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1. Einleitung

Plattenepithelkarzinome im Kopf-Hals-Bereich sind fur die Betroffenen auf Grund ihrer
Lokalisation im Rachenraum, in der Mundhohle, der Zunge und an den Lippen héufig
mit einer funktionellen Einschréankung sowie einer starken psychischen Belastung
verbunden. Daraus resultiert eine deutliche Beeintrachtigung der Lebensqualitat
(Johnson et al. 2011). Es besteht daher fur den individuell betroffenen Patienten, aber
auch auf Grund ihrer Haufigkeit von ca. drei bis vier Prozent an der Anzahl aller
maligner Tumore, fir die Gesellschaft als Gesamtes ein Interesse die Diagnostik- und
Therapieoptionen zu verbessern (Probst et al. 2008; Rivera 2015). In der
pratherapeutischen Diagnostik werden zunehmend Biomarker verwendet, da sich
Tumore unter anderem nach ihrem genetischen Profil oder nach der Expression
molekularbiologischer Stoffwechselprodukte unterscheiden lassen (Gasparri et al.
2018; Musolino et al. 2007; Orphanos und Kountourakis 2012; Kruijff und Hoekstra
2012). Dahinter steht das Ziel die Therapie fur den einzelnen Betroffenen zu
optimieren (Dienstmann und Tabernero 2011; Lamparella et al. 2013; Ludwig und
Weinstein 2005). Fur das Mundhohlenkarzinom besteht die Therapie in der
Hauptsache aus den drei Pfeilern einer chirurgischen Resektion, der
Bestrahlungstherapie und ggf. einer Chemotherapie (AWMF, Deutsche
Krebsgesellschaft e.V. und Deutsche Krebshilfe e.V. 2012). Da Bestrahlungs- und
Chemotherapie in die Zellteilung und den Stoffwechsel der malignen Zelle eingreifen,
gilt diesen Mechanismen ein grofRes Interesse und sind daher Gegenstand intensiver
Forschung. Prinzipiell haben beide Therapieansatze das Ziel durch erzeugte DNA-
Schaden die Apoptose der Karzinomzelle zu induzieren. Voraussetzung ist eine intakte
intrinsische Kaskade der Apoptose (Shao et al. 2018; Ramalingam et al. 2018; Seitz
et al. 2010; Lugmani 2005; Liu et al. 2017; Crowther et al. 2016; Benard et al. 2014).
Daher lohnt ein Blick auf die intrazellularen Genregulatoren, zu denen unter anderem
auch microRNAs (micro-Ribonucleic acid) gehdren. MicroRNAs sind kurze RNA-
Fragmente, die eine wichtige Rolle als Genregulatoren auf transkriptioneller Ebene
spielen (Lee et al. 2004a; Wu et al. 2011). Bis heute wurden mehr als 38.000
microRNAs entdeckt (Kozomara und Griffiths-Jones 2014, 2011; Griffiths-Jones et al.
2008; Griffiths-Jones et al. 2006; www.mirbase.org) (Stand Méarz 2018). Ihre
Expressionsmuster unterscheiden sich je nach Gewebetyp und Entwicklungsstadium
der Zelle (Zhang et al. 2009b). Sie interagieren Uber die 3'-UTR (untranslatierte
Region) Bindestelle von Proteinen und messenger RNA (mRNA). Stimmt die 3'-UTR
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Bindestelle der mRNA komplett mit der entsprechenden Domane der microRNA
Uberein, so fuhrt dies zur Degradation der mRNA. Existiert nur eine unvollstandige
Ubereinstimmung wird die entsprechende mRNA blockiert und somit die Translation

der Proteinbiosynthese gehemmt (Lee et al. 2004a; Wu et al. 2011).

Durch DNA-Mutationen sowie epigenetische Veranderungen kommt es haufig zur
Ausbildung eines Karzinoms, welches eine Alteration in der Expression von
microRNAs verursachen kann (Cowland et al. 2007). Bisher wurde gezeigt, dass ein
verandertes microRNA Expressionsmuster in Krebszellen deren F&ahigkeit der
Proliferation, der Metastasierung, der Resistenz beziehungsweise der Sensitivitat
gegenuber Chemotherapeutika und auch gegeniber ionisierender Strahlung
beeinflusst (Lynam-Lennon et al. 2009; Lo et al. 2011; Yu et al. 2010). Veranderungen
durch ionisierende Strahlung, die durch microRNAs vermittelt werden, wurden bereits
fur verschiedene Malignomtypen nachgewiesen, darunter Prostatakarzinom,
Lungenkarzinom, Glioblastom und Karzinome des Kopf- und Halsbereiches (Lynam-
Lennon et al. 2009; Lo et al. 2011; Zhang et al. 2007; Gomes und Gomez 2008).

In der vorliegenden Promotionsarbeit wird daher im invitro Zellexperiment der Frage
nachgegangen, ob die Expression von microRNA-21 die Sensitivitat von
Plattenepithelkarzinomzelllinien gegeniber ionisierender Strahlung beeinflusst. Vier
Zelllinien von Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region werden hierbei in ihrem
Expressionsprofil zu einer humanen Keratinozytenzelllinie verglichen. Der Einfluss von
microRNA-21 auf verschiedene Enzyme der Apoptosekaskade wird ebenfalls
untersucht. Die vorgelegte Arbeit mochte hierdurch einen Beitrag zum Verstandnis der

unterschiedlichen Strahlenresistenz von Karzinomen des Kopf- Hals-Bereiches liefern.



2. Literaturdiskussion

2.1. Das Plattenepithelkarzinom des Kopf- und Hals-Bereiches

2.1.1. Epidemiologie

Sowohl Tumore der Mundhoéhle als auch Tumore des Oropharynx und des
Hypopharynx sind in ihrer dberwiegenden Mehrheit (anndhernd 95 %)
Plattenepithelkarzinome (Probst et al. 2008; Rivera 2015; Lingen et al. 2008;
Warnakulasuriya 2009; Scully et al. 1997). An der Gesamtzahl aller malignen Tumore
auf dem européaischen Kontinent machen orale Plattenepithelkarzinome ca. drei bis
vier Prozent aus (Probst et al. 2008; Rivera 2015). Der Haufigkeitsgipfel liegt zwischen
60 und 70 Jahren (Argiris et al. 2008; Argiris und Eng 2003), wobei Manner im
Vergleich zu Frauen friher erkranken (63 zu 66 Jahre). Des Weiteren sind sie um den
Faktor zwei bis drei haufiger betroffen als Frauen (Rivera 2015). Als dominierender
Faktor wird der haufigere Alkohol- und Tabak-Konsum von Mannern vermutet (Ebhardt
et al. 2018, S. 38). Wahrend in den vergangenen Jahren bei Mannern die
standardisierte Erkrankungs- sowie Sterberate ricklaufig waren, verblieb sie bei
Frauen konstant (Robert Koch-Institut (Hrsg) und die Gesellschaft der
epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. (Hrsg). Berlin, 2019, S. 24).

2.1.2. Atiologie

Genetische Alterationen, die zur Ausbildung eines Karzinoms des Kopf- und Hals-
Bereiches fuhren, finden sich zum einen in der Inaktivierung sogenannter
Tumorsuppressorgene. Dazu gehoéren die verschiedenen Arten von Mutation
(Punktmutation, Deletionsmutation, Insertionsmutation, Duplikationsmutation),
epigenetische Modifizierung durch DNA-Methylierung oder der Verlust der
Heterozygotie (Ebhardt et al. 2018, S. 39). Zum anderen kann durch die Aktivierung
von Onkogenen durch Genamplifikation und einer erhdhten Transkription das
Wachstum eines Karzinoms initiiert werden (Ebhardt et al. 2018, S. 39). Die Ursache
fur diese Veranderungen finden sich fur Plattenepithelkarzinome vor allem im Genuss
von Alkohol und Tabak, wobei hier die wechselseitige Potenzierung des
Erkrankungsrisikos hervorsticht (zwei bis viermal erhdhtes Risiko bei alleinigem
Tabakkonsum, 6-15 mal erhohtes Risiko bei kombiniertem Tabak- und
Alkoholkonsum) (Probst et al. 2008; Rivera 2015; Scully et al. 1997; Reidy et al. 2011;
Gandini et al. 2008). In Sud- und Sudostasien ist dariiber hinaus der Genuss von
Kautabak, bestehend aus der Arecanuss, Betelblattern, Loschkalk und oftmals Tabak,

ein Grund fur das Entstehen eines oralen Plattenepithelkarzinoms (Jethwa und
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Khariwala 2017; Muttagi et al. 2012; Joshi et al. 2014). Nachdem bereits fur die
humanen Papillomaviren (HPV) 16 und 18 eine Rolle in der Pathogenese des
Zervixkarzinoms festgestellt wurde, konnte auch fir die pharyngealen
Plattenepithelkarzinome ein Zusammenhang zwischen einer Virusinfektion und der
Karzinomentstehung aufgezeigt werden (Ebhardt et al. 2018, S. 38; Kleinsorge und
Schmidmayr 2018; Wagner et al. 2018). Dies spielt vor allem fur junge Patienten eine
Rolle, da diese in aller Regel eine bessere Prognose besitzen (Probst et al. 2008;
Hiddemann 2010; Rivera 2015). In der klinischen Chemie fallen haufig erniedrigte
Vitaminspiegel von Vitamin A, B12 und C, eine erniedrigte Folséaure und 3-Karotin auf.
Daher wird angenommen, dass der Verzehr von Obst und Gemuise zu einem
protektiven Effekt bei der Karzinogenese des Plattenepithelkarzinoms fuhrt (Maasland
et al. 2015; Galvdo De Podesta et al. 2019).

2.1.3. Pathogenese

Die Karzinogenese lasst sich vereinfacht in vier Phasen unterteilen, zunachst gibt es
eine Initiationsphase, eine Promotionsphase, eine Progressionsphase sowie zuletzt
eine Invasionsphase. In der Initiationsphase manifestieren sich DNA Veranderungen
durch endogen (v.a. Entziindungsreaktionen) oder exogen zugefuhrte Noxen (wie
oben erwadhnt allen voran Nikotin- beziehungsweise Alkoholkonsum fir das
Plattenepithelkarzinom im Kopf- und Halsbereich) (Cunningham et al. 2011; Pu et al.
2009; Kanavy und Gerstenblith 2011; Handa et al. 2011; Koide 1975). Durch den an
der DNA verursachten Schaden kommt es zu epigenetischen Veranderungen. Dies
umfasst auch Veranderungen im Bereich der Expression von Genen der DNA-
Reparatur. Durch Gene silencing oder verminderte Expression resultiert der teilweise
oder komplette Verlust der Fahigkeit der Zelle die DNA-Schaden zu reparieren (Halford
et al. 2005). Dies fuhrt zu weiterer beschadigter DNA, wodurch das Risiko an einem
Karzinom zu erkranken weiter steigt (Malkin 2011). Durch die verminderte Expression
von DNA-Reparaturgenen steigt die Haufigkeit von DNA-Schaden, was zu weiteren
Mutationen fuhrt (Narayanan et al. 1997; Hegan et al. 2006). Dies hat im Verlauf zur
Folge, dass aus den Epithelzellen immortale Zellklone entstehen (Hiddemann 2010;
Probst et al. 2008).

Oft gehen dem Plattenepithelkarzinom Prdkanzerosen voraus. Diese
Epithelreaktionen sind eine hyperregenerative Antwort auf die gegeniber den
entsprechenden Noxen fortbestehende Exposition. Mit andauerndem Kontakt steigt

die Wahrscheinlichkeit, dass sich aus dieser Metaplasie eine epitheliale Dysplasie
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entwickelt, die wiederum zu einer intraepithelialen Neoplasie fihren kann. Diesen
veranderten Zellen fehlt zunehmend die Mdglichkeit genetische Veranderungen zu
reparieren beziehungsweise die Apoptosekaskade korrekt durchzufiihren. Am Ende
der Entartung respektiert die veranderte Zelle die Basalmembran nicht mehr als
physiologische Barriere. Ab diesem Zeitpunkt spricht man von einem invasiven
Karzinom. Es kommt in der basalen Zellschicht des Epithels zu einem Klon
transformierter Zellen, der nach und nach das physiologische Epithel verdrangt.
Darlber hinaus entwickeln entartete Zellen die Mdglichkeit zur Metastasierung
(Hiddemann 2010; Probst et al. 2008).

In diesem Zusammenhang ist der Begriff ,field cancerization® zu nennen (Slaughter et
al. 1953). Er beschreibt den Zustand des entstehenden Tumors, der sich sein eigenes
Umfeld vorbereitet (Nguyen et al. 2010; Bernstein et al. 2008). Dabei wird von multiplen
Arealen ausgegangen, welche bereits mutierte oder epigenetisch veranderte Zellen
besitzen (Vogelstein et al. 2013). Hier haben die Zellen bereits eine verminderte
Fahigkeit DNA-Schéaden zu reparieren. Diese Zellen verdrangen das physiologische
Gewebe auf Grund naturlicher Selektion. Sie kénnen dabei erneute Mutationen
erlangen, so dass sie einen Vorteil gegeniber den benachbarten Zellen besitzen und
diese in der Folge verdrangen. Dieser Vorgang wiederholt sich beliebig oft bis es zur
Ausbildung von Préakanzerosen oder malignen Neoplasien kommt (Slaughter et al.
1953).

Auf molekularbiologischer Ebene wurden bisher 6-10 genetische Ereignisse
beschrieben, welche aus einer gesunden Epithelzelle eine Karzinomzelle des Kopf-
und Hals-Bereiches entstehen lassen. Zu Beginn steht oftmals ein Verlust des p-Arms
des 9. Chromosoms (van der Riet et al. 1994; Mao et al. 1996). Dies lasst aus der
physiologischen Epithelzelle eine zun&chst benigne Hyperplasie entstehen. Dies hat
zur Folge, dass der Cyclin-D1/CDK4-Komplex (cyclin-dependent kinase) nicht mehr
adaquat inhibiert wird. Daraufhin kommt es haufig zu einem Verlust von 3p und 17p
(Mao et al. 1996). Dies resultiert in einer dysplastischen Zelle, welche noch prinzipiell
reversible DNA Mutationen in ihrem Genom tragt. Durch den weiteren Verlust von 11q,
13q, 149 sowie einer Mutation von 17p13, auf dem die genetische Information flr p53
liegt, wird die Dysplasie in ein irreversibel geschadigtes Carcinoma in situ transformiert
(Singchat et al. 2016). In der Progressionsphase verliert das Genom 6p, 8g und 4q,
dies fuhrt zur Auspragung eines invasiven Karzinoms (Shah 2014). Darlber hinaus

spielen in der Karzinogenese noch zahlreiche andere Einflisse wie weitere DNA-
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Mutationen, Wachstumsfaktoren oder Adhasionsmolekiille bzw. Enzymvariationen
eine Rolle (Hiddemann 2010; Counts und Goodman 1995; Demokan und Dalay 2011,
Hoffman 1984; Boguszewski et al. 2016; Stoscheck und King 1986; Grandis und
Tweardy 1993).

2.1.4. Prakanzerose

In der vierten Auflage der ,WHO Classification of Head an Neck Tumours® wurde eine
Vereinfachung der prékanzerdsen Lasionen festgeschrieben. Die Alterationen der
Schleimhaut werden nun als ,oral potentially malignant disorders® zusammengefasst
und sind per Definition mit einem erhdhten Risiko der Entwicklung eines Tumors
vergesellschaftet. Diese kdnnen aus Vorlauferlasionen (precursor lesions) oder aber
auch aus Klinisch unauffallig vorliegender oraler Mundschleimhaut entstehen. Des
Weiteren wurde zum Beispiel die Definition der Leukoplakie sowie der Erythroplakie
deutlich gekurzt (Reichart et al. 2018; Sarradin et al. 2018; Gale et al. 2017; Ebhardt
et al. 2018, S. 25).

2.1.4.1. Leukoplakie

Die Leukoplakie ist eine klinische Diagnose und wird durch eine Biopsie in eine
histologische Diagnose mit entsprechendem Grading der Dysplasie uberfihrt. Orale
Leukoplakien sind die haufigste potenziell maligne Lasion der Mundschleimhaut.
Jedoch unterscheidet sich die Haufigkeit je nach Lokalisation auf der Welt als Folge
des unterschiedlich ausgepragten Tabakkonsums sowie der unterschiedlichen
Ernahrung. Auch wenn nicht alle Leukoplakien automatisch zu einem Karzinom fuhren,
dient die ,epitheliale Dysplasie“ als Prognosefaktor flr eine mdogliche maligne
Transformation. Dabei gilt je hoher der Grad der Dysplasie, desto haufiger findet eine
maligne Transformation statt. Dysplasien werden in geringgradig, mittelgradig,
hochgradig und dem Carcinoma in situ eingeteilt. Leukoplakien, die als mittelgradig
oder hochgradig klassifiziert wurden, weisen im Vergleich zu Leukoplakien ohne
epitheliale Dysplasie ein bis zu fiinffach erhéhtes Risiko einer malignen Transformation
auf. Dennoch kann auch aus einer unauffaligen Mundschleimhaut ein
Plattenepithelkarzinom entstehen. Insgesamt gilt, dass der Verzicht auf Tabak das
Risiko einer oralen Leukoplakie und dem damit verbundenen erhéhten Risiko an einem
oralen Plattenepithelkarzinom zu erkranken, am deutlichsten minimiert (Holmstrup
2018; Warnakulasuriya und Ariyawardana 2016; Warnakulasuriya 2018; Ebhardt et al.
2018, S. 26-32).



Leukoplakien werden als homogen oder inhomogen bezeichnet. Ca. 10% der
Leukoplakien sind inhomogen. Wahrend homogene Leukoplakien ein glattes oder
gewelltes Aussehen besitzen und meist asymptomatisch sind, sind inhomogene
Leukoplakien durch ein verrukoses, nodulares oder ulzerierendes Erscheinungsbild
gekennzeichnet. Diese konnen durchaus mit Beschwerden oder einer
Schmerzsymptomatik einhergehen. Teilweise sind die inhomogenen Leukoplakien in
Nachbarschaft zu roten Mukosabereichen. In diesen Fallen spricht man von
Erythroleukoplakien. Oftmals kann hier bereits eine maligne Transformation
stattgefunden haben (van der Waal 2019; Ebhardt et al. 2018, S. 27-28; Capella et al.
2017; Bewley und Farwell 2017; Akrish et al. 2019).

2.1.4.2. Erythroplakie

Eine Erythroplakie ist als Rotung der oralen Schleimhaut definiert, die keiner konkreten
Ursache zugefiihrt werden kann. Die Ursache findet sich meist im Genuss von Tabak
und Alkohol und einer daraus resultierenden Mutation des p53 Gens. Meist sind sie im
weichen Gaumen, dem Mundboden und der Wangenschleimhaut lokalisiert. Die
homogene Erythroplakie zeigt in der histopathologischen Untersuchung in etwa der
Halfte der Falle (51 %) ein invasives Karzinom und in weiteren 40 % der Falle ein
Carcinoma in situ und besitzt damit die hdchste Rate an malignen Transformationen
aller Prakanzerosen (Saranath et al. 1999; Suwasini et al. 2018; Vora et al. 2006;
Ebhardt et al. 2018, S. 34-35).

Die Hauptmerkmale der malignen Transformation sind die Uberwindung der
epithelialen Basalmembran, die lokale Destruktion des ortsstandigen Gewebes und
die Mdglichkeit Tochtergeschwilste bzw. Metastasen zu bilden (Aghbari et al. 2017,
Warnakulasuriya und Ariyawardana 2016).

2.1.5. Klassifikation

Die Karzinome des Kopf- und Hals-Bereiches werden nach der TNM-Klassifikation
eingeteilt. Sie wird von der UICC (Union internationale contre le cancer) definiert und
dient der Einschatzung der Prognose des Krankheitsverlaufes und des
Therapieerfolges. Nach dieser Klassifikation richtet sich demnach auch die
Therapieplanung. Seit 2017 ist die 8. Auflage der TNM Klassifikation verdéffentlicht.
Durch die TNM-Klassifikation werden neben der Tumorausdehnung (T) der
Lymphknotenbefall (N) und die Metastasierung (M) beschrieben. Jeder dieser drei
Hauptkategorien kann eine Ziffer zugewiesen werden, diese gibt Aufschluss Uber die

Ausbreitung des Malignoms (siehe Tabellen 1 bis 6).



Fur die Karzinome des Kopf- und Hals-Bereiches gibt es eine genauere Beschreibung
der anatomischen Bezirke und Unterbezirke sowie der regionaren Lymphknoten. Die
regionaren Lymphknoten sind immer die Halslymphknoten. Die TNM Klassifikation
wird zum einen klinisch und zum anderen pathologisch erfasst. Dariiberhinaus
unterlauft das Karzinom einem histopathologischen Grading, dabei wird auf den

Differenzierungsgrad der Karzinomzellen n&her eingegangen.
GX Keine Aussage uber den Differenzierungsgrad maglich
G1  Gut differenziert

G2 MakRig differenziert

G3  Schlecht differenziert

G4  Undifferenziert (Wittekind 2017, S. 25-26)

Wahrend G1 differenzierte Plattenepithelkarzinome noch eine groRe Ahnlichkeit zum
physiologischen Ausgangsepithel aufweisen, zeigen maRig differenzierte (G2)
Plattenepithelkarzinome bereits einen Kernpolymorphismus mit mitotischer Aktivitat,
die eine irregulare Zellteilung zur Folge hat. Schlecht differenzierte G3
Plattenepithelkarzinome fallen in der histopathologischen Untersuchung durch vor
allem unreife Zellen mit erhéhter Mitoserate und minimaler Keratinisierung auf. Der
haufigste Differenzierungsgrad beim Plattenepithelkarzinom ist G2 (Zatterstrom et al.
1991; Ebhardt et al. 2018, S. 39).

Dartber hinaus kann die TNM Formel um mehrere spezifizierende Kategorien
erweitert werden. Der Erfolg oder Misserfolg einer Therapie lasst sich durch die R-
Klassifikation (fur Residualtumor) einschéatzen. Diese kann auch Einfluss auf die

weitere Therapieplanung nehmen.

RX  Keine Aussage Uber Existenz eines Residualtumors mdglich
RO  Kein Residualtumor

R1  Mikroskopischer Residualtumor

R2  Makroskopischer Residualtumor (Wittekind 2017, S. 12-15)

Fir alle Karzinome des Kopf-Hals-Bereiches gilt folgende TNM-Klassifikation
(Ausnahme CUP)



Tabelle 1 TNM-Klassifikation der Karzinome des Kopf-Hals-Bereiches (auller CUP)

T - Tumorausdehnung

TX keine Angaben zum Primartumor méglich

TO Primartumor unbekannt (z.B. beim CUP) oder nicht mehr nachweisbarer
Primarius

Tis Die Basalmembran wird durch das veréanderte Gewebe respektiert

N - Ausbreitung in regionére Lymphknoten

NX

Keine Beurteilung der Lymphknoten mdglich

NO

Keine Metastasierung in regionare Lymphknoten

M - Fernmetastasierung

MO

Keine Fernmetastasierung

M1

Fernmetastasierung

2.1.5.1. Karzinome der Lippen und der Mundho6hle

Tabelle 2 TNM-Klassifikation der Karzinome der Lippen und der Mundhdhle

(Wittekind 2017, S. 29 und Korrektur von Oktober 2017)

T - Tumorausdehnung fur die Mundhdhle

T1 Der Durchmesser des Primartumors betragt maximal 20 mm, die
Invasionstiefe < 5 mm

T2 Der Primartumor ist < 20 mm grol3, die Invasionstiefe liegt bei > 5 mm
und < 10 mm oder der Durchmesser des Primarius liegt zwischen > 20
mm und < 40 mm Uberschreitet jedoch nicht 10 mm Invasionstiefe

T3 Der Durchmesser des Primartumors ist > 40 mm oder die
Invasionstiefe ist > 10 mm

T4a Der Tumor infiltriert durch die Kortikalis von Maxillar- oder
Mandibularknochen, in die auf3ere Zungenmuskulatur, die Kieferhéhle
oder die Gesichtshaut.

