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Referat

Referat

Einleitung: Bdsartige Kopf-Hals-Tumoren stehen auf Platz sechs der weltweit am
haufigsten vorkommenden Malignome. Die Fiinf-Jahres-Uberlebensrate stagniert seit
Jahrzehnten. Als eine Ursache kann das Fehlen geeigneter Biomarker angesehen
werden. Ein solcher vielversprechender molekularer Marker koénnte mikroRNA
darstellen.

Zielstellung: Ziel der retrospektiven Analyse war es herauszufinden, ob sich die
Expressionen verschiedener vorausgewahlter spezifischer mikroRNA im Patienten-
speichel wahrend einer kurativen Radio-Chemo-Therapie sowie im Follow-up
verandern und ob diese einen pradiktiven Wert flr das Auftreten von lokoregiondren
Rezidiven oder Fernmetastasen haben.

Material und Methoden:

Ausgewahlt wurden Patienten, die an einem Plattenepithelkarzinom im Kopf-Hals-
Bereich erkrankten und mit einer kurativen Radio-Chemo-Therapie in der
Universitatsklinik flr Strahlentherapie der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg
behandelt wurden. Die Speichelproben wurden zu verschiedenen Zeitpunkten
gesammelt und auf zehn bekannte, spezifische mikroRNA (miR-93, miR-125a, miR-
142-3p, miR-200a, miR-203, miR-213, let-7a, let-7b, let-7g und let-7i), die mit
Plattenepithelkarzinomen assoziiert sind, mittels quantitativer Real-Time-PCR (qRT-
PCR) analysiert.

Ergebnisse:

Der Speichel stammte von 17 Patienten, davon waren drei Frauen und 14 Manner (42
Proben). Trotz der Lagerung bei -80°C von mehr als funf Jahren konnten die
ausgewahlten mikroRNA in allen Speichelproben nachgewiesen werden. Die
mikroRNA miR-93, let-7b und miR-213 waren im Speichel am starksten exprimiert und
es stiegen wahrend der Radio-Chemo-Therapie, entgegen dem Trend der anderen
mikroRNA, die Konzentrationswerte von let-7i, let-7b und let-7g signifikant an.
Schlussfolgerung: Es lassen sich mikroRNA-Expressionsunterschiede vor und nach
der Radio-Chemo-Therapie nachweisen. Anhand der Ergebnisse erscheinen
insbesondere die miR-93 und die miR-200a fur klinische Untersuchungen fir das
Erkennen von Rezidiven bei Patienten mit tumortherapeutischer Kopf-Hals assozierter

Radio-Chemo-Therapie geeignet zu sein.

Vorwerk, Freya Constanze: Untersuchungen zur Expression und prognostischer
Bedeutung von mikroRNA im Speichel bei Patienten mit Plattenepithelkarzinomen im
Kopf-Hals-Bereich, Halle(Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 80 Seiten, 2018



Widmung

Meiner Familie



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

1 Einleitung 1
1.1 Definition Kopf-Hals-Tumoren 1
1.2 Anatomische und histologische Klassifikation von Kopf-Hals-Tumoren 1
1.3 Epidemiologie von Kopf-Hals-Tumoren 2
1.4 Risikofaktoren 3

1.4.1 Tabak und Alkohol 3
1.4.2 Humane Papillomaviren und Epstein-Barr-Viren 4
1.4.3 Ultraviolette Strahlung 5
1.4.4 Betelnuss 6
1.5 Kilinische Aspekte der Kopf-Hals-Tumoren 6
1.5.1 Pathologie der Kopf-Hals-Tumoren 6
1.5.2 Diagnostik der Kopf-Hals-Tumoren in der Zahnarztpraxis 7
1.5.3 Weiterfiihrende Diagnostik der Kopf-Hals-Tumoren in spezialisierten
Facheinrichtungen 7
1.5.4 Staging 8
1.6 Therapie von Kopf-Hals-Tumoren 10
1.6.1 Chirurgie 11
1.6.2 Radiotherapie 12
1.6.3 Chemotherapie und Radio-Chemo-Therapie 14
1.6.4 Diagnostik und Staging mit Hilfe von Biomarkern 15
1.7 Molekulare Biomarker- mikroRNA 17
1.7.1 Definition und Genese 17
1.7.2 MikroRNA und ihre Rolle in der Tumorgenese 19
1.7.3 Therapiemonitoring mit Biomarkern 21
Zielstellung 22
Patienten, Material und Methodik 23
3.1 Patienten 23
3.1.1 Patientenproben 23
3.1.2 Behandlungsplanung und Bestimmung der Speicheldosis 23
3.2 Material 24
3.2.1  Chemikalien und Kits 24
3.2.2 Gerate und Verbrauchsmaterialien 25
3.3 Methoden 26
3.3.1 RNA Isolation 26
3.3.2 MikroRNA-spezifische cDNA Synthese 27
3.3.3 Quantitative Real-Time-PCR-Analyse 28
3.4 Statistik 29

4 Ergebnisse 30
4.1 Patienten 30
4.2 Messung der Speichel-mikroRNA 32
4.3 Assoziation der mikroRNA-Expression zu tumorbedingtem Versterben
und Rezidivbildung 35
4.4 Analyse der Assoziation der Speichel-Expression der mikroRNA zu
Regression und Progression der Tumoren 39
4.5 Assoziation der mikroRNA-Expression zum funktionellen
Speicheldriisenparameter 41
4.6 MikroRNA-Expression vor und nach der Radio-Chemo-Therapie 42
4.7 Langsverteilung der mikroRNA-Expression nach der Radio-Chemo-
Therapie 46
4.8 Unkorrigierte p-Werte 47

5 Diskussion 50



Inhaltsverzeichnis

5.1 Nachweis von mikroRNA im Speichel 50
5.2 Analyse der Lagerungsperiode beziiglich des Erhalts der mikroRNA in
den Speichelproben 51
5.3 Patientenkollektiv und Assoziation der Speichel-mikroRNA zu klinischen
Faktoren 53
5.3.1 Patientenkollektiv 53

5.3.2 Assoziation der mikroRNA mit funktionellen Speicheldriisenparametern 55
5.3.3 Analyse der Assoziation der Speichel-Expression der mikroRNA zu

Regression und Progression der Tumoren 57
5.3.4 Assoziation der mikroRNA-Expression zu tumorbedingtem Versterben und
Rezidivbildung 58
5.4 mikroRNA-Expression im Speichel zur Verlaufskontrolle nach einer
Radio-Chemo-Therapie 58
5.5 Kilinischer Ausblick 62
6 Zusammenfassung 66
7 Literaturverzeichnis 68

8 Thesen 80



Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung

3D-CRT
°C

%

<, >
Abb.
A
AJCC
bzw.
ca.
cm
CT

Ct, Cq, Cp

d. h.
DGRO
DVH
et al.
etc.

G

g

ggf.
Gl. parotis

Gy

h
HART
HNO
HNSCC
HPV
IARC
ICD-O

IMRT
min
miR
MKG
ml
mm
mM
MRD
MRT
MTX

Bedeutung

3D-Conformal Radiotherapy (engl.)

