrander erreicht
werden, oder besteht aufgrund besonderer pathologischer Eigenschaften ein erhdhtes
Rezidivrisiko, wird eine postoperative Radio-/ Chemotherapie angeschlossen (Johnson et al.
2020, Pulte et Brenner 2010). Bei fortgeschrittenen Plattenepithelkarzinomen werden haufig
verschiedene Therapien miteinander kombiniert. Neoadjuvante Bestrahlung und
Chemotherapie haben bislang einen begrenzten Stellenwert. Chirurgische Ansétze mit
anschliefender mikrovaskulérer rekonstruktiver Defektdeckung haben an Bedeutung
gewonnen. Die lymphatischen Abflusswege der Region bedingen abh&ngig vom T-Status,
der Lokalisation und dem Staging eine (s)elektive Neckdissection. Diese beruht auf dem
Prinzip der Ausrdumung der bereits beschriebenen Lymphknotenlevel des Halses, als Ort der
ersten regionalen Metastasierung (Coskun et al. 2015, Koyfman et al. 2019). Weitere
Indikationen fur diesen Eingriff sind positive Resektionsrénder, extrakapsuldare Ausbreitung
und perineurale oder lymphovaskulére Invasion (Coskun et al. 2015, Cramer et al. 2019,
Koyfman et al. 2019).

Radiotherapie ist die zweite Séule der Behandlung. Man unterscheidet dabei die definitive
und die adjuvante Radiotherapie. Die definitive Radiotherapie wird angewandt, wenn eine
RO Resektion nicht méglich ist, da elementare Strukturen bereits infiltriert sind, oder mit der
Operation grofl3e funktionelle und &sthetische Einschrankungen einhergehen. Der Standard
ist die fraktionierte Bestrahlung (Johnson et al. 2020, Alsahafi et al. 2019). Eine adjuvante
Radiotherapie wird bei groRem Primarius und positiven Lymphknoten verfolgt (O'Sullivan
et al. 2015, Pulte et Brenner 2010). Bei extrakapsularem Wachstum der
Lymphknotenmetastasen oder R1 Status nach Resektion wird eine Chemotherapie mit
Cisplatin simultan verabreicht. Haufige Nebenwirkungen der Bestrahlung im Kopf-Hals
Bereich sind Xerostomie, Dyphagie, Osteoradionekrose der Mandibula, Trismus, und
Horverlust (Strojan et al. 2017).

Der systemische Einsatz von Chemotherapeutika ist die dritte Sdule der Behandlung. Meist
werden Cisplatin-Derivate verwendet (Cohen et al. 2019). Ein grofRes Problem in der
Behandlung von HNSCC stellt ein geringes Ansprechen auf Chemotherapeutika dar (Wen et
Grandis 2015, Johnson et al. 2020). Das EXTREME Schema (Cetuximab, Cisplatin oder
Carboplatin und 5-FU) wird alternativ angewandt (Cohen et al. 2019). Neben der adjuvanten

oder neoadjuvanten Therapie gibt es fir inoperable, weit fortgeschrittene Stadien die
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palliative Chemo- und Strahlentherapie (Johnson et al. 2020, Furness et al. 2010, Pignon et
al. 2009). Die FDA (Federal Drug Agency) hat bis 2015 finf konventionelle
Chemotherapeutika fur die Behandlung von HNSCC zugelassen: Cisplatin, Methotrexat, 5-
Flurouracil, Bleomycin und Docetaxel, wobei Platin-basierte Medikamente am haufigsten
verwendet werden (Wen et Grandis 2015). Platin-basierte Chemotherapeutika sind
nephrotoxisch, ototoxisch, induzieren gastrointestinale Beschwerden und allergische
Reaktionen (Dasari et Tchounwou 2014, Erdem et al. 2016).

Aufgrund von geringem Ansprechen und einer durch den unselektiven Wirkmechanismus
bedingten hohen Toxizitat, wurden in den letzten Jahren neue Wirkstoffe entwickelt. Als
erster selektiver Behandlungsansatz wurde im Jahr 2006 Cetuximab zugelassen, ein
Antikorper, der gegen den EGFR-Rezeptor gerichtet ist (Alsahafi et al. 2019). EGFR ist in
bis zu 90% aller HNSCC (iberexprimiert (Cramer et al. 2019, Johnson et al. 2020). Der IgG1
monoklonale Antikorper verhindert die Bindung, Aktivierung und Endozytose des
Rezeptors, und vermittelt die Aktivierung einer antibody-dependent cell mediated
cytotoxicity (Wen et Grandis 2015, Cramer et al. 2019).

In der Entwicklung sind weitere Wirkstoffe, wie Tyrosinkinaseinhibitoren zur Blockade des
EGFR Signalwegs, Wirkstoffe zur Blockierung der Heterodimerisierung des Rezeptors,
Wirkstoffe die gegen den IGF-1 Rezeptor gerichtet sind, Wirkstoffe, die gegen VEGF und
damit Angiogenese gerichtet sind, und die Gentherapie (Wen et Grandis 2015, Johnson et al.
2020, Alsahafi et al. 2019). Letztgenannte zielt in den meisten Fallen darauf ab bestimmte
Gene auszuschalten, die in Kopf-Hals Tumoren als Onkogen beschrieben wurden.
Prominentes Beispiel hierflr ist der Einsatz von Anti-Sense Gensequenzen gegen EGFR,
welche bereits in einer Phase 1 Studie der University of Pittsburgh an 6 Patienten mit
metastasiertem HNSCC in Kombination mit Rituximab eingesetzt wurden. Der Wirkstoff
wurde dabei intratumoral injiziert. Es zeigte sich bei 4 der 6 behandelten Patienten eine
ausgezeichnete Wirkung, bei geringen Nebenwirkungen (Bauman et al. 2018). Die EMA
(European Medicines Agency) hat 2012 das auf diesem Mechanismus beruhende Tiparvovec
zur Behandlung des autosomal rezessiven Lipoprotein-Lipase-Mangel zugelassen (Yla-
Herttula 2012). Prinzipiell 1&sst sich ein Gen durch den Einsatz von RNA Interferenz oder
Proteinen der CAS13 Familie ausschalten. Besonders gut eignet sich dieser Ansatz flr

monogenetische Erkrankungen. (Wang et al. 2019). Der genaue Mechanismus dieser
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Therapeutika wird in einem eigenen Kapitel dieser Arbeit behandelt. Als weitere Option
wurde beschrieben die Funktion eines Tumorsuppressors, wie beispielsweise p53,
wiederherzustellen. Mittels Gabe einer intakten komplementaren Kopie der DNA durch
einen adenoviralen Vektor konnte sowohl in vitro als auch in ersten klinischen Studien in
den USA und der Volksrepublik China eine inhibitorische Wirkung auf Karzinome erzielt
werden (Chen et al. 2014). Dies konnte in einem Mausmodell auch fir HNSCC bestatigt
werden (Clayman et al. 1995). Als Einschrdnkung dieser neuen therapeutischen
Maoglichkeiten muss angemerkt werden, dass einerseits HNSCC hé&ufig durch den Verlust
von Tumorsuppressoren vorangetrieben werden, und diese mit den bisherigen
therapeutischen Mdoglichkeiten schwieriger zu behandeln sind als Onkogene (Puram et al.
2017, Johnson et al. 2020). Andererseits stellt die Applikation des Therapeutikums immer
noch eine groRe Schwierigkeit dar. In bisherigen Studien wurden meist lokal fortgeschrittene
Tumore an gut exponierter Stelle ausgewahlt, sodass eine Wirkung auf eine grofle Anzahl
der Karzinomzellen erreicht werden konnte. Weiterhin konnten Nebenwirkungen in Form
von Anti-Angiogenese der angrenzenden gesunden Zellen, und adverse Reaktionen zwischen
dem Vektor und dem Immunsystem des Menschen beobachtet werden (Chen et al. 2014,
Cohen et al. 2019, Koh et al. 2019).

Als weitere therapeutische Option bietet sich die Immuntherapie an. Ziel dieser ist es das
Immunsystem zu aktivieren, sodass Krebszellen mit ihren spezifischen Antigenen auf der
Oberflache gezielt angegriffen werden. Grundlage dieser Therapie ist die Beobachtung, dass
viele Tumorpatienten ein kompromittiertes Immunsystem besitzen (Waldman et al. 2020,
Johnson et al. 2020). Gerade in der Bildung eines langfristigen Immun-Geddachtnisses und
der geringen Nebenwirkungen durch die physiologische Aktivitat des Immunsystems liegen
die groRRen Vorteile der Behandlung (Wen et Grandis 2015, Cohen et al. 2019). Checkpoint-
Inhibitoren hemmen inhibitorische Immun-Checkpoints und werden derzeit vor allem in
Form von Anti-PD-L1 (Programmed death ligand-1) und Anti-PD-1 Therapeutika fur
HNSCC eingesetzt (Elbehi et al. 2020). PD-1 wird auf der Oberflache von T Zellen, PD-L1
von Tumorzellen und Antigen-prasentierenden-Zellen (APCs) exprimiert. Die Rezeptor-
Liganden Interaktion bewirkt das Abschalten von CD8-positiven T-Zellen und hat daher eine
Immunsuppression zur Folge. Eine therapeutische Blockade von PD-L1 hingegen aktiviert

das Immunsystem und bewirkt eine starke Immunantwort gegen Karzinomzellen. Da das
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physiologische Immunsystem wieder aktiviert wird, stellt dies einen besonders eleganten
Therapieansatz dar (Simsek et al. 2019, Elbehi et al. 2020, Cha et al. 2019). Die PD-L1
Inhibitoren Pembrolizumab und Nivolumab wurden so bereits in Phase 3 Studien erfolgreich
getestet und nach Erfolgen in der Behandlung von Nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen
(NSCLC) und Melanomen, im Jahr 2016 erstmals zur Behandlung von HNSCC zugelassen
(Cohen et al. 2019, Waldman et al. 2020). Der Fokus der Behandlung lag dabei auf
Karzinomen in der nicht operablen Rezidivsituation oder Fernmetastasen (Cohen et al. 2019,
Elbehi et al. 2020). Zunéchst wurde der therapeutische Einsatz nur in Kombination mit Platin
und Floururacil von der FDA zugelassen, 2019 erfolgte dann die Erweiterung der Zulassung
fur Pembrolizumab in den USA als alleinige first-line Behandlung bei positiver PD-L1
Expression. HPV-positive Tumore wiesen dabei ein besseres Ansprechen auf
Pembrolizumab auf (Cohen et al. 2019).

Eine Schwierigkeit in der Anwendung von Immuncheckpoint-Inhibitoren besteht in der
Beobachtung der therapeutischen Wirksamkeit (Waldman et al. 2020). Bis zur objektiv in
der Bildgebung sichtbaren Immunantwort bei Gabe eines Immuntherapeutikums vergehen
meist mehrere Monate. Auch zeichnet sich diese Art der Behandlung durch das Phanomen
der Pseudo-Progression aus. Durch die Aktivierung des Immunsystems kann es zu einer
initialen Verschlechterung und VergroRerung des entziindlichen Geschehens kommen. Dies
kann in der Bildgebung einem Nicht-Ansprechen und rapiden VVoranschreiten des malignen
Geschehens &hneln und zum frihzeitigen Therapieabbruch fuhren (Coleman et al. 2019,
Elbehi et al. 2020, Cohen et al. 2019). Andererseits ergab sich eine 3- bis 4-mal geringere
Rate an Nebenwirkungen im Gegensatz zu Cisplatin-basierten Chemotherapeutika (13.1%
zu 35%) bei gesteigerter Lebensqualitat (Lee et al. 2018).

Zusammenfassend gibt es eine Vielzahl an therapeutischen Mdglichkeiten, welche die

Heterogenitat von HNSCC widerspiegeln (Puram et al. 2017).
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Abbildung 3: Ubersicht der therapeutischen Moglichkeiten bei HNSCC Patienten. Dargestellt

sind die drei Sdulen Chirurgie, Radiotherapie und Chemotherapie. Datenquelle: Johnson et al. (2020),

McDermott et Bowles (2019), Wen et Grandis (2015).

1.2.5. Prognose und Follow-up

Ein wichtiges Thema im Umgang mit Tumoren im klinischen Setting ist die Nachsorge von

Patienten, sowie das Stellen einer moglichst exakten Uberlebensprognose. Kritisch erweist

sich in diesem Zusammenhang jedoch ein Mangel an prognostischen Faktoren bei HNSCC.

Der TNM Status und die UICC Kilassifikation gelten seit einiger Zeit als Standard, wobei

Lymphknotenmetasen den wichtigsten prognostischen Faktor darstellen (Lee et al. 2018,

Pisani et al. 2020, Johnson et al. 2020). An histopathologischen Parametern werden zudem
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weitere involvierte Strukturen, Grading, Perineuralscheideninvasion, Lymphovaskuldre
Invasion, Tumordicke, Tumortyp, Extrakapsuldare Ausdehnung (ECE), HPV-Status und
Muster der Ausdehnung angefiihrt (Brierley et al. 2017, O'Sullivan et al. 2015). Das Stellen
einer genauen Prognose des Patienten ist mit den derzeit zur Verfligung stehenden Mitteln
jedoch weiterhin stark eingeschrankt (Cramer et al. 2019, Johnson et al. 2020).

Der GroBteil der Rezidive wird in den ersten 5 Jahren nach erstmaliger Therapie
diagnostiziert, sodass gerade in diesem Zeitraum engmaschige Kontrolltermine vereinbart
werden sollten. Ein Sekundérmalignom entwickelten insgesamt circa 25% der HNSCC
Patienten. Diese waren meist auch im Kopf-Hals-Bereich lokalisiert, oder aber Lungen- und
Osophagustumore wurden diagnostiziert (Koh et al. 2019, Boakye et al. 2018). Der Patient
sollte im Nachgang der Therapie auf Tabak und Alkohol verzichten, sowie auf Mundhygiene
achten. Physiotherapie kann bei Bewegungseinschrankungen der Schultermuskulatur nach
Neck Dissection forderlich sein (Zebralla et al. 2019, Koh et al. 2019, O'Sullivan et al. 2015).
Zudem missen psychosoziale Folgen und Einschrdnkungen der Sprache und
Ausdrucksfahigkeit frihzeitig erkannt, und die Ressourcen des Patienten mobilisiert werden
(Koh et al. 2019, Cohen et al. 2016).

Zur Verbesserung des 5-Jahres Uberlebens von Plattenepithelkarzinomen missen weitere
prognostische Faktoren und Tools identifiziert und etabliert werden. Ziel muss es dabei sein
das Uberleben der Patienten einfach aber dennoch prézise vorherzusagen, bereits Vorstufen
von Tumoren zu erkennen, aber auch therapeutisches Monitoring und Risikostratifizierung
zu ermoglichen. Dies sind wesentliche Kriterien flr die Implementierung eines Markers in

den klinischen Alltag.

1.2.6. Das Tumormicroenvironment und der Einfluss des Immunsystems

In den letzten Jahren ging die Betrachtung zusétzlich zu den klassischen Wegen der
Tumorprogression, hin zum engen Wechselspiel des Tumors mit dem umliegenden Stroma
und zelluldren Infiltraten, dem so genannten Tumor Microenvironment (TME). Dieses
besteht aus stromalen Zellen, Immunzellen, Tumorzellen und Zytokinen (Wang et al. 2019).

Gerade in den heterogenen Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals Bereiches wird eine
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entscheidende Rolle in der Zusammensetzung und Interaktionen angenommen (Lechner et
al. 2017, Saleh et al. 2019).

Einige der wichtigsten Zellpopulationen in diesem Zusammenhang sind in Abbildung 4
dargestellt. Teile des angeborenen, aber auch des adaptiven Immunsystem beeinflussen die
Signalibertragung und beeinflussen die Progression des Tumors. Immunologisch
unterscheidet man auflerdem ,,immune hot®, ,,immune altered* und ,,immune cold* Tumore.
Immune hot Tumore sind dabei sehr stark von Lymphozyten und anderen Spielern des
Immunsystems infiltriert, wohingegen ,,immune cold*“ Tumore wenig in das Gefuige des
Immunsystems eingebunden sind und infolgedessen auch deutlich geringer von
immuntherapeutischen Ansatzen profitieren (Galon et Bruni 2019, Cohen et al. 2019).
CD8-positive zytotoxische T-Lymphozyten gehdren zu den wichtigsten Zellen des
Immunsystems bei der Verteidigung gegen Karzinome. Die Aktivierung dieser Lymphozyten
ist das verbindende Element der meisten immuntherapeutischen Strategien. CD8-positive
zytotoxische T-Lymphozyten besitzen den T-Zell Rezeptor, mit welchem sie in der Lage
sind, Peptid-Antigene zu erkennen, die durch den Major histocompatibility complex (MHC)
prasentiert werden. Naiven T-Zellen wird durch eine Antigen-présentierende Zelle (APC) ein
Peptid/ MHC Komplex gezeigt Galon et Bruni 2019, Tomaszewski et al. 2019, Binnewies et
al. 2018).
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Zellpopulationen des TME

Klassische Faktoren Blutsystem

CD8-zytotoxische

Lymphozyten Thrombozyten
MDSC Neutrophile Granulozyten
Tregs Eosinophile Granulozyten
NK-Zellen
CAF
TAM

Abbildung 4: Zellpopulationen des TME (TAM=Tumor assoziierte Makrophagen, CAF=Cancer-
associated-fibroblasts, NK-Zellen=Natirliche Killerzellen, MDSC=Myeloid-derived-suppressor-
cells). Datenquelle: Galon et Bruni (2009), Binnewies et al. (2018), Tomaszewski et al. (2019).

Ist eine T-Zelle auf diese Art und Weise aktiviert worden, kann sie nun Krebszellen mit
fremdem Peptid/MHC Komplex erkennen und durch Exozytose von Perforinen und
Granzymen zur Apoptose bringen (Whilding et al. 2015, Menares et al. 2019, Reichardt et
al. 2010).
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CD8-positive zytotoxische T-Lymphozyten gehdren zu den wichtigsten Zellen des
Immunsystems bei der Verteidigung gegen Karzinome. Die Aktivierung dieser Lymphozyten
ist das verbindende Element der meisten immuntherapeutischen Strategien. CD8-positive
zytotoxische T-Lymphozyten besitzen den T-Zell Rezeptor, mit welchem sie in der Lage
sind, Peptid-Antigene zu erkennen, die durch den Major histocompatibility complex (MHC)
prasentiert werden. Naiven T-Zellen wird durch eine Antigen-présentierende Zelle (APC) ein
Peptid/ MHC Komplex gezeigt. Ist eine T-Zelle auf diese Art und Weise aktiviert worden,
kann sie nun Krebszellen mit fremdem Peptid/MHC Komplex erkennen und durch Exozytose
von Perforinen und Granzymen zur Apoptose bringen (Whilding et al. 2015, Menares et al.
2019, Reichardt et al. 2010). Ein weiterer Weg ist das Ausldsen des Zelltods durch Death-
Liganden, aber auch durch Freisetzung von Interferon-gamma und Tumor necrosis factor
alpha (TNFa). Sie induzieren zudem eine Immunantwort durch M1-Makrophagen (Huff et
al. 2019, Menares et al. 2019, Zhu et Zhu 2020).