T4b Infiltration von Spatium masticatorium, des Processus pterygoideus,

der Schéadelbasis oder Ummauerung der Arteria carotis interna

N - Ausbreitung in regionare Lymphknoten

N1 | Befall eines einzelnen, ipsilateralen Lymphknoten, der 30 mm in der gréf3ten
Ausdehnung nicht Gberschreitet und keine extranodale Ausbreitung aufweist
N2 |a Solitare, ipsilaterale Lymphknotenmetastase > 30 mm < 60 mm, keine

extranodale Ausbreitung




b Multiple, ipsilaterale Lymphknotenmetastasen < 60 mm, keine
extranodale Ausbreitung

C Bi- oder kontralaterale Lymphknotenmetastasen < 60 mm, keine

extranodale Ausbreitung

N3a | Lymphknotenmetastase =2 60 mm in grofter Ausdehnung, kein extranodaler
Befall

N3b | Solitare (> 30 mm) oder multiple ipsilaterale, kontralaterale oder bilaterale

Lymphknotenmetastasierung mit extranodaler Ausbreitung

M - Fernmetastasierung

MO Keine Fernmetastasierung

M1 Fernmetastasierung

Tabelle 3 UICC Einteilung fur Karzinome der Lippen und der Mundhéhle
(Wittekind 2017, Korrektur von Oktober 2017)

Stadium O Tis NO MO
Stadium | Tl NO MO
Stadium 1 T2 NO MO
Stadium I T3 NO MO

T1, T2, T3 N1 MO
Stadium IV A T4a NO, N1 MO

T1,T2, T3, T4a N2 MO
Stadium IV B Jedes T N3 MO

T4b Jedes N MO
Stadium IV C |JedesT Jedes N M1

2.1.5.2. Karzinome des Oropharynx

Fur das Oropharynxkarzinom gilt die Besonderheit, dass der Status von HPV 16
ausschlaggebend fur die T Stadieneinteilung sein kann. Es ist von entscheidendem
prognostischem Wert, ob das Oropharynxkarzinom HPV positiv oder negativ in der
histopathologischen Untersuchung diagnostiziert wird (Nguyen-Tan et al. 2014; Ang et
al. 2014; Lorch et al. 2011). Diese Tatsache schlagt sich in der TNM Klassifikation fur

Oropharynxkarzinome nieder.
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Tabelle

4  Tumorausdehnung und Lymphknotenbefall bei pl6 negativen

Oropharynxkarzinomen

(Wittekind 2017, S. 34-37)

T - Tumorausdehnung fur p16-negative Oropharynxkarzinome

T1 Der Durchmesser des Primartumors betragt maximal 20 mm

T2 Der Primartumor ist > 20 mm und < 40 mm Primartumor im grof3ten
Durchmesser

T3 Der Durchmesser des Prim&rtumors ist > 40 mm in der grof3ten
Ausdehnung oder Beteiligung der lingualen Oberflache der Epiglottis

T4a Der Tumor infiltriert  Nachbarstrukturen:  Larynx, aulRere
Zungenmuskulatur, die Lamina medialis des Processus pterygoideus,
den harten Gaumen oder den Unterkiefer

T4b Der Tumor infiltriert entferntere Nachbarstrukturen

N - Ausbreitung in regionare Lymphknoten fur p16-negative Oropharynxkarzinome

und Hypopharynxkarzinome

N1 | Befall eines einzelnen, ipsilateralen Lymphknoten, der 30 mm in der grof3ten
Ausdehnung nicht Gberschreitet und keine extranodale Ausbreitung aufweist
N2 |a Solitare, ipsilaterale Lymphknotenmetastase(n) > 30 mm < 60 mm,
keine extranodale Ausbreitung
b Multiple, ipsilaterale Lymphknotenmetastasen < 60 mm, keine
extranodale Ausbreitung
C Bi- oder kontralaterale Lymphknotenmetastasen < 60 mm, keine
extranodale Ausbreitung
N3a | Lymphknotenmetastase(n) = 60 mm in groRter Ausdehnung, Kkein
extranodaler Befall
N3b | Solitare (> 30 mm) oder multiple ipsilaterale, kontralaterale oder bilaterale

Lymphknotenmetastasierung mit extranodaler Ausbreitung

M - Fernmetastasierung

MO

Keine Fernmetastasierung

M1

Fernmetastasierung

Tabelle 5 Tumorausdehnung und Lymphknotenbefall bei p16 positiven
Oropharynxkarzinomen

(Wittekind 2017, S. 34-35)

T - Tumorausdehnung fur p16-positive Oropharynxkarzinome
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T1 Der Durchmesser des Primartumors betragt maximal 20 mm

T2 Der Primartumor ist > 20 mm und < 40 mm Primartumor im grof3ten
Durchmesser

T3 Der Durchmesser des Primartumors ist > 40 mm in der gréften
Ausdehnung oder Beteiligung der lingualen Oberflache der Epiglottis

T4 Der Tumor infiltriert  Nachbarstrukturen:  Larynx, aulRere

Zungenmuskulatur, die Lamina medialis des Processus pterygoideus,
den harten Gaumen oder den Unterkiefer; des Weiteren den M.
pterygoideus lateralis, die Lamina lateralis des Processus
pterygoideus, der laterale Nasopharynx, die Schéadelbasis oder

Ummauerung der A. carotis

N - Ausbreitung in regionare Lymphknoten fir p16-positive Oropharynxkarzinome

N1 | Solitare oder multiple ipsilaterale Lymphknotenmetastase(n) < 60 mm in der
grofdten Ausdehnung

N2 | Bilaterale oder kontralaterale Lymphknotenmetastasen < 60 mm in der
groéfRten Ausdehnung

N3 | Lymphknotenmetastase = 60 mm in grofdter Ausdehnung

Tabelle 6 UICC-Klassifikation fir p16 negative Oropharynxkarzinome

(Wittekind 2017, S. 39)

Stadium O Tis NO MO
Stadium | T1 NO MO
Stadium |l T2 NO MO
Stadium I T3 NO MO

T1, T2, T3 N1 MO
Stadium IVA | T4a NO, N1 MO

T1,T2, T3, Tda N2 MO
Stadium IV B Jedes T N3 MO

T4b Jedes N MO
Stadium IV C |JedesT Jedes N M1

Tabelle 7 UICC-Klassifikation fur p16 positive Oropharynxkarzinome

(Wittekind 2017, Korrektur von Méarz 2017)
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Stadium O Tis NO MO
Stadium | T1, T2 NO, N1 MO
Stadium |l T1, T2 N2 MO

T3, T4 NO, N1 MO
Stadium Il T1,T2,T3, T4 N3 MO

T4 Jedes N MO
Stadium IV Jedes T Jedes N M1

Das Stadium IV des Oropharynxkarzinoms wird erst mit M1 fir HPV positive
Karzinome erreicht. Fir HPV negative Karzinome wird dieses Stadium jedoch schon
ab einer Tumorausdehnung T1-T3 und mindestens einem unilateral befallenen

Lymphknoten > 30 mm oder multipler Lymphknoten bis 60 mm erlangt.

2.1.6. Therapie

Patienten mit Malignomen im Kopf-Hals-Bereich werden nach heutigen modernen
Therapiekonzepten multimodal und individuell therapiert. Hierzu wird der Patient nach
Eingang der positiven Histologie und Abschluss der Staginguntersuchungen in einer
interdisziplinaren Tumorkonferenz besprochen. Bei gegebener Operabilitat wird der
Patient bei AJCC 1-2 (entspricht UICC I-1l) Tumoren in aller Regel operiert und bei
freien Resektionsgrenzen (mehr als 5 mm am Paraffin fixierten Préparat) in die
Nachsorge Uberfihrt. Bei AJCC 3-4 (entspricht UICC IlI-1V) Tumoren schlief3t sich
nach der Resektion in der Regel eine adjuvante Therapieform an, die je nach
Histologie als Radiotherapie mit und ohne Chemotherapie durchgefuhrt werden kann.
Bei inoperablen Tumoren wird die Mdglichkeit einer priméaren Radiochemotherapie
geprift. Inoperabilitat besteht im Allgemeinen bei Infiltration der Fossa pterygopalatina,
der Schadelbasis, dem oberen Anteil des Epipharynx, der Karotiden, der Wirbelsaule

sowie des Mediastinums (Honecker et al. 2018).

2.1.6.1. Chirurgische Therapie

Prinzipiell steht an erster Stelle das Ziel den Tumor in toto zu resezieren (RO-
Resektion). Dies gelingt im Bereich des Kopfes beziehungsweise des Halses auf
Grund der anatomischen und funktionellen Grenzen nicht immer in gewtnschtem
Mal3e (Honecker et al. 2018). Bei grofl3en Tumoren, die auch unter Einsatz der Radiatio
nicht sicher ansprechen, kann durch die Operation eine deutliche Verkleinerung des

Tumors bewirkt werden, das sogenannte ,Debulking” (Paleri et al. 2005). In aller Regel
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wird bei der primaren Tumorresektion heute unter Einsatz mikrovaskularer Verfahren,

die direkte und definitive Rekonstruktion des Defektes angestrebt (Meier et al. 2019).

Eine modifizierte Neck-Dissection der Halslymphknoten ist fast imnmer Bestandteil des

Therapiekonzepts, alternativ existiert die perkutane Strahlentherapie (Probst et al.
2008; Hiddemann 2010; AWMF, Deutsche Krebsgesellschaft e.V. und Deutsche
Krebshilfe e.V. 2012; Manikantan et al. 2016; Veij Mestdagh et al. 2019). Die
Lymphknotenregionen werden in sechs unterschiedliche Subgruppen nach Robbins

eingeteilt.

Tabelle 8 Einteilung der Lymphknotenregionen nach Robbins

(Robbins et al. 1991)

Level | submentale und submandibulare Lymphknoten

la Submentale Lymphknoten, beschrankt durch M. digastricus, Os
hyoideum, medianem Hals und Zungenbein
Ib Submandibulare Lymphknoten, beschrankt durch M. digastricus, M.

stylohyoideus und Unterkiefer

Level Il kraniojugulare Lymphknoten

lla Mediale  kraniojuguldre  Lymphknoten, beschrankt durch M.
stylohyoideus, N. accessorius, Schadelbasis und Os hyoideum

lIb Laterale kraniojugulare Lymphknoten, beschrankt durch N. accessorius,
M. sternohyoideus und M. sternocleidomastoideus

Level Il mediojugulare Lymphknoten, beschrankt durch mittlere V. jugularis,

Ringknorpel, Klavikula, M. sternohyoideus und M. sternocleidomastoideus

Level IV kaudojugulare Lymphknoten, beschrénkt durch untere V. jugularis,

Ringknorpel, Klavikula, M. sternohyoideus und M. sternocleidomastoideus

Level V Accessoriusgruppe, posteriores Halsdreieck

Va Kraniales posteriores Halsdreieck, beschrankt durch posterioren Anteil
des N. accessorius, M. sternocleidomastoideus, M. trapezius und
Ringknorpel

Vb Lymphknoten der transversal verlaufenden HalsgefaRe und

supraklavikuldre Lymphknoten

Level VI para- und retropharyngeale Lymphknoten, dazu zéhlen die paratrachealen
und parathyroidalen Lymphknoten sowie die perinervalen Lymphknoten des N.

14



laryngeus recurrens, die laterale Beschréankung besteht aus den Aa. carotides
communes, nach kranial aus dem Os hyoideum und nach kaudal aus der Fossa

jugularis

Dabei wird zwischen der radikalen Neck-Dissection, einer modifizierten, einer
funktionellen und einer selektiven Neck-Dissection unterschieden. Die radikale Neck-
Dissection beinhaltet die Entfernung der Lymphknoten inklusive folgender
anatomischer Strukturen: Vena jugularis interna, Musculus sternocleidomastoideus,
Musculus sternohyoideus, Musculus sternothyroideus, Musculus omohyoideus,
Glandula submandibularis und Nervus accessorius (Li et al. 2017c; Robbins et al.
1991). Bei der modifizierten Neck-Dissection lassen sich drei Typen unterscheiden.
Die Lymphknoten Robbins |-V werden bei jedem Typen entfernt. Bei Typ | bleibt der
N. accessorius erhalten, bei Typ Il der N. accessorius und die V. jugularis interna. Bei
Typ lll wird zusatzlich der M. sternocleidomastoideus reseziert (Ito et al. 2017; Govers
et al. 2015). Die funktionelle Neck-Dissection zeichnet sich durch die Erhaltung von
Muskeln, des N. accessorius und nach Mdglichkeit der V. jugularis interna aus (Li et
al. 2017c). Bei der selektiven Neck-Dissection werden sicher diagnostizierte oder
vermutete Metastasen in den Lymphknoten entfernt. Dabei lasst sie sich wie folgt

einteilen:

Tabelle 9 Entfernung der Lymphknoten bei der selektiven Neck-Dissection

(Manikantan et al. 2016)

Supraomohyoidal | Entfernung der Lymphknoten Robbins I-111
Lateral Entfernung der Lymphknoten Robbins II-1V
Posterolateral Entfernung der Lymphknoten Robbins 11-V
Anterior Entfernung der Lymphknoten Robbins VI
Anterolateral Entfernung der Lymphknoten Robbins I-IV

2.1.6.2. Radiotherapie

Durch den Einsatz der 3D-konformalen Bestrahlung und der intensitdtsmodulierten
Radiotherapie (IMRT) zur Optimierung der Dosis im Tumorbett bei gleichzeitiger
Schonung physiologischer Strukturen (insbesondere der Speicheldrisen) kommt der

Radiotherapie im modernen Therapieansatz ein hoher Stellenwert zu (Honecker et al.
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2018; Leeman et al. 2017). Fur besondere Lokalisationen eignet sich die
intensitdtsmodulierte Protonenradiotherapie (Gunn et al. 2016). Bei kleinen Zungen-,
Mundboden-, Lippen- sowie Rezidivkarzinomen kann auch die interstitielle
Brachytherapie mit 1%2Ir angewandt werden. Dabei handelt es sich um eine lokale
Applikation einer Strahlenquelle direkt am Karzinom. Sowohl als alleinige
Primartherapie aber auch als neoadjuvantes beziehungsweise adjuvantes
Therapiekonzept in Verbindung mit Chemotherapeutika hat die Radiotherapie ihren
festen Stellenwert in der Therapie der Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-
Bereiches. Vor allem lokal fortgeschrittene, inoperable Karzinome und die
Nasopharynxkarzinome  werden  mittels einer primaren Radio- bzw.
Radiochemotherapie behandelt. AJCC 1 Nasopharynxkarzinome sowie T1/2 NO
Karzinome von Larynx, Oropharynx und Mundhohle werden mittels alleiniger
Radiotherapie, alle weiteren mit einer Radiochemotherapie behandelt. Die Indikation
zur adjuvanten Strahlentherapie wird ab einer Tumorausdehnung AJCC 3 und 4
(entspricht UICC 11l und 1V) gestellt. Dartiber hinaus gibt es weitere Risikofaktoren, die
fur eine Strahlentherapie sprechen. Dazu gehdren eine extrakapsulare
Lymphknotenextension, knappe bzw. positive Resektionsréander in der histologischen
Untersuchung, eine perineurale Invasion durch das Karzinom, mindestens zwei
nachgewiesene positive Lymphknoten (mindestens N2b), zwei unterschiedlich
befallene Lymphknotengruppen oder wenn der grof3te Lymphknoten mehr als 30 mm
im Durchmesser bemisst (Hiddemann 2010; AWMF, Deutsche Krebsgesellschaft e.V.
und Deutsche Krebshilfe e.V. 2012; Honecker et al. 2018). Als adjuvante Therapie
kommt die Radiochemotherapie bei einem postoperativen Lokalbefund R1, N+ oder
bei weiteren Risikofaktoren zum Einsatz (Reiser und Bartenstein 2011; Honecker et
al. 2018). Als gleichwertige Therapie im Vergleich zur operativen Resektion kann bei
Glottiskarzinomen T1/2 NO eine Radiochemotherapie angewandt werden (Honecker
et al. 2018). Dabei ist zu beachten, dass vor dem Beginn der Therapie eine Inspektion
des Zahnstatus und gegebenenfalls die Sanierung infektioser Quellen gewahrleistet
ist (Schweyen et al. 2017).

Ist eine chirurgische Resektion auf Grund eines schlechten Allgemeinzustandes des
Patienten oder aber eines hohen perioperativen Risikos nicht moéglich, dann wird eine

definitive Strahlentherapie angewandt (Reiser und Bartenstein 2011).
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Oropharynxkarzinome sind weniger HPV-assoziiert (p16 positiv) und weisen somit
auch ein unterschiedliches biologisches Profil und unterschiedliche Sensibilitat
gegenuber Bestrahlung auf (Marur et al. 2010; Lassen et al. 2009).

2.1.6.2.1. Dosis

Eine reine Strahlentherapie wird bei T1/2 NO Karzinomen des Larynx, des Oropharynx
und der Mundhohle angewandt. Die Einzeldosis fir die alleinige primare IMRT betragt
2,0 Gray (Gy) mit einer Gesamtdosis (GRD) von 60 - 70 Gy, bei glottischen
Larynxkarzinomen bei 2,25 Gy bis zu einer GRD von 63 Gy (T1) bzw. 67,5 Gy (T2)
(Honecker et al. 2018).

Eine adjuvante Radiochemotherapie beinhaltet eine Chemotherapie mit Cisplatin oder
Carboplatin sowie 5-Fluoruracil (5-FU). Die Indikation dazu wird bei Tumorinvasion in
das perineurale Gewebe und LymphgefaRe, pT3/4 Tumore, mehr als 2
Lymphknotenmetastasen, Lymphknoten > 30 mm, extrakapsularer Lymphknoten-
infiltration, N2/3, dem Knochen anliegender Tumor, Robins IV und V sowie R1/2
Resektion gestellt. Eine alleinige Radiotherapie wird insbesondere bei Patienten mit
einem Karnofskyindex unter 60 oder weiteren Begleiterkrankungen, durch welche eine
Chemotherapie auf Grund ihrer potentiellen Toxizitat kontraindiziert ist, angewandt.
Sie ist in ihren Ergebnissen der Radiochemotherapie unterlegen. Die IMRT wird dabei
mit einer Einzeldosis von 2 Gy bzw. einer GRD von 60 - 66 Gy im Bereich befallener
Lymphknoten sowie des Tumors durchgefiihrt (Honecker et al. 2018).

Bei fortgeschrittenen, inoperablen Karzinomen kann eine alleinige Radiotherapie bei
vorhandener Kontraindikation gegen eine Chemotherapie angewandt werden. Es wird
nach Maoglichkeit eine hyperfraktionierte Radiotherapie, z.B. mit einem concomitant
boost, angestrebt. In diesem Schema werden das Karzinom sowie die zugehdrigen
ableitenden Lymphwege morgens, das nahere Tumorarreal in sechsstindigem
Abstand nachmittags bestrahlt. Bei kurativem Therapieansatz kommt standardmafig
eine Chemotherapie mit Cisplatin bzw. Carboplatin und 5-FU in Verbindung mit einer
Radiotherapie zum Einsatz. Die adjuvante Therapie beinhaltet lediglich Cisplatin und
eine Radiotherapie. Sollte eine Kontraindikation gegen Platin bestehen wird
stattdessen Mitomycin verwendet. Die GRD betragt im Bereich des Karzinoms und von
befallenen Lymphknoten 66-70 Gy. Nach kompletter Resektion, also RO, werden die
ehemals befallenen Areale mit einer GRD von 60 Gy bestrahlt. Bei extrakapsularer
Ausbreitung oder oben genannten anderen Risikofaktoren wird eine GRD > 60 Gy

angestrebt (Reiser und Bartenstein 2011; Hiddemann 2010; Honecker et al. 2018). Bei
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einer generellen Kontraindikation gegen  Chemotherapeutika ist eine
Radioimmuntherapie mit Cetuximab einer alleinigen Radiotherapie Uberlegen
(Honecker et al. 2018).

Tabelle 10 Therapieprotokoll der priméaren simultanen Radiochemotherapie und der
Radioimmuntherapie

(Honecker et al. 2018)

Protokoll der primaren simultanen Radiochemotherapie bzw. Radioimmuntherapie
1 Cisplatin (mono) 100 mg/m? Tag 1, Wdh. Tag 22 oder 29
2 | Cisplatin 20 mg/m? Tag 1-5, Wdh. Tag 29
5-FU 600 mg/m? Tag 1-5, Wdh. Tag 29
3 | Carboplatin AUC (area under the | Tag 1, Wdh. Tag 29
curve) 5
5-FU 600 mg/m? Tag 1-5, Wdh. Tag 29
4 | Mitomycin 10 mg/m? Tag 1, Wdh. Tag 29
5-FU 600 mg/m? Tag 1-5, Wdh. Tag 29
5 | Cetuximab 400 mg/m? (loading |1 Woche vor Beginn der
dose) Radiotherapie, dann
Fortfihrung mit 250 mg/m?
wochentlich  wahrend der
Radiotherapie
Schema 1-5 in Kombination mit Radiotherapie mit | 35 Fraktionen an Tag 1-47
einer GRD von 70 Gy und einer ED von je 2 Gy

2.1.6.3. Nebenwirkungen
Die Nebenwirkungen lassen sich in akute Frihreaktionen und chronische
Spatreaktionen einteilen. Den Frihreaktionen werden Nebenwirkungen, welche in den
ersten 90 Tagen nach Therapiebeginn auftreten, zugerechnet. Im Umkehrschluss sind
Nebenwirkungen die ab dem 91. Tag auftreten unter den Spatreaktionen
zusammengefasst. Zum Teil resultieren Spatreaktionen aus Friuhreaktionen (Perez et
al. 2013, S. 51-55). Daruber hinaus spielen individuelle Faktoren des Patienten wie
Alter, Allgemeinzustand und weitere Erkrankungen eine Rolle. Insgesamt sind die
Nebenwirkungen der Strahlentherapie von der Dosis der Anwendung, von der
Eindringtiefe und von der Haufigkeit der Strahlenexposition abhangig (Michalowski
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1986). Bei Chemotherapien sind unter anderem die Art der Substanz, die Dosis sowie
die Pharmakokinetik auschlaggebend fur das Ausbilden von Nebenwirkungen. Unter
den Friihreaktionen finden sich gastrointestinale Symptome wie Mukositits, Ubelkeit,
Erbrechen und Diarrhoen sowie myelosuppressive Symptome wie Leukopenie bzw.
Anamie. Eine Mukositis geht mit Schluck- sowie Geschmacksstérungen einher
(Honecker et al. 2018). Vor allem die Bestrahlung begtnstigt Veranderungen an Haut
bzw. Schleimhéuten. Im Gegensatz dazu zeigen sich die Nebenwirkungen einer
systemischen Chemotherapie in Organen, welche sich aul3erhalb des Strahlenfeldes
befinden. Dieser Umstand, dass sich die Nebenwirkungen an unterschiedlichen
Lokalisationen im Organismus manifestieren, erlaubt den simultanen Einsatz zweier
effizienter Therapien. Dadurch ergeben sich jedoch Nebenwirkungen, die sich
gegenseitig verstarken konnen. So begilnstigt eine chemotherapieinduzierte
Neutropenie eine Superinfektion von Schleimhauten, die bereits durch eine
Radiotherapie vorgeschéadigt sind. Eine nebenwirkungsbedingte Therapiepause
reduziert die Wirksamkeit der Radiochemotherapie und folglich die Prognose des
Patienten. Um eine Unterbrechung der Therapie zu vermeiden, ist eine supportive
Behandlung der Nebenwirkungen von enormer Bedeutung. Die Ernahrung des
Patienten mit ausreichend Kalorien sollte bei Bedarf durch die Anlage einer perkutanen
endoskopischen Gastrostomie oder eines Portsystems zur parenteralen Ern&hrung
gewahrleistet werden. Darlber hinaus ist eine Kombination aus lokalen sowie
systemischen Analgetika unerlasslich. Um Infektionen zu verhindern, werden
Antimykotika sowie Antibiotika lokal und systemisch appliziert (Dt. Arztebl 1997 94: A-
3277-3280 [Heft 48]; Honecker et al. 2018; Wendt et al. 1998; Fietkau 2012).