Grad Celsius

Prozent

kleiner als, grof3er als

Abbildung

Delta

American Joint Committee on Cancer (engl.)
beziehungsweise

circa

Zentimeter

Computertomographie

crossing time/cycle threshold, quantification cycle, crossing point

(engl.)
das heifdt

Deutsche Gesellschaft fir Radioonkologie
Dosis-Volumen-Histogramm

et alii (lat.), und andere (dt.)

et cetera

Grading (engl.)

Gramm

gegebenfalls

Glandula parotis, Glandulae parotidea (lat.), Ohrspeicheldriise (dt.)
Gray

Stunde

Hyperfraktionierte akzelerierte Radiotherapie
Hals-,Nasen- und Ohrenheilkunde

head and neck squamous cell carcinoma (engl.)
Humanes Papillomavirus

International Agency for Research on Cancer (engl)
International Statistical Classification of Diseases and Related Health
Problems- Oncology (engl.)

Intensitadtsmodulierte Strahlentherapie

Minute

microRNA (engl.), mikroRNA (dt.)

Mund-,Kiefer- und Gesichtschirurgie

Milliliter

Millimeter

Millimolar

minimal residual disease (engl.)
Magnetresonanztomographie

Methotrexat

Menge

Nervus (lat.), Nerv (dt.)



Abkiirzungsverzeichnis

n.n.b. nicht naher bezeichnet

ng Nanogramm

nm Nanometer

oD optische Dichte

p Wahrscheinlichkeit

PCR polymerase chain reaction (engl.)

PET Positronenemissionstomographie

gRT-PCR quantitative realtime polymerase chain reaction (engl.)
RCT Radio-Chemo-Therapie

RKI Robert Koch Institut

S. siehe

sog. sogenannte

SPSS Statistical Package for the Social Sciences (engl.)

Thl. Tabelle

TNM- Einteilung von malignen Tumoren in Stadien; T: Tumor, N: Nodus
Klassifikation (Nodus lymphoideus, lat. Lymphknoten), M: Metastase
U/min Umdrehungen pro Minute

uiCcC Union internationale contre le cancer (franz.)

uv ultraviolette Strahlung

VS. versus

WHO World Health Organization (engl.)

X mal

z. B. zum Beispiel

i Mikroliter



Abkiirzungsverzeichnis

Molekularbiologische

Abkirzungen
5-FU

ALT

hAgo2

AST

CTNNBH1

CA 12

CA 19-9

CEA

cDNA

Cyfra 21-1
DNA
DTTPase
Cytochrom p450
EGFR

FIH
HERZ2/ErBB2
Tag Man
HIF-1

HIF-1a

IGF

IL8

IL-1B
stem-loop-Primer
LDH

MMP

MLV Reverse
Transkriptase
mRNA

N-Nitrosamine
FUS1

dNTPS

E6

E7

ERBB2
ERBB3

p53

RNS

ROS
U18-snowRNA
pRb

RNA

snoRNA

SCC

T-Zellen

TK

Bedeutung
5-Fluorouracil

Alanin-Aminotransferase
Argonaute-Proteine
Aspartat-Aminotransferase
cadherin-associated protein (engl.), Gen
Carbohydrate-Antigen 12, Tumormarker
Carbohydrate-Antigen 19-9, Tumormarker
carcinoembryonic-antigen (engl.)
complementary Desoxyribonucleic acid (engl.)
Cytokeratinfragment 21-1, Tumormarker
desoxyribonukleic acid (engl.)
Desoxythymidin-Triphosphatase

Enzym

epidermal growth factor receptor (engl.)
factor inhibiting HIF-1 (engl.)

human epidermal growth factor receptor 2 (engl.), Protein
Hydrolysesonde, Primersystem
Hypoxie-induzierter Faktor
Hypoxie-induzierter Faktor, Untereinheit a
insulin-like growth factor (engl.)
Interleukin 8; RNA-Transkripte
Interleukin-1B; RNA-Transkripte
intramolekulare Basenpaarungen
Lactatdehydrogenase
Matrix-Metalloproteasen
Maus-Leukamie-Virus, Enzym

messenger ribonucleic acid (engl.)
nitrosierende Agentien

nuclar fusion protein (engl.), Tumorsuppressor
Nukleosidtriphosphate

Onkogen

Onkogen

Onkogene Proteine

Onkogene Proteine

Protein53, Tumorsuppressor Protein

reactive nitrogen species (engl.)

reactive oxygen species (engl.)

Referenz RNA

Retinoblastom Protein, Tumorsuppressor Protein
ribonucleic acid (engl.)

small nucleolar ribonucleic acid (engl.)
squamous carcinoma cell antigen (engl.)
T-Lymphozyten (T= Thymus)

Thimidinkinase



Abkiirzungsverzeichnis

TPS tissue polypeptide specific antigen (engl.), Tumormarker

E2F1 Transkriptionsfaktor

p16 CDK-Inhibitor 2A (= Abklrzung von cyclin dependent kinase
inhibitor 2A), Tumorsuppressorprotein

ZEB2 zinc-finger E-Box binding homeobox 2 (engl.), Gen

Vi



1. Einleitung

1 Einleitung

Maligne Kopf-Hals-Tumoren zahlen seit Jahrzehnten zu den Krebserkrankungen, bei
denen trotz verbesserter Diagnostik und Therapie kaum Fortschritte im Krankheitsver-
lauf zu verzeichnen sind (IARC, 2008; RKI-Krebsdaten, 2011/2012; Ferlay et al.,
2015). Durch die spate Diagnose und das llickenhafte Monitoring wahrend der
Therapie lassen sie sich nur schwer und meist erst in einem weit fortgeschrittenen
Stadium erfassen. Da die Heilungsaussichten bei Frihbefunden wesentlich glinstiger
sind (ca. 70 % bis 85 %), kommt der Friherkennung eine zentrale Bedeutung zu. Bei
Spatbefunden liegt die Aussicht auf Heilung aufgrund der schlechteren Ausgangslage
des Befundes nur noch bei 30 % bis 43 % (Howaldt et al., 2000; Lang et al., 2002).
Verbesserungen in der Diagnostik, des Tumorscreenings und des Therapiemonitorings
fur maligne Kopf-Hals-Tumoren liegen somit vermehrt im Interesse der Krebsfor-
schung. Das lIdentifizieren sensibler, spezifischer und noninvasiv zu gewinnender
Biomarker zur Detektion von Tumoren in einem friihen Stadium hat in den letzten

Jahren in der Tumorpravention und Therapie an Bedeutung gewonnen.

1.1  Definition Kopf-Hals-Tumoren

Der Begriff Kopf-Hals-Tumor umfasst eine heterogene Gruppe von Neoplasien
unterschiedlicher Ursprungsgewebe im Kopf- und Halsbereich. Dazu zahlen alle
bdsartigen Neubildungen, die funktionell und anatomisch im Gebiet der oberen Atem-
und Speisewege, einschlieRlich Mundhdhle, Pharynx und Larynx vorkommen (Cooper
et al., 2004 und 2009).