Physiologische Maglichkeiten die Wirkung der T-Lymphozyten zu verhindern sind die
Induktion von Toleranz, Anergie, Verbrauch, sowie Seneszenz. Regulatorische T-Zellen
(Tregs) sezernieren beispielsweise TGF-p und IL-10, welche wiederum Toleranz vermitteln.
Anerge T-Zellen sind gekennzeichnet durch einen Mangel an IL-2 und geringe
Effektorfunktion. UbermaBiger Verbrauch ist ein weiterer Grund fiir mangelnde
Immunantwort auf Krebszellen (Huff et al. 2019, Moore et al. 2020, Menares et al. 2019).
Weitere Mdoglichkeit der Dysfunktion ist die Uberexpression von programmed cell death
ligand 1 (PD-L1). Die Blockierung von PD-1 oder PD-L1 konnte beeindruckende Erfolge in
der Therapie von HNSCC erzielen (Cohen et al. 2019, Cha et al. 2019). Das Glykoprotein
PD-L1 wird auf der Oberflache zahlreicher Karzinome tberexprimiert. Eine hohe Expression
geht gleichzeitig mit schlechterem OS einher. PD-L1 wird auf Tumorzellen, PD-1 auf
Immunzellen, unter anderem T-Zellen, B-Zellen, dendritischen Zellen und Makrophagen
exprimiert. Kommt es zur Bindung von PD-L1 an den PD-1 Rezeptor, wird die Aktivierung
und Proliferation der Immunzellen gehemmt (Wartewig et al. 2018, Lind et al. 2020). Der
mesenchymale Marker Zebl steigerte ebenfalls die Expression von PD-L1 (Dong et al.
2018). Proinflammatorische Zytokine des TME konnen durch weitere Induktion der
Expression von PD-L1 eine Nische fur den Tumor erzeugen. (Cha et al. 2019). In einem

Kollektiv aus 293 HNSCC wurde in der immunhistochemischen Untersuchung gezeigt, dass
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die Expression von PD-L1 ein prognostischer Faktor fiir das Uberleben der Patienten ist.
Dieser immunsuppressive Effekt kann jedoch zu therapeutischen Zwecken durch Inhibition
mittels Anti-PD-1-Antikorper verhindert werden (Muller et al. 2017, Dong et al. 2018). PD-
L1 konnte zudem in mit Exosomen beladenen extrazelluldaren Vesikeln (EV) gefunden
werden. Im Plasma von bereits metastasierten Melanomzellen konnte eine signifikant hthere
PD-L1 Expression gemessen werden. Durch die Abgabe von EV beeinflusst der Tumor nicht
nur das unmittelbare TME, sondern wirkt auch systemisch. Durch diese Art der Diagnostik,
konnten gesunde Patienten, von Patienten mit einem malignen Melanom unterschieden
werden (Chen et al. 2020, Kimpers et al. 2019).

Makrophagen sind Teil des angeborenen Immunsystems und entstehen aus Monozyten nach
Extravasation. Bei den Makrophagen im unmittelbaren Umfeld des Tumors unterscheidet
man zwei unterschiedlichen Zustande, M1 wund M2. M1-Makrophagen sind
proinflammatorisch, und verhindern durch Aktivierung von T-Helferzellen vom Typ 1 die
Tumorprogression. Tumor-assoziierte Makrophagen (TAM) befinden sich meist im M2
Zustand und produzieren immunsuppressive Faktoren wie IL-6, IL-10, TGF- g und EGF.
Dies wiederum hemmt die Funktion von CD4 und CD8 T Zellen durch die Rekrutierung von
Tregs. TAM stimulieren zusétzlich Angiogenese und bewirken gesteigerte Invasion und
Migration (Noy et al. 2014, Peltanova et al. 2019, Wu et al. 2020). CD163 wird haufig als
Marker zur immunhistochemischen Farbung herangezogen (Kumar et al. 2019). Die
Rekrutierung von Makrophagen erfolgt durch CSF1, und eine starke Expression ist haufig an
den Réandern des Tumors zu finden. Diese geht in Brustkrebs mit schlechterem
Gesamtiiberleben einher (Noy et al. 2014, Hossain et al. 2016). In Makrophagen der
rheumatoiden Arthritis bewirkte eine Expression von NOTCH eine Suppression von miR-
223, was in einem murinen Kolonkarzinom-Modell die Differenzierung von Vorldauferzellen
zu MDSC bewirkte (Liu et al. 2011, Liu et al. 2018, Ogando et al 2016, Hossain et al. 2016).
Es besteht ein parakriner signaling loop zwischen Krebszellen und TAMs. Die Expression
von NOTCH in Brustkrebs reguliert tiber die Expression der Zytokine IL1B und CCL2 die
Rekrutierung von TAMs, wahrend gleichzeitig TAMs uber TGF-f und NOTCH
Brustkrebszellen aktivieren. IL1  bewirkt die Adhdsion von Monozyten an das Endothel der
Blutgefale, und CCL2 die Extravasation in den Tumor und weitere Differenzierung in

Makrophagen. (Shen et al. 2017, Yang et al. 2017). Zudem wurde berichtet, dass Metastasen
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von Brustkrebs eine starkere TAM Infiltration aufweisen als die dazugehdrigen Primarien
(Hossain et al. 2016). Tumore, die neoadjuvant bestrahlt wurden, hatten zudem eine hohere
Anzahl an TAMs als nicht bestrahlte Tumore (Shabo et al. 2009). In einer Metaanalyse zur
Rolle von TAMs fir die Progression von HNSCC ergab sich eine signifikante Korrelation
der Anzahl von TAMs mit T Status, regionaler Metastasierung und vaskuldrer Invasion
(Kumar et al. 2019). Derzeit sind verschiedene therapeutische Strategien im Gesprach um
die Rolle der TAMs zu unterbinden. Durch Blockade von CSF1 und CCL2 kann die
Rekrutierung verhindert werden. Das Reprogrammieren von TAMs zu M1 Makrophagen
stellt eine weitere therapeutische Mdglichkeit dar (Yang et al. 2017, Ogando et al. 2016).
Myeloid-derived suppressor cells (MDSCs) sind unreife Zellen der myeloischen Reihe und
sind in der Lage sowohl das adaptive als auch das angeborene Immunsystem zu inhibieren.
Dies geschieht durch Blockierung von T-Zell Differenzierung und der Freisetzung von
zytotoxischen Mediatoren. Der Tumor selbst sezerniert VEGF und GM-CSF, was wiederum
MDSCs induziert, welche die Aktivierung von T-Zellen inhibieren. Weitere Folge von
VEGF ist eine gesteigerte Angiogenese des TME (Yang et al. 2018, Tcyganov et al. 2018).
MDSCs schitten zusétzlich TGF-, IL10, NO und COX2 aus. Peng et al. beschrieben, dass
MDSC STAT3 phosphorylieren und aktivieren, sowie durch Freisetzung von NO (Nitric
oxide) die Expression von NOTCH1 erhohen. Die Bildung von Cancer-Stem Cells und
Tumorspharoiden wurde dadurch stark erhoht. Es liegt daher nahe, dass MDSCs durch
Aktivierung von NOTCH stammzell-dhnliche Eigenschaften auf Krebszellen Ubertragen
(Peng et al. 2016, (Sieminska et Baran, 2020). MDSC in Tumorpatienten berexprimieren
zudem den NOTCH Liganden Jaggedl (Hossain et al. 2016).

Cancer associated Fibroblasts (CAFs) sezernieren parakrin und autokrin Epidermal growth
factor (EGF), Vascular endothelial growth factor (VEGF), Interleukin-6 und Interleukin-
17A. Dies bewirkte eine gesteigerte Proliferation, Angiogenese, Invasion und
Chemoresistenz der Tumorzellen (Ishii et al. 2016). Sie zeichnen sich durch eine
myofibroblastische Spindelform aus, und gehen auf Fibroblasten, Endothelzellen,
Epithelzellen, Adipozyten und MDSC aus dem Knochenmark zuriick (Peltanova et al. 2019,
(Chen & Song, 2019). CAFs von Plattenepithelkarzinomen der Haut zeigen eine
Uberexpression von NOTCH1 und eine Inhibition konnte im Mausmodell die Expansion von

stromalen Zellen verringern (Katarkar et al. 2020).
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Regulatorische T-Zellen (Tregs) regulieren CD4-positive T-Zellen, CD8-positive T-Zellen,
B-Zellen, NK-Zellen, Makrophagen und dendritische Zellen. TGF-f induziert die Expression
von FOXP3, eines wichtigen Transkriptionsfaktors fur die Entwicklung von Tregs, und
bewirkt die Differenzierung von normalen T-Zellen zu Tregs (Radtke et al. 2010, Al-Qahtani
et al. 2011). Erhohte Expression von TGF-B, wird haufig im TME gemessen und bewirkt
aufllerdem die Epithelial-Mesenchymale Transition von Krebszellen (Hao et al. 2019). Tregs
verhindern die T-Zell Immunantwort in HNSCC und erméglichen so ein ungehindertes
Wachstum. HNSCC zeichnen sich durch eine Immundefizienz aus, so findet sich haufig eine
Verringerung der absoluten Zahl an T-Zellen, sowie eine groRe Anzahl an Tregs (Wang et
al. 2019, Radtke et al. 2010). Tregs in HNSCC schitten zudem mehr immunsuppressive
Checkpoint Molekile aus als zirkulierende Tregs (Jie et al. 2013). Die Expression von
FOXP3 wird durch Inhibition von NOTCH in vitro verringert (Radtke et al. 2010). Eine hohe
Zahl an Tregs geht mit verringertem Uberleben von Patienten mit einem Karzinom des
Mundbodens einher (Al-Qahtani et al. 2011).

Natdrliche Killerzellen (NK-Zellen) stellen einen Teil des angeborenen Teils unseres
Immunsystems dar, dessen Aufgabe darin besteht, maligne und virus-infizierte Zellen zu
toten. MHC-Klasse 1 auf der Oberflache von nicht-entarteten Zellen schitzt vor der
Induktion von Apoptose durch Perforine und Granzyme (Peltanova et al. 2019, Binnewies et
al. 2018, Lei et al. 2020). Eine verringerte Anzahl von CD8+ zytotoxischen T-Lymphozyten
und NK-Zellen bewirkte die Expression von NOTCH1 im malignen Melanom in einem in
vivo Modell (Yang et al. 2018).

Der Einfluss von Thrombozyten auf die Entstehung von Tumoren wurde durch eine haufig
bei soliden Tumoren nebenbefundlich auftretende Thrombozytose entdeckt. Zusétzlich
erleiden viele Patienten mit einem Malignom Beinvenenthrombosen und Lungenembolien
(Haemmerle etal. 2018, Fridman et al. 2012). Diese entstehen dabei durch eine pathologische
Megakaryozytopoese. Megakaryozyten, die wiederum aus Hamatopoetischen Stammzellen
entstehen, produzieren  Thrombozyten durch  zytoplasmatische  Fragmentation.
Thrombopoietin reguliert diesen Prozess (Chang et al. 2007, Franco et al. 2015).
Thrombozyten kénnen MHC Molekiile auf Tumorzellen Gbertragen, und dadurch fir T-
Lymphozyten ,,unsichtbar machen. CTCs (Circulating tumor cells) werden vor dem

intravasalen Immunsystem geschutzt. Zusétzlich wird die Tumorzelladhdsion an das
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Endothel durch Thrombozyten signifikant erhoht. Sowohl Invasion als auch EMT und
Angiogenese werden mit Thrombozyten in Verbindung gebracht (Haemmerle et al. 2018,
Lei et al. 2020, Franco et al. 2015). Ausgeschittetes TGF-B verringerte die T-Zell
Proliferation und Interferon-y Produktion in vitro (Rachidi et al. 2017). Thrombozyten
konnten zudem das TME protumoral verandern und die Chemoresistenz gegen 5-FU und
Paclitaxel steigern (Radziwion-Balicka et al. 2012, Xu et al. 2018). Medikamente gegen
Thrombozyten sind durch die langjahrige Erfahrung in der Behandlung kardiovaskularer
Erkrankungen weit verbreitet. Gerade das Risiko von Blutungen verhindert jedoch den
Einsatz, gerade in HNSCC Patienten mit bereits eingeschrankter Hdmostase (Haemmerle et
al. 2018, Franco et al. 2015). Eine erste klinische Studie zur Reduktion wvon
Sekundarmalignomen von HNSCC durch Aspirineinnahme wurde durch die Taipei Medical
University durchgefiihrt und konnte eine Risikoreduktion um 25% zeigen (Lin et al. 2018).
Die Analyse der individuellen Zusammensetzung des Immunsystems hat derzeit aufgrund
der aufwendigen Untersuchung einen geringen Stellenwert in der klinischen Diagnostik
(Hendry et al. 2017, Cohen et al. 2019). Der immunoscore dagegen ermdglicht in relativ
kurzer Zeit eine erste Einschatzung Uber das Immunsystems, und konnte gerade in
Zusammenhang mit dem Gebrauch von Immuncheckpoint Inhibitoren eine wichtige Rolle in
der Therapieplanung und im Therapie Monitoring spielen (Kumpers et al. 2019, Hendry et
al. 2017).

1.3. Der immunoscore

Bei der Betrachtung des unmittelbar an das Karzinom angrenzenden gesunden Gewebes
erkannte Naito et al. bereits 1998 eine starke Infiltration von Lymphozyten. Diese Infiltration
war bei wenig fortgeschrittenen Tumoren deutlich starker als bei ausgedehntem Befall.
Dieses reaktive Phdnomen, als Zeichen einer verstarkten Immunantwort des Korpers, stellt
einen prognostischen Faktor flr das kolorektale Karzinom (CRC) dar. Eine hohe Zahl an
TIL s (Tumor infiltrating lymphocytes) ging mit besserem Uberleben der Patienten einher
(Naito et al. 1998, Hendry et al 2017, Badalamenti et al. 2019).

Ein internationales Konsortium wurde beauftragt diese Ergebnisse zu validieren, welches mit

dem immunoscore ein geeignetes und valides Tool fand, das Uberleben von Patienten mit
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einem Kolorektalkarzinom vorherzusagen. Der Score reicht dabei von 10, falls sowohl
wenige CD3- als auch CD8-positive Zellen vorhanden sind, bis zu 14 bei einer hohen Dichte
sowohl im CT als auch im IM. CT steht dabei fur das Zentrum des Karzinoms (Core of
tumor), IM fur die unmittelbar an den Tumor heranreichende invasive Grenze (Invasive
margin). Die Tumorschnitte werden mittels Immunhistochemie auf CD3 und CD8 geféarbt.
Die Zahl der positiv gefarbten TIL's pro Flache wird gezéhlt (Trabelsi et al. 2019,
Badalamenti et al. 2019, Galon et al. 2014). Es ergeben sich vier Werte (Abbildung 5).

Infiltration von Lymphozyten
CD3CT CD3IM CD8CT CD8 IM
immunoscore 0 Niedrig Niedrig Niedrig Niedrig
immunoscore 1 Mindestens 1-mal hoch
immunoscore 2 Mindestens 2-mal hoch
immunoscore 3 Mindestens 3-mal hoch
immunoscore 4 Hoch Hoch Hoch Hoch

Abbildung 5: Methode zur Bewertung der Infiltration von Lymphozyten in Tumorgewebe
(immunoscore). Dargestellt sind die vier Lokalisationen von Lymphozyten in Tumorgewebe
(CT=Core of Tumor, IM = Invasive Margin). (Modifiziert nach Galon et al. (2014).

In einer Studie mit 608 Patienten mit Kolorektalkarzinom hatten nur 4,8% der Patienten mit
hohem immunoscore ein Rezidiv, dagegen 72% mit niedrigem immunoscore (Galon et al.
2014). Es liegt nahe, dass eine Fehlfunktion des Immunsystem die Bildung eines Rezidivs
begunstigt. Bereits vor dem eigentlichen Nachweis von bildmorphologischen und
mikroskopischen Krebszellen, kénnte durch den immunoscore eine Einschatzung des
Rezidivrisikos abgegeben werden, und besonders gefahrdete Patienten regelméfRig
untersucht werden (Angell et al. 2020, Badalamenti et al. 2019). Als Griinde fur die
Verwendung des immunoscore werden einerseits der gute VVorhersagewert auf das OS und

PFS angegeben, zum anderen konnte der immunoscore in Multivariaten Analysen die TNM
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Klassifikation Gbertreffen und beschreibt die individuelle Immunabwehr (Galon et al. 2014,
Cohen et al. 2019, Hendry et al. 2017). Der Einfluss des Immunsystems konnte im malignen
Melanom, Lungen-, Magen-, Osophagus-, Plattenepithel-, Brust-, Blasen-, Urothel-,
Gebarmutterhals-, Ovarial-, Pankreas-, und hepatozellularen Karzinom nachgewiesen
werden (Fridman et al. 2012, Angell et al. 2020). Zudem wurden Parallelen mit dem

Ansprechen auf Checkpoint-Inhibitoren gezogen (Badalamenti et al. 2019)

1.4. Die Rolle von NOTCH

1.4.1. Entdeckung und molekulare Charakteristika

Der Phanotyp von im NOTCH-Gen mutierten Fliegen wurde bereits 1913 im Labor von
Thomas Hunt Morgan beschrieben. Dies erfolgte in Zusammenhang mit dem Auftreten einer
Kerbe in den Fligeln heterozygoter Drosophila melanogaster mit einem nicht
funktionierenden Allel (Salazar et al. 2018). Auf Englisch wird eine derartige Kerbe auch als
Notch bezeichnet. Zudem besal3en diese Fliegen eine zusatzliche Vene der Fligel und eine
hohe embryonale Letalitdt durch Umwandlung von epidermalen Zellen in Neurone (Salazar
etal. 2018). Aufgrund dieser eindriicklichen Beobachtung und des vergleichsweise einfachen
Signalwegs in Drosophila melanogaster war das Modell Gegenstand extensiver
Untersuchungen. Der NOTCH Rezeptor Drosophilas, seine Liganden, sowie die vier
NOTCH Rezeptoren der Saugetiere (NOTCH 1, 2, 3, 4) gelten dabei als hochkonserviert
(D’Souza et al. 2008). Besonders bemerkenswert ist die Tatsache, dass die meisten dieser
Bestandteile in Drosophila durch jeweils ein einzelnes Gen codiert werden, gleichzeitig, aber
groRe Ahnlichkeit zum Signalweg bei Saugetieren aufweisen (Salazar et al. 2018). Wichtige
Unterschiede des NOTCH Signalwegs von Drosophila und Saugetieren sind zum einen die
Anzahl der Liganden, andererseits aber auch die codierenden Gene. So wurden im Menschen
vier Isoformen des NOTCH Gens beschrieben (Salazar et al. 2018). Die Liganden des
NOTCHL1 Rezeptors sind in Tabelle 4 aufgefuhrt.
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Liganden des NOTCH Rezeptors

Drosophila melanogaster Saugetiere
dDelta Delta like ligand 1,3,4
Serrate X-Delta-2

Jagged 1,2

Tabelle 4: Liganden des NOTCH1 Rezeptors. Modifiziert nach Salazar et al. (2018).

