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Einleitung

1 Einleitung

1.1 HNSCC: Epidemiologie und Atiologie

Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereichs (Head and Neck Squamous Cell
Carcinoma, HNSCC) zéhlen zu den sechs haufigsten Tumorerkrankungen [87, 92] mit
einer jahrlichen, globalen Inzidenz von 650.000 Neuerkrankungen. Die Mortalitatsrate
liegt bei etwa 50 % [87] mit 5-Jahres-Uberlebensraten zwischen 20 bis 90 % in
Abhangigkeit des Tumorstadiums und der Lokalisation des Primarius [87]. Weltweit
liegt der Anteil der Manner mit HNSCC bei ca. 5 %, wéhrend dieser bei Frauen 1-2 %
aller maligner Erkrankungen ausmacht. Bei Mannern betrdgt das mittlere
Erkrankungsalter 57 Jahre, wéhrend es bei Frauen mit etwa 63 Jahren angegeben wird.
In der Bundesrepublik Deutschland wurden fir Mundhohle und Rachen im Jahr 2014
insgesamt 12.830 Félle gemeldet. Daraus ergab sich fir 2018 eine Schatzung von
13.700 Féllen. Das relative 5-Jahres-Uberleben der Patienten betragt bei Mannern in
Deutschland ca. 50 % und bei Frauen ca. 60% [88]. Gemé&l Statistiken aus den USA
sowie fur Westeuropa sind die Karzinome der Mundhohle am h&ufigsten vertreten,

gefolgt von Karzinomen des Larynx [92].

Als Risikofaktoren fur die Entstehung von HNSCC gelten u.a. Alkohol- sowie
Tabakkonsum, diatetische Faktoren und mangelnde Mundhygiene. Die betroffenen
Patienten zéhlen haufig zur niedrigeren sozio-6konomischen Schicht [83]. In den USA
und vielen europdischen Landern wird trotz ruckldufigen Tabakkonsums ein Anstieg
der Inzidenzen von Oropharynxkarzinomen (Oropharyngeal Squamous Cell
Carcinoma, OPSCC) beobachtet. Dies wird vorrangig auf die Assoziation mit

hochrisiko humanen Papillomaviren (HPV) zurtickgefihrt [88].

1.2 HPV und HNSCC
Entsprechend der aktuellen WHO-KIlassifikationen werden Kopf-Hals-Karzinome in

Virus-assoziierte (HPV) und Noxen-assoziierte Tumoren unterteilt. Wahrend in OPSCC
eine HPV-Infektion fur 30-70% der Félle urséchlich ist [1] spielt diese in HNSCC

anderer Sublokalisationen eine untergeordnete Rolle (Mundhohlenkarzinom: 4,4 %;
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Larynxkarzinom: 3,5 %) [90]. HPV-assoziierte Karzinome sind im Oropharynx
uberwiegend im Bereich des Zungengrundes und der Tonsillen vorzufinden und
mutmaBlich auf das besondere Kryptenepithel zurlickzufiihren. Das Epithel kann zum
einen besonders leicht infiziert werden, da es sich lediglich aus ein bis zwei Schichten
zusammensetzt und zum anderen die Krypten als potenzielles Reservoir die Clearance
des Virus verzogern [40]. Zusétzlich konnte das im lymphoepithelialen Gewebe
vorherrschende Milieu gunstig fur eine Infektion sein [64]. Im lymphoepithelialen
Gewebe finden sich Monozyten und Makrophagen. Diese spielen eine entscheidende
Rolle bei der Abwehr gegen pathogene Strukturen und der Wundheilung. Andererseits
kann auch eine tumorassoziierte Makrophagenfunktion beobachtet werden, die
Tumorangiogenese und —proliferation stimuliert und eine adaquate Immunantwort
supprimiert [102]. Da sich HPV-assoziierte OPSCC Klinisch-histologisch und auch
molekular von den Noxen-assoziierten (HPV-negativen) Karzinomen unterscheiden,
werden diese als eigene Tumorentitat klassifiziert. Fir OPSCC ist der HPV-Status
jedoch einer der wichtigsten Prognosefaktoren und hat einen signifikanteren Einfluss
auf das Gesamtuberleben der Patienten als die PrimariusgroRe oder der Einflussfaktor
Nikotin [88]. Eine Identifikation einer HPV-Assoziation durch den Nachweis des
Tumorsuppressorproteins p16™NK4¢ (p16) in der Immunhistochemie als Surrogatmarker
wird demnach seit der 8. Version des UICC/AJCC-Tumorstagingmanuals fir OPSCC
vorgegeben [88]. Zum aktuellen Zeitpunkt hat der HPV-Status jedoch keinen Einfluss
auf die Wahl der Therapie in Patienten mit OPSCC. Etablierte Ansétze sind die
operative Therapie mit risikoadaptierter, adjuvanter Radiochemotherapie sowie die
definitive Radiochemotherapie [90]. Aufgrund des hohen Nebenwirkungsprofils sowie
der guten Prognose wird eine Therapiedeeskalation fir einzelne Subgruppen diskutiert
[88]. Ansatze sind die Verminderung der Strahlendosis oder der Ersatz bzw. die
Reduktion von Platin-basierter Chemotherapie. So wurden bereits therapeutische
Antikorper wie Cetuximab als Ersatz fur Platin-basierte Chemotherapeutika in
klinischen Studien eingesetzt [61]. Jedoch sind diese Studien gescheitert. Auch aktuelle
auf Immun-Checkpoints ausgerichtete palliative Therapieansatze (z.B. gegen die
Immunrezeptor/-ligand Kombination PD-1/PD-L1 (programmed death receptor
1/ligand 1) scheinen fir Patienten mit HNSCC vielversprechend [88]. Jedoch haben
zahlreiche Studien gezeigt, dass der Erfolg der Immuntherapie auf bestimmte

Subgruppen beschrénkt ist und die objektiven Ansprechraten bei ca. 15 % liegen [13,
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15, 22]. Dies macht deutlich, dass valide Biomarker zur Risikostratifizierung dieser

Patienten bis zum aktuellen Zeitpunkt fehlen.

1.3 HPV -induzierte Karzinogenese
Humane Papillomaviren sind doppelstrdéngige DNA-Viren, die ein 8000 Basenpaare

groRes, ringférmiges Genom besitzen [4]. Identifiziert wurden bereits mehr als 120
Subtypen humaner Papillomaviren (HPV), die kutane Epithelien (B-Gruppe) oder
anogenitale und orale Mukosa (a-Gruppe) infizieren. Die a-Gruppe der HPV umfasst
ungefahr 30—40 Typen. Unterteilt wird diese Gruppe weiterhin in die nicht-onkogenen
,Low-Risk(LR)-HPV-Typen* (z.B. HPV-6 und -11) sowie in die onkogenen ,,High-
Risk(HR)-HPV-Typen (z.B. HPV-16 und -18) [89] und ,,intermediate HPV-Typen*
(z.B. HPV-31 und -33). LR-Typen verursachen zumeist Kondylome und Papillome.
Durch HR-Typen hervorgerufene Ldsionen konnen sich jedoch zu Dysplasien und
Karzinomen entwickeln [89]. Virale Onkoproteine, die in infizierten Zellen der
Basalschicht  exprimiert  werden, interagieren und deregulieren  zelluldre
Regulatorproteine, um diese fir die virale Reproduktion zu nutzen. Zentrale Bedeutung
haben in diesem Zusammenhang vor allem die HPV-Onkoproteine E6 und E7, die unter
anderen mit dem Tumorsuppressorprotein p53 interagieren. E6 interagiert
beispielsweise mit der zelluldren Ubiquitinligase E6AP. Beide Proteine binden dann an
p53 [89]. Es kommt zum proteolytischen Abbau von p53 und einer Verhinderung der
Apoptose [88]. E6 interagiert hierbei mit der zellularen Ubiquitinligase EG6AP.
Zusétzlich kommt es zu einer Bindung von E7 an das Retinoblastomprotein (pRb).
Diese Bindung fuhrt zur Freisetzung des Transkriptionsfaktors E2F. E2F treibt den
Zellzyklus voran und es kommt zur Akkumulation von p16'NK4 (p16). P16 blockiert in
einer gesunden Zelle den Ubergang von der G1- zur S-Phase und wirkt als
Tumorsuppressorprotein. Eine Uberexpression von pl6 deutet demnach auf eine
onkogene Aktivitat der viralen Proteine hin [88]. E6 und E7 heben die Blockade des
Zellzyklus durch p16 und p53 auf. Zusatzlich wird die unbegrenzte Zellteilung und
somit die Karzinogenese durch transkriptionelle Aktivierung der katalytischen
Untereinheit der humanen Telomerase (hTERT) durch E6 ermdglicht [89]. Die
Expression der viralen Onkproteine E6 und E7 fihrt zu wichtigen zelluldren
Veranderungen, die bei Noxen-assoziierten Tumoren durch viele zuféllig auftretende
genetische Verdnderungen erfolgen. Die Entwicklung des Karzinoms basiert auf
genetischen Instabilitdten, Dysregulation des Zellzyklus, Mutationen von Onko- und
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Tumorsuppressorgenen, Wachstumsfaktoren und Rezeptorkaskaden [92]. HPV-
assoziierte HNSCC zeigen im Vergleich zu Noxen-induzierten HNSCC auf molekularer

Ebene eine geringere Anzahl genetischer Aberrationen und Mutationen [39, 79].

1.4 HIF-1a und Hypoxie
HIF-1 ist ein heterodimerer Transkriptionsfaktor, der aus einer Oz-sensitiven HIF-1a

Untereinheit und einer konstitutiv exprimierten HIF-1B Untereinheit besteht. Die
Stabilitdt der Untereinheiten von HIF-o (HIF-la und HIF-2a) wird durch
Sauerstoffsensoren der Proteinfamilie Prolyl hydroxylase domain (PHD) reguliert.
PHDs verwenden molekularen Sauerstoff, um spezifische Prolylreste innerhalb von
HIF-a zu hydroxylieren, was eine Bindungsstelle fiir das von Hippel-Lindau (VHL)
Tumorsuppressorprotein bildet. Das VHL Tumorsuppressorprotein ist Teil eines
E3-Ubiquitin-Ligasekomplexes, der den schnellen HIF-Abbau fordert [75, 76]. Es gibt
drei PHDs (PHD1, 2 und 3), die HIF-a Untereinheiten mit unterschiedlichen
Préaferenzen hydroxylieren. PHD2 gilt jedoch als der Hauptregulator von HIF-1o unter
Normoxie [6, 37]. Unter Hypoxie wird die PHD-Aktivitat vermindert und HIF
stabilisiert (Abb. 1).

Normoxie
—b- e hkiator
'.-a q’b %“ T Degradation

Or Ubiquitinierun
- . w8 (-
Hypoxie I

el
N > QR
- . o ==

p300/CBP

@

Transkriptionelle Aktivierung

Abbildung 1: Sauerstoffabhéngige HIF-Regulation.

Unter Normoxie wird HIF-1a durch PHDs hydroxyliert. Dies fiihrt zu Bindung durch den VHL und
mittels E3-Ligase-Komplex zur Ubiquitinierung, was zum Abbau von HIF-1 o durch das Proteasom fuhrt.
Hypoxie fihrt zur Akkumulation von nicht-hydroxyliertem, nicht-ubiquitiniertem HIF- 1a, das mit HIF-
1B dimerisiert, den Koaktivator p300 oder CBP rekrutiert und die Transkription von Genen aktiviert.
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HIF-1 kommen zwei essenzielle Funktionen zu. Einerseits kontrolliert HIF-1 die
Sauerstoffversorgung der Zelle durch Regulation der Erythropoese und Angiogenese.
Andererseits fordert HIF-1 das Zelllberleben unter hypoxischen Bedingungen, durch
das Umprogrammieren des zelluldren Glukose- und Energiemetabolismus [73, 74].
Letztlich reguliert HIF-1 die Expression von mehr als 1000 humanen Genen und es
konnte eine essenzielle Rolle in der embryonalen Entwicklung nachgewiesen werden
[75, 76].

HIF-1a ist in vielen Tumoren, aufgrund intratumoraler Hypoxie und/oder genetischen
Verénderungen (z.B. loss-of-function mutation des VHL) uberexprimiert (Abb. 2). Eine
erhdhte HIF-1o Proteinexpression und HIF-1o Aktivitat fuhrt zur Hochregulation von
Genen, die in vielen Aspekten der Karzinogenese involviert sind, wie zum Beispiel eine
metabolische Adaptation, Apoptoseresistenz, Angiogenese und Metastasierung [72]. Zu
diesen zéhlen u.a. GLUT-1, CA9 sowie LDHA.

Der Transport von Glukose in die Zelle erfolgt

mittels Glukosetransportern (GLUTS), die in allen

Solider

Zelltypen vorhanden sind. GLUTs weisen eine T
umor

variable Gewebeverteilung und eine variable
Affinitat fur Glukose auf. Funktionell regulieren
GLUTs die Bewegung von Glukose zwischen den Hypoxie
extrazellulé&ren und den intrazelluldren
Kompartimenten, wobei die Glukose fir den
Zellstoffwechsel verfugbar bleibt [99]. GLUT-1 gilt

als intrinsischer Marker fur Hypoxie bei malignen

HIF1a

Tumoren [78]. Abbildung 2: Hypoxie-induzierte HIF-1o.
Aktivierung im soliden Tumor.

Carboanhydrasen sind transmembrane zinkhaltige Enzyme, die eine reversible
Hydratation von Kohlendioxid in Kohlensdure katalysieren und an der Zellatmung und
dem Sdure-Base-Gleichgewicht beteiligt sind. CA9 ist sowohl in der Plasmamembran
als auch im Nukleus der Zellen prasent und gilt ebenfalls als eines der Hauptziele von
HIF-1 [65].
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Die Laktatdehydrogenase (LDH) katalysiert die gegenseitige Umwandlung von Pyruvat
und NADH in Laktat und NAD+. Wenn die Sauerstoffversorgung fur die
mitochondriale ATP-Produktion zu gering ist, recycelt diese Reaktion das bei der
Glykolyse erzeugte NADH zu NAD+, das in die Glykolyse zurtickkehrt. Die wichtigste
Form von LDH in Muskelzellen (Skelettmuskel) ist das A (LDHA)-lIsozym. Der
LDHA-Promotor enthélt HIF-1a Bindungsstellen [71]. Die LDHA-Expression wird
unter hypoxischen Bedingungen induziert [73,74].

1.5 Hypoxie in der Tumorentstehung und die Rolle von HPV
Wéhrend der Tumorgenese kommt es zur Entstehung eines Tumor-spezifischen

Metabolismus (Tumor-Metabolom), welcher die Energieversorgung und Proliferation
der Tumorzellen gewahrleistet. Ein spezifisches Merkmal dieses Metabolismus-Typs ist
eine gesteigerte Umsetzung von Glukose zu Laktat, welche unter aeroben Bedingungen
als ,,Warburg-Effekt” erstmals im Jahre 1924 beschrieben wurde. Die Umsetzung von
Glukose zu Laktat liefert jedoch nur 2 Mol ATP (statt 38 Mole ATP) pro Mol Glukose,
was durch eine gesteigerte Glykolyserate kompensiert wird [20, 23, 56]. Zudem ist die
oxidative Phosphorylierung reduziert jedoch nicht aufgehoben, um ein ausreichende
ATP-Produktion zu gewadhrleisten. Dieser angepasste Metabolismus des Tumors dient
neben der Energiegewinnung dazu, Zellbausteine (z.B. Nukleinsduren, Aminosauren

und Lipiden) bereitzustellen, um neue Zellen zu bilden [84].

Hypoxie ist ein haufig in soliden Tumoren vorkommendes Ereignis, welches durch die
schnelle Proliferation von Tumorzellen zur Obstruktion und Kompression der
BlutgeféaRe in der unmittelbaren Umgebung des Tumors flhrt. Dies resultiert in einer
schlechten Sauerstoffversorgung des Tumorzentrums, an welche sich die Tumorzellen
adaptieren. Dies geschieht durch Aktivierung diverser Signalwege, die das Uberleben
der Zellen sichern und den Glukosemetabolismus von der oxidativen Phosphorylierung
auf den glykolytischen Signalweg umstellen [55]. Eine Schlusselrolle fir die zelluléare
Adaptation an hypoxische Bedingungen spielt hierbei vor allem der HIF-Signalweg
(HIF-1a & HIF-1B).

Neben der tatsachlichen Tumorhypoxie konnte in transfizierten Zelllinien nachgewiesen
werden, dass HPV-Onkoproteine fahig sind HIF-1a zu stabilisieren [8, 16, 59].

Onkogene Viren sind somit in der Lage das Tumor-Metabolom Profil durch direkte und
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indirekte Interaktion mit zelluldren Regulatoren, wie u.a. HIF-1a zu beeinflussen. Die
hierbei entstehenden Baustoffe fordern wiederum die virale Replikation und somit die
Expression der Onkogene. Ein solcher metabolischer Phanotyp ermdglicht es den
Tumorzellen trotz widriger Umsténde, wie Sauerstoffmangel, zu proliferieren [60].
Diese Interaktion konnte auch die Grundlage einer gesteigerten Glykolyse und
frihzeitigen Metastasierung in HPV-assoziierten HNSCC sein (Abb. 3). In vielen
Tumorentitaten wird dieser Regulationsweg benutzt, um den Stoffwechsel der Zellen im
Sinne des Tumorwachstums umzustellen und einen hohen Glukoseumsatz trotz
Sauerstoffverfliigbarkeit zu erzeugen (Warburg-Effekt). In der Regel wird dieser
Phéanotyp durch Mutations- und Selektionsereignisse herbeigefiihrt. Insbesondere fr
Tumoren, die stark abhangig von Glukose und aerober Glykolyse sind, kdnnte sich
durch die Inhibition dieses Signalwegs eine neue differenzierte Mdglichkeit zur

Therapie ergeben [91].

Solide
Tumoren

?

|AngiogT‘ Vlrale

| Metabolismus Balstoffs ’
Hypoxie:> HIF1la \W .
B 4 :
‘ Zelliiberleben

Erythropoese
— ?

Abbildung 3: HIF-10 und dessen potenzielle Rolle bei der HPV-induzierten Karzinogenese.

Hypoxie (oder onkogene Viren) fiihren zur Akkumulation wvon nicht-hydroxyliertem, nicht-
ubiquitiniertem HIF- 1la und zur Aktivierung von HIF-Zielgenen, die die Angiogenese, den
Metabolismus, die Zellproliferation, das Zellliberleben und/oder die Erythropoese vorantreiben.
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1.6 Zielsetzung
Fokus der folgenden Dissertation ist die Untersuchung des Einflusses von HPV-

Proteinen auf die Expression von HIF-1a. Es soll analysiert werden, ob eine HIF-1a
Stabilisierung in HPV-positiven HNSCC Zellkulturen und in Tumorproben nachweisbar
ist. Im Falle der Stabilisierung wird im Folgenden uberprift, ob diese durch die viralen
Onkogene in HPV-assoziierten HNSCC ausgelost wird und Unterschiede im
Tumorstoffwechsel in Abhangigkeit des HPV-Status bestehen. Zum Nachweis werden
hierflir HPV-positive und -negative HNSCC-Zelllinien nach adaptiven Reaktionen auf
Hypoxie mittels Western Blotting, Immunfluoreszenz (IF) Mikroskopie und Migrations-
/Wundheilungs-Assays untersucht.

Des Weiteren erfolgt die Immunhistochemische Analyse HPV-assoziierter und HPV-
negativer OPSCC hinsichtlich der HIF-1a, GLUT-1, LDHA und CA9 Expression.
AbschlieRend werden die experimentell erhobenen Daten mit metabolischen Parametern
im 18F-FDG PET/CT dieser Patienten korreliert.
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2 Material & Methoden

2.1 Material

2.1.1 Laborgerate

Die verwendeten Gerdate sind in der nachfolgenden Tabelle aufgelistet.

Tabelle 1: Laborgeréate

Bezeichnung Typ Hersteller
Dampfgarer Serie S04 Tefal
Gelelektrophoresekammer Mini-Protean Tetra Cell BioRad

System

Hypoxiekammer

Coy Laboratory Products Inc.

Inkubator HeraCell 240i Thermo Fisher Scientific
Mikroskop (Invers) DMI3000B Leica
Mikroskop (Fluoreszenz)  DM2500 Leica
Mikroskopkamera DFC425C Leica
Mikrotom SM2010R Leica
Minizentrifuge Sprout
Molecular Imager Molecular Imager ® BioRad

ChemiDoc™ XRS+ mit

Image Lab Software
NanoDrop NanoDrop 2000c Thermo Fisher Scientific
Platten- Infinite M200 pro Tecan
Spektralphotometer Nanoquant

Plattenzentrifuge

Mini Plate Spinner

Labnet

gRT-PCR System

StepOne Plus Real-Time
PCR-System mit StepOne
Software Version 2.2.2

Applied Biosystems

Rotor (Zentrifuge) Swing-bucket rotor A-4- Eppendorf

81
Semi-dry Blot Trans-Blot SD BioRad

Semi-dry Transfer Cell
Schuttler Shaker DOS-10L neoLab
Spannungsquelle fir SDS-  PowerPac Basic Power BioRad
PAGE Supply
Spannungsquelle fur PowerPac HC Power BioRad
Western-Blotting Supply
Taumelroller RS-TR 5 Phoenix Instrument
Thermocycler C1000 Thermal Cycler BioRad
Tischzentrifuge Heraeus Fresco 21 Thermo Fisher Scientific
Trockenschrank Binder
Ultraschallgerat VialTweeter & UIS250L Hielscher
Vortexer Labdancer IKA Heathrow Scientific
Warmeschrank HeraTherm Thermo Fisher Scientific
Zentrifuge 5810 R Eppendorf
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2.1.2 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien sind in der folgenden Tabelle aufgefuhrt.

Tabelle 2: Chemikalien

Ldsung Hersteller
Acrylamid-L6sung (40%0) AppliChem
Albumin, bovine Sigma-Aldrich
(BCA-Assay, Immunhistochemie)

Albumin Fraction V Applichem
(Western Blot)

Ammoniumpersulfat (APS) Applichem
B-Mercaptoethanol AppliChem
Bromphenolblau AppliChem
Clarity Western ECL Substrate BioRad
Deferoxamine mesylate salt (DFQO) Sigma-Aldrich
Dimethyloxalylglycine (DMOG) Sigma-Aldrich
DMSO AppliChem
EDTA AppliChem
Ethanol, absolut, vergallt Otto Fischar
FCS Biochrom
Gentamicin Sigma-Aldrich
Glycerin AppliChem
Glycin AppliChem
Hamalaun Carl Roth
H20, AppliChem
HCL AppliChem
HPLC-H,O Sigma-Aldrich

Immobilon Western Chemiluminescent
HRP Substrat

Merck Millipore

Lipofectamine® RNAIMAX
Transfection Reagent

Thermo Fisher Scientific

Loading Dye (6x)

New England BioLabs

MG-132 Ready made solution Sigma-Aldrich
Midori green Biozym
Magermilchpulver AppliChem
NaCl AppliChem
NaF AppliChem
NaOH AppliChem
NEAA (MEM Non-essential Amino Sigma-Aldrich

Acid Solution)

Opti-MEM® Reduced Serum Medium

Thermo Fisher Scientific

Paraformaldehyd AppliChem
PBS (1x) Sigma-Aldrich
Ponceau S Solution Sigma-Aldrich
Roti-Histokitt Carl Roth
Roti®-Mount FluorCare Carl Roth
Roti®-Mount FluorCare DAPI Carl Roth
RPMI-1640 Medium Sigma-Aldrich
SDS AppliChem
Stabiles Glutamin Sigma-Aldrich
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TAE, 50x

AppliChem

Target Retrieval Solution (pH6)

DAKO (Agilent Technologies)

Tris-base

AppliChem

TEMED AppliChem
Trypan Blue solution, 0.4 % Sigma-Aldrich
Trypsin-EDTA solution (1x) Sigma-Aldrich
Tween® 20 AppliChem
Xylol (Isomere) >98 % Carl Roth

2.1.3 Verbrauchsmittel

Die nachfolgend aufgefuhrte Tabelle zeigt die

Verbrauchsmittel.

