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2 Einleitung und wissenschaftliche Grundlagen

2.1 Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches

Bosartige Tumoren des Kopf-Hals-Bereiches gelten weltweit betrachtet als die am sechsthdufigsten
auftretende Tumorentitdt [Denaro et al., 2014, Hunter et al., 2005, Martinez-Useros and Garcia-
Foncillas, 2015, Parkin et al., 2005, Torre et al., 2015]. Man geht von einer globalen Inzidenz von
deutlich {iber einer halben Million Félle jahrlich aus [Martinez-Useros and Garcia-Foncillas, 2015],
wobei Manner haufiger betroffen sind als Frauen [Denaro et al., 2014]. 90 bis 95 % aller Karzinome
des Kopf-Hals-Bereiches stellen dabei Plattenepithlekarzinome dar [Bose et al., 2013, Martinez-
Useros and Garcia-Foncillas, 2015].

In der Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde werden unter Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-
Bereiches (engl. head and neck squamous cell cancer, HNSCC oder auch squamous cell canrinoma of
the head and neck, SCCHN) im engeren Sinne Karzinome der Mundhohle, des Larynx, des Hypo- und
des Oropharynx zusammengefasst. Plattenepithelkarzinome der Nasenhaupt- und Nasennebenhohlen
(engl. sinonasal squamous cell cancer, SNSCC) umfassen Karzinome der Nasenhaupthohle, der Kie-
fer-, Keilbein- und Stirnhéhlen sowie Siebbeinzellen. Als Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-
Bereiches werden, wie auch in dieser Arbeit, oft HNSCC und SNSCC zusammen eingeordnet.

Kopf-Hals-Tumoren sind multifaktoriell bedingt. Bekannte und bedeutende Risikofaktoren sind vor
allem Rauchen [Brennan et al., 1995, Pfeifer et al., 2002] und Alkoholkonsum [Lewin et al., 1998].
Besonders gravierend ist die Kombination des Tabakkonsums mit dem Genuss von hochprozentigem
Alkohol [Blot et al., 1988, Hashibe et al., 2009, Vigneswaran and Williams, 2014]. Auch der Konsum
von Schnupf- und Kautabakerzeugnissen und das vor allem in Landern wie Indien, Pakistan, Bangla-
desh und Sri Lanka iibliche Kauen von Betelniissen erhohen das Auftreten von Plattenepithelkarzino-
men [Vigneswaran and Williams, 2014]. AuBlerdem stellt die Infektion mit humanen Papillomviren
(HPV), insbesondere die Infektion mit high risk HPV Typen 16, 18, 31 und 33, einen Risikofaktor dar
[Mork et al., 2001, Vigneswaran and Williams, 2014].

Speziell bei Plattenepithelkarzinomen des Oropharynx ist eine zunchmend starke Assoziation mit
HPV Infektionen nachweisbar [Chaturvedi et al., 2011]. Uber 70 % der Plattenepithelkarzinome des
Oropharynx in Nordamerika sind HPV-positiv [Chaturvedi et al., 2011, Denaro et al., 2014, Steinau et
al., 2014]. Besonders HPV 16 ist auffallend haufig nachweisbar [Chaturvedi et al., 2011, Denaro et al.,
2014, Steinau et al., 2014, Vigneswaran and Williams, 2014]. Interessanter Weise haben HPV-positive
Tumoren, vor allem bei fehlenden anderen Risikofaktoren eine deutlich bessere Prognose [Ang et al.,
2010]. Plattenepithelkarzinome der Mundhohle, des Larynx und des Hypopharynx hingegen sind eher
mit den Risikofaktoren Rauchen und Alkoholkonsum assoziiert [Denaro et al., 2014].

Vor allem bei den Risikofaktoren Rauchen und Alkohol besteht durch die Exposition der gesamten
bzw. von groflen Teilen der Schleimhaut des oberen Aerodigestivtraktes und damit durch die generelle
Akkumulation von genetischen Verdnderungen ein erhohtes Risiko fiir multifokale, syn- und meta-
chrone Tumoren. Dieses Phanomen wurde von Slaughter et al. erstmals als ,,field cancerization* be-
zeichnet [Slaughter et al., 1953].

Durch die regional unterschiedlichen Risikofaktoren ergeben sich unweigerlich regionale Haufungen
von Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches. Die weltweit hochsten Anteile sind in Mela-
nesein (Papua-Neuguinea, Salomonen, Fidschi, Vanuatu, Westneuguinea, Neukaledonien und Torres-
Strait-Inseln), im Siiden Asiens, in Teilen Frankreichs und in Teilen Osteuropas und der ehemaligen



Sowjetunion zu beobachten [Denaro et al., 2014]. Weltweit betrachtet sind Plattenepithelkarzinome
der Mundhéhle und des Oropharynx die haufigste Lokalisation dieser Tumorentitit [Bose et al., 2013].

Das Uberleben von Patienten mit Karzinomen im Kopf-Hals-Bereich hat sich in den letzten Jahrzehn-
ten nur geringfiigig verbessert. Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches werden nicht selten
erst spit diagnostiziert. Ublicherweise priisentieren sich Patienten im Durchschnitt erst im Stadium III
bis IV der Erkrankung und in 10 % der Fille werden initial bereits Fernmetastasen festgestellt [Denaro
et al., 2014]. Uber 50 % der Patienten mit neu diagnostizierten Plattenepithelkarzinomen des Kopf-
Hals-Bereiches entwickeln Rezidive und Patienten mit rezidivierenden oder metastasierten Plat-
tenepithelkarzinomen haben ein medianes Uberleben von unter einem Jahr [Denaro et al., 2014]. Ins-
gesamt werden Uberlebensraten von ca. 50 % beschrieben, die sich seit Jahren kaum verindern [Bose
etal., 2013].

Neben der sich kaum verbessernden Prognose scheint auch die Haufigkeit von Plattenepithelkarzino-
men des Kopf-Hals-Bereiches aufgrund der Verteilung auf zahlreiche involvierte und therapeutisch
aktive Fachdisziplinen unterschétzt. Dies zeigt die Dringlichkeit und motiviert zu weiterer intensiver
wissenschaftlicher Auseinandersetzung mit dieser Erkrankung, um durch umfassenderes Verstdndnis
verbesserte oder neue Therapien zu ermdglichen.

Zur erleichterten Beschreibung der Ausbreitung von malignen Tumoren in Klinik und Forschung wur-
de die Klassifikation nach TNM eingefiihrt. Diese wird auch bei Plattenepithelkarzinomen des Kopf-
Hals-Bereiches angewendet.

2.2 Klassifikation nach TNM

Das TNM-System zur Klassifikation von malignen Tumoren ist ein weltweit verwendetes System zur
eindeutigen Beschreibung der anatomischen Ausbreitung solider maligner Tumoren. Es erleichtert den
Informationsaustausch, die Behandlungsplanung, die Einschitzung von Prognosen und die Auswer-
tung von Behandlungsergebnissen in Klinik und Forschung [Wittekind and Meyer, 2010].

Bei der TNM-Klassifikation handelt es sich um eine Kurzschreibweise. Die Basis bilden die T-, N-
und M-Kategorie. Die T-Kategorie beschreibt die Ausbreitung des Primértumors. Es gibt Abstufungen
von TO bis T4. Die N-Kategorie bezieht sich auf das Ausmal} von moglichen Lymphknotenmetastasen
mit Abstufungen von NO bis N3. Mogliche Fernmetastasen werden durch die M-Kategorie klassifi-
ziert. Die Existenz von Fernmetastasen wird mit M1 beschrieben, ansonsten wird bei nicht vorhande-
nen Fernmetastasen MO klassifiziert (Tabelle 1, Seite 5). Dabei gibt es jeweils eine klinische (cTNM)
und nach einer Resektion und histopathologischen Aufarbeitung eine pathologische (pTNM) Klassifi-
kation. In Abhéngigkeit der TNM-Klassifikation kann im Anschluss eine Einteilung in Stadiengrup-
pierungen erfolgen.

MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen

Tabelle 1: M-Fernmetastasen nach Wittekind und Meyer [Wittekind and Meyer, 2010].

Posttherapeutisch kann der Residualtumor mit der R-Klassifikation (Tabelle 2, Seite 5) beschrieben
und nach histopathologischer Aufarbeitung der Differenzierungsgrad (Tabelle 3, Seite 6) angegeben
werden. Die Angabe des Differenzierungsgrades wird als histopathologisches Grading bezeichnet.

RX Das Vorhandensein des Resttumors kann nicht beurteilt werden
RO Kein Residualtumor

R1 Mikroskopisch ist ein Residualtumor festzustellen

R2 Makroskopisch ist ein Residualtumor festzustellen

Tabelle 2: R-Residualtumor nach Wittekind und Meyer [Wittekind and Meyer, 2010].




GX Differenzierungsgrad kann nicht bestimmt werden
Gl Gut differenziert

G2 MaiBig differenziert

G3 Schlecht differenziert

G4 Undifferenziert

Tabelle 3: G-Histopathologisches Grading nach Wittekind und Meyer [Wittekind and Meyer, 2010].

Es existieren aulerdem weitere Abkiirzungen zur genaueren Beschreibung bzw. weiteren Klassifikati-
on. Die Lymphgefédfinvasion des Tumors wird mit der L-Kategorie, die Veneninvasion mit der V-
Kategorie und die perineurale Invasion mit der Pn-Kategorie beschrieben. Zusétzliche Kennzeichen
sind das Suffix ,,m"“ fiir multiple Primdrtumoren, das Préfix ,,y* bei einer Klassifikation wahrend oder
nach initialer multimodaler Therapie, das Prafix ,,r* bei der Beschreibung von Rezidivtumoren und der
Buchstabe ,,a“ bei der Klassifikation im Rahmen einer Autopsie.

2.3 Klassifikation nach TNM bei Kopf- und Halstumoren

In der 7. Auflage der TNM-Klassifikation maligner Tumoren [Wittekind and Meyer, 2010] werden
unter Kopf- und Halstumoren die anatomischen Bezirke Lippen und Mundhohle, Pharynx, Larynx,
Nasenhohle und Nasennebenhdhlen, malignes Melanom des oberen Aerodigestivtraktes, groe Spei-
cheldriisen und Schilddriise klassifiziert. In dieser Arbeit {iber Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-
Bereiches sind dabei die Bezirke Lippen und Mundhoéhle, Pharynx, Larynx und Nasenhdhle und Na-
sennebenhdhlen relevant.

Die T-Klassifikation variiert zwischen den einzelnen anatomischen Bezirken und Unterbezirken, wo-
hingegen die N-Klassifikation fiir alle hier im Folgenden beschriecbenen Bezirke von Kopf-Hals-
Tumoren mit Ausnahme des Nasopharynx identisch ist:

NX Regiondre Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden

NO Keine regiondren Lymphknotenmetastasen

N1 Metastase(n) in solitidrem ipsilateralem Lymphknoten, 3 cm oder weniger in grofiter Ausdehnung

N2a Metastase(n) in solitdrem ipsilateralem Lymphknoten, mehr als 3 cm, aber nicht mehr als 6 cm in grofter Ausdehnung
N2b Metastasen in multiplen ipsilateralen Lymphknoten, keiner mehr als 6 cm in groBter Ausdehnung

N2c¢ Metastasen in bilateralen oder kontralateralen Lymphknoten, keiner mehr als 6 cm in grofiter Ausdehnung

N3 Metastase(n) in Lymphknoten, mehr als 6 cm in grofiter Ausdehnung

Tabelle 4: N-Regioniire Lymphknoten nach Wittekind und Meyer [Wittekind and Meyer, 2010].

Die M-Klassifikation (Tabelle 1, Seite 5), wie auch die posttherapeutische Angabe des Residualtumors
(Tabelle 2, Seite 5) und des histopathologischen Gradings (Tabelle 3, Seite 6) sind ohne Ausnahmen
fiir alle im Folgenden beschriebenen anatomischen Bezirke identisch.

2.3.1 Lippen und Mundhohle
Tabelle 5 zeigt die T-Klassifikation fiir maligne Tumoren im Bereich der Lippen und der Mundhéhle.
Sind T-, N- und M-Stadium bekannt, kann eine Stadiengruppierung erfolgen (Tabelle 6, Seite 7).

X Primértumor kann nicht beurteilt werden

TO Kein Anhalt fiir Primértumor

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor 2 cm oder weniger in grofter Ausdehnung

T2 Tumor mehr als 2 cm, aber nicht mehr als 4 cm in groBter Ausdehnung

T3 Tumor mehr als 4 cm in groBter Ausdehnung

T4a Lippe: Tumor infiltriert durch kortikalen Knochen, den N. alveolaris inferior, in Mundhoéhlenboden oder in Haut (Kinn
oder Nase)

T4a Mundhéhle: Tumor infiltriert durch kortikalen Knochen, in duBlere Muskulatur der Zunge (M. genioglossus, M. hyo-
glossus, M. palatoglossus und M. styloglossus), Kieferhohle oder Gesichtshaut

T4b Lippe und Mundhohle: Tumor infiltriert Spatium masticatorium, Processus pterygoideus oder Schidelbasis oder um-
schlieBt die A. carotis interna

Tabelle 5: T-Primértumor Lippen und Mundhdhle nach Wittekind und Meyer [Wittekind and Meyer, 2010].




Stadium 0 Tis NO MO
Stadium [ T1 NO MO
Stadium 1T T2 NO MO
Stadium II1 T1, T2 N1 MO

T3 NO, N1 MO
Stadium IVA T1, T2, T3 N2 MO

T4a NO, N1, N2 MO
Stadium IVB Jedes T N3 MO

T4b Jedes N MO
Stadium IVC Jedes T Jedes N M1

Tabelle 6: Stadiengruppierung Lippen und Mundhdéhle nach Wittekind und Meyer [Wittekind and Meyer, 2010].

2.3.2 Pharynx

Im Bereich des Pharynx wird zwischen Oro-, Naso- und Hypopharynx unterschieden. Die Lymphkno-
tenmetastasierung im Bereich des Nasopharynx (Tabelle 9, Seite 7) wird als einzige Ausnahme der
hier beschriebenen Tumorentitdten abweichend klassifiziert. Auch die Stadiengruppierung weicht im
Bereich des Nasopharynx (Tabelle 12, Seite 8) von der des Oro- und Hypopharynx (Tabelle 11, Seite

8) ab.
Oropharynx:
X Primértumor kann nicht beurteilt werden
TO Kein Anhalt fiir Primértumor
Tis Carcinoma in situ
T1 Tumor 2 cm oder weniger in groter Ausdehnung
T2 Tumor mehr als 2 cm, aber nicht mehr als 4 cm in groBter Ausdehnung
T3 Tumor mehr als 4 cm in groBter Ausdehnung oder Ausbreitung zur lingualen Oberfliche der Epiglottis
T4a Tumor infiltriert eine der folgenden Nachbarstrukturen: Larynx, dulere Muskulatur der Zunge (M. genioglossus, M.
hyoglossus, M. palatoglossus und M. styloglossus), Lamina medialis des Processus pterygoideus, harten Gaumen oder
Unterkiefer
T4b Tumor infiltriert Nachbarstrukturen wie M. pterygoideus lateralis, Lamina lateralis des Processus pterygoideus, Sché-
delbasis oder umschliet die A. carotis interna
Tabelle 7: T-Primédrtumor Oropharynx nach Wittekind und Meyer [Wittekind and Meyer, 2010].
Nasopharynx:
TX Primértumor kann nicht beurteilt werden
TO Kein Anhalt fiir Primdrtumor
Tis Carcinoma in situ
T1 Tumor auf den Nasopharynx begrenzt oder mit Ausbreitung auf den Oropharynx und/oder Nasenhohle
T2 Tumor mit parapharyngealer Ausbreitung
T3 Tumor infiltriert Knochenstrukturen der Schédelbasis und oder Nasennebenhhlen
T4 Tumor mit intrakranieller Ausbreitung und/oder Befall von Hirnnerv(en), Fossa infratemporalis, Hypopharynx, Augen-
hohle, Spatium masticatorium
Tabelle 8: T-Primédrtumor Nasopharynx nach Wittekind und Meyer [Wittekind and Meyer, 2010].
NX Regiondre Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden
NO Keine regiondren Lymphknotenmetastasen
N1 Unilaterale Metastase(n) in Halslymphknoten und/oder uni- oder bilaterale Metastase(n) in retropharyngealen Lymph-
knoten kranial der Supraklavikulargrube, 6 cm oder weniger in grofiter Ausdehnung
N2 Metastase(n) in bilateralen Lymphknoten iiber der Supraklavikulargrube, 6 cm oder weniger in groBter Ausdehnung
N3a Metastase(n) in Lymphknoten gréBer als 6 cm in grofiter Ausdehnung
N3b Metastase(n) in Lymphknoten mit Ausdehnung in die Supraklavikulargrube
Tabelle 9: N-Regioniire Lymphknoten Nasopharynx nach Wittekind und Meyer [Wittekind and Meyer, 2010].
Hypopharynx:
TX Primértumor kann nicht beurteilt werden
TO Kein Anhalt fiir Primdrtumor
Tis Carcinoma in situ
T1 Tumor auf einen Unterbezirk des Hypopharynx begrenzt und/oder 2 cm oder weniger in grofiter Ausdehnung
T2 Tumor infiltriert mehr als einen Unterbezirk des Hypopharynx oder einen benachbarten Bezirk oder misst mehr als
2 cm, aber nicht mehr als 4 cm in groBter Ausdehnung, ohne Fixation des Hemilarynx
T3 Tumor misst mehr als 4 cm in groBter Ausdehnung oder Tumor mit Fixation des Hemilarynx
T4a Tumor infiltriert eine der folgenden Nachbarstrukturen: Schild-/Ringknorpel, Zungenbein, Schilddriise, Osophagus,
zentrale Weichteile des Halses
T4b Tumor infiltriert pravertebrale Faszien, umschlie3t die A. carotis interna oder infiltriert Strukturen des Mediastinums

Tabelle 10: T-Priméirtumor Hypopharynx nach Wittekind und Meyer [Wittekind and Meyer, 2010].
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Stadiengruppierung Oro- und Hypopharynx:

Stadium 0 Tis NO MO
Stadium [ T1 NO MO
Stadium 1T T2 NO MO
Stadium IIT T1, T2 N1 MO

T3 NO, N1 MO
Stadium IVA T1, T2, T3 N2 MO

T4a NO, N1, N2 MO
Stadium IVB T4b Jedes N MO

Jedes T N3 MO
Stadium IVC Jedes T Jedes N M1

Tabelle 11: Stadiengruppierung Oro- und Hypopharynx nach Wittekind und Meyer [Wittekind and Meyer, 2010].

Stadiengruppierung Nasopharynx:

Stadium 0 Tis NO MO
Stadium I Tl NO MO
Stadium II T1 N1 MO

T2 NO, N1 MO
Stadium II1 T1, T2 N2 MO

T3 NO, N1, N2 MO
Stadium IVA T4 NO, N1, N2 MO
Stadium IVB Jedes T N3 MO
Stadium IVC Jedes T Jedes N M1

Tabelle 12: Stadiengruppierung Nasopharynx nach Wittekind und Meyer [Wittekind and Meyer, 2010].

2.3.3 Larynx
Im Bereich des Larynx wird zwischen Supraglottis, Glottis und Subglottis unterschieden. Die Stadien-
gruppierung (Tabelle 16, Seite 9) ist fiir alle drei Unterbezirke identisch.

Supraglottis:

X Primértumor kann nicht beurteilt werden

TO Kein Anhalt fiir Primdrtumor

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor auf einen Unterbezirk der Supraglottis begrenzt, mit normaler Stimmlippenbeweglichkeit

T2 Tumor infiltriert Schleimhaut von mehr als einem benachbarten Unterbezirk der Supraglottis oder Glottis oder eines
Areals auB8erhalb der Supraglottis (z. B. Schleimhaut von Zungengrund, Vallecula, mediale Wand des Sinus piriformis),
ohne Fixation des Larynx

T3 Tumor auf den Larynx begrenzt, mit Stimmlippenfixation, und/oder Tumor mit Infiltration des Postkrikoidbezirks, des
préepiglottischen Gewebes und/oder geringgradiger Erosion des Schildknorpers (innerer Kortex)

T4a Tumor infiltriert durch den Schildknorpel und/oder breitet sich auBerhalb des Kehlkopfes aus, z. B. Trachea, Weichteile
des Halses eingeschlossen duflere Muskulatur der Zunge (M. genioglossus, M. hyoglossus, M. palatoglossus und M.
styloglossus), gerade Halsmuskulatur, Schilddriise, Osophagus

T4b Tumor infiltriert den Prévertebralraum, mediastinale Strukturen oder umschlieBt die A. carotis interna

Tabelle 13: T-Primirtumor Supraglottis nach Wittekind und Meyer [Wittekind and Meyer, 2010].

Glottis:

X Primértumor kann nicht beurteilt werden

TO Kein Anhalt fiir Primdrtumor

Tis Carcinoma in situ

Tla Tumor auf eine Stimmlippe begrenzt (kann auch vordere oder hintere Kommissur befallen), mit normaler Beweglichkeit

Tlb Tumorbefall beider Stimmlippen (kann auch vordere oder hintere Kommissur befallen), mit normaler Beweglichkeit

T2 Tumor breitet sich auf Supraglottis und/oder Subglottis aus und/oder Tumor mit eingeschrinkter Stimmlippenbeweg-
lichkeit

T3 Tumor auf den Larynx begrenzt, mit Stimmlippenfixation und/oder Invasion der Postkrikoidgegend und/oder des pré-
epiglottischen Gewebes und/oder des paraglottischen Raumes mit geringgradiger Erosion des Schildknorpels (innerer
Kortex)

T4a Tumor infiltriert durch den Schildknorpel und/oder breitet sich auBerhalb des Kehlkopfes aus, z. B. Trachea, Weichteile
des Halses eingeschlossen duflere Muskulatur der Zunge (M. genioglossus, M. hyoglossus, M. palatoglossus und M.
styloglossus), gerade Halsmuskulatur, Schilddriise, Osophagus

T4b Tumor infiltriert den Prévertebralraum, mediastinale Strukturen oder umschlie3t die A. carotis interna

Tabelle 14: T-Primirtumor Glottis nach Wittekind und Meyer [Wittekind and Meyer, 2010].




Subglottis:

X Primédrtumor kann nicht beurteilt werden

TO Kein Anhalt fiir Primdrtumor

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor auf Subglottis begrenzt

T2 Tumor breitet sich auf eine oder beide Stimmlippen aus, diese mit normaler oder eingeschrinkter Beweglichkeit

T3 Tumor auf den Larynx begrenzt, mit Stimmlippenfixation

T4a Tumor infiltriert durch den Schildknorpel und/oder breitet sich auBerhalb des Kehlkopfes aus, z. B. Trachea, Weichteile
des Halses eingeschlossen duflere Muskulatur der Zunge (M. genioglossus, M. hyoglossus, M. palatoglossus und M.
styloglossus), gerade Halsmuskulatur, Schilddriise, Osophagus

T4b Tumor infiltriert den Privertebralraum, mediastinale Strukturen oder umschlieBt die A. carotis interna

Tabelle 15: T-Primértumor Subglottis nach Wittekind und Meyer [Wittekind and Meyer, 2010].

Stadiengruppierung Larynx:

Stadium 0 Tis NO MO
Stadium I T1 NO MO
Stadium 1T T2 NO MO
Stadium IIT T1, T2 N1 MO

T3 NO, N1 MO
Stadium IVA T1, T2, T3 N2 MO

T4a NO, N1, N2 MO
Stadium IVB T4b Jedes N MO

Jedes T N3 MO
Stadium IVC Jedes T Jedes N M1

Tabelle 16: Stadiengruppierung Larynx nach Wittekind und Meyer [Wittekind and Meyer, 2010].

2.3.4 Nasenhohle und Nasennebenhohlen

Im Bereich der Nasenhoéhle und der Nasennebenhohlen werden die Bezirke Kieferhohle (Sinus maxil-
laris) und Nasenhohle mit Siebbeinzellen (Sinus ethmoidalis) klassifiziert. Die Stadiengruppierung ist
bei diesen beiden Bezirken identisch.

Kieferhohle (Sinus maxillaris):

X Primértumor kann nicht beurteilt werden

TO Kein Anhalt fiir Primértumor

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor auf die antrale Schleimhaut begrenzt ohne Arrosion oder Destruktion des Knochens

T2 Tumor mit Arrosion oder Destruktion des Knochens (ausgenommen die posteriore Wand) einschlielich Ausdehnung
auf harten Gaumen und/oder mittleren Nasengang

T3 Tumor infiltriert eine oder mehrere der folgenden Strukturen: Knochen der dorsalen Wand der Kieferh6hle, Subutange-
webe, Boden oder mediale Wand der Orbita, Fossa pterygoidea, Sinus ethmoidalis

T4a Tumor infiltriert eine oder mehrere der folgenden Strukturen: Inhalt der vorderen Orbita, Wangenhaut, Processus ptery-
goideus, Fossa infratemporalis, Lamina cribrosa, Keilbeinhdhle, Stimhdhle

T4b Tumor infiltriert eine oder mehrere der folgenden Strukturen: Orbitaspitze, Dura, Gehirn, mittlere Schiadelgrube, Hirn-
nerven ausgenommen den maxilldren Ast des N. trigeminus (V2), Nasopharynx, Clivus

Tabelle 17: T-Primiirtumor Kieferhohle Wittekind und Meyer [Wittekind and Meyer, 2010].