Der NOTCH Signalweg besteht aus den NOTCH Liganden, einem NOTCH Rezeptor, sowie
einer DNA-bindenden Sequenz (CSL) (Gordon et al. 2008). Bei Saugetieren wirken dabei
Liganden der Delta-like Familie (DLL1, 3 und 4) und der Jagged Familie (Jagged 1 und 2),
bei Drosophila dagegen der Serrate und Delta Familie. Es wurde beschrieben, dass der Notch-
Signalweg lediglich durch Zell-Zell-Interaktion und Bindung der bereits genannten Liganden
aktiviert wird (Bray 2006).

Der NOTCH1 Rezeptor besteht aus drei Teilen. Einer intrazellularen, einer extrazellularen,
und einer transmembranaren Domane. Dieser Aufbau ist in Abbildung 6 dargestelit.
NOTCH1 und NOTCH2 bestehen aus 36, NOTCH3 aus 34, und NOTCH4 aus 29 EGF
Repeats (Zanotti et al. 2010, Salazar et al. 2018).
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Notch Extracellular Domain
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Abbildung 6: Schematischer Aufbau des NOTCH Rezeptors. Abkirzungen: (ANK (ankyrin
domains), EGF (epidermal growth factor-like), HD (heterodimerization domain), NLS (nuclear
localization sequence), PEST (proline-, glutamic acid-, serine-, and threonine-rich domain), RAM

(Rbp-Jk association module), TD (transmembrane domain). Modifiziert nach Zanotti et al. (2010).

1.4.2. Der NOTCH Signalweg

Es folgt eine Ubersicht des NOTCH1 Signalwegs bei Saugetieren und Drosophila. Zunéchst
wird der NOTCH Rezeptor in der Zelle, welche das Signal empfangt, synthetisiert. Nach der
Synthese schlielit sich eine Reihe von post-translationalen Modifikationen an. Im
Endoplasmatischen Retikulum wird die extrazellulire Domane O-glykolysiert und O-
fucosyliert. Dies wird erganzt durch die Glucosid-Xylosyltransferase und Fucosylpeptid B3-
N-Acetylglucosaminyltransferase, was wiederum die Liganden-Selektivitdt beeinflusst
(Jafar-Nejad et al. 2010, Salazar et al. 2018). Als néachsten Schritt folgt die erste
proteolytische Spaltung (S1) im Golgi-Apparat (Mollen et al. 2018). Nach der Modifikation
wird der NOTCH1 Rezeptor zur Plasmamembran transportiert und kann dort mit Liganden
interagieren. Der NOTCH1 Rezeptor wird physiologisch relativ konstant, die entsprechenden
Liganden jedoch nur bei bestimmten zeitlichen und rdumlichen Gegebenheiten in der
Entwicklung exprimiert (Salazar et al. 2018, Moore et al. 2020).

Es wird anschlieRend der kanonische und nicht-kanonische Aktivierungsweg unterschieden
(Mollen et al. 2018). Zum besseren Uberblick ist der kanonische Aktivierungsweg in
Abbildung 7 abgebildet.
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Abbildung 7: Schematische Darstellung des NOTCH Signalwegs bei kanonischer Aktivierung.
Die Rezeptor-Liganden Interaktion initiiert den Signalweg. Modifiziert nach Mollen et al. (2018).

Der kanonische Signalweg beginnt mit Bindung eines Liganden an den NOTCH Rezeptor.
Dies lost die Endozytose des Liganden aus, was wiederum die erste Spaltung an der S2-Stelle
durch Kuzbanian initiiert. Als weitere Ebene der Modifikation des Signalwegs ist die
Endozytose nur nach vorheriger Mono-Ubiquitinylierung der zytoplasmatischen Doméne des
Liganden moglich (Le Bras et al. 2011, Salazar et al. 2018). Dadurch entsteht die NEXT
(NOTCH extracellular truncation). AnschlieBend wird NEXT, bestehend aus
transmembrandrem und intramembrandrem Fragment, mittels y-Secretase Komplex an der
S3-Stelle gespalten. Hierbei sind Presenilin und Nicastrin beteiligt (Struhl et Greenwald
1999). Die NOTCHL1 intracellular domain (NICD) wird freigesetzt, gelangt in den Nukleus,
und bildet in Drosophila einen Komplex mit Su(H), woraufhin H nicht mehr an Su(H) binden
kann (Salazar et al. 2018, Bray 2006). In Saugetieren wird dieser auch RBP-J (Recombinant
signal binding Protein for Immunglobulin kappa J region) genannt (Jarriault et al. 1995).
Gleichzeitig beeinflusst NICD eine asymmetrische Signalwirkung durch Inhibition von

Delta-Liganden und Aktivierung von Jagged (Boareto et al. 2015, Bray 2006).
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Bei fehlender Bindung eines Liganden unterdrickt der Ko-Repressor Hairless die
Transkription (Kao et al. 1998). Dieser besteht in S&ugetieren aus KyoT2 und SHARP
(Salazar et al. 2018). Nach erfolgreicher Bindung von NICD erfolgt die Rekrutierung von
Co-Aktivatoren, welche die Transkription von Downstream-Genen anregen (Salazar et al.
2018, Bray 2006). Als Zielgene wurden dabei in Sdugetieren bisher HES, HEY1, HEY2,
HEYL, CCND1, CCND3, GATAS3, NF«B, c-Myc, Bcl-2 und p21 beschrieben (Rettig et al.
2015, Moore et al. 2020). Mittels ubiquitin-proteasomaler Degradation von NICD wird das
Signal anschlieRend beendet. Beteiligt sind hierbei CDK8 und die Ubiquitin-E3-Ligase
(Salazar et al. 2018, Bray 2006).

Einige nicht-kanonische Aktivierungswege wurden ebenfalls identifiziert. Beispiele hierfur
sind die DSL-unabhangige Aktivierung, Interaktionen mit Nicht-DSL Liganden, CSL-
unabhéngige Aktivierung, Signaltransduktion ohne Cleavage, Posttranslationale
Modifikationen, Ko-Faktoren und Cross-talk mit anderen Signalwegen (Heitzler et al. 2010).
Gerade in Brustkrebs, Leukdmie und Dysregulationen des Immunsystems scheint diese Form
der Aktivierung eine grof3e Rolle zu spielen. Dennoch wurde dieser Signalweg bisher wenig
erforscht (Ayaz et al. 2014, D’Souza et al. 2010).

1.4.3. Embryologie und Entwicklung

Der NOTCH Signalwegs wird mit der Entwicklung von Leber, Skelettsystem, Herz, Auge,
Gesicht, Niere und Geféalisystem in Verbindung gebracht. Durch Mutationen entstehende
Pathologien sind dabei das Alagille Syndrom und die autosomal rezessive spondylokostale
Dysostose (Penton et al. 2012, Salazar et al. 2018). Alagille Patienten zeichnen sich dabei
durch Anomalien in Leber, Herz, Wirbelsdule und Gallengéngen aus (Gilbert et al. 2019).
Entsprechend dem Phénotyp des Alagille Syndroms bewirkt eine Inhibition des NOTCH
Signalwegs in Zebrafischen eine verminderte Gallengangsentwicklung, (Lorent et al. 2004).
Vergesellschaftet ist haufig eine Stérung der Kardiogenese, Verringerung der
Kardiomyozytendifferenzierung und der Herzklappenbildung (MacGrogan et al. 2010,
Penton et al. 2012). Das CADASIL-Syndrom (Cerebral autosomal dominant arteriopathy
with subcortical infarcts and leukoencephalopathy) ist eine haufige hereditare Ursache von
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Schlaganféllen und Demenz, und wird mit einer dominanten Mutation von NOTCH3 in
Verbindung gebracht (Salazar et al. 2018). Eine wichtige Rolle in der Entwicklung obliegt
NOTCH in der Regulation von Stammzellen durch parakrine Interaktion. In der embryonalen
Entwicklung des peripheren und zentralen Nervensystems programmiert der NOTCH
Signalweg Cluster von Neuroektoderm dazu, sich zu neuralen Progenitorzellen zu
differenzieren. Mittels lateraler Inhibition werden angrenzenden Zellen an der Aktivierung
gehindert. Im Zebrafischmodell wurde eine interkinetische nukledre Migration (INM)
geschildert, die einen Gradienten von NOTCH aufbaut, sodass weiter entfernt liegende
Zellen weniger NOTCH Signaling erfahren. Die Zellen differenzieren sich je nach

Auspragung. Dies erhoht die Plastizitat der embryonalen Entwicklung. (Koch et al. 2013).

1.4.4. Die Rolle von NOTCHL1 in hamatoonkologischen Erkrankungen

Bei der T-Zell akuten lymphatischen Leukamie (T-ALL) handelt es sich um eine aggressive
h&mato-onkologische Erkrankung. Charakteristische Symptome in der Diagnostik sind eine
Leukozytose, Lymphozytose, Hyperkalzamie und Hepatosplenomegalie durch Expansion
von unreifen T-Zell Vorldufern. Die T-ALL macht 25% der ALL Erkrankungen bei
Erwachsenen und 15% bei Kindern aus (Khanlari et al. 2019, Jain et al. 2017, Atak et al.
2013)

In 55-60% aller Falle wird die NOTCH1 Mutation als auslésend beschrieben (Ellisen et al.
1991, Bongiovanni et al. 2017). NOTCH ist dabei dauerhaft aktiviert und steigert anabole
Prozesse durch Uberexpression des Onkogens MYC (Bongiovanni et al. 2017). Ebenso ist
eine kontinuierliche Wirkung des NOTCH-Rezeptors mittels Ligandenbindung fir die
Entwicklung von T-LiC (Leukemia inducing Cells) notwendig (Armstrong et al. 2009).
Derzeit werden zur First-line-Therapie Steroide, Anthryzakline und Vincristine eingesetzt,
zur Prophylaxe auch haufig hoch dosiertes Methotrexat. Trotz der sehr guten Ansprechraten
haben 40% der Erwachsenen und 20% der padiatrischen T-ALL Falle einen Riickfall. Dieser
ist meist deutlich schwieriger zu therapieren (Fatizzo et al. 2020, Ellisen et al. 1991).
NOTCH1 Mutationen wurden zudem bei chronisch lymphatischer Leukdmie (CLL),
Mantelzelllymphom, Burkitt Lymphom und Hodgkin Lymphom nachgewiesen (Moore et al.
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2020). Die Inhibition des NOTCH Signalwegs stellt daher einen vielversprechenden
therapeutischen Ansatz dar, wobei mit Thapsigargin bereits ein nicht-kompetitiver Inhibitor
der SERCA (Sarco/Endoplasmatisches Retikulum Ca?* ATPase) entwickelt wurde, der die
Maturation von mutiertem NOTCH1 verhindert (Roti et al. 2018).
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2. MATERIALIEN UND METHODEN

2.1. Materialien

2.1.1. Zelllinien
Zellreihe Ursprung Geschlecht HPV- Alter Medium
Status (Jahre)
93-VU-147T A Mundboden | Mannlich positiv 58 | DMEM + 10%
FCS, 1% P/S
UD-SCC-2 Hypopharynx | Mannlich positiv 57 | RPMI + 10%
FCS, 1% P/S
UD-SCC-5 Supraglottis | Mannlich negativ 44 ' DMEM + 10%
FCS, 1% P/S
UM-SCC-7 | Mundboden | Mannlich negativ 64 | DMEM + 10%
FCS, 1% P/S
UPCI-SCC- | Mundboden | Weiblich negativ 69 | MEM + 10% FCS,
111 1% P/S + 1%
NEAA
UPCI-SCC- | Mundboden | Mannlich positiv 54 | MEM + 10% FCS,
154 1% P/S + 1%

Tabelle 5: Ubersicht der verwendeten Zelllinien.

2.1.2. Antikorper

NEAA

Priméarantikorper WB

Verdunnung Hersteller

NOTCH1 D1E11

1:1000

Cell Signaling Technology, Inc.,

Danvers, USA
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Tubulin Rabbit 1:5000

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA

Sekundarantikérper WB Verdunnung Hersteller

Anti-Rabbit 1gG HRP-linked 1:5000 Cell Signaling Technology, Inc.,
Danvers, MA, USA

Anti-Mouse 1gG HRP-linked 1:10.000 Cell Signaling Technology, Inc.,
Danvers, MA, USA

Antikorper IHC Verdinnung Hersteller

Notchl, Cytoplasmic Domain 1:400 US Biological, Salem, MA, USA

(N5375-09A)

CD3 (MRQ-39) 1:400

CD8 alpha (C8/144B) 1:25

Tabelle 6: Verwendete Antikdrper und Konzentration.

Cell Marque, Rocklin, CA, USA

Thermo Fisher Scientific,
Rockford, IL, USA

Primer NOTCH1 Sequenz

NOTCH1 Forward Primer TGAATGGCGGGAAGTGTGAAG
NOTCH1 Reverse Primer GGTTGGGGTCCTGGCATCG
GAPDH Forward Primer AGCCACATCGCTCAGACA
GAPDH Reverse Primer GCCCAATACGACCAAATCC

Tabelle 7: Primer fir gPCR und Sequenzierung.
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2.1.3. Reagenzien und Medien

Reagenz Hersteller

2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich. St. Louis, MO, USA

Ammoniumperoxidsulfat (APS) > 98% Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

p.a. Deutschland

Bovine Serum Albumin (BSA) 2mg/ml Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
Deutschland

Bradford Reagenz: Bio Rad Protein Bio-Rad Laboratories GmbH, Munchen,

Assay Dye Reagent Concentrate Deutschland

Cell Lysis Buffer Cell Signaling Technology, Inc., Danver,
MA, USA

Crystal Violett Sigma-Aldrich. St. Louis, MO, USA

DAPT Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

DMEM Gibco ® by life technologies™ , Carlsbhad,
CA, USA

DMSO Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland
DPBS (1x) Dulbeccos Phosphate Buffered = Gibco ® by life technologies™, Carlshad,

Saline CaCl2 MgCl: CA, USA

Essigsaure Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Ethanol >99,95% p.a. Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

FCS Biochrom AG, Berlin, Deutschland
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Formaldehydlésung saurefrei >37%

Gelatine

Glycerol

Glycin >99%

MEM

MEM Lodsung aus nicht essenziellen

Aminosauren (100x)

Methanol >99,5% p.a.

N, N, N!, N'-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)
Natriumchlorid >99,8%

Non-fat skimmed milk powder
Oligofectamine

Page Ruler™ Prestained Protein Ladder
(10x)

Penicillin 10000 U/ml

Streptomycin 10000 pg/ml

PMSF

Proteinase K, rekombinant

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Gibco ® by life technologies™ , Carlshad,
CA, USA

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Biomol GmbH, Hamburg, Deutschland
Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Cell Signaling Technology, Inc., Danver,
MA, USA

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland
Sigma-Aldrich. St. Louis, MO, USA
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rhDLL4

Rotiphorese ® Gel 30 (37,5:1)
Acrylamidstammlésung 30% mit 0,8 %
Bisacrylamide

RPMI

SDS / Roti®- Stock 20%
Sodiumdodecylsulfat

Silencer select sSiRNA Negativkontrolle
SiINOTCH1 Stealth siRNA
SuperSignal® West Pico
Chemiluminescent Substrate

Tris Pufferan ® >99,9% p.a.

Triton X-100

TrypLE™ Express (1x) Stable Trypsin
Replacement Enzyme Saline CaClz
MgCl2

Tween-20

g-Amino-n-caprioic acid

Tabelle 8: Reagenzien und Medien.

R&D Systems, Minneapolis, USA

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Gibco ® by life technologies™ , Carlshad,
CA, USA

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Gibco ® by life technologies™ , Carlshad,
CA, USA

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
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2.1.4. Gerate

Gerat

Hersteller

Accu-jet® pro

Analysenwaage SBC 32

Blotting System Mini PROTEAN Tetra
System
Brutschrank HeraCell 150i C02

Incubator
Cellometer Auto T4
Centrifuge 5430 R

CFX 96 Real -Time PCR Detection
System

E-BOX-VX2 /20M
Elisa Reader Multiskan FC

Eppendorf Research Pipetten,
Eppendorf Reference-Pipetten
Gefrierschrank Liebherr Premium
No Frost

Leica Mikroskop DMI16000 B

Leica Mikroskopkamera DFC425 C

Brand GmbH & Co Kg, Wertheim,
Deutschland
SCALTEC, Heiligenstadt, Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
Deutschland
Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Peqglab Biotechnologies GmbH, Erlangen,
Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
Deutschland

Vilber Lourmat, Lamirault, Frankreich
Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Liebherr, Biberach an der Riss,
Deutschland

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,

Deutschland
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Liebherr Kiihlschrank comfort

Magnetrihrer RCTbasic

Molecular Imager ChemiDoc XRS+

pH-Meter 766 Calimatic

PowerPac HC

Sterilbank HeraSafe KS

Taumel-Rollmischer

Thermomixer comfort

Trans-Blot SD Semi Dry Transfer Cell

Vacuum Pump ME2

VENTANA BenchMark GX

Zentrifuge PerfectSpin Mini

Tabelle 9: Geréate.