Tabelle 3: Verbrauchsmittel

in der Arbeit

verwendeten

Produkt Hersteller
1,5-ml-Reaktionsgefal Eppendorf
1,5-ml-DNA-LoBind Reaktionsgefal Eppendorf
2-ml-Reaktionsgefal Eppendorf
15-ml-Reaktionsgefal’ Greiner Bio-One
50-ml-Reaktionsgefal BD Falcon
24-well-Platte Sarstedt
96-well-Platte Sarstedt
96-well-Platte Thermo Fisher Scientific
(qQRT-PCR)

Cryordhrchen Greiner Bio-One
Deckglaser Corning BioCoat
Fettstift Sigma-Aldrich
Leuchtstift Diversivied Biotech
Mr. Frosty Sigma-Aldrich

Neubauer improved-Zahlkammer

LO Labor Optik Ltd

Nitrocellulosemembran

GE Healthcare Life Science

Objekttrager R. Langenbrinck

Labor- u. Medizintechnik
Parafilm Parafilm M®
Petrischale Sarstedt
(3cm, 6 cm, 10 cm)
Pipetten Greiner Bio-One

(2ml, 5ml, 10 ml)

Pipetten (25 ml) BD Falcon
Pipettenspitzen Sarstedt
(10 pl, 200 pl, 1000 pl)

Whatman-Papier Carl Roth
Zellkulturflasche (T25, T75) Sarstedt
Zellscraper Sarstedt
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2.1.4 Losungen und Puffer
Die verwendeten LoOsungen und Puffer sind der unten aufgefiihrten Tabelle zu

entnehmen.

Tabelle 4: Losungen und Puffer

Puffer Chemikalie Menge pH-Wert
APS, 6 % Ammoniumpersulfat 30
ddH0 ad 50 ml
BSA fur Western Blot
2% in TBS Albumin Fraktion V 1lg
TBS, 1x ad 50 ml
5% in TBS Albumin Fraktion V 25¢g
TBS, 1x ad 50 ml
10% in TBS Albumin Fraktion V 5¢
TBS, 1x ad 50 ml
BSA fur IHC
10 % in TBS Serum Albumin, bovin 0,1 ¢
TBS, 1x ad 1 ml
BSA fur BCA
10 mg/mi Serum Albumin, bovin 100 mg
ddH>0 ad 10 ml
Einfriermedium RPMI Vollmedium 45 ml
DMSO 5ml
Formaldehyd, 4 % Paraformaldehyd 1lg 7
ddH20 15 ml
PBS, 10x 2,5ml
NaCH, 1 M Tropfenweise titrieren
Glycin, Zellfixierung
100 mM Glycin 049
PBS, 1x ad 50 ml
Lammli, 10x Tris-base 30,3¢g
Glycin 144,13 g
SDS 10g
VE-H,0 ad 1000 ml
wLammli-Lysepuffer“ 1 M Tris/HCL (pH7,5) 1 ml
10 %iges SDS 20 ml
EDTA 74 mg
NaF 84 mg
MTBST, 5% Magermilchpulver 59
TBST ad 100 ml
RPMI-Vollmedium RPMI-1640 Medium 500 ml
FCS 55 ml (10 %)
NEAA 5,5 ml (1 %)
Gentamicin 5,5 ml (1 %)
Stabiles Glutamin 5,5 ml (1 %)
Sammelgelpuffer, 4x Tris-base 15,19 (0,5 M) 6,8
10 %iges SDS 10 ml
VE-H,0 ad 250 ml
SDS, 10 % SDS 254
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ddH;0 ad 250 ml
SDS-Ladepuffer, 4x Glycerin 150 pl (15 %)
10 %iges SDS 400 ul (4 %)
Mercaptoethanol 200 pul (20 %)
Sammelgelpuffer 250 pl (25 %)
2 %iges 40 pl
Bromphenolblau
Stripping-Losung 1 Glycin 0,59 (25 mM) 2
10 %iges SDS 25 ml
VE-H,0 ad 250 ml
Stripping-Lésung 2 NaOH 19 (100 mM)
10 %iges SDS 25 ml
VE-H0 ad 250 ml
TBS, 10 x Tris-base 24,2 g 7.4
NaCl 80¢
10 %iges HCI titrieren
VE-H;0 ad1L
TBST, 1x VE-H:0 1L
TBST, 10x 100 ml
Tween 20 1000 pl
Transferpuffer Glycin 99
Tris-base 199
VE-H0 ad 500 ml
Methanol 1/5 Zugabe vor
Benutzung
Trenngelpuffer, 4x Tris-base 90,99 8,8
10 %iges SDS 20 ml
VE-H,0 ad 500 ml

2.15 Kits

In der nachfolgenden Tabelle sind die in dieser Arbeit verwendeten Kits aufgefthrt.

Tabelle 5: Verwendete Kits

Bezeichnung

Hersteller

BCA Protein-Assay-Kit

Thermo Fisher Scientific

High-Capacity RNA-to-cDNA Kit

Thermo Fisher Scientific

L-Lactate Assay Kit, colorimetric

Abnova

NovaRed Peroxidase (HRP)
Substrate Kit

Vector Labs

QIlAshredder Qiagen
RNeasy Mini Kit Qiagen
SYBR Select Master Mix Thermo Fisher Scientific
TopTaq Master Mix Qiagen

Vectastain® ABC-Peroxidase Kits
mouse 1gG

Vector Laboratories

Vectastain® ABC-Peroxidase Kits
rabbit 1gG

Vector Laboratories
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VECTOR® NovaRED™ Peroxidase (HRP) Substrate

Kit

Vector Laboratories

2.1.6 Antikorper

In den zwei folgenden Tabellen sind die verwendeten Primar- und Sekundarantikdrper

aufgefiihrt.

Tabelle 6: Primérantikorper

Primarantikorper Spezies Verdiunnug Hersteller
Alexa Fluor® 488 Mouse Maus 1:200 BD Biosciences
anti-E-Cadherin
Anti-EGLN2(PHD-1) antibody Hase 1:1000 in 2% Sigma-Aldrich
BSA/TBST
B-Actin (8H10D10) Mouse Maus 1:10000 in5%  Cell Signaling
mAb MTBST Technology®
CAZ9 Polyclonal Antibody Hase 1:2500 in 2% proteintech™
BSA/TBST
GLUT1/SLC2ALl (C-term) Hase 1:1000 in 2% Acris Antibodies
antibody BSA/TBST GmbH
HIF-1a (C-Term) Polyclonal Hase 1:200 in 2% Cayman Chemical
Antibody BSA/TBST
(IHC)
Hydroxy-HIF-1a (Pro564) Hase 1:600 in 2% Cell Signaling
(D43B5) XP® Rabbit mAb BSA/TBST Technology®
LDHA (C4B5) Rabbit mAb Hase 1:1200 in 2% Cell Signaling
BSA/TBST Technology®
Monoclonal Anti-g-Tubulin Maus 1:10000 in 5%  Sigma-Aldrich
antibody, clone TUB 2.1 MTBST
Monoclonal Antibody to Maus 1:1000 (WB) Acris Antibodies
GLUT1/SLCA1 (C-term) - 1:300 (IHC) GmbH
Purified
PHD-2/EgInl Antibody Hase 1:1000 in 2% Cell Signaling
BSA/TBST Technology®
Purified Mouse Anti-p- Maus 1:2000 (WB) BD Biosciences
Catenin, Clone 14/Beta-
Catenin (RUO)
Purified Mouse Anti-Human Maus 1:600 in 2% BD Biosciences
HIF-1a, BSA/TBST
Clone 54/HIF-10 (RUO)
Tabelle 7: Sekundarantikorper
Sekundarantikorper Spezies  Verdinnung Hersteller
Anti-mouse 1gG, Pferd 1:1000 in 0,5% BSA/TBST Cell Signaling

HRP-linked Antibody

Technology®
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Anti-mouse 1gG Schaf 1:600 in 1% BSA/TBST (Histo)  Sigma-Aldrich
(whole molecule)

Cy3 conjugate

Anti-rabbit 1gG, Ziege 1:1000 in 0,5% BSA/TBST Cell Signaling
HRP-linked Antibody Technology®

Anti-Rabbit 1gG Ziege 1:600 in 1% BSA/TBST (Histo)  Sigma-Aldrich

(whole molecule)-
FITC antibody

2.1.7 Marker

Den im Folgenden aufgefiihrten Tabellen sind die verwendeten Marker zu entnehmen.

Tabelle 8: Proteinstandard fiir Western Blot

Bezeichnung Hersteller

ColorPlus Prestained Protein Marker, New England BioLabs Inc.

Broad Range (7-175 kDa)

Color Prestained Protein Standard, New England BioLabs Inc.

Broad Range (11-245 kDa)

Die Auftragsmenge betragt 16 pl und setzt sich wie folgt zusammen: 5 pl ColorPlus

Prestained Protein Marker, 7 pl des jeweiligen Zelllysepuffers (hier ,Lidmmli-

Lysepuffer) und 4 ul 4x SDS-Ladepuffer.

Tabelle 9: DNA-Standard fur DNA-Gelelektrophorese

Bezeichnung Hersteller

Low Molecular Weight DNA ladder New England BioLabs Inc.
(25-766 bp)

2.1.8 Primer

In der folgenden Tabelle sind die in dieser Arbeit verwendeten Primer aufgefuhrt.

Tabelle 10: Primer

Primer Sequenz (5°- 3") Schmelz- Hersteller
temperatur
Hifla_a fwd_qRT TCTGGGTTGAAACTCAAGCAACTG 68,3°C Sigma-
Hifla a rev qRT CAACCGGTTTAAGGACACATTCTG 67,2°C Aldrich
GLUT1 a fwd qRT  ACTGGGCAAGTCCTTTGAGAT 63,8°C Sigma-
GLUTL a rev gRT GTCCTTGTTGCCCATGATGGA 69,2°C Aldrich
HPRT_fwd CACTGGCAAAACAATGCAGACT 66,2°C Sigma-
HPRT rev GTCTGGCTTATATCCAACACTTCGT 65,1°C Aldrich
PO_fwd_RT TCGACAATGGCAGCATCTAC 57,3°C eurofins
PO_rev_RT ATCCGTCTCCACAGACAAGG 59,4°C mwg
operon
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HPV16_E7 fwd RT CAGCTCAGAGGAGGAGGATG 61,4°C eurofins
HPV16_E7 rev_RT GCACAACCGAAGCGTAGAGT 59,4°C mwg
operon
HPV16_E6 fwd RT  AGCGACCCAGAAAGTTACCA 57,3°C eurofins
HPV16_E6 rev_RT GCATAAATCCCGAAAAGCAA 53,2°C mwg
operon
HPV16_E6*1_fwd_RT ACTGCGACGTGAGTATTAACTGTC 63,2°C Sigma-
HPV16_E6*l_rev_ RT CTTGATGATCTGCAACAAGACATACAT 65,9°C Aldrich
CDH1_Ecad_fwd AATCCCACCACGTACAAGGG 65,7°C Sigma-
CDH1_Ecad_rev GGTATTGGGGGCATCAGCAT 67,9°C Aldrich
MykoO1 fwd GGGACGAAACAGGATTAGATACCT 63,0°C eurofins
MykoO1 rev TGCACCATCTGTCACTCCGTTAACCTC 66,5°C mwyg
operon
GP5+ TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC 55,3°C eurofins
GP6+ GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC 51,5°C mwg
operon
GAPDH_01_fwd AATGGAAATCCCATCACC 51,4°C eurofins
GAPDH_01 rev CAGCCTTGGCAGCGCCAG 62,8°C mwg
operon

2.1.9 HNSCC-Zelllinien
Fur die vorliegende Untersuchung wurden sechs adhérente als Monolayer wachsende

HNSCC-Zelllinien verwendet (siehe Tabelle 11).

Tabelle 11: Eigenschaften der in dieser Arbeit verwendeten HNSCC-Zelllinien

Zelllinie HPV TNM Herkunft Alter/ Primértherapie
Geschlecht

UM-SCC-6 HPV- T2NOMO!  Zunge! 37/M? unbehandelt!
negativ Back of tongue

UT-SCC-33 HPV- T2NOMO* Mundhohlet 86/W* unbehandelt!
negativ Gingiva of mandible

93-VU-147T HPVi-  T4N2? Mundhohle? 58/M?
pOSitiV Floor of the mouth

UM-SCC-47 HPVi-  T3NIMO! Mundhohle/ 53/M 1t
positiv Zunge!

Lateral tongue

UPCI:SCC-90 HPVie-  T2NO? Zungengrund?® 46/M 3

positiv
UPCI:SCC- HPV16- Hypopharynx® 473
152 positiv

1: aus Lansford CD GR et al. 1999; 2: aus Steenbergen RD et al. 1995; : aus White et al.

2007
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Kultivieren

Die Zelllinien wurden in RPMI-Vollmedium bei 37°C und 5% CO in wassergesattigter
Atmosphére (Standard Kulturbedingungen) unter normoxischen (21% O2), sowie
hypoxischen Bedingungen (1% O fir 24 h in der Hypoxiekammer) kultiviert.

2.2.1.2 Passagieren
Erreichen die Zelllinien eine Konfluenz von ca. 70-80 % erfolgt das Passagieren der

Zellen. Dafur wird das Medium abgesaugt und die Zellen werden mit 1x PBS
gewaschen. Im Anschluss wird auf 37°C erwarmtes Trypsin/EDTA hinzugegeben. Die
Menge richtet sich nach der Grolie des Kulturgefalies (ca. 1 ml Trypsin/EDTA pro 20
cm?). Bei Verwendung einer T75 Kulturflasche wurden 3 ml Trypsin/EDTA
hinzugegeben. Die Zellen werden bis zum Ldsen im Inkubator (bei 37°C) aufbewahrt
(Inkubationsdauer ca. 5 bis 15 min, je nach Zelllinie). Die proteolytische Eigenschaft
des Trypsins fihrt zur Spaltung der Zell-Zell- und Zell-Oberflachen-Verbindungen.
Nachdem die Zellen sich gelost haben, wird die enzymatische Reaktion durch die
Zugabe von Zellkulturmedium abgestoppt, da nach langerer Inkubationszeit ein
toxischer Effekt auftreten konnte. Zum Abstoppen werden bei einer T75 Kulturflasche 5
ml Zellkulturmedium verwendet. Anschlielend wird die Zellsuspension in ein 15 ml
Reaktionsgefal uberfihrt und fur 3 min bei 1100 rpm (Eppendorf 5810R-Zentrifuge) im
Ausschwingrotor (Swing-bucket rotor A-4-81) zentrifugiert. Anschliefend wird der
Uberstand verworfen und das so entstandene Zellpellet durch resuspendieren in
Zellkulturmedium vereinzelt. Die Zellzahl wird mit einer Neubauerzdhlkammer
ermittelt und (s.u. 2.2.1.3 Zellzahlbestimmung) kann nun zur weiteren Kultivierung auf
eine neue T75 Zellkulturflasche (Inhalt ca. 14 ml Zellkulturmedium) gegeben werden

oder wird entsprechend fiir weiterfihrende Experimente genutzt.

2.2.1.3 Zellzahlbestimmung
Um die Zellzahl zu bestimmen, werden die Zellen zuné&chst, wie zuvor beschrieben (s.o.

2.2.1.2 Passagieren der Zellen), trypsiniert und zentrifugiert. Der Uberstand wird
verworfen, das so entstandene Zellpellet in 1 ml (entsprechend der GroRie die Pellets
ggf. anpassen) Zellkulturmedium aufgenommen und die Zellen durch resuspendieren
vereinzelt. AnschlieBend wird ein Teil der Zellsuspension entnommen und erneut 1:10

in der entsprechenden Menge Zellkulturmedium verdinnt. Zur Bestimmung der
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Zellzahl werden 10 pl der Verdinnung entnommen und zum Z&hlen in die Z&hlkammer
gegeben. Es werden vier GroRquadrate ausgezahlt und so die Zellzahl pro 1 ml
bestimmt. Hierzu wird folgende Formel verwendet: Zellzahl / 4 (Anzahl der
GroRquadrate) * 10 (Verdinnungsfaktor) * 10000 (Volumen der Zahlkammer).

2.2.1.4 Kryo-Konservieren (Gefrierdauerkulturen)
Fur das Kryo-Konservieren der Zellen werden diese, wie zuvor beschrieben, trypsiniert,

zentrifugiert und die Zellzahl mittels Neubauer Z&hlkammer bestimmt (s.0. 2.2.1.2
Passagieren und 2.2.1.3 Zellzahlbestimmung). AnschlieRend wird die Zellsuspension
erneut zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Zellpellet in Einfriermedium
(gekdihlt auf 4°C) aufgenommen. Je Kryoréhrchen sollte die Zellzahl zwischen ca. 1,5 —
2 x 10° Zellen/ml betragen. Die genaue Zellzahl pro Kryoréhrchen richtet sich nach den
Wachstumseigenschaften der jeweiligen Zelllinie. Jedes Rohrchen wird mit 1 ml der
Suspension befillt, zunédchst in einem Einfrierbehélter (Mr. Frosty) bei -80°C (Uber
Nacht; Kihlrate 1°C pro Std.) eingefroren und anschlieBend zwecks Lagerung in

fliissigem Stickstoff aufbewabhrt.

2.2.1.5 Auftauen
Zum Auftauen der Kryo-Konservierung werden die Rohrchen zunéchst aus dem

flussigen Stickstoff entnommen und in lauwarmem Wasser aufgetaut. Der Prozess des
Auftauens sollte dann gestoppt werden, wenn noch ein kleiner Kern der Zellsuspension
gefroren ist. Zu diesem Zeitpunkt sollte die Zellsuspension aufgenommen und in ein mit
5 ml Zellkulturmedium (4°C) befiilltes 15 ml Reaktionsgefal (berfiihrt werden. Die
Zellen werden anschlieBend zentrifugiert (s.0. 2.2.1.2 Passagieren und 2.2.1.3
Zellzahlbestimmung), der Uberstand wird verworfen, das Zellpellet in maximal 1 ml
vorgewarmten Zellkulturmedium (37°C) aufgenommen und in eine entsprechend

vorbereitete Zellkulturflasche Uberfihrt.

2.2.1.6 Durchfihrung und Hintergrund der HPV-PCR
Um in den verwendeten Zelllinien HPV-DNA nachzuweisen, wurde eine hierfir

spezifische PCR durchgefiihrt. Bei der HPV-PCR werden spezifische Teile des viralen
Genoms mit Hilfe der Primer GP5+ und GP6+ amplifiziert und bilden ein Produkt von
141 Basenpaaren. Das Produkt kann anschlieend mittels einer Gelelektrophorese
dargestellt werden. Hierfiir werden je Zelllinie circa 1 x 10° Zellen in PBS
aufgenommen und fur 8 min bei 95°C inkubiert. AnschlieBend werden die Zellen bei

einer Amplitude von 50 fur 5 Sek. sonifiziert und abschlieBend 5 Sek. bei
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Raumtemperatur zentrifugiert (13000 rpm / Heraeus Fresco). 1,5 pl der Lésung werden
nun als Substrat (Probe) in einem Gesamtvolumen von 15 pl eingesetzt (siehe Tabelle
12).

Tabelle 12: Pipettierschema der HPV-PCR

Reagenz Volumen [ul]
HPLC-H,O 5,2
Primermix (GP5+/GP6+) 0,8
Mastermix (TopTaq) 7,5
Probe 1,5

Als Kontrollen werden 1,5 pl HPLC-H20 (Negativkontrolle) sowie 1,5 ul DNA-L6sung
einer HPV-positiven Zelllinie (Positivkontrolle) verwendet. Fir die HPV-PCR wird das
folgende Programm verwendet (siehe Tabelle 13):

Tabelle 13: Programm der HPV-PCR

Schritt Temperatur [°C]  Zeit Zyklenzahl
Initiale 94 3 min 1
Denaturierung

Denaturierung 94 30 Sek. 35
Primerhybridisierung 45 40 Sek. 35
Elongation 72 1 min 35

Finale Elongation 72 10 min 1
Abkihlung 12 halten 0

2.2.1.7 Polyacrylamid-DNA-Gelelektrophorese
Um die PCR-Produkte zu identifizieren, wird eine Gelelektrophorese durchgefiihrt. Bei

der Gelelektrophorese werden die Proben entsprechend ihrer Lange elektrophoretisch
aufgetrennt. Es wurden 10%ige Polyacrylamidgele angefertigt (siehe Tabelle 14) und
die Proben wie folgt pipettiert:

Tabelle 14: Pipettierschema Polyacrylamid-DNA-Gelelektrophorese

Reagenz Volumen
APS (6 %) 16 pl
ddH20 14,4 ml
PAA (40 %) 5ml

50 x TAE-Puffer 400 pl
TEMED 16 pl
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10 pl der Proben wurden jeweils mit 2 pl 6x Gel Loading Dye Blue gemischt und auf
das Gel aufgetragen. Zur Bestimmung der relativen Mobilitat wurde als Standard der
Low-Molecular-Weight-DNA-Ladder gewahlt. Der Lauf wurde bei 150 V fur 45 min
durchgefuhrt. Anschlielend erfolgt eine Midori Green Farbung (20 min) zur
Visualisierung der Banden. Eine Dokumentation der Ergebnisse wurde mittels des
ChemiDoc unter UV-Licht durchgefiihrt.

2.2.2 Induktion des Hypoxiesignalwegs
Die Zelllinien wurden im RPMI-Vollmedium (s. 2.1.2) kultiviert und bei 37°C und

einer Gasatmosphére von 5% CO> unter normoxischen (21% O2) oder hypoxischen
Bedingungen (Hypoxiekammer, 1% O, fir 24 Stunden) kultiviert. Die chemische
Induktion der Hypoxie erfolgte durch Zugabe von 150 uM DFO (s. 2.1.2) fur 1-48
Stunden (Zeitreihenexperiment). DFO ist ein Hypoxie-Mimetikum, das zur
Stabilisierung des Hypoxia Inducible Factor 1 (HIF-1) eingesetzt wird. DFO stabilisiert
HIF-1 durch die Hemmung der PHDs, die HIF-1 fur gewoéhnlich fir den Abbau
markieren. Der Mechanismus, der durch DFO initiierten Inhibition, basiert auf der
Chelatbildung von Fe?*, dass an PHD gebunden ist und fir die enzymatische Aktivitat

benotigt wird.

2.2.2.1 Erstellen von HNSCC-Zelllysaten
Zur Erstellung von Zellextrakten, wird eine definierte Zellzahl auf 3,5 cm oder 6 cm

Petrischalen, je nach Versuchsaufbau, ausgesat und bei 37°C unter entsprechenden
Versuchsbedingungen in Zellkulturmedium kultiviert. Nach Erreichen der gewiinschten
Konfluenz (ca. 70-80 %) bzw. dem Versuchsende werden die Zellen 1mal mit 1x PBS
gewaschen. Es erfolgt die Zugabe von einer definierten Menge (5 pl pro cm?) des
Lysepuffers und das Abschaben der Zellen mit Hilfe eines Plastikschabers (Zellscraper)
von der Oberflache der Petrischale. Das so entstandene Lysat wird in ein 1,5 ml Safe
Lock Protein-low bind Reaktionsgefal tberfiihrt, anschlielend sonifiziert (Amplitude
100%, Zyklus 0,5, 15 Sek. bei RT) und ggf. bis zur Versuchsdurchfiihrung gelagert (-
20°C).

2.2.2.2 Durchftihrung und Hintergrund des BCA-Assay
Zur Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration wird ein BCA - (Bicinchoninic Acid)

Assay durchgeflihrt. Dieser dient der photometrischen Bestimmung des
Gesamtproteingehalts in einem Konzentrationsbereich zwischen 0,5 pg - 1,5 mg pro ml.

In dieser Reaktion reagieren zweiwertige Kupferionen quantitativ mit dem Protein zu
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einwertigen Kupferionen. In Verbindung mit der Bicinchoninsdure ergeben diese einen
violetten Farbstoff. Die photometrische Auswertung der Absorption erfolgt bei einer

Wellenlange von 562 nm.

Fur die Durchfiihrung des BCA-Assay wird zunéchst der Standard zur Erstellung einer

Eichgeraden wie folgt pipettiert (siehe Tabelle 15):

Tabelle 15: Pipettierschema Eichgerade BCA-Assay

Konzentrationsreihe [ug/ml] Lysepuffer [ul] BSA (in H20) [ul]
2000 80 20 aus 10 mg/ml-BSA-Stock
1000 180 20 aus 10 mg/ml-BSA-Stock
500 100 100 aus 1000 pg/ml

250 100 100 aus 500 pg/ml

125 100 100 aus 250 pg/ml

62,5 100 100 aus 125 pg/ml

0 100 -

AnschlieBend werden je 25ul des Standards beginnend bei der Konzentration 0 pg/ml
im Doppelwert in eine 96-well Platte aufgetragen. Folgend wird die Probe mit
Lysepuffer 1:10 verdunnt und ebenfalls 25 ul pro well im Doppelwert aufgetragen und
je 200ul der zuvor gemischten BCA-Reagenz (50 Teile Pierce® BCA Protein Assay
Reagenz A: Bicinchoninsaure und 1 Teil Pierce® BCA Protein Assay Reagenz B:
Kupfersulfat) in jedes well pipettiert. Es folgt eine Inkubationszeit von 20-30 min bei
einer Temperatur von 37°C und die anschlieBende Messung im Platten-
Spektralphotometer (Nanoguant, Infinite M200pro) bei einer Wellenlange von 562 nm.
Die Auswertung der Messung und die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgt mit
Hilfe des Programms Excel.