Nasenhohle und Siebbeinzellen (Sinus ethmoidalis):

TX Primértumor kann nicht beurteilt werden

TO Kein Anhalt fiir Primértumor

Tis Carcinoma in situ

Tl Tumor auf einen Unterbezirk der Nasenhohle oder Siebbeinzellen beschréinkt, mit oder ohne Arrosion des Knochens

T2 Tumor in zwei Unterbezirken eines Bezirkes oder Ausbreitung auf einen Nachbarbezirk innerhalb des Nasenhohle-
Siebbeinzellen-Areals, mit oder ohne Arrosion des Knochens

T3 Tumor breitet sich in die mediale Orbita oder den Orbitaboden oder in Kieferhohle, harten Gaumen oder Lamina cribro-
sa aus

T4a Tumor infiltriert eine oder mehrere der folgenden Strukturen: Inhalt der vorderen Orbita, Haut von Nase oder Wange,
minimale Ausbreitung in vordere Schidelgrube, Processus pterygoideus, Keilbeinhohle oder Stirmhohle

T4b Tumor infiltriert eine oder mehrere der folgenden Strukturen: Orbitaspitze, Dura, Gehirn, mittlere Schiadelgrube, Hirn-
nerven ausgenommen den maxilldren Ast des N. trigeminus (V2), Nasopharynx, Clivus

Tabelle 18: T-Primértumor Nasenhohle und Siebbeinzellen nach Wittekind und Meyer [Wittekind and Meyer, 2010].




Stadiengruppierung Nasenhdhle und Nasennebenhohlen:

Stadium 0 Tis NO MO
Stadium [ T1 NO MO
Stadium 1T T2 NO MO
Stadium IIT T1, T2 N1 MO

T3 NO, N1 MO
Stadium IVA T1, T2, T3 N2 MO

T4a NO, N1, N2 MO
Stadium IVB T4b Jedes N MO

Jedes T N3 MO
Stadium IVC Jedes T Jedes N M1

Tabelle 19: Stadiengruppierung Nasenhohle und Nasennebenhohlen nach Wittekind und Meyer [Wittekind and
Meyer, 2010].

2.3.5 Hinweis auf Neuerungen der TNM-Klassifikation

Diese Arbeit wurde wihrend der Giiltigkeit der 7. Auflage der TNM-Klassifikation maligner Tumoren
durchgefiihrt. Seit O1. Januar 2017 ist die 8. Auflage der TNM-Klassifikation maligner Tumoren giiltig
[Wittekind, 2016]. In der neuen Auflage wurde auch das Kapitel tiber Kopf- und Halstumoren iiberar-
beitet [Doescher et al., 2017].

Insbesondere wurde das Kapitel {iber oropharyngeale Malignome wesentlich modifiziert. Durch die
hohe prognostische Relevanz des HPV-Status bei Oropharynxkarzinomen begriindet, wurde dieser in
die Klassifikation mit aufgenommen. Im Speziellen wurde p16 als Surrogatmarker fiir den HPV-Status
[Jouhi et al., 2017] in die Klassifikation integriert. Es wird nun die Testung aller neu diagnostizierten
Oropharynxtumoren auf pl6 empfohlen und es existiert eine neue T- und N-Klassifikation p16-
positiver Oropharynxtumoren, die sich von p16-negativen Oropharynxtumoren deutlich unterscheidet.

Des Weiteren wurde das prognostisch relevante und therapiewegweisende kapseliiberschreitende
Wachstum von Lympknotenmetastasen im Kopf-Hals-Bereich direkt in die N-Klassifikation aufge-
nommen.

Im Bereich der Mundhohle wird in der 8. Auflage nun der Invasionstiefe des Primartumors bei Mund-
hohlenkarzinomen Beachtung geschenkt. So fliefit diese in die neue T-Klassifikation mit ein und es
wird nicht mehr nur die grofite Ausdehnung zur Klassifikation herangezogen.

SchlieBlich wurde noch ein Kapitel fiir Hauttumoren im Kopf-Hals-Bereich erginzt.

2.4 Therapie und Prognose von Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-

Bereiches
Die Behandlung von Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches gestaltet sich in Abhingig-
keit von GroBe und Ausbreitung sehr komplex. Friithe Stadien kénnen im Allgemeinen mit einer The-
rapiemodalitdt behandelt werden, wobei in fortgeschrittenen Fallen meist multimodale und interdiszip-
lindre Konzepte angewendet werden miissen.

Zur Therapie stehen chirurgische Maflnahmen, Radiotherapie und Chemo- bzw. Systemtherapie zur
Verfiigung. Grundsétzlich werden in frithen Stadien eher chirurgische MaBnahmen oder die Radiothe-
rapie eingesetzt. In lokal fortgeschrittenen Stadien oder in rezidivierten und metastasierten Stadien der
Erkrankung wird die Systemtherapie ergdnzt. Die obersten Ziele jeder Therapie sind dabei, das Karzi-
nom vollstindig zu entfernen, die Funktion moglichst zu bewahren bzw. wiederherzustellen und die
Lebensqualitdt des Patienten zu erhalten oder zu verbessern [Denaro et al., 2014].

2.4.1 Therapie im Friihstadium
Friihstadien von Plattenepithelkarzinomen der Mundhdhle werden meist, aufgrund ihrer guten chirur-
gischen Zuginglichkeit und der geringeren Strahlensensibilitdt, chirurgisch saniert. Im Bereich des
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Oro-, Hypopharynx und Larynx hingegen, sind chirurgische Ansdtze und die Radiotherapie oft
gleichwertig. Friihstadien von Plattenepithelkarzinomen des Nasopharynx wiederum werden aus-
schlieBlich mittels Radiochemotherapie behandelt [Denaro et al., 2014].

2.4.2 Therapie im lokal fortgeschrittenen Stadium

In lokal fortgeschrittenen Stadien sind multimodale Therapien und damit die interdisziplindre Zusam-
menarbeit erforderlich. Die chirurgischen MaBnahmen und die Radiotherapie werden durch Sys-
temtherapien ergénzt. Neben chirurgischen Konzepten mit adjuvanten Therapien wird die kombinierte
Radiochemotherapie als Standard angesehen. Der Goldstandard ist dabei die Kombination von drei
Zyklen einer platinhaltigen Chemotherapie mit einer fraktionierten Bestrahlung. Ist der Allgemeinzu-
stand der Patienten hierfiir nicht ausreichend gut, so werden spezielle, rein strahlentherapeutische An-
sitze oder Radiotherapien in Kombination mit dem monoklonalen EGFR-Antikérper Cetuximab
(Handelsname Erbitux®, Merck, Darmstadt, Deutschland) oder weniger belastenden Chemotherapeuti-
ka angewendet [Denaro et al., 2014].

In lokal fortgeschrittenen Stadien stellt sich der Organ- bzw. Funktionserhalt entsprechend schwieriger
dar. In fortgeschrittenen Stadien bedeutet ein operatives Vorgehen im Bereich des Larynx haufig die
totale Laryngektomie. Bis vor ca. 25 Jahren war die totale Laryngektomie in Kombination mit einer
postoperativen Bestrahlung die Standardtherapie des lokal fortgeschrittenen Larynxkarzinoms. Nach-
dem Untersuchungen bei selektierten Patienten mit lokal fortgeschrittenen Larynxkarzinomen nach
Kombinationen von Chemo- und Radiotherapie vergleichbare Ergebnisse bzgl. des Uberlebens wie
nach einer klassischen Laryngektomie mit postoperativer Bestrahlung zeigen konnten [Denaro et al.,
2014, Lefebvre et al., 1996, Wolf et al., 1991], wurden inzwischen zunehmend Strategien entwickelt,
die einen Organerhalt ermdglichen. Ob die nichtoperativen Strategien gleichwertig sind wird jedoch
durch andere Studien in Frage gestellt, die ein signifikant besseres Uberleben nach einer Laryngekto-
mie konstatieren [Denaro et al., 2014, Richard et al., 1998]. So bleibt die Therapie in lokal fortge-
schrittenen Stadien des Larynxkarzinoms oft eine Einzelfallentscheidung. Sicher scheint jedoch, dass
zum aktuellen Zeitpunkt bei T4 Larynxkarzinomen die totale Laryngektomie iiberlegen und damit
indiziert ist [Bhattacharyya and Kainickal, 2018, Britt and Gourin, 2017, Chen and Halpern, 2007].

Eine entscheidende Rolle spielen im lokal fortgeschrittenen Stadium adjuvante Therapien. Nach chi-
rurgischem Vorgehen ist aufgrund des hohen Rezidivrisikos iiblicherweise eine adjuvante Therapie
erforderlich. Die Radiotherapie als alleinige adjuvante Therapie ist allerdings nur bei Patienten mit
niedrigem Risiko sinnvoll. Die Ergidnzung einer Chemotherapie zur adjuvanten Radiotherapie in Form
einer kombinierten Radiochemotherapie ist bei Patienten mit hohem Risiko der alleinigen adjuvanten
Radiotherapie iberlegen. Erklért wird dieser Effekt unter anderem auch durch die strahlensensibilisie-
rende Wirkung der Chemotherapie im Rahmen der kombinierten Radiochemotherapie [Denaro et al.,
2014].

Generell haben Radiotherapie und Chemotherapie bei Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-
Bereiches ihre Bedeutung neben der definitiven Therapie nur in der adjuvanten Therapie und kaum in
neoadjuvanten Ansitzen. Neoadjuvante Konzepte konnten bisher keinen Vorteil zeigen. Adjuvante
Bestrahlungskonzepte reduzieren im Vergleich zu neoadjuvanten Konzepten das Lokalrezidivrisiko
deutlich [Tupchong et al., 1991]. Neoadjuvante Chemotherapien als Induktionstherapien werden nur
nach Einzelfallentscheidungen eingesetzt. Ein zusitzlicher Nutzen einer neoadjuvanten Chemothera-
pie vor einer kombinierten Radiochemotherapie konnte bislang nicht nachgewiesen werden [Budach et
al., 2016, Cohen et al., 2014, Haddad et al., 2013, Hitt et al., 2014, Pignon et al., 2009]. Zu beachten
ist auch, dass eine zusétzliche adjuvante reine Chemotherapie nach einer bereits erfolgten kombinier-
ten Radiochemotherapie, aber auch nach einer adjuvanten alleinigen Radiotherapie, keinen Uberle-
bensvorteil bringt und daher nicht empfohlen wird [Pignon et al., 2009].
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2.4.3 Neck Dissection

Zur Kontrolle von potenziellen oder manifesten Lymphknotenmetastasen bei Plattenepithelkarzino-
men des Kopf-Hals-Bereiches kommt unter anderem die zervikale Lymphadenektomie (engl. Neck
Dissection) zur Anwendung. Hierbei werden zervikale Lymphknoten in mehr oder weniger radikaler
bzw. umfangreicher Weise chirurgisch entfernt. Eine Neck Dissection kann dabei jeweils einseitig
oder bei Uberschreiten der Mittellinie durch den Tumor auch beidseitig erfolgen. Auch sogenannte
Mittellinientumoren wie Zungen-, Zungengrund-, Supraglottis-, Weichgaumen- oder Uvulakarzinome
erfordern eine beidseitige Neck Dissection [Mast, 2014]. Bei einer beidseitigen Neck Dissection sind
hierbei der Radikalitdt Grenzen gesetzt, da bestimmte Strukturen, wie beispielsweise die Arteria caro-
tis, nur einseitig entfernt werden konnen.

Eine solche Neck Dissection hat dabei sowohl therapeutische als auch, im Rahmen der histopathologi-
schen Aufarbeitung, diagnostische Funktion. So werden bei 15 bis 50 % der Patienten [Byers et al.,
1998, Mast, 2014], die klinisch als frei von zervikalen Lymphknoten galten (¢NO), in der histopatho-
logischen Aufarbeitung des Neck Dissection-Préparats, Lymphknotenmetastasen festgestellt (pN+).

In Bezug auf die Radikalitdt der Neck Dissection unterscheidet man mehrere Formen. Bei einer radi-
kalen Neck Dissection werden alle Lymphknoten in den Lymphknotenkompartimenten I bis V sowie
nicht-lymphatischen Strukturen wie die Vena jugularis interna, der Musculus sternocleidomastoideus
und der Nervus accessorius (Nervus XI) entfernt. Eine noch umfangreichere Neck Disseciton bezeich-
net man als extendierte oder erweiterte radikale Neck Dissection. Hierbei werden zusitzliche Struktu-
ren, wie beispielsweise okzipitale Lymphknoten oder zusatzliche nicht-lympahtische Strukturen, wie
beispielsweise die Arteria carotis, reseziert.

Diese radikalen Konzepte der Neck Dissection wurden frither standardmifig durchgefiihrt, kommen
aber heutzutage nur noch in seltenen Ausnahmefillen zur Anwendung und gelten daher als historisch.
Heute werden zunehmend weniger radikale und selektivere Verfahren eingesetzt.

So wird bei einer sogenannten modifiziert radikalen Neck Dissection im Vergleich zur radikalen Neck
Dissection mindestens eine der drei genannten nicht-lymphatischen Strukturen belassen. Dieses Ver-
fahren wird heute bei manifesten Lymphknotenmetastasen eingesetzt, da gezeigt werden konnte, dass
die radikale Neck Dissection keinen Uberlebensvorteil im Vergleich zu dieser modifiziert radikalen
Neck Dissection, jedoch erhebliche Einschriankungen der Lebensqualitit mit sich bringt [Jesse et al.,
1978].

Als selektive Neck Dissection bezeichnet man eine Ausrdumung von lediglich lympahtischen Struktu-
ren in bestimmten Lymphknotenkompartimenten. Dies wird standardmifig bei klinisch nicht nach-
weisbaren Lymphknotenmetastasen (cNO) angewendet [Weiss et al., 1994]. Bei Mundhohlenkarzino-
men wird beispielsweise nur die Ausrdumung der Lymphknotenkompartimente I, II und III empfohlen
[Shah et al., 1990]. Es wird lediglich bei Zungenkarzinomen die zusétzliche Ausrdumung des Lymph-
knotenkompartiments IV ergénzt, da hier in vermehrter Héaufigkeit Metastasen festgestellt wurden
[Byers et al., 1997].

Eine selektive Neck Dissection wird allerdings nicht nur beim klinisch unauffilligen Hals (cNO), son-
dern zunehmend auch bei bereits klinisch nachweisbaren Lymphknotenmetastasen angewendet. Man
geht mittlerweile davon aus, dass eine selektive Neck Dissection bei cN1 Lymphknotenstatus eine
adéquate Therapie sein kann. Auch bei cN2 Lymphknotenstatus kann man bei nicht fixierten Lymph-
knoten, fehlenden tastbaren Lymphknoten in den Lymphknotenleveln IV und V, sowie bei Lymphkno-
ten unter 3 cm und nicht vorhandenen multiplen Lymphknoten in mehreren Lymphknotenleveln eine
selektive Neck Dissection durchfiihren [Rodrigo et al., 2018].
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2.4.4 Therapie des rezidivierten oder fernmetastasierten Plattenepithelkarzinoms des
Kopf-Hals-Bereiches

Als Erstlinientherapie beim rezidivierten oder metastasierten Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-
Bereiches wird eine auf Platin basierende Kombinationstherapie mit zusétzlich 5-Fluorouracil und
Cetuximab eingesetzt. Laut Vermorken et al. erhoht das Ergidnzen des monoklonalen EGFR-
Antikorpers Cetuximab jeweils signifikant das Gesamtiiberleben von 7,4 auf 10,1 Monate, das pro-
gressionsfreie Uberleben von 3,3 auf 5,6 Monate und das Therapieansprechen von 20 % auf 36 %
[Vermorken et al., 2008]. Auf diese Kombinationstherapie ldsst man eine Erhaltungstherapie mit
Cetuximab folgen [Argiris et al., 2017].

Eine definierte Zweitlinientherapie existiert nicht [Argiris et al., 2008, Denaro et al., 2014]. Es stehen
allerdings, wie auch fiir Patienten in reduziertem Allgemeinzustand, weniger intensive Monotherapien
bei Versagen der Erstlinientherapie zur Verfiigung. Hierbei stehen Substanzen wie Taxane, 5-
Fluorouracil, Methotrexat oder Vinorebelin zur Verfligung [Mast, 2014]. Ab der Zweitlinientherapie
werden, wie bei reduziertem Allgemeinzustand des Patienten, Monotherapien eingesetzt, da Kombina-
tionstherapien allenfalls das Ansprechen, nicht aber das Gesamtiiberleben verbessern konnen [Argiris
et al., 2008, Mast, 2014].

Neuerdings stehen zudem Immun-Checkpoint-Inhibitoren bei Versagen der Erstlinientherapie und fiir
Patienten in reduziertem Allgemeinzustand zur Verfiigung [Argiris et al., 2017].

Rezidiviertes und/oder fernmetastasiertes Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-Bereichs

Guter
Allgemeinzustand

Platinhaltige Chemotherapie
+
Cetuximab

Reduzierter
Allgemeinzustand

Zweitlinientherapie

\Vi

Monotherapien/zielgerichtete Monotherapie/Kombination
Immun-Checkpoint-Inhibitoren

Abbildung 1: Therapie des rezidivierten oder fernmetastasierten Plattenepithelkarzinoms des Kopf-Hals-Bereiches;
modifiziert nach Argiris et al. [Argiris et al., 2017].

2.4.5 Zielgerichtete Therapien

Neben dem bereits im Rahmen der Erstlinientherapie eingesetzten monoklonalen EGFR-Antikorper
Cetuximab existieren zahlreiche weitere Ansétze der zielgerichteten Therapie. Es existieren unter an-
derem weitere EGFR-Antikorper, Tyrosinkinase-Inhibitoren und Immun-Checkpoint-Inhibitoren.

Fiir den EGFR-Antikérper Panitumumab (Handelsname Vectibix®, Amgen, Thousand Oaks, USA)
konnte, im Gegensatz zu Cetuximab, bisher kein signifikanter Uberlebensvorteil bei Erginzung zu
einer platinhaltigen Chemotherapie und 5-Fluorouracil gezeigt werden [Mast, 2014, Vermorken et al.,
2013]. Es wird vermutet, dass der IgG1 Antikdrper, im Gegensatz zu dem IgG2 Antikorper Cetuxi-
mab, die antikdrpervermittelte zelluldre zytotoxische Immunreaktion nur in geringem Malle auslost.
Da diese Immunreaktion bei Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches, im Gegensatz zu
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beispielsweise kolorektalen Karzinomen, sehr relevant zu sein scheint, kdnnte dies ein Grund fiir den
mangelnden Vorteil von Panitumumab bei Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches sein
[Argiris et al., 2017]. Es liegt keine Zulassung fiir Panitumumab in der Behandlung von Plat-
tenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches vor. Bei kolorektalen Karzinomen hingegen kommt
sowohl Cetuximab als auch Panitumumab zum Einsatz, sofern keine entsprechenden KRAS-
Mutationen vorhanden sind [Stintzing, 2014].

Auch Tyrosinkinase-Inhibitoren konnten bisher keinen Einzug in die klinische Anwendung finden.
Weder EGFR-Kinase-Inhibitoren wie Erlotinib (Handelsname Tarceva®, Roche, Basel, Schweiz),
Gefitinib (Handelsname Iressa®, AstraZeneca, London, Vereinigtes Konigreich) oder Afatinib (Han-
delsname Giotrif®, Boehringer Ingelheim, Ingelheim am Rhein, Deutschland), noch Multi-Kinase-
Inhibitoren wie Vandetanib (Handelsname Caprelsa®, AstraZeneca, London, Vereinigtes Konigreich)
konnten in klinischen Studien entsprechende Wirksamkeit zeigen. Bisher sind daher keine Kinase-
Inhibitoren im klinischen Einsatz [Denaro et al., 2014].

Ein relativ neuer Therapieansatz sind sogenannte Immun-Checkpoint-Inhibitoren. Es existieren pro-
grammed cell death protein 1- (PD-1-), programmed cell death protein 1 corresponding ligand- (PD-
L1-) und cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4 (CTLA-4)-Antikorper. Diese fithren durch
Hemmung immunsuppressiver Rezeptoren bzw. deren Liganden zu einer Immunmodulation im Sinne
einer Aktivierung von T-Lymphozyten und somit zu einer antitumoralen Aktivitdt dieser. Im Speziel-
len sind hierbei die blockierenden PD-1-Antikérper Nivolumab (Handelsname Opdivo®, Bristol-
Myers Squibb, New York City, USA) und Pembrolizumab (Handelsname Keytruda®, MSD, Kenil-
worth, USA) zu nennen. Es existieren Zulassungen fiir Nivolumab beim rezidivierten und metastasier-
ten Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-Bereiches. Auch fiir Pembrolizumab gibt es bereits eine
Zulassung durch die US Food and Drug Administration (FDA) [Argiris et al., 2017].

2.5 Molekulare Grundlagen

Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches sind eine heterogene Erkrankung mit komplexen
molekularen Verdnderungen. Wie bei allen Karzinomen spricht man bei molekulargenetischen Veran-
derungen oft von Onkogenen und Tumorsuppressorgenen und den entsprechenden Onkoproteinen und
Tumorsuppressorproteinen. Onkogene sind dabei Gene, die bei einer Aktivierung durch eine Mutation
zu einem persistierenden Wachstumsvorteil der Zelle fithren [Vogelstein et al., 2013]. Tumorsuppres-
sorgene hingegen sind Gene, die bei einer Inaktivierung durch entsprechende Mutationen zu einem
solchen Wachstumsvorteil fiihren [Vogelstein et al., 2013]. Dieser Wachstumsvorteil kann letztlich zur
Entstehung von Karzinomen beitragen.

Als Beispiel fiir ein Tumorsuppressorgen ist TP53 zu nennen. Das entsprechende Protein p53 ist eines
der bedeutendsten Tumorsuppressorproteine [Poeta et al., 2007]. Es ist bei exogenem Stress und bei
DNA-Verianderungen unter anderem an der Unterbrechung des Zellzyklus [Giono and Manfredi,
2006] und an der Apoptose [Haupt et al., 2003, Poeta et al., 2007] beteiligt und minimiert damit das
Risiko der Entstehung von entarteten Zellen. Bei einem Funktionsverlust fallt dieser wachstumshem-
mende Effekt weg. Somit ist TP53 ein klassisches Tumorsuppressorgen bzw. p53 ein klassisches Tu-
morsuppressorprotein. Der Funktionsverlust von TP53 bzw. p53 ist eine der hdufigsten Verdnderun-
gen, die in Krebszellen beobachtet werden [Gasco and Crook, 2003, Guimaraes and Hainaut, 2002].
Dieser Funktionsverlust kann durch verschiedenste Veridnderungen wie Mutationen im TP53-Gen
[Olshan et al., 1997], durch Verlust der Heterozygotie [Gonzalez et al., 1995] oder durch Einfluss von
viralen Proteinen bedingt sein [Scheffner et al., 1990]. Bei Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-
Bereiches sind TP53-Mutationen in mehr als 40 % der Fille nachweisbar [Poeta et al., 2007]. TP53-
Mutationen sind dabei mit einem schlechteren Uberleben assoziiert, wobei man zwischen sogenannten
»disruptive® und ,,nondisruptive” Mutationen unterscheiden kann. Insbesondere ,,disruptive* Mutatio-
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nen, die mit einer ausgepréagteren Storung der Proteinstruktur einhergehen, sind signifikant mit einem
schlechteren Uberleben assoziiert [Poeta et al., 2007].

Das wohl bedeutendste Onkogen, insbesondere auch bei Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-
Bereiches, ist der Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR). Der fiir das Wachstum von Zellen es-
senzielle Rezeptor kann bei entsprechenden Verdnderungen zu einem iibermifiigen Wachstumsvorteil
fiihren.

Im Allgemeinen geht man davon aus, dass zur Karzinomentstehung zumeist mehrere Mutationen notig
sind. Bei Mutationen in Karzinomzellen spricht man von sogenannten Passenger- und Driver-
Mutationen. Passenger-Mutationen sind dabei lediglich vorhandene Mutationen, die allerdings keinen
direkten oder indirekten Wachstumsvorteil bedingen. Driver-Mutationen hingegen bedingen einen
solchen Wachstumsvorteil [Vogelstein et al., 2013]. Entsprechend dieser Nomenklatur wird statt von
Onkogenen und Tumorsuppressorgenen zunehmend von Driver-Genen gesprochen.

Durch Genomsequenzierung konnte man zeigen, dass bei soliden Karzinomen durchschnittlich unge-
fahr 33 bis 66 Mutationen mit konsekutiven Proteinverdnderungen vorhanden sind [Vogelstein et al.,
2013]. Teilweise gibt es fir bestimmte Karzinome sehr charakteristische Mutationen und Mutations-
sequenzen. Ein bekanntes Beispiel ist die Adenom-Karzinom-Sequenz bei kolorektalen Karzinomen.
Es werden klar definierte klinische und histopathologische Stadien durchlaufen, die jeweils mit spezi-
fischen genetischen Verdnderungen korrelieren und letztlich zur Karzinomentstehung fiihren [Fearon
and Vogelstein, 1990, Vogelstein et al., 1988].

Auch bei Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches existiert ein solches Modell. Das Tu-
morprogressionsmodell nach Califano et al. [Califano et al.,, 1996], welches 2006 durch Perez-
Ordofiez et al. [Perez-Ordonez et al., 2006] weiterentwickelt wurde, beschreibt eine Abfolge und Ak-
kumulation von genetischen Verdnderungen, die zur Entstehung von Plattenepithelkarzinomen des
Kopf-Hals-Bereiches fiihren (Abbildung 2, Seite 15).

Gesunde Benigne. Dysplasic Carcir?oma in
Mukosa Hyperplasie situ Karzinom
9p21 Deletion 3p Deletionen 11q13 18q Deletion
p16/p14 Inaktivierung 17p13 (p53 Mutationen) 13q21 10g23
Trisomie 7 Tetraploidie 8p Deletion 3q26
EGFR Aneuploidie PTEN Inaktivierung
Aktivierung der Telomerase Cyclin D1 Amplifikation

Abbildung 2: Tumorprogessionsmodell; modifiziert nach Perez-Ordofiez et al. [Perez-Ordonez et al., 2006]; basierend
auf Califano et al. [Califano et al., 1996].