1.2 Anatomische und histologische Klassifikation von Kopf-Hals-Tumoren

Histopathologisch betrachtet, handelt es sich bei Uber 90 % aller malignen Kopf-Hals-
Tumoren um Plattenepithelkarzinome (HNSCC, head and neck squamous cell
carcinoma (engl.)), die aus der Mukosa des oberen Aerodigestivtraktes hervorgehen
(Sanderson et al., 2002; Dobrossy, 2005). Der restliche Anteil setzt sich vornehmlich
aus Adenokarzinomen der Speicheldrisen, Sarkomen und anderen mesenchymalen

Tumoren sowie Melanomen zusammen.



1. Einleitung

In der Internationalen Klassifikation fur Erkrankungen (International Statistical
Classification of Diseases and Related Health Problems (engl.)- Oncology [ICD-OJ;
ICD-O Version 10, s. Tabelle 1) beinhaltet die Definition der Kopf-Hals-Tumoren die
Kodierungen C00-C06, C10-C14 und C32 (Dobrossy, 2005).

Tabelle 1 Internationale Klassifikation fiir Erkrankungen (ICD-0), entsprechend der RKI-Definition

Anatomische Region ICD 10 |Anatomische Region |[ICD 10

Lippen C00.9 Zungengrund Cco1

Zunge C02.9 Zahnfleisch, n.n.b. C03.9

Mundboden C04.9 Gaumen, n.n.b. C05.9

Mund, n.n.b. C06.9

Parotis cor GrolRe Speicheldriisen, |C08.9
n.n.b.

Tonsille C09.9 Oropharynx C10.9

Nasopharynx C11.9 Recessus piriformis C12

Hypopharynx C13.9 Waldey'scher C14.2
Rachenring

Lippe, Mundhohle, Pharynx, mehrere C14.9

Bereiche Uberlappend

Nasenhdhle C30.0 Mittelohr C301

Nasennebenhdhlen C31.9 Glottis C32.0

Supraglottis C32.1 Subglottis C32.2

Larynx C32.9

1.3 Epidemiologie von Kopf-Hals-Tumoren

Malige Kopf-Hals-Tumoren befinden sich weltweit auf Platz sechs (Frauen) und finf
(Manner) der am haufigsten vorkommenden malignen Tumoren (American Acadamy of
Otolaryngology, 2005; Curado et al., 2013). Die Inzidenz lag im Jahr 2003 weltweit bei
ca. 780.000 Neuerkrankungen (Lemaire et al., 2003). Im Jahr 2012 gab es fir
Mundhdhle und Rachen (C00-C14) ca. 10.000 mannliche und ca. 4.000 weibliche
Neuerkrankte in Deutschland (RKI-Krebsdaten, 2011/2012). Hier wurden 40 % der
Tumoren von weiblichen Patienten bereits in einem friihen Stadium diagnostiziert, bei
Mannern waren es nur etwa 30 %. Diese verzdgerte Diagnose fiihrte dazu, dass bei
Mannern ein fortgeschrittenes Stadium (21 %) im Vergleich zu Frauen (16 %) haufiger
auftrat (RKI-Krebsdaten, 2011/2012). Trotz stetig wachsender Therapiemdglichkeiten
blieb die Mortalitdt in Deutschland in den letzten Jahren, in Bezug auf einen
Nachbeobachtungszeitraum von finf Jahren, konstant bei 47 % bis 55 %. Bei Mannern
wurden im Vergleich zu Frauen niedrigere Uberlebensraten vorgefunden (48 % zu 61
%) (RKI-Krebsdaten, 2011/2012). Die Funf-Jahres-Uberlebensrate fir Kopf-Hals-

Tumoren liegt seit Jahrzehnten unverandert bei 50 % (Mork, 1998; Brunin et al., 1999).



1. Einleitung

Es ergeben sich, je nach Lokalisation innerhalb der Erkrankungsgruppe, deutlich
unterschiedliche Uberlebensaussichten. So wurden fiir Tumoren der Lippe und der
Speicheldriisen héhere Uberlebensraten registriert als z. B. fiir bdsartige Tumoren des
Rachenraumes (RKI-Krebsdaten, 2011/12). Je nach Tumorlokalisation betrugt die
Fiinf-Jahres-Uberlebensrate der Patienten bei Hypopharynxkarzinomen nur 27 % und
bei Karzinomen an der Lippe 76 % (Lang et al., 2002). Einen wichtigen Faktor fur die
Prognose der erkrankten Patienten stellte dabei der Befall der regionaren
Lymphknoten dar. Beim Vorliegen eines Lymphknotenbefalls sank die Uberlebensrate
um mindestens 50 % im Vergleich zu Fallen ohne Metastasierung (Enepekides et al.,
1999). Trotz der Fortschritte in den therapeutischen Verfahren haben Patienten mit
Kopf-Hals-Tumoren eine hohe Rezidivgefahr. Die Heilungschancen stagnieren seit
Jahrzehnten und es gibt kaum Verbesserungen im Krankheitsverlauf (Forastiere et al.,
2001; Schlesinger-Raab et al., 2003; Brouha et al., 2005). Fiur die hohe Mortalitat
werden dabei nicht nur die zeitlich verzogerte Diagnose verantwortlich gemacht,

sondern auch die Schwierigkeiten in der Behandlung und Tumornachsorge.
1.4 Risikofaktoren

1.4.1 Tabak und Alkohol

Chronischer Tabak- und Alkoholabusus stellen die Hauptrisikofaktoren fiir die
Entstehung eines Karzinoms im Kopf- und Halsbereich dar (Seitz et al., 2001). Fast 80
% der Kopf-Hals-Tumoren lassen sich auf diese beiden Faktoren zurlckfiihren
(Castellsagué et al., 2004). Das Rauchen stellt dabei mit ca. 90 % den groften
Risikofaktor dar. Fir Raucher wird die Risikoerhéhung in der Literatur oft nach
Packungsjahren gestaffelt angegeben. Die Bestimmung der Packungsjahre ergibt sich
aus der Multiplikation der Anzahl der Zigarettenschachteln, die pro Tag konsumiert
werden, mit der Anzahl der Jahre, in denen geraucht wurde. 21 bis 30 Packungsjahre
erhéhen das Risiko unabhangig vom Alkoholkonsum um das zweieinhalbfache, bei 40
Packungsjahren erhéht sich das Risiko bereits um das siebenfache. Mindestens 250
der im Tabakrauch enthaltenen Substanzen sind giftig, 70 davon sind nachgewiese-
nermallen kanzerogen (Brennan et al., 1995; Hecht, 2003). Polyzyklische aromatische
Kohlenwasserstoffe, Benzo[a]pyren, aromatische Amine und tabakspezifische N-
Nitrosamine schadigen die DNA und koénnen zu Mutationen fiihren (Hecht, 2003).
Verschiedene Bestandteile des Tabakrauchs unterbinden zusatzlich die Apoptose der
geschadigten Zellen und férdern so die Krebsentstehung. Warum trotz dieser enormen
Exposition an Kanzerogenen nur ein kleiner Teil der Tabakkonsumenten jemals an