2.2.2.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

2.2.2.3.1 Probenvorbereitung

Fur die Gelelektrophorese wird eine Probenmenge mit entsprechend 30 pg bzw. 40 ug
Protein, je nach Versuchsaufbau, eingesetzt. Die Proben werden vor Beginn zunéchst
zentrifugiert (21100g fir 10 min bei 20°C) und anschliefend mit 4 pl 4x SDS-
Ladepuffer (Endkonzentration 1 x) sowie Lammli-Puffer (1 Xx) gemischt. Die
einzusetzende Menge des L&mmli-Puffers richtet sich nach der verwendeten

Probenmenge der jeweiligen Proteinsuspension plus der 4 pl 4 x SDS-Ladepuffer, so
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dass immer ein Gesamtvolumen von 16 pl entsteht. AnschlieBend an das Mischen
werden die Proben kurz anzentrifugiert und dann fur 5 min bei 95°C schittelnd
inkubiert, kurz auf Eis gestellt, erneut anzentrifugiert und dann auf das

Polyacrylamidgel aufgetragen.

2.2.2.3.2 Hintergrund und Durchfiihrung SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) dient der Auftrennung der

Proteine entsprechend ihrer Grolie. Das vertikale Gel ist aufgeteilt in ein Sammelgel
und ein Trenngel. Die mit SDS versetzten und somit negativ geladenen monomeren (f3-
Mercaptoethanol reduziert die Disulfidbriicken) und gestreckten Peptidketten wandern
im elektrischen Feld Richtung Anode. Die SDS-PAGE wurde in dieser Arbeit mit Hilfe
des BioRad Mini-Protean Tetra Cell System durchgefihrt. Daflir werden die
Apparaturen entsprechend den Herstellerangaben aufgebaut und das Trenn- bzw.

Sammelgel gegossen. Begonnen wird mit dem Trenngel (siehe Tabelle 16).

Tabelle 16: Trenngel, 12 %

Reagenz Volumen
APS (6 %) 160 pl
ddH20 9,8 ml
PAA (40 %) 6 ml
TEMED 16 pl

4 x Trenngelpuffer 5ml

Das Gel wird zwischen die daftr vorgesehenen Glasplatten pipettiert und mit Ethanol
(100 %) berschichtet. Nach ca. 30 min ist das Gel auspolimerisiert. Das Ethanol wird
abgegossen und Ruckstande mit einem Filterpapier vorsichtig entfernt. Anschliellend
wird das Sammelgel entsprechend gemischt (siehe Tabelle 17).

Tabelle 17: Sammelgel, 4 %

Reagenz VVolumen
APS (6 %) 115 pl
ddH20 6,4 ml
PAA (40 %) 1 ml
TEMED 15 ul

4 x Sammelgelpuffer 2,5ml

Das Sammelgel wird luftblasenfrei auf das Trenngel pipettiert. Der Kamm (ggf. vorher

mit APS befeuchtet) wird sofort gesetzt. Erneut lasst man das Gel ca. 30 min
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auspolymerisieren. Ist das Gel vollstdndig auspolymerisiert wird es in die
Elektrophoresekammer eingespannt, mit 1 x L&mmli-Puffer bis zur Markierung und
zwischen den Platten Ubergossen. Der Kamm wird entfernt und die entsprechenden
Proben mit der Pipette in die Taschen pipettiert. Der Gellauf, zur Auftrennung der
Proteine, erfolgt bei ca. 150 V flr ungefahr 70 min (je nach Geschwindigkeit) bis die
Proben den Rand des Gels erreicht haben.

2.2.3 Western Blot mit HNSCC-Zelllysaten

2.2.3.1.1 Immundetektion & ,,Strippen* der Membran:

Das Semi-Dry-Elektroblot-Verfahren wird genutzt, um die Uber die SDS-PAGE
aufgetrennten Proteine auf eine Nitrocellulosemembran zu transferieren. Ben6tigt
werden hierfur zwei Whatmanpapiere und eine Nitrocellulosemembran in der GroRe
eines Trenngels. Die Papiere und die Membran werden zuvor ungefahr 5 min in einem
methanolhaltigen Transferpuffer (siehe Tabelle 4) inkubiert. Der Aufbau zum Blotten
ist wie folgt: Anode — Whatmanpapier, Membran, Trenngel, Whatmanpapier — Kathode.
Luftblasen sollten vermieden oder durch vorsichtiges ,,Herausrollen® mit einer
Glaspipette beseitigt werden, um einen gleichméafiiigen Proteintransfer zu gewahrleisten.
Das Blotten erfolgt bei 1,5 mA/cm? oder 10 V fiir 50 min. Zwecks Uberpriifung eines
erfolgreichen Proteintransfers, wird die Membran mit Ponceau-rot-Féarbeldsung
(Inkubation 5-10 min) gefarbt, mit VE-H20 gewaschen und im ChemiDoc™ XRS+
Imager visualisiert. Das anschliefende Entfernen der Farbung erfolgt mit VE-H0,
welches mit 0,5 M NaOH versetzt wurde. Es erfolgt anschlieend nochmals ein
Waschschritt mit VE- H20 und die Inkubation in 5 % Milchpulver in TBST (MTBST)
fir 60 min bei RT, um unspezifische Proteinbindestellen zu vermeiden. Zur Detektion
der spezifischen Proteine wird die Membran mit einer spezifischen Antikdrper-Losung
(siehe 2.2.3.1.2 Durchfuhrung des Western Blot mit HNSCC-Zelllysaten) inkubiert. Es
folgt hierzu ein Waschschritt (1 x 5 min TBST, 2 x 5 min TBS), wenn der Antikorper in
BSA verdinnt wird. Die Bindung des antigenspezifischen, unmarkierten Primar-
Antikorpers erfolgt (mit Ausnahme B-Tubulin/p-Actin, Inkubation in 5% MTBST fur 1-
2 h) ii.N. bei 4°C auf einem ,, Taumelroller*. Es folgt ein Waschschritt (1 x 5 min TBST,
2 X 5 min TBS) und die Inkubation mit den entsprechenden HRP-konjugierten
sekundaren Antikorpern (siehe Tabelle 18) fir ca. 1 h bei RT unter Schutteln. Man
spricht hier von einer indirekten Markierung, da der sekundare markierte Antikorper an

den konstanten Teil des an das Protein gebundenen Primdrantikorpers bindet [52].
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Tabelle 18: Sekundar-Antikorper Western Blot

Sekundéar-Antikorper Verdunnung
Anti-mouse 1gG-HRP 1:6000 in 0,5 % BSA-TBST
Anti-rabbit 1lgG-HRP 1:6000in 0,5 % BSA-TBST

Es folgt ein Waschschritt (1 x 5 min TBST, 2 x 5 min TBS). Die Markerbanden kdnnen
anschlieBend mit einem Leuchtstift (Diversivied Biotech) markiert werden. Je nach
verwendetem Antikorper wird als Substrat zur Entwicklung entweder das BioRad-
Substrat oder die Immobilon Western Reagenz verwendet. Die Substrate werden jeweils
im Mischverhéltnis 1:1 pipettiert und gleichméafig auf der Membran verteilt und nach
entsprechender Inkubationszeit wurden die Proteinbanden im ChemiDoc™ XRS+
Imager visualisiert. Um die Western-Blot-Membran einer weiteren Detektion mit einem
anderen Antikorper zu unterziehen, wird diese dem sog. ,,Strippen unterzogen. Das
,»Strippen der Membran dient dazu, die auf der Membran gebundenen Antikorper zu
I6sen und ermdglicht so einen erneuten Proteinnachweis mit einem anderen Antikorper
[52]. Die Membran wird hierzu kurz in TBST gewaschen und dann in ,,Stripping-
Losung I inkubiert (15 min). Erneut kurz in TBST gewaschen und mit ,,Stripping-
Losung I1* inkubiert (15 min). Der Nachweis eines weiteren Proteins kann dann wie

zuvor beschrieben durchgefihrt werden.

2.2.3.1.2 Durchflihrung des Western Blot mit HNSCC-Zelllysaten:
Zellextrakte wurden nach einmaligem Waschen der Zellen (mit 1x PBS) mittels

Lysepuffer (ImM Tris/HCI pH 7.5, 2 % SDS, 2mM EDTA, 20mM NaF) generiert,
anschlieBend sonifiziert (100%, cycle 0,5) und zentrifugiert (21100xG fir 10 min bei
20°C). Die Proteinkonzentration wurde mittels Pierce™ BCA Protein Assay Kit
bestimmt und es wurden 30 der 40 pg Protein auf 10 % und 12 % Polyacrylamid-SDS-
Gelen separiert und auf Nitrocellulose Membranen transferiert. Priméarantikorper gegen
HIF-1a (1/600 verdiinnt in 2 % BSA/TBST), die hydroxylierte Form von HIF-1a (1/600
verdinnt in 2 % BSA/TBST), PHD2/EGLN1 (1/1000 verdunnt in 2 % BSA/TBST)
wurden benutzt und mit dem entsprechenden respektiv HRP-konjugierten sekundaren
Antikorper detektiert/inkubiert. Immun-Star™ WesternC™ Chemilumineszenzsubstrat
wurde zur Visualisierung der Proteinbanden in einem ChemiDoc™ XRS+ Imager
benutzt. Zur Ermittlung des Molekulargewichts der Proteinbanden wurde der
ColorPlus™ Prestained protein marker (Spektrum 7-175 kDa) benutzt. Die
Proteinexpression wurde fir jeden Blot (jeweils n=3) quantifiziert und auf das B-
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Tubulin oder B-Actin Signal normiert (monoclonal anti-B-tubulin antibody clone TUB
2.1; 1/10000 verdinnt in 5 % Milch/TBST; B-Actin (8H10D10) Mouse mAb; 1/10000
verdunnt in 5 % Milch/TBST).

2.2.4 Proteasom und PHD Inhibition
Untersuchung der hydroxylierten Form von HIF-1a nach Inhibition der PHDs mit

Dimethyloxalylglycine (DMOG) (1.5 mM) und blocken der proteasomalen
Degradierung des Proteins mit MG-132 (40 puM): Hierzu wurden die Zellen in 3,5 cm
Petrischalen ausgesat und inkubiert bis diese eine Konfluenz von 60-70 % erreichten.
Nach einem Wechsel des Zellkulturmediums wurden die Zellen fir 10 Stunden (h) mit
dem Membran-permeablen Proteasominhibitor MG-132 und oder dem PHD-Inhibitor
DMOG (beide von Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) kultiviert. Die Proteinextraktion
und der Western Blot erfolgten wie zuvor beschrieben. Unbehandelte Zellen wurden

jeweils als Kontrolle verwendet.

2.2.5 Immunfluoreszenzfarbung an fixierten HNSCC-Zelllinien
Die Zellen wurden auf Deckglaschen ausgesat und inkubiert bis sie eine Konfluenz von

nahezu 80 % erreicht haben. Es erfolgte eine Behandlung mit und ohne DFO (150 uM
fur 6 bis 48 h). Die Zellen wurden anschlieBend mit 4 % Formaldehyd (FA) fixiert
(15min RT) und 3x mit PBS/100mM Glycin gewaschen. Nun wurden die Deckglaschen
mit Priméarantikérpern gegen HIF-1a (clone 54 1/150 verdinnt in 1 % BSA/TBST)
behandelt. Ein Anti-mouse 1gG (whole molecule) F(ab’)2 fragment—Cy3 Antikorper
(1/800 verdinnt in 1 % BSA/TBST) wurde benutzt, um den Primérantikorper zu
visualisieren. Um das Transmembran-Glykoprotein E-Cadherin anzuférben, wurde ein
Alexa Fluor® 488 Mouse konjugierter anti-E-cadherin Antikdrper benutzt (1/150
verdunnt in 1 % BSA/TBST). Die Kernfarbung erfolgte mittels Roti®-Mount FluorCare
DAPI. Die Evaluierung der Immunfluoreszenz-Farbungen wurde mit Hilfe des
Mikroskops Leica DM2500, der DFC425C Kamera und dem dazugehdérigen Programm
Leica Application Suite X (LAS X) durchgefihrt.

2.2.6  Immunohistochemie an FFPE-Schnitten

2.2.6.1 Verwendete Gewebeproben & Auswahl des Patientenkollektivs
Fur die Immunhistochemischen Farbungen wurden retrospektive Patientenproben

verwendet. Es handelt sich um Gewebeproben, die am Klinikum fur HNO-Heilkunde
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des Universitatsklinikums GielRen entnommen wurden. Die Gewebeproben stammen
aus chirurgischen Eingriffen mit dem Zweck der Entfernung von Kopf-Hals-Tumoren.
Das entnommene Gewebe wurde mittels Formalin fixiert und abschlieBend in Paraffin
eingebettet (FFPE). In der Pathologie des Universitatsklinikums GieRen wurden die
Proben diagnostischen Untersuchungen unterzogen. Es handelt sich demnach um
routinemaRige Proben, die zur Diagnosesicherung bei Tumor-OPs anfallen und fur die
nach der Untersuchung durch die Pathologie keine Verwendung mehr besteht.
Basierend auf einer Einverstandniserklarung des Patienten wurden die Proben nach
abschlieRender Diagnostik und Archivierung zu Zwecken der Forschung freigegeben.
Hierzu liegt ein positives Votum der Ethikkommission vor (siehe Aktenzeichen:
151/11, 296/11 & 137/16). Einige der Patienten wurden zum Zweck der Diagnostik
einer Fluoro-2-desoxy-D-glucose Positronenemissionstomographie (FDG-PET/CT)
Untersuchung unterzogen. Diese liefert funktionelle Informationen Uber die
Stoffwechselaktivitat eines Tumors. FDG wird hierbei als radioaktives Nukleotid zur
onkologischen Bildgebung verwendet. Maligne Tumoren gehen héufig mit einer
Erhéhung des Glukosemetabolismus einher. Dies spiegelt sich in einer vermehrten

FDG Metabolisierung in diesen Tumoren wider [43].

2.2.6.2 Zusammensetzung des Patientenkollektivs
In das Kollektiv wurden Patienten mit OPSCC der TumorgréRe T1 bis T4 einbezogen

(n=121). Die Gruppe wurde weiter unterteilt in HPV-getriebene (n=49, davon erhielten
29 Patienten ein PET-CT) und HPV-negative OPSCC (n=72, davon erhielten 52
Patienten ein PET-CT) Entitat unter Berticksichtigung eines eindeutig positiven (n=43)
bzw. negativen (n=63) p16 Status (siehe Abb. 4). Diese Patientenfélle wurden weiter
unterteilt nach nodulérer Metastasierung in NO (nicht noduldr metastasiert,) und N+
(noduléar metastasiert). Die HPV-positive Gruppe umfasst 10 Patienten mit NO Status
und 33 Patienten mit N+ Status. Die HPV-negative Patientengruppe ist unterteilt in 22
Patienten mit NO Status und 41 Patienten mit N+ Status.
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HPV+ P16+
n=49 n=43
PET-CT=29 N+=33/N0=10

Gesamt
n=121

HPV- P16-
n=72 n=63
PET-CT=52 N+=41/N0=22

Abbildung 4: Zusammensetzung des Patientenkollektivs.

2.2.6.3 18F-FDG PET/CT-Bildgebung und Analyse
Die Bildgebung erfolgte mit einem Siemens Biograph 6 PET/CT-Scanner (Siemens,

Forchheim, Deutschland) in der Nuklearmedizin durch zwei Nuklearmediziner. Nach
einer minimalen Fastenzeit von 6 h und einem Blutzuckerspiegel von weniger als 140
mg/dl erhielten die Patienten eine gewichtsangepasste intravendse Injektion von 3-3,5
MBg/kg 18F-FDG. 18F-FDG wurde mit einem Zyklotron bei AAA (Advanced
Accelerator Applications Germany GmbH) hergestellt. Die Patienten erhielten 1 mi/kg
nichtionisches intraventses Kontrastmittel; das Kontrastmittel wurde mit einer Rate von
2-3 ml/s i.v. infundiert. Die PET-Scans wurden im dreidimensionalen (3D) Modus mit
einer Erfassungszeit von 3 min flr jede Bettposition aufgenommen. Die Bilder wurden
mit dem echten X-Algorithmus rekonstruiert (4 iterative Schritte, 8 Teilmengen, 168
Matrix, GauBscher Filter). Zwei Nuklearmediziner analysierten die Bilder mit Hilfe
eines multimodalen Arbeitsplatzes (Siemens). Die relevanten bildgebenden Parameter,
die im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden, waren das maximale und mittlere
standardisierte Aufnahmevolumen (SUVmax, SUVmean) von 18F-Fluordesoxyglucose
in einer Region of Interest (ROI) sowie die Gesamt-L&sion-Glykolyse (TLG). SUVmax
stellt dabei nur den aktivsten Teil des Tumors dar und spiegelt nicht das Tumorvolumen
wider, sondern ist ein reproduzierbarer und leicht zu bestimmender Parameter. Der
SUVmean hingegen kann durch interindividuelle Analysen variieren und durch den
Partial-Volume Effect [80] beeinflusst werden. TLG wird durch Multiplikation von
MTV (Summe des Volumens der Voxel mit SUV uber einem Schwellenwert von 50 %

des SUVmax in einem ROI) und SUVmean erhalten und ist somit ein Marker, der
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sowohl die Grolke des Tumors als auch seine Aktivitat beriicksichtigt. Die PET/CT-
Lymphknotenbefunde und ihre SUVmax-Werte wurden den Halsbereichen im rechten
und linken Hals zugeordnet und in einem Bewertungsblatt dokumentiert, das

topographisch nach der Nomenklatur der Halsdissektion definiert ist.

2.2.6.4 Immunhistochemische Farbung
Gewebeproben wurden zunachst auf das Vorhandensein von Tumorgewebe gepriift. Zu

diesem Zweck erfolgte ein Abgleich mit Hadmatoxylin-Eosin (HE) gefarbten Schnitten.
Die HE- Farbung dient in der Pathologie als Ubersichtsfarbung.

2.2.6.5 Anfertigung der FFPE-Schnitte
Es wurden 2,5 pm Schnitte mit Hilfe eines Schlittenmikrotoms (Leica) angefertigt. Die

Schnitte wurden auf Objekttrdger (Fa. Menzel, Superfrost Plus) aufgebracht und im
Trockenschrank getrocknet (U.N. bei 37°C).

2.2.6.6 Durchfiihrung der Farbung
Zu Beginn der Farbung werden die Schnitte entparaffiniert und rehydriert. Dies dient

der Entfernung des Einbettungsmediums. Dazu werden die Schnitte einer absteigenden
Alkoholreihe unterzogen:

- 2x Xylol fir je 10 min

- 2x Ethanol 100 % fur je 5 min
- 2x Ethanol 96 % fur je 5 min
- 1x Ethanol 70 % fur 5 min

- Kurzin VE-H0

AnschlieBend werden die Schnitte zur warmeinduzierten Antigen-Demaskierung in die
Target Retrieval Losung (DAKO pH 6, 45 min, im Dampfgarer) gegeben und wie folgt

weiter verfahren:

- 30 Minuten bei RT stehen lassen

- 5 Minuten in 1:1 Mischung aus TRS und TBST stellen

- 3xwaschen in einer Kiivette mit VE-H20, je 2 min

- Hydrophobe Barriere auftragen (Fettstift, Sigma Aldrich)

- 20 min. in 3 % H20: inkubieren (Inaktivierung der endogenen Peroxidase)
- 2X2 min. mit VE-H20 waschen in Kiivette

- 5 min. mit TBST-Puffer waschen
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- Blockierung unspezifischer Antikorper-Bindungsstellen): 2 % BSA in TBST, fur
ca.lh

AnschlieRend wird der entsprechende Primarantikorper (in 1 % BSA) in der jeweiligen
Verdinnung hinzugegeben. Es folgt eine Inkubation G.N. bei 4°C in einer feuchten
Kammer. Die Schnitte werden zusétzlich mit einer Folie abgedeckt. Nach der
abgeschlossenen Inkubation folgen 2 Waschschritte (TBST, jeweils 5 min) und die
Zugabe des entsprechenden Sekundéarantikérpers (anti-mouse-Biot. AK (1:180) oder
anti-rabbit-Biot. AK (1:160) in TBST) fir 2 h bei RT auf dem Schuttler. Es folgen
erneut 2 Waschschritte (TBST, jeweils 5 min). Wéhrend der Inkubationszeit wurde ein
ABC-Mix (Avidin-Biotin-Komplex) vorbereitet. Der ABC-Mix dient der spéteren
Visualisierung (Inkubation 40 min, RT). Avidin besitzt Bindestellen fir Biotin, so
konnen mehrere Biotinmolekiile miteinander vernetzt werden. Eine Peroxidase ist
wiederum an das Biotin gekoppelt, so dass durch eine Peroxidasereaktion die Reaktion
eines loslichen Substrats zum unléslichen  Farbstoff entsteht. Bindet der
Sekundarantikorper an den Primérantikorper entsteht die spezifische Farbung. Es folgen
erneut 2 Waschschritte (TBST, jeweils 5 min). Fir die enzymatische Detektion wird das
NovaRED™ Substrat von VECTOR (8 bis 15 min, je nach AK) verwendet. Es entsteht
ein rotes Reaktionsprodukt. Es folgen 2 Waschschritte (2x VE-H2O, jeweils 5 min). Zur
Kernfarbung wird Hamalaun (50 Sek. fiir Kernfarbung) genutzt. Das ,,Blduen® erfolgt
fur 10 min in leicht flieRendem kalkhaltigem Wasser. Abschliefend werden die

gefarbten Schnitte mittels aufsteigender Alkoholreihe dehydriert

1x Ethanol 70 % fiir 1 min

2x Ethanol 96 % flr je 2 min
2x Ethanol 100 % fur je 2 min
2x Xylol fur je 3 min

und eingedeckelt (Roti-Histokitt, Carl Roth). Das Ausharten erfolgt Gber Nacht.

2.2.6.7 Auswertung
Die immunhistochemisch geféarbten Schnitte wurden mit Hilfe eines LEICA DM2500-

Mikroskop 3x unabhéngig voneinander ausgewertet. Hierbei wurde einerseits die
Intensitat der Farbung und anderseits der prozentuale Anteil gefarbter Tumorzellen
ausgewertet. Die Ergebnisse der drei Wertungen wurden hierbei gemittelt. Die
Farbeintensitdt wurde in die Kategorien ungeféarbt, schwach, mittel und stark gefarbt
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unterteilt und der prozentuale Anteil gefarbter Tumorzellen wie folgt unterteilt: 0 %,
<33 %, 33-66 % und >66 % fur HIF-1a und GLUT-1, 0 %, <33 %, 33-59 %, >60 % fur
CAQ9 sowie <25 %, 25-50 %, 50-75 %, >75 % fir LDHA. Die Intensitat und prozentuale
Farbung wurden einerseits einzeln betrachtet als auch fur diese Kategorien jeweils
Punktwerte von 1 bis 4 vergeben. Aus beiden Kategorien wurde abschlieBend ein
Produkt gebildet. Der maximal zu erreichende Punktwert betrdgt somit 16. Dieses
Produkt entspricht der finalen Expression des jeweiligen gefarbten Markers (HIF-1a,
GLUT-1, CA9, LDHA).

Die statistische Auswertung wurde mit Hilfe des Programms IBM SPSS (Version 24)
und dem Tabellenkalkulationsprogramm Microsoft Excel 2010 durchgefihrt. Das
Ergebnis aller Tests wurde in der vorliegenden Arbeit als statistisch signifikant
gewertet, wenn der p-Wert < 0,05 entsprach. Die Auswertung von Kreuztabellen und
des statistischen Zusammenhangs zweier Testvariablen erfolgte mit dem Chi-Quadrat
Test nach Pearson. Hierfiir wurde ein Erwartungswert von > 5 vorausgesetzt. Bei einem
kleineren Erwartungswert wurde der exakte Test nach Fisher herangezogen. Analysen
des Uberlebens wurden mittels Logrank-Tests und nach Kaplan Meier durchgefiinrt.
Das Gesamtuberleben wurde ab dem Diagnosezeitpunkt analysiert. Des Weiteren wurde
der Mann-Whitney-U-Test zur Testung der Verschiedenartigkeit der zentralen
Tendenzen zweier unabhéangiger Stichproben verwendet, wenn die Voraussetzungen fir

einen t-Test nicht erfillt waren.