Das wachsende Verstindnis der Molekulargenetik von Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-
Bereiches ldsst hoffen, dass zunehmend bessere und gezieltere Therapien moglich werden. Die geziel-
te Therapie mit dem Onkoprotein EGFR als Ansatzpunkt ist, wie beschrieben, in fortgeschrittenen
Féllen von Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches bereits Teil der Erstlinientherapie.
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2.5.1 Epidermal Growth Factor Receptor und dessen Bedeutung in der zielgerichteten
Tumortherapie

Der Epidermal Growth Factor Receptor (kurz EGFR; auch bekannt unter ErbB1 oder HER1) ist eine
sogenannte Rezeptortyrosinkinase mit einer absoluten Molekiilmasse von 170 kDa [Ang et al., 2002].
EGFR ist auf Chromosom 7p12 kodiert [Ang et al., 2002] und wird zur Rezeptorfamilie der Eryth-
roblastosis oncogene B (ErbB) Rezeptortyrosinkinasen, welche auch die Bezeichnung Human Epi-
dermal Growth Factor Receptors (HER) tragen, gezahlt. Die Bezeichnung Erythroblastosis oncogene
B (ErbB) ist bedingt durch die Homologie von EGFR und dem retroviralen Protein v-ErbB des Eryth-
roblastosevirus, das zur Entartung von Zellen in Gefliigeltieren fiihren kann. Aufgrund dieser Eigen-
schaft des Proteins v-ErbB wurde EGFR urspriinglich erstmals als Onkogen identifiziert [Arteaga and
Engelman, 2014]. Bei v-ErbB handelt es sich im Speziellen um ein sich selbst aktivierendes membran-
standiges Onkogen, das durch eine Deletion entsteht, die zum Verlust von grolen Teilen der extrazel-
luldren Doméne fiihrt [Gan et al., 2013].

Weitere Vertreter der ErbB Rezeptorfamilie sind neben EGFR die Rezeptoren ErbB2 (HER2/neu),
ErbB3 (HER3) und ErbB4 (HER4). Alle Vertreter dieser Rezeptorfamilie sind membranstindig und
bestehen aus einer extrazelluliren Doméne, einer hydrophoben Transmembrandoméne und einer intra-
zelluldren Doméne. Bis auf ErbB2 konnen alle ErbB Rezeptortyrosinkinasen an ihrer extrazelluldren
Domine Liganden binden, warum auch die Bezeichnung Liganden-bindende Doméne gebréuchlich
ist. Solche Liganden sind unter anderem der Epidermal Growth Factor (EGF), Transforming growth
factor alpha (TGFa), Amphiregulin (AREG), Epiregulin (EPR), Betacellulin oder Epigen [Thorne et
al., 2016]. Durch die Bindung von Liganden, wie beispielsweise EGF, kommt es durch Konformati-
onsdnderungen zur Freilegung der Dimerisierungsregion der extrazelluldiren Doméine der Rezeptorty-
rosinkinase, wodurch eine Dimerisierung ermoglicht wird. Im Rahmen der Dimerisierung aktiviert
sich die autoinhibierte Kinase der intrazelluldaren Doméne. Die Kinase folgt dabei dem Funktionsprin-
zip von Cyclin-abhédngigen Kinasen (engl. cyclin-dependent kinases, CDKs). Die Funktion des akti-
vierenden Cyclins iibernimmt der entsprechende Dimerisierungspartner [Zhang et al., 2006]. Dabei ist
sowohl eine sogenannte Homodimerisierung als auch eine Heterodimerisierung moglich. Bei einer
Heterodimerisierung verbinden sich zwei unterschiedliche Rezeptortyrosinkinasen der ErbB Rezep-
torfamilie. Eine Heterodimerisierung ist auch mit ErbB2 mdéglich, obwohl dieser extrazelluldr keine
Liganden binden kann.

Die aktivierte Kinase der Rezeptortyrosinkinasen fiihrt zur Phosphorylierung von Tyrosinen der intra-
zelluldren Doménen. Durch diese Phosphorylierung werden nachgeschaltete Signalwege aktiviert.
Bedeutende Signalwege sind dabei unter anderem der Phosphatidylinositol 3-kinase
(PI3K)/Proteinkinase B (PKB/AKT) Signalweg, der Rat sarcoma protein (RAS)/Rapidly accelerated
fibrosarcoma (RAF)/MEK/Mitogen activated protein kinase (MAPK) Signalweg, der Janus kinase
(JAK)/ Signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) Signalweg und der Phospholipase
Cy (PLCy)/ Proteinkinase C (PKC) Signalweg [Arteaga, 2002, Gan et al., 2013, Han and Lo, 2012,
Mishra et al., 2017, Yarden and Sliwkowski, 2001]. Abbildung 3 zeigt eine schematische Darstellung
der Hauptsignalwege.
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Abbildung 3: EGFR (links); Aktivierung von EGFR durch Dimerisierung nach Ligandenbindung und nachgeschalte-
te Signalwege (Mitte); Einfluss von EGFR-Antikorpern (rechts); modifiziert nach Martinez-Useros et al. [Martinez-
Useros and Garcia-Foncillas, 2015], Sharafinski et al. [Sharafinski et al., 2010] und Gan et al. [Gan et al., 2013].

Der Epidermal Growth Factor Receptor im Speziellen zihlt als zentraler Regulator des Wachstums
von Zellen und als bedeutendes Onkogen. Die genannten nachgeschalteten Signalwege bedingen unter
anderem die Proliferation und Migration der Zellen, hemmen die Apoptose und fordern die Angioge-
nese [Arteaga, 2002, Han and Lo, 2012, Mishra et al., 2017]. Diese Zellregulation durch EGFR ist in
entarteten Zellen hdufig durch diverse Verdnderungen des Rezeptors gestort. Neben anderen Formen
der Dysregulation, wie z.B. autokriner Aktivierung oder spezieller Mutationen, spielt die Uberexpres-
sion von EGFR eine bedeutende Rolle. Speziell bei Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-
Bereiches kann eine EGFR-Uberexpression in bis zu 90 % [Ling et al., 2018, Martinez-Useros and
Garcia-Foncillas, 2015, Wheeler et al., 2015] der Fille beobachtet werden. Eine EGFR-
Uberexpression wird dabei mit erhdhtem Tumorwachstum, verstirkter Metastasierung [Sok et al.,
2006] und mit Chemo- und Strahlentherapieresistenz [Ang et al., 2002, Fung and Grandis, 2010,
Martinez-Useros and Garcia-Foncillas, 2015] und somit mit einer schlechteren Prognose [Arteaga,
2002, Ling et al., 2018, Martinez-Useros and Garcia-Foncillas, 2015, Wheeler et al., 2015] der Er-
krankung assoziiert. Hiufig ist diese Uberexpression eine Folge von Genamplifikation, aber auch p53
Dysregulationen werden als Ursache beschrieben [Grandis et al., 1998, Martinez-Useros and Garcia-
Foncillas, 2015], wobei eine Genamplifikation bei 10 bis 20 % [Wheeler et al., 2015] aller Plat-
tenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches beobachtet wird. Bei Glioblastomen, den héufigsten
hirneigenen bosartigen Tumoren, welche in dieser Arbeit als Referenzgewebe verwendet wurden,
werden deutlich hohere EGFR-Genamplifikationsraten beschrieben. Man geht bei Glioblastomen von
34 bis 63 % aus [Felsberg et al., 2017, Gan et al., 2013].
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Die groBe Bedeutung von EGFR, nicht nur bei Kopf-Hals-Tumoren oder Glioblastomen, sondern bei
bosartigen Tumoren im Allgemeinen, hat zur Entwicklung von Medikamenten, die an diesem Rezep-
tor angreifen, gefiihrt. Hierunter fallen Tyrosinkinase-Inhibitoren und monoklonale Antikérper. Bei
der Behandlung von Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches wird dabei, wie beschrieben,
unter bestimmten Bedingungen der bereits erwdhnte monoklonale Antikoérper Cetuximab (Handels-
name Erbitux®, Merck, Darmstadt, Deutschland) eingesetzt.

Cetuximab ist ein humanisierter monoklonaler muriner IgG1 Antikorper gegen EGFR. Bei Plat-
tenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches war Cetuximab die erste zugelassene zielgerichtete
Therapie [Argiris et al., 2017]. Basierend auf Ergebnissen einer Studie von Bonner et al. aus dem Jahr
2006 [Bonner et al., 2006], wird die Therapie mit Cetuximab dabei im lokal fortgeschrittenen Stadium
in Kombination mit einer Strahlentherapie angewendet. In dieser Studie wurde ein signifikanter Uber-
lebensvorteil gegeniiber einer alleinigen Strahlentherapie gezeigt. Nach zahlreichen Studien, die ein
verbessertes Outcome bei rezidivierten, metastasierten oder rezidivierten und metastasierten Plat-
tenepithelkarzinomen zeigen konnten [Baselga et al., 2005, Burtness et al., 2005, Herbst et al., 2005,
Vermorken et al., 2008, Vermorken et al., 2007], ist der Einsatz von Cetuximab auch hier moglich und
im Rahmen der Erstlinientherapie etabliert. Dabei ist Cetuximab in Kombination mit einer platinhalti-
gen Chemotherapie oder bei platinrefraktidren Plattenepithelkarzinomen als Monotherapie zugelassen
[Chau and Hammerman, 2016].

Durch die spezifische Bindung von Cetuximab an EGFR kommt es durch mehrere Mechanismen zu
einer reduzierten Aktivitdt des Rezeptors und dadurch, entsprechend der eigentlichen Funktion des
Rezeptors und der nachgeschalteten Signalwege, beispielsweise zu reduzierter Proliferation.

Ein Mechanismus ist die kompetitive Hemmung des Rezeptors durch Cetuximab. Die EGFR-
Aktivierung durch beispielsweise den Epidermal Growth Factor (EGF) oder durch den transforming
growth factor alpha (TGFa) wird durch diesen monoklonalen Antikorper geblockt [Mendelsohn and
Baselga, 2003]. Es kommt somit zu einer reduzierten ligandenabhingigen Dimerisierung, Autophos-
phorylierung und Aktivierung des Rezeptors. Auerdem wird beschrieben, dass eine Bindung von
Cetuximab zu einer verstérkten Internalisierung von EGFR und somit zur Reduktion von EGFR an der
Zelloberflache flihrt [Arteaga, 2002, Li et al., 2005, Mendelsohn and Baselga, 2003]. Im Gegensatz zu
internalisierten Komplexen von EGFR und EGF, scheinen internalisierte Komplexe von EGFR und
Cetuximab bei niedrigen pH-Werten in Endosomen nicht zu dissoziieren, was einen lysosomalen Ab-
bau zur Folge hat [Li et al., 2005]. Als weiterer Mechanismus spielen immunologische Prozesse eine
entscheidende Rolle. Es kommt durch spezifisch gebundene EGFR-Antikorper zu einer antikorper-
vermittelten zelluldren zytotoxischen Reaktion, unter anderem durch natiirliche Killerzellen des Kor-
pers. Zudem werden die Tumorzellen nach Opsonierung durch EGFR-Antikérper durch Antigenpré-
sentierende Zellen prozessiert, was im Verlauf eine antigenspezifische zytotoxische Reaktion durch
CDS8-positive T-Zellen ermoglicht [Argiris et al., 2017, Ling et al., 2018]. Diese antikdrpervermittelte
zelluldre zytotoxische Reaktion scheint insbesondere bei Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-
Bereiches relevant zu sein. Dies zeigt sich im Vergleich von Cetuximab und Panitumumab. Panitu-
mumab ist ein weiterer monoklonaler EGFR-Antikorper, der eine geringere Wirksamkeit bei Plat-
tenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches zeigt. Es handelt sich um einen IgG2 Antikorper, der
eine geringere antikdrpervermittelte zelluldre zytotoxische Reaktion bedingt. Durch diese geringere
immunologische Aktivierung lésst sich die geringere Wirksamkeit von Panitumumab im Vergleich zu
Cetuximab sowohl als Monotherapie [Rischin et al.,, 2016] als auch in Kombinationstherapien
[Vermorken et al., 2013] bei Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches erklaren. Bei kolo-
rektalen Karzinomen beispielsweise scheint dieser Effekt hingegen nicht so entscheidend zu sein
[Argiris et al., 2017]. Hier zeigt Panitumumab vergleichbare Wirksamkeit wie Cetuximab und ist ent-
sprechend fiir den klinischen Einsatz zugelassen [Price et al., 2014].
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Problematisch ist, dass nur ein Teil der Patienten mit Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-
Bereiches, die eine Therapie mit Cetuximab erhalten, davon profitieren [Chau and Hammerman, 2016,
Vermorken et al., 2007], wohingegen alle den potenziellen Nebenwirkungen ausgesetzt sind. Der zu-
grunde liegende Mechanismus fiir dieses Phdnomen ist bislang nicht gekldrt und es gibt somit auch
keine verldsslichen Pradiktoren fiir das Ansprechen auf Cetuximab bei dieser Erkrankung. Das An-
sprechen von Cetuximab korreliert nicht mit der EGFR-Genamplifikation oder EGFR-
Proteinexpression [Melchers et al., 2014]. Es wire wiinschenswert einen Pradiktor wie beispielsweise
den Mutationsstatus des G-Proteins KRAS [Tsuchida et al., 2016, Waring et al., 2016] bei kolorekta-
len Karzinomen zu haben.

Bei kolorektalen Karzinomen kann im metastasierten Stadium der Einsatz von Cetuximab oder Pa-
nitumumab jeweils in Verbindung mit Chemotherapeutika, wie Fluoropyrimidine (5-Fluoruracil,
Capecitabine), Oxaliplatin oder Irinotecan, in Erwédgung gezogen werden. Bei schlechter Vertraglich-
keit anderer Chemotherapeutika ist auch eine Monotherapie mit Cetuximab moglich. Wie bei Plat-
tenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches ist auch bei kolorektalen Karzinomen die EGFR-
Expression kein Pradiktor fiir das Ansprechen auf Cetuximab. Es konnte allerdings gezeigt werden,
dass nur Patienten ohne KRAS-Mutation in Exon 2 von einer Therapie mit Cetuximab profitieren.
Auch Patienten mit Mutationen in den KRAS Exonen 3 und 4, sowie Mutationen in den NRAS Exo-
nen 2, 3 und 4 profitieren nicht von Cetuximab, sodass sich letztlich nur ca. 50 % aller metastasierten
Patienten mit kolorektalen Karzinomen fiir eine Therapie mit Cetuximab bzw. Panitumumab qualifi-
zieren [Stintzing, 2014, Waring et al., 2016].

Die nicht qualifizierten restlichen 50 % werden nicht mit Cetuximab oder Panitumumab therapiert und
werden somit nicht unnétiger Weise moglichen Nebenwirkungen der Therapie ausgesetzt, sondern
bekommen unmittelbar alternative Therapien. Nebenbei tragt diese pratherapeutische Evaluation zu-
dem zu einer effektiveren Nutzung begrenzter finanzieller Ressourcen bei.

Von einem bereits klinisch fest etablierten und verlédsslichen Pradiktor, wie KRAS-Mutationen bei
kolorektalen Karzinomen, ist man bei Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches weit ent-
fernt. Ein moglicher Ansatzpunkt bzw. ein moglicher alternativer Erkldrungsansatz fiir mangelndes
Ansprechen auf eine Cetuximab-Therapie konnten Verdnderungen von EGFR sein. Solche EGFR-
Genverdnderungen sind bekannt. Die hdufigste Mutation der extrazelluldren Doméne ist dabei die
Epidermal Growth Factor Receptor Variante III (EGFRvVIII) [Gan et al., 2013]. Dass EGFRVIII fiir ein
schlechtes Ansprechen auf eine Cetuximab-Therapie verantwortlich sein kdnnte, implizieren Untersu-
chungen an Zelllinien [Sok et al., 2006] und Patienten [Tinhofer et al., 2011].

Sok et al. [Sok et al., 2006] konnten an EGFRVIII transfizierten UM-22B Zelllinien eine verringerte
Reaktion auf Cetuximab im Vergleich zu nicht transfizierten UM-22B Zelllinien und auch im Ver-
gleich zu Zelllinien, die mit einem entsprechenden Kontrollvektor ohne EGFRVIII transfiziert wurden,
beobachten. Eine 72-stlindige Inkubation mit Cetuximab iiberlebten 55 % der nicht transfizierten Zel-
len und 54 % der mit dem Kontrollvektor transfizierten Zellen nicht, wohingegen bei den EGFRvIII
transfizierten Zellen nur 33 % nicht iiberlebten. Sok et al. beobachteten auBerdem in thymusaplasti-
schen Mausen ein deutlich stdrkeres Tumorwachstum von EGFRVIII positiven Tumoren im Vergleich
zum Kontrolltumorgewebe.

Tinhofer et al. [Tinhofer et al., 2011] beschrieben 2011, dass Patienten mit hoher EGFRvIII-
Expression mit geringer Wahrscheinlichkeit von einer Cetuximab beinhaltenden Therapie profitieren.

2.5.2 Epidermal Growth Factor Receptor Variante 111
Die Epidermal Growth Factor Receptor Variante III (bzw. Epidermal Growth Factor Receptor variant
III, kurz EGFRVIII; auch bekannt unter de2-7EGFR oder AEGFR) ist eine Variante des EGFR.
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EGFRVIII entsteht durch die Deletion der Exone 2 bis 7 [Gan et al., 2013] des insgesamt 28 Exone
[Reiter and Maihle, 1996] beinhaltenden EGFR-Gens (Abbildung 4, Seite 20). Es handelt sich dabei
um eine Deletion von insgesamt 801 Basenpaaren, was zu einem Verlust von 267 Aminoséuren der
extrazelluldren Doméne fiihrt. Damit hat EGFRVIII mit 145 kDa im Vergleich zu EGFR mit 170 kDa
eine reduzierte Molekiilmasse und eine verdnderte Struktur. An der Fusionsstelle von Exon 1 und
Exon 8 (Abbildung 15, Seite 45) befindet sich nun Glycin als neue Aminoséure [Gan et al., 2013].

Liganden-bindende Doméne ™ Kinase Doméne
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des Entstehungsmechanismus von EGFRVIII durch Deletion von Exon 2 bis
Exon 7; TM fiir Transmembrandomiine; modifiziert nach Reiter und Maihle [Reiter and Maihle, 1996] und Khattri
et al. [Khattri et al., 2014].

Bei Glioblastomen geht man davon aus, dass der filhrende Entstehungsmechanismus von EGFRvIII
eine genomische Deletion der Exone 2 bis 7 im Rahmen einer EGFR-Genamplifikation ist. Bei Plat-
tenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches scheint dies nicht so eindeutig. Wheeler et al. konnten
zeigen, dass hier EGFRVIII dhnlich hiufig auch in Karzinomen ohne EGFR-Genamplifikation vor-
kommt [Wheeler et al., 2015]. Auch Chau et al. zeigten, dass bei Plattenepithelkarzinomen des Kopf-
Hals-Bereiches EGFRVIII nicht nur bei EGFR-Genamplifikation vorkommt, wie dies bei Glioblasto-
men fast ausschlieBlich der Fall ist [Chau et al., 2011]. Es muss also andere oder zusétzliche Mecha-
nismen geben. Moglichkeiten wéiren eine Dysregulation der Transkription oder alternatives Spleifien.
Wheeler et al. fanden Hinweise darauf, dass alternatives Spleilen zur Entstehung von EGFRVIII fiih-
ren konnte. Sie konnten aber keine Mutationen in sogenannten splice acceptor oder splice donor Se-
quenzen in genomischer DNA oder noch nicht gespleifiter RNA finden und gehen davon aus, dass
alternatives Spleiflen ebenfalls nicht der einzige Mechanismus ist [Wheeler et al., 2015]. Letztendlich
sind die genauen Mechanismen nicht abschlieBend geklart. Anders als bei Glioblastomen scheinen
aber mehrere Mechanismen zur Expression von EGFRVIII beizutragen.

Der Verlust von Teilen der extrazelluldren Doméne und die verdnderte Struktur fithren zu verdnderten
Eigenschaften von EGFRVIIL. So kann an EGFRVIII kein bekannter Ligand mehr binden. Die Aktivie-
rung von EGFRVIII scheint unabhédngig von einer Ligandenbindung zu erfolgen [Chu et al., 1997] und
es scheint keine dauerhafte Dimerisierung erforderlich zu sein [Chu et al., 1997, Sharafinski et al.,
2010]. Es wird davon ausgegangen, dass EGFRVIII transiente Homodimere bildet und konstitutiv ak-
tiv ist. Auch mogliche transiente Interaktionen mit dem EGFR Wildtyp sind beschrieben [Gan et al.,
2013, Huang et al., 1997, Luwor et al., 2004]. Es konnte aber an transfizierten Glioblastomzellen ge-
zeigt werden, dass ein Vorhandensein des EGFR Wildtyps nicht erforderlich ist, um nachgeschaltete
Signalwege zu aktivieren [Gan et al., 2013, Luwor et al., 2004].
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Die konstitutive Aktivitdt bzw. Phosphorylierung von EGFRVIII ist dabei geringer als beim aktivierten
EGFR Wildtyp. Die Intensitdt der Aktivierung von nachgeschalteten Signalwegen durch EGFRvIII
wird auf ca. 10 % der Aktivierung durch EGFR Wildtyp nach Bindung von Liganden geschitzt [Gan
et al., 2013, Huang et al., 1997]. Allerdings scheint der Effekt der konstitutiven Aktivierung von
EGFRVIII durch eine verminderte Internalisierung durch Endozytose und verminderte Downregulie-
rung verstiarkt zu werden [Gan et al., 2013, Huang et al., 1997]. Somit bleibt EGFRVIII aktiv an der
Zelloberflache. Bedingt wird dieses Phdnomen durch die geringer ausgeprigte Phosphorylierung, im
Speziellen durch die Hypophosphorylierung an dem Tyrosin 1045. Das phosphorylierte Tyrosin 1045
ist im Normalfall die Bindungsstelle fiir das Adapterprotein c-Casitas B-lineage Lymphoma (c-Cbl),
das als Ubiquitinligase wirkt und die Ubiquitinierung und damit die Eliminierung induziert. Durch die
Hypophosphorylierung des Tyrosins 1045 wird diese c-Cbl induzierte Ubiquitinierung unterbrochen
[Gan et al., 2013, Han et al., 2006].

Wie dem EGFR Wildtyp sind auch EGFRVIII verschiedene Signalwege nachgeschaltet. Im Vorder-
grund steht bei EGFRVIII jedoch der PI3K/AKT-Signalweg [Choe et al., 2003, Gan et al., 2013,
Klingler-Hoffmann et al., 2003, Li et al., 2004, Mizoguchi et al., 2006, Sharafinski et al., 2010]. Durch
diesen Signalweg werden zahlreiche nachgeschaltete Signalproteine und Transkriptionsfaktoren akti-
viert. Hierzu zdhlen unter anderem mTOR (mammalian target of rapamycin), FOX (forkhead
transcription factor family, FOXO1, FOX0O3a und FOX04), S6 [Choe et al., 2003] und NF-xB (nu-
clear factor «B) iiber die Aktivierung von mTORC2 (mTOR CREB-regulated transcription co-
activator 2) [Tanaka et al., 2011]. AuBerdem kommt es zu einer Reduktion von p*’*"!. p?”*"! ist ein
Inhibitor von Cyclin-abhéngigen Kinasen (engl. cyclin-dependent kinases, CDKs). p’“""' bindet und
inhibiert CDK2-Cyclin E Komplexe und hemmt so den Ubergang von der G1- in die S-Phase des
Zellzyklus. Geringere Mengen von p*’*""' fithren somit zu verstérkter Proliferation [Gan et al., 2013,
Narita et al., 2002].
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Abbildung 5: EGFRVIII und nachgeschaltete Signalwege; modifiziert nach Martinez-Useros et al. [Martinez-Useros
and Garcia-Foncillas, 2015].

Bei EGFRVIII handelt es sich um ein tumorspezifisches Protein [Aldape et al.,, 2004, Arteaga and
Engelman, 2014, Biernat et al., 2004, Ekstrand et al., 1992, Feldkamp et al., 1999, Gan et al., 2013,
Garcia de Palazzo et al., 1993, Ge et al., 2002, Jungbluth et al., 2003, Moscatello et al., 1995, Olapade-
Olaopa et al., 2000, Saikali et al., 2007, Viana-Pereira et al., 2008, Wikstrand et al., 1995]. Hier ist die
Datenlage sehr eindeutig. Zahlreiche publizierte Untersuchungen konnten dies zeigen. Lediglich eine
nicht reproduzierbare Studie weist vermeintlich mittels Immunhistochemie EGFRVIII in korrespondie-
rendem Normalgewebe nach [Sonnweber et al., 2006]. Damit scheint EGFRvIII im Hinblick auf ziel-
gerichtete Tumortherapien von grolem Interesse. Speziell im Bereich der Glioblastomforschung spielt
EGFRUVIII eine groBe Rolle.

2.6 Bedeutung von EGFRVIII in der Behandlung von Glioblastomen

Das Glioblastom ist der hdufigste hirneigene Tumor. Er hat die schlechteste Prognose aller Hirntumo-
ren und die Inzidenz scheint steigend [Gan et al., 2013, Monticelli et al., 2018]. Selbst unter der aktu-
ell etablierten Maximaltherapie mittels Bestrahlung und Temozolomid ist im Moment ein medianes
Uberleben von nur 15 Monaten zu erwarten [Thorne et al., 2016]. Um die Behandlung von
Glioblastomen zu verbessern war und ist auch EGFRvIII, bei entsprechend hoher Haufigkeit, Gegen-
stand intensiver Forschung,.

Auch wenn die prognostische Bedeutung von EGFRVIII bei Glioblastomen letztendlich, wie unter
Kapiel 6.1.1 ausfiihrlicher beschrieben, eher fraglich scheint, so ist doch eine onkogene Wirkung von
EGFRVIII nachweisbar. So zeigen EGFRVIII transfizierte Glioblastom-Zelllinien verstarkte Prolifera-
tion, verminderte Apoptose, verstirkte Angiogenese und sie wachsen invasiver. AuBerdem haben sie
eine ausgepragte Fahigkeit Xenografts zu bilden. EGFRVIII scheint zudem Chemo- und Strahlenresis-
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tenz zu bedingen. Die Chemoresistenz scheint dabei {iber NF-kB vermittelt zu werden und EGFRvIII
fiihrt Giber seinen Hauptsignalweg, den PI3K-Signalweg, zu Veranderungen des Zellmetabolismus im
Sinne von verstirkter anaerober Glykolyse und verstérkter Lipogenese [Gan et al., 2013].