Liebherr, Biberach an der Riss,
Deutschland
IKA Labortechnik, Staufen, Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
Deutschland

Knick Elektronische Messgerate GmbH &
Co. KG, Berlin, Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
Deutschland

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

A Hartenstein Laborbedarf GmbH,
Wirzburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
Deutschland

Vacuubrand GmbH, Wertheim,
Deutschland

F. Hoffmann-La Roche AG, Basel,
Schweiz

Peglab Biotechnologies GmbH, Erlangen,

Deutschland
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2.1.5. Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

Glas Pasteurpipetten 150nm

Immobilon PVDF Membran

M-MLYV Reverse Transkriptase
peqGREEN 20000x DNA/RNA binding
dye

Pipettenspitzen Safeguard 10 pl, 20 pl,
100 pl, 200 pl, 1000 pl,

QUIAGEN Deparaffinization Solution
Reaktionsgefal’ Cellstar Tubes 15 ml, 50
ml

RNeasy FFPE Kit

SafeSeal Micro Tubes 1.5 ml
Serologische Pipetten Cellstar 5ml, 10ml,
25 ml

Tissue Culture Dish 100 x 20 mm

Tissue Culture Plate 12-Well plate

Tissue Culture Plate 24-Well plate

Tissue Culture Plate 6-Well plate

Brand GmbH+Co, Wertheim, Deutschland
Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
PEQLAB Biotechnologie GmbH,
Erlangen, Deutschland

Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

QUIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland
Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

QUIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland
Sarstedt Inc, Newton, NC, USA

Greiner bio-one GmbH, Erlangen,
Deutschland

Sarstedt Inc, Newton, NC, USA

Sarstedt Inc, Newton, NC, USA

Sarstedt Inc, Newton, NC, USA

Sarstedt Inc, Newton, NC, USA
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Tissue Culture Plate 96-Well plate Sarstedt Inc, Newton, NC, USA

Whatman Blottingpapier Sartorius stedimed biotech, Gottingen,
Deutschland

Tabelle 10: Verbrauchsmaterialien.

2.1.6. Computerprogramme

Programm Hersteller/Firma

Adobe Photoshop CS5 Adobe Systems Incorporated, San Jose, CA, USA
GraphPad Prism 8 GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA
Image Lab 6 Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,

Deutschland

Leica Application Suite Software | Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland
V3.8

Microsoft Office 365: Word, Microsoft, Redmond, WA, USA

Excel, Powerpoint

Skanlt for Multiskan FC V. 2.5.1 | Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Software Cellometer Auto T4 Peqglab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

Tabelle 11: Computerprogramme.
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2.2. Methoden

2.2.1. Zell und Gewebekultur

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen unter Beachtung der S1 oder S2
Sicherheitsstufen ausgefiihrt. Alle Inkubationsschritte fanden bei 37°C und 5% CO, in
Inkubatoren statt. Verwendet wurden immortalisierte, adharente Zellreihen, welche im
Materialienteil dieser Arbeit zusammen mit ihrem EBV Status, verwendetem Medium mit
Zusétzen, und Ursprungsgewebe aufgefihrt sind. Die Zelllinie 93-VU-147T wurde vom VU
medisch centrum, Abteilung flr klinische Genetik, Amsterdam, Niederlande, die Zelllinien
UD-SCC-2, UD-SCC-5 und UD-SCC-7 von der Universitat Disseldorf, die Zelllinien UP-
SCC-111 und UP-SCC-154 von der DSMZ in Braunschweig bezogen. Alle Zellen wurden
dabei in Monolayerkulturen bis zu einer Konfluenz von circa 80% kultiviert, und

anschlielend gesplittet.

2.2.2. Trypsinieren und Splitten

Alle verwendeten Zellreihen waren adharent. Daher musste zundchst das Medium abgesaugt
werden. Anschliefend wurde mit vorgewdrmtem DPBS gespult, um verbliebenes Serum
abzuwaschen, und 2 ml Trypsin (bei 100 mm dishes) zum Lésen der Zellen verwendet. Nach
ca. 5 min wurde das Trypsin durch Zugabe einer &quivalenten Menge an entsprechendem
Medium neutralisiert. Mittels mehrfachen Pipettierens wurden weitere adhérente Zellen
abgelost und eine entsprechende Menge der Zellsuspension in eine neue Zellkulturschale
uberfuhrt. Je nach Grolie des zu flllenden Wells beziehungsweise der Flasche wurde eine
Anzahl an Zellen, einer optimalen Seeding-Density entsprechend, ausplattiert. Die
Zellzahlbestimmung erfolgte mit dem Nanodrop und 20 ul der Zellsuspension. Es wurde
stets darauf geachtet bereits eine ausreichende Menge an Medium in die Schalen vorzulegen,
um ein Austrocknen der Zellen zu vermeiden. Auch wurden die Schalen nach Zugabe der
Zellsuspension mehrmals geschwenkt, um eine gleichméRige Verteilung der Einzelzellen zu

gewadhrleisten. Auf schnelle und sorgféltige Arbeitsweise wurde geachtet.
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2.2.3. Wechsel des Mediums

Circa alle 48 bis 72 Stunden wurde das Zellkulturmedium in den Zellkulturschalen
ausgetauscht. Hierzu wurde das vorhandene Medium abgesaugt, einmal mit PBS gespiilt, und

durch 7 ml frisches Medium ersetzt.

2.2.4. Einfrieren und Auftauen

Zur Lagerung von Zellen tber l&ngeren Zeitraum wurden Zellen in fliissigem Stickstoff
eingefroren. Das Procedere begann mit dem Ldsen der Zellen von den Platten und
Zentrifugation der Suspension bei 1500 rpm fir 120 Sekunden. Der Uberstand wurde
sorgféltig abpipettiert und mittels Freezing Medium resuspendiert. 1 ml wurde jeweils in
Freezing Tubes 0ber Nacht bei -20°C gelagert. Anschlielend wurden diese in den
Flussigstickstofftank Uberfuhrt. Das Freezing Medium bestand dabei aus FCS und 5%
DMSO. Zum Auftauen der gefrorenen Zellen wurden die Freezing Tubes flr 10 sec in das
37°C warme Wasserbad getaucht, in frischen Medium resuspendiert, und fir mindestens

zwei Wochen kultiviert, bevor Versuche durchgefiihrt wurden.

2.2.5. Transfektion mittels Oligofectamine

Oligofectamine ist ein Lipid-basiertes Transfektionsreagenz welches fur die Transfektion
von Oligonukleotiden und siRNA entwickelt wurde und durch Komplexbildung das
Erreichen zytoplasmatischer und nukleédrer Ziele ermdglicht. Nach dem Protokoll von
ThermoFisher wurde im 6-Well eine entsprechende Zellzahl 24h vorher ausgeséht, sodass
am Tag der Transfektion eine Konfluenz von 30-50% erreicht wurde. In ein 1,5 ml
Eppendorf-Tube wurde 1 ul siRNA zu 175 ul Opti-MEM gegeben und gemischt, in ein
weiteres Eppendorf-Tube wurden 4 pl Oligofectamine-Reagenz zu 15 pl Opti-MEM
gegeben, gemischt, und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde der
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Inhalt der beiden Eppendorf-Tubes vereint und 20 min inkubiert. In der Zwischenzeit wurden
die Wells mit Opti-MEM gespiilt und 1800 ul Opti-MEM vorgelegt. Tropfenweise wurden
der Reaktionsmix dazugegeben, sodass eine finale Konzentration von 40 nM erreicht wurde.
24h spéter wurde das Medium gewechselt.

2.2.6. Proteinisolierung

Die Proteinisolierung erfolgte 72h nach Transfektion der Zellen im 6-Well. Zunachst wurde
das Medium abgesaugt, mit DPBS gewaschen und anschliefend 200 pl Lysepuffer, deren
Zusammensetzung in Tabelle 12 aufgeflhrt ist, zu den Zellen gegeben. Mit Hilfe eines Cell-
Scrapers wurden das Zelllysat vollstandig abgeldst und in ein 1,5 ml Eppendorf-Tube
uberfuhrt, 15 min auf Eis geklhlt und bei 10.000 rpm fiir 15 min zentrifugiert und der
Uberstand in das zweite Eppendorf-Tube gegeben. Bis zur Durchfiihrung des Bradford
Assays wurde das Lysat bei -20°C gelagert.

Zusammensetzung Lysepuffer

10x Cell Lysis Buffer (CST) 500 ul
Proteaseinhibitor 100 pl
PMSF 100 pl
Aqua dest. 9500 pl

Tabelle 12: Zusammensetzung Lysepuffer.

2.2.7. Bradford Assay

Der Bradford Assay wurde entwickelt, um eine &quimolare Menge an Proteinlysat auf ein
Gel aufzutragen. Die aufzutragenden Proben enthalten dabei das Proteinlysat sowie 5x
Ladepuffer, mit insgesamt 15 ug Protein. Der Assay beruht dabei auf dem Prinzip der

Photometrie zur Mengenbestimmung, mit Standardkurven zum Vergleich. Zundchst wurde

50



das Bradford Reagenz 1:4 mit PBS verdunnt. Fir die Probelésungen wurde eine 1:500
Verdlnnung der Lysate mittels Triton X-100/PBS angelegt. 600 ul des verdiinnten Bradford
Reagenz wurden zu den Probelésungen und Standardproben gegeben. Fir die
Standardkurven wurde ein absteigendes Volumen an 0.2 mg/ml BSA mit einem VVolumen an
0.01% Triton X-100/PBS gemischt, und anschlielend 100 ul in die Spalte O eines 96-Wells
pipettiert worden. Die Probelésungen wurden in die Spalte 1 pipettiert. Nach 5 Minuten
Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Extinktion der Platte bei 595 nm und einem
Verdunnungsfaktor von 500 mit dem ELISA Reader Multiskan FC gemessen. Hierauf wurde
aus den Werten der Standards eine Kalibrationsgerade in Microsoft Excel erstellt und die
Messungen der Probenlosungen darlibergelegt. AnschlieBend wurden 180 ul der
Proteinlysate mit 45 ul 5x Probenpuffer versetzt und fir 10 min bei 98°C im Heizblock

denaturiert.

Aufbau BSA Assay

ng BSA 0.2 mg/ml BSA (ul) 0.01% Triton X-100 (pul)
0 0 400
2 10 390
4 20 380
6 30 370
8 40 360

Tabelle 13: Schema Standardldsungen fur die Kalibrationskurve des Bradford Assays.

2.2.8. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Page)

Ziel des SDS-Page ist es die Proteine nach ihrem Molekulargewicht im elektrischen Feld
aufzutrennen. Dies erfolgte in einem Tris-Glycin-Puffer nach Ulrich Laemmli. Durch
Uberlagerung der Proteinladung durch anionisches SDS werden die nun negativ geladenen
Proben zum Plus-Pol wandern. Es bilden sich SDS-Proteinmizellen. Die Dichte der Gele

wurde je nach Grolie des zu detektierenden Proteins bestimmt. Fur die Auftrennung von
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NOTCH1 wurde ein Trenngel mit 10%, und ein Sammelgel mit 5% verwendet. Zunédchst
wurde dabei das Trenngel hergestellt und mit einer 5 ml Pipette bis zu einer Markierung fur
die spatere Lage des Kamms in die Gelkammer gegeben und unter Zugabe von Isopropanol
ca. 30 min bei Raumtemperatur auspolymerisiert. Nach Abschiitten des Isopropanols wurde
das Sammelgel zugegeben, und der Kamm mit den Taschen fir die Proben platziert. Nach
weiteren 15 min konnte das Gel in den Mini-PROTEAN Tetra System (ibertragen, der Kamm
vorsichtig geldst, und die Kammer mit SDS-Running Buffer gefllt werden. Mittels der im
Bradford-Assay bestimmten Kalibrationsgeraden wurden genau 15 pg Protein in die Taschen
pipettiert. 4 ul PageRuler Prestained Protein Ladder wurden als Vergleichsmal3stab in eine
weitere Tasche gegeben. Nach ca. 45 min Laufzeit bei 95 V wurde die Spannung auf 140 V

erhoht. Das SDS-Page lief insgesamt 3 bis 4 Stunden, bis sich die Proteine aufgetrennt hatten.

Trenngel (10ml) 6% 8% 10%
H20 5.3 ml 4.6 ml 4.0 ml
30% Acryl-bisacrylamide mix | 2.0 ml 2.7 ml 3.3ml
1.5 M Tris (pH 8.8) 2.5 ml 2.5 ml 2.5 ml
10% SDS 0.1 mil 0.1ml 0.1 mil
10% Ammoniumpersulfat 0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml
TEMED 0.008 ml 0.006 ml 0.004 mi
Sammelgel (5ml) 5%

H20 3.4 ml
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30% Acryl-bisacrylamide mix 0.83 ml

1.5 M Tris (pH 8.8) 0.63 mi
10% SDS 0.05 mi
10% Ammoniumspersulfat 0.05 ml
TEMED 0.005 mi

Tabelle 14: Zusammensetzung SDS-Page Gele.

2.2.9. Blotting mit Semidry-Blot-System

Mittels Western Blot werden die durch SDS-Page aufgetrennten Proteine vom Gel auf eine
Membran Ubertragen. Verwendet wurde hierfir eine PVDF-Membran. Es wurden dabei
Quadrate von 9 cm x 5.5 cm ausgeschnitten und zunéchst in Methanol fir 5 min, dann kurz
in Wasser und zuletzt in Anodenpuffer 11 inkubiert. Auch wurde die Membran auf einer Seite
markiert, um die Orientierung der Proteinseite wiederzufinden. Ebenso wurden 9 Stilicke
Blotting Papier in den Kathodenpuffer, 3 Stiicke in den Anodenpuffer 11 und 6 Stiicke in den
Anodenpuffer | gelegt. Danach wurde das Gel aus dem SDS-Page System entfernt und in das
Blotting System eingebaut. Bei 75 mA pro Gel fiir 80 min erfolgte der Transfer im Trans-
Blot SD Semi Dry Transfer Cell. Anschlielend erfolgte ein Waschen im 1x TBS-T. Der 1.
Antikorper wurde entsprechend den Herstellerangaben in BSA verdinnt und die PVDF-
Membran darin in einem 50 ml Falcon tber Nacht bei 4°C im Rollsystem inkubiert. Am
néchsten Tag wurde die Membran dreimal in TBST-T fiir circa 10 Minuten gewaschen und
in 5% Magermilchpulver mit dem verdinnten Sekundérantikorper fur eine weitere Stunde
inkubiert. Die Verdunnung des NOTCH1 Antikorpers betrug dabei 1:1000, die des Tubulin
Antikorpers 1:5000. Der Sekundérantikdrper wurde 1: 5000 verdiinnt und ist gegen den Fc-
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Teil des Priméarantikorpers gerichtet. Anschliefend wurde wiederum dreimal fiir 10 Minuten
in TBS-T gewaschen, um reaktive Gruppen auf der Membran zu uberlagern und

unspezifische Bindungen zu vermeiden.

Zusammensetzung Anodenpuffer |

Substanz Quantitat

0.3 M Tris 18.16 g

Methanol 100 ml

Aqgua dest. Auf 500 ml auffullen

Zusammensetzung Anodenpuffer 11

Substanz Quantitat

25 mM Tris 151¢g

Methanol 100 ml

Aqua dest. Auf 500 ml auffullen

Zusammensetzung Kathodenpuffer

Substanz Quantitat
25 mM Tris 18.16 g
Methanol 100 ml
40 mM Amino-n-caprioic-acid 2.62 9

Aqua dest.

Tabelle 15: Zusammensetzung Puffer Semidry-Blot.

Auf 500 ml aufftllen

Zusammensetzung TBS-T

Substanz

Quantitat

10 mM Tris

24.2 g
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150 mM NaCl 80g
0.01 9% Tween

Tabelle 16: Zusammensetzung TBS-T.

Zusammensetzung Milch

Substanz Quantitat
Milchpulver 19
TBS-T 20 ml

Tabelle 17: Zusammensetzung Milch 5%.

2.2.10. Immunfluoreszenz

AnschlieBend wurden die gebundenen Antikorper sichtbar gemacht. Dies erfolgte durch
Bindung eines Sekundérantikorpers, welcher Horseradish Peroxidase (HRP) gekoppelt ist,
und damit die Oxidation von Luminol zu 3-Aminophtalat katalysiert. Dieser VVorgang konnte
durch Inkubation in 10 ml SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate gestartet
werden, und eine detektierbare Lichtemission im ChemiDoc XRS+ gemessen werden. Die
PVDF-Mebran wurde hierflr in Folie eingeschlagen. Die ECL-L6sung besteht aus Peroxid
und Luminol, die im Verhaltnis 1:1 gemischt wurden. Die Ladder wurde mittels Colorimetrie
angezeigt. Die Anzeige und Bearbeitung erfolgten im Software Image Lab 6 von Bio-Rad.
Die Analyse erfolgte immer in Bezug auf Tubulin, und wurde erst dann in Bezug zur

jeweiligen Kontrolle gesetzt.

2.2.11. DAPT-Behandlung

Bei DAPT handelt es sich um einen Inhibitor der y-Secretase. Dies verhindert die Abspaltung

des zytoplasmatischen Fragments von NOTCH1 und unterbindet damit die Signalkaskade
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des kanonischen Weges. Eine Konzentration von 25 pM wurde letztlich verwendet. 48h nach

Zugabe erfolgten die weiteren Experimente.

2.2.12. DLL4 Behandlung

DLL4 ist ein Ligand des NOTCH1 Rezeptors, und sollte den NOTCH1 Signalweg
stimulieren. Die Zellkulturschalen wurden vorher mit 0.1% Gelatine gecoatet, und 2 ug/ml
DLL4 dazugegeben. Erst am darauffolgenden Tag wurden die Zellen auf die im Inkubator

vorgewarmten Schalen ausplattiert. 48h nach diesem Schritt erfolgte die Analyse der Zellen.

Zusammensetzung Gelatine

Substanz Quantitat
Gelatine 059
PBS 50 mL

Tabelle 18: Zusammensetzung 1% Gelatine.

2.2.13. Migrationsassay / Scratch-Assay

Prinzip des Migrationsassays ist es mittels eines kunstlich gesetzten Scratches das
Bewegungsverhalten der Zellen zur Mitte hin zu untersuchen. Da der beobachtete Zeitraum
relativ kurz ist, kann eine parallel verlaufende Proliferation vernachlassigt werden. Die
Geschwindigkeit der Migration kann durch das Fotografieren des Spaltes in regelméRigen
Abschnitten beobachtet werden. Ein Schema zu diesem Prozess ist in Abbildung 8
dargestellt.

Zunéchst wurde am Vortag im 24-Well eine entsprechende Zellzahl der HNSCC Zellreihen
ausgesaht, sodass sich ein dichter Zellrasen als Monolayer tber Nacht bilden konnte.
Daraufthin wurde mittels 200 pl Pipettenspitzen und eines Lineals unter Aufbringung von

etwas Druck ein gerader Strich gezogen. Vorherige Filzstiftmarkierungen erleichterten das
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exakte Einstellen der Kamera. Nach zweimaligem Spulen mit entsprechendem Medium, zur
Entfernung maoglicher Zellreste im Scratch, wurden 0.5 ml Medium hinzugeflgt und ein
initiales Oh Foto mittels Leica Application Suite Software in 5-facher Vergroflerung im
Brightfield aufgenommen. Nach 9h wurde ein weiteres Foto aufgenommen. Dieser Zeitraum
ergab sich experimentell dadurch, dass eine Zelllinie nahezu vollstdndig den Scratch

geschlossen hatte.