2.2.7 Funktioneller Assay (Scratch Assay)
Das Migrations- und Proliferationspotential der verwendeten HNSCC-Zelllinien wurde

mittels eines “Scratch”- (Wundheilungs-) Assays ermittelt. Daftir wurden die Zellen in
3,5 cm Petrischalen ausgesat. Nachdem diese eine Konfluenz von 100 % erreichten,
wurden die Zellen mit Hilfe einer 10 pl Pipettenspitze, in Form mehrerer Kreuze
»gescratcht“ und 3x mit 1x PBS gewaschen, um geloste Zellen zu entfernen.
Anschlieend wurden die Zellen in RPMI1640 Zellkulturmedium fir 48 Stunden mit
und ohne 150 uM DFO oder 10nM HIF-1a siRNA kultiviert. Die Wundheilung wurde
mit Hilfe eines Inversmikroskops (Leica DMI3000B) bildlich zu folgenden Zeitpunkten
nach dem ,,scratchen festgehalten: 0, 3, 6, 8, 10, 24 und 48 h unter DFO Behandlung
oder 0, 2, 5, 7, 24 h unter siRNA Behandlung (siehe 2.2.7 siRNA-Transfektion). Die
Analyse der Wundheilungsflache wurde mit Hilfe eines Bildanalyseprogramms (ImageJ

1.49) durchgefuhrt. Jedes Experiment erfolgte dreimal als biologische Wiederholung

2-30



Material & Methoden

und sechs bzw. drei Bilder im Falle der sSiRNA Experimente wurden fiir jeden Zeitpunkt

analysiert.

2.2.8 siRNA-Transfektion

2.2.8.1 Hintergrund

2.2.8.2 Mechanismus der RNA Interferenz (RNAI)

Eine Transfektion mit small-interfering-RNA (siRNA) fihrt tblicherweise zum Abbau
der sequenzhomologen zellularen mRNA. Die kurzen RNAs sind die Schlisselmolekdle
fir den Abbau der Ziel mRNA (hier: HIF-1a mRNA). Die siRNA-Molekile bilden mit
verschiedenen Proteinen einen RNA-Protein-Komplex, den RNA-induced silencing
complex (RISC), der fir die eigentliche Spaltung der Ziel-RNA verantwortlich ist. Dies
geschieht dadurch, dass durch ATP abhangiges Entwinden der doppelstrangigen siRNA
aus RISC ein Komplex entsteht, der durch spezifische Basenpaarung an seine
komplementare mRNA binden kann und so deren Abbau einleitet [9, 58]. Der Nachweis
der Funktionalitdat der siRNA kann sowohl auf mRNA als auch auf Proteinebene
erfolgen. Der Nachweis der Funktionalitat der siRNA erfolgte in dieser Arbeit durch
eine quantitative RT-PCR (siehe 2.2.9.4 gRT-PCR), bei der die spezifische Reduktion
auf mMRNA-Ebene (hier von HIF-1a) nachgewiesen wird. Der Nachweis der Reduktion
des HIF-1a Proteins erfolgte in dieser Arbeit im Western Blot (Durchfiihrung siehe
2.2.3 Western Blot mit HNSCC Zelllinien) tber einen HIF-1a spezifischen Antikorper
von BD [9].

2.2.8.3 Durchfihrung
Die HNSCC-Zelllinien wurden mit siRNA gegen HIF-1a mRNA transfiziert (Silencer®

Select Pre-Designed & Val. siRNA (Hif-1A), 5 nmol). Die siRNA wird vor Gebrauch
gel6st und verdlnnt. Hierzu wird das Tube zundchst anzentrifugiert und dann die 5
nmol siRNA in 50 pl Nuklease-freiem Wasser resuspendiert. Dies entspricht einer
Konzentration von 100 puM. Daraus wird mittels 1:10 Verdinnung mit Nuklease-freiem
Wasser eine ,,Arbeitsverdiinnung* von 10 uM hergestellt (10 UM ,,Arbeitsverdiinnung
ist equivalent zu 10 pmol/ul). Die Transfektion erfolgt tiber einen Zeitraum von zwei
Tagen. Am ersten Tag werden die Zellen (diese sollten fur die Transfektion 60-80 %
konfluent sein) mit dem siRNA-lipid Komplex versetzt. Hierzu wird das RPMI-
Vollmedium zundchst abgesaugt und durch neues ersetzt. Die sSiRNA-lipid Komplexe
werden, wie der unten aufgefiihrten Tabelle zu entnehmen ist angesetzt, zu den Zellen
gegeben und 0.N. (24 h) bei 5 % CO2 und 37°C inkubiert.
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Tabelle 19: Pipettierschema siRNA-lipid Komplexe

Schritte Komponente 10nM/Well
1) Verdunnenvon  Medium (Opti- 130 pl Lipofectamine

Lipofectamine MEM!) und siRNA

RNAIMAX 7,8 ul getrennt

Reagent in Lipofectamine ansetzen!

Medium RNAIMAX Reagent

2.) Verdunnender  Medium (Opti- 130 pl

siRNAin MEM!)

Medium 2,6 ul Erstim 3ten
SiRNA (10pM (26 pmol)  Schritt
working stock) zusammenfuhren!

3.) Zugabe von verd. Lipofectamine 130 pl
verd. siRNA zu

verd. verd. siRNA 130 pl

Lipofectamine

— Inkubieren fir 5 (bis 20) Minuten bei Raumtemperatur

Zur Transfektion wird Lipofectamine® RNAIMAX eingesetzt. Es handelt sich hierbei
um eine proprietdre, RNAI-spezifische kationische Lipid-Formulierung, die fur die
Einfuhrung von siRNA und miRNA in alle Zelltypen spezifisch ist. Nach einem
Wechsel des Mediums werden die Zellen fur weitere 24 h unter den oben genannten
Bedingungen kultiviert und kénnen dann fir entsprechende Folgeexperimente (Scratch-

Assays/qRT) verwendet werden.

2.2.9 RNA-Extraktion aus Zellen

2.2.9.1 Isolation

Die Zellen werden 1 x mit PBS gewaschen und in einer Mischung aus RLT-Puffer
(QIAgen RNeasy Mini Kit) mit 1%igem p-Mercaptoethanol mit Hilfe eines
Zellschabers geltst und in ein Reaktionsgefal Uberfuhrt. Das Volumen des Puffers
richtet sich hierbei nach der Zellzahl (bis 5*10° Zellen entsprechen 350 pl RLT-Puffer
und 5*10° bis 1*10’ Zellen entsprechen 600 pl RLT-Puffer). Die Probe wird nun ca. 1
min gevortext bis keine Zellklimpchen mehr sichtbar sind. Es folgt das
Homogenisieren der Probe. Hierzu wird das Lysat in ein QlAshredder Spin Column
uberflhrt und far 2 min zentrifugiert (Heraeus Fresco 21, max. rpm). Die Isolation der
RNA erfolgt entsprechend der VVorgaben des RNeasy Kits von Qiagen. Die in 30-50 pl

RNasen-freiem H.O eluierte RNA kann anschlieBend bei -80 °C gelagert werden.
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2.2.9.2 Konzentrations- & Qualitatsbestimmung
Die Konzentrationsmessung der isolierten RNA wird mit dem NanoDrop 2000 von

ThermoFisher SCIENTIFIC durchgefiihrt. Es werden 1,5 pl der isolierten RNA-Probe
auf die entsprechende Messvorrichtung pipettiert und analysiert. Als Referenz dient
RNasen-freies H>O. Die Bestimmung der Konzentration erfolgt tiber die Absorption bei
einer Wellenlange von 260 nm und wird mittels der zum NanoDrop 200 gehorigen
Software ermittelt. Um die Qualitat fur die isolierte RNA zu ermitteln, wird der
Quotient der Absorption bei 260 und 280 nm bestimmt. Ebenfalls kann ein RNA Nano
Chip von Agilent genutzt werden, um die Konzentration und die Reinheit der RNA zu
ermitteln. Das Auftragen der RNA auf den Nano Chip erfolgt mittels
Herstellerprotokoll. Die Analyse des Nano Chips wird mit dem Agilent 2100
Bioanalyzer durchgefiihrt. Eine durch kapillarelektrophoretische Auftrennung ermittelte
RNA-Integritats-Nummer ermdglicht es, die Integritit der RNA zu beurteilen. Es
kénnen Werte zwischen O und 10 ermittelt werden, wobei 10 die héchste Qualitat
darstellt. Mit Hilfe dieser Methode konnen RNA-Isolate reproduzierbar verglichen

werden.

2.2.9.3 cDNA-Synthese
cDNA (complementary DNA) ist ein einzelstrangiges DNA-Molekil, das sich

komplementér zur Sequenz eines RNA-Molekuls verhalt. Durch das Enzym Reverse
Transkriptase kann mRNA in cDNA umgeschrieben werden. Es werden zunachst
Verdinnungen der RNA hergestellt (Endkonzentrationen 200 ng/pl und 400 ng/ul).
Benotigt wird ein 10 pl Mischung 1 pg RNA, 5 pl 2xRT-Puffer, 0,5 pl reverser
Transkriptase und DNA-freiem H>O. Es wird fir jede Probe eine Negativkontrolle
mitgefihrt (ohne Enzym). Die cDNA-Synthese wird im Thermocycler nach unten
aufgefiihrtem Programm durchgefiihrt. Die Proben kénnen vorlbergehend bei -4°C und

langerfristig bei -20°C gelagert werden.

Tabelle 20: Programm der cDNA-Synthese

Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3
Temperatur 37 °C 95 °C 4°C
Zeit 60 min 5 min o
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2.2.9.4 qRT-PCR
Die gRT-PCR bietet die Moglichkeit der Quantifizierung in Echtzeit. Diese erfolgt mit

Hilfe von Fluoreszenz-Messungen am Ende jedes Zyklus. Die Fluoreszenz nimmt
hierbei proportional zur Menge der PCR-Produkte zu. Dies macht die Quantifizierung
moglich [30]. Als Fluoreszenfarbstoff wurde SYBR-green verwendet. Der Ct-Wert
(cycle threshold = Schwellenwert) gibt den Zyklus an, bei dem die exponentielle
Vervielfaltigung der Produkte Uber einen spezifischen Grenzwert der Fluoreszenz
angestiegen ist. Fir die Durchfihrung der qRT-PCR wird die cDNA in einer
Endkonzentration von 5 ng/pl (1:20 verdinnt in HPLC-H2O) eingesetzt. Die
Konzentration der Primer betragt 10 pmol/ul (1:1 fwd. und rev. Primermischung). Die

Proben werden in Triplikaten untersucht. Hierzu wird ein Mastermix angelegt.

Tabelle 21: Mastermix

Reagenz Stock Endkonzentration Volumen [pl]
SYBR Select Master 2X 1x 7.5

Mix (2x)

HPLC-H20 1X 1X 6

Template 5 ng/ul 0,33 ng/ul 1

Primermix 2000 nM 332 nM 0,5

Bei jedem Durchgang wird die Probe ohne Enzym und eine Negativkontrolle (ohne
RNA) mitgefuhrt. Je well (96-well Platte) erfolgt ein Auftrag von 15 ul Probe.
AbschlieRend wird die Platte mit einer Folie verschlossen, zentrifugiert
(Plattenzentrifuge, 2500 rpm) und die gRT-PCR im StepOne Plus Real-Time PCR-
System (siehe Tabelle 22) durchgefiihrt.

Tabelle 22: Schritte der gRT-PCR

Schritt Temperatur °C  Zeit Zyklen
Holding Stage 50 2 min 1
95 2 min 1
Cycling Stage 95 15 sec.
15 sec. 40
1 min
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72
Melt Curve Stage 95 15 sec.
70 1 min
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3 Ergebnisse

3.1 HPV-DNA-Nachweis in HNSCC Zelllinien

Vier der verwendeten HNSCC Zelllinien (UM-SCC-47, 93-VU-147T, UPCI.SCC090
und UPCI:SCC152) sind als positiv fiir den HPV Typ 16 beschrieben [46, 81, 86, 97]
(UM47)), wahrend die verbleibenden zwei Zelllinien (UM-SCC-6 und UT-SCC-33) als
HPV-negativ charakterisiert sind und keine virale DNA aufweisen [46, 97]. Um den
beschriebenen HPV-Status zu bestétigen, wurde mit einer ,,HPV-PCR*“ die DNA der
viralen Gen-Region L1 mittels der Primer GP5+ und GP6+ amplifiziert [21].
AnschlieRend erfolgt die Auftrennung der Amplifikate mittels einer Gelelektrophorese
(Abb.5). Die erwartete GroRe eines HPV-spezifischen PCR-Produkts liegt bei 150
Basenpaaren (bp). Die HNSCC Zelllinien UM-SCC-47, 93-VU-147T, UPCI:SCC090
und UPCI:SCC152 zeigen DNA-Banden der Grofe von 150 bp, was der
Positivkontrolle entspricht. In Reaktionen mit DNA der HNSCC Zelllinien UM-SCC-6
und UT-SCC-33 konnte kein HPV-spezifisches PCR-Produkt amplifiziert werden.
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[ um-scc-a7
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-766  Abbildung 5: HPV-DNA-Nachweis mittels PCR.

9% 10% PAA-Gel nach elektrophoretischer
-300 Auftrennung der PCR-Amplifikate. Die fir
~2%9 einen positiven HPV-Status erwarteten PCR
.150  Produkte fur das GP5+/GP6+ Primerpaar mit
-100 einer Lange von 150 bp (siehe
-75 Positivkontrolle) sind bei den HNSCC
Zelllinien UM-SCC-47, 93-VU-147T,
UPCI:SCCO090 und UPCI:SCC152
nachweisbar, nicht jedoch bei den Zelllinien

UM-SCC-6 und UT-SCC-33.
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3.2 Aktivierung des HIF-1 Signalwegs in HPV-positiven und HPV-negativen
HNSCC-Zelllinien
HPV ist ursachlich fur eine steigende Anzahl von Kopf- und Halskarzinomen, die sich

durch eine besondere Tumorbiologie auszeichnen. HIF-1 beeinflusst die Einleitung und

das Fortschreiten der Karzinogenese, wobei HIF-1 ein potenzielles ,target™ fir die
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HPV-Onkoproteine darstellt (siehe auch 1.5). Im Folgenden wurde untersucht, ob HPV
die Expression von HIF-1a. in HNSCC-Zelllinien beeinflusst.

3.21 Erhohte HIF-1la und PHD2 Proteinlevel in HPV-positiven HNSCC
Zelllinien unter Normoxie
In vier HPV-positiven und zwei HPV-negativen Zelllinien wurde die HIF-1a und PHD2

Proteinexpression unter Normoxie untersucht (Abb. 6). Die HPV-negativen HNSCC
Zelllinien (UT-SCC-33 und UM-SCC-6) zeigen eine geringe HIF-1a Proteinexpression.
In den Zellextrakten der HPV-positiven Zelllinien (93-VU-147T, UM-SCC-47,
UPCI:SCCO090 und UPCI:SCC152) konnten hingegen starke HIF-1a Signale detektiert
werden. Die Quantifizierung des HIF-1a Signals in den HPV-positiven Zelllinien relativ
zur B-Aktin (B-actin)-Bande ergab im Vergleich zu den HPV-negativen HNSCC
Zelllinien 7,2-fach hohere HIF-1a Proteinlevel (P=0,002). Unter Normoxie zeigen die
verwendeten HPV-positiven HNSCC-Zelllinien ebenfalls 2,7-fach erhéhte PHD2
Proteinlevel verglichen mit den HPV-negativen Zelllinien (P=0,027). Zusatzlich zeigen
die HPV-positiven Zelllinien potenzielle PHD2 Degradationsprodukte, die mit dem
Antikorper im Western-Blot reagieren und in der Gelelektrophorese schneller
(unterhalb) als die Hauptbande migrieren (Abb. 6 #).
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46 - m———w—— w— (-actin 0

HIF-1a PHD2

Abbildung 6: HIF-1o und PHD2 Proteinlevel in HPV-positiven und -negativen HNSCC Zelllinien unter
Normoxie.

A: Western Blot von Zellextrakten HPV-negativer (UM-SCC-6 und UT-SCC-33) und -positiver (93-VU-
147T, UM-SCC-47, UPCI:SCC090 und UPCI:SCC152) HNSCC Zelllinien kultiviert unter Normoxie
(21% 0©2). Die HPV-positiven HNSCC-Zelllinien zeigen unterhalb der Hauptbande aufféllige
Proteinbanden (#), die mit dem PHD2-Antikdrper reagieren. B: Quantifizierung der im Western Blot (A)
detektierten HIF-1a und PHD2 Proteinbanden. Die Daten wurden auf das B-actin Signal normiert und
sind als Mittelwert +/- Standardabweichung dargestellt (n=3), P: P-Wert (T-Test) [41].
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3.2.2 Erhohte HIF-10 und PHD2 Proteinlevel als Antwort auf Hypoxie in HPV-

positiven HNSCC-Zelllinien

In vier HPV-positiven und zwei HPV-negativen Zelllinien wurde die HIF-1a und PHD2

Proteinexpression unter Normoxie und Hypoxie untersucht (Abb. 7). HPV-positive und
HPV-negative HNSCC-Zelllinien zeigen eine Akkumulation der HIF-1a und PHD2

Proteinlevel unter Hypoxie (Abb. 7 A). Die Quantifizierung der relativen HIF-1a

Proteinexpression zeigt in den HPV-positiven HNSCC-Zelllinien unter Hypoxie einen
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Anstieg auf ein hoheres Niveau
verglichen mit den HPV-negativen
Zelllinien (Abb. 7 B; 18,0 vs. 6,3;
P=0,003). Die absolute Zunahme der
HIF-1oo Expression von Normoxie zu
Hypoxie ist ebenfalls im Vergleich in
den HPV-positiven HNSCC-Zelllinien
hoher (14,6 vs. 5,3; P=0,008), obwohl
die relative Zunahme bezogen auf das
Aktin-Signal ~ nahezu  gleich st
(P=0,472). Die PHD2 Proteinexpression
steigt in den HPV-positiven Zelllinien
im Vergleich zu den HPV-negativen
Zelllinien ebenso unter Hypoxie auf ein
hoheres Niveau (Abb. 7C, 2,4 vs. 1,5;
P=0,013).

Abbildung 7: Erhohte HIF-lo. und PHD2
Proteinlevel als Antwort auf Hypoxie in HPV-
positiven HNSCC-Zelllinien.

A: Western Blot von Zellextrakten HPV-
negativer (UM-SCC-6 und UT-SCC-33) und
HPV-positiver  (93-VU-147T, UM-SCC-47,
UPCI:SCC090 und UPCI:SCC152) HNSCC
Zelllinien kultiviert unter Normoxie (21% O,)
und Hypoxie (1 % O.). B, C: Quantifizierung
der im Western Blot detektierten basalen HIF-1a
und PHD2 Proteinlevel. Die Daten wurden auf
das B-actin Signal normiert. Die niedrigsten HIF-
lo und PHD2 Werte wurden fiir die Darstellung
auf den Wert von 1 gesetzt und sind als
Mittelwert +/- Standardabweichung dargestellt
(n=3), P: P-Wert (T-Test) [41].
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Die absolute Zunahme der PHD2 Expression von Normoxie zu Hypoxie ist ebenfalls in
den HPV-positiven hoher als in den HPV-negativen HNSCC-Zelllinien (1,2 vs. 0,5;
P=0,003). Zudem ist die relative Zunahme bezogen auf das Aktin-Signal verglichen mit
den Normoxiewerten erhéht (2,1 vs. 1,5; P=0,001).

3.2.3 Verminderte HIF-1a Hydroxylierung in HPV-positiven HNSCC-Zelllinien
Unter Normoxie wird HIF-1a fiir gewohnlich mittels PHDs hydroxyliert und stetig

durch das Proteasom degradiert. In folgenden Experimenten wurde daher der
Hydroxylierungsstatus bzw. die hydroxylierte Form von HIF-1a untersucht. Dazu
wurden dual sowohl die PHDs mittels Dimethyloxalylglycine (DMOG) als auch die
proteasomale Degradation mit Hilfe von MG-132 in zwei HPV-negativen und zwei
HPV-positiven HNSCC-Zelllinien inhibiert (Abb. 8). Die HPV-positiven HNSCC
Zelllinien (93-VU-147T und UM-SCC-47) zeigen unter diesen Versuchsbedingungen
kein detektierbares Signal im Western Blot unter Verwendung des fir hydroxliertes
HIF-1a spezifischen Antikorpers (Hydroxy-HIF-1a). In den HPV-negativen Zelllinien
(UT-SCC-33 und UM-SCC-6) kann hingegen ein deutliches Signal detektiert werden.
Dies steht in Einklang mit der beobachteten HIF-1a Stabilisierung unter Normoxie
(Abb. 6). Unter Inhibition des Proteasoms (MG-132) ist in den HPV-negativen
HNSCC-Zelllinien ein starkes Hydroxy-HIF-1a Proteinsignal detektierbar.
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Abbildung 8: HIF-1a Hydroxylierung in HPV-positiven und —negativen HNSCC-Zelllinien.

Western Blot HPV-negativer (UM-SCC-6 und UT-SCC-33) und HPV-positiver Zelllinien (UM-SCC-47
und 93-VU-147T) kultiviert unter Standard-Kulturbedingungen (Normoxie) und Zugabe von DMOG und
MG-132, jeweils allein und in Kombination (n=3). Die unbehandelte Kontrolle und die mit DMOG
behandelten Zelllinien zeigen keine Hydoxy-HIF-1a Signale. Unter dualer Inhibition der PHDs (DMOG
und MG-132) zeigen die HPV-positiven HNSCC-Zelllinien niedrige Hydroxy-HIF-1a Signale verglichen
mit den HPV-negativen Zelllinien [41].
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Die HPV-positiven Zelllinien zeigen hingegen unter MG-132 eine niedrige HIF-1a
Hydroxylierung, auf die die geringere Proteinakkumulation des fir hydroxliertes HIF-
la spezifischen Antikorpers deutet. Sowohl fiir HPV-positive als auch HPV-negative
Zelllinien kann unter alleiniger Inhibition der PHDs und in der unbehandelten
Kontrollprobe kein Hydroxy-HIF-1a Proteinsignal nachgewiesen werden, da hier eine

Degradation durch das Proteasom weiterhin erfolgt.

3.2.4 Erhohter Anstieg des HIF-1a Proteinlevels unter chemischer Induktion in

HPV-positiven HNSCC-Zelllinien
Neben einer Hypoxie kann ebenso eine Behandlung mit dem Eisenchelator

Deferoxamin (DFO: chemischer Hydroxylase-Inhibitor) eine Aktivierung des HIF-1a
Signalwegs induzieren, ohne dass hierzu hypoxische Bedingungen herrschen miissen.
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Abbildung 9: Erhohter HIF-1a Proteinlevel Anstieg unter chemischer Induktion (DFO) in HPV-
positiven verglichen mit HPV-negativen HNSCC-Zelllinien.
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A: Western Blot HPV-negativer (UM-SCC-6 und UT-SCC-33) und HPV-positiver Zelllinien (UM-SCC-
47 und 93-VU-147T). Dargestellt ist die HIF-1a Proteinexpression zu verschiedenen Zeitpunkten nach
chemischer Induktion mittels DFO. B: Quantifizierung der im Western Blot detektierten HIF-1a
Proteinbanden. Die Daten wurden auf das (-actin Signal normiert. C: Immunfluoreszenz-Féarbung HPV-
negativer (links) und HPV-positiver (rechts) HNSCC-Zelllinien nach Inkubation mit DFO. Dargestellt ist
die HIF-1a Proteinexpression (rot). Miniaturansichten zeigen jeweils die Kernfarbung (blau) des gleichen
Bildausschnitts. Im Vergleich zu den HPV-negativen zeigen die HPV-positiven Zelllinien eine erhdhte
basale HIF-1a Proteinexpression unter Normoxie, sowie einen erhohten Anstieg des nukledren HIF-1a
Signals nach Inkubation mit DFO. Normoxie: Messbhalken = 50um. Hypoxie: Messbalken = 100um. A,
C; [41].

Fur die folgenden Untersuchungen wurde zundchst die Induzierbarkeit der HIF-1a
Proteinlevel mittels DFO Uber einen Zeitraum von 48 h getestet. Alle vier verwendeten
Zelllinien (UM-SCC-6, UT-SCC-33, 93-VU-147T und UM-SCC-47) zeigen einen
Anstieg des HIF-1a Signals als Antwort auf die Behandlung mit DFO nach sechs
Stunden (Abb. 9 A, B). Um die HIF-1a Expression und zellulare Lokalisation genauer
zu betrachten wurden Immunfluoreszenz Farbungen durchgefuhrt (Abb. 9 C). Die HPV-
positiven Zelllinien zeigen in der Immunfluoreszenzfarbung bereits unter Normoxie ein
deutliches nukleares HIF-1a Signal, wahrend bei den HPV-negativen Zelllinien ein
schwacheres Signal zu sehen ist. Eine starkere Zunahme des HIF-1a Signals kann
ebenfalls in HPV-positiven HNSCC-Zelllinien verglichen mit den HPV-negativen
Zelllinien unter der Behandlung mit DFO gezeigt werden.
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3.25 Verminderte Migration unter chemischer Aktivierung des Hypoxie-

Signalwegs in HPV-negativen Zelllinien.