Die Spatreaktionen ergeben sich bei der Strahlentherapie aus dem fibrotischen Umbau
sowie Gefallverengungen des bestrahlten Areals. Daraus resultieren im Kopf- und
Hals-Bereich die Xerostomie, Indurationen im subkutanen Fettgewebe,
Geschmacksstérungen bis hin zum vollstandigen Verlust des Geschmackssinnes,
aber auch Schaden an Knochen und Zéhnen (Skiba-Tatarska et al. 2016; Alvarez-
Camacho et al. 2017). Bei den Chemotherapien fihren bestimmte Substanzen zu
teilweise irreversiblen Schadigungen an den Myokard- und Keimzellen (McGowan et
al. 2017; Kourie und Klastersky 2017). Darunter finden sich Anthrazykline, aber auch
die bei der Therapie des Plattenepithelkarzinoms im Kopf- und Hals-Bereich gangigen
Chemotherapeutika wie Mitomycin C und 5-FU. Fiur die platinhaltigen
Chemotherapeutika sind als Langzeitfolgen v.a. die Nephrotoxizitat sowie Schaden am
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peripheren und zentralen Nervensystem relevant (Koenig und Patel 1970b, 1970a;
Filipski et al. 2009; Waissbluth und Daniel 2013). Zusatzlich zu den Fruhreaktionen
und den Spatreaktionen spielen Nebenwirkungen stochastischer Natur eine Rolle.
Diese ergeben sich aus der erbgutschadigenden Wirkung von ionisierender Strahlung
(Bordini und Taino 2017). Darunter fallen die Neubildung von Karzinomen, aber auch
das Risiko fur Missbildungen der Nachkommen auf Grund von
Keimbahnschadigungen. Dabei ist zu beachten, dass kein Zusammenhang zwischen
der angewandten Dosis und dem resultierenden Schaden besteht, sondern dass die
Anwendung von ionisierender Strahlung unabhangig von der Dosis bereits

erbgutschadigend ist (Perez et al. 2013).

Durch die unterschiedlichen Ansatzpunkte der Radio- sowie der Chemotherapie
ergeben sich Vorteile gegenlber einer Monotherapie. So kdnnen strahlenresistente
Zellen durch die Chemotherapie und umgekehrt chemoresistente Zellen durch die
Radiotherapie erfasst werden. Ein weiterer Effekt ist, dass Chemotherapien wie
Cisplatin und 5-FU die Zellen fur eine Radiotherapie sensitivieren kdnnten (Begg et al.
1986; Kanotra et al. 2011; Lawrence et al. 1997). Daraus ergibt sich die Frage, ob
weitere Agenzien existieren, die die Zellen fur eine Strahlentherapie sensitivieren. Um
Nebenwirkungen im Sinne des Patienten zu vermeiden, konnte die prospektive
Bestimmung von Markern in der histologischen Untersuchung schon im Vorfeld die
Therapieoptionen spezifizieren. Bei einer hohen Strahlensensitivitat wirde priméar eine
Radiatio zum Einsatz kommen. Bei fehlender Strahlensensitivitat der Zellen wére eine
chirurgische Resektion die Therapie der Wahl. Da eine veranderte Expression von
microRNAs bereits in einer Vielzahl von Tumoren festgestellt wurden, konnten diese
einen Ansatzpunkt fir die Bestimmung der Strahlensensitiviat darstellen und demnach

das weitere Therapieregime festlegen.

2.2. microRNA und ihre Bedeutung

2.2.1. Allgemeine biochemische Grundlagen

Jeder héhere Organismus zeichnet sich durch stetige Zellteilung und Differenzierung
in unterschiedlichste Arten von Zellen aus. Dieser komplexe Vorgang erfordert ein
hohes Mal3 an chronologischer als auch oOrtlicher Koordination sowie Regulation einer
groRen Anzahl von Molekilen und Proteinen (Filipowicz et al. 2008; Jevnaker et al.
2011; Harfe et al. 2005; Braun und Gautel 2011; O'Donnell et al. 2005).
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Seit Watson und Crick ist bekannt, dass die Informationen zur Synthese von Proteinen
in der Basenabfolge der DNA gespeichert sind (Watson und Crick 1953). Eben jene
Proteine bilden in aller Regel die von der Zelle benétigten Molekule. Dies bedeutet
wiederum, dass die ordnungsgemaéle Synthese und Faltung der Proteine fur die oben
genannte zeitliche und o6rtliche Koordination und Regulation der Differenzierung von
immenser Bedeutung fur die Zelle sind (Reinhart et al. 2000; Bernstein et al. 2003;
Buchner 2002). Dieser Prozess nimmt mit der sogenannten Transkription im Zellkern
seinen Anfang. Dabei wird die DNA in eine komplementdre mRNA umgeschrieben,
welche die Information, bestehend aus einer Abfolge der Nukleinbasen Adenin,
Guanin, Cytosin und Thymin bzw. Uracil in mRNA Molekulen, aus dem Nucleus in das
Zytoplasma transportiert. Hier sind die Ribosomen lokalisiert, welche den zweiten
Schritt, die Translation, vollziehen. Sie schreiben die Basenabfolge der mRNA in eine
Aminosauresequenz um, aus der sich entweder die Proteine spontan in ihre native
Konfiguration begeben oder sie, ab einer entsprechenden Grof3e, durch spezielle
Faltproteine, Chaperone genannt, in ihre richtige raumliche Struktur Gberfihrt werden
(Buchner 2002) .

Daruiber hinaus kann diese Koordination des Zellstoffwechsels auf unterschiedlichen
Ebenen modifiziert werden. Dazu zahlt die Transkription, hier wird mittels diverser
Transkriptionsfaktoren der Stoffwechsel der Zelle Gber die Genregulation beeinflusst
(Wittenberg und Reed 2005; Bose und Ain 2018). Des Weiteren ist das
Transkriptionsprodukt, also die mRNA als Ziel der posttranskriptionellen Regulation,
z.B. durch microRNAs, zu benennen (Siomi und Siomi 2010; Lewin 1998; Urbanek und
Klotz 2017; Schaefke et al. 2018). Die Translation wird auf ribosomaler Ebene
gesteuert (Yan et al. 2016; Kapur et al. 2017) wahrend Proteine posttranslational
modifiziert werden (Lewin 1998; Xu et al. 2016; Shipston und Tian 2016).

2.2.2. Der Weg zur Entdeckung der microRNA

In den vergangenen 15 Jahren haben sich die Kenntnisse Uber die konventionellen
RNAs mRNA, ribosomale RNA und transfer RNA hinaus stetig erweitert. So
verwundert es nicht, dass bis heute eine beachtliche Anzahl RNA-abhangiger
genregulatorischer Vorgange wie Splicing, RNA Editing, Gene Silencing Uuber
Heterochromatinbildung und RNA Interferenz durch siRNA (short interfering RNA) und
microRNA entdeckt wurden (Wightman et al. 1993; Bernstein und Allis 2005; Laible et
al. 1997; Allshire 2002). Neben ribosomaler RNA und transfer RNA z&hlt man auch

regulatorische RNA zu den nicht-kodierenden RNAs. Diese machen ungeféahr die
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Halfte aller Transkriptionsprodukte aus und setzen sich aus den small RNAs,
microRNA und siRNA sowie small nuclear RNAs und small modulating RNAs
zusammen (Ota et al. 2004).

Erstmalig berichtete Rosalind C. Lee et al. und Wightman et al. 1993 von small RNAs
Im Zusammenhang mit dem lin-4 Gen in C. elegans (Lee und Ambros 2001, Lee et al.
1993). Der Begriff microRNA wurde allerdings erst 2001 gepragt (Lee et al. 1993; Lee
et al. 2004a). Als Genprodukt von lin-4 wurde eine 22 nt und eine 61 nt lange
Nukleotidsequenz nachgewiesen, welche komplementare Basenabfolgen zu der 3'-
UTR von lin-14 mRNA aufweist. Diese Tatsache lie3 den Schluss zu, dass lin-4 die
Translation der lin-14 mMRNA Uber eine antisense RNA-RNA Interaktion reguliert und
somit die Aktivitdit des LIN-14 Proteins posttranskriptionell negativ beeinflusst
(Wightman et al. 1993; Lee et al. 2004a; Lee et al. 1993). Zum damaligen Zeitpunkt
war jedoch noch nicht bekannt, dass es sich bei dem 61 nt langen Molekil um die
precursor microRNA (pre-microRNA) und bei dem 22 nt langen Molekidl um die
microRNA handelte, welche mit der lin-14 mRNA interagiert (Lee et al. 2004a; Lagos-
Quintana et al. 2001).

2.2.3. RNA-Interferenz und die ersten microRNAs

Ein weiterer Meilenstein in der Geschichte der small RNAs war 1998, als der
Mechanismus der RNA-Interferenz, auch RNA-Silencing genannt, entdeckt wurde.
Fire und Mello beschrieben die Interferenz zwischen siRNA und proteinkodierender
MRNA anhand des unc-22 Gens, welches die Muskelstruktur und Funktion in C.
elegans beeinflusst (Fire et al. 1998). Dabei werden aus einer doppelstrangingen RNA
kleinere siRNA Fragmente geschnitten. Durch die Interaktion zwischen absolut
komplementarer siRNA und mRNA wird die selbige gespalten und somit die
Genaktivitat posttranskriptionell reguliert. Acht Jahre spater, 2006, erhielten die beiden
Wissenschaftler fur diese Entdeckung den Nobelpreis fur Physiologie oder Medizin
(Timmons et al. 2003; Montgomery et al. 1998;
http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/2006/).

Im Jahr 2000 wurde eine weitere small RNA in C. elegans identifiziert: let-7, wie lin-4
eine microRNA. Diese RNA koordiniert das zeitliche Zusammenspiel verschiedener
MRNAs in der Entwicklung des oben genannten Nematoden (Reinhart et al. 2000).
Das let-7 Gen kodiert fir eine 21 nt lange RNA, welche komplementar zu den 3 UTR
Bindungsstellen der heterochronischen mRNAs von lin-14, lin-28, lin-41, lin-42 und

daf-12 ist. Das besondere an let-7 und lin-41 ist, dass diese beiden Gene evolutionar
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konserviert sind, das heil3t, sie treten in einer groRen Bandbreite auch in anderen
multizellularen Organismen auf (Wienholds und Plasterk 2005). Dies wurde
mittlerweile fir nahezu alle microRNAs bei verwandten Spezies nachgewiesen. Und
selbst bei weiter entfernten Spezies, zum Beispiel dem oben genannten C. elegans
sind mindestens ein Drittel aller microRNAs homolog zu derer des H. sapiens (Kim und
Nam 2006; Xie et al. 2005). Somit kristallisierte sich heraus, dass das Ph&dnomen der
small RNAs nicht nur auf C. elegans beschrankt war. In den folgenden Jahren wurden
schlie3lich mehr und mehr microRNAs und deren Wirkungsweise in verschiedensten
Organismen und auch dem Menschen beschrieben (Wienholds und Plasterk 2005).
Heute wird angenommen, dass ca. 30 % der menschlichen Gene durch microRNAs
reguliert werden (Lewis et al. 2003).

2.2.4. microRNA Biogenese
Die Biogenese der microRNAs erfolgt in mehreren unterschiedlichen Teilprozessen,
die zu Beginn der Synthese im Nukleus lokalisiert sind und spater im Zytoplasma

ausreifen (Lynam-Lennon et al. 2009).

2.2.4.1. Transkription der DNA der microRNA

Circa 40 % der microRNAs werden aus Exons langer nicht-proteinkodierender
Transkripten oder Introns von kodierenden und nicht-kodierenden Genen prozessiert.
Die Informationen Uber deren Basenabfolge kdnnen prinzipiell aber auf allen
Gentranskripten vorliegen (Rodriguez et al. 2004). Die Mehrzahl der microRNA
Transkriptionen werden durch die RNA-Polymerase Il katalysiert, jedoch wurde
nachgewiesen, dass auch die RNA-Polymerase Il in die Transkription einiger
microRNAs involviert ist (Ozsolak et al. 2008; Lee et al. 2004b).

Als Produkt der RNA-Polymerase Il bzw. RNA-Polymerase Il entsteht ein DNA
Transkript, die sogenannte primary microRNA (pri-microRNA). Strukturell imponiert vor
allem die Schleife (stem-loop), welche sich an einer Seite beim Zusammenlagern des
Einzelstranges zu einem Doppelstrang ausbildet und somit zu der charakteristischen
Haarnadelstruktur fuhrt. Die pri-microRNAs, welche durch die RNA-Polymerase I
katalysiert worden sind, besitzen am 5°-Ende eine Struktur, die sich 7-Methylguanosin-
Kappe nennt. Am 3‘-Ende befindet sich ein Poly-A-Schwanz; diese beiden Strukturen
dienen normalerweise der mRNA die Degradierung durch Exonukleasen im
Zytoplasma zu verhindern, der Effekt dieser untranslationierten Regionen (UTR) bei

microRNAs ist bisher noch nicht abschlieRend geklart worden (Lee et al. 2004b).
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2.2.4.2. Cleavage der pri-microRNA

Der nachste Schritt wird durch ein doppelstrangiges, RNA bindendes Protein namens
DiGeorge critical region 8 (DGCRS8) und Drosha, die aus zwei Endonukleasen RNAsen
[l (RIlIDa und RIIIDb) besteht, eingeleitet. Die Anwesenheit von DGCR8 ist obligat, da
durch selbiges Drosha an die richtige Nukleotidsequenz der pri-microRNA geleitet wird
und ohne DGCRS8 deren Aktivitat kaum noch nachzuweisen ist (Han et al. 2004).
Zusammen mit der pri-miccoRNA bilden diese beiden Proteine den
Mikroprozessorkomplex, welcher aus der pri-microRNA die ungefahr 70 nt lange pre-
microRNA schneidet, indem das 3'-Ende (RIlIDa) und das 5'-Ende (RIlIDb) abgetrennt
werden. Bei diesem Vorgang, Cleavage genannt, bindet Drosha bevorzugt an RNA
Sequenzen, die sich am Ende des Molekils befinden (Zeng et al. 2005).

2.2.4.3. Verlassen der pre-microRNA des Nukleus

Die pre-microRNA verlasst den Nukleus unter Zuhilfenahme eines Proteins namens
Exportin-5 (Exp5), das die pre-microRNA aus dem Zellkern in das Zytoplasma
transportiert (Yi et al. 2003; Poon und Jans 2005). Dabei wurde gezeigt, dass Exp5
auf die pre-microRNA protektiv wirkt, indem es die Degradation von pre-microRNA vor
und moglicherweise auch wahrend des Transports aus dem Nukleus verhindert (Zeng
und Cullen 2004).

Im Zytoplasma angekommen induziert das Ran-GTPase aktivierende Protein (GTP:
Guansointriphosphat) die GTPase Aktivitat von Ran-GTP, wodurch eine Hydrolyse in
Ran-GDP und einen Phosphatrest katalysiert wird. Dieser Vorgang bewirkt, dass sich

die pre-microRNA von Exp5 I6st (Lynam-Lennon et al. 2009; Banerjee et al. 2011).

2.2.4.4. Die zytoplasmatische Reifung der microRNA durch Dicer

Die zytoplasmatische Reifung der microRNAs wird durch das RNase-IlI-Enzym Dicer
komplettiert (Song et al. 2003). Aus der gebundenen pre-microRNA wird nun durch
Dicer ein oder mehrere 22 nt lange doppelstrangige RNA Fragmente geschnitten. Das
doppelstrangige RNA Molekiil besitzt einen 2 nt langen 3‘-Uberhang und muss sich,
um an den RNA induced silencing complex (RISC) zu binden, in eine einzelstrangige
microRNA und eine komplementare microRNA* trennen. Dies funktioniert aber nur
unter Zuhilfenahme des Argonaute 2 (Ago2) Proteins. Ago2 bindet an Dicer Uber
dessen TRBP (human immunodeficiency virus transactivating response RNA-binding
protein) Doméane die entsprechende microRNA. Dabei wird nach der

thermodynamischen Stabilitat der beiden Strange entschieden, welcher in den RISC
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aufgenommen wird. Die Ubrigbleibende microRNA* wird daraufhin durch RISC
degradiert (Chendrimada et al. 2005).

Nukleolus

1.

primiRNA-21

Exp5 @

2(m-“4 TR

premiRNA-21

Abbildung 1 Reifung der microRNA-21

modifiziert nach Gregory et al. sowie Olena et al. (Gregory et al. 2005; Olena und
Patton 2010)

1. Zunéachst als pri-microRNA (primiRNA-21) vorliegend, 2. Processing der pre-
microRNA (premiRNA-21) im Nukleolus, 3. Verlassen des Zellkerns und Bilden des RNA
induced silencing complex

2.2.5. Funktion der microRNA

2.2.5.1. microRNA im RNA induced silencing complex

Beim Processing der microRNA werden Dicer und TARBP2 von Argonaute
Endonukleasen (Agos), wie z.B. EIFC/Agol und EIFC2/Ago2, unterstitzt. Diese
binden an Dicer und TARBP2 und verstarken die Processing-Effizienz und das
Schneiden der microRNAs. Wenn eine vollige Ubereinstimmung zwischen microRNA
und mRNA Sequenz besteht, fuhrt Agol/2 zur Zerstérung der mRNA. Wenn die
Ubereinstimmung nur teilweise besteht wird die Translation inhibiert (Boominathan
2010b). Die Proteine Dicer, Ago2 und TRBP in Zusammenspiel mit der jeweiligen

microRNA bilden den RISC. Dieser Multienzymkomplex kann nun verschiedensten
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Funktionen in der Zelle nachgehen (Chendrimada et al. 2005; Gregory et al. 2005;
Gregory et al. 2004).

2.2.5.2. mRNA Degradation oder mRNA Speicherung in P-Bodies

Die mRNA Degradation bedeutet zunachst das Blockieren durch Abbauen eines
Informationstragers. Dabei bindet die microRNA an das komplementdre mRNA-
Molekul, welche dann durch Ago2 fragmentiert wird. Dabei benétigt der
komplementare Teil keine vollkommene Ubereinstimmung der Basenpaare. Dieser
Prozess spielt sich in den P-Bodies der Zelle ab (Lynam-Lennon et al. 2009; Sen und
Blau 2005).

extrinsicher Weg
z.B. FAS-R (= CD35), TNF-R,
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<::I ILUTR
Ago2
Effektorkaspasen

primiRNA-21

3-UTR
oer sMaDL

Saoe @

(L g

premiRNA-21

Abbildung 2 Einfluss von microRNA auf das Apoptosesystem

modifiziert nach Lodish sowie Boominathan (Lodish 2004, S. 973; Boominathan 2010b)

Besitzt die microRNA zu wenig komplementére Stellen, speichert der RISC Komplex
die Ziel microRNA in P-Bodies, unter Stress konnen die gespeicherten microRNAs
wieder in den Translationszyklus eingeschleust werden. Es ist dabei nicht notwendig,
dass die microRNA perfekt komplementar zur Ziel microRNA ist. Es wird vermutet,
dass hierdurch eine einzige microRNA mehrere Zielgene regulieren kann (Lynam-
Lennon et al. 2009; Breving und Esquela-Kerscher 2010; Cannell et al. 2008; Fabian
et al. 2010; Sen und Blau 2005; Pratt und MacRae 2009).
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2.2.5.3. Inhibition der ribosomalen Translation
Zum anderen unterdriickt RISC die ribosomale Translation der mRNA. Dies geschieht

auf zwei unterschiedlichen Wegen.

Die Initiation der Translation kann einmal durch komplementare microRNA, welche
sich am Ansatzpunkt des Initiationsfaktors anlagert, blockiert werden (Filipowicz et al.
2008; Wakiyama et al. 2007). Zum zweiten kann die komplementare microRNA die
Bindungsstelle der ribosomalen 60 S Untereinheit inhibieren (Chendrimada et al. 2007;
Maroney et al. 2006). Beide Wege fuhren zu einer unterdriickten ribosomalen

Proteinsynthese (Maroney et al. 2006).

2.2.5.4. Gene Silencing durch RISC

Einige RISCs besitzen die Fahigkeit Gene auszuschalten, indem sie Histon-
Methyltransferasen dazu bringen Heterochromatin an dem markierten Genlokus
anzubauen. So gesehen greifen diese RISCs in die Transkription ein und werden
deshalb auch RNA-induced transcriptional silencing complex genannt (Pratt und
MacRae 2009; Verdel et al. 2004; Noma et al. 2004).