Oh 9h

Abbildung 8: Schema des in-vitro Migrations-Assay. Die rechteckige Flache des Scratches im
Bildausschnitt wurde fotografiert und fur die Auswertung verwendet. Auf der rechten Seite ist der

nach 9 Stunden deutlich kleiner gewordene Scratch dargestellt.

Die Bilder wurden anschlielfend mittels Adobe Photoshop CS5 nachgeschérft, der Kontrast
verstarkt, die Zellfronten nachgefahren und die Pixelzahl durch das Histogramm bestimmt.
Mit der Formel: ((AtOh — At9h) / AtOh) *100 wurde die Pixelzahl des Spalts zum Zeitpunkt

Oh zur Normalisierung verwendet. Es wurde die Flache anstatt der Breite des Scratches

57



gewahlt, um eine objektive Bewertung der Migration zu gewéhrleisten. Die Migration der
unbehandelten Zellen wurde mit der Migration von mit siRNA (NOTCH1), DAPT oder
DLL4 behandelten Zellen verglichen.

2.2.14. Proliferationsassay / Kristallviolett-Assay

Zur Messung der Proliferation der Zellreihen wurde ein modifizierter Crystal-Violett Assay
mit Messung der Extinktion mittels ELISA Reader angewendet. Das Prinzip beruht dabei auf
dem Anfarben von vitalen adhérenten Zellen am Boden eines Wells durch einen Farbstoff.
Die Menge des Farbstoffes erlaubt Rickschlisse auf die Anzahl der Zellen und das
Proliferationsverhalten. Zunédchst wurden an Tag 1 die adharenten Zellen nach Ablésung aus
den 10 cm Zellkulturschalen in der geringen Zahl von circa 4 bis 9x10%in zwei 24-well
Platten in Triplikaten ausgesat und 24h im Brutschrank inkubiert. Dieser Zustand stellt
Zeitpunkt Oh dar. In einer der Platten wurde nun das Medium abgesaugt, 1 ml 4%
Formaldehyd zugegeben und 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einmaligem
Waschen mit 0.1% Triton-X 100 / PBS, wurde 1 ml Crystal-Violett Lésung zugegeben und
10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte dreimaliges Waschen mit destilliertem
Wasser, und anschlieRende Zugabe von 1% SDS zur Lysierung der Zellen. 1h Inkubation auf
dem Ruttler IKA-VIBRAX-VXR schlossen sich an. Eine 96-well Platte wurde mit jeweils
100 ul der Lésungen befllt und die Extinktion von Triplikaten bei 595 nm im ELISA-Reader
gemessen. Ebenso wurde nach weiteren 72h mit der zweiten Platte verfahren. Die Blank-
korrigierten Mittelwerte wurden in GraphPad Prism statistisch ausgewertet. Dabei wurden

fiir jede Behandlung die Werte fiir Oh und 72h gemessen, und ins Verhaltnis gesetzt.

Wirkstoff
25 ml 20% SDS 475 ml H20 dest.

Tabelle 19: Zusammensetzung SDS 1%.
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Wirkstoff

Crystal-Violet 200 mg
100% Ethanol 20 ml
H20 dest. 480 ml

Tabelle 20: Zusammensetzung Crystal-Violett.

2.2.15. Immunhistochemie: Notchl intracellular domain, CD3, CD8

Um die Ergebnisse der in vitro Experimente durch Daten in vivo zu erganzen, wurde ein
Kollektiv aus in Formalin fixiertem und in Paraffin eingebettetem (FFPE) Tumorgewebe von
Patienten mit Oropharynxkarzinomen (n = 70) untersucht. Die Patienten wurden zwischen
Januar 2008 und Juni 2011 in der Hals-Nasen-Ohrenklinik und Poliklinik des Klinikums
rechts der Isar der Technischen Universitat Miinchen behandelt. Es wurden nur Patienten mit
vollstandigen klinischen Daten eingeschlossen. Auf die Patienteninformationen wurde tber
die digitale Patientenakte des Klinikums Rechts der Isar zugegriffen. Hierbei wurden
Befunde der Pathologie verwendet, ebenso wie Beschliisse des interdisziplindren Kopf-Hals
Tumorboards. Die eingeschlossenen Patienten waren dabei zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung und Operation zwischen 37 und 79 Jahre alt. Medianes Alter war 58.4
Jahre. Die Zeit bis zum letzten Follow-up lag zwischen 0.05 und 9 Jahren. Es wurden 55
Ménner und 15 Frauen eingeschlossen. Das Overall Survival wurde von der Behandlung bis
zum Todeszeitpunkt berechnet. Die Kaplan-Meier Uberlebensanalyse ergab ein medianes
Uberleben von 4.22 Jahren.

Die Charakteristika des Kollektivs sind in Tabelle 21 aufgefiihrt.

Alle Patientenproben wurden mit 10% Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet. Von
diesen FFPE Bldcken wurden mit einem Mikrotom 3 um dicke Schnitte angefertigt und in
einem auf 37°C angewarmten Wasserbad ausgebreitet, anschliefend auf einen Objekttrager
gespannt und in einen Brutschrank bei 65°C fir circa eine Stunde gelegt. Das genaue
Farbeprotokoll mit Hilfe der VENTANA BenchMark GX findet sich mit Anmerkungen im
Anhang.
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Anzahl Prozentual

Alter bei Diagnose

0-40 1 14

40-60 38 54.3

50-99 31 44.3
Gschlecht

Male 55 78.6

Female 15 214
TumorgrofRe

T1/T2 48 68.6

T3/T4 22 31.4
Regionaler Lymphknotenbefall

NO 20 28.6

N+ 50 71.4
Fernmetastasen

MO 67 95.7

M+ 3 4.3
pl6 Status

p16 negativ 44 62.9

pl6 positiv 26 37.1

Tabelle 21: Klinisch-pathologische Charakteristika des OPSCC Kollektivs

Sowohl NICD als auch CD3 und CD8 wurden nach diesem Protokoll gefarbt, und der
Antikorper, in 300 pl verdinnt, manuell aufgetragen. Nach dem letzten Waschvorgang
wurden die Schnitte noch einmal mit klarem Wasser abgespult. Die aufsteigende
Alkoholreihe zur Dehydrierung ist in Tabelle 22 aufgefuhrt. AbschlieRend wurden 2 Tropfen
Roti HistoKitt auf den Objekttrdger gegeben und ein Deckglas aufgelegt. Die Objekttrager

wurden zum Trocknen luftzugénglich aufbewahrt.
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Wirkstoff Schritt (jeweils 2 min)

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Ethanol 70% | 70%  96% | 96% | 100% | 100%
Xylol 1x | 1x 1x

Tabelle 22: Schema der aufsteigenden Alkoholreihe und Prozent fiir die immunhistochemische

Farbung.

Die Schnitte wurden nun mikroskopiert, wobei zundchst das gesamte Praparat auf die Prasenz
von Tumor untersucht wurde. AnschlieBend wurden die Schnitte meanderférmig
durchgegangen, und der gleiche Vorgang bei starkeren Vergrofierungen wiederholt. Dies
erfolgte in Kooperation mit zwei Pathologen des Instituts fir Pathologie (M. B. und F. S.).

Bei der NICD Farbung wurde die Expressionsstarke der Farbung in den tumordsen Arealen
von 0 bis +3 bewertet. Das Ergebnis beruhte dabei auf der Expression in 3 High-Power
Fields. Die Schnitte wurden dabei mit einer erfahrenen Facharztin fiir Pathologie besprochen.
Fur die Auswertung der CD3 und CD8 Farbungen wurde zunéchst an einem Ausschnitt in
50-facher VergroRerung der Kern des Tumors (CT) und die Invasive Grenze (IM) bestimmt.
AnschlieBend wurde in 200-facher VergrolRerung die Anzahl der positiv gefarbten Zellen
gezahlt. Die Invasive Grenze war dabei definiert als der Bereich von 50 um an den
Tumorkern heranreichend bis 300 um angrenzend. Dieser Vorgang wurde anschlielend an
zwei weiteren High Power Fields des Préparats wiederholt, und das arithmetische Mittel der
jeweiligen Zellzahl, an der jeweiligen Stelle, gebildet. AnschlieRend erhielt man fiir jedes
Préparat vier Zellzahlen: Die Anzahl der CD3-positiven Zellen im CT, der CD8-positiven
Zellen im CT, der CD3-positiven Zellen in der IM und zuletzt der CD8-positiven Zellen in
der IM. Nun wurde der Median aller OPSCC fir jede Lokalisation bestimmt und die
Praparate in High- und Low-Infiltration eingeteilt. Der entsprechende Workflow ist zur
Ubersicht in Abbildung 9 dargestellt. Nach der bereits in der Einleitung beschriebenen
Methode des immunoscore wurde jedem Prdparat der entsprechende immunoscore

zugeordnet. Dieser wurde auf das Uberleben der Patienten, aber auch Assoziationen mit der
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NICD Expression und anderen klinisch-pathologischen Daten des Oropharynxkollektivs

untersucht.

Bestimmung der Ausdehnung des Tumors

Definition der Bereiche CT und IM

Auswahlen von 3 High Power Fields pro Bereich

Zahlen der positiv gefarbten T-Lymphozyten (CD3 und CD8)

Bestimmung des Medians aller 70 Préparate

Einteilung der Praparate in High und Low Infiltration

Bestimmung des immunoscore

Abbildung 9:  Workflow zur Bestimmung des immunoscore. Beginnend mit einer
mikroskopischen Bestimmung der Ausdehnung des Tumors bis zur eigentlichen Bestimmung des

immunoscore.

Die unabhangige Ethikkommission des Klinikums Rechts der Isar der Technischen
Universitdt Minchen hat den Ethikantrag mit der Beschreibung der durchgefihrten
immunohistochemischen Experimente vorab gepruft und keine Einwande gegen die

Durchfiihrung erhoben (Referenznummer 13/20S).
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2.2.16. Extraktion und Aufreinigung von RNA aus FFPE

Um die Diskrepanz der Expression von NOTCH1 zwischen Protein- und mRNA-Ebene zu
untersuchen, wurde RNA aus FFPE gewonnen. Zundchst wurden 10 um dicke Schnitte der
FFPE Blocke angefertigt, und diese in ein Eppendorf-Gefal3 gegeben. Hierfiir wurde das
AllPrep ® DNA/RNA FFPE Kit von Quiagen verwendet. Die Deparaffinisierung erfolgte
durch Zugabe von 200 ul Deparaffinization-Solution. Nach 2 Minuten Zentrifugation wurde
der Uberstand verworfen, das Pellet bei 37°C fiir 10 Minuten getrocknet. Dieses Pellet wurde
mit 150 ul PKD Puffer resuspendiert und 10 ul Proteinase K hinzugegeben. Nach 15 Minuten
Inkubation bei 56°C wurden die Proben 3 Minuten auf Eis inkubiert, und anschlieBend 15
Minuten abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues 1.5 ml Reaktionsgefal pipettiert.
Direkt im Anschluss erfolgte die Aufreinigung der RNA. Hierzu wurden die Proben zunéchst
bei 80°C fiir 15 Minuten inkubiert. 320ul RLT Puffer wurden hinzugeftigt, gefolgt von 720
ul Ethanol. 700 pl der Probe wurden auf ein RNA-Spin Column gegeben, und 15 Sekunden
bei 10.000 rpm zentrifugiert. Der Rest der Probe wurde ebenso behandelt. AnschlieRend
wurden 350 ul FRN Puffer dazugegeben und 15 Sekunden zentrifugiert. 80 ul DNase | wurde
dazugegeben und bei Raumtemperatur fur 15 Minuten inkubiert. Weitere 500 ul FRN Puffer
und erneutes zentrifugieren folgten. Der Durchlauf wurde ein weiteres Mal durch die Spin-
Column zentrifugiert. Nun wurden 500 ul RPE Puffer dazugegeben und 15 Sekunden
zentrifugiert. Dies erfolgte zweimal. Bei maximaler Geschwindigkeit fir 5 Minuten wurde
die Spin-Column getrocknet und auf ein neues Reaktionsgefal gegeben. Die in der Spin-
Column gebundene RNA wurde mit 30 ul RNase-freiem Wasser eluiert. AnschlieRend
erfolgte die Messung der Konzentration mittels Nanodrop. Das Produkt wurde bei -20°C

gelagert.

2.2.17. Reverse Transkription
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Grundlage der Reversen Transkription ist eine RNA-abhdngige DNA-Polymerase. In
unseren Experimenten wurden stets 250 ng RNA in complementary DNA (cDNA)
umgeschrieben. Dafur wurde zunéchst ein Master Mix (Tabelle 23 zusammengestellt.

Bestandteil Menge

250 ng RNA

Hexanucleotide Mix (10x) 1l

dNTP Mix (10 mM) 1l

H20 nukleasefrei bis 12 pl auffullen

Tabelle 23: Zusammensetzung Master Mix Reverse Transkription.

AnschlieBend wurde der Master Mix kurz abzentrifugiert und bei 65°C flir 5 Minuten
inkubiert. Es folgte die Abkihlung auf Eis. 4 ul First-Strand Buffer (5x), 2 ul DTT (100 mM)
und 1 ul H20 nukleasefrei wurden zugegeben und 2 Minuten bei 37°C inkubiert. 1 ul M-
MLV Reverse Transkriptase wurde zur Komplementierung der RNA-Vorlage verwendet.
Nach 10 Minuten bei Raumtemperatur erfolgte die Inkubation bei 37°C fur 50 Minuten. Bei
70°C wurde die M-MLV Reverse Transkriptase fur 15 Minuten inaktiviert. Die Lagerung
des Produkts erfolgte bei -20°C bis zum Einsatz in der qPCR.

2.2.18. Quantitative PCR (gqPCR)

Die gqPCR wurde eingesetzt, um die Menge an NOTCH1 mRNA in FFPE von
Oropharynxkarzinomen zu quantifizieren. Dieses Verfahren beruht auf der Vervielfaltigung
von Abschnitten der DNA. Durch Zugabe eines DNA-bindenden Fluoreszenzfarbstoffes
kann anhand der Fluoreszenz die Menge an amplifizierter DNA abgeschatzt werden
(VanGuilder et al. 2008). Als Farbstoff wurde KAPA SYBR Green verwendet. Der
verwendete Master Mix ist in Tabelle 24 dargestellt. Alle Arbeiten fanden steril und auf Eis
statt.
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Bestandteil Menge
KAPA SYBR FAST qPCR Master Mix 12,5 ul

Forward Primer (10 mM) 1ul
Reverse Primer (10 mM) 1ul
H20 nukleasefrei 8,5 ul

Tabelle 24: Verwendeter Master Mix fur die qPCR.

Der Master Mix wurde in eine gPCR Platte pipettiert, und als letzten Bestandteil erst 2 pl
cDNA als Template dazugegeben. Die Platte wurde mit einer durchsichtigen Folie
verschlossen, und bei 2.500 rpm zentrifugiert. Im CFX96™ Real-Time PCR Detection
System wurde die Platte eingelegt und das Programm (Tabelle 25) gestartet. Die

Schmelzkurvenanalyse ergab, dass nur ein Produkt amplifiziert wurde.

Programm Dauer Zyklen Temperatur
Denaturierung 300 Sekunden 95°C
Denaturierung 15 Sekunden 45 X 95°C
Annealing 15 Sekunden 62°C /56°C
Elongation 30 Sekunden 70°
Messung

Schmelzkurvenanalyse 0.5°C pro 5 Sekunden 65-95°

Tabelle 25: Programm gPCR.

Die Menge an cDNA zeigt sich im Amplifikationsplot an der Menge an Zyklen die

notwendig sind, um ein Fluoreszenzsignal zu erzeugen, auch Ct Wert genannt. Auerdem
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konnte die Menge an cDNA durch die Quantifizierung eines Referenzgens, in unserem Fall
GAPDH, bestimmt werden. Das Annealing von GAPDH erfolgte bei 56°C.

2.2.19. Dokumentation und statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mittels Microsoft Excel (Microsoft,
Redmond, WA, USA) und Prism 8 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Alle Versuche
wurden dreimal durchgefuhrt, Standardabweichungen bestimmt und durch One-Way
ANOVA und Dunnet’s Test auf Signifikanz gepriift. Die Ablehnung der Nullhypothese
erfolgte bei p < 0.05. Kaplan-Meier Uberlebensanalyse und log-rank testing wurden
verwendet, um Uberlebenskurven zu vergleichen. Assoziationen wurden mit dem exakten
Test nach Fisher getestet. Microsoft Excel, Word, und PowerPoint wurden fiir die graphische

Aufbereitung der hier dargestellen Daten und Tabellen verwendet.

66



3. ERGEBNISSE

3.1. Nachweis des NOTCH1 Knockdowns mittels Western-Blot

Zunéchst wurde bei gleichbleibender Konzentration von siRNA der optimale Zeitpunkt zur
Maximierung des Effekts des Knockdowns bestimmt. Die Analyse erfolgte mittels Western
Blot. Hierfur wurden die Zeitpunkte 24h, 48h und 72h nach Zugabe von Oligofectamine und
SIRNA getestet. Ebenso wurden Konzentrationen zwischen 10 und 80 nM getestet.

Im Ergebnis konnte bereits durch eine Transfektion mit 40 nM siRNA in allen Zelllinien ein
suffizienter Knockdown erzielt werden. Alle Experimente wurden daher 48h nach
Transfektion durchgefuhrt. In Abbildung 10 sieht man das Ergebnis des Western Blots der
drei HPV-positiven und drei HPV-negativen Zelllinien 48h nach Transfektion.

UD2 Zellen unbehandelt
UD5 Zellen unbehandelt
UD?7 Zellen unbehandelt
UD2 Zellen siNOTCH1
UD5 Zellen siNOTCH1
UD?7 Zellen siNOTCH1
UP111 Zellen unbehandelt
UP154 Zellen unbehandelt
93VU Zellen unbehandelt
UP111 Zellen siNOTCH1
UP154 Zellen siNOTCH1
93VU Zellen siNOTCH1

NOTCH1 AK |--- -——— " - - - - I
Tubulin AK I.._. i — —— — — "---—-— |

Abbildung 10: Western Blots der HNSCC Zelllinien. Dargestellt ist die Proteinexpression
unbehandelter Zellen und von Zellen mit Knockdown von NOTCH1 durch siRNA, jeweils 48h nach
Transfektion. Gegen NOTCH1 und Tubulin gerichtete Antikorper wurden verwendet. Die
Proteinbande von NOTCHL zeigte sich bei circa 125 kDa, Tubulin bei ca. 52 kDa.