EGFRVIII scheint bei Glioblastomen gegen klassische anti-EGFR-Therapien, wie monoklonale Anti-
korper oder Tyrosinkinase-Inhibitoren, relativ resistent zu sein [Gan et al., 2013]. Neben der aktuellen
Standardtherapie, die Radiotherapie, Chirurgie und das Zytostatikum Temozolomid beinhaltet
[Monticelli et al., 2018], werden alternative Therapieansétze untersucht, bei denen EGFRVIII eine
zentrale Rolle spielt. Hierbei sind Rindopepimut (CDX-110) und Depatuximab mafodotin (ABT-414)
Zu nennen.

Rindopepimut wird als Impfstoff verwendet. Es besteht aus dem Immunmodulator keyhole limpet
hemocyanin (KLH) in Verbindung mit einem Peptid aus Cystein und 13 Aminosduren, die der
EGFRvllII-spezifischen Peptidsequenz im Bereich der charakteristischen Deletion entsprechen [Gan et
al., 2013, Sampson et al., 2010]. Die Verwendung des Impfstoffes Rindopepimut zeigte allerdings bei
neu diagnostizierten Glioblastomen in einer Phase III Studie keinen Vorteil. Lediglich Subgruppen
und die Anwendung bei anderen Tumorentitidten werden weiter untersucht [Malkki, 2016, Monticelli
etal., 2018].

Depatuximab mafodotin (ABT-414) ist ein Konjugat aus einem Pharmakon und einem Antikorper. Es
handelt sich dabei um den Zytoskelett-Inhibitor monomethyl auristatin F (MMAF, auch als Mafodotin
bezeichnet) und die humanisierte Variante des Antikérpers mAb806 (Depatuxizumab, auch als ABT-
806 bezeichnet) [Reilly et al., 2015, van den Bent et al., 2017]. Dieser anti-EGFR-Antikorper wird
durch Beimpfung von Miusen mit EGFR negativen NR6 Fibroblasten, die mit EGFRVIII transfiziert
sind, gewonnen [Jungbluth et al., 2003]. Er bindet EGFR Wildtyp bei Uberexpression und onkogenen
Mutationen von EGFR, wie beispielsweise EGFRvIII, und weist nur eine limitierte Bindungskapazitét
an EGFR in normalem Gewebe auf [Gan et al., 2012, van den Bent et al., 2017]. Hierdurch ist er we-
niger toxisch als andere anti-EGFR-Antikorper. Zudem kann er die Blut-Hirn-Schranke sehr gut pas-
sieren. Depatuximab mafodotin, das entsprechende Konjugat aus Pharmakon und Antikorper, wirkt
dabei einerseits durch das Konkurrieren mit anderen Liganden und durch das konjugierte Toxin. Zu
Depatuximab mafodotin laufen aktuell Arzneimittelstudien [Monticelli et al., 2018, Reardon et al.,
2017, van den Bent et al., 2017].

EGFRVIII als tumorspezifischer Rezeptor und méglicher Angriffspunkt fiir zielgerichtete Therapien
konnte moglicherweise auch bei Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches von Bedeutung
sein. Aktuell ist hierbei allerdings die Relevanz unklar.
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3 Darstellung der Problematik und Zielsetzung dieser Arbeit
Widerspriichliche Angaben in der Literatur iber das Vorkommen von EGFRVIII bei Plattenepithelkar-
zinomen des Kopf-Hals-Bereiches rechtfertigen bisher keine eindeutige Aussage iiber die Bedeutung
von EGFRVIII bei dieser Tumorentitdt. Dem Rezeptor wird allerdings generell eine onkogene Wir-
kung zugesprochen und er kdnnte potenziell einen Biomarker fiir das Ansprechen von Therapien mit
Substanzen wie beispielsweise und insbesondere dem monoklonalen EGFR-Antikdrper Cetuximab
(Erbitux®, Merck, Darmstadt, Deutschland) darstellen. Lediglich wenige Patienten profitieren von
einer Therapie mit Cetuximab [Chau and Hammerman, 2016], was die Dringlichkeit der Suche nach
therapieentscheidenden Biomarkern verdeutlicht. Potenziell kénnte EGFRvIII Therapieentscheidun-
gen ermdglichen um unnétige bzw. lediglich belastende Therapien und damit verbundene Nebenwir-
kungen und nicht zu rechtfertigende Kosten zu vermeiden. Auch kénnte der tumorspezifische Rezep-
tor EGFRVIII selbst als Angriffspunkt fiir zielgerichtete Therapien dienen, wie dies aktuell bei
Glioblastomen untersucht wird. Bisher konnte allerdings weder die prognostische Bedeutung, noch ein
Effekt auf eine Therapie mit beispielsweise Cetuximab eindeutig geklart werden.

Das oberste Ziel dieser Arbeit ist dementsprechend, die Bedeutung von EGFRVIII bei Plattenepithel-
karzinomen des Kopf-Hals-Bereiches genauer zu beleuchten, um letztendlich zur Verbesserung der
Therapie dieser Tumorentitdt beizutragen. Insbesondere die Frage ob bzw. in welcher Héaufigkeit
EGFRVIII exprimiert wird, soll zunéchst mittels verschiedener verldsslicher Methoden nach sorgfalti-
ger Etablierung erfolgen. Eine ergebnisabhingige klinische Korrelation kdnnte weiteren Aufschluss
iiber die Relevanz von EGFRVIII bringen und zur Klidrung der genannten Punkte beitragen.
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4 Material und Methoden

4.1 Material
4.1.1 Patientenkollektiv und Gewebeproben

4.1.1.1 Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches

Es wurden Gewebeproben von insgesamt 149 Patienten mit Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-
Bereiches verwendet. Es handelte sich dabei um Patienten, die alle in der Klinik und Poliklinik fiir
Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde am Klinikum rechts der Isar behandelt und im Tumorregister Miin-
chen gelistet wurden.

Die Untersuchung der Patientenproben wurde durch die unabhéngige Ethikkommission der Techni-
schen Universitdt Miinchen bewilligt (Projektnummer 1420/05).

Die klinischen Daten (Tabelle 23, Seite 27) sind dem klinikinternen Patienteninformationssystem ent-
nommen. Ergéinzend wurden Patientenakten gesichtet. Uber die vorhandenen pathologischen Berichte
wurden die entsprechenden Proben identifiziert und die vorhandenen Paraffinblocke (Formalin-
fixiertes und in Paraffin eingebettetes Gewebe, engl. formalin-fixed and paraffin-embedded, FFPE)
dem Archiv des Instituts fiir Allgemeine Pathologie und Pathologische Anatomie der Technischen
Universitidt Miinchen entnommen. Nach erneuter Verifizierung des Vorhandenseins von ausreichend
Tumorgewebe durch die Beurteilung angefertigter Himatoxylin-Eosin-Routinefarbungen aller poten-
ziell relevanten Paraffinblocke eines Falls, wurde jeweils der Paraffinblock mit dem prozentual hochs-
ten Tumoranteil ausgewihlt.

Zunéchst wurden 113 FFPE-Gewebeproben verwendet (Tabelle 20, Seite 25). Diese waren zum Zeit-
punkt der Untersuchung alle zwei Jahre und dlter. Im Mittel waren die Proben elf Jahre lang gelagert.
Die Lagerungszeiten bewegten sich in einem Bereich von zwei bis 21 Jahren.

Geschlecht Minnlich 95 84,1 %
Weiblich 18 15,9 %
Lokalisation Mundhohle 14 12,4 %
Oropharynx 28 24,8 %
Hypopharynx 12 10,6 %
Larynx 23 20,4 %
Nasopharynx 0 0,0 %
Nasen- und Nasennebenhdhlen 36 31,9 %
T-Primértumor Tl 38 33,6 %
T2 34 30,1 %
T3 21 18,6 %
T4 16 14,2 %
Unbekannt 4 3,5 %
N-Regiondre Lymphknoten NO 62 54,9 %
N1 13 11,5%
N2 30 26,5 %
N3 2 1,8 %
Unbekannt 6 5,3 %
M-Fernmetastasen MO 96 85,0 %
Ml 2 1,8 %
Unbekannt 15 13,3 %
G-Histopathologisches Grading | Gl 6 53 %
G2 65 57,5 %
G3 39 34,5 %
G4 3 2,7%
Unbekannt 0 0,0 %

Tabelle 20: Kollektivcharakterisierung, Kollektiv aus 113 Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches.
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Zur Evaluation des Finflusses des Alters der Paraffinblocke auf den Nachweis von EGFRvVIII wurde
FFPE-Gewebe von weiteren 26 Fillen untersucht, welches zum Zeitpunkt der Untersuchung weniger
als zwei Jahre alt war (Tabelle 21, Seite 26). Alle 26 Fille wurden 2014 eingebettet.

Geschlecht Minnlich 22 84,6 %
Weiblich 4 15,4 %
Lokalisation Mundhohle 6 23,1 %
Oropharynx 20 76,9 %
Hypopharynx 0 0,0 %
Larynx 0 0,0 %
Nasopharynx 0 0,0 %
Nasen- und Nasennebenhohlen 0 0,0 %
T-Primértumor Tl 15 57,7 %
T2 9 34,6 %
T3 1 3,8 %
T4 1 3,8%
Unbekannt 0 0,0 %
N-Regiondre Lymphknoten NO 8 30,8 %
N1 0 0,0 %
N2 17 65,4 %
N3 1 3,8%
Unbekannt 0 0,0 %
M-Fernmetastasen MO 25 96,2 %
Ml 1 3.8%
Unbekannt 0 0,0 %
G-Histopathologisches Grading | Gl 2 7,7 %
G2 12 46,2 %
G3 12 46,2 %
G4 0 0,0 %
Unbekannt 0 0,0 %

Tabelle 21: Kollektivcharakterisierung, Kollektiv aus 26 Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches.

Um einen moglichen Einfluss der Fixierung auf den Nachweis von EGFRvVIII darzustellen wurden
2015 insgesamt zehn frische Gewebeproben verwendet (Tabelle 22, Seite 26). Die Proben wurden
direkt steril vom Operationssaal in Ringerldsung (Fresenius, Bad Homburg, Deutschland) in das Labor
transportiert und dort sofort ohne Fixierung tiefgefroren und innerhalb weniger Tage weiter analysiert.
Die schriftliche Einverstandniserkldrung der Patienten zur Verwendung des Patientenmaterials wurde
zuvor eingeholt und die Proben wurden anonymisiert.

Geschlecht Minnlich 9 90,0 %
Weiblich 1 10,0 %
Lokalisation Mundhohle 0 0,0 %
Oropharynx 6 60,0 %
Hypopharynx 1 10,0 %
Larynx 3 30,0 %
Nasopharynx 0 0,0 %
Nasen- und Nasennebenhohlen 0 0,0 %
T-Primértumor T1 2 20,0 %
T2 3 30,0 %
T3 5 50,0 %
T4 0 0,0 %
Unbekannt 0 0,0 %
N-Regiondre Lymphknoten NO 4 40,0 %
N1 2 20,0 %
N2 3 30,0 %
N3 1 10,0 %
Unbekannt 0 0,0 %
M-Fernmetastasen MO 10 100,0 %
Ml 0 0,0 %
Unbekannt 0 0,0 %
G-Histopathologisches Grading | Gl 0 0,0 %
G2 5 50,0 %
G3 4 40,0 %
G4 0 0,0 %
Unbekannt 1 10,0 %

Tabelle 22: Kollektiveharakterisierung, Kollektiv aus zehn Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches.
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Geschlecht Minnlich 126 84,6 %
Weiblich 23 15,4 %
Lokalisation Mundhohle 20 13,4 %
Oropharynx 54 36,2 %
Hypopharynx 13 8,7 %
Larynx 26 17,4 %
Nasopharynx 0 0%
Nasen- und Nasennebenh6hlen 36 24.2 %
T-Primértumor T1 55 36,9 %
T2 46 30,9 %
T3 27 18,1 %
T4 17 11,4 %
Unbekannt 4 2,7 %
N-Regionire Lymphknoten NO 74 49,7 %
N1 15 10,1 %
N2 50 33,6 %
N3 4 2,7 %
Unbekannt 6 4,0 %
M-Fernmetastasen MO 131 87,9 %
Ml 3 2,0 %
Unbekannt 15 10,1 %
G-Histopathologisches Grading | Gl 8 54 %
G2 82 55,0 %
G3 55 36,9 %
G4 3 2,0 %
Unbekannt 1 0,7 %

Tabelle 23: Kollektivcharakterisierung, Gesamtkollektiv aus 149 Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches.

4.1.1.2 Glioblastomgewebe

Im Rahmen der Etablierung unserer Methoden wurde des Weiteren ein Kollektiv, bestehend aus
FFPE-Material von zehn Glioblastomen, verwendet. Dieses wurde freundlicherweise von Herrn Prof.
Dr. Jirgen Schlegel (Institut fiir Allgemeine Pathologie und Pathologische Anatomie, Technische
Universitdt Miinchen, Deutschland) zur Verfligung gestellt. Das Kollektiv bestand aus neun
Glioblastomen aus dem Jahr 2009 und einem Fall aus dem Jahr 2013. Es handelte sich dabei um Ge-
webe von Patienten, die alle am Klinikum rechts der Isar behandelt wurden.

4.1.2 Zelllinien

Zur Etablierung bzw. Validierung verschiedener Primer zum Nachweis von EGFRvIII wurden unter
anderem auch transfizierte Zelllinien verwendet. Es wurden die Zelllinien Cal27 und UD-SCC-5 (kurz
UDS) verwendet. Cal27 wurde iiber das Leibniz-Institut DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorga-
nismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Deutschland) bezogen. Die Zelllinie UD-SCC-5
stammt von der Klinik fiir Hals-Nasen-Ohrenheilkunde der Universitit Diisseldorf.

Die Zellen wurden unter Verwendung des standardisierten Nahrmediums Dulbecco‘s Modified Eagle
Medium (DMEM) (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) mit 10 % fetalem Kélber-
serum (engl. fetal bovin serum, FBS) (Biochrom, Berlin, Deutschland), 2 mM Glutamin (Biochrom,
Berlin, Deutschland), 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin (Penicillin/Streptomycin von
Biochrom, Berlin, Deutschland) kultiviert.

Alle Zelllinien wurden mit dem pLEARN-EGFRvIII-Plasmid transfiziert. Dieses wurde freundlicher-
weise durch Herrn Prof. Dr. Ulrich Keller (Medizinische Klinik mit Schwerpunkt Hamatologie und
Onkologie am Campus Benjamin Franklin der Charité - Universititsmedizin Berlin, Humboldt-
Universitéit und Freie Universitét, Berlin, Deutschland) bereitgestellt.

Die stabile Transfektion konnte in Vorarbeiten gezeigt werden [Koch et al., 2017].

4.1.3 Verwendete Kits
Tabelle 24 listet die verwendeten Kits.
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Kit

Hersteller

BondTM Polymer Refine Detection System

Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland

InviTrap® Spin Tissue RNA Mini Kit

Stratec Biomedical AG, Birkenfeld, Deutschland

Qiagen RNeasy Mini Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

ZytoChem-Plus HRP Polymer-Kit

Zytomed Systems GmbH, Berlin, Deutschland

4.1.4 Reagenzien
Tabelle 25 listet die verwendeten Reagenzien.

Tabelle 24: Verwendete Kits.

Reagenz

Hersteller

2-Mercaptoethanol

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

5 x RT Buffer

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Agarose

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf, Deutschland

Bond™ Dewax Solution

Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland

Bond"™ Epitope Retrieval Solution

Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland

Bond™ Polymer Refine Detection System (Peroxidase Block
Losung, Post Primary Losung, Polymer Anti-rabbit Poly-HRP-IgG
Losung, Mixed DAB Refine Losung, Himatoxylin)

Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland

Bond™ Primary Antibody Diluent

Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland

Bond™ Wash Solution 10X Concentrate

Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland

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

GE Healthcare, Chalfont St Giles, Gro3britannien

DNA-Farbstoff peqGREEN

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland

DNA-Leiter peqGOLD 100 bp

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland

DNA-Leiter peqGOLD Ultra Low Range 11

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland

Dulbecco’s Modified Eagle Meddium (DMEM)

Gibco Life Technologies by Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

EDTA (Ethylendiamintetraessigsdure)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Eosinlosung

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Ethanol p. a.

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Fetales Kilberserum (engl. fetal bovin serum, FBS)

Biochrom, Berlin, Deutschland

Geneticin™ Selective Antibiotic (G418 Sulfate)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Glutamin Biochrom, Berlin, Deutschland
Hémalaunlosung Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
HCI2 N Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Hexanucleotide Mix 10 x conc.

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland

Kleber, Roti®-Histokitt II

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Ladepuffer 6 x Blue Loading Buffer

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland

Lipofectin™ Transfection Reagent

Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Maxima® Reverse Transkriptase

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

NaCl

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

NaOH I N

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Opti-MEM I Reduced Serum Medium

Gibco by Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Penicillin/Streptomycin

Biochrom, Berlin, Deutschland

Proteinase K

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Ringerlésung

Fresenius, Bad Homburg, Deutschland

Sodiumdodecylsulfat (SDS)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

SYBR® FAST qPCR Master Mix (2 x) (DNA Polymerase, SYBR®
Green I, MgCl,, dNTPs und Stabilisatoren)

KAPA Biosystems, Boston, USA

TRIS (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

TRIS-Borat-EDTA-Puffer 10 x (TBE)

Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Tween-20

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Xylol

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

4.1.5 Gerite
Tabelle 26 listet die verwendeten Geriite.

Tabelle 25: Verwendete Reagenzien.

Geriit

Hersteller

Brutschrank

Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach, Deutschland

CO»-Inkubator Heracell™ 150i

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Electrophoresis Power Sypply

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland

Férbeautomat Leica Bond-Max

Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland

Gefrierschrank Liebherr, Bulle, Schweiz

Heizblock Techne® Dri-Block® DB-2A Cole-Parmer, Vernon Hills, USA

Kiihlplatte COP 30 Medite GmbH, Burgdorf, Deutschland
Kiihlschrank Liebherr, Bulle, Schweiz

Kiihlschrank Robert Bosch Hausgeridte GmbH, Miinchen
Kiihlschrank NordCap GmbH & Co. KG, Bremen, Deutschland
Laborabzug Kottermann, Uetze/Hénigsen, Deutschland

Laborautoklav Systec DX-45

Systec GmbH, Linden, Deutschland
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Magnetrithrer RCT basic

IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Deutschland

Mikroskop Leica DFC Kamera

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland

Mikroskop Leica DMI 6000B

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland

Mikroskop PreciPoint M8 PreciPoint, Freisung, Deutschland
Mikrotom Microm HM 355S Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Mikrowelle ok., Marke der Media-Saturn-Holding, Ingolstadt, Deutschland

Paraffin-Streckbad TFB 35

Medite GmbH, Burgdorf, Deutschland

Pipettierhelfer Accu-jet” pro

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, Deutschland

Research Pipetten 1000 pl, 200 pl, 100 pl, 10 pl

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Sicherheitswerkbank Herasafe'™ KS

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Spectrophotometer NanoDrop 1000 System

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland

System zur Geldokumentation E-Box VX2

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland

Thermal Cycler C1000™

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Thermomixer comfort

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Vortexmischer Minishaker MS2

IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Deutschland

Waage Sartorius LC 6218

Sartorius AG, Géttingen, Deutschland

Waage ScalTec SBC21

ScalTec Instruments, Gottingen, Deutschland

Wasserbad Typ 1003

Gesellschaft fir Labortechnik mbH, Burgwedel, Deutschland

Zentrifuge Centrifuge 5430R

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

4.1.6 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 26: Verwendete Geriite.

Tabelle 27 listet die verwendeten Verbrauchsmaterialien.

Verbrauchsmaterial

Hersteller

6-Well Zellkulturplatten

Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht, Deutschland

96-Well PCR Plates und Abdeckfolien selbstklebend

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Deckgliser fiir Objekttriger 24 x 50 mm

Gerhard Menzel B.V. & Co. KG, Braunschweig, Deutschland

Mikroreaktionsgefafle SafeSeal Reagiergefdfle 1,5 ml

Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht, Deutschland

Objekttriger Superfrost Plus

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Pipettenspitzen 1000 pl, 200 pl, 100 pl, 10 pl

Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen, Deutschland

Reaktionsgefdfie 15 ml und 50 ml Réhren

Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht, Deutschland

Serologische Pipetten 25 ml, 10 ml, 5 ml

Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht, Deutschland

Zellkulturschalen 100 x 20 mm

Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht, Deutschland

4.1.7 Computerprogramme

Tabelle 27: Verwendete Verbrauchsmaterialien.

Tabelle 28 listet die verwendeten Computerprogramme.

Computerprogramm

Hersteller

Bio-Rad C1000 and CFX Manager Software

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Leica Application Suite

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland

Microsoft Excel

Microsoft Corporation, Redmond, USA

Microsoft PowerPoint

Microsoft Corporation, Redmond, USA

Microsoft Word

Microsoft Corporation, Redmond, USA

SnapGene 4.0

GSL Biotech LLC, Chicago, USA

SPSS Statistics 24

IBM Corporation, Armonk, USA

Virtual Microscope V.2015-04-03

PreciPoint, Freising, Deutschland

4.1.8 EGFRvIII-Antikorper

Tabelle 28: Verwendete Computerprogramme.

Ein Antikorper gegen EGFRVIII war zum damaligen Zeitpunkt nicht kommerziell zu erhalten. Nach
Anfragen bei Herrn Dr. Ingo K. Mellinghoft (Memorial Sloan-Kettering Cancer Center, New York,
USA) und bei Herrn Dr. Darell D. Bigner (Duke University Medical Center, Durharm, USA) wurde
uns durch die Arbeitsgruppe von Herrn Dr. Bigner der EGFRvIII-Antikérper L8A4 zugesagt. Ein ent-
sprechend durch die Rechtsabteilungen beider Universitdten gepriiftes ,,Materials Transfer Agree-
ment* wurde unterzeichnet und wir erhielten am 23.01.2015 200 pl des L§A4 EGFRvIII-Antikorpers.
Weitere 200 pl erhielten wir am 13.04.2015.

4.1.9 PCR-Primer

Tabelle 29 und Tabelle 30 listen die verwendeten PCR-Primer mit entsprechenden Sequenzen, Anne-
aling Temperaturen und AmplifikatgroBen. Die verwendeten Primer sind aus den aufgefiihrten Publi-
kationen entnommen.

29



Primer Sequenz forward Primer Sequenz reverse Publikation
EGFRvII Yoshimoto et al.
TRV 5'-GGCTCTGGAGGAAAAGAAAG-3' 5'-TCCTCCATCTCATAGCTGTCG-3’ [Yoshimoto et al.,
Primer 1 2008]
EGFRvITI Melchers et al.
. 5'-TGCTGGCTGCGCTCTGC-3' 5'-CACAGGCTCGGACGCAC-3' [Melchers et al.,
Primer 2
2014]
EGFRvII Boeckx et al.
. 5'-GGAGCAGCGATGCGACCCTC-3’ 5'-ACACTTGCGGACGCCGTCTT-3' [Boeckx et al.,
Primer 3 2014]
EGFRVIIT 5"-ATGCGACCCTCCGGGACG-3' 5" ATTCCGTTACACACTTTGCGGC-3' Sok ctal. [Sok et
Primer 4 al., 2006]
EGFRvII Yoshimoto et al.
Prime\rl 5 5'-GAGCTCTTCGGGGAGCAG-3' 5'-GTGATCTGTCACCACATAATTACCTTTCT-3' [Yoshimoto et al.,
2008]
WiEGFR Melchers et al.
Primer 5-TGCTGGCTGCGCTCTGC-3' 5-GAACATCCTCTGGAGGCTGAGA-3' [Melchers et al.,
2014]

Tabelle 29: PCR-Primer Sequenzen (unterstrichene Sequenz iiberlappt die Fusionsstelle von Exon 1 und Exon 8).

Annealing Temperatur | PCR Amplifikat EGFRvIII PCR Amplifikat wtEGFR Publikation
]i)(:il;ri\rlllll 57,0 °C 90 bp 891 bp Yoshimoettoaeiiazl.og]oshimoto
Fi)(glil;i\r/IZH 64.5°C 92 bp 894 bp Melchersac;iegbglz/l]elchers et
];il;i\rll';l 64.5 °C 187 bp 987 bp Boeckx et azlb[l]zj)eckx etal.,
EP(:il;i\rlT 61,4°C 236 bp 1037 bp Sok et al. [Sok et al., 2006]
FurRvIl 64,5 °C 131 bp kein Amplifikat Yo ey
W;ESIE f 64,4 °C kein Amplifikat 125 bp MelChersafl’iazlb%ekhers ot

Tabelle 30: PCR-Primer Annealingtemperaturen und Amplifikatlingen.

4.2 Methoden

Nach Identifikation der geeigneten FFPE-Gewebeblocke, wie oben beschrieben, wurden von diesen
neben den Hadmatoxylin-Eosin-Routinefarbungen immunhistochemische Farbungen angefertigt und
RNA isoliert. Aulerdem wurde RNA aus Frischgewebe und aus transfizierten Zellen isoliert. Mit Hil-
fe der RNA wurde cDNA synthetisiert, welche mittels PCR vervielfdltigt wurde. Das Nachweisverfah-
ren wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese und Sequenzierung fortgefiihrt.

4.2.1 Hiamatoxylin-Eosin-Routinefarbung
Zur initialen Beurteilung von Tumorgewebe wurde die Hamatoxylin-Eosin-Routinefdrbung verwen-
det.