2.2.5.5. Regulatorische Eigenschaften

Die Vielfalt der microRNAs wird deutlich, wenn man deren Expressionsmuster naher
betrachtet. Dieses ist abhangig von Gewebe- und Zelltypus sowie dem
Entwicklungsstand der Zelle (Cao et al. 2006; Heindl et al. 2014; Bernstein et al. 2003;
Harfe et al. 2005). Bisher wurden im Menschen unterschiedlichste regulatorische
Eigenschaften der microRNAs beschrieben. So koordinieren sie in der Embryogenese
wichtige Schritte, wie die Ausdifferenzierung von Stammzellen sowie die Ausbildung
von Extremitaten, Muskeln und Organen (Cao et al. 2006; Heindl et al. 2014; Braun
und Gautel 2011; Harfe et al. 2005; Bernstein et al. 2003; Boominathan 2010b).
Daruiber hinaus steuert eine ganze Reihe von microRNAs auch im adulten Organismus
den Zellzyklus mit (Mizoguchi et al. 2012; O'Donnell et al. 2005; Lynam-Lennon et al.
2009; Wan et al. 2011; Ory und Ellisen 2011). Im Immunsystem und bei der Entstehung
von Entzindungen sowie bei der Entwicklung von T-Zellen spielen sie eine
entscheidende Rolle (Bi et al. 2009; Ochs et al. 2011). Auch die Apoptose, das heif3t
sowohl extrinsischer Weg (Typ |) als auch intrinsischer Weg (Typ Il) werden durch
microRNAs moduliert. Zum Beispiel wird eines der zentralen Proteine des intrinsischen

Weges Bcl-2 (b-cell ymphoma 2) durch microRNA-15 und microRNA-16 reguliert. Fur
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den extrinsischen Weg wurde gezeigt, dass microRNAs die Sensitivitdt der Tumor
Necrosis Factor Related Apoptosis Inducing Ligand Kaskade regulieren (Lynam-
Lennon et al. 2009). Hierdurch wird deutlich, dass verdnderte, unphysiologische
Expressionsmuster und Konzentrationen dieser steuernden microRNAs eine geregelte
Apoptose unterbinden kénnen und aus diesen Zellen demnach entartete Zellklone
entstehen konnen. Manche microRNAs werden daher auch als Onkogene bezeichnet.
Andere wiederum unterdricken explizit die Tumorentstehung und werden als
Tumorsuppressoren bezeichnet (Jung et al. 2012). Diese Beobachtung eroffnet grol3e
Moglichkeiten fur die Zukunft. So ist es denkbar, dass Krebsarten nach ihren
microRNA Expressionsmustern eingeteilt werden und auf dieser Basis als
Tumormarker Verwendung finden (Yang et al. 2011; He et al. 2016b; Arantes et al.
2017; Hedback et al. 2014; Chen et al. 2017; Ren et al. 2014). Auch als
Therapiemoglichkeit bei anderen pathologischen Zustédnden wie Herzinfarkt und
neurodegenerative Erkrankungen werden microRNAs diskutiert (Sun et al. 2017,
Fiedler et al. 2011; Ridolfi und Abdel-Haqg 2017; Saraiva et al. 2017). Komplementare
microRNAs, auch si-microRNAs genannt, blockieren spezifisch die entgleiste
microRNA, senken ihre zytoplasmatische Aktivitdt wieder auf ein physiologisches
Niveau und kénnten somit deren regulatorische Aufgabe wieder gewahrleisten (Wang
et al. 2015; Li und Li 2013; Boominathan 2010b).

2.2.5.6. microRNA und DNA - Gegenseitige Steuerung

Epigenetik ist eine vererbbare Verdnderung der Genexpression ohne Veranderung der
Gensequenz. Die beiden wichtigsten Merkmale sind: 1. DNA Methylierung und 2.
Histon Modifizierung (Gomes und Gomez 2008; Wan et al. 2011; Kozaki et al. 2008;
Jackson et al. 2002). MicroRNAs beeinflussen die epigenetischen Mechanismen,
werden aber selbst wiederum durch epigenetische Mechanismen gesteuert. Dabei
wird das Schlusselenzym der DNA Methylierung, die DNA Methyltransferase, als
potenzielles Ziel von microRNAs angenommen (Gomes und Gomez 2008; Kozaki et
al. 2008). DNA Methylierung-Inhibitoren regulieren die Expression mancher
microRNAs hoch. So lasst sich der antikanzerogene Effekt von epigenetischen
Medikamenten erklaren, indem epigenetisch stillgelegte Gene  sowie
tumorsuppressive microRNAs, die onkogene mRNAs runterregulieren, die

Apoptosekasakde wieder aktivieren (Gomes und Gomez 2008; Kozaki et al. 2008).
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2.2.5.7. Einfluss von microRNAs auf die Apoptoseproteine p53, p63 und p73
Die p53 Genfamilie und microRNAs bilden ein komplexes funktionales Netzwerk, in
denen p53 Proteine und microRNAs sich gegenseitig regulieren (Blandino und Moll
2014; Christoffersen et al. 2010; Boominathan 2010b).

Es wurde gezeigt, dass eine Reihe von microRNAs transkriptionelle Ziele von p53 sind.
Sie helfen p53 das Zellwachstum zu arretieren und die Apoptose einzuleiten. Die
Tumorsuppressoren p53, p63 und p73 wirken sowohl als positive als auch als negative
Regulatoren der microRNA Processing Komponenten. Die meisten der microRNAs
werden von p53 uber ihr 3'-UTR kontrolliert. p53, p63 und p73 regulieren die grol3ten
Komponenten wie Drosha-DGCRS8, Dicer-TRBP2 und Argonaute Proteine.
Insbesondere steuern p53, p63 und p73 das Processing von microRNAs, darunter
auch microRNA-21. Es gibt Hinweise darauf, dass p63 und Dicer in reziproker
Beziehung zu einander stehen (Boominathan 2010b).

2.2.5.8. Die p53 Familie: Zusammenarbeit und Konkurrenz in epithelialem Krebs
In den meisten Krebsarten ist eine Mutation oder Deletion von p53 zu beobachten. Im
Gegensatz dazu spielen p63 und p73 individuelle Rollen in tumorspezifischem, aber
auch physiologischem Kontext: p73 fuhrt zu genomischer Stabilitat und vermittelt
Chemosensitivitat, wahrend p63 diese p53 ahnlichen Eigenschaften fehlen und anstatt
dessen Proliferation und Zelliberleben fordert (Ory und Ellisen 2011; Ragos et al.
2018; Moses et al. 2019; Liu et al. 2016; Irwin et al. 2003; Strano und Blandino 2003;
Kajiwara et al. 2018; Soares und Zhou 2018).

Beide Apoptoseproteine, p63 und p73, werden in zwei vorherrschenden Isoformen
exprimiert, welche sich aus einer unterschiedlichen Promotornutzung ergeben. Die
TAp63/TAp73 Isoformen beinhalten eine N-terminale Domane und ahneln am
starksten p53, wahrend die ANp63/ANp73 Isoformen eine verkirzte N-Endung
besitzen. Andere Isoformen von p63 und p73 werden durch alternatives, C-terminales
MRNA Spleil3en gebildet (Ory und Ellisen 2011; Soares und Zhou 2018; Vikhreva et
al. 2018).

TAp63/TAp73 Isoformen vermitteln Uberwiegend transkriptionelle Aktivierung,
wahrend ANp63/ANp73 Isoformen als transkriptionelle Aktivatoren und Repressoren
von verschiedenen transkriptionellen Zielgenen wirken. Unterschiedliche Studien
konnten p53 &hnliche Funktionen von p73 nachweisen, hauptsachlich in Bezug auf die

genomische Stabilitdt sowie die Regulation der Apoptose. Im Gegensatz dazu halt p63
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hauptsachlich die regenerative Proliferation und das Uberleben des Epithels aufrecht
(Strano et al. 2001; Stiewe und Putzer 2001; He et al. 2016a; Su et al. 2012; Le Li et
al. 2018; Ory und Ellisen 2011). Die Apoptoseproteine p63 und p73 zeigen eine
isoformspezifische Expression und Funktion in Karzinomen. In
Plattenepithelkarzinomen und bestimmten Brustkrebsarten ist die vorherrschende p63
Isoform ANp63a, welche sehr eng mit dem Zelliberleben und dem
Adhasionssignalweg verbunden ist, wahrend in demselben Tumor proapoptotische
TAp73 Isoformen tGberwiegen (Rocco et al. 2006; Nekulova et al. 2016; Ory und Ellisen
2011). Es erscheinen multiple funktionelle Interaktionen zwischen diesen beiden
Isoformen, die fur das Fortbestehen des Tumors wichtig sind. Das beinhaltet auch
direkte Interaktionen zwischen p63 und p73 durch ihre homologen Doméanen und
Regulation von gemeinsamen transkriptionellen Zielgenen durch direktes Binden an
den Promotor, was Uber stark homologe DNA Bindungsdoménen vermittelt wird
(Blandino und Dobbelstein 2004). TAp63 und ANp63 sind beides Isoformen des TP63
Gens. TAp63 spielt vor allem in der Apoptoskaskade eine entscheidende Rolle.
Aulerdem wurde gezeigt, dass es einen Einfluss auf die weibliche Keimzellbildung
besitzt. ANp63 wirkt an der Entwicklung der Haut mit und steuert Prozesse in der
adulten Stammzellentwicklung. Das TP63 Gen ist eng mit den anderen
Apoptosegenen TP53 und TP73 verwandt. Es gibt Hinweis, dass sich TP53 und TP73
aus TP63 im Laufe der Evolution entwickelten und dass durch y-Strahlung in der
Meiose arretierte Oozyten eine TAp63 abhangige Apoptose durchlaufen (Blandino und
Moll 2014; Skipper 2007).

In Plattenepithelkarzinomen und dreifach negativem Brustkrebs (triple-negative breast
cancer: fehlende Expression von Ostrogenrezeptoren, Progesteronrezeptoren und
verstarkendem human epidermal growth factor HER2) hangt das Tumorzelliberleben
von der Fahigkeit von ANp63a mit TAp73 zu interagieren und somit die p73 abhangige
Apoptose auler Kraft zu setzen ab. ANp63a bindet auch an einen repressiven
Komplex von p73 regulierten apoptotischen Genpromotoren, die eine zusatzliche
Maoglichkeit der funktionellen p73 Suppression bieten (Rocco et al. 2006; Lu et al. 2011;
Nekulova et al. 2016; Si et al. 2016).

2.2.5.9. microRNA abhéngige Regulation in Karzinomen und die p53 Familie

Verschiedene microRNAs wurden bis jetzt mit der p53 Familie in Verbindung gebracht.
Vor allem microRNA-34a ist ein direktes transkriptionelles Ziel von p53, welches zu
den p53 abhéngigen Funktionen durch Interaktion mit p53 regulierten mMRNAs beitragt
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(Rokhlin et al. 2008; Luan et al. 2010; Hermeking 2010; Kasinski und Slack 2010; Ory
und Ellisen 2011; Christoffersen et al. 2010). Zusatzlich wurde gezeigt, dass mehrere
microRNAs p53 inhibieren, was darauf schlieen lasst, dass diese microRNAs als
tumorproliferative Onkogene wirken (Kumar et al. 2011; Liu et al. 2019; Hermeking
2010; Ory und Ellisen 2011).

TAp63 Isoformen funktionieren in bestimmten Karzinomarten durch Regulation eines
microRNA abhangigen Signalwegs als Metastasensuppressoren. Es wurde aber
mindestens eine microRNA identifiziert, die p63 selbst kontrolliert und die seine Rolle
in der Zellentwicklung moduliert (Lin et al. 2014; Ng et al. 2014; Ory und Ellisen 2011).
Es wurde an einem Profil von Plattenepithelkarzinomen, die ein hohes Mal an ANp63a
exprimieren, gezeigt, dass drei der 10 hochstregulierten microRNAs, microRNA-193a-
5p, -602 und -765 an der p73 3'-UTR angreifen. Jede dieser microRNAs wurde durch
einen p63 Knockdown induziert, was vermuten lasst, dass es einen microRNA
abhangigen p63 Mechanismus gibt um p73 zu aktivieren (Ory et al. 2011; Mamoori et
al. 2018; Ory und Ellisen 2011). Die p73 3-UTR wird direkt durch microRNA-193a
reguliert. Um microRNA-193a zu supprimieren wird p63 und seine Bindesequenz
bendtigt (Ory und Ellisen 2011). Diese Beobachtungen lassen auf eine Signalschleife
schliefen, in der ANp63a microRNA-193a supprimiert und somit die TAp73
Konzentration erhoht, wahrend TAp73 durch seine 3-UTR und microRNA-193a
supprimiert wird (Ory und Ellisen 2011).

normales Epithel - Tumorgenese

/N

- zelluldre Proliferation - Genomstabilitét

- Suppression der ZeIIsenesze.hemosensitivitﬁt

Abbildung 3 Interaktion und Abhéngigkeit zwischen microRNA und den
Apoptoseproteinen p63 und p73

microRNA Level

TAp73, ANp63 mRNA Level

modifiziert nach Ory und Ellisen (Ory und Ellisen 2011)
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2.2.5.9.1. p53 ist ein Regulator des microRNA Processing Komplexes

Unter pyhsiologischen Bedingungen liegt p53 in seiner inaktiven Form vor, somit sind
seine transkriptionellen Ziel mMRNAs kaum exprimiert. Daraus resultiert wiederum die
Stabilisierung von Dicer, was zum Processing der microRNAs fluhrt. Als Antwort auf
eine Stresssituation wird p53 aktiviert und somit unterdrticken die Ziel microRNAs die
Funktion von Dicer (Goeman et al. 2017; Boominathan 2010b). Es gibt Hinweise
darauf, dass Dicer ein transkriptionelles Ziel von p53/p63/p73 ist. Ein bevorzugtes Ziel
ist p63, genauer genommen dessen Sequenz ,CGTG". Die Bindungssequenz von p53
ist ,CATG", allerdings weit weniger praferiert als bei p63 (Boominathan 2010b). p53
reguliert die Expression von Dicer in Karzinomen des Kopf- und Hals-Bereiches durch
seine transkriptionellen Ziel microRNAs: microRNA-192, -215, -29a/b/c, -148, -15/16a,
-206 und -103. Das lasst darauf schlieBen, dass p53/p63/p73 sowohl die
transkriptionelle als auch die post-transkriptionelle Ebene reguliert. Es wurde gezeigt,
dass diese p53 assoziierten microRNAs Wachstumsarretierung und Apoptose
induzieren (Braun et al. 2008; Boominathan 2010b; Lezina et al. 2013; Ma et al. 2013;
Hong et al. 2014). Da der Tumorsuppressor p53 ein negativer Regulator von
Stammzellproliferation und neuprogrammierenden Faktoren (z.B. Nanog, Oct-4, Klf4,
Sox-2, lin-28 und c-Myc) ist, verwundert es nicht, dass er auch als negativer Regulator
von Dicer funktionieren konnte (Lin et al. 2005; Ng et al. 2014; Boominathan 2010b;
Mojsin et al. 2015; Sachdeva et al. 2009). Es wurde gezeigt, dass microRNAs die
Expression der Tumorsuppressoren p53 (microRNA-125a/b) und p63 (microRNA-92,
-21, -302 und -203) inhibieren. Dariiber hinaus kann p53 aber auch die Expression von
microRNA-125b und -22 unterdricken und somit seine eigenen negativen Regulatoren
inhibieren (Zhang et al. 2009a; Le et al. 2009; Okumura et al. 2014; Boominathan
2010b).

2.2.5.9.2. p63 ist ein Regulator des microRNA Processing Komplexes

Zwischen der WW Domane von DGCR8 und der PY Domane von p63 gibt es eine
Sequenzibereinstimmung, die eine Interaktion moglich macht. Auf3erdem wurde noch
gezeigt, dass Drosha durch seine PY Domane mit der WW Doméane von DGCR8
interagiert. Zusammengenommen lassen diese Daten auf folgende Aussagen
schlief3en, zum einen, dass p63 und DGCRS8 eine gemeinsame Interaktionsdoméane
besitzen, zum anderen, dass p63 ein Teil des Microprocessor Komplexes im Nukleus
sein koénnte und dass p63 die Processing Moglichkeit von microRNAs durch DGCR8
beeinflussen kénnte (Zhang et al. 2007; Cimmino et al. 2005).
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2.2.5.9.3. p73 ist ein Regulator des microRNA Processing Komplexes

Das Apoptoseprotein p73 erhdht die Expression von Ago-1/2 und somit auch das
Processing von microRNAs wie let-7 (HMGAZ2, lin-28, EGFR, Kras, c-myc, Bcl-xL),
microRNA-134 (Nanog, LRH1, Oct-4, Collagenase-3, Stromelysin), -130b (ERK2, Fosl
1, TGFBR1, Era, Tcf-4, Collagenase-3, Ago4, Dicer, p63), -214 (EZH2, CTNNB1), -
449a (CDKS®, SirT1, HDAC1, E2F-1), -503 (CCND1, Fosl 1), -181d (ERK2, TGFBR1,
Tcl-1, Era, AID, Bcl-2) und -379 (lin-28) (Schwamborn et al. 2009; Boominathan 2010Db,
2010a; Gonzalez-Cano et al. 2013). Eine Erh6éhung der Expression dieser eben
genannten microRNAs aktiviert Tumor-suppressormechanismen und unterdrickt
somit die epitheliale mesenchymale Transition (EMT epithelial to mesenchymal
transition), die Metastasierung sowie die Krebsstammzellproliferation (Boominathan
2010b). Let-7 und lin-28 (RNA Bindungsprotein) inhibieren gegenseitig ihre
Expression. TAp73/p63/p53 inhibieren tber let-7 die Expression von lin-28, dadurch
konnen sie die microRNA Processing Effizienz regulieren (Boominathan 2010b).
TAp73/p63 erhoht die E-cadherin (negativer Regulator der EMT) Expression, durch
seine Ziel microRNAs (microRNA-192, -215, -145, -203, -200b, -200c, -183, -92a/b, -
132 und -30a-e) supprimiert es ZEB1/2. Dies weist darauf hin, dass TAp73/p63 als
Suppressor von Metastasenbildung wirkt (Schwamborn et al. 2009; Boominathan
2010b; Lu et al. 2015; Ory und Ellisen 2011; Zhang et al. 2012).

2.2.5.9.4. Interaktion von p63/ANp63 mit microRNA-21

p63/ANp63 bindet an Smad5 (intrazellulares Signalprotein von Wachstumsfaktoren)
und reguliert so womdglich die von Smad5 kontrollierte Signalkaskade. Zusatzlich
wurde gezeigt, dass Smad5/1 mit Drosha/p68 interagiert und somit das Processing
der pri-microRNA-21 steuert. Das kdnnte darauf schliel3en lassen, dass ANp63 durch
Bindung an Smad5 die Verbindung zwischen Drosha und pri-microRNAs férdert
(Boominathan 2010b).

Des Weiteren wurde belegt, dass Foxo3a, ein Transkriptionsfaktor, welcher die
Zellteilung sowie das Zellwachstum bremst, die Expression von microRNA-21 inhibiert
und dass p53 die Expression von Foxo3a durch sein transkriptionelles Ziel HDM2
unterdriickt. Daruber hinaus wurde noch gezeigt, dass microRNAs die Foxo
Transkriptionsfaktoren beeinflussen (Li et al. 2017a; Boominathan 2010b). Eine
Schlussfolgerung daraus ist, dass p53/TAp73 die Expression von microRNA-21
induzieren kdnnte. microRNA-21 supprimiert die Expression von TAp63/p53, was ein
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Indiz daflr ist, dass es eine Feedback Schleife zwischen ANp63/p53/TAp63/p73 und
microRNA-21 gibt. Somit kann ANp63 durch Erhéhen der microRNA-21 Expression
die Expression der Tumorsuppressorgene, inklusive TAp63 und p53 unterdricken
(Boominathan 2010b).

2.2.5.9.5. Induzierte Chemoresistenz durch p63/p73 Feed-Forward Regulierung
Cisplatin ist ein Inhibitor von ANp63a und gleichzeitig ein spezifischer Aktivator fur
TAp73 abhangige Transkription und Zelltod. Als Antwort auf Cisplatin induziert TAp73
microRNA-193a (Ory und Ellisen 2011). Das fiihrt dazu, dass die Zelle mit microRNA-
193a si-microRNA eine erhohte Chemosensitivitat aufweist, indem TAp73 abhangige,
apoptotische Gene induziert werden. Dieser Effekt bleibt bei einem TAp73 Knockdown
aus (Ory und Ellisen 2011). Diese Ergebnisse sprechen dafir, dass die Induktion von
microRNA-193a durch p63- und p73-abhangige Effekte von Cisplatin die p73-
abhangige Chemosensitivitdt durch direkte Feedback Inhibition limitieren (Ory und
Ellisen 2011).

2.2.6. microRNA und orale Plattenepithelkarzinome

2.2.6.1. Grunde fur veranderte microRNA Expressionsmuster

Die Gene, welche fur microRNAs kodieren sind haufig auf instabilen Regionen, die im
Zusammenhang mit oralen Plattenepithelkarzinomen stehen, lokalisiert (Wu et al.
2011; Henson et al. 2009). Sie weisen haufig ein veradndertes microRNA
Expressionsmuster auf (Chang et al. 2008). Zum Beispiel liegen microRNA-100 und -
125b auf dem Chromosom 11q und sind durch den Verlust von Chromosomenmaterial
signifikant erniedrigt (Wu et al. 2011; Henson et al. 2009).

Eine verminderte Expression, der fir die microRNA-Genese essentiellen Enzyme
Dicer und RNase Il Endonuclease, fuhrt zu einer Runterregulierung von microRNA in
bestimmten menschlichen Krebszelllinien. Dicer ist ein direktes Ziel der let-7 Familie,
es wurde gezeigt, dass als Folge von reduzierter let-7b tberexprimierter Dicer die
Zellproliferation in oralen Plattenepithelkarzinomen ermdoglichte (Wu et al. 2011,
Bernstein et al. 2003).

2.2.6.2. Die Auswirkung einer erhdhten intrazellularen microRNA Expression

Eine erhdhte Konzentration von microRNA-184 wurde in Zungenkarzinomen gezeigt
(Wong et al. 2008). Diese microRNA wirkt sich anti-apoptotisch und daher proliferativ
aus. Die Inhibition von microRNA-184 fuhrt dazu, dass die intrazellulare c-Myc-

Konzentration fallt. c-Myc ist das Protein des Myc-Gens, welches die Expression von
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Genen durch Bindung an Enhancer Box Sequenzen (E-boxes) und die Aktivierung von

Histon-Acetyltransferasen reguliert (Wu et al. 2011; O'Donnell et al. 2005).

Ebenso zeigt microRNA-24 in oralen Plattenepithelkarzinomen eine erhohte
Expression. Sie bindet direkt an das RNA-bindende Protein DND1 (dead end 1),
welches fur die Apopotoseresistenz und die Proliferation durch Herunterregulieren von
CDKN1B (cyclin-dependent kinaseinhibitor 1B, downstream Gen von DND1)
verantwortlich ist (Wu et al. 2011). Auch fur microRNA-375 wurde gezeigt, dass diese
Uberexprimiert wird. Dies ist im Zusammenhang mit Alkoholkonsum zu beobachten.
Normalerweise unterdriickt microRNA-375 die Zellproliferation und akkumuliert die
Zellen in der sub-G1-Phase der Interphase im Zellzyklus (Wu et al. 2011).

2.2.6.3. Die Auswirkung einer verminderten intrazellularen microRNA
Expression

Die microRNAs -133a, -133b, -137, -193a, -125b und -100 sind in oralen
Plattenepithelkarzinomen runterreguliert. Die Transduktion von pre-microRNA-133a
und -133b in Zellen des Zungenkarzinoms fuhrt zu verminderter Zellproliferation und
vermehrter Apoptose. Mit der Runterregulierung von microRNA-133a und -133b ist
eine erhohte Konzentration der onkogenen PKM2 (pyruvate kinase type M2)
vergesellschaftet. Dies ist ein Hinweis auf Inhibition der PKM2 durch microRNA-133a
und -133b. Ahnlich verhalt es sich mit microRNA-137 und -193a, diese regulieren die
Expression der CDK6 und des E2F6 (E2F transcription factor 6) runter. Als
Konsequenz resultiert ein vermindertes Zellwachstum in oralen
Plattenepithelkarzinomen. Dariber hinaus sind microRNA-125b und -100 als
Tumorsuppressoren beschrieben, welche die Zellproliferation inhibieren. Ebenso sind
microRNA-503 und microRNA-15a im Plattenepithelkarzinom des Kopf- und Hals-
Bereiches herunterreguliert. Physiologisch unterdriicken sie Cyclin D1 und Cyclin E,
was zu einer Inhibition der DNA-Synthese fuhrt (Wu et al. 2011).