Zur Untersuchung der zellularen Adaptation an Hypoxie und der spezifischen
Unterschiede in HPV-negativen und HPV-positiven HNSCC-Zelllinien erfolgten in
vitro ,,Migrations- und Proliferations-Assays“ unter chemischer HIF-la Induktion
mittels DFO (Abb. 10 A). Die Auswertung der Assays zeigt eine durch DFO vermittelte
Minderung der Migration und Proliferation in den HPV-negativen Zelllinien (Abb. 10

B, UM-SCC-6: P<0,001, UT-SCC-33: P=0,018).
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Abbildung 10: Verminderte Migration unter chemischer Aktivierung des Hypoxie-Signalwegs.
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A: Migrations- und Proliferations-Assay unbehandelt (Kontrolle) und unter chemischer HIF-1a Induktion
(DFO) nach 0 und 24 Stunden. B: Dargestellt ist der zeitliche Verlauf des Wundschluss. Die HPV-
negativen Zelllinien (*UM-SCC-6: P <0,001, ** UT-SCC-33: P=0,018) zeigen eine signifikante
Verminderung des Migrationspotentials, wahrend die HPV-positiven Zelllinien nicht sichtlich unter DFO
Behandlung beeinflusst werden (T-Test (48h): DFO vs. Kontrolle). Die Daten sind als Mittelwert +/-
Standardabweichung dargestellt (n=3). B; [41].

In den HPV-positiven HNSCC-Zelllinien ist hingegen keine verminderte Migration-

oder Proliferation zu beobachten.

3.2.6 HIF-1a Inhibition durch siRNA in HPV-positiven und —negativen HNSCC-
Zelllinien
Nachweis der HIF-1a Inhibition durch siRNA im Western Blot (Abb. 11 A) und gRT-

PCR-Versuchen (Abb. 11 B). Nach DFO Behandlung von Zellkulturen ist im Western
Blot ein Anstieg des HIF-1a Proteinlevels sowohl fiir HPV-positive als auch HPV-
negative Zelllinien zu erkennen. Die siRNA Behandlung dagegen flhrt zu einer
Verringerung der HIF-1a Proteinlevel, was durch eine schwichere Bande im Bereich
von 120 kDa zu erkennen ist (Abb. 11 A).

Die relativen HIF-1a mRNA Level zeigen verglichen mit der Kontrolle eine deutliche

Verringerung unter HIF-1a Inhibition mittels der spezifischen siRNA (Abb. 11 B).
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Abbildung 11: HIF-1a Inhibition durch siRNA in HPV-positiven und -negativen HNSCC-Zelllinien.

A: Western Blot HPV-negativer (UM-SCC-6 und UT-SCC-33) und HPV-positiver Zelllinien (UM-SCC-
47 und 93-VU-147T). Dargestellt ist die HIF-10 Proteinexpression nach chemischer Induktion mittels
DFO und Inhibition durch siRNA. B: Quantifizierung der relativen HIF-1ao mRNA Level (gemessen
durch gRT-PCR). Die Daten wurden auf das HPRT Signal normiert.

3.2.7 Verminderte Migration unter HIF-1a Inhibition in HPV-positiven HNSCC-
Zelllinien durch siRNA
Zur Untersuchung der spezifischen Unterschiede in HPV-negativen und -positiven

HNSCC-Zelllinien erfolgten neben DFO Aktivierung des Hypoxie-Signalwegs in vitro
»Migrations-Assays‘ unter HIF-1a spezifischer Inhibition durch siRNA (Abb. 12 A, B).

Es wurde eine Inhibition von HIF-1a durchgefiihrt, um dessen Einfluss auf das
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Migrations- und Proliferationsverhalten der Zelllinien zu ermitteln. Die HPV-positiven
HNSCC-Zelllinien zeigen eine Inhibition der Migration und der Proliferation unter der
Verwendung von HIF-1a spezifischer siRNA (Abb. 12 B, UM-SCC-47: P=0,012, 93-
VU-147T: P=0,034). Die HIF-1a spezifische siRNA hat hingegen keinen Einfluss auf
das Migrations- und Proliferationsverhalten der HPV-negativen Zelllinien.

UT-SCC-33

—

A UM-SCC-6

Kontrolle

HIF-1a siRNA

Kontrolle

< |
b4
4
®
]
5
w
Il
B
100% 1 100% -
90% 1 UMﬁlgﬁ': SiRNA 0% 1 i’fﬁgﬁﬂmm )
A - -
— - Kontrolle S - Kontrolle
1 uT-scc-33 1 93-vu-147T
- HIF-1a siRNA - HIF-1a siRNA
= 70% 1 _o- Kontrolle 3 70% 1 o Kontrolle *
[ 2
60% 60% -
a 2
— : dek
£ 50% = 50% -
@ 2
B 40% - T 40% - *
3 S
; 30% - s 30% -
20% 20% -
10% 10%
0% ¥ ; . 0% [Tt v .
0 10 20 0 10 20
Zeit [h] Zeit [h]

Abbildung 12: Verminderte Migration unter HIF-1o Inhibition durch siRNA in HPV-positiven HNSCC-
Zelllinien.

A: Migrations- und Proliferations-Assay unter HIF-1a Inhibition mittels spezifischer siRNA. B:
Dargestellt ist eine signifikante Verminderung des Migrationspotentials in den HPV-positiven Zelllinien
(*UM-SCC-47: P=0,012, **93-VU-147T: P=0,034) unter siRNA Behandlung. Das Migrationspotential

3-44



Ergebnisse

in den HPV-negativen Zelllinien wird hingegen nicht negativ beeinflusst (T-Test (48h): HIF-10 siRNA
vs. Kontrolle). Die Daten sind als Mittelwert +/- Standardabweichung dargestellt (n=3). B;[41].

3.2.8 Wundschluss-Anderung unter chemischer Aktivierung des Hypoxie-
Signalwegs und HIF-1o. Inhibition durch siRNA in HPV-positiven
und -negativen HNSCC-Zelllinien

Im Folgenden wurde eine Analyse des prozentualen Anstiegs bzw. der prozentualen

Minderung der Wundschluss-Anderung (Behandlung/Kontrolle) unter Behandlung der
HNSCC-Zelllinien mit DFO und HIF-1a Inhibition durch siRNA durchgefiihrt.
HPV-positive und —negative HNSCC-Zelllinien zeigen hinsichtlich der Anderung des
Wundschlusses gegenteilige Effekte fiir die DFO Behandlung (Abb. 13 A). Die HPV-
positiven Zelllinien weisen im Vergleich zur Kontrolle einen unbeeinflussten oder sogar
leicht verbesserten Wundschluss nach HIF-1a Aktivierung durch DFO auf. Die HPV-
negativen Zelllinien zeigen hingegen eine Verminderung des Wundschluss unter DFO
(Abb. 13 A). HPV-positive und —negative HNSCC-Zelllinien zeigen hinsichtlich der
Anderung des Wundschlusses ebenfalls gegenteilige Effekte nach einer siRNA
Behandlung. Unter HIF-1a Inhibition weisen die HPV-positiven Zelllinien einen
verminderten Wundschluss auf, wahrend die HIF-1o Inhibition durch siRNA keinen
Einfluss auf die HPV-negativen Zelllinien hat (Abb. 13 B).
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Abbildung 13: Wundschluss-Anderung unter chemischer Aktivierung des Hypoxie-Signalwegs und HIF-
lo Inhibition durch siRNA in HPV-positiven und -negativen HNSCC-Zelllinien.

A: Die Auswertung der Daten hinsichtlich des prozentualen Wundschlusses (prozentualer Anstieg oder
prozentuale Minderung der Wundschluss-Anderung (Behandlung/Kontrolle)) zeigt fiir die HPV-positiven
Zelllinien eine unbeeinflusste oder bessere Wundheilung unter HIF-1a Aktivierung mittels DFO
Behandlung, wéhrend diese Behandlung hingegen einen negativen Effekt auf die HPV-negativen
Zelllinien hat. B: Die HPV-negativen Zelllinien zeigen eine unbeeinflusste prozentuale Wundschluss-
Anderung (Behandlung/Kontrolle) unter HIF-la Inhibition mittels siRNA Behandlung. Diese
Behandlung hat jedoch einen negativen Effekt auf die HPV-positiven Zelllinien. A, B:[41].
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3.2.9 Reduzierung der membranstandigen Expression von E-Cadherin unter
HIF-1a Aktivierung in HPV-positiven HNSCC-Zelllinien
Unter Normoxie zeigen alle untersuchten Zelllinien eine membranstdndige E-Cadherin

Farbung (Abb. 14, obere Bildreihe). Unter Aktivierung des Hypoxie-Signalwegs mittels
DFO (48 h) Behandlung ist eine Reduktion des membranstandigen E-Cadherins in den
HPV positiven HNSCC-Zelllinien zu beobachten (Abb. 14, untere Bildreihe).

HPV - HPV +

UM-SCC-6 UT-SCC-33 93-VU-147T UM-SCC-47

Normoxie
Normoxie

DFO
DFO

Abbildung 14: Reduzierung der membranstdndigen E-Cadherin Férbung unter HIF-1a Aktivierung in
HPV-positiven HNSCC-Zelllinien.

Immunfluoreszenzfarbung HPV-negativer (links) und HPV-positiver (rechts)) HNSCC-Zelllinien unter
Normoxie und nach Aktivierung des Hypoxie-Signalwegs mittels DFO (Inkubation fur 48h). Dargestellt
ist die E-Cadherin Proteinexpression (griin). Im Vergleich zu den HPV-negativen Zelllinien (UM-SCC-6

und UT-SCC-33), zeigen die HPV-positiven Zelllinien (93-VU-147T und UM-SCC-47) eine verminderte
membransténdige E-Cadherin Proteinexpression nach Inkubation mit DFO. Messbalken = 50 um [41].
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3.3 Relative mRNA Level unter Hypoxie in HPV-positiven und —negativen
Zelllinien
Die erhohten HIF-lo Proteinlevel unter Normoxie und Hypoxie in HPV-positiven

verglichen mit HPV-negativen Zelllinien deuten darauthin, dass die HPV-Onkoproteine
eine erhohte HIF-la Induktion initiieren. Daher wurde zum Nachweis der viralen
mRNA und der Uberpriifung des Einflusses von Hypoxie auf die viralen Onkoproteine
eine qRT-PCR der HPV mRNA von E7, E6 und E6*1 in vier HPV-positiven Zelllinien
durchgefiihrt. Die gRT-PCR der HPV mRNA von E7, E6 und E6*1 der HPV-positiven
Zelllinien (93-VU-147T, UM-SCC-47, UPCI:SCC90, UPCI:SCC152) bestatigt das
Vorhandensein viraler mRNA (Abb. 15). Zudem kann unter Hypoxie ein signifikanter
Riickgang der HPV mRNA (E7: P<0,001, E6: P=0,004 und E6*1: P<0,001) beobachtet
werden.

120 4
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100 A = Hypoxie
80 -

60 -

40 -

relative mRNA Level

20 A

E7 E6 E6*1

Abbildung 15: Relative mRNA Level unter Hypoxie
referenziert auf Normoxie.

HPV-E6, E6*1 & E7 mRNA zeigen im Vergleich zur Normoxie
eine signifikante Reduktion unter Hypoxie (93-VU-147T, UM-
SCC-47, UPCI:SCC90, UPCI:SCC152). Die Daten sind als
Mittelwert +/- Standardabweichung aus 3 Versuchen dargestellt,
P-Wert: E7: P<0,001, E6: P=0,004 und E6*1: P<0,001 (T-
Test).

Des Weiteren wurden mRNA Analysen fir GLUT-1, HIF-1a und E-Cadherin in den
genannten vier HPV-positiven und zwei HPV-negativen Zelllinien (UM-SCC-6 und
UT-SCC-33) durchgefiihrt. Die Zelllinien wurden zuvor unter Hypoxie und Normoxie
kultiviert. Die mRNA Level wurden mittels gRT-PCR bestimmt. Hypoxie (bt einen
Einfluss auf die relativen HIF-1o. mRNA Level verglichen mit den Werten unter
Normoxie aus (Abb. 16 A). Die HPV-positiven Zelllinien zeigen im Mittel hohere HIF-
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lo. mRNA Level unter Hypoxie (P=0,076) verglichen mit den HPV-negativen
Zelllinien (Abb.16 B). Insgesamt wirkt sich Hypoxie weniger negativ auf die mRNA
Level der HPV-positiven Zelllinien aus.
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Abbildung 16: Relative mRNA Level unter Hypoxie bezogen auf Werte unter Normoxie.
A, B: HIF-1a. C, D: GLUT-1. E, F: E-Cadherin. Die Daten sind als Mittelwert +/- Standardabweichung
aus 3 Versuchen dargestellt, P-Wert (T-Test).

Die Zelllinie UM-SCC-47 zeigt ein gleichbleibendes Level und die Zelllinie
UPCI:SCC152 eine Zunahme der HIF-1o. mRNA unter Hypoxie (Abb. 16 A). Des
Weiteren sind die GLUT-1 mRNA Level signifikant hoher in den HPV-positiven
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Zelllinien unter Hypoxie (P<0,001) (Abb. 16 C, D). Gegensatzlich hierzu zeigen die
HPV-negativen Zelllinien insgesamt unter Hypoxie hohere E-Cadherin mRNA Level
(P=0,077) im Vergleich zu den HPV-positiven Zelllinien (Abb. 16 E, F).
Die HPV-negativen Zelllinien zeigen einheitlich einen Anstieg des E-Cadherin mRNA
Levels unter Hypoxie. Die HPV-positiven Zelllinien zeigen hingegen sowohl einen
Anstieg als auch eine Abnahme des relativen mRNA Levels (Abb. 16 E).
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3.4 Metabolische Unterschiede zwischen HPV-assoziierten und HPV-negativen
OPSCC
Zur Analyse der metabolischen Unterschiede zwischen HPV-assoziierten und

HPV-negativen OPSCC, wurden neben der zuvor durchgefiihrten Untersuchung im
Zelllinienmodell, retrospektive Patientenproben verwendet. FFPE (Formalin-fixiertes
Paraffin-eingebettetes Gewebe) Gewebeproben wurden hinsichtlich der HIF-1a,
GLUT-1, LDHA und CA9 Expression analysiert. Zudem wurde untersucht, ob eine

Korrelation der jeweiligen Expression mit dem Gesamtiberleben der Patienten vorliegt.

3.4.1 Patienten- und Tumor-Charakteristika des Untersuchungskollektivs
Es wurden die Parameter Alter (bei Diagnose), Geschlecht, Tabak- und Alkoholkonsum

Tabelle 23: Patienten- und Tumor- Charakteristika  des
Untersuchungskollektivs

HPV-negative HPV-assoziiert  P-Wert*
n=106 n=63 (59,4%) n=43 (40,6%) alle
Anz. Patienten %  Anz. Patienten % Anz. Patienten %
Geschlecht
Mannlich 50 47,2 29 27,4 0.167 79 74,5
Weiblich 13 12,3 14 132 27 25,5
Alter
Jung (<60) 25 23,6 14 13,2 0,455 39 36,8
Alt (260) 38 35,8 29 27,4 67 63,2
Nikotin
Nichtraucher 11 10,6 22 21,6 <0001 33 30,8
Raucher 50 49 19 18,6 69 64,7
Alkoholabusus
Ja. 44 46,8 6 6,4 <0,001 50 47,2
Nein 16 17,0 28 29,8 44 41,5
T-Stadium
T1 17 16,0 11 10,4 28 26,4
T2 18 17,0 19 17,9 0,478 37 34,9
T3 15 14,2 9 8,5 24 22,6
T4 13 12,3 4 3,8 17 16,0
T-Stadium
T1-2 35 33,0 30 28,3 0,140 65 61,3
T23 28 26,4 13 12,3 41 38,7
N-Stadium
NO 22 20,8 10 9,4 0,199 32 30,2
N+ 41 38,7 33 31,1 74 69,8
N-Stadium
NO 22 20,8 10 9,4 32 30,2
N1 8 7,5 13 12,3 21 19,8
N2 2 19 2 19 4 3,77
N2a 5 4,7 4 3,8 0,254 9 8,49
N2b 18 17,0 12 11,3 30 28,3
N2c 5 4,7 2 19 7 6,6
N3 3 2,8 0 0,0 3 2,83

*: Chi-Quadrat-Test nach Pearson (Asymptotische Signifikanz (zweiseitig))
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sowie Tumor- und Metastasenstadium fir HPV-assoziierte und HPV-negative OPSCC
retrospektiv analysiert. Diese Parameter konnen potenzielle Risikofaktoren mit Einfluss
auf das Uberleben der Patienten sein. 106 Patienten (79 mannlich und 27 weiblich) mit
OPSCC wurden nach Selektion hinsichtlich der Kriterien TumorgréfRe und HPV Status
in diese Arbeit eingeschlossen. Fur das Untersuchungskollektiv ergab die Analyse, dass
Manner haufiger von OPSCC betroffen sind als Frauen. Zum Diagnosezeitpunkt sind 39
Patienten unter 60 Jahre alt und 67 Patienten Uber 60 Jahre alt. 43 von 106 Patienten
haben HPV-assoziierte OPSCC (40,6 %). In allen HPV-assoziierten OPSCC wurde der
Hochrisikotyp HPV-16 nachgewiesen. Patienten des Untersuchungskollektivs mit
HPV-assoziierten und HPV-negativen OPSCC unterscheiden sich hinsichtlich der
Risikofaktoren Rauchen und Alkohol. Patienten mit HPV-negativen OPSCC sind
signifikant haufiger Raucher (50 (49,0 %) vs. 19 (18,6 %)) und weisen haufiger einen
Alkoholabusus (44 (46,8 %) vs. 6 (6,4 %)) auf als Patienten mit HPV-assoziierten
OPSCC. HPV-assoziierte Patienten des Untersuchungskollektivs zeigen klinisch und
radiologisch in 31,1 % der Falle Metastasen und zu 9,4 % einen NO-Hals. HPV-negative
Patienten zeigen Klinisch und radiologisch in 38,7 % der Félle Metastasen und zu 20,8
% einen NO-Hals (Tab.23).

3.4.2 Gesamtuberleben der Patienten des Untersuchungskollektiv bezogen auf
den HPV-Status
Eine HPV-Assoziation des Tumors ist mit einem besseren Gesamtlbeleben fir den

Patienten assoziiert. Das Gesamtuberleben der Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC
liegt nach 3 und 5 Jahren mit 95,3 % und 93,8 % weit Uber dem der Patienten mit

HPV-negativen OPSCC mit 70,3 % und 65,6 % (Abb.17).
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3.4.3 HIF-1a in HPV-assoziierten und -negativen OPSCC
HIF-1 fungiert als Schlissel-Regulator der zelluldren Reaktion auf Hypoxie, indem

HIF-1 die Transkription vieler Gene aktiviert, die am Energiestoffwechsel, der
Angiogenese und der Apoptose beteiligt sind. Diese wiederum erhéhen die
Sauerstoffversorgung oder erleichtern die metabolische Anpassung an Hypoxie. Fir
gewohnlich wird HIF-1a im Zellkern exprimiert. Eine nukledre Expression wurde somit
in der immunhistochemischen Farbung als positive HIF-1a Farbung gewertet (Abb. 18
A-C). Es konnte sowohl fir HPV-assoziierte als auch HPV-negative Tumoren eine
nukledre HIF-1o. Expression nachgewiesen werden. Die Abbildungen 18 A-C zeigen
eine positiv gewertete HIF-1a Farbung in der Intensitdt schwach bis stark (von links
nach rechts). Fir die HIF-1a Expression und deren Intensitat lasst sich jedoch kein
signifikanter Unterschied zwischen HPV-assoziierten und HPV-negativen OPSCC
feststellen (Abb. 18 C, D).
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Abbildung 18: Immunhistochemische Farbung von HIF-1a in OPSCC.

A: Schwache HIF-1a Férbung. B: Mittlere Intensitat. C: Starke, gleichméRige HIF-1a Farbung. D:
Prozentualer Anteil der nukledr HIF-1o positiv gefarbten Tumorzellen in HPV-negativen und HPV-
assoziierten OPSCC (P=0,346). E: Intensitat der HIF-1o. Expression in HPV-negativen und HPV-
assoziierten OPSCC (P=0,537). (P: Chi-Quadrat nach Pearson; n=99).
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3.4.4 HIF-1e downstream-targets in HPV-assoziierten und -negativen OPSCC
3.4.4.1 GLUT-1 Expression in HPV-assoziierten und -negativen OPSCC

GLUT-1 ist ein transmembranéres Transporterprotein. Die Farbeintensitat wurde in die
Kategorien ungefarbt, schwach, mittel und stark gefarbt unterteilt und der prozentuale
Anteil gefarbter Tumorzellen ermittelt und dann wie folgt unterteilt: 0 %, <33 %, 33-66
% und >66 %. Die Intensitdt und prozentuale Farbung wurden einerseits einzeln
betrachtet als auch fir diese Kategorien jeweils Punktwerte von 1 bis 4 vergeben. Aus
beiden Kategorien wurde abschlieBend ein Produkt gebildet. Der maximal zu
erreichende Wert betrégt somit 16. Die Abbildungen 19 A-C zeigen GLUT-1 positiv
beurteilte Tumoren mit einer schwachen bis starken Farbung (von links nach rechts).
Die ermittelten GLUT-1 Expressionswerte der HPV-negativen OPSCC liegen in 60 %
der Falle eher im Bereich einer hohen Expression mit einem Punktwert von 9 bis 16
(Abb. 19 D). Fir die Expressionsintensitdt wurden die Punktwerte zu drei Gruppen
zusammengefasst (hohe (12-16), mittlere (6-9) und niedrige (1-4) Expression). 50 % der
HPV-negativen OPSCC weisen eine hohe GLUT-1 Expressionsintensitat auf, wahrend
dieser Anteil bei den HPV-assoziierten weniger als 25 % betragt (Abb. 19 E).
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Abbildung 19: GLUT-1 Expression in OPSCC.

A-C: GLUT-1 Expressionsintensitat. Schwache GLUT-1 Férbung bis starke, gleichmélige GLUT-
1 Férbung. D: GLUT-1 Expressionswerte. HPV-negative OPSCC weisen einen héheren Anteil mit
einem hohen GLUT-1 Expressionswert auf (9, 12 und 16). E: GLUT-1 Expressionsintensitét fur
HPV-negative und HPV-assoziierte OPSCC. (P: Chi-Quadrat nach Pearson; n=101).
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Die Untersuchung der membranstdndigen GLUT-1 Expression zeigt, dass die HPV-
negativen OPSCC zu einem hoheren Anteil mit einer Anzahl von 24 (vs. 6 bei HPV-
assoziierten OPSCC) eine membranstandige GLUT-1 Féarbung aufweisen, die mehr als
66 % betragt. Die HPV-negativen OPSCC unterscheiden sich hinsichtlich der
membranstandigen GLUT-1 Farbung signifikant von den HPV-assoziierten OPSCC
(Abb. 20).
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Abbildung 20: Anteil membranstandig GLUT-1 positiv geférbter Tumorzellen.
HPV-negative OPSCC zeigen einen hohen prozentualen Anteil membranstandiger GLUT-1 Farbung im
Vergleich zu den HPV-assoziierten OPSCC (P: Chi-Quadrat nach Pearson; n=101).

Die Analyse zeigt, dass HPV-negative OPSCC im Vergleich zu den HPV-assoziierten
OPSCC einen hoheren Anteil membranstdndiger GLUT-1 (dichotom) geférbter
Tumorzellen im Bereich von 66-100 % (liber Median) aufweisen (Abb. 21 A).