einem Tumor erkrankt, ist noch weitgehend unklar.
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Als mogliche Ursache wird ein genetischer Polymorphismus in Enzymen der
Biotransformation tabak-assoziierter Pro-Onkogene diskutiert (Lacko et al., 2009).
Alkohol stellt neben dem Tabakkonsum einen weiteren wichtigen Risikofaktor dar,
wobei hier die molekularen Mechanismen der Risikoerhhung noch nicht vollig geklart
sind. Eine direkte karzinogene Wirkung konnte fur Alkohol bisher nicht aufgezeigt
werden, jedoch besteht eine Dosis-Wirkungsbeziehung zwischen dem taglichen
Alkoholkonsum und dem Risiko, an einem Karzinom zu erkranken. Vermutlich sind die
durch Alkohol erhdhte Durchladssigkeit der Mukosa fir Karzinogene sowie die
alkoholbedingte Bildung karzinogener Abbaustoffe, wie beispielsweise Acetaldehyd,
hierfir verantwortlich (Gillison, 2007). Acetaldehyd ist metabolisierter Alkohol, der die
DNA schadigen und Glutathion inaktivieren kann. Letzteres spielt eine wichtige Rolle
bei der Detoxifizierung von Karzinogenen (Seitz et al., 2001; Poschl et al., 2004).
AuBerdem wird Cytochrom p450 Enzym induziert, das an der Aktivierung
verschiedener Prokarzinogene beteiligt ist (Poschl et al., 2004). Schon 1989 konnte
gezeigt werden, dass ein durchschnittlicher Konsum von mehr als 120 g Ethanol am
Tag das Risiko fur ein Mundhdhlenkarzinom stark erhéht und mit stetigem Konsum
weiter ansteigt (Merletti et al., 1989; Franceschi et al., 2000). Tabak und Alkohol haben
in Kombination einen synergistischen Effekt auf die Entstehung eines Karzinoms im
Kopf- und Halsbereich. Hierfir wird die erhdéhte Membranpermeabilitdt tabak-
assoziierter Nitrosamine verantwortlich gemacht (Mashberg et al., 1981; Talamini et
al., 2002). Bei Kombination beider Risikofaktoren ist ein bis zu 30-fach erhdhtes
Erkrankungsrisiko vorhanden (Corrao et al., 1999; Talamin et al., 2002; Altieri et al.,
2002).

1.4.2 Humane Papillomaviren und Epstein-Barr-Viren

Einen weiteren Faktor fur die Entstehung von Kopf-Hals-Tumoren stellen virale
Infektionen dar. In den vergangenen Jahren konnten Infektionen mit Epstein-Barr-Viren
und humanen Papillomaviren (HPV) zunehmend mit der Entstehung von Kopf-Hals-
Tumoren in Verbindung gebracht werden (Dahlstrom et al., 2003). Von den mehr als
100 bekannten HPV-Typen besitzen insbesondere HPV 16 und 18 die Potenz eine
bésartige Entartung der Schleimhaut zu induzieren. Einige Studien konnten einen
direkten Zusammenhang zwischen HPV und Kopf-Hals-Tumoren nachweisen.
Beispielsweise sind 30 % der Schleimhautkarzinome HPV 16 bzw. 18 assoziiert
(Dayyani et al., 2010). HPV 16 und 18 beweisen onkogenes Potential durch die
Kodierung der Onkoproteine E6 und E7, welche ihrerseits wiederum die Tumorsupp-

ressorproteine p53 und pRb inaktivieren (Herrero et al., 2003).
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Zusatzlich kann bei HPV infizierten Zellen der proteasomale Abbau von p53 erhéht
sein, was zu einer vermehrten Apoptoseresistenz fihrt (zur Hausen, 2002; Braakhuis
et al., 2004). Somit sind diese Viren in der Lage, humane Zellen zu immortalisieren und
deren Ansprechen auf interne und externe Apoptosesignale zu reduzieren. Die
infizierte Zelle bleibt trotz Zellschadden am Leben. In den letzten Jahren wurde deutlich,
dass die durch HPV induzierten Tumoren haufig eine bessere Prognose haben als die
Tumoren, die durch Alkohol und Rauchen ausgeldst werden (Ajila et al., 2015).
Besonders deutlich wurde dies bei oropharyngealen Tumoren. Hierbei waren eine
HPV-Infektion mit einem jungeren Alter der Patienten, dem Fehlen von Risikofaktoren,
hohen Proliferationsindizes, einem niedrigen Grading, einem basaloiden Subtyp sowie
einem besseren Ansprechen auf eine Strahlentherapie und einer besseren

Uberlebensprognose assoziiert (Gillison et al., 2000; Dahlstrom et al., 2003).

1.4.3 Ultraviolette Strahlung

Tumoren der Lippe entstehen Uberwiegend durch die mutagene Wirkung ultravioletter
Strahlung (UV). Ultraviolette Strahlung mit Wellenlangen von 315 nm bis 400 nm (UV-
B-Strahlung) dringt tiefer in Auge und Haut ein und kann dort zu dauerhaften
Bindegewebsschadigungen fuhren. Den Schaden liegen einige pathogenetische
Mechanismen zugrunde, die die Entstehung von z. B. Basalzellkarzinomen
beglinstigen. Basalzellkarzinome zahlen mit 90 % zu den am haufigsten vorkommen-
den Tumoren im Gesichtsbereich. |Ihre Inzidenz ist seit den letzten 30 Jahren stetig
angestiegen. Primar wird vermutet, dass die durch UV-B-Strahlung gesetzten Schaden
nicht mehr vollstandig beziehungsweise nicht fehlerfrei repariert werden und somit zu
bleibenden Mutationen und Alterationen in der DNA fihren (Brash et al., 1996). Bei 50
% der Basalzellkarzinomen wurden UV-induzierte Mutationen des p53- Tumorsuppres-
sorgens gefunden (Grossmann et al., 1997; Brash et al., 1996). Dabei kommt es mit
zunehmendem Alter zu einer Anhaufung von Mutationen. Insbesondere die steigende
Anzahl der nicht melanozytaren Hauttumoren in héheren Lebensjahren wird auf diesen
Effekt zurlickgefuhrt (Ouhtit et al., 1998). Als anderen Effekt kdnnen UV-Strahlen das
Immunsystems hemmen, wodurch der Abbau geschadigter Zellen unterbunden wird
und somit zu deren Manifestierung fuhrt (de Gruijl et al., 2011; Gree et al., 1999). Es
wird hierbei von einer Wirkung auf die T-Zellen und des Provitamins 7-

Dehydrocholestrol in der Haut ausgegangen.
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1.4.4 Betelnuss

In weiten Teilen Asiens stehen die Mediziner einem hierzulande weniger verbreiteten
Risikofaktor gegenuber — dem Kauen von Betelniussen (Gupta et al., 2002; Ferlay et
al., 2008). Die Betelnuss ist der Samen der Frucht der Betelnusspalme Areca catechu
und kulturhistorisch im asiatischen Raum verankert (Warnakulasuriya et al., 2002). Die
Nuss wird selten allein gekaut, sondern hierfir oftmals mit Tabakblattern umwickelt.
Der Tabak galt lange als Ursache fur die hohen Zahlen an neuerkrankten HNSCC-
Patienten im asiatischen Raum. Heute wird weniger der Tabak in gekauter Form der
Entstehung eines HNSCC zugeordnet, sondern die in der Betelnuss enthaltenden
Alkaloide: Arecolin, Arecaidin, Arecolidin, Guvacolin und Guvacin. Diese verursachen
eine anhaltende inflammatorische Reaktion der Mukosa, in Folge dessen es zu einer
UbermaRigen oralen submukésen Fibrose kommen und so am Ende die Karzinoment-

stehung beglinstigt werden kann (Rehmann et al., 2015).
1.5 Kilinische Aspekte der Kopf-Hals-Tumoren