2.2.6.4. microRNAs und Metastasierung im Karzinom des Kopf- und Hals-
Bereiches

Eine verminderte Expression von microRNA-138 wund -222 in oralen
Plattenepithelkarzinomen zeigt verstarktes Potenzial zur Metastasierung. MicroRNA-
138 spielt eine Rolle durch Inhibition von RhoC und ROCK2 (Rho associated coiled-
coil containing protein kinase), zwei Schlisselgene des RhoGTPase Signalweges.
Rho Proteine organisieren das Aktin Zytoskelett und regulieren die Zellform und die

Motilitat der Zelle. Die Wiederherstellung eines physiologischen microRNA-138
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Spiegels inhibiert die Expression von RhoC und ROCK2, was dazu fuhrt, dass das
Zytoskelett reorganisiert wird. Die Zellmorphologie normalisiert sich wieder und die
Metastasierung wird unterdriickt (Wu et al. 2011; Jiang et al. 2010).

Die Matrix Metalloproteinase 1 (MMP1) ist in den Umbau der Extrazellularmatrix
involviert, was zu Tumorzellinvasion und -migration fuhrt. MicroRNA-222 verhindert die
Expression von MMP1 direkt, durch Binden an die 3-UTR der MMP1 mRNA und
indirekt, durch Inhibition durch Binden an die 3-UTR der SOD2 mRNA (Manganese
Superoxide Dismutase 2). Als Folge dessen zeigt sich die Unterdrickung von
Metastasierung in  Zungenkarzinomen (Wu et al. 2011). In oralen
Plattenepithelkarzinomen ist die microRNA-21 Expression erhéht und mit den am
weitesten fortgeschrittenen nodalen Metastasen sowie vaskularer Invasion assoziiert
(Wu et al. 2011). In vitro fuhrt das erhohte Expressionsmuster zu verstarkter
Zellproliferation, Migration und gleichzeitige verankerungsunabhéngige Bildung von
Zellkolonien (Wu et al. 2011). HIFs (Hypoxie induzierender Faktor) regulieren viele
Gene, die in die Tumorangiogenese und -metastasierung involviert sind (Kowshik et
al. 2017). In Zellen des Plattenepithelkarzinoms des Kopf- und Hals-Bereiches wurde
gezeigt, dass Uberexprimierte microRNA-31 direkt die Expression von FIH (factor-
inhibiting hypoxia-inducible factor), einem Inhibitor von HIF unterdriickt und die HIF
Kaskade aktiviert (Wu et al. 2011).

2.2.6.5. microRNA-21 und ihre Bedeutung fur die Apoptose

Uber microRNA-21 wurden in den letzten Jahren immer mehr Erkenntnisse gewonnen.
So wurde gezeigt, dass eine Uberexpression von microRNA-21 den PDCD4-Rezeptor,
ein Tumorsuppressorprotein (programmed cell death 4) blockiert und somit die
Apoptose behindert (Reis et al. 2010; Shen et al. 2014; Alder et al. 2012). Dieser
Rezeptor liegt normalerweise wahrend des Apoptosevorgangs uberexprimiert in der
Zelle vor. Wird nun microRNA-21 inhibiert, so wurde gezeigt, dass die Apoptose
daraufhin wieder regelrecht stattfinden kann (Lynam-Lennon et al. 2009). Als weiteres
Ziel von microRNA-21 wurde der Tumorsuppressor Tropomyosin 1 (TPM1)
identifiziert, eine Uberexpression von microRNA-21 blockiert selbigen. Hier wirkt

microRNA-21 als Onkogen (Lynam-Lennon et al. 2009).
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2.2.6.6. Alteriertes Expressionsniveau von microRNA-21 in unterschiedlichen
malignen Karzinomen

2.2.6.6.1. Mammakarzinom

In unterschiedlichsten Karzinomtypen konnte nachgewiesen werden, dass die
Expression von microRNA-21 veréndert ist, z.B. wurde fur das Mammakarzinom eine

reduzierte Expression gezeigt (Zhang et al. 2007).

2.2.6.6.2. Glioblastoma multiforme

Auch in Glioblastomen (Glioblastoma multiforme) fallt die starke Uberexpression von
microRNA-21 (im Gegensatz zum Mammakarzinom) auf. Es gibt Hinweise, dass der
Knockdown von microRNA-21 in kultivierten Glioblastomzellen zur Aktivierung von
Caspasen und somit zum Zelltod fuhrt. Interessanterweise spielt microRNA-21 eine
Rolle in der Chemotherapie. Die Inhibition zeigte eine Sensitivierung fur

Chemotherapeutika bei Gliomen auf (Li et al. 2011).

In einem Vergleich der unterschiedlichen microRNA Expressionsmuster der Cisplatin-
sensitiven TSCC (squamosa cell carcinoma) Zelllinie (Tca8113) und seiner Cisplatin-
resistenten Sublinie (Tca/cisplatin) wurde gezeigt, dass 19 von 480 microRNA
Expressionsmuster zwischen den beiden Zelllinien unterschiedlich waren. Dabei fiel
auf, dass das Expressionsmuster von microRNA-21 in den Tca/cisplatin Zellen
erniedrigt war. Es stellte sich heraus, dass durch Transfektion eines pre-microRNA-21
Plasmids die Resistenz gegenuber Cisplatin abgeschwacht wird. Diese Ergebnisse
lassen darauf schliel3en, dass microRNA-21 die Zelle chemosensitiviert (Wu et al.
2011; Yu et al. 2010).

2.2.6.6.3. Plattenepithelkarzinom des Kopf- und Hals-Bereiches

Die microRNA-21 Expression in Plattenepithelkarzinomzellen des Kopf- und Hals-
Bereiches fallt im Vergleich zu physiologischen Plattenepithelzellen zu hoch aus, das
heil3t, das entsprechende Gen wird tberexprimiert (Wu et al. 2011; Boldrup et al. 2012;
Tseng et al. 2017). Zellen des oralen Plattenepithelkarzinoms weisen oftmals eine
microRNA-21 Uberexpression auf. In Zungenkarzinomen zum Beispiel ist die hohe
Expressionsrate von microRNA-21 mit einer niedrigen Konzentration des
Tumorsuppressors TPM1 und der Phosphatase PTEN (phosphatase tensin
homologue) assoziiert, was zu einer verminderten Apoptoserate fuhrt (Wu et al. 2011,
Ren et al. 2014; Pan et al. 2017). AulRerdem wurde gezeigt, dass es durch die
Inaktivierung von microRNA-21 durch si-microRNA-21 zur Induktion der Apoptose
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kommt und das Wachstum unabhangig von der Verankerung unterdrickt wird. Der
gleiche Effekt wurde durch Unterdriicken von TPM1 durch siRNA erzeugt (Wu et al.
2011).

2.3. Fragestellung

Vor dem Hintergrund der gemachten Ausfihrungen wird die Bedeutung der
microRNAs flir Zellproliferation, Apoptose und dartber hinaus fir die Karzinogenese
deutlich. Durch die unterschiedlichen Ansatzpunkte der Radio- sowie der
Chemotherapie ergeben sich Vorteile gegeniber einer Monotherapie. So kdnnen
strahlenresistente Zellen durch die Chemotherapie und umgekehrt chemoresistente
Zellen durch die Radiotherapie erfasst werden. Ein weiterer Effekt ist, dass
Chemotherapien wie Cisplatin und 5-FU die Zellen fiir eine Radiotherapie sensitivieren
konnen (Begg et al. 1986; Kanotra et al. 2011; Lawrence et al. 1997). Daraus ergibt
sich die Frage, ob weitere Agenzien existieren, die die Zellen fiir eine Strahlentherapie
sensitivieren. Um Nebenwirkungen im Sinne des Patienten zu vermeiden, kénnte die
prospektive Bestimmung von Markern in der histologischen Untersuchung schon im
Vorfeld die Therapieoptionen spezifizieren. Bei einer hohen Strahlensensitivitat wirde
priméar eine Radiatio zum Einsatz kommen. Bei fehlender Strahlensensitivitat der
Zellen ware eine chirurgische Resektion die Therapie der Wahl. Da eine veranderte
Expression von microRNAs bereits in einer Vielzahl von Tumoren festgestellt wurde,
konnte diese einen Ansatzpunkt fur die Bestimmung der Strahlensensitiviat darstellen
und demnach die Optionen fur zukinftige Therapieregime charakterisieren.
Insbesondere microRNA-21 fallt durch ein verandertes Expressionsprofil in einer
Vielzahl von Malignomen sowie einem strahlentherapeutischen Effekt bei anderen
Karzinomen auf (Li et al. 2017b; Zhu et al. 2015; He et al. 2017; Gwak et al. 2012; Li
et al. 2011).

In Hinblick auf einen moglichen Einfluss von microRNA-21 auf die Strahlensensibilitat
bei Karzinomen der Kopf-Hals-Region soll daher im in vitro Ansatz Uberprift werden,
ob y-Strahlen einen Einfluss auf die Expression von microRNA-21 auf Karzinomzellen
der Reihen PCI-1,-13 und -52 sowie SCC-68 hat und das Expressionsprofil mit

Effekten auf Zellviabilitat und Apoptose unter Bestrahlung einhergeht.
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3. Materialien und Methodik
3.1. Materialien

3.1.1. Laborgerate

Brutschrank, Function Line, Thermo | Waltham, USA
Scientific

Gefrierschrank Forma 900 Series, | Waltham, USA
Thermo Scientific

Gene Amp PCR System 2400, Perkin | Waltham, USA

Elmer

Klickzahler, IVO

Villingen-Schwenningen, Deutschland

Kihl- und Gefrierschrank bis -20°C,

Premium NoFrost, Liebherr

Ochsenhausen, Deutschland

Mikroplattenleser, Versa Max microplate

reader tunable, Molecular Devices

Sunnyvale, USA

Mikroskop, Leica DM IL, Leica

Wetzlar, Deutschland

Mikroskop, Leica DM LB, Leica

Wetzlar, Deutschland

Neubauerkammer, Kammerhohe 0,1

mm, Neubauer improved, Marienfeld

Lauda Konigshofen, Deutschland

Personal Computer, IBM

Pipette, Accu jet pro, Brand

Wertheim, Deutschland

Pipette 2, 10, 20, 100, 200, 1000 pl,

Gilson

Middleton, USA

Real Time PCR Gerat, BioRad iCycler
iQ5 Multicolor, BioRad

Hercules, USA

Spektrophotometer, Nano Drop ND-
1000, Peqglab

Erlangen, Deutschland

Stoppuhr, VWR

Darmstadt, Deutschland

Taschenrechner TI-34, Texas

Instruments

Dallas, USA

Vortex Mischer, IKA ms 3 basic

Staufen, Deutschland

Werkbank HERAsafe, Heraeus

Waltham, USA

Zellbestrahlungsgerat Gammacell GC-
2000 mit 3’Cs, Nukleus

Frankfurt, Deutschland

Zentrifuge, Fresco 21; Heraeus

Waltham, USA
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Zentrifuge, Labofuge 400 e, Heraeus Waltham, USA

3.1.2. Software

Bio-Rad iQ5 Optical System Software | Hercules, USA
v2.1

BioTEK Gen5 1.09 Winooski, USA

Nano Drop 1000 Operating Software | Erlangen, Deutschland
v3.8.1

IBM SPSS-Software, Version 23 Armonk, USA

3.1.3. Chemikalien

Aqua ad injectabilia, Braun Melsungen, Deutschland

DMEM, Dulbecco’s modified Eagle | Karlsruhe, Deutschland

medium, Gibco

DPBS, Dulbecco’s Phosphate buffered | Karlsruhe, Deutschland
Saline, Gibco

Ethylendiamintetraacetat (EDTA), Roth | Karlsruhe, Deutschland

Ethanol 70% und 80%, hergestellt aus
Ethanol absolut, AppliChem, und Aqua
ad injectabilia, Braun

Ethanol absolut 100% (EtOH), | Darmstadt, Deutschland
AppliChem

FBS, fetales bovines Serum, Gibco Karlsruhe, Deutschland
L/G, L-Glutamin, Gibco Karlsruhe, Deutschland
Lipofectamin 2000, Invitrogen Karlsruhe, Deutschland

Opti-MEM serumfreies Medium, Gibco Karlsruhe, Deutschland

PSN, Penicillin, Streptomycin, Neomycin, | Karlsruhe, Deutschland
Gibco

Qiazol Lysis Reagens, Qiagen Hilden, Deutschland

RNase freies Wasser, peglab Erlangen, Deutschland

Serumfreies Medium, Opti-Mem, Gibco | Karlsruhe, Deutschland

Trichlormethan = 99%, Roth Karlsruhe, Deutschland

Tris-HCL, Roth Karlsruhe, Deutschland




Trypanblau 0,4% 1:5, Roth

Karlsruhe, Deutschland

Trypsin-EDTA, PAA

Basel, Schweiz

Qiazol Lysis Reagens, Qiagen

Hilden, Deutschland

3.1.4. Verbrauchsmaterial

Einmalschutzhandschuh, = Sempercare

premium, Semperit

Wien, Osterreich

Eppendorfréhrchen, 1,5 ml, Eppendorf

Hamburg, Deutschland

Eppendorfrohrchen und  zugehorige

Deckel, 2 ml, Eppendorf

Hamburg, Deutschland

Kulturflasche 250 ml, Cellstar, Greiner

bio one

Frickenhausen, Deutschland

Labortticher Kimtech Science, Kimberley
Clark

Neenah, USA

Petrischale ¢ 3,5 cm, Nuncatom vy-

Radiation, nunc

Langenselbold, Deutschland

PCR 8er Strips und zugehorige Deckel,
Brand

Wertheim, Deutschland

Pipettenspitze Glas, 5 und 10 ml, Greiner

bio one

Frickenhausen, Deutschland

Pipettenspitze, 1, 2, 10, 20, 100, 200,
1000 ul, Gilson

Middleton, USA

Transferpipette 3 ml, PAS3-00, Gosselin

Borre, Frankreich

Zentrifugenréhrchen, 15, 50 ml, Greiner

Frickenhausen, Deutschland

bio one
3.1.5. Zelllinien
Name Gewebe Herkunft
PCI-1 Plattenepithelkarzinom der | Pittsburgh Cancer
Schleimhaute des Kopf- | Institute; Theresa L.
und Halsbereichs Whiteside, PhD;
Pittsburgh, USA
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PCI-13 Plattenepithelkarzinom der | Pittsburgh Cancer
Schleimhaute des Kopf- | Institute;  Theresa L.
und Halsbereichs Whiteside, PhD;

Pittsburgh, USA

PCI-52 Plattenepithelkarzinom der | Pittsburgh Cancer
Schleimhaute des Kopf- | Institute;  Theresa L.
und Halsbereichs Whiteside, PhD;

Pittsburgh, USA

SCC-68 Plattenepithelkarzinom der | Dana Faber/Harvard
Schleimhaute des Kopf- | Cancer Center; James G.
und Halsbereichs Rheinwald, PhD; Boston,

USA

3.1.6. Oligonukleotide

3.1.6.1. Primer fur microRNA real-time PCR

Hs miR-21 2

5’-UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA-3’

Hs RNU6-2_1

miScript Primer Assay von Qiagen
(exakte Basenabfolge nur dem Hersteller

bekannt)

Hs Scarnal7_1

miScript Primer Assay von Qiagen
(exakte Basenabfolge nur dem Hersteller

bekannt)

3.1.6.2. Oligosequenzen der siRNA fir microRNA-21 Transfektion der Zelllinien

Hs MIR21 1 FlexiTube siRNA

5-TTGAATCTCATGGCAACACCA-3

Hs MIR21 2 FlexiTube siRNA

5-GTCGGGTAGCTTATCAGACTG-3

3.1.7. Fertigsatze (Kits)

Casapase-Glo® 3/7 Assay, Promega

Fitchburg, USA

iTag™ Universal One-Step RT-gPCR
Kit, Bio-Rad

Berkeley, California

miRNeasy Mini Kit, Qiagen

Hilden, Deutschland

miScript SYBR Green PCR Kit, Qiagen

Hilden, Deutschland
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miScript Il RT Kit, Qiagen Hilden, Deutschland

RNeasy Mini Kit, Qiagen Hilden, Deutschland

WST-1 Assay, Roche Applied Science Penzberg, Deutschland

3.2. Methodik

Die microRNA-21 Expression der vier Zelllinien PCI-1, PCI-13, PCI-52 und SCC-68
wurde sowohl ohne als auch nach singularer ,y-Strahlung® mit 6 Gy verglichen.
Mel3zeitpunkte waren Beginn (Stunde Null), sowie 24, 48 und 72 Stunden nach der
Bestrahlung. Hiernach wurde jeweils microRNA-21 isoliert und mittels real time
Polymerasekettenreaktion (gPCR) die Expression ermittelt. Als Referenzgruppe

dienten humane orale Keratinozyten (HOK) mit welchen identisch verfahren wurde.

Parallel zur gPCR wurde die Aktivitat der Apoptose in den Zellen im Caspaseassay
gemessen. Fur PCI-1 und PCI-52 lief zusatzlich als Viabilitatstest ein WST-Assay mit,
der die Aktivitat des Umsatzes von wasserldslichem Tetrazolium in Formazan durch

die Superoxidismutase malf3 (Peskin und Winterbourn 2000).

1. Bestimmung der Ruheexpression von miR-21
2. Bestimmung der Expression nach Radiatio mit 6 Gy

b Gy
. . B Bestimmung der Apoptose im
Bestimmung der Expression mittels gPCR Caspaseasea
zu Beginn, nach 24 h, nach 48 hund 72 h P v
e = 7 Zeitin [h]
miR-21
2 o= o Zeitin [h]
-, L _ Zeitin [h]
PCI1
PCI-13 Bestimmung der Zellviabilitit mittels
PCI-52 WST-Assay (Substratumsatz)
SCC-68

Abbildung 4 Versuchsaufbau zur Bestimmung der microRNA-21 Expression unter Bestrahlung

3.2.1. Zellkultur

In eine 250 ml fassende Kulturflasche wurde jeweils die gewtinschte Konzentration an

Tumorzellen der Linien PCI-1, PCI-13, PCI-52 oder SCC-68 eingesetzt. Das in der

Flasche befindliche Volumen wurde mit Tumormedium (DMEM 1 g Glucose

supplementiert und mit 10 % FBS, 1 % L-Glutamin und 1 % PSN) auf 10 ml aufgefulit.
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Die Flasche wurde in einen Inkubator gegeben, in dem folgende Bedingungen
herrschten: 37 °C, 5 % CO: Fraktion in der mit Wasserdampf gesattigten Inkubatorluft.
Nach 3-4 Tagen erfolgte ein Mediumwechsel bis die Zellen in der Flasche zu ca. 80 %

konfluent waren.

Zellkultur bei 37 °C und CO:2

—

4-5 Tage Inkubationszeit

Abbildung 5 Anzichten der Zellen Uber 5 Tage

3.2.2. Zellkultur aufteilen

Die adhéarenten Zellen befanden sich in einer 250 ml fassenden Kulturflasche, welche
mit 10 ml Tumormedium gefillt war. Das Tumormedium wurde verworfen und die
Flasche mit 10 ml DPBS frei von jeglichem Medium gespdult. Im Anschluss wurde das
DPBS ebenso verworfen und 5 ml Trypsin-EDTA auf die Zellkultur gegeben, um die
Adharenz der Zellen aufzulésen. Trypsin denaturiert die Proteine, welche an der
auBBeren Zellmembran sitzen, EDTA fangt als Chelatkomplex freie Mg2*- und Ca2*-
lonen ein, die aus dem FBS stammen und Trypsin inhibieren wiirden (Dominguez und
Ward 2009). Nach ca. 5 min erfolgte die Kontrolle unter dem Lichtmikroskop, ob alle
Zellen abgelost waren. Die Zugabe von 10 ml Tumormedium stoppte die
Trypsinreaktion. Die 15 ml Suspension wurde abpipettiert und in ein 50 ml
Zentrifugenrohrchen tberfiihrt. Das Réhrchen wurde fur 5 min bei 300 g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet mit 10 ml Tumormedium aufgefiillt und

mit Medium resuspendiert.
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3.2.3. Zellen zahlen und auf Petrischalen verteilen

In einem 1,5 ml Eppendorfer ROhrchen wurde 50 pl Trypanblau mit 50 pl
Zellsuspension gemischt. Davon wurde 20 pl in eine Neubauerkammer pipettiert und
die Zellen unter dem Mikroskop gezahlt. Ausgewertet wurden vier grof3e Eckquadrate,
die sich aus jeweils 16 kleinen Quadraten zusammensetzen. Die Zellzahl wird wie folgt

berechnet:
Gezahlte Zellen x Verdiunnung (Trypanblau) = Zellzahl/ul x 1000 = Zellzahl/ml

Nach Multiplikation der Zellzahl/ml mit der definierten Menge an verwendetem Medium
kann die Gesamtzellzahl ermittelt werden. Die Zellzahl wurde fir die Zeitwerte to, t24,
tas sowie t72 ermittelt und in die entsprechenden Petrischalen Gberfuhrt. Fir to sollten
1 x 1068, far t24 0,5 x 108, fur t4s 0,3 x 10° und flr t72 0,2 x 10° Zellen eingesetzt werden.

Daraufhin wurde jede Petrischale mit Nahrmedium auf ein Volumen von 2 ml aufgefuillt.

3.2.4. Bestrahlung
Die zu bestrahlenden Zellgruppen wurden entweder in 50 ml Falconréhrchen oder in
3,5 cm Petrischalen in die Zellbestrahlungsanlage gesetzt und mit 6 Gy bestrahlt.

6 Gy Gesamtdosis

Abbildung 6 Bestrahlung der Zellen mit 6 Gy y-Strahlung

3.2.5. microRNA Isolation

Die microRNA Isolation erfolgte analog zu den oben genannten Zeitwerten, d.h. am
selben Tag der Zellablésung (so unmittelbar wie mdglich) wurde fir to die microRNA-
21 isoliert. Fur die anderen Zeitwerte wurde die microRNA nach 24, nach 48 sowie

nach 72 Stunden isoliert und entweder eingefroren oder gleich in cDNA
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(complementary DNA) umgeschrieben. Das Protokoll der microRNA Isolation wird in
Folgendem beschrieben (Qiagen 2012; Chatterjea 2013). Zu Beginn wurde das
Nahrmedium verworfen. Es erfolgte die Zugabe von 700 pl Qiazol Lysis Reagens,
welches Guanidiniumthiocyanat enthalt und Durchmischung der Lésung per Pipette.
Ziel war der Zerfall der fluiden Zellmembranen, so dass das Zytosol frei vorliegt, und
die Inaktivierung von RNasen (Chomczynski und Sacchi 1987; Qiagen 2012;
Chatterjea 2013). AnschlieRend erfolgte die Uberfiihrung der Zellbestandteile in ein

1,5 ml Eppendorfer Réhrchen und vortexen desselbigen.