Die Auswertung der Farbeintensitat von GLUT-1 zeigt zudem, dass die HPV-negativen
OPSCC mit einem Verhéltnis von 1:4 einen hohen Anteil an Tumorzellen mit starker
GLUT-1 Farbeintensitat (mittel bis stark gefarbte Tumoren) aufweisen. Bei den
HPV-assoziierten OPSCC liegt das Verhaltnis hingegen bei 1:2 (Abb. 21 B). Bei den
HPV-assoziierten OPSCC kann somit haufiger eine schwache GLUT-1 Férbeintensitat

(ungefarbte bis schwach geférbte Tumoren) nachgewiesen werden.
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Abbildung 21: GLUT-1 Membranstandigkeit und Féarbeintensitat in OPSCC.
A: Prozentualer Anteil membranstandig GLUT-1 gefarbter Tumorzellen. HPV-negative OPSCC
zeigen verglichen mit den HPV-assoziierten OPSCC einen hoheren Anteil membranstandiger
GLUT-1 positiver Tumorzellen (iiber Median; 66-100 %). B: Farbeintensitat von GLUT-1 fiir HPV-
negative und HPV-assoziierte OPSCC. (P: Chi-Quadrat nach Pearson; n=101).

Die Analyse des Gesamtuberlebens von Patienten mit OPSCC bezogen auf die GLUT-1
Expression ergibt einerseits, dass das Uberleben der Patienten mit HPV-negativen
OPSCC mit einer schlechten Prognose assoziiert ist, wenn diese eine starke GLUT-1

Expression aufweisen. Andererseits korreliert die GLUT-1 Expression signifikant mit

dem Uberleben von Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC (Abb. 22).
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Abbildung 22: Gesamtiiberleben von Patienten mit OPSCC bezogen auf die GLUT-1 Expression

(P: Log Rank Test).
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A: Gesamtiliberleben von Patienten mit HPV-negativen OPSCC. Patienten mit einer mittleren
(grau-gestrichelt) GLUT-1 Expression zeigen ein signifikant besseres Uberleben verglichen mit
einer starken Expression (schwarz). B: Gesamtiiberleben von Patienten mit HPV-assoziierten
OPSCC. Die GLUT-1 Expression (bt keinen signifikanten Einfluss auf das Uberleben von
Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC aus.

AnschlieBend wurde eine Betrachtung der GLUT-1 Expressionsmuster durchgefihrt.
Die Expressionsmuster erlauben einen Rickschluss auf die Aktivierung des Hypoxie-
Signalwegs im soliden Tumor. Eine immunhistochemische Farbung des Markerproteins
GLUT-1 im zentralen Tumorbereich wurde als ,,Hypoxiemuster (Abb. 23 A, B), eine
gleichmaflige Farbung des Tumors als ,uniform™ (Abb. 23 C, D) gewertet. HPV-
positive OPSCC zeigen signifikant hdufiger ein ,Hypoxiemuster (Abb. 23 E)
verglichen mit den HPV-negativen OPSCC. Bei den HPV-negativen OPSCC (iberwiegt
hingegen der Anteil uniform geférbter Tumoren (P=0,019).
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Abbildung 23: GLUT-1 Expressionsmuster

A, B: Membranstandige Farbung, zentral im Tumor. Funktionelle Farbung, die hypoxische Bedingungen
impliziert (vergroBerter Ausschnitt in B). C, D: GleichméaRige membranstandige Farbung. Funktionelle
Farbung, ohne zentralen hypoxischen Bereich (vergréRerter Ausschnitt in D). E: HPV-assoziierte OPSCC
haben einen héheren Anteil mit GLUT-1 Hypoxiemuster (grau). Die HPV-negativen OPSCC zeigen
héufiger eine uniforme Farbung (dunkel-grau) (P: Chi-Quadrat nach Pearson, n=92).
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3.4.4.2 LDHA Expression in HPV-assoziierten und —negativen OPSCC
Die wichtigste Form von LDH in Skelettmuskelzellen ist das A (LDHA)-Isozym. Der

LDHA-Promotor enthalt HIF-1a Bindungsstellen [71] und die LDHA-Expression wird
unter hypoxischen Bedingungen induziert [73, 74]. In der vorliegenden Arbeit wurde
die LDHA Expression mit einem Expressionswert beurteilt. Dieser setzt sich aus der
Farbeintensitat (ungefarbt, schwach, mittel und stark geférbt) und dem prozentualen
Anteil gefarbter Tumorzellen (<25 %, 25-50 %, 50-75 %, >75 %) zusammen. Der
maximale Expressionswert betragt 16. Die Abbildungen 24 A-C zeigen LDHA positiv
beurteilte Tumoren mit einer schwachen bis starken Farbung (von oben nach unten).
Der Abbildung D ist die Verteilung der Falle fir HPV-assoziierte und —negative
OPSCC im Hinblick auf die Farbung zu entnehmen. Die ermittelten LDHA
Expressionswerte liegen flr die HPV-negativen OPSCC zu rund 25 % im Bereich einer
starken Expression (Expressionswert 12-16) (Abb. 24 D) und unterscheiden sich
(P=0,059) von den HPV-assoziierten OPSCC.

70 P=0,059
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60 - Expression
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Abbildung 24: Immunhistochemische Farbung
von LDHA in OPSCC.

A-C: Schwache cytoplasmatische LDHA
Farbung (A) bis starke Farbung (C). D:
Schwache (1-6), mittlere (6-9) und starke (12-
16) LDHA Expression in HPV-negativen und
HPV-assoziierten OPSCC (P: Chi-Quadrat
nach Pearson, n=98).
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Anschlielend an die Untersuchung der Expression von LDHA in HPV-negativen und
HPV-assoziierten OPSCC, wurde eine Betrachtung der Expressionsmuster
durchgefuhrt. Die Expressionsmuster erlauben einen Rickschluss auf die Aktivierung
des Hypoxie-Signalwegs im soliden Tumor. Eine Farbung im zentralen Bereich des
Tumors legt eine tatsachliche Hypoxie nahe. Eine immunhistochemische Féarbung des
Markerproteins zentral im Tumor wurde somit als ,,Hypoxiemuster” (Abb. 25 A), eine
gleichméBige Farbung des Tumors als ,,uniform* (Abb. 25 B) gewertet. Die HPV-
negativen OPSCC zeigen hauptsdchlich eine uniforme LDHA Expression. HPV-
positive OPSCC zeigen hingegen ein ausgewogeneres Verhéaltnis zwischen einer

zentralen Farbung (,,Hypoxiemuster*) und einer uniformen Farbung (Abb. 25 C).
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Abbildung 25: LDHA Expressionsmuster in OPSCC.

A: Hypoxiemuster. B: Uniforme Farbung. C: HPV-negative OPCC haben einen hoéheren Anteil mit
LDHA Hypoxiemuster (hellgrau). Die HPV-assoziierten OPSCC zeigen héaufiger eine uniforme Féarbung
(dunkelgrau) (P: Chi-Quadrat nach Pearson, n=98).

Die Analyse der LDHA Intensitét ergibt, dass HPV-negative OPSCC mit ca. 75 % einen
hohen Anteil Tumorzellen mit starker LDHA Farbeintensitdt (mittlere bis starke
Farbung) zeigen. Der Anteil der HPV-assoziierten OPSCC mit starker LDHA
Férbeintensitét ist etwas geringer und liegt bei ca. 60 %. (Abb. 26 A). Anschlielend
wurde der Einfluss der Farbeintensitdt auf das Gesamtuberleben der Patienten
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untersucht. Der Grad der LDHA Intensitét hat keinen Einfluss auf das Gesamtuberleben
der Patienten mit HPV-negativen OPSCC (Abb. 26 B). Eine starke Farbeintensitat wirkt
sich jedoch negativ auf das Uberleben von Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC aus
(P=0,073) (Abb. 26 C).
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Abbildung 26: LDHA Intensitét als Indikator fur das Gesamtiiberleben von Patienten mit OPSCC.

A: HPV-negative OPSCC weisen verglichen mit HPV-assoziierten OPSCC signifikant h&ufiger eine
starke LDHA Intensitat auf (P: Chi-Quadrat nach Pearson). B: Gesamtiberleben von Patienten mit
HPV-negativen OPSCC. Die LDHA Intensitét (ibt unabh&ngig von ihrer Starke keinen signifikanten
Einfluss auf das Uberleben aus. C: Gesamtiberleben von Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC.
Patienten mit OPSCC, die eine schwache (grau) LDHA Intensitat zeigen, haben ein besseres
Uberleben verglichen mit einer starken Intensitét (schwarz) (P: Log Rank Test).

3-60



Ergebnisse

3.4.4.3 CAQ9 Expression in HPV-assoziierten und —negativen OPSCC
CADQ ist ein Transmembranprotein und h&ufig tumor-assoziiert. CA9 ist sowohl in der

Plasmamembran als auch im Nukleus der Zellen prasent. Die Abbildungen 27 A, C und
E zeigen eine positiv gewertete CA9 Farbung in der Intensitat schwach bis stark (von
oben nach unten; vergroRerter Ausschnitt jeweils in B, D, F).
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Abbildung 27: Immunhistochemische Farbung von CA9 in OPSCC.

A: Schwache CA9 Farbung (vergrofRerter Ausschnitt in B). C: Mittlere membranstandige CA9
Expression (vergrofRerter Ausschnitt in D). E: Starke CA9 Expression (vergréRerter Ausschnitt in F). G:
HPV-assoziierte OPSCC weisen zu einem hohen Anteil eine starke Féarbeintensitat auf. H: Hoher Anteil
HPV-assoziierter OPSCC mit mittlerer CA9 Expression (P: Chi-Quadrat nach Pearson, n=100).

Die CA9 Expression wurde im Folgenden mit einem Expressionswert beurteilt. Dieser
setzt sich aus dem Produkt der Farbeintensitat (ungefarbt, schwach, mittel und stark
gefarbt) und dem prozentualen Anteil gefarbter Tumorzellen (0 %, <33 %, 33-59 %,
>60 %) zusammen. Der maximale Expressionswert betrdgt 16. HPV-assoziierte zeigen
mit 39 % einen hohen Anteil Tumorzellen mit starker CA9 Férbeintensitat, wéhrend der
Anteil der HPV-negativen OPSCC deutlich geringer ist und bei 11,9 %. liegt (Abb. 27
G). Die CA9 Expression liegt bei den HPV-positiven OPSCC mit 56,1 % im Bereich
einer mittleren und starken Expression. Die HPV-negativen OPSCC weisen hingegen
mit 57,6 % eine schwache Expression auf (Abb. 27 H).

Der Nachweis der Aktivierung des Hypoxie-Signalwegs im soliden Tumor Uber die
Farbung des Markerproteins CA9 zeigt flir HPV-negative OPSCC hauptsachlich in
groRRen Tumoren (T3&T4) eine zentrale CA9 Expression (Abb. 28 A).
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Abbildung 28: CA9 Expressionsmuster & Gesamtiiberleben von Patienten mit OPSCC in Abhangigkeit
der Tumorgrole.

A: CA9 Expressionsmuster in HPV-negativen und B: HPV-assoziierten OPSCC. In T3&T4 Tumoren
HPV-assoziierter OPSCC findet sich haufiger das Hypoxiemuster, fiir HPV-negative OPSCC hingegen in
T1&T2 Tumoren. C, D: Gesamtiiberleben von Patienten mit HPV-negativen und -assoziierten OPSCC.
(P*: Chi-Quadrat nach Pearson, P**: Log Rank Test, HPV-neg. n=40; HPV-pos. n=30).

Gegensétzlich hierzu zeigen HPV-assoziierte OPSCC uberwiegend in kleinen Tumoren
(T1&T2) eine zentrale Farbung des Tumors (Abb. 28 B). Die Untersuchung der
Uberlebensraten ergibt fur Patienten mit HPV-negativen OPSCC mit einer uniformen
Farbung ein besseres Gesamtiiberleben verglichen mit einer zentralen Féarbung im
Tumornest (,,Hypoxiemuster*) (P=0,104) (Abb. 28 C). Im Vergleich hierzu ist das
Uberleben von Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC nicht beeinflusst (Abb. 28 D).

Zusatzlich zur Bewertung der CA9 Farbung wurden nekrotische Bereiche in den
gefarbten Arealen ausgewertet. Als Nekrosen wurden Bereiche des Tumors gewertet,
bei denen mikroskopisch eine Gewebsdestruktion festgestellt werden konnte (Abb. 29
A, B). Die Auswertung der immunhistochemischen Féarbung zeigt eine Haufung von
nekrotischen Tumoren fur HPV-assoziierte OPSCC verglichen mit HPV-negativen
OPSCC (Abb. 29 C).
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£ 50 Abbildung 29: Nekrosen im CA9 gefarbten
3 40J OPSCC.
3 \ A: Immunhistochemische Farbung einer Nekrose
< 30 ‘ im CA9 gefarbten Tumor (vergroRerter
20 Ausschnitt in B). C: HPV-assoziierte OPSCC
‘ zeigen im Vergleich zu HPV-negativen OPSCC
b | héufiger Nekrosen (P=Chi-Quadrat nach
o4+ Pearson, n=91).
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3.5 18F-FDG PET-CT Parameter in HPV-assoziierten und HPV-negativen
OPSCC
Zur Analyse der metabolischen Unterschiede zwischen HPV-assoziierten und HPV-

negativen OPSCC wurden, neben dem Zelllinienmodell und den retrospektiven
Patientenproben, 18F-FDG PET-CT Parameter untersucht. Das 18F-FDG PET-CT
(PET-CT) ist in der klinischen Onkologie weit verbreitet. Es liefert funktionelle
Informationen hinsichtlich der Aktivitat des Stoffwechsels eines Tumors [2]. Maligne
Tumoren gehen haufig mit einer Erhéhung des Glukoseumsatzes einher. Die Erhéhung
des Glukoseumsatzes verursacht wiederum eine vermehrte Metabolisierung des FDG
(Fluoro-desoxy-D-glucose) im Tumor [2]. So kdnnen metabolische Parameter mittels
PET-CT gemessen und zur Diagnose sowie im Hinblick auf den Behandlungserfolg
genutzt werden. Einer dieser Parameter ist der Standardaufnahmewert (SUV; Tracer-
Aufnahme in flr Patientenkorpergewicht und injizierte Dosis). Dariber hinaus haben
sich neue Funktionsparameter wie die Gesamtlasionsglykolyse (Total Lesion Glykolysis
=TLG) auch bei HNSCC als prognostisch wertvoll erwiesen [49]. Onkogene Viren wie
beispielsweise HPV kdnnen zu Verénderungen des Metabolismus fuhren, indem sie das
Stoffwechselprofil des Tumors durch direkte und indirekte Wechselwirkungen, zum
Beispiel mit Glukosetransportern wie GLUT-1 modulieren [60]. Deshalb wurden
verschiedene metabolischen Parameter (SUVmax, SUVmean und TLG) mittels 18F-
FDG PET-CT (PET-CT) in HPV-assoziierten HPV-negativen OPSCC in Bezug auf die

histopathologischen Befunde verglichen.

3.5.1 Patienten- und Tumor-Charakteristika von Patienten mit ausgewerteten
PET-CT Daten
66 Patienten (47 mannlich und 19 weiblich) wurden einem PET-CT unterzogen und

hinsichtlich der Parameter Alter, Geschlecht, Tabak- und Alkoholkonsum sowie T-
stadium und N-stadium fur HPV-assoziierte und HPV-negative OPSCC retrospektiv
analysiert. Diese Parameter kdnnen potenzielle Risikofaktoren mit Einfluss auf das
Uberleben der Patienten sein. Manner sind haufiger von OPSCC betroffen als Frauen.
Zum Diagnosezeitpunkt sind 28 Patienten unter 60 Jahre alt und 38 Patienten tber 60
Jahre. HPV-assoziiert sind 23 von 66 Patienten (34,8 %). In allen HPV-assoziierten
OPSCC wurde der Hochrisikotyp HPV-16 nachgewiesen. Patienten mit HPV-negativen
OPSCC sind signifikant hdufiger Raucher als Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC
(52,3 % vs. 16,9 %, P=0,006). Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC weisen ebenfalls
haufiger einen geringen Alkoholkonsum auf verglichen mit HPV-negativen OPSCC
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(46,2 % vs. 4,6 %, P<0,001). Das T-Stadium unterscheidet sich nicht signifikant
zwischen HPV-assoziierten und HPV-negativen Patienten. Patienten mit HPV-
assoziierten OPSCC zeigen klinisch und radiologisch in allen Féllen (23/23) eine nodale
Metastasierung der Stadien N1 bis N2c, wéhrend Patienten mit HPV-negativen OPSCC
zu 19,7 % ein NO-Stadium (13/43) aufweisen (Tab. 24, P=0,003).

Tabelle 24: Patienten- und Tumor-Charakteristika des PET-CT-
Kollektivs.

HPV-negative HPV-assoziiert P-Wert*
n=66 n=43 (65,2%) n=23 (34,8%) alle
Anz. Patienten %  Anz. Patienten % Anz. Patienten %
Geschlecht
Mér_ml_lch 34 515 13 197 0,054 47 71,2
Weiblich 9 13,6 10 15,2 19 28,8
Alter
Jung (<60) 19 28,8 9 13,6 0692 28 42 4
Alt (=60) 24 36,4 14 21,2 ’ 38 576
Nikotin
Nichtraucher 8 12,3 12 18,5 0,006 20 30,3
Raucher 34 523 1 16,9 ! 45 68,2
Alkoholabusus
Ja_ 30 46,2 3 46 <0,001 33 50
Nein 13 20,0 19 292 32 48,5
T-Stadium
T 11 16,7 4 6,1 15 227
T2 8 121 10 152 0,150 18 27,3
T3 12 18,2 6 9.1 18 27,3
T4 12 18,2 3 45 15 227
T-Stadium
T1-2 19 28,8 14 212 0196 33 50
T=3 24 36,4 9 136 33 50
N-Stadium
NO 13 197 0 0 - 13 197
N+ 30 455 23 348 0,003 53 80,3
N-Stadium
NO 13 197 0 0,0 13 197
N1 9 136 9 136 18 27,3
N2a 4 6,1 5 7.6 0035 9 13,6
N2b 10 152 7 10,6 17 258
N2¢ 5 76 2 3 7 106
N3 2 3 0 0,0 2 3,03

* Chi-Quadrat-Test nach Pearson (Asymptotische Signifikanz (zweiseitig))
**Exakter Test nach Fisher (Exakte Signifikanz (2-seitig))
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3.5.2 Gesamtuberleben von Patienten mit ausgewerteten PET-CT Daten
Eine HPV-Assoziation des Tumors ist mit einem besseren Gesamtiiberleben fiir den

Patienten assoziiert. Unter den Patienten, bei denen ein PET-CT durchgefuhrt wurde,
liegt das Gesamtiiberleben der Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC nach 5 Jahren
mit rund 95 % im Vergleich zu 75 % signifikant uber dem der Patienten mit HPV-
negativen OPSCC (Abb. 30; P=0,041).
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3.5.3 PET-CT Parameter in HPV-assoziierten und —negativen OPSCC
Vergleicht man die PET-CT Parameter von HPV-assoziierten und —negativen OPSCC

im Hinblick auf die GroRe der Primértumoren (T1-2 vs. T>3) unterscheiden sich diese
hinsichtlich des SUVmax, des SUVmean und des TLG (Tab. 25). In der Gruppe der
HPV-negativen OPSCC ist der SUVmax in kleinen (T1-T2) und groBen Tumoren (T>3)
signifikant unterschiedlich. Grofie Tumoren der HPV-negativen OPSCC weisen einen
deutlich hoheren SUVmax im Vergleich zu kleinen Tumoren auf (Abb. 31 A; P=0,001).
Fur die HPV-assoziierten OPSCC gibt es keinen signifikanten Unterschied fir den
SUVmax in Abhangigkeit zur TumorgroRe (T1-2 vs. T3: P=0,201). Der SUVmean ist
in kleinen und grofRen Tumoren in der Gruppe der HPV-negativen OPSCC signifikant
unterschiedlich mit gréfReren Werten in grof3en Tumoren (Abb. 31 B; P<0,001). Fur die
HPV-assoziierten OPSCC ist hingegen kein signifikanter Unterschied fir die
Tumorgrofle und den SUVmean nachweisbar (P=0,109). Zusammenfassend sind

SUVmax und SUVmean in der Gruppe der HPV-negativen OPSCC mit der
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GrolRenzunahme des Primdrtumors somit signifikant hoher. In der Gruppe der
HPV-assoziierten OPSCC Kkorreliert ein hoéherer SUVmax und SUVmean mit

GroRenzunahme des Primarius, dies ist jedoch nicht signifikant.

Auch fir den TLG ist ein htherer Wert in groRen Primartumoren verglichen mit kleinen
Primartumoren feststellbar (Abb. 31 C). Fir den TLG bestehen jedoch sowohl in der
Gruppe der HPV-negativen OPSCC (P<0,001) als auch der HPV-assoziierten OPSCC
signifikante Unterschiede zwischen kleinen und groflen Tumoren (P=0,002). Die
genauen Werte der PET-CT Parameter SUVmax, SUVmean und TLG sind der unten
aufgefiihrten Tabelle (Tab. 25) zu entnehmen.
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Tabelle 25: Ubersicht PET-CT Parameter in HPV-negativen und HPV-assoziierten

OPSCC.

n=66

Primértumor
SUVmax
T1-T2 (19)
T=3 (24)
SUVmean
T1-T2 (19)
T=3 (24)
TLG
T1-T2 (19)
T=3 (24)

Mittlerer Rang

14,79
27,71

13,82
28,48

11,63
30,21

HPV-negative

n=43 (65,2%)
Mittelwert

*P-Wert

Mann-Whitney-U-Test

12,6121
(3,78-29,33)

4,8821
(2,9-8,07)

196,9533
(7,97-1408,62)

HPV-assoziiert
n=23 (34,8%)

~P-Wert

Mittlerer Rang  Mittelwert

Mann-Whitney-U-Test

SUVmax
T1-T2 (14 10,5
0.001 o (31515’_71%6019) 0,201
T=23 (9) 14,33 2513,
SUVmean
<0,001 T1-T2 (14) 10,18 4,6600 0106
T=23 (9) 14,83 (2,88-6,13)
TLG
T1-T2 (14) 8,64 120,5173
<l
0.001 T3 (9) 17,22 (5,87-591,99) 0,002

*: Asymptotische Signifikanz (zweiseitig) **: Exakte Signifikanz [2*(1-seitige Sig.)]

3.5.4 Gesamtiberleben von Patienten mit HPV-negativen OPSCC bezogen auf
die PET-Parameter

Das Gesamtuberleben der Patienten mit HPV-negativen OPSCC fiir einen Zeitraum von
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5-Jahren wurde im Hinblick auf die PET-Parameter SUVmax, SUVmean und TLG
analysiert. Hierzu wurden Félle nach den Werten der einzelnen Parameter in dichotome
Gruppen mit niedrigem und hohem Wert eingeteilt. Als Grenze wurde hierfir jeweils
der Median der Gesamtgruppe gewéhlt. Dies ergab, dass Patienten mit HPV-negativen
OPSCC und einem niedrigen SUVmax (Abb. 32 A; P=0,043), einem niedrigen
SUVmean (Abb. 32 B; P=0,094) und einem niedrigen TLG (Abb. 32 C; P=0,037) ein
signifikant besseres Gesamtiberleben, verglichen mit Patienten deren OPSCC hohe
SUVmax/SUVmean/TLG-Werte, zeigen (Daten zu HPV-assoziierten OPSCC nicht
signifikant, Abbildung nicht gezeigt).

3.5.5 GLUT-1 Expression in Korrelation mit dem T-Stadium
HPV Onkoproteine konnen das Stoffwechselprofil des Tumors modulieren (vgl.

Abschnitt GLUT-1 Expression in HPV-assoziierten und -negativen OPSCC). In
folgenden Analysen wurde die GLUT-1 Expression in Abhéngigkeit des T-Stadiums fur
Patienten von denen PET-Daten vorliegen, untersucht. Dies zeigt, dass bei grof3en
Primértumoren (T3 & T4) eine hohe GLUT-1 Expression in HPV-negativen OPSCC

0 P=0,038 T-Stadium  Vorliegt. Kleine (T1-T2)
T T1-T2 T _ _
P=1,000 m T3 umoren  zeigen Im

Vergleich  zu  groflen
80 A
Tumoren (T>3) eine

niedrigere GLUT-1
60 Expression in  HPV-
negativen OPSCC

GLUT-1 [%]

(P=0,038), jedoch nicht in
HPV-assoziierten OPSCC
(Abb. 33). In der Gruppe
20 der HPV-assoziierten
OPSCC st ebenfalls eine
hohere GLUT-1
HPV-negativ | HPV-assoziiert | Expression in  groRen

40 1

Abbildung 33: GLUT-1 Expression in Korrelation mit dem T- Primartumoren

Stadium.