1.5.1 Pathologie der Kopf-Hals-Tumoren

Plattenepithelkarzinome kdénnen sich auf der Basis oraler Prakanzerosen (z. B.
Leukoplakieformen, Erythroplakie, oraler Lichen planus, submukdse Fibrose) oder
auch aus unauffalliger Schleimhaut entwickeln (Pathology and Genetics: Head and
Neck Tumours, World Health Organization (WHO), 2005). Manifeste Tumoren kénnen
Zahnlockerungen, Lymphknotenschwellungen, Schluckbeschwerden, Atemnot, lIanger
auftretende Heiserkeit, Foetor ex ore, Blutungen, Fehlstellungen von Zahnersatz und
Taubheitsgefluhle auslésen. Allgemeine Symptome sind Leistungsabfall, Mudigkeit,
Appetitlosigkeit und Gewichtsabnahme. Mit zunehmender Grof3e der Tumoren breitet
sich dieser flachig aus und ist durch sein zapfenférmiges Wachstum in die Tiefe
gekennzeichnet. Dies fiihrt zu funktionellen Beeintrachtigungen wie Mundoéffnungsbe-
hinderung, Schwierigkeiten beim Schlucken, Kauen oder Sprechen sowie zu
Ernahrungsstérungen. Neben den allgemeinmedizinischen Beeintrachtigungen, kann
es in fortgeschrittenen Fallen zu Frakturen oder zum Durchbruch der auferen Haut
kommen. Die begleitende Schmerzlosigkeit lasst in den meisten Fallen eine

Entziindung ausschlief3en.



1. Einleitung

1.5.2 Diagnostik der Kopf-Hals-Tumoren in der Zahnarztpraxis

Bereits bei der Erstdiagnose besitzen zwei Drittel der Patienten weit fortgeschrittene
Karzinome und weisen in 50 % bis 60 % der Falle erste lokoregionare Metastasen auf
(Vokes et al., 1993). Es ist daher sehr wichtig, dass Zahnmediziner bo&sartige
Veranderungen frih und sicher erkennen um ein weiteres Voranschreiten der
Erkrankung durch fehlerhafte Beurteilung und Behandlung zu verhindern. Bei jeder
Kontrolluntersuchung sollten deshalb samtliche relevante Regionen eingesehen,
kritisch untersucht und mechanische Irritationen, z. B. verursacht durch Uberstehende
und scharfe Kronen- oder Prothesenkanten, ausgeschlossen werden. Zur Verifizierung
einer Diagnose empfiehlt es sich, GroRe, Lokalisation, Dolenz, Oberflachenbeschaf-
fenheit, Konsistenz, Symmetrie, Blutungsneigung und lokale Mobilitdt zum Untergrund
durch einen ausfihrlichen systematischen Untersuchungsgang zu beurteilen. Zur
Basisdiagnostik gehort weiterhin eine Vitalitatsprobe der benachbarten Zahne zur
Erfassung odontogener entzindlicher Ursachen, die Bestimmung parodontaler
Parameter und die rontgenologische Beurteilung des Zahnstatus und ossarer
entzindlicher Ursachen durch eine Panoramaschichtaufnahme. Eine einfache
Palpation der regionaren Lymphknoten sowie eine Sensibilitatsprifung des N.
trigeminus zur Bewertung der Schmerzempfindung oder zur Erkennung einer
Tumorausbreitung sollten erganzend erfolgen. Diese Grunduntersuchungen kénnen in

der zahnarztlichen Praxis ohne groRen instrumentellen Aufwand durchgefihrt werden.

1.5.3 Weiterfuhrende Diagnostik der Kopf-Hals-Tumoren in spezialisierten

Facheinrichtungen

Zur Diagnosesicherung werden in spezialisierten Zentren der Mund-,Kiefer- und
Gesichtschirurgie (MKG) oder der Hals-,Nasen- und Ohrenheilkunde (HNO) eine
indirekte Laryngoskopie bzw. eine Panendoskopie durchgefiihrt. Zur Beurteilung einer
mdglichen bereits stattgefundenen Streuung der Tumoren wird die gesamte Region
von der Schadelbasis bis zum oberen Thorax mit bildgebenden Verfahren wie einer
Computertomographie (CT), einer Magnetresonanztomographie (MRT) und einer
Positronenemissionstomographie (PET) untersucht. Der Vorteil eines MRT ist eine
genauere Abgrenzung der Weichgewebe und damit die Beurteilung der Eindringtiefe
der Tumoren. Das PET-CT mit radioaktiv markierter Fluordesoxyglucose (18 F) erlaubt
den Nachweis sehr kleiner Tumoren und ist geeignet fir die Suche nach Lymphknoten-

und Fernmetastasen oder nach Rezidiven (Argiris et al., 2008).
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Im Rahmen der Beurteilung von Fernmetastasen und synchronen Lungentumoren
kénnen daruber hinaus abdominale Ultraschalluntersuchungen und Rdntgenthoraxauf-
nahmen durchgefuhrt werden (Sanderson et al., 2002). Die Inzidenz synchroner
Zweittumoren oder von Fernmetastasen liegt bei Karzinomen der Mundhohle,
abhangig von der GroRe der Primartumoren, zwischen 4 % und 33 %, wobei die
fortgeschrittenen Stadien und Patienten mit Lymphknotenbefall in Level IV (American
Academy of Otolaryngology (engl.); Unterteilung der Halslymphknoten nach Robbins in
sechs Level (Level IV= untere tiefe juguldare Lymphknoten)) besonders haufig betroffen
sind (de Bree et al., 2000; Haughey et al., 1992; Warner et al., 2003). Den
Goldstandard fur die Diagnosesicherung von Kopf-Hals-Tumoren stellt die Biopsie der
verdachtigen Primarlasion und eine ggf. angewandte Feinnadelaspiration eines
vergrofierten Lymphknotens mit anschlieRender histopathologischer Untersuchung dar
(Sanderson et al., 2002). Lokoregionare Lymphknoten werden routinemaRig
histologisch auf disseminierte Tumorzellen Uberprift, da 80 % der tumorfrei
diagnostizierten Lymphknoten noch Mikrometastasen enthalten. Diese okkulten
Tumorzellen sind eine Ursache fir die sog. minimale Resterkrankung (MRD= minimal
residual disease (engl.)), da sie aufgrund der rapiden Progression schnell Rezidive und
weitere Metastasen bilden kénnen.

Nach den oben genannten Verfahren kann die Diagnose gestellt, ein Staging der
Tumore durchgefiihrt und ein anschlieRendes fachibergreifendes Therapieschema

entworfen werden.