Darauf folgend Uberfuhrte man die Losung in einen QIAShredder, welcher der
Homogenisierung des Lysats diente, und zentrifugierte dieses fur 2 min bei 13.000
min-. Die nachsten 5 min ruhte der QIAShredder bei Raumtemperatur, der Filter wurde
entfernt. Nach Ablauf der Zeit gab man 140 pl Chloroform hinzu und schiittelte das
Rohrchen. Daraufhin ruhte das Rohrchen weitere 2,5 min bei Raumtemperatur, so
dass sich eine Emulsion ergab. Im darauffolgenden Schritt wurde der Inhalt des
Rohrchens in der zuvor auf 4 °C heruntergekiihlten Zentrifuge fur 15 min bei 12.000 g
in drei Phasen unterteilt. In der obersten, farblos wassrigen Phase war die RNA
enthalten, aus welcher nun 350 pl mit einer Pipette enthommen wurden. Dazu wurden
ebenfalls 350 pl 70 % Ethanol gegeben und gevortext (Qiagen 2012; Chatterjea 2013).
Durch das Ethanol wurden die Wasserstoffbrickenbindungen der Proteine und
Nukleinséduren gespalten und hydrophobe Wechselwirkungen aufgehoben (Lottspeich
und Engels 2006; Rehm und Letzel 2010; Yuan et al. 2015). Unmittelbar im Anschluss
wurde die L6sung in eine RNeasy mini spin column pipettiert und fir 15 s bei 10.000
min~ sowie Raumtemperatur zentrifugiert. Der Durchfluss, in dem sich die microRNA
befand, wurde in ein neues Eppendorfer 1,5 ml Réhrchen umpipettiert. In dem
Saulenfilter lag die restliche RNA an eine Silikamembran gebunden vor. In das
Rohrchen mit microRNA fugte man 450 pl 100 % Ethanol hinzu und mischte dieses.
Nun wurde eine RNeasy MinElute spin column mit maximal 700 pl beflllt und
wiederum fir 15 s bei 10.000 min! zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und
die Saule mit der restlichen Lésung nochmals befillt und erneut in die Zentrifuge
gegeben. Daraufhin wurden 500 pl RPE Puffer auf die Saule pipettiert und diese fur
15 s bei 10.000 min? zentrifugiert. Nach Entfernung des Durchflusses aus dem
Rohrchen wurden 500 pl 80 % Ethanol der Saule hinzugesetzt und in der Folge fir 2
min bei 10.0000 mint zentrifugiert. Das R6hrchen wurde samt Durchfluss verworfen

und die Saule der RNeasy MinElute spin column in ein neues 2 ml R6hrchen gesteckt.
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Dieses wurde fur die nachsten 5 min bei 10.000 mint zentrifugiert, um die Saule
vollstandig zu trocknen. Nun wurde die getrocknete S&ule in ein neues 1,5 ml
Rohrchen dberfuhrt und direkt auf die Membran wurden 14 ul RNase freies Wasser
gegeben. Im Anschluss zentrifugierte man das Rohrchen fir 1 min bei 10.000 min-t
und hatte jetzt in den 14 ul die microRNA vorliegen. Zur Lagerung wurde diese bei -20
°C tiefgefroren (Chatterjea 2013; Qiagen 2012).

3.2.6. Isolieren von mRNA

Die ersten Verfahrensschritte zur Isolation von mRNA und microRNA waren, da es
sich bei beiden Molekulen um RNA handelt, identisch. Unter dem Punkt ,microRNA
Isolation” sind die wesentlichen Arbeitsschritte aufgelistet. Sobald die RNA an der
Silikamembran der RNeasy mini spin column gebunden war, wurde der Filter in ein
neues 1,5 ml fassendes Rohrchen gesetzt und es wurden 700 ul des Puffers RWT auf
die Membran pipettiert. Daraufhin zentrifugierte man das Réhrchen samt Filter fur 15
s bei 10.000 min-t. Der Durchfluss wurde verworfen, ohne dass er die Silikamembran
nochmals berthrte. Im nachsten Schritt wurden 500 yl RPE Puffer auf den Filter
gegeben. Das Rohrchen wurde wiederum fir 15 s bei 10.000 mint zentrifugiert und
der Durchfluss verworfen. Dieser Vorgang wurde ein weiteres Mal wiederholt und
daraufhin wurden das Eluat und das Rohrchen verworfen. Nun wurde zum letzten Mal
500 ul RPE Puffer auf den Filter in einem neuen 2 ml Réhrchen pipettiert und selbiges
fir 1 min bei 13.000 mint und offenem Deckel zentrifugiert. Der Durchfluss wurde
abermals verworfen. Dieses dreimalige Waschen und Zentrifugieren diente dazu, die
RNA von Salzen und Proteinen zu reinigen. Im letzten Schritt setzte man die RNeasy
mini spin column in ein neues 1,5 ml Réhrchen, gab 40 yl RNase freies Wasser auf
die Silikamembran und zentrifugierte fir 1 min bei 10.000 min-t. Im Eluat befand sich
die aufgereinigte RNA (Chatterjea 2013; Qiagen 2012).

3.2.7. Konzentrationsbestimmung Nukleinsauren

Die Konzentration und Reinheit von mRNA und microRNA wurde mit dem NanoDrop
ND-1000  Spektrophotometer  bestimmit. Ribonukleinsauren haben ihr
Absorptionsmaximum bei 260 nm. Eine zusatzliche Messung der Absorption bei 280
nm (Detektion von Proteinen) und bei 230 nm (Detektion organischer Substanzen)
ermoglichte eine Aussage uber die Reinheit der Probe. Die Quantifizierung von mRNA

und microRNA wurde mittels gPCR durchgeftihrt.
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3.2.8. Reverse Transkription

3.2.8.1. Reverse Transkription der microRNA

Die reverse Transkription der zuvor isolierten microRNA erfolgte mit dem miScript
Reverse Transcription Kit der Firma Qiagen. Der Ansatz fiur ein R6hrchen umfasste 20
ul und setzte sich wie folgt zusammen: 4 pl miScript RT Puffer, in dem sich Mg?*,
Desoxyribonukleosidtriphosphate (ANTP) und Primer (die Sequenz der Primer ist auf
Grund von Patentrechten nur der Firma Qiagen bekannt) befanden, 1 ul miScript
Reverse Transkriptase Mix, 11 yl RNase freies Wasser und 4 ul microRNA. Zu Beginn
wurde ein 1,5 ml Réhrchen auf Eis mit Puffer und RNase freiem Wasser beflllt. Die
microRNA, die ebenfalls auf Eis gelagert war, wurde in ein 200 ul fassendes Rdhrchen
pipettiert. Zuletzt figte man dem 1,5 ml Réhrchen die Transkriptase hinzu und
durchmischte diese Losung. Da Transkriptase bei Raumtemperatur instabil ist, musste
dieser Schritt unbedingt zuletzt vorgenommen werden. Dies ergab einen Mastermix,
welcher der microRNA hinzu pipettiert wurde, so dass sich insgesamt in dem Rohrchen
20 pl Volumen befanden. Dabei wurde der Ansatz im ersten Schritt fir 60 min bei 37
°C inkubiert. Der zweite Schritt, in dem fur 5 weitere Minuten bei 95 °C inkubiert wurde,
diente dazu die Transkriptase zu inaktivieren. Die auf diesem Wege synthetisierte
cDNA wurde entweder bei -20 °C eingefroren oder aber unverzuglich fir die PCR
aufbereitet (Qiagen 2011a).

3.2.8.2. Reverse Transkription der mRNA

Fur das Umschreiben der mRNA in cDNA wurde das iScript™ cDNA Synthesis Kit der
Firma Bio-Rad verwendet. Um den Mastermix anzusetzen wurden 4 pl des iScript
reaction mix, 1 ul iScript reverse transciptase, RNase freies Wasser und 50 ng isolierte
RNA benotigt. Die Menge an RNase freiem Wasser war durch die Menge an
eingesetzter RNA determiniert. Das Endvolumen pro 200 ul Réhrchen betrug 20 pl
RNase freies Wasser. Die reverse Transkriptase wurde zuletzt hinzugegeben, da sie
thermolabil ist. Der Algorithmus fir das Gerat Gene Amp PCR System 2400 wurde
folgendermal3en programmiert: 5 min Inkubation bei 25°C, 30 min bei 42°C und zuletzt
5 min bei 85°C. Die so gewonnene cDNA wurde bei -20°C eingefroren (Bio-Rad

Laboratories Inc.).

3.2.9. Quantitative real-time PCR von microRNA und mRNA

3.2.9.1. PCR der microRNA
Um die qPCR durchzufiihren, wurden folgende Produkte der Firma Qiagen verwendet:
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1. miScript SYBR® Green PCR Kit, bestehend aus:

- HotStarTag® DNA Polymerase

- QuantiTect SYBR Green PCR Puffer

- dNTP Mix, beinhaltet dUTP

- SYBR Green |, zur Detektion von microRNA; SYBR Green | ist ein
Cyaninfarbstoff, der an doppelstrangige DNA, aber auch an einzelstrangige
DNA sowie RNA binden kann. Er emittiert griines und absorbiert blaues
Licht (Zipper et al. 2004; Mackay 2002)

- ROX, 6-Carboxyl-X-Rhodamin, ein fluoriszierender Farbstoff, welcher der
PCR als Referenz dient

- 5mM MgCl2

- 10x miScript Universal Primer; auf Grund von Patentrechten ist die Sequenz
des Universal Primers nur der Firma Qiagen bekannt

- RNase freies Wasser

2. 3 verschiedene miScript Primer Assays, die Sequenzen sind im Materialienteil
aufgelistet
- Hs_miR-21_2 miScript Primer Assay
- Hs_RNUG6-2_1 miScript Primer Assay
- Hs_SCARNA17_1 miScript Primer Assay

Zu Beginn mussten die Primer Hs_miR-21_2, Hs_RNU6-2_1 und Hs_SCARNA17 1
mit Tris-EDTA, pH 8,0, angesetzt und auf Eis gelegt werden. Fir die PCR wurde eine
96-well Platte verwendet. Pro well mischte man 12,5 ul 2x QantiTect SYBR Green
PCR Master Mix, 2,5 yl 10x miScript Universal Primer, 2,5 uyl 10x miScript Primer
Assay (entweder miScript Primer Assay Hs_miR-21_ 2, miScript Primer Assay
Hs_RNUG6-2_1 oder miScript Primer Assay Hs SCARNA17_1) und 6,5 ul RNase freies
Wasser. Daraufhin pipettierte man 63 wells (7 verschiedene Zeitwerte x 3 x 3
unterschiedliche Primer) mit jeweils 1 ul der entsprechenden cDNA in Tripletts in die
96 well Platte. Im Anschluss wurde jedes well mit 24 ul des oben aufgelisteten
Reaktionsgemisches befiillt. Diese Arbeit wurde durchgehend auf einer Kiihlung durch
Eis durchgefihrt.
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Abbildung 7 96 well plate mit cDNA
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Abbildung 8 Schematische Darstellung der 96 well plate fiir eine qPCR der microRNA-
21 Expression
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Der real-time Cycler wurde nach dem im Handbuch vorgegebenen Schema
programmiert. Zuerst steigt die Temperatur fir 15 min auf 95°C. Dieser Zyklus 1 dient
dazu die HotStarTag DNA Polymerase zu aktivieren. Diesem initialen Prozedere folgt
Zyklus 2 mit 3 Schritten, die 40x wiederholt werden. Der erste Schritt dient der
Denaturierung der cDNA Strange, daftr wird die Temperatur fur 15 s bei 94°C
gehalten. An die einzelstrangige cDNA kdnnen nun als nachstes die Primer binden.
Dieser Vorgang, Annealing genannt, findet fir 30 s bei 55°C statt. Im letzten Schritt,
der Elongation, erfolgt die Anlagerung der komplementaren Basen an die Primer. An
die entstandene doppelstrangige DNA kdnnen nun die Fluoreszenzfarbstoffe (SYBR
Green) binden und gemessen werden.Dazu verbleibt die Temperatur fir 30 s bei 70°C
(Qiagen 2014, 2011b). Zuletzt wird eine Schmelzkurvenanalyse zum

Spezifitatsnachweis der Primer durchgefuhrt.

3.2.9.2. PCR der mRNA

Folgende Materialien wurden fur die gqPCR verwendet:

iIQ™ SYBR Green Supermix
forward Primer (die jeweiligen Sequenzen finden sich im Materialienteil wieder)
reverse Primer (die jeweiligen Sequenzen finden sich im Materialienteil wieder)

RNase freies Wasser

o bk 0N PE

cDNA des zu untersuchenden Gens

In dem iQ™ SYBR Green Supermix waren eine iTaq DNA Polymerase, dNTP, MgCl,,
SYBR® Green | Farbstoff und Fluoreszin enthalten.

Zu Beginn setzte man eine 96-well Platte auf Eis um eine durchgehende Kihlung zu
gewahrleisten. Die Beladung der PCR-Platte erfolgte in Tripletts. Die Expression der
Gene wurde zu den verschiedenen Zeitpunkten to, tz4, tas sowie trz, bestrahlt und

unbestrahlt, untersucht. Als interne Kontrolle war Aktin vorgesehen.

Der Cycler wurde so programmiert, dass im ersten Zyklus die Temperatur auf 95°C fr
5 min anstieg. In Zyklus 2 wurde die Temperatur fir 40 s bei 95°C gehalten, daraufhin
sank die Temperatur weitere 40 s auf 58°C, um daraufhin ftr 20 s bei 72°C den
komplementaren Strang zu synthetisieren. Zyklus 2 wurde 40 mal wiederholt, danach
begann der dritte und letzte Zyklus. Hierbei wurde die DNA durch stete

Temperaturerhdhung denaturiert. Daraus resultierte eine Anderung in der
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Fluoreszenzaktivitat. Diese wurde detektiert und daraus die Schmelzkurve abgeleitet.
Langere, spezifische doppelstrangige DNA Fragmente besitzen einen hdheren
Schmelzpunkt als kurze, unspezifische Primerdimere. Die Schmelzkurve stellt die
Spezifizitat der PCR-Reaktion dar (Wienken et al. 2011; Ririe et al. 1997; Ansevin et
al. 1976).

3.2.10. Caspase 3/7 Assay

Der Caspase Assay ist ein Zellviabilitatsverfahren und dient dazu die Aktivitat der
Caspasen 3 und 7 luminometrisch zu bestimmen. Dies wird dadurch erreicht, dass
man die Zellen vor der Messung mit DEVD behandelt. DEVD steht im
Einbuchstabencode fir die Aminosadurensequenz Asp-Glu-Val-Asp. Diese Abfolge
findet sich auch in der Poly-ADP-Ribose-Polymerase 1 und ist Angriffspunkt fr
Caspase 3 und 7. An DEVD ist ein Fluoreszenzfarbstoff gebunden, der durch die
Spaltung freigesetzt wird. Dabei verhélt sich die Lumineszenz proportional zu der
Caspaseaktivitat (Poreba et al. 2013; Garcia-Calvo et al. 1999).

Die Durchfuhrung erfolgte weitestgehend nach dem Protokoll des Herstellers
Promega. Die Zellen der Linien PCI-1, PCI-13, PCI-52 und SCC-68 wurden auf eine
96-well Platte verteilt. Fur die Messpunkte 0, 24, 48 und 72 Stunden wurde jeweils eine
96-well Platte vorbereitet. Darauf befanden sich, je nach Versuchsaufbau, sowohl
unbestrahlte als auch bestrahlte Zellen oder transfizierte, bestrahlte und nur bestrahlte
Zellen. Fur jede Gruppe wurden 6 zentrale wells beflllt, die au3eren wells wurden auf
Grund der Verdunstung mit PBS, die restlichen ungenutzten wells mit Nahrmedium
beflllt. Zu Beginn wurde die Caspaseldsung angesetzt, dazu uberfiihrte man den
Inhalt des Caspase-Glo® 3/7 Puffers in die Flasche mit dem Caspase-Glo® 3/7
Substrat. Daraufhin lieR man eine 96-well Platte und die angesetzte Lésung auf
Raumtemperatur erwarmen. Mit einer Multipipette flllte man 75 pl/well der
Caspaseldsung ein, so dass sich ein Volumenverhéltnis von 1:1 einstellte. Der
Platteninhalt wurde fir 30 s bei 500 min* durchmischt und dann fir 30 min bei
Raumtemperatur ruhen gelassen. Nach der Ruhephase wurde die Platte in das
Luminometer Synergy HT eingesetzt und ausgelesen (Promega Caspase-Glo 3/7
Assay Technical Bulletin #TB323).

3.2.11. WST-1 Assay
Der WST-1 Assay (water soluble tetrazolium) ist wie der Caspase Assay ein
Zellviabilitatsverfahren. Im Gegensatz dazu wird allerdings nicht die Apoptoserate

erfasst, sondern die Aktivitat der intrazellularen Atmungskette. Gesunde Zellen setzen
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uber die, in der inneren Mitochondrienmembran lokalisierte, Succinat:Ubichinon-
Oxidoreduktase (besser bekannt als Komplex Il der Atmungskette) das Salz von
Tetrazoliumchlorid (=WST) um. Durch den Elektroneniibertrag der Redoxreaktion
entsteht Formazan und die Farbe schlagt von schwach rot nach dunkelrot um. Ein
Spektralphotometer detektiert diesen Farbumschlag bei einer Wellenlange von 420 nm
- 480 nm (Peskin und Winterbourn 2000).

Die Durchfiihrung erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers Roche. Eine 96-well
Platte wurde mit 100 ul Zellsuspension a 20.000 Zellen und 10 yl WST-1 pro well
befullt, so dass sich ein 10:1 Verhaltnis einstellte. Auf einer Platte befanden sich
transfizierte bestrahlte und nur bestrahlte Zellen, welche fir den angestrebten
Zeitraum bei 37°C und 5% CO:2 inkubiert wurden. Die Absorption wurde nach 1, 6, 24
und zuletzt nach 48 Stunden gemessen. Nach der gewiinschten Zeit mischte man die
Zellsuspension grundlich fur 1 min und malfl} die Absorption gegen einen
Kontrollversuch, der als Referenz diente (Roche Cell Proliferation Reagent WST-1
2011).

3.2.12. Transfektion

Ziel der Transfektion war in diesem Fall, microRNA-21 zu inhibieren und die
Auswirkung auf bestimmte intramembranére, zytosolische und mitochondriale
Proteine zu untersuchen. Dazu wurden 2 unterschiedliche siRNAs, HS MIR21 1
FlexiTube siRNA und HS_MIR21_2 FlexiTube siRNA, der Firma Qiagen verwendet.
Die Sequenzen sind im Materialienteil aufgelistet. Durch die Verwendung zweier
unterschiedlicher siRNAs sollte die Erfolgswahrscheinlichkeit der Transfektion erhéht
werden. Zusatzlich bendtigte man eine Substanz, welche die antagonistische RNA in
die Zelle schleuste. Dazu wurde in diesem Fall Lipofectamin® 2000 verwendet.
Lipofectamin besteht aus positiv geladenen Lipiden, die mit negativ geladenen
Nukleinséduren eine Bindung eingehen. In hydrophiler Umgebung bildet Lipofectamin
Liposomen aus, die mit ihrer positiv geladenen Oberflachenmembran an die negativ
geladene Plasmamembran von Zellen binden kann. Dadurch gelangen die

gebundenen Nukleinsauren in das Zytoplasama und den Nucleus.

Zu Beginn des Transfektionsversuch mussten die beiden siRNAs mit serumfreiem
Medium, hier Opti-Mem®, angesetzt werden. 10 pmol siRNA enstprachen 1 pl, fur
einen Transfektionsdurchgang bendtigte man 3 pl der jeweiligen siRNA. Es wurden
zwei Ansatze vorbereitet, der erste beinhaltete die siRNAs und setzte sich wie folgt

zusammen: 3 yl von HS_MIR21_1, 3 pyl von HS_MIR21_2 sowie 244 ul serumfreies
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Medium. In dem zweiten Ansatz befanden sich 5 ul Lipofectamin und 245 ul
serumfreies Medium, dieser benttigte 5 min Einwirkzeit. Daraufhin gab man den
ersten und den zweiten Ansatz zusammen und liel3 den neuen Ansatz fir 20 min bei
Raumtemperatur ruhen. Pro Petrischale erhielt man also 500 ul Transfektionsansatz,

die unmittelbar auf diese verteilt wurden (Invitrogen 2013).

Funf Tage vor dem gewiinschten Transfektionsversuch verteilte man die Zellen nach
dem in 3.2.3. aufgefihrten Schema auf Petrischalen. Pro Petrischale wurden 12.000
(PCI-1, PCI-13) oder 18.000 (PCI-52, SCC-68) Zellen eingesetzt. Das Gesamtvolumen
an Nahrmedium betrug 2 ml. Fir den Kontrolllauf und die transfizierte Gruppe wurden
jeweils 2 nicht zu bestrahlende Petrischalen, sowie fur die Zeitwerte 24, 48 und 72
Stunden jeweils 2 zu bestrahlende Petrischalen angesetzt. Hatten die Zellen nach 5
Tagen die gewtinschte Konfluenz erreicht, wurden die zu bestrahlenden Zellen in den
y-Strahler gesetzt und mit 6 Gy bestrahlt. Das Nahrmedium wurde verworfen und die
Petrischalen wurden mit 1,5 ml Nahrmedium fur die Kontrolllinie sowie mit 1 ml
Nahrmedium fir die zu transfizierenden Zellen wieder aufgefillt. In die Petrischalen
der zu transfizierenden Zellen gab man die, wie oben beschrieben, angesetzten 500
pI Transfektionsgemisch, so dass auch hier das Gesamtvolumen 1,5 ml betrug. Bis auf
die Kontrollen, mit denen unmittelbar weitergearbeitet wurde, stellte man die restlichen
Petrischalen bis zu ihrem Bestimmungszeitpunkt (24, 48, und 72 Stunden) in den
Brutschrank bei 37°C und 5% CO:2. Die PCR Laufe der transfizierten Zellen bestanden
aus folgendem Beladungsmuster: short interference vor Bestrahlung (kurz sivB),
si24hnB (=24 Stunden nach Bestrahlung), si48hnB, si72hnB; KvB (K=Kontrolle),
K24hnB, K48hnB, K72hnB. Als interne Kontrolle wurde wiederum Aktin und zusatzlich

RLP5 verwendet (Bio-Rad Laboratories Inc.).
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Fur den Caspaseassay mussten die Zellen nach der Bestrahlung abgeldst und auf

eine 96 well Platte verteilt werden.