Dazu wurden mit dem Mikrotom (Microm HM 355S, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) ca.
2 um dicke Gewebeschnitte angefertigt. Nach dem Aufbringen auf Objekttriger (Superfrost Plus,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) wurden diese zur Fixierung fiir mindestens 30 Minuten bei
60 °C in den Brutschrank verbracht und anschlieend entparaffiniert und rehydratisiert. Die Entparaf-
finierung erfolgte iiber vier Xylolbdder fiir jeweils fiinf Minuten, die Rehydratisierung iiber eine ab-
steigende Alkoholreihe bestehend aus jeweils zwei Badern Ethanol 100 %, Ethanol 96 % und Ethanol
70 % fiir jeweils eine Minute und abschlieBend einem Bad mit destilliertem Wasser fiir ebenfalls eine
Minute. Zur Farbung wurden die Objekttrager iiber sechs Minuten in Hamalaun getrinkt. Der an-
schlieBenden Spiilung bzw. Differenzierung mit nicht destilliertem Wasser schloss sich die Gegenfar-
bung mit wissriger 1 %iger Eosinlosung fiir drei Minuten an. Nach erneutem Spiilen mit nicht destil-
liertem Wasser folgten die aufsteigende Alkoholreihe mit jeweils zwei Biddern Ethanol 96 % und
Ethanol 100 % fiir jeweils eine Minute und erneut vier Bader Xylol fiir jeweils eine Minute. Nach
Fixierung mittels Kleber und 24 mm x 50 mm Deckpldttchen und nach Aushértung erfolgte im Ver-
lauf die Beurteilung.
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Die mikroskopische Beurteilung der Gewebeschnitte erfolgte mit dem Leica Mikroskop DMI 6000B
(Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland) und dem PreciPoint M8 Mikroskop (PreciPoint, Freising,
Deutschland).

4.2.2 Immunhistochemie

Der immunhistochemische Nachweis von EGFRVIII erfolgte mithilfe des von Dr. Darell D. Bigner
(Duke University Medical Center, Durharm, USA) zur Verfiigung gestellten EGFRVIII spezifischen
L8A4 Antikdrpers. Durch die Deletion von Exon 2 bis Exon 7 und die konsekutive Verbindung von
Exon 1 und Exon 8 entsteht eine neue Aminosduresequenz, an deren Struktur dieser AntikOrper spezi-
fisch bindet [Wikstrand et al., 1995].

Zur immunhistochemischen Férbung wurden wie zur Hdmatoxylin-Eosin-Routinefirbung mit dem
Mikrotom ca. 2 pm dicke Gewebeschnitte der vorhandenen FFPE-Blocke angefertigt. Hierbei wurde
darauf geachtet, dass die Schnitte nicht von der Hidmatoxylin-Eosin-Routinefarbung, und auch nicht
von den zur RNA-Isolierung verwendeten Schnitten abwichen, um entsprechend bei allen Methoden
dasselbe Zellmaterial beurteilen zu kénnen. Nach dem Aufbringen auf Objekttrager wurden diese zur
Fixierung fir mindestens 30 Minuten bei 60 °C in den Brutschrank verbracht und anschlieBend per
Hand bzw. zum GroBteil per Maschine geférbt. Nach entsprechender Etablierung der Handfarbung
wurde die Maschinenfarbung etabliert und durchgefiihrt, um eine groflere Anzahl von Féllen in kiirze-
rer Zeit zu farben.

Zur Handfdarbung erfolgte die Entparaffinierung iiber vier Xylolbdder fiir jeweils fiinf Minuten. Die
Rehydratisierung erfolgte iiber eine absteigende Alkoholreihe bestehend aus jeweils zwei Biddern
Ethanol 100 %, Ethanol 96 % und Ethanol 70 % fiir jeweils zwei Minuten und abschlieBend ein Bad
mit destilliertem Wasser fiir ebenfalls zwei Minuten. Zur thermischen Antigendemaskierung wurden
die entparaffinierten und rehydratisierten Schnitte in EDTA-Puffer (Ethylendiamintetraessigsiure-
Puffer) fiir siecben Minuten im Dampfdrucktopf gekocht. Der EDTA-Puffer wurde dazu mit 1,116 g
EDTA auf 2,5 1 destilliertes Wasser hergestellt. Die Einstellung des pH-Wertes auf pH 8,0 erfolgte mit
1 N NaOH. Nach Einstellung des pH-Wertes wurden die 2,5 1 mit destilliertem Wasser auf 3,0 1 aufge-
fiillt. AnschlieBend erfolgte ein fiinfminiitiger Waschvorgang mit TRIS-Puffer. Zur Herstellung des
TRIS-Puffers wurden 60,5 g TRIS-Base und 90 g NaCl in 700 ml destilliertem Wasser gelost, mit 2 N
HCI auf pH 7,6 eingestellt und mit destilliertem Wasser auf 1 1 aufgefiillt. Vor der Verwendung wurde
die Losung erneut mit destilliertem Wasser auf 1/10 verdiinnt.

Das weitere Vorgehen erfolgte mit dem biotinfreien und fir Priméarantikérper sowohl der Maus als
auch des Kaninchens entwickelten ZytoChem-Plus HRP Polymer-Kit (Zytomed Systems GmbH, Ber-
lin, Deutschland). Mit dem Reagent 1 (,,BlockingSolution®, enthdt 3 % H,0,) des Kits erfolgte iiber
zehn Minuten der Peroxidase-Block zur Inaktivierung der endogenen Peroxidase und damit zur Redu-
zierung der Hintergrundfirbung, gefolgt von einem fiinfminiitigen Waschvorgang mit TRIS-Puffer.
Nach dem Trocknen der Objekttriager folgte die Antikérperinkubation. Der verwendete L8A4 Anti-
korper wurde in einer Verdiinnung von 1:200 eingesetzt. Die Verdiinnung erfolgte mit Antibody Di-
luent des Kits. Es wurde fiir mindestens zwei Stunden in einer feuchten Kammer bei 4 °C inkubiert.
Danach erfolgte ein dreimaliger Waschvorgang mit TRIS-Puffer fiir jeweils finf Minuten und das
Trocknen der Objekttrager.

Zur Detektion wurden ein bis drei Tropfen Reagent 2 (,,PostBlock®, durch Hersteller als Verstarkungs-
reagenz beschrieben) verwendet und 20 Minuten inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit TRIS-
Puffer fiir jeweils fiinf Minuten und Trocknen der Objekttrager wurde fiir 30 Minuten mit Reagent 3
(,,HRP-Polymer*) inkubiert. Bei Reagent 3 handelt es sich um ein sogenanntes Enzym Polymer, in
dem mehrere Sekundérantikorper mit mehreren Molekiilen Meerrettich-Peroxidase (engl. horse radish
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peroxidase, HRP) kovalent verbunden sind. AnschlieBend wurde dreimalig fiir fiinf Minuten mit
TRIS-Puffer gewaschen und schlieBlich der Objekttrager getrocknet.

Zur Farbung wurden 50 ul DAB (3,3°-Diaminobenzidin) in 1000 ul DAB Substrate Buffer des Kits
verdiinnt. Mit 100 pl des verdiinnten DAB wurde dann fiinf bis zehn Minuten inkubiert. Um die Fér-
bereaktion durch enzymatische Umsetzung des DAB durch die Meerrettich-Peroxidase zu beenden
wurde anschliefend einmalig fiir fiinf Minuten mit TRIS-Puffer gewaschen. Die Gegenfarbung des
getrockneten Gewebeschnitts erfolgte mit Hdmalaun fiir vier Minuten. Nach Spiilung bzw. Differen-
zierung mit nicht destilliertem Wasser schloss sich die aufsteigende Alkoholreihe mit jeweils zwei
Bédern Ethanol 70 %, Ethanol 96 % und Ethanol 100 % fiir jeweils zwei Minuten und erneut vier
Bédern Xylol fiir ebenfalls jeweils zwei Minuten an. Nach Fixierung mittels Kleber und Deckpléttchen
und nach Aushértung erfolgte im Verlauf die Beurteilung.

Die immunhistochemischen Farbungen mittels Maschine erfolgten mit dem Leica Bond-Max (Leica
Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland) Farbeautomaten und den entsprechenden vom
Hersteller Leica optimierten Verbrauchsmaterialien. Es wurde Bond™ Dewax Solution, Bond™ Wash
Solution 10X Concentrate, Bond"™ Epitope Retrieval Solution 2, Bond™ Primary Antibody Diluent
und das Bond™ Polymer Refine Detection System verwendet. Das Bond™ Polymer Refine Detection
System ist zur Detektion von gewebegebundenen IgG-Primérantikorpern sowohl der Maus als auch
des Kaninchens geeignet. Es enthilt kein Biotin um Hintergrundfarbung durch endogenes Biotin zu
vermeiden und basiert auf Sekundéirantikorpern, die iiber Polymere an Meerrettich-Peroxidase gebun-
den sind. Das System ist fiir FFPE-Material optimiert.

Im Bond™ Polymer Refinde Detection System sind mehrere Fertiglosungen enthalten. Die Fertiglo-
sung fiir den Peroxidase-Block enthélt 3 — 4 % Wasserstoffperoxid. Die Post Primary Losung enthilt
Kaninchen Antikorper gegen IgG der Maus um murine Primérantikorper zu detektieren. Die Polymer
Anti-rabbit Poly-HRP-IgG Losung enthélt iiber Polymere an Meerrettich-Peroxidase gebundene Anti-
korper zur Detektion von Kaninchen Antikorpern. AuBlerdem ist das Chromogen DAB (3,3’-
Diaminobenzidin) als Mixed DAB Refine Losung und Hématoxylin zur Gegenfarbung enthalten.

Entsprechend der Handfdrbung wurde das Féarbeprotokoll mit EDTA-Puffer basierter hitzeinduzierter
Antigendemaskierung durchgefiihrt. Ein ebenfalls vom Hersteller angebotenes enzymatisches Verfah-
ren brachte weniger gute Farbeergebnisse.

Die analog zur Handfarbung angefertigten Schnitte wurden zur immunhistochemischen Farbung vor
dem Einbringen in den Farbeautomaten ebenfalls im Brutschrank fiir mindestens 30 Minuten bei 60 °C
fixiert. Die eingebrachten Gewebeschnitte wurden dann durch den Firbeautomaten bei 72 °C mittels
Bond™ Dewax Solution entparaffiniert und mittels Alkohol und entsprechend mit destilliertem Was-
ser verdiinntem Bond™ Wash Solution 10X Concentrate (Endkonzentration 1 x) rehydratisiert. Zur
thermischen Antigendemaskierung wurden die Gewebeschnitte 30 Minuten mit der EDTA (Ethylendi-
amintetraessigsiure) enthaltenden Bond™ Epitope Retrieval Solution 2 bei 100 °C erhitzt. Nach Ab-
kiihlung wurde bei 35 °C mit Bond™ Wash Solution gespiilt und der Peroxidase-Block durch Inkuba-
tion mit der entsprechenden Fertiglosung fiir flinf Minuten durchgefiihrt. Nach erneutem Spiilen mit
Bond™ Wash Solution wurde 30 Minuten mit dem gegen EGFRVIII gerichteten Priméarantikorper
L8A4 in einer Verdiinnung von 1:200 inkubiert. Zur Verdiinnung wurde Bond™ Primary Antibody
Diluent verwendet. Nach Spiilung mit Bond™ Wash Solution erfolgte die achtminiitige Inkubation mit
der Post Primary Losung und ein erneutes Spiilen mit Bond™ Wash Solution, bevor acht Minuten mit
Polymer Anti-rabbit Poly-HRP-IgG Losung inkubiert wurde. Vor der Farbung mit der mixed DAB
Refine Losung erfolgte das Spiilen mit Bond™ Wash Buffer und destilliertem Wasser. AnschlieBend
wurde vor und nach der zehnminiitigen Gegenférbung mit Hdmatoxylin mit destilliertem Wasser ge-
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spiilt. AbschlieBend erfolgte durch die Firbemaschine eine letzte Spiilung mit Bond™ Wash Solution
und destilliertem Wasser.

Die gefarbten Gewebeschnitte wurden aus dem Farbeautomaten entnommen und per Hand analog zur
Handfiarbung mittels aufsteigender Alkoholreihe, Xylol-Bddern, Kleber und Deckpléttchen fixiert und
im Verlauf beurteilt.

Insgesamt wurden 113 Plattenepithelkarzinome mit dem beschriebenen Antikérper gegen EGFRVIII
gefirbt. Als Positivkontrolle diente ein EGFRVIII positives Glioblastom (Abbildung 7, Seite 40).

Wie bei der Routinefiarbung erfolgte die mikroskopische Beurteilung der Gewebeschnitte mit dem
Leica Mikroskop DMI 6000B (Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland) und dem PreciPoint M8
Mikroskop (PreciPoint, Freising, Deutschland).

4.2.3 Zellkultur

Die Zellen wurden unter Verwendung des standardisierten Nahrmediums Dulbecco‘s Modified Eagle
Medium (DMEM) (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) mit 10 % fetalem Kélber-
serum (engl. fetal bovin serum, FBS) (Biochrom, Berlin, Deutschland), 2 mM Glutamin (Biochrom,
Berlin, Deutschland), 100 U/ml Penicillin und 100 ug/ml Streptomycin (Penicillin/Streptomycin von
Biochrom, Berlin, Deutschland) bei Umgebungsbedingungen von 37 °C und 5 % CO2 jeweils bis zum
Erreichen einer Konfluenz von 70 bis 90 % kultiviert.

4.2.4 Lipotransfektion von Zelllinien

Zur Lipotransfektion wurden 1 x 10° bis 2,5 x 10° Zellen auf 6-Well Zellkulturplatten ausplattiert und
24 Stunden kultiviert um eine fiir die Lipotransfektion optimale Zellkonfluenz von 50 bis 70 % zu
erreichen. Fiir die Lipotransfektion wurden die Zellen mit Opti-MEM (Gibco by Thermo Fisher Scien-
tific, Waltham, USA) gespiilt und ein Milliliter Opti-MEM pro Well als Vorlage hinzugegeben. Opti-
MEM erméglicht die Kultivierung mit reduzierten Serumkonzentrationen.

Alle Zelllinien wurden mit dem pLEARN-EGFRvIII-Plasmid transfiziert. Dieses wurde freundlicher-
weise durch Herrn Prof. Dr. med. Ulrich Keller (Medizinische Klinik mit Schwerpunkt Himatologie
und Onkologie am Campus Benjamin Franklin der Charité - Universititsmedizin Berlin, Humboldt-
Universitit und Freie Universitét, Berlin, Deutschland) bereitgestellt.

Es wurden 5 pg der Plasmid-DNA in 100 ul Opti-MEM pipettiert, vorsichtig durchmischt und bei
Raumtemperatur fiir 30 Minuten inkubiert. Parallel wurden 15 pl des Lipofectin™ Reagenz (Invitro-
gen by Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) in ebenfalls 100 ul Opti-MEM pipettiert, vorsichtig
durchmischt und fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden
diese beiden Ansitze gemischt und erneut 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss
wurden hierzu 800 ul Opti-MEM ergénzt um das endgiiltige Reaktionsgemisch zu erhalten.

Dieses Reaktionsgemisch wurde dann tropfenweise auf die entsprechend vorbereiteten Zellen pipet-
tiert und {iber Nacht im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Am nichsten Tag erfolgte der Wechsel des
Mediums auf das entsprechende Standardkulturmedium.

Nach 24 Stunden Kultivierung mit Standardmedium erfolgte die Selektion der positiv transfizierten
Zellen mittels G418-Selektion. Hierzu wurden 0,8 bis 1,0 mg/ml Geneticin™ Selective Antibiotic
(G418 Sulfate) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) hinzugefiigt und hiermit iiber fiinf bis sie-
ben Tage kultiviert.

Die stabile Transfektion konnte in Vorarbeiten gezeigt werden [Koch et al., 2017].
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4.2.5 RNA-Isolierung

RNA wurde von insgesamt 149 Plattenepithelkarzinomen gewonnen. Davon bei insgesamt 139 Féllen
aus FFPE-Material und bei zehn Fillen aus Frischgewebe. Hierbei wurde das InviTrap® Spin Tissue
RNA Mini Kit des Herstellers Stratec Biomedical (Stratec Biomedical AG, Birkenfeld, Deutschland)
verwendet. AuBerdem wurde RNA aus Zelllinien gewonnen. Dazu wurde das Qiagen RNeasy Mini
Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) verwendet.

Aufgrund der Verwendung von B-Mercaptoethanol wurde unter dem Laborabzug gearbeitet.

4.2.5.1 RNA-Isolierung aus FFPE-Material

Nach sorgfaltiger Reinigung von Arbeitsfliche und Pipetten mit einem Ethanol-HCI-Gemisch wurden
zur Gewinnung von RNA aus FFPE-Material, in Abhéngigkeit von der GroBe des Préparats, drei bis
sechs 10 um dicke Gewebeschnitte in einem Mikroreaktionsgefdl3 entparaffiniert. Dabei wurde darauf
geachtet, die oxidierten oberflichlichen Schichten nicht zu verwenden. Es wurde ebenfalls darauf ge-
achtet, dass die Schnitte nicht von der Himatoxylin-Eosin-Routinefarbung und den zur Immunhisto-
chemie verwendeten Schnitten abwichen, um entsprechend bei allen Methoden dasselbe Zellmaterial
beurteilen zu kdnnen. Die Entparaffinierung im Mikroreaktionsgefal erfolgte dann durch Vermengung
mit 800 ul Xylol mittels Vortexmischer. Nach Zugabe von 400 ul Ethanol und erneuter Vermengung
mittels Vortexmischer erfolgte jeweils das Zentrifugieren mit 13000 rpm fiir vier Minuten. Anschlie-
Bend wurde der Uberstand verworfen und das verbliebene Zellpellet erneut mit 1 ml Ethanol ver-
mengt. Nach erneutem Zentrifugieren mit 13000 rpm fiir vier Minuten und anschlieendem Verwerfen
des Uberstands wurde das verbliebene und nun entparaffinierte Zellpellet bei 55 °C im Heizblock ge-
trocknet.

Zur weiteren Isolierung von RNA aus FFPE-Material wurden die getrockneten Zellpellets {iber zwei
Néchte mit 200 ul Proteinase K-Puffer (50 mM TRIS und 1 mM EDTA in sterilem destillierten Was-
ser) mit Tween-20 (Polysorbat 20) (ein Teil Tween-20 zu 200 Teilen des Proteinase K Puffers um eine
zur Lysierung von Zellen geeignete Konzentration zwischen 0,005 und 0,5 % zu erreichen), 32 pul
10 % Sodiumdodecylsulfat und 80 pl Proteinase K (20 mg/ml bei mindestens 30 U/mg) (Carl Roth
GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) im Heizblock verdaut. Am zweiten Tag wurden hierbei
weitere 10 pl Proteinase K zum Nachverdau hinzugegeben. Der Heizblock wurde wihrend des gesam-
ten Proteinase K-Verdaus auf 55 °C und 450 rpm eingestellt.

Im weiteren Verlauf der RNA-Isolierung wurden Materialien des InviTrap” Spin Tissue RNA Mini
Kits (Stratec Biomedical AG, Birkenfeld, Deutschland) verwendet.

Am dritten Tag wurden zur Aufreinigung und Entfernung der DNA 600 ul Lysis Solution TR des Kits
mit p-Mercaptoethanol im Verhaltnis 100:1 dem Ansatz hinzugegeben. Das im InviTrap” Spin Tissue
RNA Mini Kit enthaltene Lysis Solution TR enthélt DNA-bindende Tragerpartikel. Nach sorgfaltiger
Vermengung mit dem Vortexmischer erfolgte das Zentrifugieren mit 13000 rpm fiir zwei Minuten.
500 pl des Uberstands wurden nun in ein neues MikroreaktiongefdB pipettiert, mit 330 ul Ethanol
gemischt und das Lysat komplett auf ein RTA Spin Filter Set mit RNA-bindendem Filter gegeben.
Nach einminiitiger Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte das Zentrifugieren mit 10500 rpm. Der
Durchlauf wurde verworfen. Die im RTA Spin Filter gebundene RNA wurde nun mit 500 pl Wash
Buffer R1 und anschlieBend dreimal mit 600 ul Wash Buffer R2 aufgereinigt. Dazu wurde jeweils der
entsprechende Wash Buffer auf den Filter gegeben, fiir eine Minute bei Raumtemperatur inkubiert,
anschlieend mit 10500 rpm zentrifugiert und jeweils der Durchlauf verworfen.

Zum Trocknen des Spin Filters wurde dieser fiinf Minuten bei 12000 rpm zentrifugiert. Abschlieend
wurde zur Fallung der RNA der Spin Filter auf ein RNase-freies Mikroreaktionsgefal3 des Kits gesetzt.
In Abhéngigkeit von der urspriinglichen Gewebemenge wurden dann 30 bis 60 ul Elution Buffer R
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direkt auf den Spin Filter pipettiert. Nach zwei Minuten Inkubationszeit mit dem Elution Buffer R bei
Raumtemperatur wurde die RNA schlieSlich durch einminiitiges Zentrifugieren mit 10500 rpm aus
dem Spin Filter in das RNase-freie Mikroreaktionsgefd verbracht.

Die RNA wurde direkt weiterverarbeitet oder bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

4.2.5.2 RNA-Isolierung aus Frischgewebe

Das verwendete Frischgewebe wurde direkt, bzw. nach kurzzeitiger Lagerung bei -20 °C, mittels Do-
unce Handhomogenisator in 3 ml Proteinase K-Puffer mit Tween-20 homogenisiert. Das homogeni-
sierte Material wurde auf drei Mikroreaktionsgefafie verteilt und filir vier Minuten bei 13000 rpm zent-
rifugiert. Der Uberstand wurde verworfen.

Zur weiteren Isolierung von RNA aus Frischgewebe wurden die frischen Zellpellets analog zur RNA-
Isolierung aus FFPE-Material {iber zwei Néichte im Heizblock verdaut. Auch die weitere Isolierung der
RNA mit Hilfe des InviTrap® Spin Tissue RNA Mini Kits (Stratec Biomedical AG, Birkenfeld,
Deutschland) wurde analog zur RNA-Isolierung aus FFPE-Material durchgefiihrt.

4.2.5.3 RNA-Isolierung aus Zellkulturen

Zur Isolierung von RNA aus Zelllkulturen wurde das Qiagen RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Deutschland) verwendet. Bei Erreichen einer Konfluenz der kultivierten Zellen von ca. 80 % wurden
die adhérenten Zellen nach Entfernung des Kulturmediums zweimalig mit 4 ml PBS (phosphate buffe-
red saline, PAA Laboratories by GE Healthcare, Chalfront St Giles, Grofbritannien) gespiilt. An-
schlieBend wurden 500 ul Lysepuffer des RNeasy Mini Kits mit f-Mercaptoethanol in einem Verhalt-
nis von 100:1 auf den Zellrasen einer Zellkulturschale mit 10 cm Durchmesser gegeben und fiir zehn
Minuten inkubiert. Das Lysat wurde darauthin in ein Mikroreaktionsgefdll verbracht und 500 pl 70 %
Ethanol hinzugegeben. Davon wurden nach ausgiebiger Durchmischung mittels Pipette wiederum
70 ul auf eine RNeasy Mini Spin Column gegeben und fiir 15 Sekunden bei 12000 rpm zentrifugiert.
Der Druchlauf wurde verworfen. Nun wurden 700 ul RW 1-Puffer des Kits auf die Spin Column gege-
ben und 15 Sekunden mit 12000 rpm zentrifugiert. Nach Verwerfen des Durchlaufs erfolgten zwei
weitere Spiilungen mit 500 pl RPE-Puffer des Kits, der zuvor mit 100 % Ethanol im Verhéltnis 1:5
verdiinnt wurde. Zur ersten Spiillung mit RPE-Puffer wurde auch hier 15 Sekunden mit 12000 rpm
zentrifugiert und der Durchlauf verworfen. Zur zweiten Spiilung mit RPE-Puffer wurde eine Minute
mit 12000 rpm zentrifugiert und die Spin Column im Anschluss an das Verwerfen des Durchlaufs zur
Féllung der RNA auf ein RNase-freies Mikroreaktionsgefall gesetzt. Es wurden 150 pl Diethyldicar-
bonat (DEPC) Wasser auf die Spin Column pipettiert und nach Inkubation {iber eine Minute fiir eben-
falls eine Minute mit 12000 rpm zentrifugiert.

Die RNA wurde direkt weiterverarbeitet oder bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

4.2.6 RNA-Konzentrationsmessung
Die RNA Konzentrationsmessung erfolgte mit dem NanoDrop 1000 System der Firma PEQLAB
(PEQLAB, Erlangen, Deutschland).

Nach sorgfiltiger Reinigung der Messfldchen des NanoDrop 1000 Systems wurde der Leerwert mit
dem Elution Buffer R des InviTrap” Spin Tissue RNA Mini Kits, der bei der RNA-Isolierung als Tri-
ger der RNA verwendet wurde, bestimmt. Entsprechend wurde der Leerwert zur Messung der RNA
Konzentration nach Isolierung aus Zelllinien mit dem verwendeten Diethyldicarbonat (DEPC) Wasser
bestimmt. AnschlieBend erfolgten die Messung der einzelnen Proben und eine Kontrolle mit destillier-
tem Wasser.

35



Zur Quantifizierung der RNA-Mengen wird hierbei ausgenutzt, dass Nukleinséuren ihr Absorptions-
maximum bei einer Wellenldnge von 260 nm haben. Zudem wird die Absorbanceyeoso, also das Ver-
héltnis der Absorption bei 260 nm zur Absorption bei 280 nm, zur Abschétzung der Reinheit herange-
zogen. So haben beispielsweise Proteine ihr Absorptionsmaximum bei 280 nm und fiihren folglich bei
einer Verunreinigung zur Reduktion der Absorbance,sp230 [Okamoto and Okabe, 2000].

Die Absorbancesgg s ist bei sehr geringen RNA-Konzentrationen nur noch eingeschriankt aussagekraf-
tigt. Entsprechend wurden nur RNA Proben mit einer Mindestkonzentration von 5 ng/pl und einer
Absorbance,gngo zwischen 1,5 und 2,2 verwendet. Alle anderen Proben wurden neu isoliert und erneut
gemessen. Waren die Proben erneut nicht verwendbar, wurde der Fall nicht weiter untersucht.