1.5.4 Staging

Unter ,Staging“ versteht man die Einteilung von Tumoren. Die Union internationale
contre le cancer (UICC) teilt Tumoren nach der TNM-Klassifikation in funf
verschiedene Entwicklungsstadien ein. In dieser Arbeit wurden die malignen
Veranderungen entsprechend der TNM-Klassifikation und Stadieneinteilung der UICC
zugeordnet. Die TNM-Klassifikation der UICC und des American Joint Committee on
Cancer (AJCC) beschreiben die anatomische Ausdehnung der PrimarTumoren und
dessen Infiltration in benachbartes Gewebe (T), das Vorkommen regionaler
Lymphknotenmetastasen (N= Nodulus (lat.); GroRe, Anzahl und Lage) und die
FernMetastasierung (M) mit Organbefall. Die Ergebnisse der TNM-Klassifikation, die
im Rahmen der Diagnostik mittels Laboruntersuchungen, bildgebender Verfahren und
Biopsie und/oder Operationen ermittelt werden, stellen die Grundlage des Stagings

dar.



1. Einleitung

Die T-Stadien sind dabei abhangig von der jeweiligen Tumorlokalisation (Patel et al.,
2005). In Tabelle 2 wird dies anhand des Mundbodenkarzinoms dargestellt. T1 und T2
entsprechen frithen Tumorstadien und T3 und T4 spaten fortgeschrittenen

Tumorstadien.

Tabelle 2 TNM-IUCC Kiassifikation 7.Auflage auf das Mundbodenkarzinom angewandt

TNM Erlauterung TNM Erlauterung
T1 Tumor <2 cm T2 Tumor > 2 cm, aber <4 cm
T3 Tumor >4 cm T4 Infiltration benachbarter Strukturen
(Knochen, Muskel, Halsweichteile
Haut etc.)
N1 solitare ipsilaterale N2a solitare ipsilaterale Lymphknoten > 3
Lymphknoten < 3 cm cm, aber > 6 cm
N2b multiple ipsilaterale N2c bi-/kontralaterale Lymphknoten < 6
Lymphknoten <6 cm cm
N3 Lymphknoten > 6 cm 0 kein Befall der Struktur (TO, NO, MO)
Metastasen vorhanden keine Beurteilung mdglich (Tx, Nx,
M1 X Mx)

Die TNM-Kombinationen konnen bei vergleichbarer Prognose in 4 Tumorstadien

zusammengefasst werden (vgl. Tbl. 3).

Tabelle 3 Stadieneinteilung der Union internationale contre le cancer (TNM-UICC 7. Auflage)

Stadium T N M
0 Tis* NO MO
I T1 NO MO
| T2 NO MO
]| T1,T2 N1 Mo
T3 NO,N1 MO
IVA T1,T2,T2 [N2 MO
T4a NO,N1,N2 |MO
VB T4b jedes N MO
jedes T N3 MO
IVvC jedes T jedes N M1

*Tis: Tumor in situ

¢TNM firc = klinisch (engl. clinical.)

PTNM fir p = pathologische, postoperative Klassifikation

uTNM firu = Ultraschall

aTNM fira = Autopsie

yTNM firy = neoadjuvante Chemotherapie, Radiotherapie oder Radio-Chemo-
Therapie

rTNM firr = Rezidiv

TNMc firc = gibt die Zuverlassigkeit der Diagnose an (engl. certainty)
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Zusatzlich moglich:

LO/1 = Invasion in LymphgefalRe oder Venen

Pn0/1 = Perineurale Invasion

SX/0-3 = Serumtumormarker

RO/1/2 = Angabe, ob Tumorgewebe nach einer Therapie verblieben ist (lokal,

regionar oder Fernmetastasen)

Histopathologisch wird die Abweichung des Tumorgewebes von seinem Ursprungsge-
webe durch das Grading angegeben. Dies erfolgt nach vier Differenzierungsgraden
(G1: hochdifferenziert bis G4: undifferenziert). Zwischen der Prognose und dem
Tumorgrading besteht eine klare Korrelation. Hierbei korreliert ein hohes Grading
sowie die hoheren Kategorien der TNM-Einteilung mit einer schlechteren Prognose
(Coatesworth et al., 2002; O'Brien, 2003). Die genaue klinische und histopathologische
Inspektion der Tumoren erleichtert die Wahl der Therapie, den Informationsaustausch
zwischen den Behandlungszentren, kann Hinweise auf die Prognose geben und hilft
bei der Auswertung onkologischer Ergebnisse (Wittekind et al., 2002). Neben den
genannten Vorteilen beinhaltet das oben genannte Klassifikationssystem aber auch
einige Nachteile, wie die fehlende Einbindung weiterer Faktoren pathologischer oder
molekularbiologischer Art, die besonders fur die Auswahl und Bedeutung
nichtchirurgischer Therapiemodalitaten relevant sein kénnten (van der Schroeff et al.,
2009). In dieser Arbeit wurde fir das Tumorstaging die 7. Version der UICC fir die
TNM-Klassifaktion gewahlt. Die aktuelle 8. Version vom 11.01.2017 findet in der
vorliegenden Arbeit keine Berlcksichtigung. Fur Kopf-Hals-Tumore waren nach der
neuen TNM-Klassifikation die Invasionstiefe des Tumors (5 mm, > 5 und £ 10 mm, >
10 mm), beim Lymphknotenstatus die Einbeziehung des Fehlens oder Vorhandenseins
einer extranodalen Tumorausbreitung, ein Immunhistochemischer p16-Status und

Untersuchungen zum EBV- und HPV/p16-Nachweis von Bedeutung.

1.6 Therapie von Kopf-Hals-Tumoren

In der Therapie der Kopf-Hals-Tumoren werden zwei Ansatze unterschieden: die
Behandlung mit kurativer Intention und die palliative Behandlung. Die kurativ
intendierte Behandlung der Kopf-Hals-Tumoren setzt sich aus alleiniger chirurgischer
Therapie, alleiniger Strahlentherapie, Strahlentherapie in Kombination mit einer
Chemotherapie sowie Kombinationen aus chirurgischer Therapie, Strahlentherapie und
Chemotherapie zusammen und hat zum Ziel die Krankheit zu heilen (Pignon et al.,
2000; Forastiere et al., 2003; Shah et al., 2009). Hierbei stellt die Kombination von

Operation und Bestrahlung eine sehr wichtige Therapieoption dar.
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Die palliative Therapie wird in Ausnahmefallen durchgefiihrt, wenn Patienten die
Behandlung ablehnen, zu alt, multimorbide und die klinische Prognose der Tumoren
aussichtslos erscheint. Sie zielt nicht auf die Heilung einer Erkrankung ab, sondern auf
eine Linderung der Symptome sowie eine Reduktion der Nebenwirkungen. Fir
Patienten mit metastasierten oder rezidivierenden Tumoren gibt es im Fall einer
Resektabilitdt die Maoglichkeit der Rezidivoperation. Im Anschluss kann eine
nochmalige Radio- oder Radio-Chemo-Therapie eingesetzt werden. Bei Inoperabiltat
besteht die Moglichkeit einer alleinigen Radiotherapie oder die Verbindung mit einer
Chemotherapie. Zudem kénnen auch die palliative Chemotherapie in Kombination mit
einem Anti-EGFR-Antikérper gegeben werden. Insgesamt haben Patienten mit einem

Rezidiv oder einer Fernmetastasierung eine sehr schlechte Prognose.