1. Bestimmung der Ruheexpression von miR-21

Transfektion von siRNA Bestrahlung mit 6 Gy 2. Bestimmung der Expression nach Radiatio mit 6 Gy
%
Bestimmung der Apoptose im
Bestimmung der Expression mittels gPCR Caspaseassay
nach 24 h, 48 hund 72 h
’ S
e s om Zeitin [h]
miR-21
e = o Zeitin [h]
Zeitin [h]
W1ssn @ m
PCI-1
PCI-13
PCI-52 Bestimmung der Zellviabilitat mittels
SCC-68 WST-Assay (Substratumsatz)

Abbildung 9 Transfektion von siRNA, Bestimmung der Caspaseaktivitat der transfizierten Zellen

3.2.13. Statistische Analyse

Zur Durchfihrung des statistischen Verfahrens wurde die Software SPSS Version 23
verwendet. Zur Uberpriifung eines mdglichen Einflusses von microRNA-21 auf die
Zellviabilitat und die Caspaseexpression unter singuléarer Bestrahlung wurde eine
lineare Regressionsanalyse sowie eine unifaktorielle ANOVA durchgefuhrt. Zur
Ermittlung der Residuen wurden Quantil-Quantil-Diagramme erstellt. In der
deskriptiven Analyse wurde das Programm BioRad 5.0 zur Erstellung von
Balkendiagrammen verwendet. Fur stetige Variablen wurden Minimum, Maximum, der
Median sowie die Standardabweichung bestimmt. Die statistische Analyse der
Ergebnisse erfolgte in Betreuung des Institutes fir medizinische Biometrie,
Epidemiologie und Informatik Klinik der Gutenberg-Universitat Mainz unter Leitung von
Frau Prof. Dr. M. Blettner.
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4. Ergebnisse

4.1. Expression von microRNA-21 in den Zellreihen PCI-1, -13, -52, SCC-68 ohne
Bestrahlung

Mittels gPCR der Zellreihen PCI-1, -13, -52 und SCC-68 wurde zunéchst die
Expression von microRNA-21 ohne Inhibition analysiert. In den folgenden
Balkendiagrammen ist daher die Expression von microRNA-21 uber 72 Stunden
dargestellt. Als Vergleich dient die Expression in humanen oralen Keratinozyten
(HOK). Es fallt auf, dass die verschiedenen Karzinomzellen keiner eindeutigen
Tendenz folgen und auch die beiden Anséatze der gleichen Zelllinie eine
unterschiedliche Expression aufweisen. Es kann weder ein Anstieg noch ein Abfall der
Expression innerhalb des Beobachtungszeitraums festgestellt werden (Abb. 12-15).
Im Unterschied zu den Karzinomzellen PCI-1, -13, -52 und SCC-68 féllt dagegen in
der HOK Zelllinie das microRNA-21 Expressionsniveau tber 72 Stunden deutlich ab
(HOK ub, Abb. 20).
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Abbildung 10 Expression von microRNA-21 in PCI-1
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Abbildung 12 Expression von microRNA-21 in PCI-52
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Abbildung 13 Expression von microRNA-21 in SCC-68

ub: unbestrahlt

4.2. Expression von microRNA-21 in den Zellreihen PCI-1, -13, -52, SCC-68 unter
Bestrahlung

Die zeitgleiche Durchfiihrung der gPCR der Expression von microRNA-21 in den
Zellreihen PCI-1, -13, -52, SCC-68 sowie HOK nach singulérer y-Strahlung mit 6 Gy
zeigte dagegen in allen Zelllinien einen Abfall der Expression nach 72 Stunden.
Lediglich die Expression der Zellreihe PCI-52 zeigte nach 48h ein inhomogenes
Ergebnis. Wahrend im ersten Ansatz Gruppe PCI-52.1 zunachst ein Anstieg nach 48
Stunden und dann wiederum ein Abfall nach 72 Stunden der Expression zu
verzeichnen ist, zeigte sich in der zweiten Gruppe PCI-52.2 ein kontinuierlicher Abfall

der Expression uber 72 Stunden.
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Abbildung 14 Expression von microRNA-21 in PCI-1 mit Applikation von ionisierender Strahlung

bes: bestrahlt
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Abbildung 15 Expression von microRNA-21 in PCI-13 mit Applikation von ionisierender Strahlung

bes: bestrahlt
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Abbildung 16 Expression von microRNA-21 in PCI-52 mit Applikation von ionisierender Strahlung

bes: bestrahlt
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Abbildung 17 Expression von microRNA-21 in SCC-68 mit Applikation von ionisierender Strahlung

bes: bestrahlt
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Abbildung 18 Expression von microRNA-21 in HOK ohne Applikation von ionisierender Strahlung
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Abbildung 19 Expression von microRNA-21 in HOK mit Applikation von ionisierender Strahlung
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4.3. Caspaseaktivitat mit und ohne Bestrahlung

Im Folgeansatz wurde der Frage nachgegangen, ob die microRNA-21 Expression mit
der Bestrahlungssensitivitat der Karzinomzellen korreliert. Hierzu wurde in einem
ersten Schritt das Expressionsprofil der beiden zentralen Apoptosemarker Caspase 3
und Caspase 7 untersucht und in einem Parallelansatz die Zellviabilitdt per WST-1

Test Uberpraft.

Es wurde daher die Caspase 3 und 7 Aktivitat sowohl der unbestrahlten als auch der
bestrahlten Zellen der Reihen PCI-1, PCI-13, PCI-52 und SCC-68 uber 72 Stunden
untersucht. Als Kontrollgruppe wurde derselbe Ansatz fir HOK gewahlt.

Im folgenden Boxplot zeigt sich, dass die Caspaseaktivitat in der bestrahlten
Zellgruppe durchweg hoher ist als in der unbestrahlten Gruppe. Lediglich die humanen
oralen Keratinozyten zeigen keinen grof3en Effekt durch die Bestrahlung.
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Abbildung 20 Caspaseaktivitat der Karzinomzellen PCI-1, -13, -52 und SCC-68 mit/ohne Applikation
von ionisierender Strahlung
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4.3.1. Caspaseaktivitat der Zellreihe PCI-1 mit und ohne Bestrahlung

Betrachtet man nun die zugehérigen Caspaseassays von PCI-1, so zeigt sich, dass in
PCI-1 die Aktivitait der Caspasen uber 72 Stunden ansteigt. Dies gilt fur die
unbestrahlte sowie die bestrahlte Zellgruppe. Vergleicht man nun die unbestrahlten mit
den bestrahlten Zellen, weisen letztere eine deutlich héhere Caspaseaktivitat tber den

Beobachtungszeitraum auf.
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Abbildung 21 Caspaseaktivitat in PCI-1 mit/ohne Applikation ionisierender Strahlung

ub: unbestrahlt; bes: bestrahlt
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4.3.2. Caspaseaktivitat der Zellreihe PCI-13 mit und ohne Bestrahlung

Auch in den Zellen der PCI-13 Reihe zeigt sich ein Anstieg der Caspaseaktivitat tber
72 Stunden in der unbestrahlten sowie der bestrahlten Gruppe. Zunéchst lasst sich
nach 24 Stunden fur die unbestrahlten sowie die bestrahlten Zellen eine nahezu
gleichbleibende Aktivitat feststellen. Dies &ndert sich nach 48 Stunden, die
Caspaseaktivitat steigt an. Nach weiteren 25 Stunden zeigt sich dieser Effekt in
verstarktem Mal3e, mit einer ca. doppelt so hohen Caspaseexpression im Vergleich zu

den unbestrahlten Zellen.
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Abbildung 22 Caspaseaktivitat in PCI-13 mit/ohne Applikation ionisierender Strahlung

ub: unbestrahlt; bes: bestrahlt
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4.3.3. Caspaseaktivitat der Zellreihe PCI-52 mit und ohne Bestrahlung
Betrachtet man die Caspaseaktivitat der Zellreihe PCI-52, steigen die unbestrahlten
sowie die bestrahlten Werte tGber 72 Stunden an. Auch hier fallt auf, dass die
bestrahlten Zellen eine deutlich erhdhte Caspaseaktivitat im Vergleich zu den
unbestrahlten Zellen aufweisen.
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Abbildung 23 Caspaseaktivitat in PCI-52 mit/ohne Applikation ionisierender Strahlung

ub: unbestrahlt; bes: bestrahlt
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4.3.4. Caspaseaktivitat der Zellreihe SCC-68 mit und ohne Bestrahlung

Wie in allen zuvor gezeigten Caspaseaktivitdten zeigt auch die Zellreihe SCC-68 ein
entsprechendes Muster. Die Caspaseaktvitat steigt in beiden Gruppen, bestrahlt und
unbestrahlt, tber 72 Stunden deutlich an. Vergleicht man nun die beiden Gruppen,
bestrahlt und unbestrahlt, wird erneut gezeigt, dass die bestrahlte Gruppe einen
starkeren Anstieg der Caspaseaktivitat verzeichnet.
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Abbildung 24 Caspaseaktivitat in SCC-68 mit/ohne Applikation ionisierender Strahlung

ub: unbestrahlt; bes: bestrahlt
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4.3.5. Caspaseaktivitat der humanen oralen Keratinozyten mit und ohne
Bestrahlung

In den humanen oralen Keratinozyten lasst sich bezlglich der Caspaseaktivitat im
Vergleich zu den Karzinomzellen grundsatzlich eine deutlich verminderte Aktivitat
feststellen. Auffallig ist der deutliche Unterschied zwischen den unbestrahlten und den
bestrahlten Keratinozyten nach 24 Stunden. Hier lagen deutlich héhere Werte in der
unbestrahlten Gruppe vor, deren Aktivitat nach 72 Stunden abfiel, wahrend nach 48
Stunden bis 72 Stunden die bestrahlte Gruppe in der Caspaseaktivitat jeweils tber der
unbestrahlten Gruppe lag. Unter der Annahme, dass microRNA-21 einen
Apoptoseschutz insbesondere unter Bestrahlung vermittelt, misste es nach
Transfektion mit inhibierender si-microRNA-21 wiederum zu einem Anstieg der
Caspasen kommen. Daher erfolgte der zuvor durchgefuhrte Ansatz in den Zelllinien
PCI-1 und PCI-52 jeweils mit einem Normalansatz und einem Transfektionsansatz.
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Abbildung 25 Caspaseaktivitat in HOK mit/ohne Applikation ionisierender Strahlung

ub: unbestrahlt; bes: bestrahlt
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4.4. Caspaseaktivitat mit und ohne Bestrahlung in transfizierten Zellen

4.4.1. Caspaseaktivitat der Zellreihe PCI-1 mit und ohne Bestrahlung in
transfizierten und nicht-transfizierten Zellen

Die Aktivitat der Caspasen 3 und 7 steigt Uber den Zeitraum von 72 Stunden in allen
Gruppen an. Wahrend nach 72 Stunden der Caspasewert der bestrahlten nicht-
transfizierten Kontrolle nur wenig Uber dem 24 Stunden Wert liegt, kommt es im
Transfektionsansatz zu einem deutlichen Anstieg nach 72 Stunden. Hierdurch kann in
PCI-1 der anti-apoptotische Einfluss von microRNA-21 unter Bestrahlung durch si-
Transfektion antagonisiert werden. Der Einfluss wird insbesondere nach 72 Stunden
an der Gruppe ohne Bestrahlung deutlich. Hier ist der Unterschied zwischen

transfizierter und nicht-transfizierter Gruppe vernachlassigbar.
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Abbildung 26 Caspaseaktivitat in transfizierter PCI-1 mit/ohne Applikation von ionisierender Strahlung

si oB: transfizierte, unbestrahlte Zellen; K oB: nicht-transfizierte, unbestrahlte Zellen; si nach B:
transfizierte, bestrahlte Zellen; K nach B: nicht-transfizierte, bestrahlte Zellen
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4.4.2. Caspaseaktivitat der Zellreihe PCI-52 mit und ohne Bestrahlung in
transfizierten und nicht-transfizierten Zellen

Ein ganzlich anderes Bild zeigt sich fur die Zelllinie PCI-52. Hier unterscheidet sich in
beiden Gruppen die Caspaseaktivitat nach 24 Stunden nicht, liegt aber im Vergleich
zu PCI-1 deutlich hoher. Die Kontrollgruppe ohne Bestrahlung verandert sich nicht
erheblich nach 72 Stunden gegenuber dem 24 Stunden und dem 48 Stunden Wert.
Demgegenuber zeigt sich im Kontrollansatz nach 72 Stunden gegenuber dem 24
Stunden Wert mehr als eine Verdopplung. Eine Transfektion mit si-microRNA-21 fuhrt
sowohl mit und ohne Bestrahlung zu keinem Anstieg der Caspaseaktivitat gegentuber
der nicht-transfizierten Gruppe und erreicht das Aktivitdtsniveau der Kontrolle ohne
Bestrahlung in allen Zeitpunkten. Somit kann in der Zelllinie PCI-52 kein microRNA-21

vermittelter Apoptoseschutz durch si-microRNA-21 antagonisiert werden.
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Abbildung 27 Caspaseaktivitat in transfizierter PCI-52 mit/ohne Applikation von ionisierender
Strahlung

si oB: transfizierte, unbestrahlte Zellen; K oB: nicht-transfizierte, unbestrahlte Zellen; si nach B:
transfizierte, bestrahlte Zellen; K nach B: nicht-transfizierte, bestrahlte Zellen
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Neben einer Apoptose-assoziierten Strahlentherapieresistenz interessierte zusatzlich
auch der Einfluss auf die Zellviabilitat. Hierdurch kann zum einen der Zusammenhang
mit einem durch Apoptose vermittelten biologischen Schutz der Zelle Gberprift, zum
anderen jedoch auch Hinweise auf andere Resistenzmechanismen gegeniber der
Strahlentherapie aufgedeckt werden. Die zuvor im Knockdown-Ansatz untersuchten
Zelllinien PCI-1 und PCI-52 wurden daher auch fur den Zellviabilitatstest mit und ohne

Bestrahlung jeweils als Normal- und Transfektionsansatz (si-microRNA-21) tberpruft.

4.5. Zellviabilitat mit und ohne Bestrahlung in transfizierten Zellen

4.5.1. Zellviabilitat der Zellreihe PCI-1 mit und ohne Bestrahlung in transfizierten
und nicht-transfizierten Zellen

Beobachtet man nun die Zellviabilitat in PCI-1 mittels WST-1 Assay, so zeigt sich, dass
die Aktivitat der mitochondrialen Succinat-Tetrazolium Dehydrogenase in der
Kontrollgruppe ohne Bestrahlung, der Kontrollgruppe mit Bestrahlung, der
transfizierten Gruppe ohne Bestrahlung sowie in der transfizierten Gruppe mit
Bestrahlung annéhernd identisch ist. Im Verlauf Gber 72 Stunden steigt die Aktivitat in
allen Gruppen an. In PCI-1 unterscheidet sich jedoch die transfizierte, unbestrahlte
Gruppe von den anderen und der Anstieg liegt deutlich Uber dem der anderen
Gruppen. Hieraus kann man ableiten, dass die Antagonisierung des microRNA-21
vermittelten Apoptoseschutzes durch si-microRNA-21 wie zuvor im Caspasemodell
gezeigt, sich nicht signifikant auf die Zellviabilitat unter Bestrahlung niederschlagt. Ein
therapeutischer Effekt einer Antagonisierung ware in dieser Zelllinie somit unter
Bestrahlung nicht zu erwarten. Gleichzeitig scheint microRNA-21 in PCI-1 aber einen
deutlichen Einfluss auf die Zellviabilitat unter physiologischen Bedingungen zu haben,
denn abseits einer Caspase vermittelten Apoptose kommt es nach Inhibition von
microRNA-21 ohne Bestrahlung bereits nach 4 Stunden zu einer deutlich héheren
Viabilitat gegenuber allen anderen Gruppen. Ein Effekt, der in unserem Ansatz nach

48 Stunden sein Maximum erreichte und nach 72 Stunden noch nachweisbar watr.
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Abbildung 28 WST-1, Zellviabilitat in transfizierter PCI-1

KoB: nicht-transfizierte, unbestrahlte Zellen; Kbes: nicht-transfizierte, bestrahlte Zellen; si o0B:

transfizierte, unbestrahlte Zellen; si bes: transfizierte, bestrahlte Zellen
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4.5.2. Zellviabilitat der Zellreihe PCI-52 mit und ohne Bestrahlung in
transfizierten und nicht-transfizierten Zellen

Die folgende Darstellung der WST-1 Aktivitat transfizierter PCI-52 Zellen zeigt, wie sich
die Zellviabilitat innerhalb von 48 Stunden unter Bestrahlung sowie ohne Bestrahlung
entwickelt. Im Verlauf tber 48 Stunden kommt es zu keinen deutlichen Unterschieden
in der Zellviabilitat zwischen den transfizierten und den nicht-transfizierten Gruppen.
Ein Einfluss der deutlich erhohten Caspase-Aktivitat nach 48 Stunden in der Kontrolle
nach Bestrahlung wirkt sich auch in PCI-52 nicht gleichgerichtet auf die Zellviabilitat
aus. Der Einfluss auf die Zellviabilitat durch si-microRNA-21 ist in PCI-52 in beiden
Gruppen ahnlich.
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Abbildung 29 WST-1, Zellviabilitat in transfizierter PCI-52

KoB: nicht-transfizierte, unbestrahlte Zellen; Kbes: nicht-transfizierte, bestrahlte Zellen; si o0B:

transfizierte, unbestrahlte Zellen; si bes: transfizierte, bestrahlte Zellen
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4.6. Einflussfaktoren auf die Apoptose

In der Auswertung der Daten ergab sich eine Heteroskedastizitdt. Daher wurde zum
Nachweis einer mdglichen Abhangigkeit von microRNA-21 auf die Apoptoserate
zunachst der Datensatz mittels Logarithmisierung transformiert (Angleichen der
Varianz, Homoskedastizitat, s.0.) und daraufhin eine lineare Regression der Daten
durchgefiihrt. Von der linearen Regression wurde erneut eine unifaktorielle ANOVA
erstellt. Betrachtet man jedoch die Signifikanz, dann zeigt sich, dass in der

unifaktoriellen Varianzanalyse die Regression signifikant ist (p=0,000, <0,05).

Das heil3t, die Uberpruften Variablen ,Zeit", ,Bestrahlung®, ,Zelllinie“ sowie ,microRNA-
21 Expression haben einen Einfluss auf die Apoptose. In der Folge sollte daher
Uberpruft werden, ob microRNA-21 tatsachlich einen signifikanten Einfluss auf die
Apoptose besitzt oder andere Einflussgrof3en fir die erhohte Caspaseaktivitat
verantwortlich sind.

Tabelle 11 Logarithmisierte Apoptose

Koeffizienten?2

Nicht standardisierte | Standardisierte
Koeffizienten Koeffizienten
Modell B Standardfehler |Beta t Sig.
1 (Konstante) | 7,962 ,825 9,646 |,000
Expression |-,774 ,462 -,195 -1,677 |,096
Gruppe , 126 274 ,043 ,459 ,647
Zeit ,009 ,008 ,127 1,147 |,254

a. Abhéangige Variable: Log_Apoptose
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Tabelle 12 Unifaktorielle ANOVA der linearen Regression

ANOVA=
Mittel der

Modell Quadratsumme |df Quadrate F Sig.

1 Regression 980523913,649 |4 245130978,412 |11,317(,000P
Residuum 2490949611,942 1115 |21660431,408
Gesamtsumme |3471473525,592 |119

2 Regression 979575324,134 |3 326525108,045 |15,200(,000¢
Residuum 2491898201,457 |116 |21481881,047
Gesamtsumme |3471473525,592 |119

a. Abhangige Variable: Apoptose

b. Pradiktoren: (Konstante), Zelltyp, Zeit, Gruppe

c. Pradiktoren: (Konstante), Zelltyp, Zeit, Gruppe

, Expression
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4.6.1. Einflussfaktor Zeit auf die Apoptose

Es wurden daher Kofaktoren des Experiments untersucht. Von den einzelnen
unabhéngigen Variablen hat die Zeit ber 72 Stunden gemessen die groldte Signifikanz
bezuglich des Einflusses auf die Apoptose (p=0,000, p<0,05).

4.6.2. Einflussfaktor Bestrahlung auf die Apoptose
An zweiter Stelle steht der erwartbare Einflussfaktor ,Bestrahlung®, mit einem
signifikanten Einfluss auf die Apoptose. Der p-Wert fur die Signifikanz liegt bei 0,007

und damit deutlich unter der festgelegten Obergrenze von p<0,05.

4.6.3. Einflussfaktor Zelltyp auf die Apoptose

Im Gegensatz zu den vorbenannten Faktoren hatte der Zelltyp im vorliegenden Modell
keinen signifikanten Einfluss auf die Apoptose. Der p-Wert liegt mit 0,103 deutlich tber
der Grundbedingung p<0,05.

4.6.4. Einflussfaktor microRNA-21 Expression auf die Apoptose

Wie aus der deskriptiven Beschreibung von Caspase-Assay und Viabilitatstest
abgeleitet, bestatigt sich fur die microRNA-21 Expression die Vermutung, dass sie im
vorliegenden in vitro Modell keinen signifikanten Einfluss auf die Apoptose hat. Das
Signifikanzniveau ist mit p=0,835 deutlich Gber p<0,05. Die Nullhypothese, dass die
microRNA-21 Expression keinen Einfluss auf die Apoptose hat, kann nicht verworfen

werden.
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Tabelle 13 Signifikanz der EinflussgroRen auf die Caspaseaktivitat

Koeffizienten?
Nicht standardisierte | Standardisierte
Koeffizienten Koeffizienten
Modell B Standardfehler |Beta t Sig.
1 (Konstante) |-2800,566 |3160,442 -,886 |[,377
Expression |-351,835 |1681,255 -,024 -,209 |[,835
Gruppe 2533,404 920,870 ,236 2,751 |,007
Zeit 119,223 28,190 ,434 4,229 |(,000
Zelltyp 27,857 16,936 ,143 1,645 |,103
2 (Konstante) ]-3405,958 |1267,385 -2,687 |,008
Gruppe 2607,683 846,205 ,242 3,082 |,003
Zeit 122,993 21,591 ,448 5,696 |,000
Zelltyp 29,329 15,342 150 1,912 {,058

a. Abhangige Variable: Apoptose
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5. Diskussion

MicroRNAs zeigen je nach Gewebetyp und Entwicklungsstadium der Zelle
unterschiedliche Expressionsmuster. Kommt es dartiber hinaus zu einer Minder- oder
Uberexpression abseits der physiologischen Expression, kann dies ein Hinweis auf
eine karzinogene Mutation der Zelle sein (Erson et al. 2011). Studien konnten belegen,
dass ein verandertes microRNA Expressionsmuster in malignen Zellen die Fahigkeit
zur Proliferation und Metastasierung erhoht. Im Fall von microRNA-21 konnte unter
anderem das Tumorsuppressorgen Tropomyosin 1 (TPM1) als Ziel identifiziert
werden, wobei eine Uberexpression von microRNA-21 dieses blockiert und hierdurch
als Onkogen in Erscheinung tritt (Lynam-Lennon et al. 2009). MicroRNA-21 wurde
ebenfalls in einer Reihe von ,medium-scale” und ,high-scale“ Experimenten, die die
Dysregulation von verschiedenen microRNAs in Malignomen zum Ziel hatten, als
bedeutender Treffer (,best hit“) identifiziert und es wird vermutet, dass es daher
frihzeitig als charakteristisches Merkmal einer malignen Zelle auftritt (Krichevsky und
Gabriely 2009). Die Uberexpression von microRNA-21 wurde zuerst am malignen
Lymphom entdeckt, konnte inzwischen jedoch neben Larynxkarzinomen auch fir eine
Vielzahl von malignen Tumoren wie dem Glioblastoma multiforme, Brustkrebs,
Kolonkarzinomen und dem Zervixkarzinom beschrieben werden (Calin und Croce
2006; Chan et al. 2005; O'Day und Lal 2010; Si et al. 2007; Lu et al. 2008; Yao und
Lin 2012) und charakterisieren bei Uberexpression oftmals ein Kollektiv mit schlechter
Prognose, wie zum Beispiel bei Patienten mit Mammakarzinom (Anastasov et al. 2012)

aber auch beim Kopf-Hals-Karzinom (Arantes et al. 2017).