Vergleich der GLUT-1 Expression in kleinen (T1-T2) und groRen feststellbar, diese ist

OPSCC (=T3) (P: Mann-Whitney-U-Test). . ] o
jedoch nicht signifikant.
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4  Diskussion

4.1 Aktivierung des HIF-1 Signalwegs in HPV-positiven und —negativen
HNSCC-Zelllinien

4.1.1 HIF-1e Stabilisierung in HPV-positiven HNSCC-Zelllinien unter Normoxie
Fur die HPV-positiven HNSCC-Zelllinien konnte verglichen mit den HPV-negativen
Zelllinien signifikant hohere HIF-1a Proteinlevel unter Normoxie nachgewiesen werden
(Abb.5). Eine HIF-1a Stabilisierung auf Proteinebene unter Normoxie wurde bisher
weder fir Zervixkarzinom-Zelllinien noch fir humane Keratinozyten gezeigt [59]. In
Ubereinstimmung mit den hier gezeigten Ergebnissen, konnte jedoch eine
Akkumulation des HIF-1a Proteins in HPV-16 E6 und/oder E7 transfizierten Zelllinien
nachgewiesen werden, ohne direkten Nachweis einer HPV16 E6/E7 vermittelten HIF-
la Proteinstabilisierung bzw. einer Stabilisierung der HIF-1a mRNA. Dies suggeriert
eine Regulation auf der Translationsebene in vitro und ein Entgegenwirken zu den
durch p53 ausgelosten repressiven Effekten [47, 82]. Wéhrend zwei Studien kein
Nachweis fur eine Assoziation des HPV-Status und der HIF-1a Proteinexpression in
OPSCC erbrachten [31, 36], konnten eine weitere Studie eine positive Assoziation
zwischen den beiden Proteinen HIF-1a. und HPV16 E7 in HPV16 DNA positiven
OPSCC zeigen [67]. Letzteres ist in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen dieser
Arbeit und deutet auf einen Zusammenhang zwischen HIF-1a und der Expression der
HPV-Onkoproteine hin. Basierend auf einer erhohten Expression Hypoxie-assoziierter
Proteine in HNSCC wurde auch eine Aktivierung des Hypoxie-Signalwegs

angenommen [14].

Einer der Hauptregulatoren des HIF-1a Proteins sind die Prolylhydroxylasen (PHDs),
insbesondere PHD2. Eine Hydroxylierung durch PHD2 fiihrt zur proteasomalen
Degradation von HIF-1a. Um eine HIF-1a Akkumulation auszuldsen war die alleinige
Inhibition von PHD2 unter Normoxie mittels siRNA in diversen Tumor- und
Primarzelltypen suffizient, gegensétzlich zur PHD1 und PHD3 Inhibition [37]. Unter
Normoxie konnte bisher kein Nachweis einer erhéhten HIF-1a Protein-Akkumulation
fir HPV-positive Zelllinien erbracht werden [35], welches im Gegensatz zu den
Ergebnissen dieser Arbeit steht (Abb.5). Unter Normoxie konnten hier erhohte HIF-1a
Proteinlevel in den HPV-positiven HNSCC-Zelllinien nachgewiesen werden, welche
am ehesten auf eine Reduktion der PHD2-Aktivitat zuruckzufuhren sind (Abb.7). Die
Reduktion der Aktivitat wird vermutlich durch die HPV-Onkoproteine ausgeldst. Eine
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Inhibition der HIF-1lao Hydroxylierung und eine daraus resultierende HIF-1a
Stabilisierung konnte fir EBV-transformierte B-Zellen bereits nachgewiesen werden
[19]. Dabei wurde die Inhibition der Hydroxylierung Uber eine Bindung der viralen
Proteine an die PHDs ausgeldst und somit die proteasomale Degradation verhindert.
Dies resultiert abschlieRend in der HIF-1a Stabilisierung [19]. Ubereinstimmend mit der
Literatur zeigen die vorliegenden Daten unter experimenteller Inhibition der PHDs und
des Proteasoms eine reduzierte HIF-lo Hydroxylierung fiir dic HPV-positiven
Zelllinien (Abb.7). Die gleichzeitige Inhibition der PHDs und des Proteasoms zeigt
gewissermalien eine Art Momentaufnahme zur Bestimmung der HIF-Hydroxylierung
ohne, dass ein Abbau oder eine weitere Anreicherung maglich ist.

4.1.2 HIF-1e Stabilisierung in HPV-positiven HNSCC-Zelllinien unter Hypoxie
Die Ergebnisse unter Hypoxie zeigen erwartungsgemal eine Erhéhung des HIF-1a

Proteinlevels in allen HNSCC-Zelllinien, unabhéngig vom HPV-Status (Abb.6A),
welches einen funktionellen Hypoxie-Signalweg impliziert. Obwohl alle Zelllinien eine
funktionelle Antwort auf Hypoxie zeigen, féllt diese in HPV-negativen und
HPV-positiven Tumorzellen unterschiedlich aus. Die HPV-positiven Zelllinien zeigen
im Vergleich zu den HPV-negativen Zelllinien insgesamt eine héhere relative und
absolute Zunahme des HIF-1a Proteins (Abb.6B). In einer anderen Arbeit konnte
ebenfalls gezeigt werden, dass unter Hypoxie eine HIF-1o. Akkumulation in HPV-
positiven und -negativen HNSCC-Zelllinien erfolgt [27]. Ubereinstimmend mit den hier
vorliegenden Ergebnissen konnte bereits eine durch HPV induzierte HIF-1a
Stabilisierung unter chemisch induziertem Hypoxiesignalweg in HPV E6/E7
transfizierten Zelllinien und Zervixkarzinom-Zelllinien nachgewiesen werden [8, 26,
59]. Kongruent zu bereits etablierten regulatorischen Mechanismen [18, 24, 28, 29, 54,
73, 74] sind die hier vorliegenden erhthten HIF-1a Proteinlevel in den HPV-positiven
HNSCC-Zelllinien assoziiert mit einem signifikanten Anstieg der PHD2 Level unter
Hypoxie (Abb.6C). Dies deutet darauf hin, dass eine HPV-Onkoprotein induzierte HIF-
lo. Aktivierung unter Normoxie durch die Inhibition der PHD2 Aktivitat induziert wird
und durch eine Abnahme der Sauerstoffverfiigbarkeit unter Hypoxie zusatzlich

gesteigert wird.

4.1.3 HIF-1a Funktionalitit in HNSCC-Zelllinien
Zur Uberpriifung der HIF-1o. Funktionalitit in den Kopf-Hals-Tumor-Zelllinien

erfolgten in dieser Arbeit Untersuchungen der zelluldren HIF-1a Lokalisation (Abb.8C).
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Die Ergebnisse der Immunfluoreszenzuntersuchung zeigen unter Normoxie und
verglichen mit den HPV-negativen Zelllinien ein starkeres Fluoreszenzsignal in den
Nuklei der HPV-positiven HNSCC-Zelllinien. Liegt eine nukledre Lokalisation vor
deutet dies auf ein funktionelles HIF-1a Protein und eine Aktivierung der HIF-Zielgene
hin [19]. Zusétzlich kann unter der Behandlung mit DFO ein deutlicherer Anstieg der
nukledren HIF-1a Akkumulation beobachtet werden (Abb.8A-C). Beides impliziert eine
HIF-1a Funktionalitdt fir HPV-assoziierte HNSCC. Die HIF-1o Aktivierung unter
Normoxie koénnte einen ,,Warburg-dhnlichen Effekt in HPV-assoziierten Tumoren
auslosen, der das Tumorwachstum positiv beeinflusst und das Zellliberleben sichert
[20]. Zusétzlich kann Uber HIF-1a die Angiogenese stimuliert werden [73, 74]. In HPV-
assoziierten Tumoren konnte die erhohte Sauerstoffverfligbarkeit Ursache flr die

hohere Radiosensitivitét sein [3, 50].

4.1.4 HIF-1a Expression und Einfluss auf Tumorwachstum, Migration und
Proliferation in HPV-positiven HNSCC-Zelllinien
Sowohl eine HIF-1o. Suppression als auch eine Uberexpression kann das Wachstum

hypoxischer Tumoren stark beeinflussen [45, 48, 68]. In den hier durchgefiihrten
Funktionellen-Assays konnten Unterschiede des Proliferations- und
Migrationsverhaltens unter Aktivierung des Hypoxiesignalwegs (DFO) (Abb.9) und
HIF-1o Inhibition (siRNA) nachgewiesen werden (Abb.11). Die Aktivierung des
Hypoxiesignalwegs fuhrte in den HPV-negativen Zelllinien zu einer verminderter
Migration (Abb.9) und einem negativen Effekt auf die Wundheilung in vitro
(Abb.12A). Die siRNA induzierte HIF-1a Inhibition l6ste hingegen in den HPV-
positiven Zelllinien eine verminderte Migration (Abb.11) und einen negativen Effekt
auf die Wundheilung aus (12B). Dies steht in Einklang mit den zuvor beschriebenen
erhéhten HIF-1a Proteinleveln in den HPV-positiven HNSCC-Zelllinien und impliziert
veranderte phanotypische und metabolische Eigenschaften. Hypoxie ist ein bedeutender
metabolischer  Stressor, der die Tumorproliferation beeinflusst. Einer der
entscheidenden Mediatoren fur die Reaktion auf physiologische Stérungen und Hypoxie
innerhalb der Tumormasse ist HIF-1a. HIF-1a fungiert als molekularer Schalter, indem
es die Tumorzellen an eine sauerstoffarme Umgebung anpasst. Durch die Stabilisierung
von HIF-1a und den Import in den Zellkern werden Gene hochreguliert, die an der
Angiogenese, dem Glukosetransport und der Glykolyse beteiligt sind [60]. Diese
Geninduktion verbindet HIF-1a. mit dem metabolischen Phinotyp und ermdglicht

Veranderungen des  Wachstumsmusters von  Tumorzellen mit  stabiler
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HIF-1a-Expression [60]. Auf diese Weise konnte HIF-lo eine bedeutende Rolle
zwischen einer Virusinfektion und der anschlieenden Transformation sein. HIF-1a gilt
daher als ,, target” vieler virus-induzierter Tumorenzellen und ermdglicht ihnen ein

hypoxisches Milieu zu Uberleben [60].

Weiterhin konnte in dieser Arbeit ein Verlust des membranstdndigen E-Cadherin unter
Behandlung mit DFO in den HPV-positiven Zelllinien beobachtet werden (Abb.13).
Eine Steigerung der Proliferation, der Migration und des Invasionsverhaltens ist meist
auf eine gestorte Cadherin vermittelte Zell-Zell-Adhdsion oder E-Cadherin-
Ektodomanen-Shedding zurtickzufiihren [38, 66]. Unter dem Begriff Ektodomanen-
Shedding versteht man eine proteolytische Abspaltung des extrazellularen Abschnitts
von Membranproteinen. Hierzu z&hlen Rezeptoren, Wachstumsfaktoren (z.B. epidermal
growth factor und tumor necrosis factor) oder Zelladhésionsproteine. Das Abspalten der
Ektodomanen kann Wachstum, Apoptose und Signaltransduktion beeinflussen [100].
Die hier gezeigten Ergebnisse deuten auf ein HIF-1o vermitteltes E-Cadherin-Shedding
in den HPV-positiven Zelllinien hin und dieses konnte in vivo eine
Epiteheliale-mesenchymalen Transition (EMT) auslosen. Wéhrend der EMT bauen
Epithelzellen Zell-Zell- und zellulare-extrazellulare Matrixkontakte ab und wandern an
andere Stellen im Korper. Im Verlauf des Tumorwachstums scheint die EMT den
Tumorzellen die Féhigkeit zu verleihen, in das umgebende Gewebe einzudringen und
schlieBlich an entfernte Stellen zu metastasieren [101]. Dies und die verminderte E-
Cadherin Expression koénnten den metastasierenden Phanotyp in HPV-assoziierten

Kopf-Hals-Tumoren erklaren [33].

4.2 Relative mRNA Level unter Hypoxie in HPV-positiven und -negativen
Zelllinien
Die bisherigen Ergebnisse deuten daraufhin, dass die HPV-Onkoproteine eine erhchte

HIF-1a Induktion initiieren. Daher wurde zur Uberpriifung des Einflusses von Hypoxie
auf die viralen Onkoproteine eine gqRT-PCR der HPV mRNA in vier HPV-positiven
Zelllinien durchgefiihrt. Fur HPV31 E6 und E7 konnte bereits unter DFO gezeigt
werden, dass diese eine erhohte HIF-1a Induktion initiieren [59]. In der vorliegenden
Arbeit konnte unter Hypoxie ein signifikanter Riickgang der HPV mRNA beobachtet
werden (Abb.14). Dies steht in Einklang mit Erkenntnissen aus der bisherigen Literatur.
Hier konnte bereits nachgewiesen werden, dass Hypoxie das Potenzial besitzt, die

Biologie HPV-assoziierter Tumoren zu beeinflussen [32]. Dies geschieht durch
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generelle Effekte im Tumor, aber auch durch eine Interaktion mit den viralen
Onkoproteinen und deren Wirtszelle. So kann Hypoxie beispielsweise eine Art
Dormanz in HPV-positiven Zellen ausldsen. Dieser Zustand ist u.a. charakterisiert
durch ein Herunterfahren der viralen Onkogen-Expression und einem reversiblen
Wachstumsstillstand [32]. Des Weiteren wurden mRNA Analysen fir GLUT-1, HIF-1a
und E-Cadherin in vier HPV-positiven und zwei HPV-negativen durchgefuhrt. Auch
hier sind die Ergebnisse in der Literatur kontrovers. So wurde einerseits Uber eine
Reduktion der GLUT-1 und HIF-1a Level in HPV-assoziierte Tumoren berichtet [27],
wahrend andererseits héhere GLUT-1 mRNA Werte detektiert wurden [44]. Die hier
vorliegenden Ergebnisse bestatigen erhdhte GLUT-1 mRNA Level unter Hypoxie in
den HPV-positiven Zelllinien (Abb.15C, D) und deuten auf einen erhdhten
glykolytischen Metabolismus hin [44]. Ubereinstimmend mit den Ergebnissen dieser
Arbeit konnte ebenfalls bereits in E6 transfizierten Keratinozyten ein erhohter Gehalt an
glykolytischen Enzymen nachgewiesen werden [17]. Dartiber hinaus werden die HIF-1a
MRNA Level der HPV-positiven Zelllinien, verglichen mit den HPV-negativen
Zelllinien, weniger stark durch Hypoxie beeinflusst und bleiben nahezu konstant. Dies
deutet daraufhin, dass die HPV-Onkoproteine bereits einen Einfluss auf die HIF-1a
Induktion austiben und maoglicherweise einen vorbestehenden Warburg-Effekt
verstarken. Zusatzlich konnte in der vorliegenden Arbeit in den HPV-positiven
Zelllinien unter Hypoxie ein niedrigeres E-Cadherin mRNA Level als in HPV-
negativen Zelllinien nachgewiesen werden (Abb. 15E,F). Dies steht in Einklang mit der
Degradation und dem Verlust des membranstandigen E-Cadherin unter Behandlung mit
DFO. Die hier gezeigten Ergebnisse konnten insgesamt den metastasierenden Phanotyp

in HPV-assoziierten Kopf-Hals-Tumoren erkléren.

4.3 Metabolische Unterschiede zwischen HPV-assoziierten und HPV-negativen
OPSCC
Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC weisen ein verbessertes Therapieansprechen

sowie Uberleben im Vergleich zu Patienten mit HPV-negativen OPSCC auf,
insbesondere nach ionisierender Bestrahlung [3]. Dies konnte auf eine effizientere
lonisation von Sauerstoff im Gewebe unter Strahlentherapie zurlckzufihren sein,
welches moglicherweise mit einer HIF-1a Aktivierung aufgrund eines hoheren pOo-
Wertes im Zusammenhang steht. ES wurde bereits gezeigt, dass HPV-Onkoproteine
eine Rolle bei der Regulation der metabolischen Mechanismen spielen [57, 60].

Literaturdaten und die Ergebnisse aus Zellkulturuntersuchungen dieser Arbeit werfen
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die Frage auf, wie das Expressionsniveau der am Energiestoffwechsel beteiligten
zellul&ren Proteine bei HPV-assoziierten und HPV-negativen OPSCC vorliegt. Hierzu
erfolgten an einem Patientenkollektiv retrospektive Analysen von HIF-1a und dessen
., targets “ GLUT-1, LDHA und CA9.

43.1 HIF-1a
Die Expression des HIF-1a Proteins konnte sowohl in HPV-assoziierten als auch in

HPV-negativen OPSCC immunhistochemisch nachgewiesen werden und wird
hauptsachlich im Nukleus exprimiert (Abb.17A-C). Hinsichtlich des HIF-1a
Expressionsniveaus oder der Intensitat lieBen sich in der Immunhistochemie jedoch
keine signifikanten Unterschiede zwischen HPV-assoziierten und -negativen OPSCC
feststellen (Abb. 17 D, E). HIF-1a gilt als ein sehr instabiles Protein mit einer
Halbwertzeit von weniger als 5 Minuten unter Normoxie [5]. Die Literatur zur
immunhistochemischen HIF Expression zeigt sich widersprichlich fir HNSCC [62].
Fehlende Unterschiede der HIF-1 Expression in Abhangigkeit des HPV-Status in dieser
Arbeit kdnnten mit der geringen Halbwertzeit von HIF-1a assoziiert und auf die Zeit fir
die Probenkonservierung zurtickzufihren sein. Dennoch konnte bereits flr
Zervixkarzinome in der Literatur ein Zusammenhang zwischen der HIF-1a Expression
und der GLUT-1 Expression hergestellt werden. Dies suggeriert, dass HIF-1a tiber die
Regulation von GLUT-1 einen Einfluss auf die Glykolyse ausubt [12]. Fir HPV
transfizierte Zelllinien konnte ein erhéhtes HIF-1a Niveau ebenfalls mit der Aktivierung
weiterer ,,downstream targets® wie beispielsweise CA9 in Verbindung gebracht werden
[59]. Ferner wurde flr HPV-assoziierte OPSCC Tumoren ein Trend zu einer erhdhten
LDH Expression festgestellt [44]. Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass LDHA
aufgrund einer E7-induzierten intrazellularen ~Akkumulation von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) vorzugsweise im Kern von HPV16-positiven zervikalen
Tumoren lokalisiert wird [51]. Zellulare Prozesse, die das Tumorwachstum férdern,
beginstigen auch die Glukoseaufnahme. Viele dieser Prozesse werden durch Molekile
wie HIF-1o gesteuert. Glukosetransporter in der Membran werden so als Reaktion auf
niedrige Sauerstoffwerte hochreguliert. Durch die Beeinflussung des Glukosetransports
sind onkogene Viren in der Lage, vermehrt Glukose fir proliferierende Zellen verfligbar

zu machen [60].
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432 GLUT-1
Der Transport von Glukose in die Zelle erfolgt mittels Glukosetransporter (GLUTS), die

in allen Zelltypen vorhanden sind. GLUTSs weisen eine variable Gewebeverteilung und
eine variable Affinitat fir Glukose auf. Funktionell regulieren GLUTs die Bewegung
von Glukose zwischen den extrazelluldren und den intrazellularen Kompartimenten,
wobei die Glukose fur den Zellstoffwechsel verfligbar bleibt [99]. Glukosetransporter
sind in vielen Karzinomen uberexprimiert [95]. Die differenzierte Tumorbiologie der
HPV-assoziierten HNSCC wirft die Frage nach dem Expressionsniveau des am
Energiestoffwechsel beteiligten Proteins GLUT-1 auf. In der durchgefiihrten
immunhistochemischen  Untersuchung konnte gezeigt werden, dass sowohl
HPV-assoziierte als auch HPV-negative OPSCC GLUT-1 membranstandig
exprimieren, sich jedoch hinsichtlich des prozentualen Anteils der Membranstandigkeit
von GLUT-1 signifikant unterscheiden (Abb. 18-20), mit einer erhéhten Expression in
HPV-negativen OPSCC (Abb. 20B). Diese zeigen zudem eine signifikant hohere
Expressionsintensitat von GLUT-1 (Abb. 18E). Diese Ergebnisse stimmen mit
vorrangegangenen  Untersuchungen in  HPV-positiven  Zellen (berein  [59].
Gegensétzlich zu diesen Ergebnissen wurden zuvor héhere GLUT-1 Proteingehalte in
HPV-assoziierten im Vergleich zu HPV-negativen OPSCC berichtet in der Annahme,
dass HPV-positive Tumoren metabolisch hochaktiv sind und eine erhohte Glykolyse
aufweisen [44]. Moglicherweise sind Viren selbst in der Lage, Verdnderungen in der
Zellmembran zu bewirken, die den Glukosetransport erleichtern konnen [60]. Eine
erhohte Glukoseaufnahme ist ein auffalliges Merkmal vieler Virus induzierter Tumoren
[60]. Wie bereits in Studien mit onkogenen Viren beobachtet, sind diese Effekte nicht
immer auf eine erhdhte GLUTI1-Expression zurtickzufiihren, sondern kdénnen auch
einen veranderten GLUT1-Transport in transformierten Zellen hervorgerufen werden
[60]. Dies deutet darauf hin, dass funktionelle  Verdnderungen im
Membrantransportsystem fur die virusinduzierte Onkogenese kritisch sein kénnen [60].
Die bisherigen Daten aus der Literatur und die hier gewonnen Daten lassen vermuten,
dass HPV-Proteine einen Mechanismus zur Modulation der Intensitaten von HIF-1o-
Zielgenen auslésen. Um dies jedoch belegen zu kénnen und die Rolle der Hypoxie und
HIF-1a Stabilisierung im HPV-assoziierten Tumor zu verstehen ist eine detailliertere

Analyse weiterer HIF-Zielgene notig.
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Das GLUT-1 Expressionsniveau korreliert ebenfalls signifikant mit dem Uberleben von
Patienten mit HPV-negativen OPSCC, nicht jedoch bei Patienten mit HPV-assoziierten
OPSCC. Bei Patienten mit HPV-negativen OPSCC, korreliert eine starke GLUT-1
Expression mit einem reduzierten Uberleben (Abb. 21), welches kongruent zu
bisherigen Daten ist [62]. Dies legt nahe, dass die GLUT-1 Expression in HPV-
negativen OPSCC vor allem auf eine tatsachliche Tumorhypoxie zurtickzufihren ist.

Ubereinstimmend mit den Ergebnissen dieser Arbeit (Abb. 22) konnte fir
HPV-assoziierte OPSCC bereits eine GLUT-1 Expression zentral im Tumor und eine
schwéchere Expression in den peripheren Bereichen nachgewiesen werden [44]. Die
hier vorliegenden Ergebnisse stehen in Einklang mit der These, dass HPV-assoziierte
OPSCC hauptsachlich von der Glukoseaufnahme und der anaeroben Glykolyse in
zentralen, hypoxischen Tumorregionen abhangig sind. In peripheren Bereichen nutzen
HPV-assoziierte OPSCC hingegen die oxidative Phosphorylierung und Metabolisierung
von Milchsaure zur Energieversorgung [44]. Dies korreliert moglicherweise mit den fur
HNSCC beobachteten hohen Expressionsniveaus der B-F1-ATPase, die eine schnelle
Proliferation auch in hypoxischen Bereichen beginstigt [34]. Ein solcher
,metabolischer Phédnotyp” verschafft dem Virus-assoziierten Tumor einen
Selektionsvorteil, indem auch eine Proliferation unter Nahrstoffmangel und Hypoxie
mdoglich ist [60]. Diese Signalwege und insbesondere der Glukosetransport kénnen
demnach auch als potenzielle Therapieziele dienen. Hierbei ist jedoch zu beachten, dass
es sich bei Glukosetransportern um ubiquitdr exprimierte Proteine handelt, dessen

Blockade zwangslaufig den Glukoseverbrauch im normalen Gewebe verandert [95].