1.6.1 Chirurgie

Bei der gewahlten Therapieform sollte die individuelle Situation des Patienten, die
Erreichbarkeit tumorfreier Resektionsgrenzen und die postoperative Lebensqualitat
bertcksichtigt werden. Dies beinhaltet die praoperative Beachtung folgender Kriterien:
die Wahrscheinlichkeit funktioneller Beeintrachtigungen, die Resektabilitdt der
Tumoren, der allgemeine Gesundheitszustand und der Wunsch des Patienten. Ein
kleines und oberflachliches Karzinom der Mundhoéhle mit niedrigem klinischen Stadium
ohne Metastasierung kann mit alleiniger chirurgischer oder auch radiologischer
Therapie geheilt werden (Lefebvre et al., 1994; Sessions et al.,, 2000). Fur die
Behandlung der meisten Kopf-Hals-Tumoren stellt die chirurgische Entfernung des
Tumorgewebes die Therapie der ersten Wahl dar. Es wird eine vollstdndige Entfernung
angestrebt. Hierbei muss ein Sicherheitsabstand von mindestens finf mm eingehalten
werden um RO anzustreben. Ein verfehltes RO verschlechtert die Uberlebensprognose
signifikant (Sessions et al., 2000; O'Brien et al., 2003). Das Ausmaf einer Operation ist
durch den mdglichen Verlust an Funktion sowie durch die damit verbundene
Verminderung an Lebensqualitdt aufgrund &uBerlicher Entstellung eingeschrankt.
Gerade bei Tumoren der Mundhohle und der mobilen Zunge kdénnen die Folgen der
notwendigen Tumorresektionen entstellend wirken und die Sprache sowie das
Schlucken erheblich beeintrachtigen (Salem et al., 2010). Neben der Operation des
Tumors mussen auch die lokalen Halslymphknoten einer Behandlung unterzogen
werden. Die Lymphknotengruppen am Hals werden anatomisch in sechs Level und
sechs Sublevel eingeteilt (Robbins et al., 1991 und 2002). Die Einteilung ist
entscheident fur den Operationsaufwand und die Prognose. Eine Neck dissektion
(engl.; dt. Halspraparation) kann vor prophylaktischem oder therapeutischem

Hintergrund durchgefuhrt werden.
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Hierbei ist der Befall der Lymphknoten mit Metastasen entscheidend. Die Operation
der Lymphknoten erfolgt nach standardisierten Schemata — radikal, modifiziert-radikal,
selektiv und funktional. Die Abstufung der Operationsmethode wird aufgrund der

anatomischen Strukturen getroffen, die erhalten werden kénnen.

1.6.2 Radiotherapie

Die Radiotherapie stellt neben der chirurgischen Therapie einen der Grundpfeiler fur
die Behandlung von malignen Kopf-Hals-Tumoren dar. Bei der Radiotherapie missen
verschiedene Therapieansatze bericksichtigt werden. Sie kann Uber den kurativen
Weg als primare radikale Therapie, zur Verbesserung der lokalen Tumorkontrolle pra-
und postoperativ, in Kombination mit einer simultanen Chemotherapie sowie zur
Linderung von tumorbedingten Symptomen bei der palliativen Begleittherapie zum
Einsatz kommen.

Im kurativen Therapieansatz ist das Ziel der Radiotherapie die mdglichst vollstandige
Eliminierung der Tumorzellen unter Schonung der umliegenden gesunden
Gewebeanteile. Dabei kann sie extern mit ionisierender Strahlung (perkutane
Therapie) oder intern nach Implantation von speziellen Kathetern im Nachladeverfah-
ren (Afterloading (engl.)) durchfihrt werden. Aus einigen Studien geht hervor, dass
fortgeschrittene Karzinome der Mundhoéhle (T3, T4) nach alleiniger Strahlentherapie
eine hohere Rezidivrate aufweisen als andere Karzinome im Kopf- und Halsbereich
(Levendag et al., 1996). Da sich mehr als 50 % der Patienten zum Diagnosezeitpunkt
in einem lokal fortgeschrittenen Tumorstadium befinden, werden sie daher zumeist
kombiniert chirurgisch und strahlentherapeutisch behandelt (Seiwert et al., 2005).

Die Gesamtdosis wird in der Regel in mehrere Einzeldosen aufgeteilt konventionell
fraktioniert (1,8 Gy bis 2,0 Gy taglich, funfmal pro Woche), akzeleriert (> 10 Gy pro
Woche) oder hyperfraktioniert (1,1 Gy bis 1,2 Gy, zweimal taglich, finfmal pro Woche).
Die Gesamtdosen liegen bei einer postoperativen Radiotherapie im Tumor- und
befallenen Lymphknotenbereich zwischen 56 bis 66 Gy sowie bei einer primaren
Radiotherapie zwischen 66 Gy bis 72 Gy.

Aktuell werden bei der Strahlentherapie zur Behandlung von Kopf-Hals-Tumoren
dreidimensionale Bestrahlungstechniken (3D) genutzt. Dazu z&hlen die intensitatsmo-
dulierte Radiotherapie (IMRT) und die dreidimensionale konformale Radiotherapie (3D
Conformal Radiotherapy (engl.), 3D-CRT). Durch die 3D-CRT und insbesondere die
IMRT kdénnen verschiedene regionare Bereiche des Tumorbefalls mit unterschiedlichen
Bestrahlungsdosen behandelt werden. Durch eine Vielzahl kleiner Felder gelingt es,
nicht nur die Form, sondern auch die Strahlenintensitat an die Tumorform anzupassen

(sog. Fluenzmodulation) (Braaksma et al., 2003).
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Hierdurch ist es bereits méglich, eine signifikante Reduktion der Strahlenbelastung auf
die Speicheldrisen, speziell der Glandulae parotidae, zu erreichen. Hey et al. konnten
zeigen, dass 40 % des Speichelflusses erhalten werden kann, wenn Grenzwerte von
weniger als 27,7 Gy beriucksichtig werden (Hey et al., 2009). Der Einsatz moderner
3D-Techniken ist somit unverzichtbar, da nur durch diese Methode deutliche
Dosisverminderungen an den Ohrspeicheldrisen zu erreichen sind und die
Nebenwirkung eines stark verminderten posttherapeutischen Speichelflusses
vermieden werden kann.

Lokal fortgeschrittene Tumoren sind haufig charakteriesiert durch eine ausgepragte
Tumorhypoxie (Becker, 1998; Dunst et al., 1998). Hypoxische Zellen sind weit weniger
strahlensensibel. Das Vorhandensein von Tumorhypoxie verschlechtert durch die hohe
Strahlenresistenz, die Prognose der Patienten. Diese Patienten weisen nach der
Therapie weiterhin vitale Tumorzellen auf (unvollstdndige Remission), aus denen dann
in relativ kurzem Intervall ein Rezidiv entsteht. Zudem weisen diese Patienten eine
héhere Rate an Fernmetastasen auf. Somit bleibt es von besonderem Interesse fur
das Monitoring der Kopf-Hals-Tumoren herauszufinden, ob eine solche Strahlenresis-
tenz vorliegt, um die gewahlte Therapie optimal anzupassen.