Die RNA wurde direkt weiterverarbeitet oder bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

4.2.7 c¢DNA-Synthese
Die Synthese von cDNA erfolgte mittels Maxima®™ Reverse Transkriptase (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA).

Nach sorgfiltiger Reinigung von Arbeitsflache und Pipetten mit einem Ethanol-HCl-Gemisch wurde
eine RNA-Menge von 200 ng in ein Mikroreaktionsgefall auf Eis pipettiert. Dazu wurden 1 ul Hexa-
nucleotide Mix 10 x conc. (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland) als Primer fiir die
Reverse Transkriptase und 1 pl DNA Polymerization Mix dNTP (GE Healthcare, Chalfont St Giles,
Grofbritannien) pipettiert und mit sterilem destillierten Wasser auf eine Menge von 14,5 ul aufgefiillt.
Bei sehr geringen RNA-Konzentrationen wurde dieser RNA-Mix mit einer RNA-Menge von 50 ng
erstellt um das Gesamtvolumen von 14,5 ul nicht Gibersteigen zu miissen. Der RNA-Mix wurde nach
Vermengung mittels Vortexmischer kurz zentrifugiert, fiir flinf Minuten bei 65 °C zur Auflésung der
RNA-Sekundérstruktur im Thermomixer inkubiert und danach wieder auf Eis gestellt.

AnschlieBend wurde ein Enzym-Mix bestehend aus 1 pl Maxima® Reverse Transkriptase 200 U/ul
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA), 4 pl 5 x RT Buffer (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA) und 0,5 ul sterilem destillierten Wasser hinzugegeben und nach kurzem Vermengen mittels
Vortexmischer zur Enzymaktivierung flir zehn Minuten bei 25 °C inkubiert. AnschlieBend folgten
30 Minuten Inkubation bei 50 °C Reaktionstemperatur. Die Reaktion wurde durch fiinfminiitiges Er-
hitzen bei 85 °C und konsekutiver Enzymdenaturierung beendet.

Das Produkt wurde sofort auf Eis gestellt und anschlieSend weiterverwendet bzw. bei -20 °C bis zur
weiteren Verwendung gelagert.

4.2.8 Polymerase Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction, PCR) wird zur Vervielfaltigung und
zum Nachweis von DNA-Sequenzen verwendet. Im Speziellen wurden zum Nachweis von EGFRvIII
die Reverse Transkription und PCR (1t-PCR) kombiniert. Hierbei wird entsprechende EGFRvIII-
Boten-RNA (engl. messenger RNA, mRNA) nachgewiesen. Dies erfolgt durch Synthetisieren von
komplementédrer DNA (engl. complementary DNA, cDNA) nach RNA Templates, welche dann mit-
tels PCR vervielfltigt wird.

Durch den Nachweis von mRNA wird die Genexpression gezeigt. Aufgrund des noch nicht geklérten
Entstehungsmechanismus von EGFRvIII umgeht man zudem das Problem der fraglichen Nachweis-
barkeit oder des fraglichen Vorhandenseins von EGFRVIII auf DNA-Ebene oder auf Ebene der noch
nicht gespleifiten RNA [Wheeler et al., 2015].
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Die auf FFPE Gewebematerial optimierte rt-PCR ist eine verbreitete Methode zum Nachweis von
EGFRvIII, da aufgrund von bestehenden Patenten und laufenden Lizenzen Antikérper gegen
EGFRVIII zur immunhistochemischen Fiarbung kaum verfiigbar sind [Gan et al., 2013, Yoshimoto et
al., 2008] und es auflerdem bei einigen dieser Antikorper Zweifel an der Spezifitdt gibt [Gan et al.,
2013]. Des Weiteren steht gefrorenes Gewebematerial nicht routineméafig zur Verfiigung [Yoshimoto
et al., 2008].

Zur Vervielfaltigung einer DNA- bzw. cDNA-Sequenz mittels PCR sind spezifische Primer nétig. Zur
Etablierung der PCR-Primer zum Nachweis von EGFRvIII wurde EGFRVIII positives Glioblastom-
gewebe verwendet. Von dem mittels L8A4 EGFRvIII-Antikérper immunhistochemisch deutlich an-
farbbaren Glioblastom (Abbildung 7, Seite 40) wurde dazu RNA gewonnen und cDNA synthetisiert.

Zur Validierung wurden auBBerdem ein EGFRvIII-Plasmid und mit diesem Vektor transfizierte und
etablierte EGFRvIII-Zelllinien verwendet.

Es wurden insgesamt fiinf bereits publizierte EGFRVIII-Primer und ein EGFR-Wildtyp-Primer etab-
liert (Tabelle 29, Seite 30 und Tabelle 30, Seite 30). Allen EGFRvIII-Primern ist gemeinsam, dass die
spezifische Primerhybridisierung (engl. primer annealing) jeweils in cDNA Abschnitten von Exon 1
und Exon 8 der urspriinglichen EGFR-DNA-Sequenz stattfindet. Durch die charakteristische Deletion
der Exone 2 bis 7 bei EGFRVIII entstehen relativ kurze PCR-Produkte von hier 90, 92, 187, 236 bzw.
131 Basenpaaren. Das Vorhandensein der kompletten EGFR-cDNA ohne Deletion der Exone 2 bis 7
(EGFR Wildtyp) fiihrt theoretisch auBerdem zu ldngeren PCR-Produkten, wenn sich die Primerse-
quenz nicht iiber die Bindungsstelle von Exon 1 und 8 der EGFRvIII-cDNA erstreckt. Im Speziellen
wiirden sich PCR-Produkte mit 891, 894, 987 bzw. 1037 Basenpaaren ergeben. Ein PCR-Primer er-
streckt sich {iber die Bindungsstelle der Exone 1 und 8 und wiirde kein Amplifikat ergeben. Generell
ist der Nachweis solch groBer Amplifikate allerdings bei FFPE-Material schwierig.

Der EGFR Wildtyp wurde mit einem PCR-Primer mit Hybridisierungsstellen in Exon 1 und 2 nach-
gewiesen. Hierbei ergibt sich bei Vorhandensein von EGFR Wildtyp ein Amplifikat von 125 Basen-
paaren. EGFRVIII fehlen die Exone 2 bis 7, wodurch kein Amplifikat moglich ist.

Zur Etablierung der PCR-Primer wurden zunéchst jeweils Gradienten-PCRs mit einem Temperatur-
gradienten verschiedener Annealing-Temperaturen durchgefiihrt. Hierzu wurde die c¢DNA von
EGFRVIII positivem Glioblastomgewebe verwendet. Mit Hilfe der unten beschriebenen Agarose-
Gelelektrophorese wurde die optimale Annealing-Temperatur ermittelt (Tabelle 30, Seite 30) um un-
spezifische Bindungen bei zu niedrigen Temperaturen bzw. ausbleibende Primerhybridisierung bei zu
hohen Temperaturen zu vermeiden.

Die Validierung erfolgte mittels etablierter transfizierter EGFRvIII-Zelllinien und einem EGFRvIII-
Plasmid.

Die PCR wurde mit einem Bio-Rad C1000™ Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA)
durchgefiihrt.

Der PCR Mix enthielt jeweils 12,5 ul KAPA SYBR" FAST qPCR Master Mix (2 x) (KAPA Biosys-
tems, Boston, USA) (Endkonzentration 1 x), 0,5 ul forward Primer (Endkonzentration 0,8 pmol),
0,5 ul reverse Primer (Endkonzentration 0,8 pmol), 9,5 ul steriles destilliertes Wasser und 2 pul cDNA
Template. Der KAPA SYBR® FAST qPCR Master Mix (2 x) Universal enthielt dabei DNA-
Polymerase (antibody-mediated hot start), SYBR® Green I, MgCl,, dNTPs und Stabilisatoren.
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Der Bio-Rad C1000™ Thermal Cycler wurde auf 95 °C fiir 15 Minuten programmiert. Nach diesen
15 Minuten folgten 45 Zyklen bestehend aus 95 °C fiir 30 Sekunden, der Annealing-Temperatur des
jeweiligen Primers (Tabelle 30, Seite 30) und 72 °C fiir 30 Sekunden.

4.2.9 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Herstellung des Tragergels wurden 2 g Agarose mit 120 ml TBE-Puffer (1 x) (aus 10 x TRIS-
Borat-EDTA-Puffer des Herstellers life technologies AG by Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA) aufgegossen und ca. fiinf Minuten in der Mikrowelle aufgekocht um bei einem Zielvolumen von
100 ml ein 2 %iges TBE Agarose-Gel zu erhalten. Nach méBiger Abkiihlung auf dem Magnetriihrer
wurden in das noch fliissige Agarose-Gel 8 ul des DNA-Farbstoffs peqGREEN (PeqLab, Erlangen,
Deutschland) zugegeben und weiter geriihrt. Nach ausreichender Vermischung wurde das Gel in ent-
sprechend vorgesehene Formen gegossen und nach Aushirtung in die horizontale Elektrophoreseein-
heit eingebracht und mit TBE Puffer (1 x) bedeckt.

Die Geltaschen wurden anschlieend mit den Proben und Markern beladen. Dazu wurden zuvor je-
weils 10 pl der Proben bzw. PCR-Produkte mit 1,8 ul 6 x Blue Loading Buffer (PEQLAB Biotechno-
logie GmbH, Erlangen, Deutschland) gemischt. Fiir die Marker wurden 1,5 pl der Marker (peqGOLD
100 bp DNA-Leiter und peqGOLD Ultra Low Range DNA-Leiter II des Herstellers PEQLAB, Erlan-
gen, Deutschland) mit 8 ul destilliertem Wasser verdiinnt und ebenfalls mit 1,8 ul 6 x Blue Loading
Buffer gemischt. Bei den zwei verwendeten Markern handelt es sich um Marker, die jeweils aus zehn
Fragmenten bestehen. Der peqGOLD 100 bp DNA-Leiter enthélt Fragmente mit 1000, 900, 800, 700,
600, 500, 400, 300, 200 und 100 Basenpaaren, der peqGOLD Ultra Low Range DNA-Leiter II Frag-
mente mit 700, 500, 400, 300, 200, 150, 100, 75, 50 und 25 Basenpaaren (Abbildung 6, Seite 38).
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Abbildung 6: Herstellerdarstellung der DNA-Leitern peqGOLD 100 bp (links) und peqGOLD Ultra Low Range 11
(rechts); aus Datenbléttern der DNA-Leitern des Herstellers PEQLAB, Erlangen, Deutschland.

Die Geltaschen wurden jeweils mit 9 pl beladen. Die Agarose-Gelelektrophorese wurde mit einer
Standardeinstellung von 90 V iiber 2,5 Stunden durchgefiihrt.

Insgesamt wurden 149 Plattenepithelkarzinome mittels Agarose-Gelelektrophorese untersucht.
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4.2.10 Sequenzierung

Nach der Auswertung der Ergebnisse der Agarose-Gelelektrophorese wurden alle potenziell EGFRvIII
positiven Falle sequenziert. Dazu wurden die jeweiligen PCR Produkte und die entsprechenden Primer
an die Firma MWG Eurofins (Ebersberg, Deutschland) gesandt. Die Sequenzierung erfolgte dort mit
einem ABI 3730XL Sequenzierungsgerit mittels Didesoxymethode nach Sanger.

Zur Auswertung wurde die spezifische Sequenz, die sich aus der Fusion von Exon 1 und Exon 8
ergibt, aufgesucht. Exon 1 endet mit der Basensequenz 5°-GGGCTCTGGAGGAAAAGAAAG-3‘ und
Exon 8 beginnt mit 5°'-GTAATTATGTGGTGACAGATC-3¢ [Khattri et al., 2014]. Eine schematische
Darstellung zeigt Abbildung 15 auf Seite 45.

4.2.11 Statistik

Die durchgefiihrten statistischen Auswertungen erfolgten mit dem Programm SPSS Statistics 24 der
Firma IBM (Tabelle 28, Seite 29). Als Signifikanzlevel wurde ein Wert von 5 % fiir alle statistischen
Tests festgelegt.
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5 Ergebnisse

5.1 Hinweis auf eigene Publikation
Die Ergebnisse dieser Arbeit sind groftenteils in der 2017 erschienen Publikation unserer Forschungs-
gruppe abgedruckt:

Epidermal growth factor receptor variant Il in head and neck squamous cell carcinoma is not rele-
vant for targeted therapy and irradiation [Koch et al., 2017]

5.2 Immunhistochemie

Bei Glioblastomen wird im Allgemeinen davon ausgegangen, dass unter Verwendung mehrerer
Nachweisverfahren EGFRVIII in 25 bis 64 % [Gan et al., 2013] nachgewiesen werden kann. Somit ist
die Wahrscheinlichkeit bei zehn Féllen ein EGFRVIII positves Gewebe zu identifizieren entsprechend
hoch. Durch eine immunhistochemische Fiarbung, wie unter Kapitel 4.2.2 beschrieben, konnte ein
EGFRUVIII positives Glioblastom identifiziert werden (Abbildung 7, Seite 40), welches zur weiteren
Etablierung unserer Methoden als Positivkontrolle verwendet wurde. Es handelte sich dabei um einen
Fall aus dem Jahr 2009. Die identifizierte Negativkontrolle war ebenfalls aus dem Jahr 2009.
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Abbildung 7: Glioblastomgewebe (Priparat 6G), EGFRVIII positiv; erstellt mit PreciPoint M8 Mikroskop.

Insgesamt wurden nach Etablierung des L8A4-Antikorpers 113 Plattenepithelkarzinome des Kopf-
Hals-Bereiches jeweils mit Positiv- und Negativkontrolle geférbt. Hierbei konnte stets die Positivkon-
trolle eindeutig angefarbt werden. Die Negativkontrolle war stets negativ.

Es konnte lediglich ein positiver Fall identifiziert werden (Abbildung 8 links, Seite 41). Bei diesem
zeigte sich eine eindeutige Membranfarbung. Es handelte sich dabei um ein niedrig differenziertes
Plattenepithelkarzinom des rechten Nasenfliigels, das 1998 in der Klinik und Poliklinik fiir Hals-, Na-
sen und Ohrenheilkunde am Klinikum rechts der Isar reseziert wurde.

Ebenfalls in Abbildung 8 ist rechts beispielhaft eine EGFRVIII negative Farbung eines Plattenepithel-
karzinoms des Kopf-Hals-Bereiches aus dem beschriebenen Kollektiv dargestellt.
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Abbildung 8: EGFRVIII positives Plattenepithelkarzinom Fall 4J (links); EGFRVIII negatives Plattenepithelkarzinom
Fall 42 (rechts); erstellt mit PreciPoint M8 Mikroskop.

5.3 Polymerase Kettenreaktion und Agarose-Gelelektrophorese

Das identische Kollektiv aus 113 Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches wurde parallel
nach RNA-Isolierung, RNA-Konzentrationsmessung und cDNA-Synthese mittels rt-PCR, wie unter
Kapitel 4.2.8 beschrieben, untersucht.

Zunichst wurde ein von Yoshimoto et al. [Yoshimoto et al., 2008] publizierter Primer (Primer 1, Ta-
belle 29, Seite 30) etabliert. Mittels Gradienten-PCR mit Annealingtemperaturen von 55,0 bis 65,0 °C,
Schmelzkurvenanalyse und Agarose-Gelelektrophorese wurde unter Verwendung des detektierten
EGFRVIII positiven Glioblastoms die optimale Annealingtemperatur von 57,0 °C ermittelt (Abbildung
9, Seite 41). Wie in Abbildung 10 zu erkennen, zeigten sich unter Verwendung des EGFRVIII positi-
ven Glioblastoms 6G und des negativen Glioblastoms 7G hierbei eindeutige Schmelzkurven. In der
anschlieBenden Gelelektrophorese, die ebenfalls in Abbildung 10 dargestellt ist, lieB sich das Ergebnis
der Schmelzkurvenanalyse betdtigen.

Primer 1 Primer 1
c¢DNA Glioblastomgewebe c¢DNA Glioblastomgewebe
Melt Peak 1 2 3 4
5 1000 bp —
5 ]
3
v 500 bp —
400 bp —
300bp — Spur | DNA-Leiter/
Annealing-
200bp temperatur
Temperature, Celsius 100 bp — 1 100 bp DNA-
Leiter
2 57,0°C
3 55,7°C
Annealingtemperaturen 55,0°C, 55,7°C, 57,0°C, 59,0°C, .
61,4°C, 63,3°C, 64,5°C und 65,0°C 4 55,0°C

Abbildung 9: Schmelzkurven (links) nach Amplifizierung von ¢cDNA eines EGFRVIII positiven Glioblastoms mit
unterschiedlichen Annealingtemperaturen unter Verwendung des Primers 1 und Agarose—Gelelektrophorese (rechts)
im Rahmen der Etablierung des Primers.
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Primer 1 Primer 1
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6G (EGFRVIIL
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- o Glioblastomgewebe
Glioblastomgewebe 6G | EGFRVIII positiv 7G (EGFRVIII
Glioblastomgewebe 7G| EGFRVIII negativ negativ)

Abbildung 10: Schmelzkurven (links) nach Amplifizierung von cDNA eines EGFRVIII positiven und eines EGFRVIII
negativen Glioblastoms unter Verwendung des Primers 1 und Agarose-Gelelektrophorese (rechts).

Bei der Anwendung der Methode auf das Kollektiv von 113 Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-
Bereiches zeigte sich, dass die Schmelzkurven nicht eindeutig bzw. nicht verldsslich waren. Im Ge-
gensatz zu den eindeutigen Schmelzkurven des Glioblastomgewebes konnte bei den getesteten Plat-
tenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches teilweise keine eindeutige Abgrenzung zwischen
EGFRUVIII positiv und negativ erfolgen. Folglich konnte auf die Agarose-Gelelektrophorese nicht ver-
zichtet werden.

Aufgrund der uneinheitlichen Angaben iiber die Haufigkeit von EGFRVIII bei Plattenepithelkarzino-
men des Kopf-Hals-Bereiches in der Literatur wurden auBerdem in selber Weise weitere vier bereits
publizierte PCR-Primer etabliert, um ein moglichst hohes Mal} an Vergleichbarkeit zu erreichen und
um mogliche Ursachen fiir die uneinheitlichen Angaben zu untersuchen. Auch bei diesen Primern
zeigten sich bei Anwendung auf die Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches keine verlassli-
chen Schmelzkurven und es wurden zum Erreichen von moglichst verldsslichen Ergebnissen schlieB3-
lich ebenfalls nur die Ergebnisse der Agarose-Gelelektrophorese gewertet. Letztendlich standen fiinf
etablierte Primer zur Detektion von EGFRVIII zur Verfiigung (Tabelle 29, Seite 30). In Abbildung 11
ist die Anwendung dieser fiinf Primer auf das EGFRVIII positive Glioblastom und auf ein EGFRvIII-
Plasmid dargestellt. Es ist jeweils eine spezifische Bande erkennbar. Primer 1 ergibt sowohl bei dem
EGFRVIIT positiven Glioblastom als auch bei dem EGFRvIII-Plasmid in der Agarose-
Gelelektrophorese eine Fragmentliange von 90 Basenpaaren, Primer 2 ergibt 92 Basenpaare, Primer 3
187 Basenpaare, Primer 4 236 Basenpaare und Primer 5 131 Basenpaare (Tabelle 30, Seite 30).
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c¢DNA Glioblastomgewebe c¢DNA EGFRUVIII Plasmid

1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7
Spur | DNA-Leiter/
Primer
—700kp 1 Ultra Low
—500bp Range 1T
—400 bp -
Primer 1
— 300 bp
Primer 2
—200 bp i )
— 150 bp rimer
— 100 bp Primer 4
— T5bp Primer 5
Ultra Low
Range DNA-
Leiter 1T

Abbildung 11: Agarose-Gelelektrophorese von mittels fiinf verschiedener Primer amplifizierter cDNA eines
EGFRVIII positiven Glioblastoms (links) und eines EGFRVIII Plasmids (rechts).
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Auch EGFRVIII transfizierte Zelllinien wurden zur Testung verwendet. In Abbildung 12 sind drei
Primer dargestellt. Alle drei Primer ergeben eine spezifische Bande bei Verwendung von amplifizier-
ter cDNA der transfizierten Zelllinie Cal27 vIII (jeweils Spalte 5) und weisen somit EGFRVIII nach.
Auch bei der transfizierten Zelllinie UD-SCC-5 VIII (kurz UDS vIlI, jeweils Spalte 2) ist der Nachweis
von EGFRvVIII moglich. Hier zeigt sich allerdings nur eine schwache spezifische Bande bei Anwen-
dung von Primer 5. Die entsprechenden nicht transfizierten Zelllinien zeigen erwartungsgemall keine
spezifischen Banden.

Primer 3 Primer 4 Primer 5

700 bp
e
P
S| Inhalt
300 bp pur nhal
?(5)8 l;p 1 Ultra Low
P Range
100 bp DNA-
75bp Leiter 1T
2 UDS vIII
3 uUD5
4 Cal27
5 Cal27 vIIL

Abbildung 12: Agarose-Gelelektrophorese von mittels unterschiedlicher Primer amplifizierter cDNA von vier ver-
schiedenen Zelllinien (UDS vIII, UDS, Cal27 und Cal27 vIII).

Mit den sorgfiltig etablierten Methoden ldsst sich EGFRVIII folglich sowohl in Glioblastomgewebe
als auch in transfizierten Zelllinien verldsslich nachweisen. Dies zeigte sich im Verlauf auch bei der
Anwendung der Methoden auf das Kollektiv von 113 Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-
Bereiches. Unter Anwendung der optimierten PCR-Bedingungen wurde der immunhistochemisch als
EGFRVIII positiv nachweisbare Fall 4] durch alle finf verwendeten Primer detektiert (Abbildung 13,

43



Seite 44). Ubereinstimmend mit den nachweisbaren spezifischen Fragmenten des EGFRVIII positiven
Glioblastomgewebes zeigten sich auch hier mit allen fiinf Primern diese spezifischen Fragmente.

Primer 1 Primer 2 Primer 3 Primer 4 Primer 5

Spur | Inhalt

HNSCC Fall 4]

HNSCC Fall 12

HNSCC Fall 19]

Ultra Low Range DNA-Leiter II (700 bp, 500 bp, 400 bp 300 bp, 200 bp, 150 bp, 100 bp, 75 bp, 50 bp, 25 bp)

Alw | =

Abbildung 13: Agarose-Gelelektrophorese von mittels fiinf verschiedener Primer amplifizierter cDNA des Falls 4J
und zwei weiterer Fiille.

Auch wenn der Fall 4] der einzige Fall aller zunéchst 113 untersuchten Plattenepithelkarzinome des
Kopf-Hals-Bereiches war, der durch alle fiinf verwendeten Primer detektiert wurde, so waren doch
auch bei anderen Féllen einzelne spezifische Fragmente nachweisbar. Hierbei zeigte sich allerdings,
dass die einzelnen Primer sehr unterschiedliche Ergebnisse und zudem teilweise fraglich spezifische
Fragmente lieferten. Zur sicheren Beurteilung der Ergebnisse wurden daher alle positiven Félle se-
quenziert.

AuBerdem wurden zur Uberpriifung eines mdglichen Einflusses des Alters der Paraffinblocke weitere
26 Fille, die alle im Jahr 2014 in Paraffin eingebettet wurden, untersucht. Zur Uberpriifung des Ein-
flusses der Fixierung wurden dariiber hinaus weitere zehn frische Gewebeproben ohne vorherige Fi-
xierung mit Formalin untersucht.

Parallel konnte bei allen getesteten Gewebearten und Zelllinien der EGFR Wildtyp ausnahmslos und
eindeutig mittels rt-PCR nachgewiesen werden. Hierzu wurde ein PCR-Primer etabliert, dessen Hyb-
ridisierungsstellen sich in Exon 1 und Exon 2 befinden und bei vorhandener EGFR-Wildtyp-RNA
bzw. daraus synthetisierter cDNA ein Amplifikat von 125 Basenpaaren liefert. Durch die vorhandene
Deletion von Exon 2 bis Exon 7 bei EGFRVIII, fithrt EGFRVIII-RNA bzw. -cDNA zu keinem Ampli-
fikat. Abbildung 14 zeigt beispielhaft die entsprechenden spezifischen Fragmente in der Agarose-
Gelelektrophorese des EGFRVIII positiven (6G) und des negativen (7G) Glioblastoms, der EGFRvIII
positiven (Cal27 vIII) und der negativen (Cal27) Zelllinie und von Plattenepithelkarzinomen des
Kopf-Hals-Bereiches (iibrige Fille).
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Wildtyp EGFR

700 bp

500 bp
400 bp
300 bp
200 bp

150 bp
100 bp

Spur 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11| 12 | 13 14 15 16
Inhalt Ultra 6G | Wasser | Cal27 | Cal27 | 4 | 8J | 31J [ 2J | 38(2) | 42 | 131 | 4 Ultra 7G | Cal27
Low negativ vIIT Low
Range Range
DNA- DNA-
Leiter IT Leiter IT

Abbildung 14: Agarose-Gelelektrophorese von mittels wtEGFR-Primer amplifizierter cDNA.

5.4 Sequenzierung

Zur abschlieBenden Beurteilung der Ergebnisse von rt-PCR und Agarose-Gelelektrophorese erfolgte
bei allen potenziell EGFRVIII positiven Fillen der Agarose-Gelelektrophorese eine Sequenzierung.
Hierbei wurde, wie unter Kapitel 4.2.10 beschrieben, die spezifische Sequenz, die sich aus der Fusion
von Exon 1 und Exon 8 ergibt, aufgesucht.

Abbildung 15 zeigt eine schematische Darstellung der Basensequenzen der spezifischen Fusionsstelle.

I Exon 1 I Exon 8 I

5-]GGGCTCTGGAGGAAAAGAAAG|GTAATTATGTGGTGACAGATC |-3

3" I CCCGAGACCTCCTTTTCTTT C [ CATTAATACACCACTGTCTAG I -5

Abbildung 15: Schematische Darstellung der spezifischen EGFRvIII-Fusionssequenz; DNA-Basen Adenin (A), Gua-
nin (G), Cytosin (C) und Thymin (T); modifiziert nach Khattri et al. [Khattri et al., 2014].