67



3.2. Ergebnisse des Migrations- und Proliferationsassay

Ziel des Migrations- und Proliferationsassays war es, die Proliferationsgeschwindigkeit und
Migrationsfahigkeit der HNSCC-Zellen zu untersuchen, um anschlielend die behandelten
Zellen mit den unbehandelten Zellen zu vergleichen. Dies war von besonderem Interesse, da
von der Proliferation und Migration in vitro Parallelen zu lokalem Tumorwachstum und
Ausbreitung in vivo gezogen werden kénnen.

Fir die Auswertung des Proliferationsassay wurde die Absorption des Crystal-Violett im
Multiskan Reader gemessen. Das Ergebnis der verschiedenen Behandlungen in den
einzelnen Zelllinien ist in Abbildung 11 dargestellt. Im Proliferationsassay ergab sich ein
langsameres Proliferationsverhalten der mit siNOTCH1 behandelten Zellen. Die
Proliferation verringerte sich um 60.2% des Ausgangswertes (p<0.0001). Die Inhibition der
Proliferation durch siNOTCH1 war bei HPV-negativen Zellen stérker ausgepragt als bei
HPV-positiven Zellen.

Bei DAPT-Behandlung ergab sich ebenfalls eine insgesamt verringerte Proliferation, dieser
Effekt war nicht statistisch signifikant und geringer als bei Knockdown von NOTCH1. Die
Behandlung mit DLL4 erhohte die Proliferation in 4 der 6 Zelllinien, dies war jedoch bei
keiner Zelllinie statistisch signifikant.

Der NOTCH1 Knockdown resultierte im Migrationsassay in einer verminderten Migration
der Zelllinien UD-SCC-5, UD-SCC-7, UPCI-SCC-111, UPCI-SCC-154 und 93-VU-147T.
Diese Zellen bendtigten deutlich langer den kinstlich generierten Scratch wieder zu
schlieRen. Insgesamt bewirkte der Knockdown eine Verringerung der Migration um 55.7%
(p<0.0001). Auch hier zeigte sich eine stérkere Wirkung auf die HPV-negativen Zelllinien.
DAPT bewirkte ebenfalls eine verringerte Migration, wobei das Ergebnis auch hier
schwécher ausfiel als bei Knockdown von NOTCHL1. Bei den HPV negativen Zelllinien war
das Ergebnis von UD-SCC-5 statistisch signifikant (p=0.0392).

Zugabe von DLLA4 erzielte keine statistisch signifikante Wirkung. Bei UD-SCC-2 und 93-
VU-147T Zellen bewirkte die Zugabe eine Steigerung der Migration (nicht signifikant).
Eine Ubersicht tiber die Ergebnisse und eine Darstellung des detaillierten Effekts der
Behandlung ist in Abbildung 12 abgebildet.
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Abbildung 11: Ergebnisse des in-vitro Proliferationsassay. Dargestellt ist die Verdnderung der
Absorption der Kristallviolettfarbung der sechs verwendeten Ziellinien, normalisiert zur Absorption
der unbehandelten Zellen als Kontrolle. Es erfolgte die Messung jeweils einmal 48 Stunden nach
Behandlung (siNOTCH1, DAPT, DLL4), und einmal nach weiteren 72 Stunden. Die Absorption
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wurde bei einer Extinktion von 595 nm gemessen. In A) ist die Verdnderung der Absorption aller

Zelllinien, der HPV-positiven und HPV-negativen Zelllinien, in B) die Verédnderung der Absorption

einzelner Zelllinien bei unterschiedlichen Behandlungen dargestellt.
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Abbildung 12: Ergebnisse des in-vitro Scratch Assay. Dargestellt ist die Veranderung der nach

9h geschlossenen ,,Scratch Area* der sechs verwendeten Zelllinien, normalisiert zur geschlossenen

»Scratch Area™ der unbehandelten Zellen als Kontrolle. Es erfolgte die Messung jeweils einmal 48
Stunden nach Behandlung (siNOTCH1, DAPT, DLL4), direkt nach Setzung eines Scratch, und

einmal nach weiteren 9 Stunden. In A) ist die Verdnderung der Absorption aller Zelllinien, der

HPV-positiven und HPV-negativen Zelllinien, in B) die Veranderung der Absorption einzelner

Zelllinien bei unterschiedlichen Behandlungen dargestellt.

3.3. Korrelation der NICD und NOTCH1 mRNA Expression

In Tabelle 26 sind die klinischen und pathologischen Charakteristika des Kollektivs,

aufgeteilt nach NICD Expression abgebildet.

Gesamt NICD Expression p-Wert
Niedrig Hoch
T-Status
TUT2 48 (68.6%) 23 25
T3/T4 22 (31.4%) 5 17 0.0659
Regionaler Lymphknotenbefall
NO 20 (28.6%) 12 8
N1-3 50 (71.4%) 16 34 0.0571
Fernmetastasen
MO 33 (91.7%) 15 18
M1 3(8.3%) 0 3 0.2500
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pl6 Status
pl16 positiv 26 (37.1%) 6 20
pl6 negativ | 44 (62.9%) 22 22 0.0425
Geschlecht
Mannlich 55 (78.6%) 24 31
Weiblich 15 (21.4%) 4 11 0.3730

Tabelle 26: Klinisch-pathologische Charakteristika der Patienten mit Oropharynxkarzinomen.
Dargestellt ist die Verteilung der Parameter nach immunhistochemischer NICD Expression. Die

statistische Auswertung erfolgte durch den exakten Test nach Fisher.

Fur die Auswertung der immunhistochemischen Farbungen des Oropharynx-Kollektivs
(n=70) wurde die NICD Expression der einzelnen HNSCC auf einer Skala von 0 bis 3
bewertet, wobei O keiner, und 3 einer starken Expression entsprach. Der verwendete
Antikorper farbte selektiv die intrazellulare Doméne von NOTCH1 (NICD) an. Alle
Oropharynxkarzinome zeigten eine NICD Expression, wobei 28 Tumore eine niedrige und
42 eine hohe Expression zeigten. Eine schwache Expression mit einer vorwiegend peripheren
Féarbung wurde in Schnitten der Tonsille festgestellt, welche als Kontrolle dienten.
Beispielhafte Fotografien der immunhistochemischen Farbungen sind in Abbildung 13
dargestellt.

Bei der Auswertung der Schnitte fiel eine nicht signifikante Assoziation mit dem T-Status
auf (p=0.0659). OPSCC mit hoher NICD Expression waren h&ufig bereits von
fortgeschrittener TumorgrofRe, Primarien mit niedriger Expression haufig weniger
fortgeschritten.  Ebenso  besaBen diese Tumore hdufiger bereits regionére
Lymphknotenmetastasen (p=0.0571). Dieser Zusammenhang zeigte sich jedoch nicht

signifikant.
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A)

B)

Abbildung 13: Fotografien von immunhistochemischen NICD Farbungen in
Oropharynxkarzinomen. In A) ist ein OPSCC mit niedriger NICD Expression, in B) ein OPSCC
mit hoher NICD Expression dargestellt.
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Ein Zusammenhang mit der Bildung von Fernmetastasen war ebenfalls nicht signifikant,

hierbei ist jedoch als Einschrdnkung die geringe Anzahl an OPSCC mit positivem M-Status

(n = 3) zu berlicksichtigen. Alle drei Praparate von Patienten mit M1-Status hatten eine hohe

NICD Expression. P16 positive Primarien zeigten signifikant h&ufiger eine hohe NICD

Expression im Vergleich zu pl6 negativen Primarien (p=0.0425). In Tabelle 26 ist die

Korrelation klinisch-pathologischer Charakteristika mit der NICD Expression dargestellt.

Von insgesamt 60 Oropharynxkarzinomen aus der urspriinglichen Gruppe von 70 FFPE

Préparaten konnte zusétzlich die NOTCH1 mRNA Expression bestimmt werden. Der

Median der Expression teilte diese 60 Praparate in eine Gruppe mit hoher und eine Gruppe

mit niedriger Expression ein.

Gesamt NOTCH1 mRNA Expression p-Wert
Niedrig Hoch
T-Status
T1/T2 43 (71.7%) 26 17
T3/T4 17 (28.3%) 4 13 0.0204
Regionaler Lymphknotenbefall
NO 17 (28.3%) 10 7
N1-3 43 (71.7%) 20 23 0.5675
Fernmetastasen
MO 26 (89.7%) 12 14
M1 3 (10.3%) 1 2 >0.9999
pl6 Status
p16 positiv | 23 (38.3%) 8 15
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p16 negativ | 37 (61.7%) 22 15 0.1102

Geschlecht
Mannlich 47 (78.3%) 24 23
Weiblich 13 (21.7%) 6 7 >0.9999

Tabelle 27: Korrelation NOTCH1 mRNA und klinisch-pathologische Parameter. Dargestellt
ist die Verteilung der Parameter nach immunhistochemischer NOTCH1 mRNA Expression. Die

statistische Auswertung erfolgte durch den exakten Test nach Fisher.

NOTCH1 mRNA Expression p-Wert

Niedrig Hoch
Niedrige NICD Expression 16 10
Hohe NICD Expression 14 20

p=0.1923

Tabelle 28: Assoziation NOTCH1 mRNA und immunhistochemische NICD Expression. Die

statistische Auswertung erfolgte durch den exakten Test nach Fisher.

Eine hohe Expression von NOTCH1 mRNA ging mit hohem T-Status einher (p=0.0204).
Nicht signifikant war der Zusammenhang mit lokoregionédrer Metastasierung (p=0.5675),
Metastasierung (p>0.9999), p16 Status (p=0.1102), und Geschlecht (p>0.9999). Abgebildet
ist dies in Tabelle 27. Es konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen
immunhistochemischer NICD Expression und mRNA hergestellt werden (p=0.1923)
(Tabelle 28). Mit Hilfe von Kaplan-Meier Schatzern wurde das Uberleben von Patienten
unter Einbeziehung der NICD bzw. NOTCH1 mRNA Expression verglichen. Patienten mit
einer hohen NICD Expression hatten ein geringeres OS (p=0.047) (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Gesamtiiberleben von Patienten mit Oropharynxkarzinomen in Abhangigkeit
der NOTCH1 Expression. In den Kaplan-Meier Kurven wird das kumulative Uberleben in Prozent
gegen die Zeit angegeben. In (A) ist das Gesamtilberleben von Patienten mit OPSCC entsprechend
der NICD Expression, in (B) das Gesamtiiberleben von Patienten mit OPSCC entsprechend der
NOTCH1 mRNA, in (C) das Gesamtlberleben von Patienten mit pl6-negativen OPSCC
entsprechend der NICD Expression dargestellt.

Bei Bildung von Gruppen aus OPSCC mit niedrigerer NICD Expression/ niedrigem T Status,
niedriger NICD Expression/ hohem T Status, hoher NICD Expression/ niedrigem T Status,
hoher NICD Expression/ hohem T Status, ergab sich, dass die Subgruppe aus hoher NICD
Expression/ hohem T Status das schlechteste OS hatte (p=0.003).

P16 negative Tumore, gingen mit einem schlechteren Uberleben bei hoher NICD Expression
einher (p=0.0508, Abbildung 14). Bei Bildung von Gruppen aus OPSCC mit niedrigerer
NICD Expression/ niedrigem T Status, niedriger NICD Expression/ hohem T Status, hoher
NICD Expression/ niedrigem T Status, hoher NICD Expression/ hohem T Status, ergab sich,
dass die Subgruppe aus hoher NICD Expression/ hohem T Status das schlechteste OS hatte
(p=0.003). Bei Betrachtung der NOTCH1 mRNA Daten ergab sich kein Unterschied im
Uberleben von Patienten (p=0.706). Auch die Bildung von Subgruppen zeigte keine

signifikante Auswirkung der mMRNA Expression.

3.4. Ergebnisse Immunoscore

Zundchst sind in Abbildung 15 beispielhaft einige Fotografien der CD3 und CD8 Farbungen
dargestellt. Man erkennt eine starkere Infiltration mit Lymphozyten an den R&ndern des
Tumors. Intratumoral dagegen finden sich eine geringere Anzahl an Lymphozyten. Gemal
den Vorgaben der Society for Immunotherapy of Cancer (SITC) fur das Kolonkarzinom,
wurde der immunoscore fiir jedes Praparat des Oropharynxkarzinomkollektivs gebildet
(Galon et al. 2014). Im Folgenden bedeutet 10, 11 und 12 einen niedrigen immunoscore, 13
und 14 dagegen einen hohen immunoscore. Es wurde dabei stets die Anzahl der TILs pro 250
um? ausgezahlt, und durch den Median der Anzahl an Lymphozyten in High und Low

Infiltration eingeteilt.
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Es ergab sich kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen immunoscore und
Tumorgrofle (p=0.5882). Bei Betrachtung des regionalen Lymphknotenbefalls konnte
ebenfalls kein signifikanter Zusammenhang gezeigt werden (p=0.1641). Patienten mit
Primarien mit einer geringen Immuninfiltration bzw. einem niedrigen immunoscore zeigten
ein geringeres OS als Patienten mit einem hohen immunoscore (p=0.022, Abbildung 16).
Alle 3 Primarien mit positivem M Status wiesen einen niedrigen immunoscore auf, der M

Status an sich war jedoch nicht signifikant mit dem Uberleben assoziiert (p=0.2881).

Abbildung 15: Reprasentative Fotografien von immunhistochemischen CD3 und CD8
Farbungen zur Bildung des immunoscore. In A) ist die CD3 Farbung in 50-facher VergroRerung,
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in B) die CD8 Farbung in 50-facher Vergréerung, in C) die CD3 Farbung einer Tonsille in 50-facher

VergroRerung, in D) die CD8 Féarbung einer Tonsille in 50-facher VergréRerung dargestellt.

Primarien mit einem negativen p16-Status hatten hdufig einen niedrigen immunoscore, p16

positive Primarien waren gleich hdufig in beiden Gruppen vertreten (p=0.0406). Das

Geschlecht war nicht mit dem immunoscore assoziiert (p=0.7599). Diese statistischen

Zusammenhange sind in Tabelle 29 abgebildet. In Tabelle 30 ist zudem dargestellt, dass der

immunscore unabhéngig von der NICD Expression (p=0.8023) war.

Gesamt Niedriger Hoher p-Wert
immunoscore immunoscore
TumorgrolRe
T1/T2 48 (68.6%) 30 18
T3/T4 22 (31.4%) 16 6 0.5882
Regionaler Lymphknotenbefall
NO 20 (28.6%) 16 4
N1-3 50 (71.4%) 30 20 0.1641
Fernmetastasen
MO 33 (91,7%) 20 13
M1 3(8.3%) 3 0 0.2881
pl6 Status
p16 positiv | 44 (62.9%) 33 11
pl6 negativ | 26 (37.1%) 13 13 0.0406
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Geschlecht

Mannlich 55 (78.6%) 37 18

Weiblich 15 (21.4%) 9 6 0.7599

Tabelle 29: Korrelation immunoscore und klinisch-pathologische Daten.
Dargestellt ist die Verteilung der Parameter nach dem immunoscore. Die statistische Auswertung

erfolgte durch den exakten Test nach Fisher.

Niedriger Hoher p-Wert
immunoscore  immunoscore

Niedrige NICD Expression 19 27

Hohe NICD Expression 9 15

p=0.8023

Tabelle 30: Assoziation NICD Expression und immunoscore. Die statistische Auswertung

erfolgte durch den exakten Test nach Fisher.

Aufgrund der Unabhangigkeit zwischen Notchl Expression und immunoscore wurden zur
genaueren Differenzierung der Prognose von OPSCC, Subgruppen von Patienten je nach
Kombination der Parameter gebildet. Dadurch entstanden insgesamt vier Subgruppen, deren

Parameterkombination in Tabelle 31 dargestellt ist.

NICD / NOTCH1 mRNA immunoscore

Expression
Subgruppe 1 Niedrig Niedrig
Subgruppe 2 Niedrig Hoch
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Subgruppe 3 Hoch Niedrig

Subgruppe 4 Hoch Hoch

Tabelle 31: Bildung von OPSCC Subgruppen durch Kombination von NICD Expression und

immunoscore.

Es zeigte sich ein signifikant besseres Uberleben in der Subgruppe 2 mit niedriger NICD
Expression und hohem immunoscore (p=0.0061, Abbildung 16), wohingegen Patienten der
Subgruppe 3 das schlechteste Uberleben aufwiesen. Die Auswirkung der Expression von
NOTCH1 mRNA wurde ebenfalls verglichen. Hier ergab sich ein schlechtes Uberleben von
Patienten der Subgruppen 1 und 3 (p=0.152, Abbildung 16).
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Abbildung 16: Gesamtiiberleben von Patienten mit Oropharynxkarzinomen in Abhangigkeit
des immunoscore und der Kombination des IS und der NICD oder NOTCH1 mRNA
Expression. In den Kaplan-Meier Kurven wird das kumulative Uberleben in Prozent gegen die Zeit
angegeben. In (A) ist das Gesamtiberleben von Patienten mit OPSCC entsprechend dem
immunoscore, in B) das Gesamtiiberleben von Patienten mit OPSCC entsprechend dem immunoscore
und der NICD Expression, in C) das Gesamtiiberleben von Patienten mit OPSCC entsprechend dem
immunoscore und der NOTCH1 mRNA dargestelit.
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4. DISKUSSION

4.1. Einfluss des NOTCHL1 Signalwegs auf Migration und Proliferation der HNSCC
Zelllinien

Der Einsatz von siRNA zum Knockdown von NOTCH1 bewirkte insgesamt eine verringerte
Migration und Proliferation der HNSCC Zelllinien, ebenso inhibierte die Behandlung mit
DAPT die Migration jedoch nicht die Proliferation. DLL4 verénderte die Migration und
Proliferation nicht signifikant.

Migration erfordert zundchst das LGésen einzelner Zellen aus dem Tumorzellverband. Dies
geschieht durch verminderte Zelladhasion und Ausbildung eines mesenchymalen Phanotyps.
Diesen Vorgang bezeichnet man auch als Epithelial-Mesenchymale Transition (EMT). Im
Rahmen von EMT werden Marker des epithelialen Phanotyps, wie E-Cadherin und EpCAM
herunterreguliert, mesenchymale Marker, wie Snaill, Snail2, Vimentin, N-Cadherin,
Fibronectin, Twistl, Twist2, Zebl und Zeb2 hochreguliert (Saitoh 2018, Lavin et Tiwari
2020). Dies geschieht in einem dynamischen VVorgang, auch bekannt als partiale EMT, sodass
Zellen einen mesenchymaleren Typ annehmen konnen, jedoch ebenfalls zuriick in den
epithelialen Zustand gelangen kénnen (Georgakopoulos-Soares et al. 2020, Santamaria et al.
2017). Durch EMT wird die Expression von insgesamt mehr als 400 Genen veréndert (Shibue
et Weinberg 2017).