43.3 LDHA
LDHA Proteine sind verantwortlich fur die Umwandlung von Pyruvat zu Laktat [44,

65]. In der Glykolyse wird Glukose zu Pyruvat abgebaut. Eine Besonderheit ist, dass
samtliche Reaktionsschritte keinen Sauerstoff bendtigen [7]. AnschlieBend wird im
Citratzyklus das Endprodukt der Glykolyse, das Pyruvat, verstoffwechselt. Bei
Sauerstoffmangel zeigt der Citratzyklus eine reduzierte Aktivitat. Die Zellen wandeln
dann Pyruvat in Milchsdure um. Die Umwandlung von Glukose zu Milchs&ure wird als
Milchsduregarung bezeichnet. Die im Zytosol ablaufende Reaktion wird durch die
Laktatdehydrogenase (LDH) insbesondere bei anaeroben Bedingungen katalysiert. Die
Reduktion von Pyruvat zu Laktat liefert der Zelle auch in Hypoxie ausreichend NAD™*

fiir die Glykolyse und erméglicht das Uberleben der Zelle unter anaeroben Bedingungen
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[7]. Eine wesentliche Auswirkung des Warburg-Effekts ist eine erhohte
Laktatproduktion der Tumorzellen. In Tumorzellen wird Laktat von Monocarboxylat-
Transportern exportiert, was zu einer Ubersauerung der Mikroumgebung fiihrt. Bei
normalen Zellen fihren diese Veranderungen zum Zelltod [93]. Die Ergebnisse der
immunhistochemischen Farbung zeigen sowohl fir HPV-assoziierte als auch HPV-
negative OPSCC eine zytoplasmatische LDHA Expression (Abb. 23 A-C). Beide
Tumorentitdten weisen einen hohen Anteil an Tumoren mit einer moderaten LDHA
Expression auf. Die HPV-negativen OPSCC zeigen allerdings auch ein hohes
Expressionsniveau von LDHA, wahrend dieser Anteil bei den HPV-assoziierten
OPSCC nur sehr gering ist (Abb. 23D). Kongruent zu diesen Ergebnissen konnte in
HPV-positiven HNSCC Zelllinien bereits gezeigt werden, dass diese eine geringere
LDHA Proteinexpression aufweisen, verglichen mit HPV-negativen Zelllinien [44]. Die
hier untersuchten HPV-assoziierten und -negativen OPSCC unterscheiden sich
ebenfalls hinsichtlich der LDHA Expressionsintensitat. HPV-negative OPSCC zeigen
eher eine starke Farbeintensitat verglichen mit HPV-assoziierten OPSCC (Abb. 25A).
Die Féarbeintensitat korreliert zudem negativ mit dem Gesamtiberleben von Patienten
mit HPV-assoziierten OPSCC. Bei einer starken Farbeintensitat zeigt sich hier ein
Trend fiir ein schlechteres krankheitsspezifisches Uberleben der Patienten (Abb. 25C).
Ubereinstimmend zu den hier gezeigten Daten konnte bereits fir klarzellige
Nierenzellkarzinomen gezeigt werden, dass eine LDHA-Hochregulierung ein Indikator
fur eine schlechte Prognose ist [25]. Ein Mangel an Milchs&ureproduktion kdénnte
demnach bei HPV-assoziierten HNSCC auch ihr ausgezeichnetes Ansprechen auf die

Strahlentherapie erklaren [44].

434 CA9
Carboanhydrasen sind transmembrane zinkhaltige Enzyme, die eine reversible

Hydratation von Kohlendioxid in Kohlensdure katalysieren und an der Zellatmung und
dem S&ure-Base-Gleichgewicht beteiligt sind. Es sind 14 Mitglieder dieser Familie
bekannt, die nach ihrer Lokalisation unterteilt werden: membran-assoziiert, zytosolisch,
mitochondrial und sezerniert. Die Expression von CA9 ist bereits in verschiedenen
Tumortypen beschrieben worden, darunter auch fir Oropharynxkarzinomen [62, 63].
CA9 gilt ebenfalls als eines der Hauptziele von HIF-1 [65]. Ubereinstimmend mit der
Literatur konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass HPV-assoziierte
OPSCC im Vergleich zu HPV-negativen OPSCC einen hohen Anteil Tumorzellen mit
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starker CA9 Férbeintensitat und starker Expression aufweisen (Abb. 26G, Abb. 26H).
Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass in den HPV-assoziierten OPSCC (ber HPV eine
Aktivierung der HIF-1 Zielproteine wie CA9 getriggert wird. Die Analyse des
Farbetyps in Verbindung mit der TumorgroRe hat ergeben, dass HPV-assoziierte
verglichen mit HPV-negativen OPSCC haufiger eine zentrale Farbung des Tumors (als
»~Hypoxiemuster® bezeichnet) bei T1 und T2 Tumoren aufweisen. Eine zentrale CA9
Farbung im Tumor kann bei HPV-negativen OPSCC vielfach erst in Tumoren des
Stadiums T3 und T4 nachgewiesen werden (Abb. 27A, B). Erwarten wiirde man eine
Tumorhypoxie in vivo erst bei grofleren Tumoren, wie sie bei den HPV-negativen
OPSCC zu erkennen ist. Dies deutet daraufhin, dass in den HPV-assoziierten OPSCC
keine echte Tumorhypoxie vorliegt. Fir die HPV-assoziierten OPSCC lasst sich
demnach eine HPV-Onkoprotein induzierte Aktivierung des Hypoxie-Signalwegs
vermuten. In Ubereinstimmung mit der Literatur korreliert der Farbetyp ebenfalls mit
dem Gesamtiberleben der Patienten mit HPV-negativen OPSCC. So konnte bereits
gezeigt werden, dass eine hohe CA9 Expression mit einem geringeren Gesamtiberleben

bei Patienten mit p16-negativen Tumoren assoziiert ist [63].

Zusétzlich zur Bewertung der CA9 Farbung wurden nekrotische Bereiche in den
gefarbten Arealen ausgewertet. Die Auswertung ergab eine Haufung von nekrotischen
Tumoren bei HPV-assoziierten OPSCC verglichen mit HPV-negativen OPSCC (Abb.
28). Dies ist u.U. vergleichbar mit einer Beobachtung, die man bei durch Tissue
Engineering gewonnenen Transplantaten feststellen kann: Die Diffusion reicht hier
haufig nur fir eine Versorgung der Zellen in den &uferen 5 mm der Zellschicht.
Aufgrund dessen kommt es in diesen Fallen hdufig zu Nekrosen im zentralen Bereich
[70]. Kongruent zu den hier durchgefihrten Untersuchungen konnte fur
Gewebematerial von Kopf-Hals-Tumoren gezeigt werden, dass hauptsachlich eine CA9
Expressionen bei sehr schwach vaskularisierten Tumoren, um die Bereiche der Nekrose
herum, vorzufinden ist [42] Diese Untersuchung erfolgte jedoch unabhé&ngig vom HPV-
Status. Die CA9 Expression bzw. eine zentrale oder uniforme Farbung korreliert nicht
mit dem Gesamtiiberleben der Patienten mit HPV-assoziierten Tumoren (Abb. 27D). Im
Allgemeinen kann jedoch bestéatigt werden, dass vor allem fur die CA9 Expression eine
H&ufung in nekrotischen Bereichen des Tumors vorzufinden (Abb. 28C) ist und mit
dem Gesamtiiberleben flr Patienten mit HPV-negativen OPSCC korreliert. Dies konnte
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wiederum mit der bereits in der Literatur beobachteten Radioresistenz in
Zusammenhang stehen [42].

435 18F-FDG PET-CT Parameter in HPV-assoziierten und HPV-negativen
OPSCC
Metabolische Parameter kdnnen mittels PET-CT zur Diagnose und Auswertung des

Behandlungserfolgs  ermittelt  werden.  Der  standardisierte ~ Aufnahmewert
(., standardized uptake value“ = SUV) von 18F-Fluordesoxyglucose (18F-FDG) ist eine
semi-quantitative  Messung der  Traceraufnahme, wobei der SUV den
Glukosestoffwechsel eines Tumors beschreibt. Es wird angenommen, dass ein hoher
SUV-Wert mit einer schlechteren Prognose bei HNSCC-Patienten einhergeht [11, 53,
96]. Dartber hinaus haben sich neuere Funktionsparameter wie die
Gesamtlésionsglykolyse (“total lesion glycolysis” = TLG) auch bei HNSCC als
prognostisch wertvoll erwiesen [49, 69].

In der vorliegenden Arbeit konnten metabolische Unterschiede hinsichtlich der
PET-Parameter SUVmax, SUVmean und TLG fir HPV-negative und HPV-assoziierte
OPSCC nachgewiesen werden. Es konnte gezeigt werden, dass in der Gruppe der
HPV-negativen OPSCC der SUVmax in kleinen (T1-T2) und groBen Tumoren (T>3)
signifikant unterschiedlich ist. GroBe Tumoren der OPSCC weisen einen deutlich
hoheren SUVmax im Vergleich zu kleinen HPV-negativen Tumoren auf (Abb.30A).
Dies konnte ebenso fiir den PET-Parameter SUVmean gezeigt werden (Abb.30B).
Dieses Phanomen ist vermutlich auf eine Hypoxie, bedingt durch eine grole
Tumormasse, zurlckzufiihren [77]. Andererseits kann fir HPV-assoziierte Tumore
angenommen werden, dass die Glukoseaufnahme bzw. das Stoffwechselprofil des
Tumors durch die onkogenen Viren durch direkte oder indirekte Wechselwirkungen mit
zelluléren Proteinen moduliert wird [60]. Dies ist erneut ein Hinweis auf eine HPV-
induzierte Glykolyse unabhédngig des Vorliegens einer wirklichen Hypoxie. In HPV-
negativen OPSCC koénnte hingegen der Glukosestoffwechsel dominant durch Hypoxie
reguliert werden [77]. Im Einklang mit den vorliegenden Untersuchungsergebnissen
wurde festgestellt, dass HPV-positive Primértumore beim Vergleich des AUC (Area
under the curve)-CSH (Cumulative SUV-volume histogramms) eine hohere
Homogenitét aufweisen [69]. Der Bereich unter der Kurve (AUC) ist ein quantitativer
Index der Heterogenitat der Tumoraufnahme, wobei ein geringer Wert einem hoheren

Grad an Heterogenitét entspricht [85]. Allerdings ist zu beachten, dass der Parameter
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AUC-CSH in der Literatur diskutiert wird, da dieser unter Umstanden auch durch das
Tumorvolumen beeinflusst werden konnte [10]. Auch fir den TLG ist ein htherer Wert
in groBen Primértumoren verglichen mit kleinen Primartumoren nachweisbar (Abb.
30C). Hier bestehen zudem in der Gruppe der HPV-negativen OPSCC als auch der
HPV-assoziierten OPSCC signifikante Unterschiede zwischen kleinen und grof3en
Tumoren. Der TLG berticksichtigt das Volumen der metabolisch aktiven Erkrankung
zusétzlich zum Grad der Tumorglukoseverwertung [49]. Der TLG weist Uber das
klinische T-Stadium hinaus einen prognostischen Wert auf und sollte fur die

Risikostratifizierung bei diesen Patienten in Betracht gezogen werden.

Die Analyse des Gesamtiiberlebens ergab eine signifikant bessere Uberlebenszeit bei
Patienten mit HPV-negativen OPSCC mit niedrigen SUVmax, SUVmean- und
TLG-Werten (Abb. 31). Im Gegensatz dazu war die Gesamtiiberlebensrate bei Patienten
mit HPV-assoziierten OPSCC unabhédngig von diesen drei PET-Werten. Dies lasst bei
HPV-Assoziation eine virus-induzierte Aktivierung des Hypoxiesignalwegs vermuten.
Die vorliegenden Ergebnisse fir Patienten mit HPV-negativen OPSCC bestatigen die
Annahme, dass ein hoher SUV-Wert mit einer schlechteren Prognose bei
HNSCC-Patienten einhergeht [11, 53, 96]. Ebenso konnte bereits gezeigt werden, dass
hohe TLG-Werte mit einem schlechteren Gesamtuberleben bei Patienten mit
Oralkarzinomen in Verbindung stehen [98], was die hier vorliegenden Ergebnisse

bestétigt.

HPV Onkoproteine kdnnen das Stoffwechselprofil des Tumors modulieren [60]. Die
Analyse der GLUT-1 Expression in Abhéangigkeit des T-Stadiums flr Patienten von
denen PET-Daten vorliegen zeigt, dass bei groRen Primédrtumoren (T3 & T4) eine hohe
GLUT-1 Expression in HPV-negativen OPSCC vorliegt (Abb. 32). In der Gruppe der
HPV-assoziierten OPSCC konnte ebenfalls eine hthere GLUT-1 Expression in grof3en
Primartumoren festgestellt werden, jedoch ohne Signifikanz. Kongruent zu den bisher
gezeigten Ergebnissen, konnte bereits nachgewiesen werden, dass die 18F-FDG-
Aufnahme eng mit der Expression von GLUT-1 und HIF-1a, der TumorgréRRe und der
Lymphknotenmetastasierung verbunden ist [94]. Dies l&sst sich vermutlich darauf
zurlckfihren, dass eine Tumorhypoxie im Wesentlichen dann auftritt, wenn das

Tumorwachstum das angiogene Wachstum Ubersteig. Dies spiegelt die adaptive
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Reaktion der Zellen auf eine verminderte Sauerstoffkonzentration wider [62]. Ein
Umstand der demnach vor allem in grof3en Tumoren beobachtet werden kann.

Insgesamt konnte auch in dieser Arbeit eine homogenere 18F-FDG-Aufnahme sowie
eine homogenere GLUT-Expression in HPV-assoziierten OPSCC im Gegensatz zu
HPV-negativen OPSCC nachgewiesen werden. Dies deutet auf eine unterschiedliche
Biologie dieser Tumoren hin mit einer Onkoprotein-induzierten Karzinogenese in HPV-
assoziierten OPSCC im Vergleich zur mutationsbedingten bei den HPV-negativen
OPSCC.

Limitierend fir die vorliegende Arbeit sind allerdings, der geringe Stichprobenumfang

und das Fehlen von Patienten mit einem NO-Stadium in der HPV-positiven Subgruppe.
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4.4  Schlussfolgerung
HPV-assoziierte Veranderungen des Tumorstoffwechsels konnten der Grund fir

typische Besonderheiten HPV-assoziierter Kopf-Hals-Tumoren sein. Patienten mit
einem HPV-assoziierten Kopf-Hals-Tumor weisen zum Zeitpunkt der Erstdiagnose
haufig kleines T-Stadium mit lymphogener Metastasierung auf. Dieses fortgeschrittene
N-Stadium steht im Widerspruch zur guten Prognose von Patienten mit
HPV-assoziierten HNSCC und der guten Ansprechrate auf Bestrahlung. So kdnnten in
den kleineren HPV-assoziierten  Kopf-Hals-Tumoren geringere  hypoxische
Bedingungen als in HPV-negativen HNSCC vorliegen, welches maglicherweise die
hohe Strahlensensibilitat dieser Tumoren erklart. Zudem konnte es durch die
Virus-induzierte Karzinogenese zur Aktivierung des Hypoxie-Signalwegs kommen, was
wiederum das Potenzial zur Metastasierung erhéhen konnte. Die Untersuchungen
ergaben, dass HPV-positive HNSCC-Zellen unter Normoxie und Hypoxie hohere HIF-
lo- und PHD2-Proteinwerte zeigten. Die Hydroxylierung von HIF-1o. war zudem in
HPV-positiven HNSCC-Zelllinien unter PHD und proteasomaler Inhibition reduziert.
In-vitro-Wundheilungstests zeigten eine Beeintrachtigung der Migration und
Proliferation durch die Aktivierung des HIF-1a-Signalwegs nur bei HPV-negativen
Zelllinien. Im Gegensatz dazu wurde die Migration und Proliferation in HPV-positiven
Zelllinien durch HIF-1a spezifische siRNA beeintrachtigt. In immunhistochemischen
Untersuchungen der HIF-1a ,, fargets” GLUT-1, LDHA und CA9 konnte gezeigt
werden, dass sich HPV-assoziierte als auch HPV-negative OPSCC hinsichtlich der
Expression unterscheiden. Des Weiteren unterscheiden sich die glykolytischen
Parameter, gemessen im 18F-FDG PET-CT in Abhéngigkeit des HPV-Status und sind
in HPV-positiven OPSCC deutlich homogener. Im Gegensatz zu HPV-negativen
OPSCC korrelierten weder SUVmax, SUVmean, noch der TLG mit dem
Gesamtlberleben der Patienten mit HPV-assoziierten OPSCC. Diese Ergebnisse
unterstiitzen die These einer homogenen, HPV-gesteuerten Karzinogenese in OPSCC,
verglichen mit der mutationsbezogenen Karzinogenese in HPV-negativen OPSCC. Die
onkogenen HPV scheinen uber die Stabilisierung von HIF-1a das Tumorwachstum
sowie das Metastasierungspotenzial in HNSCC zu beeinflussen. Eine Wiederherstellung
der HIF-1a Degradation konnte zukiinftig im Rahmen gezielter Therapieansatze genutzt

werden, um die Proliferation des Tumors zu unterbinden.
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5 Zusammenfassung

Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches (HNSCC, Head and Neck Squamous
Cell Carcinoma) z&hlen zu den sechs h&ufigsten Tumorerkrankungen weltweit. Diese
konnen in HPV-assoziierte und Noxen-induzierte Tumoren unterteilt werden. Klinisch
auffallig ist, dass HPV-assoziierte Primartumoren bei Erstdiagnose eine geringere
PrimartumorgroRe, jedoch in der Mehrzahl der Falle ausgeprdgte regionare
Lymphknotenmetastasen aufweisen. Dennoch weisen Patienten mit HPV-assoziierten
HNSCC ein besseres Therapieansprechen und eine bessere Gesamtprognose auf. Die
beschriebenen Charakteristika lassen darauf schlieBen, dass bei HPV-assoziierten
HNSCC eine ganzlich andere Biologie der Karzinogenese zu Grunde liegt. HIF1 ist ein
aus einer a- (HIF-1a) und B- Untereinheit bestehender heterodimerer Proteinkomplex.
Die HIF-1o. Protein Degradation wird sauerstoffabhidngig reguliert. Als Resultat
intratumoraler Hypoxie oder genetischer Verénderungen wird HIF-la in vielen
humanen Tumoren berexprimiert, was zur transkriptionellen Aktivierung von
Schlisselgenen der Angiogenese, des Glukosemetabolismus, des Zellliberlebens, der
Zellproliferation, Invasion und Metastasierung fiihrt. In der vorliegenden Arbeit wurde
untersucht, welchen Einfluss HPV auf die HIF-1a-Expression in HNSCC hat. Dafir
wurden HPV-positive und -negative HNSCC-Zellen nach adaptiven Reaktionen auf
Hypoxie sowie retrospektive Patientenproben hinsichtlich der HIF-1a, GLUT-1, LDHA
und CA9 Expression analysiert. Des Weiteren erfolgte die Korrelation der
experimentellen Ergebnisse mit metabolischen Parametern des 18F-FDG PET/CT sowie
dem Gesamtuberleben. Die Untersuchungen ergaben, dass HPV-positive HNSCC-
Zellen unter Normoxie und Hypoxie hohere HIF-1a- und PHD2-Proteinwerte zeigten.
Die Hydroxylierung von HIF-1a war zudem in HPV-positiven HNSCC-Zelllinien unter
PHD und proteasomaler Inhibition reduziert. In-vitro-Wundheilungstests zeigten eine
Beeintrachtigung der Migration und Proliferation durch die Aktivierung des HIF-1a-
Signalwegs nur bei HPV-negativen Zelllinien. Im Gegensatz dazu wurde die Migration
und Proliferation in HPV-positiven Zelllinien durch HIF-1a spezifische siRNA
beeintréchtigt. In der immunhistochemischen Untersuchung der HIF-1o ,, targets
GLUT-1, LDHA und CA9 konnte gezeigt werden, dass sich HPV-assoziierte als auch
HPV-negative OPSCC hinsichtlich der Expression unterscheiden. Weiterhin
unterscheiden sich die glykolytischen Parameter, gemessen im 18F-FDG PET-CT in
Abhéngigkeit des HPV-Status und sind in HPV-positiven OPSCC deutlich homogener.
Onkogene Viren sind in der Lage im HPV-assoziierten HNSCC, durch direkte und
indirekte Interaktion mit zellularen Regulatoren, wie HIF-1lo, die Karzinogenese zu
beeinflussen. Aufgrund dessen stellt HIF-1 ein potenzielles Target fir eine gezielte
Tumortherapie dar.
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6 Summary
Squamous cell carcinomas of the head and neck (HNSCC) are among the six most

common cancer diseases worldwide and can be divided into HPV-associated as well as
noxen-induced tumors. It is clinically noticeable that HPV-associated primary cancers
have a smaller primary tumor size at initial diagnosis, but in most cases have
pronounced regional lymph node metastases. Nevertheless, patients with HPV-
associated HNSCC show a better response to therapy and have a better overall
prognosis. The characteristics described above lead to the conclusion that
HPV-associated HNSCC is based on a completely different biology of carcinogenesis.
HIF1 is a heterodimeric protein complex consisting of a a- (HIF-1a) and B- subunit.
HIF-1a protein degradation is regulated by oxygen. As a result of intratumoral hypoxia
or genetic alterations, HIF-1a is overexpressed in many human tumors, leading to
transcriptional activation of key factors of angiogenesis, glucose metabolism, cell
survival, cell proliferation, invasion, and metastasis. In the present work, the influence
of HPV on HIF-1a expression in HNSCC was investigated. For this purpose, HPV-
positive and -negative HNSCC cells were analyzed for adaptive responses to hypoxia as
well as retrospective patient samples about HIF-1a, GLUT-1, LDHA, and CA9
expression. Furthermore, correlation of experimental results with metabolic parameters
of 18F-FDG PET/CT and overall survival was performed. The research revealed that
HPV-positive HNSCC cells showed higher HIF-1o. and PHD2 protein levels under
normoxia and hypoxia. Hydroxylation of HIF-1a was also reduced in HPV-positive
HNSCC cell lines under PHD and proteasomal inhibition. In vitro wound healing assays
showed impairment of migration and proliferation by activation of the HIF-1a pathway
only in HPV-negative cell lines. In contrast, migration and proliferation in HPV-
positive cell lines was impaired by HIF-1a-specific SIRNA. Immunohistochemistry of
the HIF-1a targets GLUT-1, LDHA, and CA9 showed that HPV-associated as well as
HPV-negative OPSCC wvary in expression. Furthermore, glycolytic parameters
measured by 18F-FDG PET-CT were found to be different depending on HPV status
and significantly more homogeneous in HPV-positive OPSCC. Oncogenic viruses are
able in HPV-associated HNSCC to influence carcinogenesis through direct and indirect
interaction with cellular regulators, such as HIF-1a. Based on this, HIF-1 represents a

promising candidate for targeted tumor therapy.
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7  Abkurzungsverzeichnis
ABC

APS
BCA
BSA

ca.
CA9
CBP
cDNA
cm
Ct-wert
DFO
DMOG
DNA
EGFR

EMT

E6, E7

EGAP

FA
FDG-PET/CT

FFPE
FITC
GLUT
GLUTL
h

HE
HIF
HIF-10
HIF-1B
HNSCC

Avidin-Biotin-Complex
Ammoniumpersulfat

Bicinchoninic Acid

bovines Serumalbumin,
Rinderserumalbumin

circa

Carboanhydrase 9

CREB-Binding Protein
complementary DNA

Zentimeter

cycle threshold = Schwellenwert
Deferoxamine

Dimethyloxalylglycine
Desoxyribonukleinsdure

Epidermal Growth Factor Receptor,
epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor
Epitheliale-mesenchymale Transition
HPV-Onkoproteine

zelluldren Ubiquitinligase
Formaldehyd
Fluoro-2-desoxy-D-glucose
Positronenemissionstomographie
Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet
Fluoresceinisothiocyanat
Glukosetransporter
Glukosetransporter-1

hour, Stunde

Hamatoxylin-Eosin

Hypoxia inducible-factor

Hypoxia inducible factor-/a

Hypoxia inducible factor-1p

Head and neck squamous cell carcinoma,

Karzinome des Kopf- und Halsbereichs
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HNO Hals-Nasen- und Ohrenheilkunde

HPLC-H.O Hochleistungsflussigkeitschromatografie-
Wasser

HPV Humanes Papillomvirus

HPV+ HPV-positiver Status/ HPV-assoziierter
Status

HPV- HPV-negativer Status

HR High-Risk

HRP Horseradish peroxidase

hTERT Humane Telomerase

Hydroxy-HIF-1a Hydroxylierte Form von HIF-1a

H-0O Wasser

H20: Wasserstoffperoxid

IF Immunfluoreszenz

IgG Immunglobulin G

IHC Immunhistochemie

JUR Jahres-Uberlebensrate

kDa Kilodalton

LDH Laktatdehydrogenase

LDHA Laktatdehydrogenase A

LR Low-Risk

pum Mikrometer

ul Mikroliter

min Minute

ml Milliliter

mm Millimeter

MG-132 Membrane-permeable proteasome inhibitor

MTBST Magermilchpulver

n Anzahl

nm Nanometer

NaCl Natriumchlorid

NADH, NAD+ Nicotinamidadenindinukleotid

7-87



Abkirzungsverzeichnis

NO

N+
OPSCC

PAA
PD-1/PD-L1
PHD

PHD2

pl6

p53
pRb
p300
RNAI
ROI
RT
SiRNA
Sek.
SUV

SUVmax, SUVmean

SPSS
TBS
TBST
TLG
u.N.
\Y
VHL

Nicht in die regiondren Lymphknoten
metastasiert
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