In Abbildung 16 ist beispielhaft das Sequenzierungsergebnis, des als Positivkontrolle verwendeten
Glioblastoms 6G, dargestellt. Hierbei wurde der Primer 5 verwendet. Es zeigte sich die exakte Fusi-
onssequenz von Exon 1 und Exon 8.

GGGCTC TG G AGGAAAAGAAAGGTAATTATG T TGGTGACAGATC

Abbildung 16: Sequenzierungsergebnis Glioblastomgewebe 6G; Fusionssequenz der Exone 1 und 8 (Primer 5 for-
ward).
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Auch bei dem bereits immunhistochemisch und mittels aller fiinf Primer detektierbaren Fall 4] zeigte
sich bei der Sequenzierung mit dem forward Primer 5 die exakte Fusionssequenz. Das Sequenzie-
rungsergebnis dieses Plattenepithelkarzinoms ist in Abbildung 17 dargestellt.

GGGCTCTGGAGGAAAAGAAAG GTAATTAT GT GGT GACAGATC

Abbildung 17: Sequenzierungsergebnis Plattenepithelkarzinom 4J; Fusionssequenz der Exone 1 und 8 (Primer 5
forward).

Es musste festgestellt werden, dass die Primer unterschiedlich gut fiir die Sequenzierung geeignet
waren. Primer 1 konnte lediglich bei drei von 13 Sequenzierungen ausgewertet werden. In den restli-
chen Fillen gelang weder mit dem forward noch mit dem reverse Primer 1 ein auswertbares Sequen-
zierungsergebnis. Primer 2 konnte zwar lediglich in einer von elf Sequenzierungen nicht ausgewertet
werden, zeigte aber bei allen Sequenzierungen, bis auf die Positivkontrolle, ein negatives Ergebnis.
Die Fusionssequenz konnte auch bei dem immunhistochemisch nachweisbaren und mittels aller fiinf
Primer detektierbaren Fall 4] nicht identifiziert werden, obwohl bei diesem Fall bei der Sequenzierung
mit Primer 3, Primer 4 und Primer 5 diese Fusionssequenz nachgewiesen werden konnte. Fiir die wei-
teren Untersuchungen an weniger lange gelagertem FFPE Material und an Frischgewebe wurden daher
Primer 1 und Primer 2 nicht mehr verwendet.

Wie in Tabelle 31 dargestellt, konnten mittels Sequenzierung neben der Positivkontrolle insgesamt
fiinf der 113 untersuchten Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches als EGFRVIII positiv
identifiziert werden. Die Tabelle stellt zur besseren Ubersicht lediglich die Fille der 113 Plat-
tenepithelkarzinome dar, deren Ergebnis der Agarose-Gelelektrophorese eine Sequenzierung rechtfer-
tigte.
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Primer 1 Primer 2 Primer 3 Primer 4 Primer 5
Age. | Sequenzierung | Age. | Sequenzierung | Age. | Sequenzierung | Age. | Sequenzierung | Age. | Sequenzierung
for. rev. for. rev. for. rev. for. rev. for. rev.
6G pos. n.a. n.a. pos. neg. pos. pos. POs. pos. pos. pOs. pos. pos. pos. neg.
5 pos. neg. neg.
8 pos. n.a. n.a.
12 Ppos. neg. neg.
4] pos. n.a. n.a. Ppos. neg. neg. pos. Ppos. pos. pos. Ppos. pos. pos. pos. n.a.
5J Ppos. n.a. n.a.
7] pos. neg. neg. Ppos. n.a. neg.
11 pos. neg. neg.
13A) Ppos. neg. neg.
14) pos. neg. neg.
15 Ppos. neg. neg.
18] pos. neg. neg.
21J) pos. n.a. n.a. pos. neg. neg. pos. neg. neg.
24]) pos. n.a. n.a. Ppos. neg. neg.
26J) pos. neg. neg.
27) pos. neg. neg.
29J) pos. n.a. n.a.
31 pos. n.a. n.a. pos. Ppos. pos.
33] pos. n.a. n.a.
37) pos. n.a. n.a.
35 pos. n.a. n.a.
42 pos. pos. pos.
38(2) Ppos. Ppos. pos.
104 pos. n.a neg.
131 pos. pos. neg.
139 pos. n.a. neg.
116(2) Ppos. neg. neg.
158 pos. n.a. n.a.
164 pos. n.a. n.a.

Tabelle 31: Ergebnisse von rt-PCR, Agarose-Gelelektrophorese (Age.) und Sequenzierung des Kollektivs aus 113
Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches; es sind lediglich Fille dargestellt, bei denen ein positives Ergebnis
bei mindestens einer Methode zu beobachten war.

Die Untersuchung des jiingeren Kollektivs aus 26 Fillen von Plattenepithelkarzinomen des Kopf-
Hals-Bereiches aus dem Jahr 2014 ergab positive Sequenzierungsergebnisse bei fiinf von 26 Fillen.
Tabelle 32 stellt die Ergebnisse aller 26 Fille dar.
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Primer 3 Primer 4 Primer 5
Age. Sequenzierung Age. Sequenzierung Age. Sequenzierung

for. rev. for. rev. for. rev.

6G pos. pOs. pOs. pos. pOs. POs. pos. pos. neg.

D1.14 pos. pos. Ppos.

D2.14

D3.14 pos. n.a. neg.

D4.14 pos. neg. neg. pos. neg. neg.

D5.14 pos. neg. neg.

D6.14

D7.14

D8.14

D9.14

D10.14

DI11.14 pos. pos. pos.

D12.14

D13.14

D14.14 pos. pos. pos. pos. pos. neg.

D15.14 pos. neg. pos.

Dl16.14

D17.14

D18.14

DI19.14 pos. neg. neg.

D20.14

D21.14

D22.14

D23.14 pos. neg. neg.

D24.14 pos. pos. pos.

D25.14

D26.14 pos. neg. neg.

Tabelle 32: Ergebnisse von rt-PCR, Agarose-Gelelektrophorese (Age.) und Sequenzierung des Kollektivs aus 26 Plat-
tenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches.

Die Ergebnisse des untersuchten Frischgewebes sind in Tabelle 33 dargestellt. Es ergaben sich drei
positive Fille.

Primer 3 Primer 4 Primer 5
Age. Sequenzierung Age. Sequenzierung Age. Sequenzierung
for. rev. for. rev. for. rev.
F1 pos. neg. neg.
F2 pos. neg. neg. pos. pos. neg.
F3 pos. neg. neg.
F4 pos. pos. pos. pos. pos. n.a.
F5 pos. neg. pos. pos. neg. neg.
F6 pos. neg. neg.
F7 pos. neg. neg.
F8 pos. neg. neg.
F9 pos. neg. neg.
F10

Tabelle 33: Ergebnisse von rt-PCR, Agarose-Gelelektrophorese (Age.) und Sequenzierung des Kollektivs aus Frisch-
gewebe von zehn Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches.

Insgesamt wurden somit bei 149 Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches 13 Félle nach
Sequenzierung als EGFRVIII positiv gewertet, was einem Anteil von ca. 8,7 % entspricht. Zu betonen
ist, dass nur ein Fall durch alle fiinf Primer detektiert wurde. Dieser Fall ist auch das einzige immun-
histochemisch nachgewiesene Plattenepithelkarzinom.

5.5 Einfluss von Alter und Fixierungsmethode des Gewebes auf den Nachweis
von EGFRvIII

Mogliche Einflussfaktoren auf den Nachweis von EGFRVIII konnten das Alter und die Fixierungsme-
thode des Gewebes sein. Hierdurch konnten auch uneinheitliche Angaben {iber die Haufigkeit von
EGFRUVIII in der Literatur erklédrbar sein. Dem ersten Kollektiv, bestehend aus FFPE Gewebe von 113
Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches, das zum Zeitpunkt der Untersuchung zwei bis 21
Jahre gelagert war, wurden daher wie beschrieben zwei weitere Kollektive ergénzt.
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Mittels Sequenzierung wurden unter den 113 Plattenepithelkarzinomen fiinf Félle und somit ca. 4,4 %
als EGFRVIII positiv detektiert. Unter den weiter untersuchten, weniger lange gelagerten 26 FFPE
Gewebeproben aus dem Jahr 2014, konnten ebenfalls fiinf Félle und somit ca. 19,2 % detektiert wer-
den. Das untersuchte Frischgewebe ergab drei positive Fille und somit 30 % bei zehn Gewebeproben.
EGFRVIII scheint somit bei weniger lange gelagerten Gewebeproben und bei Frischgewebe héufiger
nachweisbar zu sein. Bei dem mittels aller fiinf Primer, Sequenzierung und Immunhistochemie detek-
tierten Fall 4], handelte es sich um 17 Jahre gelagertes FFPE Gewebematerial. Abbildung 18 veran-
schaulicht die relativen Haufigkeiten in den drei Kollektiven.

Prozent
FFPE élter als 2 Jahre (113)

100

FFPE nicht lter als 2 Jahre (26)

Frischgewebe (10)

80

60

40

negativ positiv negativ positiv negativ positiv

EGFRvIII

Abbildung 18: Darstellung der relativen Hiufigkeiten des EGFRvIII-Nachweises mittels Sequenzierung in den drei
beschriebenen Kollektiven; entsprechende Prozentangaben sind in den einzelnen Balken angegeben; erstellt mit SPSS
Statistics.

Abbildung 19 zeigt erneut die Haufigkeitsverteilung in den drei Kollektiven und stellt zudem die er-
warteten Haufigkeiten dar.

EGFRvIII
negative positive Gesamt
Gruppe 113 Anzahl 108 5 113
Erwartete Anzahl 103,1 99 113,0
26 Anzahl 21 5 26
Erwartete Anzahl 23,7 2.3 26,0
10 Anzahl 7 3 10
Erwartete Anzahl 9,1 9 10,0
Gesamt Anzahl 136 13 149
Erwartete Anzahl 136,0 13,0 149.0

Abbildung 19: Kreuztabelle mit absoluten Hiufigkeiten des EGFRvIII-Nachweises mittels Sequenzierung in den drei
beschriebenen Kollektiven und Angabe der erwarteten Hiufigkeiten; erstellt mit SPSS Statistics.
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Die geringen Fallzahlen der zwei Vergleichsgruppen mit 26 und zehn Féllen bedingen geringe erwar-
tete Haufigkeiten. Diese geringeren erwarteten Héufigkeiten ermdglichen keinen Chi-Quadrat-Test, da
die Approximationsbedingungen des Chi-Quadrat-Tests vorschreiben, dass maximal 20 % aller erwar-
teten Haufigkeiten kleiner als fiinf sein diirfen [Kuckartz et al., 2010].

5.6 Ereigniszeitanalyse und prognostische Relevanz von EGFRvIII

Die Ereigniszeitanalyse mittels Kaplan-Meier-Schétzer ergab fiir das Gesamtkollektiv mit 149 Fillen
ein Fiinf-Jahres-Uberleben von 60,1 % (Standardfehler: 0,049). Das mediane Uberleben betrug 7,194
Jahre mit einem 95 %-Konfidenzintervall von 5,145 bis 9,244 Jahren. Insgesamt wurden wahrend des
Beobachtungszeitraums 58 Todesfille als Ereignisse registriert. Abbildung 20 zeigt die entsprechend
mittels Kaplan-Meier-Schitzer geschitzte Uberlebensfunktion.

Uberlebensfunktion
_1Uberlebensfunktion
1,0 —}— Zensiert

0.8

"
06 N
‘
04 \—’\—%W—L._HHMHﬁ

=

0.0

Kum. Uberleben

0 5.0 10.0 15.0 20,0

Overall Survival

Abbildung 20: Uberlebensfunktion des Gesamtkollektivs basierend auf den Kaplan-Meier-Schiitzer; erstellt mit SPSS
Statistics.

Zur Abschitzung eines moglichen prognostischen Einflusses von EGFRVIII wurde das Gesamtiiberle-
ben aller 13 Fille, die durch Sequenzierung als EGFRVIII positiv bewertet wurden, mit dem Gesamt-
iiberleben der iibrigen Fille verglichen (Abbildung 21, Seite 51).
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Abbildung 21: Uberlebensfunktion der mittels Sequenzierung als EGFRVIII positiv gewerteten Fille (rot) im Ver-
gleich zum iibrigen Gesamtkollektiv (blau); Uberlebensfunktion basierend auf den Kaplan-Meier-Schitzer; erstellt
mit SPSS Statistics.

Der statistische Vergleich der Uberlebensraten erfolgte unter Anwendung des Log Rank Tests. Die
diesem Test zugrunde liegende Nullhypothese, dass die Verteilung der Uberlebenszeiten in beiden

Gruppen gleich ist, konnte bei einem Signifikanzniveau von p = 0,618 (Abbildung 22, Seite 51) nicht
abgelehnt werden. Man kann daher nicht von einem Einfluss von EGFRVIII auf das Gesamtiiberleben

ausgehen.

Chi-Quadrat  Freiheitsgrade Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) ,249 1 ,618

Abbildung 22: Log Rank Test auf Gleichheit der Uberlebensfunktionen der mittels Sequenzierung als EGFRvIII
positiv gewerteten Félle im Vergleich zum iibrigen Gesamtkollektiv; erstellt mit SPSS Statistics.
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6 Diskussion

Wie einleitend beschrieben, sind Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches keine seltene Tu-
morentitdt. Sie gehen zudem mit einer schlechten Prognose einher. Seit vielen Jahren werden trotz
verbesserter Therapiemdglichkeiten kaum verinderte Uberlebensraten von ca. 50 % berichtet [Bose et
al., 2013]. Neben der chirurgischen Sanierung, Strahlen- und klassischen Chemotherapie, sind zielge-
richtete Therapien neue vielversprechende Therapieanséitze. Der monoklonale EGFR-Antikorper
Cetuximab (Handelsname Erbitux®, Merck, Darmstadt, Deutschland) spielt dabei aktuell die groBte
Rolle. Problematisch sind beim Einsatz von Cetuximab allerdings Resistenzmechanismen der Tumor-
zellen, wodurch Patienten nicht von der zielgerichteten Therapie gegen EGFR profitieren. Es gibt dar-
iiber hinaus bisher keine Biomarker, die dahingehend prognostische Aussagekraft haben [Markovic
and Chung, 2012]. Untersuchungen an Zelllinien [Sok et al., 2006] und Patienten [Tinhofer et al.,
2011] legen nahe, dass EGFRvVIII, die hdufigste Variante des EGFR, fiir ein reduziertes Ansprechen
auf eine Therapie mit Cetuximab verantwortlich sein konnte.

Problematisch ist allerdings, dass es in der Literatur sehr uneinheitliche Angaben iiber die Haufigkeit
von EGFRVIII bei Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches gibt. Es existieren Angaben, die
zwischen 0 % und 80 % schwanken (Tabelle 34, Seite 54). Auch ist die generelle prognostische Rele-
vanz von EGFRVIII unklar.

Ziel dieser Arbeit war es daher, die Bedeutung von EGFRVIII bei Plattenepithelkarzinomen des Kopf-
Hals-Bereiches genauer zu beleuchten, um letztendlich zur Verbesserung der Therapie dieser Tumor-
entitit beizutragen. Insbesondere der Frage nach der Haufigkeit der Expression von EGFRVIII wurde
mittels rt-PCR, Agarose-Gelelektrophorese, Sequenzierung und Immunhistochemie nachgegangen und
die Ergebnisse wurden entsprechend klinisch korreliert.

6.1 Einordnung in die Literatur

6.1.1 EGFRVIII bei verschiedenen Tumorentititen

EGFRvIII wurde erstmals 1990 bei Glioblastomen beschrieben [Zhang et al., 2010] und ist an dieser
Tumorentitidt am intensivsten untersucht. Die mit 34 bis 63 % [Felsberg et al., 2017, Gan et al., 2013]
hiufigste genetische Verinderung bei Glioblastomen ist die EGFR-Genamplifikation, die eine Uber-
expression von EGFR bedingt. Bei 63 bis 75% [Gan et al., 2013] dieser Félle mit EGFR-
Genamplifikation kdnnen Verdnderungen im EGFR-Gen und damit eine Expression von Wildtyp und
mutiertem EGFR nachgewiesen werden. Die haufigste Mutation von EGFR ist dabei EGFRvVIII, wel-
che wiederum bei Glioblastomen fast ausschlieBlich bei EGFR-Genamplifikation exprimiert ist
[Wheeler et al, 2015]. EGFRVIII kann unter Verwendung mehrerer Nachweisverfahren bei
Glioblastomen in 25 bis 64 % [Gan et al., 2013] nachgewiesen werden. Einige Studien belegen, dass
Patienten mit EGFRVIII positivem Glioblastom eine schlechtere Prognose haben [Feldkamp et al.,
1999, Gan et al., 2013, Shinojima et al., 2003]. Andere Studien kdnnen dies wiederum nicht belegen
[Aldape et al., 2004, Gan et al., 2013, Viana-Pereira et al., 2008, Weller et al., 2014], sodass die prog-
nostische Bedeutung von EGFRVIII letztendlich eher unklar scheint. Eine 2015 erschienene Metaana-
lyse von Chen et al. iber die prognostische Relevanz der EGFR-Genamplifikation und von EGFRvIII
kommt zu der Erkenntnis, dass eine solche Relevanz sowohl der EGFR-Genamplifikation als auch von
EGFRVIII bisher nicht nachgewiesen werden kann [Chen et al., 2015].

Bei extrakraniellen Tumorentitéten ist die Datenlage bzgl. des Vorkommens von EGFRvVIII und des-
sen Bedeutung deutlich diinner und teilweise kontrovers diskutiert. Jungblut et al. gehen beispielswei-
se davon aus, dass EGFRVIII nur bei Glioblastomen existiert [Jungbluth et al., 2003]. Andere Untersu-
chungen weisen allerdings durchaus EGFRVIII bei einigen bestimmten Tumorarten nach.
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Bei kolorektalen Karzinomen scheint EGFRVIII nicht vorzukommen. In drei [Azuma et al., 2006,
Jungbluth et al., 2003, Spindler et al., 2006] von vier [Azuma et al., 2006, Cunningham et al., 2005,
Jungbluth et al., 2003, Spindler et al., 2006] Studien ist weder EGFRvIII mRNA noch Protein nach-
weisbar [Gan et al., 2013].

EGFRVIII scheint ebenso bei Karzinomen des Ovars keine Bedeutung zu haben. Angaben iiber ein
Vorkommen von EGFRVIII in 75 % der Fille [Gan et al., 2013, Moscatello et al., 1995], die auf Wes-
tern Blot Analysen basieren, scheinen iiberholt. Zahlreiche Forschungsgruppen konnten zeigen, dass
bei Karzinomen des Ovars weder EGFRVIII-mRNA noch -Protein nachweisbar sind [de Graeff et al.,
2008, Gan et al., 2013, Jungbluth et al., 2003, Lassus et al., 2006, Rae et al., 2004, Steffensen et al.,
2008].

Bei Mammakarzinomen hingegen scheint EGFRvVIII nachweisbar, wobei allerdings die Haufigkeit
umstritten ist. Es gibt Untersuchungen, die 20 bis 78 % belegen [Gan et al., 2013, Ge et al., 2002,
Moscatello et al., 1995, Wikstrand et al., 1995, Yu et al., 2008]. Andere Untersuchungen hingegen
bewegen sich in einem Bereich von 0 bis 4 % [Gan et al., 2013, Jungbluth et al., 2003, Nieto et al.,
2007, Rae et al., 2004, Tidow et al., 2003]. Bei Mammakarzinomen scheint au3erdem das Vorkom-
men von EGFRvVIII mit dem Fortschreiten der Tumorerkrankung zu korrelieren und man vermutet,
dass EGFRVIII bei der Tumormetastasierung von Bedeutung ist [Gan et al., 2013].

Bei Bronchialkarzinomen ist das Vorkommen von EGFRvIII abhingig von der histologischen Tumor-
entitdt. Bei den nichtkleinzelligen Bronchialkarzinomen (engl. non small cell lung cancer, NSCLC)
wurde urspriinglich die EGFRvIII-Expression zwischen 16 und 39 % angegeben [Gan et al., 2013].
Diese Angaben basieren jedoch auf Untersuchungen mit relativ unspezifischen Antikdrpern, sodass
man mittlerweile von deutlich geringeren Prozentzahlen ausgeht, welche zudem vom histologischen
Subtyp der NSCLCs abhéngig sind. Bei Adenokarzinomen, einem Subtyp der NSCLCs, ist EGFRvIII
nicht nachweisbar [Gan et al., 2013, Ji et al., 2006, Ohtsuka et al., 2007, Ohtsuka et al., 2006]. Hinge-
gen kommt bei den nicht-Adenokarzinomen unter den NSCLCs EGFRVIII in 0 bis 8 % der Félle vor
[Gan et al., 2013, Ji et al., 2006, Ohtsuka et al., 2007, Sasaki et al., 2007]. Unter nicht-
Adenokarzinomen der NSCLCs fallen Plattenepithelkarzinome, groBzellige Karzinome und weitere
Karzinomtypen.

Auch bei Prostatakarzinomen wird {iber EGFRVIII berichtet. Hier scheint die Expression mit der Ag-
gressivitit des Tumors zu korrelieren [Olapade-Olaopa et al., 2000].

6.1.2 EGFRUVIII bei Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches

Im Gegensatz zu den reproduzierbaren und relativ einheitlichen Daten zum EGFRvVIII-Vorkommen
bei Glioblastomen, schwanken die Angaben bei Kopf-Hals-Tumoren, wie bei den meisten untersuch-
ten extrakraniellen Tumorentititen, enorm. Einige Forschungsgruppen gehen davon aus, dass
EGFRVIII bei Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches nicht existent ist bzw. konnen EG-
FRvVIII an ihren Kollektiven nicht nachweisen [Hama et al., 2009, Jungbluth et al., 2003, Melchers et
al., 2014]. Es gibt andererseits auch Angaben bis zu 80 % [Tinhofer et al., 2011]. Tabelle 34 zeigt eine
Zusammenschau einiger Publikationen und deren Angaben iiber die Haufigkeit von EGFRVIII bei
Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches. Es sind zudem das Herkunftsland und die ver-
wendeten Nachweismethoden genannt, da hier ein Einfluss vermutet werden kann. Beziiglich einer
geographischen Haufung lésst sich mit den vorhandenen Daten kein Muster erkennen.

EGFRvIII Herkunfts- Nachweismetho- Primer Kommentar Publikati-
land de on
0% Niederlande Rt-PCR und 5-TGCTGGCTGCGCTCTGC-3' FFPE Melchers et
(0 von (Groningen) Immunhistoche- 5'-CACAGGCTCGGACGCAC-3' al.
531) mie (L8A4 Anti- 2 Primer 2 (92 bp) [Melchers
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korper) et al., 2014]
0% Japan Rt-PCR zur Primer, die iiber drei Fragmente die gesam- Gefrorenes Frischge- Hama et al.
(0 von 82) (Tokio) Mutationsanalyse te EGFR-Sequenz abdecken webe [Hama et
der gesamten al., 2009]
EGFR-Sequenz
0% USA Immunhistochem- Kein PCR Verfahren Gefrorenes Frisch- Jungbluth
(0 von 10) (New York), ie (DH8.3) gewebe et al.
Schweden [Jungbluth
(Stockholm) et al., 2003]
0% Belgien Rt-PCR Nicht publiziert FFPE Boeckx et
(0 von 44) (Edegem) al. [Boeckx
et al., 2014]
0,31 % USA Rt-PCR, Immun- 5'-GCTCTGGAGGAAAAGAAAG- 0 von 108: rt-PCR (52 Khattri et
(2 von (Chicago) histochemie GTAATTAT-3' gefrorenes Frischge- al. [Khattri
638) (L8A4 Antikor- 5'-ACGCCGTCTTCCTCCATCT-3' webe, 56 FFPE) etal., 2014]
per) und RNA (98 bp) 0 von 105: Immunhis-
Sequenzanalyse 5-GAGCTCTTCGGGGAGCAG-3' tochemie (FFPE)
5-GTGATCTGTCACCACATAATTAC- 0 von 7: RNA Se-
CTTTCT-3' quenzanalyse (gefro-
2 Primer 5 (131 bp) renes Frischgewebe)
2 von 425: RNA
Sequenzanalyse (The
Cancer Genome
Atlas)
2% Kanada Rt-PCR 5'-TCTGCCCGGCGAGTC-3’ Kollektiv enthélt nur Mclntyre et
(1 von 50) (Calgary) 5'-GCCGTGATCTGTCACCACATAATT- Mundhéhlenkarzino- al.
3 me (FFPE) [MclIntyre
etal., 2012]
15,4 % China Rt-PCR 5-GGGCTCTGGAGGAAAAGAAAGG-3' | Kollektiv enthdlt nur Yang et al.
(6 von 39 (Zhejiang) 5'-TCCGTTACACACTTTGCGGC-3' Larynxkarzinome [Yang et
(gefrorenes Frischge- al., 2009]
webe)
18 % USA Rt-PCR 5-CTCTGGAGGAAAAGAAAGGTAA-3' Gefrorenes Frisch- Wheeler et
(9 von 49) (Pittsburgh) 5'-AGGCCCTTCGCACTTCTTAC-3’ gewebe al.
[Wheeler et
al., 2012]
20,7 % Tschechische Rt-PCR 5'-AGTCGGGCTCTGGAGGAA-3’ Gefrorenes Frischge- Smilek et
(6 von 29) Republik 5'-GCCGTCTTCCTCCATCTCATA-3’ webe al. [Smilek
et al., 2012]
23 % USA Rt-PCR und 5'-ATGCGACCCTCCGGGACG-3' Gefrorenes Frischge- Wheeler et
(12 von (Pittsburgh) c¢DNA Sequenzie- 5'-ATTCCGTTACACACTTTGCGGC-3' webe al.
52) rung 2 Primer 4 (236 bp) [Wheeler et
al., 2012]
[36 % USA Rt-PCR und 5'-ATGCGACCCTCCGGGACG-3' Kein représentatives Wheeler et
(9 von 25)] (Pittsburgh) cDNA Sequenzie- 5'-ATTCCGTTACACACTTTGCGGC-3' Kollektiv, da Vor- al.
rung 2 Primer 4 (236 bp) auswahl (12 Félle mit | [Wheeler et
und 13 Fille ohne al., 2015]
EGFR-
Genamplifikation,
gefrorenes Frischge-
webe)

42 % USA Immunhistoche- 5'-ATGCGACCCTCCGGGACG-3' FFPE zur Immunhis- Sok et al.
(14 von (Pittsburgh) mie (L8A4 Anti- 5'-ATTCCGTTACACACTTTGCGGC-3' tochemie [Sok et al.,
33) korper) und rt- 2 Primer 4 (236 bp) Rt-PCR mit gefrore- 2006]

PCR nem Frischgewebe
von 30 Fillen ledig-
lich zur Bestitigung
42 % Kanada Rt-PCR Nicht publiziert FFPE Chau et al.
(22 von (Toronto) [Chau et
53) al., 2011]
80 % Deutschland Immunhistoche- Primer ver6ffentlicht durch Yoshimoto et FFPE-Material; Tinhofer et
(insges. mie (L8A4 Anti- al.[Yoshimoto et al., 2008] Yoshimoto et al. al.
17 % hohe korper) und rt- beschreiben zwei [Tinhofer et
Expressi- PCR zur stichpro- Primer al., 2011]
on) benartigen Vali-
dierung

Tabelle 34: EGFRvIII-Héufigkeit bei Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches laut verschiedener Publika-

6.2 Herausforderungen im Rahmen des experimentellen Arbeitens mit
EGFRvIII

Die Arbeit mit EGFRVIII bietet spezielle Herausforderungen. So verlieren traditionelle Zelllinien in
Kultur durch eine noch nicht abschlieBend verstandene in vitro Negativselektion ihre natiirliche

tionen.
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EGFR-Genamplifikation und ihre EGFR-Mutationen und somit auch ihre EGFRvIII-Mutation
[Boeckx et al., 2014, Gan et al., 2013, Humphrey et al., 1988, Pandita et al., 2004]. Es ist somit notig
klassische Zelllinien mit EGFRVIII zu transfizieren. Lediglich bei Kultur von Glioblastomzellen als
Neosphéren in dreidimensionalen Kulturen mit speziellem Medium konnte die Verhinderung einer
Negativselektion und damit die Erhaltung natiirlicher EGFR-Verdnderungen gezeigt werden [ Witusik-
Perkowska et al., 2011]. Alternativ kdnnen natiirliche EGFR-Verénderungen bei in vivo Experimenten
[Humphrey et al., 1988] erhalten werden.