Dieser physiologische Prozess, der in der embryologischen Entwicklung, der Gastrulation,
und der Wundheilung, eine entscheidende Rolle spielt, ist der Grundstein fir aggressives
Tumorwachstum und den Abbau extrazellularer Matrix. Der mesenchymale Zustand
ermdglicht die Bildung von Metastasen und ist gekennzeichnet durch gesteigerte
migratorische und invasive Fahigkeiten (Kar et al. 2019, Lavin et Tiwari 2020). In vivo
bewirkt dies zudem, dass Zellen, als so genannte CTCs (circulating tumor cells) durch das
Gefalsystem des menschlichen Korpers getrieben werden. An einer Stelle nehmen sie wieder
einen epithelialen Phanotyp an, bilden erneut Zell-Zell-Kontakte aus, und eine Metastase
entsteht (Georgakopoulos-Soares et al. 2020, Saitoh 2018).

Dieser VVorgang geschieht in einer vereinfachten Form ebenfalls in vitro, wenn Tumorzellen

in einem Scratch Assay manuell abgeldst werden, und durch Migration die Mitte des
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Scratches erreichen. Dort werden erneut Zell-Zell Kontakte ausgebildet, die Zelle wird
wieder adharent. Dieser Vorgang wird auch als MET (Mesenchymal-Epitheliale Transition)
bezeichnet (Kar et al. 2019, Santamaria et al. 2017). EMT und Migration als ein Grundstein
der Metastasierung und des invasiv destruktiven Wachstums von soliden Tumoren, spielen
eine entscheidende Rolle fir die Prognose von Patienten. Die Analyse der Gensignatur von
EMT ergab ein signifikant schlechteres 5-Jahres OS von HNSCC-Patienten mit einer hohen
Genexpression von mesenchymalen Markern (Puram et al. 2017, Lavin et Tiwari 2017).
Entsprechend relevant ist die Suche nach dem regulatorischen Schalter fiir diesen Vorgang.
NOTCH1 ist eines der Gene, welches in diesem Zusammenhang héufig angefuhrt wird
(Natsuizaka et al. 2017). Analysiert man die Alteration Frequency von NOTCHL1 in allen
Tumorentitaten der TCGA PanCancer Atlas Studies Datenbank, erkennt man, dass das Gen
in sehr vielen Tumorentitdten mit grofRer Haufigkeit verandert ist, mit besonders groler
Wahrscheinlichkeit jedoch in HNSCC. Dies ist in Abbildung 17 dargestellt (Cerami et al.
2012, Gao et al. 2013, Salazar et al. 2018).

@ Mutation @ Fusion @ Amplification ® Deep Deletion @ Multiple Alterations

Alteration Frequency

Abbildung 17: Alteration Frequency von NOTCH1 in verschiedenen Tumorentitéaten.
Datenquelle: Cerami et al. (2012), Gao et al. (2013).
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Bisher gibt es nur wenige in vitro Untersuchungen zur Rolle von NOTCH1 in HNSCC,
weshalb in dieser Arbeit Migration- und Proliferationsverhalten von immortalisierten
HNSCC Zelllinien unter Stimulierung und Inhibition des NOTCHL1 Signalwegs beobachtet
wurden.

Der in dieser Arbeit beschriebene Knockdown von NOTCH1 in HNSCC Zelllinien wurde
zuvor nur in der Zelllinie eines Hypopharynxkarzinoms (FaDu) durchgefiihrt. Hier erzielte
die Arbeitsgruppe in vitro eine um ca. 60% verringerte Migration, sowie eine verringerte
Invasion (Tian et al. 2018). Hier reiht sich auch die in dieser Arbeit berichtete Reduktion der
Migration aller Zelllinien um ca. 56% ein. In einem &hnlichen Ansatz wurde in zwei
Nasopharynxkarzinom-Zelllinien durch shRNA eine um 68 bzw. 72% verringerte Migration
bewirkt. Bei einer der Zelllinien konnte diese in vitro Beobachtung auch in einem
Mausmodell bestétigt werden (Guo et al. 2019).

Auch weitere in-vitro Ergebnisse lassen auf eine Beteiligung von NOTCHL1 in der
Progression von HNSCC schliel3en. Jing et al. beschreiben eine NOTCH1-PDK1 Achseg, in
welcher PDK1 an NICD bindet, und dieses vor ubiquitin-mediierter Degradation schiitzt. Ein
Knockdown von PDK1 mit der Folge eines verringerten NOTCH1 Signals bewirkte eine
verringerte Proliferation, Migration und Invasion in FaDu Zellen. In einem Mausmodell
erzielte dies ein verringertes Tumorgewicht (Jing et al. 2020). Zudem konnten Fukusumi et
al. zeigen, dass eine Uberexpression von NOTCH4 in HNSCC Zellproliferation, Resistenz
gegen Cisplatin, Inhibiton der Apoptose und die bereits genannte Epithelial-Mesenchymale
Transition ausldst. Auch bewirkte dies als Zeichen der Induktion von EMT eine verminderte
Expression von E-Cadherin, und eine gesteigerte Expression der mesenchymalen Marker
Vimentin, Fibronectin, TWIST1 und SOX2 (Fukusumi et al. 2018). In SCC wurde im
Mausmaodell eine gesteigerte Tumorgenitat bei NOTCH1 Aktivierung berichtet (Natsuizaka
etal. 2017).

In Zusammenhang mit EMT nehmen die so genannten Cancer Stem Cells (CSC) eine
besondere Bedeutung ein. Diese Tumorzellen befinden sich bereits in einem mesenchymalen
Zustand, und werden durch ihre stammzelldhnlichen Eigenschaften fir das aggressive
Wachstum und die Resistenz gegen Radio- und Chemotherapeutika verantwortlich gemacht.
Zudem konnte die Induktion von EMT in vitro und in vivo CSC aus epithelialen Tumorzellen

generieren (Nassar et Blanpain 2016, Kar et al. 2019). Ein Knockdown von Integrin R1,
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welches die Zell-Zell Kommunikation von CSC’s vermittelt, bewirkte eine
Herunterregulierung von NOTCH1 in vitro. Auch wurden dadurch Chemoresistenz,
Selbstregeneration und die Fahigkeit von HNSCC zur Tumorbildung eingeschrankt. Hohe
Expression von Integrin R1 und NOTCH1 gingen in einem parallel untersuchten
Patientenkollektiv mit einem verringertem Uberleben einher (Moon et al. 2019). Auch
konnten nach Radio-/ Chemotherapie von NSCLC in vitro erh6hte NOTCH1 Level gemessen
werden (Zhao et al. 2017). Eine Hypothese fiir diese Beobachtung ist hierbei, dass durch die
Bestrahlung NOTCH1 aktiviert wird, dadurch vermehrt CSC generiert werden, welche
wiederum resistenter gegen die Bestrahlung sind. Auch in Brustkrebs geht die Aktivierung
von NOTCHZ1 mit einer schlechten Prognose einher (Kar et al. 2019). NOTCH1 bewirkte in
Zelllinien des Brustkarzinoms eine gesteigerte Proliferation und Induktion von EMT durch
Aktivierung von c-Myc und Inhibition von p53 (Moore et al. 2020). In PPOL (Potentially
malignant lesion), einem Uberbegriff fiir Leukoplakien und Erythroplakien, konnten
Veeramachaneni et al. mittels Exom/ targeted Sequencing zeigen, dass NOTCH1 besonders
frih mutiert (Veeramachaneni et al. 2019).

Aufgrund dieser Untersuchungen sind erste Therapeutika, um den NOTCH Signalweg zu
inhibieren bereits in der Entwicklung. Derzeit gibt es hierfir vier Ansédtze: Monoklonale
Antikorper gegen DLL4, Monoklonale Antikorper gegen den NOTCH1 Rezeptor, Gamma-
Secretase Inhibitoren, und NOTCH1 Transkriptionskomplex-Inhibitoren (Moore et al. 2020,
Qiu et al. 2021).

Der Gamma-Secretase Inhibitor DAPT wurde in dieser Arbeit verwendet. Die Behandlung
mit DAPT bewirkte in unseren Versuchen eine verringerte Migration der getesteten HNSCC.
Der Einsatz hemmt die physiologische Spaltung an der S3 Stelle und erzielt hierdurch eine
verringerte Freisetzung von NICD. Als Folge kann NICD nicht im Nukleus binden und die
Transkription der downstream Gene ist verringert (Wan et al. 2019). Zhao et al. konnten
durch Behandlung mit DAPT, die Grole von HNSCC Tumor-Sphéroiden im Mausmodell
stark verringern. In der Durchflusszytometrie war der Anteil an CSC (Cancer Stem Cells)
signifikant verringert. (Zhao et al. 2016). Eine Inhibition von NOTCHL1 steigerte zudem die
Wirkung von Checkpoint Inhibitoren (Qiu et al. 2018). Therapeutika auf der Basis von DAPT

sind bereits in der Entwicklung fir die Behandlung von Brustkrebs, dem malignem
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Melanom, kolorektalen Karzinomen, Ovarialkarzinomen und Pankreaskarzinomen (Wan et
al. 2019, Moore et al. 2020).

DLLA4 ist ein Ligand des NOTCH1 Rezeptors und aktiviert die Signalkaskade durch die
Translokation von NICD (Nakano et al. 2015). In den in dieser Arbeit durchgefihrten
Experimenten konnte durch Stimulation des Signalwegs durch Zugabe von DLL4 keine
signifikante Steigerung der Proliferation und Migration bewirkt werden. Dagegen konnte in
einer Studie auf mMRNA- und Proteinebene beim metastasierten Brustkrebs nachgewiesen
werden, dass eine hohe Expression von DLL4 mit signifikant schlechterem Uberleben und
einer geringeren Differenzierung einhergeht (Zohny et al. 2020). Blockade von DLL4 und
VEGF konnte zudem in einem Brustkrebs-Xenograftmodell die Proliferation, Migration und
Angiogenese unterbinden (Zhou et al. 2019). Der gegen DLL4 gerichtete monoklonale
Antikorper  Demcizumab  wurde bei  Patienten mit chemotherapieresistenten
Ovarialkarzinomen in einer klinischen Studie getestet. In Kombination mit Paclitaxel
konnten 42% der eingeschlossenen Patienten von einer Behandlung profitieren (Coleman et
al. 2019). Eine mégliche Erklarung fir die nicht signifikante Auswirkung der DLL4 Therapie
in dieser Arbeit liegt in der Existenz nicht-kanonischer Aktivierungswege. Diese
zusétzlichen Signalwege wurden bisher noch nicht eingehend untersucht, sollen aber gerade
in Tumoren eine entscheidende Rolle spielen (Ayaz et al. 2014, Bocci et al. 2020). Ein
Hinweis hierauf ist, dass die Therapie mit DAPT in dieser Arbeit einen schwacheren Effekt
hatte als der Knockdown. Ebenfalls ist es denkbar, dass die Bindung von DLL4 an den
NOTCH1 Rezeptor, nicht ausreichend ist, um Migration im Rahmen der EMT auszuldsen.
In Analogie zu anderen Signalwegen sind vermutlich viele Faktoren an diesem komplexen
Vorgang beteiligt (Zhang et Weinberg 2018, Kar et al. 2019).

Als Einschrankung der in vitro Experimente ergibt sich zudem die fehlende Interaktion mit
dem Tumor Microenvironment. Die immortalisierten Zellreihen wurden als Monolayer
kultiviert, ohne Zugabe von Fibroblasten und anderen Bestandteilen des physiologischen
Gewebes. Gerade der Austausch von Zytokinen und anderen Signalen von Krebszellen und
Bestandteilen des hdmatologischen und lymphatischen Systems hat sich als wichtiger Faktor
in der Entstehung von Metastasen und der Initilerung von EMT ergeben (Haemmerle et al.

2018, Binnewies et al. 2018). Im Rahmen von Ko-Kulturen koénnten Interaktionen von
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NOTCH1 mit dem Immunsystem und korpuskuldren Bestandteilen der Blutbahn noch

realistischer erforscht werden.

4.2. Klinisch-prognostischer Wert von NOTCH1 auf Protein und RNA Ebene

Parallel zu den in vitro Experimenten dieser Arbeit wurde ein Kollektiv aus Patienten mit
Oropharynxkarzinomen auf die Expression von NOTCHL1 untersucht. Hierfur wurde ein
gegen NICD gerichteter Antikdrper ausgewahlt, um FFPE Tumorgewebe mit aktiviertem
NOTCH Signalweg zu identifizieren. Dieser AntikOrper wurde bisher erst in wenigen
Studien angewandt, wobei diese Arbeit die erste Untersuchung der NICD Expression in
einem Oropharynxkarzinomkollektiv auBerhalb der Vereinigten Staaten von Amerika
darstellt (Rettig et al. 2015). In einem zweiten Schritt wurde das Gewebe auf die Expression
von NOTCH1 mRNA durch quantitative Echtzeit-PCR untersucht.

Ausgangspunkt war die kontroverse Diskussion der Rolle von NOTCHL1 in HNSCC als
Onkogen oder Tumorsuppressor. So untersuchte erstmals Rettig et al. ein Kollektiv aus 79
HNSCC Primarien mit einem NICD Antikorper. In dieser Arbeit konnten drei Gruppen mit
unterschiedlicher NICD Expression gebildet werden. Eine Gruppe mit positiver Expression
an den peripheren Tumorgrenzen (47%), eine mit diffus positiver Expression im Zentrum
(34%), und eine, mit negativer Expression (19%). NOTCH1 Wildtyp Tumore waren
bevorzugt in der Peripherie gefarbt, wahrend NOTCH1 mutierte Tumore eher negativ waren
(47%). Negativ gefdarbte Tumore waren hdufiger schlechter differenziert, sowie seltener
HPV-positiv (14%). In Praparaten der Tonsille wurde eine physiologische nukledre Farbung
in der suprabasalen Schicht des geschichteten Plattenepithels gesichtet, diese entsprach dem
peripheren Typ. Insgesamt waren 64 Primarien (81%) NICD positiv. Bei den
Oropharynxkarzinomen zeigte sich bei allen Schnitten eine positive Farbung, wobei 61%
dem diffus-zentralen Typ zugeordnet werden konnten. Diese waren haufig mit
extrakapsularem Wachstum vergesellschaftet. Aufgrund dieser Beobachtungen vermuteten
Rettig et al, dass in der Subgruppe von Tumoren mit diffus-zentraler Farbung NOTCHL1 als
Onkogen wirkt. Die negativen Farbungen mit der hdufig geringen Differenzierung sprechen

fur eine Rolle als Tumorsuppressor (Rettig et al. 2015). In der vorliegenden Arbeit wurde
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ebenfalls ein NICD Antikorper verwendet, und es ergab sich ein signifikant schlechteres
Uberleben der 28 Patienten mit hoher NICD Expression. Dieses Bild wird bestatigt durch
weitere Berichte von einer onkogenen Wirkung von NOTCH1 in immunhistochemischen
Untersuchungen von HNSCC.

So untersuchten Zhang et al. den Einfluss von NOTCH1 auf Chemosensitivitdt und das
Uberleben der Patienten immunhistochemisch mit einem full-length NOTCH1 Antikérper.
92 HNSCC wurden entweder mit Paclitaxel, Cisplatin oder 5-FU behandelt. Die full-length
NOTCH1 Expression wurde von 0 bis +++ evaluiert, wobei 0 und + als NOTCH1 negativ,
und ++ und +++ als NOTCHL1 positiv galten. Eine starkere Resistenz gegen Paclitaxel und
Cisplatin wurde bei HNSCC mit hoher NOTCH1 Expression festgestellt. Hohe NOTCH1
Expression bedeutete ein verringertes OS und DFS. Eine in vitro Behandlung von Zelllinien
des Zungengrunds und Larynx mit DAPT machte das Karzinom zudem sensibler fur eine
Therapie mit Paclitaxel und Cisplatin (Zhang et al. 2019).

Im Gegensatz dazu untersuchten Kaka et al. ein Kollektiv aus 181 HNSCC Patienten in Form
eines micro arrays. Der in dieser Publikation verwendete Antikorper farbte ebenfalss full-
length NOTCH. Es stellte sich eine starkere Expression in Tumoren im Vergleich zum
Normalgewebe dar. Gleichzeitig ergab sich jedoch ein besseres Gesamtiiberleben bei starker
Expression (Kaka et al. 2017). Eine mogliche Erklarung fur dieses diskrepante Ergebnis liegt
in der geringeren Aussagekraft von full length NOTCHZ1 Antikdrpern. In dieser Studie wurde
der Fokus auf die aktivierte, intrazelluldre Form des Rezeptors gelegt. Das Anféarben des
ganzen Rezeptors lasst wenig Ruckschlisse auf die Effekte der Aktivierung des Signalwegs
zu. Aus diesem Grund ist es schwierig Studien, bei denen NICD untersucht wurde, mit
Untersuchungen zur NOTCH1 Expression zu vergleichen. In einer zukinftigen Studie wére
es deshalb wichtig sowohl einen NICD spezifischen als auch einen full-length NOTCH1
Antikorper anzuwenden.

Um diese Diskrepanz aufzuklaren, untersuchten Wirth et al. ein Kollektiv aus 195 HNSCC
auf mMRNA Ebene. Von diesen waren 40% Oropharynxkarzinome. Es ergab sich ein besseres
Uberleben von HNSCC mit hoher NOTCH1 mRNA Expression (Wirth et al. 2018). Diese
Aussage wurde jedoch nur fur HNSCC getroffen, eine Aufgliederung nach Lokalisation
erfolgte nicht. Im Gegensatz dazu bestand das in dieser Arbeit verwendete Kollektiv

ausschlieBlich aus Plattenepithelkarzinomen des Oropharynx.
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In der Untersuchung der NOTCH1 mRNA ergab sich in dieser Arbeit kein signifikanter
Zusammenhang mit dem Gesamtuberleben. Zudem zeigte der exakte Test nach Fisher eine
Unabhéngigkeit von immunhistochemischer Expression von NICD und NOTCH1 mRNA.
Eine Diskrepanz wird in der Literatur in fast 40% der Vergleichsstudien zu Protein- und
MRNA Daten angegeben. Als Grund werden besondere Wege der Regulation zwischen
Transkription und finalem Protein angefuhrt (Koussounadis et al. 2015). Eine starke
Korrelation besteht fir Gene mit unmittelbaren Auswirkungen, wie sekretierte
Plasmaproteine und Bestandteile des Zellzyklus. Der membranstdéndige NOTCH1 Rezeptor
fallt nicht in diese Kategorien.