Die Ursache liegt im veranderten microRNA-Expressionsmuster, welches
insbesondere die Resistenz gegentber Chemotherapeutika (z.B. Cisplastin) und
ionisierender Strahlung beeinflusst (Vahabi et al. 2019; Henson et al. 2009; Jiang et
al. 2010; Cannell et al. 2008; Cowland et al. 2007). Fir microRNA-21 wurde z.B.
gezeigt, dass eine Uberexpression dieser microRNA zum einen den PDCD4-Rezeptor
(programmed cell death 4), ein Tumorsuppressorprotein, blockiert und die Apoptose
behindert (Reis et al. 2010; Shen et al. 2014; Alder et al. 2012). Der supprimierende
Einfluss von microRNA-21 auf die Apoptose konnte dariiber hinaus bei Inhibition von
microRNA-21 wieder aufgehoben werden und die Apoptose fand physiologisch wieder

statt (Lynam-Lennon et al. 2009).

Da Patienten mit fortgeschrittenen Mundh6hlenkarzinomen in der Regel durch einen
multidisziplindren Ansatz therapiert werden und hierbei oftmals eine Strahlen-
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beziehungsweise eine Radiochemotherapie angewandt wird, deren Hauptwirkung
Uber die Apoptose erfolgt, ist der Einfluss von microRNA-21 auf die Apoptose unter
klinischen Gesichtspunkten interessant. Insbesondere fur das Glioblastoma
multiforme konnte gezeigt werden, dass microRNA-21 auf eine Vielzahl von Apoptose-

relevanten Signalwegen einen Einfluss ausibt (Papagiannakopoulos et al. 2008).

Vor dem Hintergrund der zuvor genannten Arbeiten und der Tatsache, dass der
Therapieerfolg einer Radiochemotherapie unter anderem von der tumoralen Resistenz
gegenuber der eingesetzten Substanzen und der Bestrahlung abhangt, konnte
microRNA-21 auch fur das Mundhohlenkarzinom ein Patientenkollektiv
charakterisieren, das weniger sensitiv fir eine Radiochemotherapie ist (Paleri et al.
2005; Honecker et al. 2018). Ein Screening-Vorschlag im Sinne der Liquid-Biopsie zur
Stratifizierung von Patienten wurde bereits fur das Mammakarzinom formuliert
(Anasasov 2012).

Die vorliegende Arbeit mochte daher einen Beitrag leisten, die Expression von
microRNA-21 in Karzinomzelllinien des Kopf-Hals-Bereiches zu charakterisieren und
hat in einem weiteren Schritt den Einfluss von microRNA-21 auf die
Bestrahlungssensibilitdit im Knockdown-Ansatz untersucht. Die Wahl zur
Untersuchung von microRNA-21 beim Mundhdhlenkarzinom wurde von
Untersuchungen von Yu et al. und He et al. abgeleitet, die unabhangig voneinander
bei Karzinomen des Kopf- und Hals-Bereiches eine Uberexpression von microRNA-21
fanden (Yu et al. 2009; He et al. 2017). Hierdurch sind prospektiv zum einen in der
Diagnostik Ansatze denkbar, die Patienten mit resistenten bzw. strahlensensiblen
Tumoren detektieren (diagnostischer Wert), zum anderen kann im therapeutischen
Ansatz durch Inhibition der microRNA-21 Expression eine Uberwindung dieser
Escape-Mechanismen versucht werden, wie es von Javanmardi et al. in einem Review
als Therapieziel formuliert wurde (Javanmardi et al. 2017). Die klinische Wirksamkeit
einer microRNA-21 Inhibition mit Erhéhung der Strahlensensibilitdt konnte zudem flr

das Nasopharynxkarzinom bereits aufgezeigt werden (Zhu et al. 2015).

Es wurde daher zunadchst die Hypothese Uuberprift, ob microRNA-21 bei den
untersuchten Zelllinien regelmafRig Uberexprimiert wird. Hierzu erfolgte die
Bestimmung sowohl im unbestrahlten als auch bestrahlten Zustand gegeniiber der
humanen Keratinozytenzelllinie HOK. Bei den von uns untersuchten Zelllinien PCI-1,
PCI-13, PCI-52 und SCC-68 konnte sowohl ohne als auch unter Bestrahlung

gegeniiber HOK keine signifkante Uberexpression aufgezeigt werden. Dies steht im
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deutlichen Gegensatz zu anderen Arbeiten von Yu et al, die eine regelmaRige
Uberexpression von microRNA-21 und microRNA-106 im Tumorgewebe gegeniiber
benachbartem gesunden Gewebe in Probebiopsien nachweisen konnten (Yu et al.
2014). Insbesondere maRig und schlecht differenzierte Larynxkarzinome (G2 und G3)
zeigten signifikant erhthte Expressionslevel von microRNA-21 gegeniber gut
differenzierten Karzinomen, Leukoplakien und laryngealem Normalgewebe (Yu et al.
2014). Eine Erklarung hierfir konnte in dem zur Untersuchung herangezogenen
Untersuchungsmaterial liegen. In Studien mit deutlichem Nachweis einer
Uberexpression von microRNA-21 wurden insbesondere paraffinierte Tumorblocke
herangezogen (Yu et al. 2014; Gombos et al. 2013; Arantes et al. 2017; Hedbéack et
al. 2014). In diesen Untersuchungen wurde neben einer Expression im Tumor selbst
auBerdem eine deutliche Erhohung der microRNA-21 Expression im tumorésen
Stroma und den TumorgefalRen gefunden (Hedback et al. 2014). Der Einfluss einer
Expression in Stroma und Blutgefal3en kann jedoch im Zellkulturversuch nicht
reprasentativ abgebildet werden. Zukinftig sind 3D Zellkulturen anwendbar, um den
in vivo Bedingungen einen Schritt ndher zu kommen, diese stehen aber aktuell noch
nicht als Basisprinzip zur Verfiigung (Chaicharoenaudomrung et al. 2019; Zeilinger et
al. 2016). Die Tatsache einer frihzeitigen Expression im tumoralen Gefaf3system
macht microRNA-21 jedoch auch fir diagnostische Zwecke interessant, da es
ebenfalls durch ,high throughput highly sensitive arrays® im Serum detekiert werden
kann (Tachibana et al. 2016).

Da durch microRNA-21 beim Glioblastom der Einfluss auf verschiedene Pfade der
Apoptose gezeigt werden konnte, interessierte in der vorliegenden Arbeit auch der
Einfluss der Bestrahlung auf die microRNA-21 Expression in den verschiedenen
Zelllinien. Unter Bestrahlung fiel die Expression von microRNA-21 in den Zellreihen
PCI-1, -13 und SCC-68 unter Bestrahlung ab, wahrend die Zelllinie PCI-52 sich
inhomogen prasentierte. In vergleichbaren Arbeiten zur microRNA-21 Expression bei
Patienten mit Kopf-Hals-Karzinomen wurde, neben grundsatzlich immer méglichen
technischen Fehlern bei der Durchfuihrung der PCR, ebenfalls die Inhomogenitat von
microRNA-Expressionsprofilen in der PCR und im Microarray aufgezeigt und deutet
auf verschiedene Phanotypen des jeweiligen Tumors hin (Arantes et al. 2017). Dies
kann wie beim Plattenepithelkarzinom der Kopf-Hals-Region zur pratherapeutischen

Charakterisierung von Patienten mit gutem Gesamtuberleben (geringe microRNA-21
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Expression) und schlechtem Gesamtiberleben (hohe microRNA-21 Expression)
fuhren (Arantes et al. 2017).

Gerade bei fortgeschrittenen Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region stellt die
Bestrahlung einen Hauptpfeiler der Therapie dar und ihre Wirkung wird durch
Apoptoseinduktion vermittelt (Steel 1997; Hall 2000). Da die Caspasen 3 und 7
zentrale Vermittler der Apoptose in einer Zelle sind (Galluzzi et al. 2016; Kurokawa
und Kornbluth 2009; Lamkanfi et al. 2007), steigt ihre Aktivitat mit zunehmender
Induktion der Apoptose an und kann per Caspaseassay detektiert werden. Der daher
grundséatzlich erwartbare Anstieg der Caspaseaktivitat der bestrahlten Zellreihen
konnte fur alle Karzinomzellreihen PCI-1, -13, -52 und SCC-68 im Ergebnisteil gezeigt
werden. Es wurde daher im Folgeansatz der Einfluss von microRNA-21 auf die
apoptoserelevanten Caspasen 3 und 7 sowie die Zellviabilitat untersucht. Bei erhéhter
Strahlensensibiliat ware der Anstieg von Caspase 3 und 7 erwartbar mit einer
abnehmenden Zellviabiliat vergesellschaftet. Bei erhdhter Strahlenresistenz einer
Zelllinie misste diese durch Inhibition von microRNA-21 wieder abnehmen, bei
gleichzeitig ansteigenden Parametern von Caspase 3 und 7 sowie einer abnehmenden
Zellviabilitat. Betrachtet man die vorliegenden Ergebnisse der PCR-Analysen der
microRNA-21 Expression in PCI-1,- 13, -52 und SCC-68 unter y-Strahlung (Abb. 12 —
19) sowie die Ergebnisse dieser Zellreihen im Caspaseassay (Abb. 21 - 25), so lasst
sich zunachst ein grundsatzlich anti-apoptotischer Effekt einer erhéhten microRNA-21
Expression und konsekutiv verminderter Caspaseaktivitdit unter Bestrahlung
vermuten. Zur Validierung wurde daher in den Zellreihen PCI-1 und PCI-52 die
Caspaseaktivitat erneut unter Blockade von microRNA-21 untersucht (Abb. 27, 28).
Hier zeigte sich fur PCI-1 durch Antagonisierung von microRNA-21 eine gesteigerte
Caspaseaktivitat und somit ein reversibler Effekt, wie er bereits durch Gwak et al. fur
Glioblastomzellen nachgewiesen werden konnte (Gwak et al. 2012). Im Gegensatz
dazu war jedoch in PCI-52 unter Blockade von microRNA-21 und y-Strahlung eine
verminderte Caspaseaktivitat zu beobachten. Grundsatzlich ist diese Beobachtung bei
komplexen biologischen Systemen wie einem Tumor erwartbar. So zeigen auch
andere Arbeiten inkongruente Ergebnisse zwischen einzelnen Zellreihen. So wurde fur
das Mammakarzinom gezeigt, dass unterschiedliche Genotypen zu verschiedenen
Expressionsmustern von microRNA-21 als Antwort auf eine Bestrahlung flhren
kénnen (Grifian-Lison et al. 2020). Darlber hinaus deutet diese Beobachtung jedoch

auch auf die komplexen Regelkreise, die der Zellantwort unter Bestrahlung zugrunde
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liegen und auf einen Einfluss von microRNA-21 fir die Resistenzbildung gegenuber
Bestrahlung und Chemotherapeutika abseits der Apoptose. Wang und Scheiber et al.
konnten zeigen, dass es durch Bestrahlung zu einem verdnderten microRNA
Expressionsprofil in Tumoren kommt: einige microRNAs wurden durch Bestrahlung
hochreguliert, andere jedoch supprimiert (Wang et al. 2011). Durch einen
biostatistischen Ansatz konnte Boominathan zeigen, dass p63 in der Lage ist, die
RNAse lll Ribonuklease Dicer zu beeinflussen, die fur die microRNA-21 Expression
entscheidend ist. Das p63 tritt in zwei Formen auf, solche mit Transaktivatordomane
(TAp63) und solche, denen die Transaktivatordomane fehlt (ANp63). TAp63 hat tber
eine Wechselwirkung mit Dicer direkten Einfluss auf die Umwandlung von pre-
microRNA-21 zu microRNA-21. Andere Arbeitsgruppen konnten weiterhin zeigen,
dass ANp63 an Smad5 bindet (Yang et al. 2006) und Smad5/1 mit Drosha/p68
interagiert, was das ,pri-microRNA-21-Processing® fordert. Interessanterweise fanden
andere Arbeitsgruppen zusatzlich einen negativen Einfluss von microRNA-21 auf
apoptoserelevante Komplexe wie TAp63/p53 mit einem Feedback-Regelkreis zu
ANp63/p53/TAp63/p73 (Papagiannakopoulos et al. 2008). Dies deutet darauf hin, dass
in Tumoren die frilhe Uberexpression von ANp63 durch gesteigerte Expression von
maturer microRNA-21 Tumorsuppressorgene wie TAp63 und p53 inhibiert, fur die
ebenfalls ein apoptoserelevanter Einfluss bestatigt ist (Boominathan 2010). Fur orale
Karzinome konnte der Einfluss einer Uberexpression von ANp63 klinisch an einem
Patientenkollektiv nachvollzogen werden, wobei die Uberexpression von ANp63 ein
Kollektiv mit schlechter Prognose charakterisierte und dariiber hinaus auf eine erhdhte
Strahlenresistenz der Tumoren hinwies (Moergel et al. 2010). In der vorliegenden
Arbeit wurde mit den Einschrankungen eines in vitro Ansatzes mit vier Zellinien
gezeigt, dass unter y-Strahlung die microRNA-21 Expression abfallt. Im Vergleich dazu
zeigte Zhu et al. durch die Bestrahlung einen Anstieg der microRNA-21 Expression in
einer zunehmend strahlenresistenten Zellreihe nach Anwendung von insgesamt 60 Gy
(Zhu et al. 2015). Unterschiede zur vorliegenden Arbeit kdnnten zum einen an der
Tumorentitat liegen. Im Vergleich zu den Karzinomzellen des Mundhdhlenkarzinoms
ist das nasopharyngeale Karzinom haufiger mit dem Eppstein-Barr-Virus und auch
humanen Papillomaviren assoziiert, die eine andere Sensibilitat zur Bestrahlung
aufweisen (Zhu et al. 2015; Lin 2012). Das Prinzip der Selektion einer
strahlenresistenten Zelle durch die Anwendung von insgesamt 60 Gy stellt ebenfalls
von methodischer Seite eine Erklarung fur die unterschiedlichen Ergebnisse dar (Zhu

et al. 2015).
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Weiterhin interessierte die Zellviabilitdt unter Bestrahlung und insbesondere der
Einfluss einer Blockade von microRNA-21 auf die Zellviabilitat unter Bestrahlung. Bei
einem biologischen Vorteil fur die Tumorzelle durch microRNA-21 unter Bestrahlung
misste die Zellviabilitat nach Blockade abnehmen. Wie in Abbildung 30 dargestellt,
fuhrt tatsachlich die Blockade von microRNA-21 unter Bestrahlung zu einer
verminderten Zellviabilitat. Diese Beobachtung deutet auf einen strahlenprotektiven
Effekt von microRNA-21 beziehungsweise auf einen strahlensensitivierenden Effekt
durch die Antagonisierung von microRNA-21 hin. Fur das kleinzellige
Lungenkarzinom, das nasopharyngeale Karzinom sowie Gliomzellen wurde durch die
Antagonisierung von microRNA-21 bereits ein strahlensensitivierender Effekt
nachgewiesen (Zhu et al. 2015; Ma et al. 2014; Gwak et al. 2012). Da in unserem
Versuchsansatz der Einfluss von microRNA-21 auf Caspase 3 und Caspase 7
uneinheitlich war und nicht statistisch signifikant ausfiel, darf vermutet werden, dass
sich dieser strahlenprotektive Effekt nicht alleine durch Apoptoseregulation
konstituiert. Zu einer dhnlichen Uberlegung kommen die Autoren um die Arbeitsgruppe
von Liu et al, die fur das Larynxkarzinom einen Einfluss von microRNA-21 auf den pan-
Zell-Zyklus-Regulator BTG2 fanden. Bei Expression von microRNA-21 kam es zu einer
deutlichen Minderexpression von BTG2 mit Einfluss auf den ,G1-S-Arrest® Uber den
pRB-Stoffwechselweg. Die Autoren beurteilen diesen Einfluss als Erhalt der
tumortésen Stammzellfahigkeit mit der Mdglichkeit der Resistenzbildung gegeniber
Chemotherapeutika (Liu et al. 2009). Diese Arbeit ist ebenfalls in Kongruenz mit
Erkenntnissen aus Arbeiten mit dem Fokus auf gastrointestinale Tumoren. Fir das
Gallenblasenkarzinom und andere gastrointestinale Karzinome konnte gezeigt
werden, dass microRNA-21 ein Ziel von GAS5 (growth arrest specific transcript 5) ist
und beide negativ miteinander korrelieren. In gastrointestinalen Tumoren wurde
ebenfalls regelmafiig eine friihe Suppression von GAS5 mit konsekutiver microRNA-
21 Uberexpression gefunden. Hierdurch wurde insbesondere die Proliferationsaktivitat
erhoht (Chen et al. 2020). Hierdurch kénnte sich ein Uberlebensvorteil von microRNA-
21 Uberexprimierender Tumoren abseits einer reinen Apoptoseresistenz unter

Bestrahlung ausbilden (Pan et al. 2010).
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Ausblick

Auch wenn kein statistisch signifikanter Einfluss von microRNA-21 auf die Apoptose
von Plattenepithelkarzinomen der Mundhohle im in vitro Modell dieser Arbeit
nachgewiesen werden konnte, so zeigte diese Arbeit jedoch einen Effekt von y-
Strahlung auf das Expressionsprofil von microRNA-21. Da microRNA-21 in nahezu
allen Tumoren gefunden wird und ein Einfluss auf multiple Stoffwechselwege und -
kaskaden bereits beschrieben wurde, ist es sowohl als therapeutisches und
diagnostisches Ziel interessant. Die Mdoglichkeit fur die Nachsorge und
Tumordetektierung per Liquid Biopsy erscheint auch im klinischen Alltag zukunftig
realisierbar. Der Einfluss eines biologischen Faktors auf die verschiedenen
Stoffwechselwege ist im Tumor komplex. Hier werden gréRere Mengen an Gewebe
notwendig werden, um einen Einfluss, wie zum Beispiel auf die Apoptosekaskade,
sichtbar und targetierbar zu machen. Fir letzteren Ansatz ware sicherlich ein
Knockout-Modell zum Beispiel in der Maus interessant. Durch die komplexen
Stoffwechselwege mit denen microRNAs interagieren, ergeben sich weitere
interessante Aspekte der Interaktion mit intrazellularen Signalkaskaden. Im Rahmen
dieser Dissertation wurden bereits eine Vielzahl weiterer Versuchsreihen zu Proteinen
durchgefthrt, welche in der Apoptose eine Rolle spielen. Unter anderem wurde der
Einfluss von microRNA-21 auf die Expression der Proteine TAp63, ANp63, HiF und
bcl-2 untersucht. Es zeigten sich hierbei explorativ Hinweise auf eine mdégliche
gegenseitige Regulation. Die hier aufgefiihrten Ansatze bieten daher eine interessante
Grundlage fir weitere Forschungsarbeiten hinsichtlich der Bedeutung von microRNA-
21 z.B. im Bereich der Karzinogenese und Tumortherapie beim Mundhéhlenkarzinom.
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Zusammenfassung

Als Resultat der Karzinogenese zeigen Karzinomzellen haufig ein verandertes
microRNA-21 Expressionsprofil gegenuber physiologischem Gewebe. MicroRNAs
sind kleine Steuerelemente der Zelle. Sie sind unter anderem in die Zellteilung, die
Zellentwicklung, aber auch in die Karzinogenese sowie in die Metastasierung von
Karzinomen involviert. FUr das Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-Bereiches wurde
bereits eine Uberexpression von microRNA-21 beschrieben. In der vorliegenden Arbeit
wurde daher das Expressionsprofil von microRNA-21 in Ruhe und unter singularer y-
Strahlung bei vier Karzinomzelllinien der Kopf-Hals-Region untersucht. Dartber
hinaus erfolgte die Untersuchung des Einflusses von microRNA-21 auf die Apoptose
und die Zellviabilitat unter Bestrahlung und die Beschreibung einer Inhibition von
microRNA-21 im Knockdown-Modell. Ziel war es, herauszufinden, ob ein
Uberlebensvorteil der Karzinomzelle durch eine microRNA-21 Expression mit Einfluss

auf die Apoptosekaskade definiert wird.

Dazu wurde microRNA-21 aus Karzinomzellen isoliert, die zuvor y-Strahlung
ausgesetzt waren, und das Expressionsprofil per gPCR bestimmt. Zeitgleich wurde in
diesen Zellen die Caspaseaktivitat und zusatzlich die WST-1 Aktivitat beobachtet. Um
einen moglichen Einfluss auf das apoptotische System zu detektieren wurde ein
Knockdown von microRNA-21 mit einer si-microRNA durchgefihrt und nochmals die
Caspaseaktivitat und Zellviabilitat per WST-1 Test ermittelt.

Grundsatzlich fand sich eine verminderte microRNA-21 Expression unter y-Strahlung.
Ein dominanter Einfluss auf die Caspaseaktivitat und ein gleichgerichteter Einfluss auf
die Zellviabilitit mit und ohne Inhibition konnte jedoch nicht gefunden werden.
Ebenfalls blieb der Einfluss einer microRNA-21 Expression auf die Apoptosemarker
Caspase 3 und 7 nach statistischer Adjustierung gegentuber den Einflussgréf3en Zeit,

Bestrahlung und Zelllinie nicht signifikant.

In der Zusammenschau prasentierten die untersuchten Zelllinien ein unterschiedliches
microRNA-21 Expressionsprofil, das sich unter y-Strahlung veranderte. Der Einfluss
auf die Zellviabilitat war aber unabhangig der Caspasen 3 und 7 und konnte nicht
einheitlich im Knockdown-Ansatz inhibiert werden. Unsere Ergebnisse deuten daher
auf eine Resistenzvermittlung von microRNA-21 unter Bestrahlung abseits der

Apoptose hin.
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Anhang
Anhang 1

Levene-Test auf Gleichheit der Fehlervarianzen?

Abhangige Variable: Apoptose

F df1 df2 Sig.

22,765 9 110 ,000

Pruft die Nullhypothese, dal? die Fehlervarianz der abh&ngigen Variablen Uber

Gruppen hinweg gleich ist.2

a. Design: Konstanter Term + Zeit + Expression + Gruppe + Zelltyp + Gruppe *

Zelltyp
Anhang 2
ANOVA?2
Mittel der
Modell Quadratsumme |df Quadrate |F Sig.
1 Regression 22,497 3 7,499 3,802 |,012°
Residuum 228,817 116 1,973
Gesamtsumme |251,315 119

a. Abhéngige Variable: Log_Apoptose

b. Pradiktoren: (Konstante), Zeit, Gruppe, Expression
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