Auch der Nachweis von EGFRVIII in Tumorgewebe ist herausfordernd. Es sind zahlreiche spezifische
monoklonale Antikérper gegen EGFRVIII beschrieben, welche den immunhistochemischen Nachweis
der Proteinexpression von EGFRVIII ermoglichen. Allerdings sind diese, aufgrund von bestehenden
Patenten und laufenden Lizenzen, kaum verfligbar [Gan et al., 2013, Yoshimoto et al., 2008] und es
gibt bei einigen dieser Antikorper Zweifel an der Spezifitdt [Gan et al., 2013].

Als alternative Nachweismethode von EGFRVIII steht die Polymerase-Kettenreaktion (engl. poly-
merase chain reaction, PCR) bzw. die Reverse Transkriptase-PCR (rt-PCR) zum Nachweis von ent-
sprechender EGFRvIII-Boten-RNA (engl. messenger RNA, mRNA) zur Verfiigung. Hierbei ist wiede-
rum problematisch, dass der Nachweis von EGFRvIII-Transkripten nicht unbedingt mit relevanten
EGFRvlII-Proteinmengen korreliert. So gibt Gan et al. [Gan et al., 2013] zusammenfassend an, dass
bei einem Nachweis von EGFRvIII-Transkripten mittels rt-PCR in etwa 0 bis 63 % kein EGFRVIII-
Proteinnachweis gelingt [Feldkamp et al., 1999, Gan et al., 2013, Ge et al., 2002, Ji et al., 2006,
Saikali et al., 2007, Wikstrand et al., 1995]. Hierbei wurden Lungen-, Mammakarzinome und
Glioblastome untersucht. Als mogliche Erklarung wird meist die Vermutung geduf3ert, dass die rt-PCR
eine hohere Sensitivitdt als der immunhistochemische Nachweis von Proteinen mittels spezifischer
Antikorper haben konnte. Als weitere Erklarung wird angebracht, dass rt-PCR und Immunhistochemie
aus unterschiedlichen Tumoranteilen durchgefiihrt worden sein konnten. Auch die fehlende Translati-
on von vorhandener EGFRvIII-mRNA konnte ein Grund fiir die Diskrepanz sein.

Es stellt sich letztendlich die Frage, ab wann man vom Vorhandensein von EGFRvVIII ausgehen kann.
Gan et al. [Gan et al., 2013] erwdhnen daher, dass sowohl eine auf PCR basierende Methode zum
Nachweis von EGFRvIII-Transkripten als auch mindestens eine Protein-Nachweismethode verwendet
werden sollten, um bei iibereinstimmenden Ergebnissen vom Vorhandensein von EGFRVIII ausgehen
zu konnen. Als Protein-Nachweismethoden eignen sich dabei die Immunhistochemie sowie die Durch-
flusszytometrie (engl. fluorescence activated cell sorting, FACS). Western Blots scheinen hier kein
geeignetes Nachweisverfahren zu sein [Gan et al., 2013].

6.3 Diskussion der Ergebnisse

Der Frage nach der Héaufigkeit der Expression von EGFRvVIII wurde in dieser Arbeit mittels rt-PCR,
Agarose-Gelelektrophorese, Sequenzierung und Immunhistochemie nachgegangen. Festzustellen war,
dass fiinf in der Literatur vorbeschriebene Primer fiir die rt-PCR sehr unterschiedliche Ergebnisse
zeigten, sodass eine Sequenzierung erginzt wurde. Es wurden insgesamt 13 von 149 Fillen mittels
Sequenzierung als EGFRVIII positiv bewertet. Es konnte allerdings nur ein Fall identifiziert werden,
der mit allen fiinf Primern erkannt wurde. Dieser Fall war zudem der einzige Fall, bei dem ein Nach-
weis von EGFRVIII mittels Immunhistochemie und damit der Nachweis einer Proteinexpression ge-
lang.

Der Nachweis von EGFRVIII scheint also vom verwendeten Primer abhidngig zu sein, was die unter-
schiedlichen Angaben in der Literatur erklaren konnte. Auch werden tendenziell mehr Falle bei weni-
ger lange gelagertem FFPE Gewebe oder bei Frischgewebe erkannt. Unter 113 FFPE Gewebeproben,
die alle mindestens zwei Jahre gelagert wurden, wurden nach Sequenzierung 4,4 % (5 von 113) als
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EGFRVIII positiv gewertet, wohingegen unter 26 FFPE Gewebeproben, die alle weniger als zwei Jah-
re gelagert wurden, 19,2 % (5 von 26) identifiziert wurden. Bei Frischgewebe waren es unter zehn
Féllen sogar 30 % (3 von 10). Einschrinkend ist hier allerdings zu beachten, dass es sich bei den bei-
den erginzten Kollektiven um Kollektive mit sehr geringen Fallzahlen handelt. Aulerdem handelt es
sich bei dem mittels aller fiinf Primer, Sequenzierung und Immunhistochemie detektierten Fall um 17
Jahre gelagertes FFPE Gewebematerial.

Eine Erklarung fiir die hdufigere Detektion von EGFRVIII bei weniger lange gelagertem FFPE Gewe-
be oder bei Frischgewebe scheint naheliegend, da lange Lagerung und Fixierung potenziell zur Frag-
mentierung von RNA beitragen konnen. Zwar zeigen aktuelle Untersuchungen, dass FFPE Gewebe-
proben auch bei lingerer Lagerung, bis zu 60 Monaten, gut fiir die RNA Extraktion geeignet sind
[Haynes et al., 2018], jedoch sinkt die RNA Qualitdt mit zunehmendem Alter der Gewebeproben sig-
nifikant [Stewart et al., 2011]. Mit zunchmendem Alter der Gewebeproben steigt die Wahrscheinlich-
keit einer moglichen RNA Fragmentierung. So sind zudem zunehmend erfolgte Manipulationen an
den Gewebeproben und eine zunechmende oberflachliche Oxidation zu erwarten. In dieser Arbeit wur-
den dariiber hinaus auch Gewebeproben verwendet, die deutlich lédnger als 60 Monate gelagert wur-
den.

Warum allerdings unterschiedliche Primer bei Anwendung auf dieselbe isolierte RNA unterschiedli-
che Ergebnisse liefern, ist nicht eindeutig zu kldren. Eine nicht auszuschlieBende Tumorheterogenitat
konnte lediglich fiir abweichende Ergebnisse von rt-PCR und Immunhistochemie verantwortlich sein,
da hierzu nicht identische Schnitte verwendet werden. Fiir unterschiedliche Ergebnisse der unter-
schiedlichen Primer ist dies jedoch kaum eine Erklarung, da dazu dieselbe isolierte RNA verwendet
wurde. Die unterschiedlichen Primer kdnnten andererseits unterschiedlich gut fiir das verwendete Pro-
benmaterial geeignet sein bzw. generell unterschiedliche Sensitivitdten aufweisen. Hierbei wiirde man
allerdings erwarten, dass ein Primer deutlich mehr Félle erkennt als ein anderer Primer, nicht jedoch,
dass unterschiedliche Félle erkannt werden. Einen weiteren Einfluss kdnnten sogenannte Off-Target-
Effekte eine Rolle spielen. Speziell bei fraglich spezifischen Banden und bei Fillen, bei denen keine
Bestétigung mittels Sequenzierung mdglich war, ist dies wahrscheinlich.

Die unterschiedlichen Ergebnisse der verschiedenen Primer scheinen die vorhandene Diskrepanz der
Angaben in der Literatur iiber das Vorkommen von EGFRvVIII bei Plattenepithelkarzinomen des Kopf-
Hals-Bereiches erkldren zu konnen. Dariiber hinaus sind andere Untersuchungen lediglich mittels Im-
munhistochemie und hierbei wiederum mit unterschiedlichen Antikérpern erfolgt, was eine Ver-
gleichbarkeit erschwert. Ebenfalls nicht auszuschlieBen ist, dass neben unterschiedlicher Fixierung,
die verwendeten Kollektive eventuell deutlich unterschiedliche Lagerungszeiten zum Zeitpunkt der
Untersuchung aufwiesen.

Die beobachtete Diskrepanz zwischen rt-PCR und Immunhistochemie kdnnte, wie bereits erwéhnt,
durch eine mogliche Tumorheterogenitét erkldrbar sein. Es wurden allerdings unmittelbar aufeinander-
folgende Gewebeschnitte fiir die RNA Isolierung und Immunhistochemie verwendet, was dies un-
wahrscheinlich macht. Die Immunhistochemie konnte allerdings weniger sensitiv sein, als die etablier-
te rt-PCR. Die wahrscheinlichste Erklarung ist jedoch, dass die spezifische EGFRVIII-RNA vorhanden
ist, es jedoch in vielen Féllen zu keiner Proteinexpression kommt. Die Proteinexpression konnte in
diesen Fillen auch lediglich derart gering sein, dass ein immunhistochemischer Nachweis nicht mog-
lich ist. Hierbei stellt sich nun die Frage, ab wann ein Nachweis von EGFRVIII relevant ist. Eventuell
ist erst eine entsprechende Proteinexpression von Bedeutung. Wie erwihnt, wurde bereits durch Gan
et al. [Gan et al., 2013] angemerkt, dass sowohl eine auf PCR basierende Methode zum Nachweis von
EGFRvIII-Transkripten als auch mindestens eine Protein-Nachweismethode verwendet werden soll-
ten, um bei libereinstimmenden Ergebnissen vom Vorhandensein von EGFRVIII ausgehen zu konnen.
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Die Ergebnisse dieser Arbeit konnen dies bestétigen. Es bleibt also festzuhalten, dass zukiinftige Un-
tersuchungen nicht ausschliefSlich auf eine Nachweismethode basieren sollten. Insbesondere sollte dies
gelten, wenn der Nachweis von EGFRVIII potenziell therapieentscheidend sein konnte. Rt-PCR, Se-
quenzierung und Immunhistochemie sollten fiir verlassliche und vergleichbare Ergebnisse kombiniert
werden.

Dies sollte zudem nicht nur fiir Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches gelten. Seit der
Erstbeschreibung von EGFRVIII bei Glioblastomen im Jahr 1990 [Zhang et al., 2010] wurde das Vor-
handensein von EGFRVIII auch an diversen anderen extrakraniellen Tumorentititen untersucht. Wie
beschrieben, bestehen hier meist ebenfalls sehr uneinheitliche und teilweise widerspriichliche Anga-
ben iiber die Haufigkeit von EGFRVIIL. Vor allem die Herangehensweise mit nur einer Nachweisme-
thode muss auch hier kritisch gesehen werden und scheint allgemein bei extrakraniellen Tumor-
entitdten problematisch. Beispielhaft sei erneut erwdhnt, dass Moscatello et al. [Moscatello et al.,
1995] 1995 publizierten, dass in 75 % der untersuchten Ovarialkarzinome EGFRvVIII nachweisbar sei.
Diese Angabe stiitzte sich allerdings nur auf Western Blot Analysen mit einem spezifischen EGFR-
vIII-Antikdrper. Andere Forschungsgruppen konnten dies unter Verwendung mehrerer Nachweisme-
thoden nicht reproduzieren und so wird aktuell sogar davon ausgegangen, dass EGFRVIII bei Ovarial-
karzinomen nicht existent ist [de Graeff et al., 2008, Gan et al., 2013, Jungbluth et al., 2003, Lassus et
al., 2006, Rae et al., 2004, Steffensen et al., 2008]. Die vorhandenen Angaben iiber das Vorkommen
von EGFRVIII bei Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches variieren, wie erwahnt, mit 0
bis 80 % noch starker (Tabelle 34, Seite 54). Angaben iiber 80 % stammen von Tinhofer et al. aus dem
Jahr 2011 [Tinhofer et al., 2011] und basieren auf immunhistochemischen Féarbungen mit dem
EGFRvIII-Antikorper L8A4 und stichprobenartiger Validierung mittels rt-PCR. Melchers et al. publi-
zierten 2014 hingegen, dass EGFRVIII bei Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches nicht
vorkommt [Melchers et al., 2014]. Unter Anwendung von rt-PCR und Immunhistochemie konnten sie
unter 531 Fillen keinen EGFRVIII positiven Fall nachweisen.

In dieser Arbeit hingegen konnte EGFRVIII eindeutig nachgewiesen werden. In 13 von 149 Fillen
konnte EGFRVIII mittels rt-PCR und Sequenzierung detektiert werden. Allerdings war es nur in einem
Fall moglich, EGFRvIII mit allen Primern nachzuweisen. Dieser Fall war auch der einzige Fall, bei
dem eine EGFRvIII-Proteinexpression mittels Immunhistochemie nachgewiesen wurde.

Was allerdings nicht nachgewiesen werden konnte, ist eine prognostische Bedeutung von EGFRVIIL
Ein Unterschied in der Verteilung der Uberlebenszeiten von Patienten, bei denen EGFRVIII nachge-
wiesen wurde, und den iibrigen Patienten konnte nicht gezeigt werden.

In dieser Konstellation, mit geringer Expression von EGFRVIIL nur einem Fall mit nachgewiesener
Proteinexpression und nicht nachweisbarer prognostischer Relevanz, scheint die Bedeutung von
EGFRVIII bei Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches insgesamt fraglich. Zudem zeigen
Untersuchungen unserer Forschungsgruppe, dass EGFRVIII transfizierte Zelllinien im Vergleich zu
nicht transfizierten Zelllinien keine erhéhte Strahlenresistenz oder verstirkte Resistenz gegen zielge-
richtete Therapien, wie den monoklonalen EGFR-Antikérper Cetuximab oder die Tyrosinkinase-
Inhibitoren Gefitinib und Tyrphostin AG1478, aufweisen [Koch et al., 2017].
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7 Zusammenfassung und Schlussfolgerung

Die Epidermal Growth Factor Receptor Variante III (EGFRVIII) kann bei Plattenepithelkarzinomen
des Kopf-Hals-Bereiches nachgewiesen werden. Unter Anwendung der rt-PCR mit fiinf verschiedenen
Primern und Ergénzung von Agarose-Gelelektrophorese und Sequenzierung war es moglich, bei 149
Féllen in 13 Gewebeproben die spezifische EGFRvIII-Basensequenz nachzuweisen. Der Vergleich des
Gesamtiiberlebens dieser, als EGFRVIII positiv identifizierten Patienten, mit den {ibrigen Patienten
ergab keinen Anhalt fiir einen Einfluss von EGFRVIII auf das Gesamtiiberleben.

Zu betonen ist, dass lediglich in einem einzigen Fall die Proteinexpression von EGFRvIII mittels Im-
munhistochemie nachgewiesen wurde. Interessanterweise war dieser Fall der einzige Fall, der durch
alle fiinf verwendeten Primer detektiert wurde. Bei allen anderen Fillen zeigten die verwendeten Pri-
mer sehr inhomogene Ergebnisse. Auch wurde EGFRVIII tendenziell in weniger lange gelagertem
FFPE Gewebe und in Frischgewebe haufiger nachgewiesen. Allerdings gab es auch bei diesem Gewe-
be keinen weiteren Fall, bei dem ein Nachweis mittels aller angewandten Primer moglich war.

Diese inhomogenen Ergebnisse der verschiedenen Primer und die Abhéngigkeit von Alter und Fixie-
rungsart der Gewebeproben konnten Ursachen fiir die uneinheitlichen Angaben in der Literatur tiber
das Vorkommen von EGFRVIII bei Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches sein. Zukiinf-
tige Untersuchungen sollten daher nicht ausschlieBlich auf einer Nachweismethode basieren. Rt-PCR
mit mehreren Primern, Sequenzierung und Immunhistochemie sollten fiir verldssliche und vergleich-
bare Ergebnisse kombiniert werden.

Letztendlich scheint die Relevanz von EGFRvVIII bei Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-
Bereiches fraglich. So zeigen Untersuchungen unserer Forschungsgruppe, dass EGFRVIII transfizierte
HNSCC Zelllinien im Vergleich zu nicht transfizierten Zelllinien keine erh6hte Strahlenresistenz oder
verstirkte Resistenz gegen zielgerichtete Therapien, wie den monoklonalen EGFR-Antikérper Cetu-
ximab (Erbitux®, Merck, Darmstadt, Deutschland) oder die Tyrosinkinase-Inhibitoren Gefitinib und
Tyrphostin AG1478, aufweisen. Zudem scheinen, wie in dieser Arbeit dargestellt, die Haufigkeit des
Vorkommens von EGFRVIII gering und die prognostische Relevanz nicht vorhanden zu sein. Dies gilt
insbesondere, wenn beachtet wird, dass in dieser Arbeit lediglich ein Fall von 149 durch alle Metho-
den eindeutig als EGFRVIII positiv mit Proteinexpression bewertet werden konnte.

58



8 Summary and Conclusion

The epidermal growth factor receptor variant III (EGFRvIII) can be detected in head and neck squa-
mous cell carcinoma (HNSCC). Using rt-PCR with five different primers and conducting agarose-
gelelectrophoresis and sequencing in addition, it was possible to detect the specific EGFRVIII nucleic
acid sequence in 13 of 149 tissue samples. The overall survival of these detected 13 patients compared
to the overall survival of the remaining patients did not show any influence of EGFRVIIL

Moreover, one has to stress, that only one single case showed protein expression when using immuno-
histochemical EGFRVIII staining. Remarkably, this was the only case which was detected as
EGFRVIII positive by all five primers. In all other cases, the primers showed inconsistent results. Fur-
thermore, there was a trend to more EGFRVIII detection in short-time stored FFPE and especially in
fresh or fresh frozen tissue. However, there was no additional tissue that was detected EGFRVIII posi-
tive with all used primers in short-time stored FFPE and fresh or fresh frozen tissue.

These inconsistent results of different primers and the influence of storage time and fixation of tissue
could be reason for inconsistent data in literature about the EGFRVIII prevalence in HNSCC. Future
examinations should therefore not only rely on one detection method. Rt-PCR with more than one
primer, sequencing and immunohistochemical staining should be combined to achieve reliable and
comparable results.

Finally, the relevance of EGFRVIII in HNSCC seems highly questionable. Experimental data of our
research group show that EGFRVIII transfected HNSCC cell lines compared to their non-transfected
equivalents do not present more radioresistant or more resistant to targeted therapies like the monoclo-
nal EGFR -antibody Cetuximab (Erbitux®, Merck, Darmstadt, Germany) or the tyrosine kinase inhibi-
tors Gefitinib and Tyrphostin AG1478. Moreover, the presented data show a low EGFRVIII preva-
lence and no prognostic relevance of EGFRVIII positivity. This becomes particularly clear, when con-
sidering that there was just one case in 149 that was detected clearly by all methods to be EGFRVIII
positive with protein expression.
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9 Abkiirzungsverzeichnis

A

A.
Age.
AKT
AREG
bp
bzgl.
C
c-Cbl
CDK
cDNA
conc.
CTLA-4
DAB
DEPC
DNA
dNTPs
EBV
EDTA
EGF
EGFR

EGFRvIII

engl.
EPR
ErbB

ERK

FACS

Adenin

Arteria, lateinisch fiir Arterie

Agarose-Gelelektrophorese

PKB/AKT: Proteinkinase B (AKT-Gen kodiert Proteinkinas B)
Amphiregulin

Basenpaar

Beziiglich

Cytosin

c-Casitas B-lineage Lymphoma

Cyclin-dependent kinase, engl. fiir Cyclin-abhéngige Kinase
Complementary DNA, engl. fiir komplementire Desoxyribonukleinsdure
Concentrated, engl. fiir konzentriert

Cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4
Diaminobenzidin

Diethyldicarbonat

Desoxyribonucleic acid, engl. fiir Desoxyribonukleinsdure
Desoxyribonukleosidtriphosphate

Epstein-Barr Virus

Ethylendiamintetraessigsdure

Epidermal Growth Factor

Epidermal Growth Factor Receptor

Epidermal Growth Factor Receptor Variante 11l bzw. Epidermal Growth Factor Recep
tor variant I1I

Englisch
Epiregulin
Erythroblasotsis oncogene B

Extracellular-signal regulated kinase, z&hlt zu den Mitogen-aktivierten Kinasen
(MAPK)

Fluorescence activated cell sorting, engl. fiir Durchflusszytometrie
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FBS

FDA

FFPE

for.

FOX

G

G-Protein

GRB2

HER

HNSCC

HPV

HRP

JAK

KLH

KRAS

kum.

MAPK

MAPKK

MAPKKK

MEK

MMAF

mRNA

mTOR

neg.

NF-xB

NSCLC

NRAS

Fetal bovin serum, engl. fiir fetales Kélberserum
US Food and Drug Administration

Formalin-fixed and paraffin-embedded, engl. fiir Formalin-fixiert und in Paraffin
eingebettet

Forward

Forkhead transcription factor family

Guanin

Guanosintriphosphat-bindendes Protein

Growth factor receptor-bound protein 2

Human Epidermal Growth Factor Receptor

Head and neck squamous cell cancer

Humanes Papillomavirus

Horse radish peroxidase, engl. fiir Meerrettichperoxidase

Janus kinase, engl. fiir Januskinase

Keyhole limpet hemocyanin, engl. fiir Schlitzschnecken-Hédmocyanin
Kirsten Rat sarcoma protein

Kumulativ

Mitogen activated protein kinase, engl. fiir Mitogen-aktivierte Kinase, MAP-Kinase
MAP-Kinase-Kinase, auch MAP2K

MAP-Kinase-Kinase-Kinase, auch MAP3K

Bezeichnung fiir eine MAP-Kinase-Kinase (MAP2K)

Monomethyl auristatin F

Messenger RNA, engl. fiir Boten-RNA

Mammalian target of rapamycin

Nicht auswertbar

Negativ

Nuclear factor kB

Non small cell lung cancer, engl. fiir nichtkleinzelliges Lungenkarzinom

Neuroblastoma Rat sarcoma protein
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PBS

PD-1
PD-L1
PCR
PKB/AKT
PI3K
PKC
PLCy

pos.
PTEN

gPCR

RAF
RAS
Rev.

RNA

RNase

rt-PCR

SCCHN
SCLC
SNSCC

STATS3

TGFa
™
TRIS
UD5

wtEGFR

Phosphate buffered saline

Programmed cell death protein 1

Programmed cell death protein 1 corresponding ligand 1
Polymerase chain reaction, engl. fiir Polymerase-Kettenreaktion
Proteinkinase B (AKT-Gen kodiert Proteinkinas B)
Phosphatidylinositol 3-kinase

Proteinkinase C

Phospholipase Cy

Positiv

Phosphatase and tensin homolog

Quantitative polymerase chain reaction, engl. fiir quantitative Polymerase-
Kettenreaktion

Rapidly accelerated fibrosarcoma, eine MAP-Kinase-Kinase-Kinase (MAP3K)
Rat sarcoma protein

Reverse

Ribonucleic acid, engl. fiir Ribonukleinsidure

Revolutions per minute, engl. fiir Umdrehungen pro Minute

Ribonuklease

Reverse transcription polymerase chain reaction, engl. fiir reverse Transkription und
Polymerase-Kettenreaktion

Squamous cell canrinoma of the head and neck

Small cell lung cancer, engl. fiir kleinzelliges Lungenkarzinom
Sinonasal squamous cell cancer

Signal transducer and activator of transcription 3

Thymin

Transforming growth factor alpha

Transmembrandoméne

Tris(hydroxymethyl)aminomethan

UD-SCC-5 (Bezeichnung einer Zelllinie)

Wildtyp Epidermal Growth Factor Receptor
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