Eine weitere Erklarung ist, dass NOTCH1 einer starken posttranskriptionalen Modifikation
unterworfen ist (Fukusumi et al. 2018). Ein letzter mdglicher Grund ist das hohe Alter des
verwendeten FFPE Material. Gerade mRNA ist einem starken Abbau unterworfen (Levin et
al. 2020). Die é&ltesten in dieser Arbeit verwendeten FFPE Bldcke reichten bis in das Jahr
2008 zurick. Aus diesem Grund wurde NOTCHL nicht sequenziert. Mutationen im
NOTCH1 Gen sind je nach Ethnie sehr heterogen und schwanken in der Literatur zwischen
10% und 54% (Fukusumi et al. 2018). Zudem finden sich in kaukasischen Kohorten
Mutationen in der Liganden-bindende Domdane und der RAM/ANK Region von NICD
(Stransky et al. 2011, Agrawal et al. 2011). Ein Grofteil der Mutationen der asiatischen
Bevolkerung wird in den EGF-Repeats und vorzugsweise in der Abruptex Region, den
Aminoséuren 2155 bis 2374, beschrieben (Song et al. 2014, 1zumchenko et al. 2018). Die
Mutationsrate von NOTCH1 im asiatischen Raum scheint fast dreimal hoher zu sein als in
kaukasischen Kohorten (lzumchenko et al. 2018). Rettig et al. brachten NOTCH1
Mutationen in einem nordamerikanischen Kollektiv in Zusammenhang mit einer
unterschiedlichen NICD Expression (Rettig et al. 2015).

Auch war die GroRe des untersuchten Kollektivs mit 70 HNSCC relativ Kklein, sodass
statistische Verzerrungen moglich sind. Eine generelle Schwierigkeit stellt das hohe Alter
der Patienten mit HNSCC bei Erstdiagnose dar (Siegel et al. 2019). Uber Zeit entsteht eine
groRe Anzahl von Mutationen, sodass die relevante Treibermutation flr die Entstehung des
Karzinoms schwerer identifiziert werden kann (Colom et al. 2020).

Aus prognostischer Sicht muss zudem der HPV-Status von HNSCC betrachtet werden. So
werden bereits seit der 8. Auflage der TNM Kilassifikation p16-positive getrennt von p16-
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negativen OPSCC aufgefiihrt (Hoffmann et al. 2019). In Studien zeigten HPV-assoziierte
OPSCC ein signifikant besseres OS als p16-negative/nicht HPV-assoziierte Tumore (Rettig
et al. 2015, Siegel et al. 2019). In dieser Arbeit ergab sich zudem bei Bildung von
Subgruppen, dass gerade pl6-negative Tumore mit hoher NICD Expression ein schlechtes
Gesamtuberleben haben. Auf RNA und Proteinebene hatten p16 positive Tumore héufig eine
hohe NOTCH1 Expression. Der p16 Status gilt im klinischen Alltag als Surrogat flr die
Infektion mit dem humanen Papillomavirus (Leemans et al. 2018). Die Patienten sind h&ufig
relativ jung, ménnlich, und Nicht-Raucher. Gleichzeitig sprechen HPV-positive Tumore
besser auf Radio-/ Chemotherapie an als HPV-negative (Koneva et al. 2018, Salazar et al.
2014). HPV integriert seine virale DNA in das Genom der Wirtszelle. Das virale E2 Protein
kontrolliert dabei die Aktivitat der viralen Onkoproteine E6 und E7. Dies fiihrt zu einem
gesteigerten Zellzyklus und Proliferation. E6 bewirkt zuséatzlich eine Degradation von p53,
was durch gesteigerte Karzinogenese Vorlauferlasionen von HNSCC hervorbringt (Ndiaye
et al. 2014). Zhong et al. berichteten, dass die alleinige Infektion mit HPV nicht fir die
neoplastische Transformation von Zellen ausreicht. Gleichzeitig haben sie durch Sleeping
Beauty transposon-mediiertes mapping im Mausmodell 39 Gene identifiziert, welche diesen
Vorgang als Treibermutation unterstitzen. NOTCH1 war unter diesen von besonderer
Bedeutung, da vorrangig gain of function beobachtet wurde, Haploinsuffizienz von
NOTCH1 jedoch ebenfalls die Proliferation bei HPV-positiven Tumoren steigerte. Bei HPV-
negativen Tumoren steigerte eine Aktivierung von NOTCH1 das Tumorwachstum. Eine
Rolle abhangig von den bestehenden Mutationen des Genotyps der Zelle wurde
vorgeschlagen (Zhong et al. 2015). Ahnlich zu vorherigen Ergebnissen konnte in dieser
Arbeit gezeigt werden, dass der NOTCH1 Signalweg bei HPV-negativen HNSCC eine
groRere Rolle spielt. Der Knockdown war in den HPV-negativen Zelllinien deutlich
effektiver als bei HPV-positiven. Eine wichtige Beobachtung, da zwar einerseits die Zahl der
HPV-negativen Tumore abnimmt, andererseits aber gerade HPV-negative HNSCC mit den
derzeit zur Verfligung stehenden Medikamenten schwer zu therapieren sind (Leemans et al.
2018). Gerade in HPV-negativen OPSCC konnte eine NOTCH1 Inhibition als
therapeutischer Ansatz in vivo getestet werden. Weiter ergriindet muss jedoch werden, ob
dieser Zusammenhang auch fir Nicht-Oropharynx HNSCC der Fall ist.
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4.3. Einfluss des immunoscore und NOTCH1 auf das Uberleben der OPSCC Patienten

Um den Einfluss des Immunsystems auf Oropharynxkarzinome abschétzen zu kénnen und
eine Bricke zwischen traditioneller onkologischer Forschung und Immunonkologie zu
schlagen, wurde der immunoscore bestimmt. Der Anteil an CD3-positiven zu CD8-positiven
Tumor infiltrierenden Lymphozyten (TIL) war in dieser Arbeit in fortgeschrittenen OPSCC
deutlich geringer als in OPSCC mit geringem T Status. Der immunoscore wurde dabel
anfangs fur das kolorektale Karzinom entwickelt. Mittlerweile wurde er jedoch auch auf
andere Tumorentitaten Ubertragen. Erste Arbeitsgruppen charakterisierten den immunoscore
bereits fir HNSCC, eine Assoziation zu molekularen Tumormarkern wie NOTCH1 wurde
in dieser Arbeit zum ersten Mal untersucht.

Die von Robert Weinberg und Douglas Hanahan definierten ,,Hallmarks of Cancer*
umfassen Proliferation, Resistenz gegen Wachstumshemmung, Resistenz gegen Zelltod,
replikative Immortalitat, Angiogenese und Invasion und Metastasierung. Durch Forschung
auf dem Gebiet der Tumorimmunologie wurden diese spater durch die beiden Eigenschaften
,Beeinflussung des Metabolismus® und ,,Flucht vor dem Immunsystem® (Hanahan et
Weinberg 2011) erganzt. Der Einfluss des Tumormicroenvironment wurde bis dahin oft
unterschatzt, und die komplexe Zusammensetzung dieses Gebildes ist weiterhin Gegenstand
der Forschung. Die in der Einleitung aufgegriffenen Bestandteile bilden durch
Signallibertragung ein enges Geflecht untereinander, und mit dem Tumor selbst. Der Tumor
beeinflusst seine Umgebung, und die Umgebung den Tumor. Eine besondere Rolle nehmen
Tumor infiltrierende Lymphozyten (TILs) ein. Die Anzahl dieser wurde im Rahmen des
immunoscore bestimmt. Durch immunhistochemische Féarbung des Oropharynxkollektivs
mit CD3- und CD8-Antikorpern konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass eine hohe
Anzahl an TILs in OPSCC mit einer besseren Prognose einhergeht. Als Zeichen einer starken
immunologischen Antwort war ein groRer Teil der TILs im Bereich der invasive margin
lokalisiert. Auch in anderen Tumoren geht die Infiltration von TILs mit einer besseren
Prognose einher (Ali et al. 2014). Ward et al. untersuchten ein Kollektiv aus 270 OPSCC auf
die Expression von CD3, und fanden einen signifikanten Zusammenhang mit besserem
Uberleben bei starker Infiltration von Lymphozyten. Dies galt sowohl fiir HPV-positive als

auch HPV-negative Tumore (Ward et al. 2014). Eine andere Forschungsgruppe bildete
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bereits den immunoscore fir HNSCC, wobei jedoch lediglich 11 Primarien untersucht
wurden. Trotz der geringen Fallzahl hatten Patienten mit einem hohen immunoscore eine
gute Prognose. Eine starke Infiltration mit Tregs konnte ebenfalls beobachtet werden.
(Lechner et al. 2017). Dies unterstreicht das immunsuppressive Milieu des TME. Die
Progression des Tumors verstarkt diesen Effekt. Dementsprechend konnte in
fortgeschrittenen OPSCC unseres Kollektivs eine deutlich geringere Infiltration von
Lymphozyten gemessen werden.

In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal der Zusammenhang zwischen NOTCH1 und dem
lokalen TME von Patienten untersucht. Die NICD Expression war dabei unabhangig von der
lokalen Immuninfiltration. Dieses Ergebnis konnte auf eine synergistische Wirkung bei
therapeutischer Blockade bzw. Modulation hinweisen. NOTCH1 spielte im Bereich der
immunonkologischen Forschung bisher eine untergeordnete Rolle. Erste Publikationen legen
jedoch auch hier eine bedeutende Rolle nahe. Dabei konnte in einem Mausmodell des
malignen Malignoms bereits eine immunsuppressive Wirkung von NOTCH1 nachgewiesen
werden. NOTCH1 regulierte dort die Expression von bestimmten Chemokinen, welche
wiederum Tregs (Regulatorische T-Zellen) und MDSC’s (Myeloid derived suppressor cells)
rekrutierten (Qiu et al. 2018). Auch wurde im Pankreaskarzinom durch single-sample gene
set enrichment analysis (SSGSEA) offenbart, dass der NOTCH Signalweg eine verringerte
Infiltration von CD8-positiven TILs bewirken kann (Zhuang et al. 2020). In Patienten mit
einem Kolonkarzinom wurde demonstriert, dass die Inhibition von NOTCH1 die PD-1
Expression verringert, und infolgedessen die Zytotoxizitdt von CD8-positiven T-Zellen
verringerte (Moore et al. 2020, Cho et al. 2009). Damit einhergehend bedeutete eine
deleterious NOTCH1 Mutation ein besseres Ansprechen auf Immuncheckpoint-Inhibitoren
beim Nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom (Zhang et al. 2020). Bei Betrachtung der
Assoziation zwischen der NOTCH1 Expression und dem immunoscore in
Oropharynxkarzinomen zeigte sich in dieser Arbeit kein signifikanter Zusammenhang.
Gerade Immuncheckpoint-Inhibition ist derzeit eine der vielversprechendsten
Therapiemdglichkeiten des Plattenepithelkarzinoms, und durfte in der Zukunft durch geringe
Nebenwirkungsraten bei gutem Ansprechen an Bedeutung gewinnen. In dieser Arbeit liel3en
sich Patienten durch die Expression von NICD und die Infiltration mit TILs in verschiedene

Risikogruppen einteilen. Primarien mit einer hohen NICD Expression und geringer
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Infiltration hatten hierbei das schlechteste Uberleben. Diese Einteilung ermoglicht die
Priorisierung von Patienten mit so genannten immune-excluded Tumoren. Gerade bei diesen
waére eine NOTCHL1 Inhibition als Ko-Medikation zu Checkpoint Inhibitoren denkbar. Durch
Immuntherapie kann das Immunsystem wieder aktiviert, und eine gesteigerte
Lymphozyteninfiltration bewirkt werden. Lymphozyten erkennen fremde MHC-Molekiile
auf der Oberflache der HNSCC, und l6sen den Zelltod durch Ausschiittung von Perforinen
und Granzymen aus (Moore et al. 2020, Lind et al. 2020). Die beiden Anti PD-1
Immuncheckpoint Inhibitoren Nivolumab und Pembrolizumab werden hierfir von der
Society for Immunotherapy of Cancer ab einer PD-L1 Expression von mehr als 1% der
Tumorzellen (Tumor Proportion Score) oder mehr als 1% aller Immunzellen und
Tumorzellen (Combined Positive Score) empfohlen. Der Combined Positive Score sollen
jedoch fir HNSCC bevorzugt angewandt werden. Der Patient wird dabei gerade zu Beginn
der Therapie durch regelméiige Kklinische Untersuchungen Uberwacht, wobei eine
radiologische Verschlechterung gerade zu Beginn h&ufig bemerkbar ist (Cohen et al. 2019,
Binnewies et al. 2018, Coleman et al. 2019). Der immunoscore ermdglichte zudem in einigen
Forschungsarbeiten durch Uberwachung der Immunantwort ein kontinuierliches Monitoring
und schnellere Handlungsmaoglichkeit bei Nicht-Ansprechen (Kimpers et al. 2019, Nie et al.
2019). Gerade HNSCC profitieren von diesen Wirkstoffen. Bei einem Rezidiv, bzw. bei
Auftreten von Metastasen, betrdgt das OS mit den derzeit angewandten Therapieschemata
aus 5-FU, Cisplatin, und Cetuximab wenige Monate bis ein Jahr. Muss auf Taxane oder
Methotrexat ausgewichen werden, verkiirzt sich dieses auf nur 6 Monate. In der KEYNOTE-
012 Studie konnte der Einsatz von Pembrolizumab bei 25% der HPV-positiven und 14% der
HPV-negativen Patienten eine Response erzielen (Saleh et al. 2018, Wang et al. 2019). Dazu
besal die Infiltration mit Immunzellen in einem Kollektiv des malignen Melanoms sogar
eine hohere prognostische Aussagekraft als der PD-L1 Status (Kumpers et al. 2019). Das
bessere Ansprechen in Relation zum immunoscore muss jedoch noch in randomisierten
Studien fur HNSCC untersucht werden.

Einschrankungen der Ergebnisse dieser Arbeit ergeben sich aus der geringen Fallzahl des
verwendeten Oropharynxkollektiv. Zudem wurden mit den CD3-positiven und CD8-
positiven Lymphozyten lediglich ein kleiner Teil des Tumor Microenvironment angefarbt,

wodurch beispielsweise signifikante Zusammenhange mit anderen Komponenten maskiert
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wurden. Weiterhin fehlen groRe prospektive Studien, um den routineméfRigen Einsatz des
immunoscore in HNSCC zu ermdglichen. Auch gibt es, im Gegensatz zu Brustkrebs bisher
noch kein standardisiertes Verfahren der Auswertung (Hendry et al. 2018). Fir den
Klinischen Einsatz ist es von elementarer Bedeutung, dass standardisierte Farbeprotokolle,
im Dbesten Fall spezifisch fir bestimmte Farbemaschinen, verwendet werden. Durch
Anderungen des Farbeprotokolls kénnen groRe Diskrepanzen entstehen (Angell et al. 2020).
Eine weitere Einschrankung des immunoscore stellt die geringe zeitliche Auflésung des
Ergebnisses dar. Die Probennahme stellt nur eine Momentaufnahme dar, und kann tber den
zeitlichen Verlauf der Immunantwort hinwegtduschen (Cohen et al. 2019). Auch ist es
schwierig, die Patienten im Rahmen des immunoscore in hohe und niedrige Infiltration
einzuteilen, wenn ein vergleichbares Kollektiv fehlt. Hier misste eine internationale
Datenbank geschaffen werden, und Patienten mit mdglichst vielen Charakteristika
abgeglichen werden, um eine Einordnung der Ergebnisse zu ermdglichen.

Der Fokus einer zukiinftigen Studie sollte auf Patienten mit einem HNSCC-Rezidiv unter
Therapie mit einem Checkpoint Inhibitor sein, bei denen vor und nach Therapie der

immunoscore und die NICD Expression erhoben wird.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Das Ziel dieser Arbeit war es die Rolle von NOTCHL1 fur das Plattenepithelkarzinom des
Kopf-Hals-Bereiches zu ergriinden. Durch den in vitro Knockdown von NOTCH1, sowie
durch Stimulation und Inhibition des Signalwegs, sollte die Wirkung auf Migration und
Proliferation in vitro untersucht werden. Ergédnzend konnte die Expression der intrazelluldren
Doméne von NOTCH1 in einem Oropharynxkollektiv immunhistochemisch bestimmt
werden. Zusammenhange zwischen der Expression von NOTCH1 und dem
Tumormicroenvironment wurden durch den immunoscore, die immunhistochemische
Farbung von Tumor-infiltrierenden Lymphozyten, untersucht. Diese Arbeit stellt zudem eine
der ersten Anwendungen des immunoscore zur prognostischen Stratifizierung von HNSCC
dar.

In vitro ergab sich eine Beteiligung von NOTCH1 an Migration und Proliferation. Der
Knockdown verringerte die Migration und Proliferation der drei HPV-positiven und drei
HPV-negativen Zelllinien, die Stimulation des NOTCH-Rezeptors durch Zugabe des
Liganden DLL4 bewirkte keine signifikante Anderung. Der y-Secretase Inhibitor DAPT
erzielte in den HPV-negativen Zelllinien eine signifikante Reduktion der Migration. In der
immunhistochemischen Untersuchung der NICD Expression fuhrte eine hohe Expression zu
einem verringerten Gesamtiiberleben der Patienten. Die NICD Expression und die
Infiltration des Tumors mit Tumor-infiltrierenden Lymphozyten ergab eine
Risikostratifizierung von Patienten in drei Subgruppen. Das beste Gesamtiiberleben hatten
Patienten mit einem hohen immunoscore und niedriger NICD Expression. Die NICD
Expression und der immunoscore waren unabhéngig voneinander. Der immunoscore zeigte
ein besseres Uberleben bei starker Infiltration. Die Bestimmung der mRNA Expression von
NOTCH1 im Kollektiv ergab keinen signifikanten Zusammenhang mit dem
Gesamtiiberleben.

Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstreichen die Bedeutung von NOTCHL1 und legen einen
Grundstein fir die Entwicklung von Therapeutika fir die Behandlung von HNSCC. Der
immunoscore konnte als prognostischer Marker etabliert werden. Gerade die Kombination
aus NOTCH1 und dem immunoscore zur besseren Risikostratifizierung sollte in weiteren

Studien untersucht werden.
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