Wird eine Strahlenresistenz vermutet, so kann die Fraktionierung in der Therapie
umgestellt und eine hyperfraktionierte akzelerierte Radiotherapie (HART) eingesetzt
werden. Bei dieser Therapieform wird der Fraktionierungsrhythmus mit einer
Einzeldosis von 1,8 oder 2 Gy finfmal pro Woche (normofraktionierte Strahlentherapie)
auf zweimal pro Tag im Abstand von mindestens sechs Stunden verandert und somit
die Gesamtbehandlungszeit von regular sieben Wochen auf circa sechs Wochen
verkurzt. Diese Modulation des Therapieschemas flihrt nicht selten zu einer erhéhten
Schadigung des Normalgewebes.

Grundsatzlich hangt die Auspradgung der Nebenwirkungen von der Intensitat der
angewandten Therapieform und der individuell unterschiedlichen Empfindlichkeit des
Patienten ab. Die Nebenwirkungen einer Bestrahlung im Kopf- und Halsbereich sind
mit modernen Bestrahlungstechniken und Supportivmallinahmen gut zu beherrschen
(DGRO: Leitlinie der Radioonkologie, 2006; Zmijewska-Tomczak et al., 2014). Nach
wie vor leiden viele Patienten infolge der erhdhten Strahlenempfindlichkeit der
Schleimhaute im Mund- und Rachenbereich unter Entziindungen und Mundtrocken-
heit, wodurch auch die Schluckfahigkeit und das Geschmacksempfinden beeintrachtigt
werden. Eine Roétung der duBeren Haut im bestrahlten Gebiet und die durch die
Lymphabflussbehinderung auftretende Erhartung des Unterhautbindegewebes sind

ebenfalls Folgen der Bestrahlung.
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1.6.3 Chemotherapie und Radio-Chemo-Therapie

Im Fall von Kopf-Hals-Tumoren bringt eine alleinige Chemotherapie im Vergleich zu
den anderen Therapien keinen Uberlebensvorteil (Pignon et al., 2000). Nur eine
simultane Chemotherapie zur Erhéhung der Radiosensibilitdt von Plattenepitheltumo-
ren kann dazu beitragen, hypoxisch veranderte Tumorzellen zu eliminieren. Dies fihrt
dazu, dass eine Kombinationstherapie aus Chemo- und Radiotherapie eine geringere
Mortalitdtsrate aufweist als die jeweilige Einzeltherapie (Pignon et al., 2000). Viele
Studien dokumentieren, dass bei der primaren als auch der postoperativen
Radiotherapie die Kombination aus Strahlenbehandlung und simultaner Chemothera-
pie der alleinigen Bestrahlung in Bezug auf die Rezidivfreiheit Uberlegen ist (Corrao et
al., 1999; Jones et al., 2002), sodass im Folgenden mehr auf die Radio-Chemo-
Therapie (RCT) eingegangen wird. Die RCT wird in drei Formen eingeteilt: die
definitive RCT ohne Operation, die adjuvante RCT, bei der nach der Operation mit der
RCT begonnen wird und die neoadjuvante RCT, bei der vor der Operation mit der RCT
begonnen wird.

Als Chemotherapeutika bei der Kombinationstherapie werden platinhaltige Zytostatika
(Cisplatin oder Carboplatin), 5-FU (5-Fluorouracil) und Taxane eingesetzt. Den
Goldstandard stellt seit Jahren die Therapie mit Cisplatin dar (Howaldt et al., 2000;
Hafidh et al.,, 2006). In der Therapiemedikation wird zwischen Mono- und
Polychemotherapeutika unterschieden. Haufig eingesetzte Substanzen in der
Monotherapie sind Methotrexat (MTX), Cisplatin, Carboplatin, Paclitaxel und Docetaxel
(Vermorken et al., 2005). Dabei liegen die Vorteile der Monotherapie in der besseren
Steuerbarkeit und berechenbaren Toxizitat, die Nachteile in der geringen Wirksamkeit
im Vergleich zu den intensiveren Polychemotherapien, wie bei der Kombination aus
Cisplatin und 5-FU (5-Fluorouracil) (Budach et al., 2006). Die Durchfihrung einer
Polychemotherapie ist jedoch abhangig vom Allgemeinzustand des Patienten.

Die Chemotherapeutika werden bei der kombinierten RCT simultan wahrend der
Bestrahlung zur Radiosensibilisierung eingesetzt. Man nutzt dabei den supraadditiven
Effekt, d.h. die lokal gréRere Kombinationswirkung im Vergleich zur Addition der
Einzeleffekte. Um diesen Effekt zu erreichen, missen die Zytostatika in bestimmten
Zeitabstanden zu der taglichen Bestrahlungsfraktion wahrend der Strahlentherapie-
serie appliziert werden (Bosetti et al., 2003). Oft lasst sich durch eine Kombination
verschiedenartig wirkender Zytostatika ein besseres Ansprechen der Tumoren auf die
Behandlung erreichen.

Bei Patienten mit lokal fortgeschrittenen, inoperablen Tumoren ohne Metastasierung

wurden verschiedene Therapieansatze untersucht.
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Die Induktionschemotherapie mit darauffolgender Radiotherapie zeigte in den letzten
beiden Jahrzehnten jedoch keinen Uberlebensvorteil bei Kopf-Hals-Tumoren (Pignon
et al.,, 2000). Im Hinblick auf die Mortalitdtsrate und den Organerhalt bildet die
Dreifachkombination mit Taxanen (Docetaxel), Cisplatin und 5-Fluorouracil (5-FU) eine
vielversprechende Alternative zur Standardtherapie. Seit 2004 wird die Dreifachkombi-
nation Docetaxel, Cisplatin und 5-Fluorouracil eingesetzt, die mit Ansprechraten von
uber 90 % bei Primartumoren und 43 % bei Rezidiven zu einer deutlichen
Verbesserung der Therapie fiihrte (Posner et al., 2001; Baghi et al., 2006).

Die Effektivitdt der neoadjuvanten Chemotherapie konnte verbessert werden, indem
einige Zytostatikakombinationen wie z. B. Paclitaxel/Cisplatin, insbesondere in
Kombination mit monoklonalen Antikérpern (z. B. Cetuximab), eingesetzt wurden. Mehr
als 90 % der epithelialen Kopf-Hals-Tumoren lberexprimieren den funktionell aktiven
Epidemal Growth Factor Receptor (EGFR). Durch Hemmung dieses Rezeptors, z. B.
uber Cetuximab, lassen sich weitere Behandlungswege erschlieRen. Die Kombination
der primaren Strahlentherapie mit Cetuximab ist wirksamer als die alleinige
Radiotherapie und verbessert die progressionsfreie Uberlebenszeit im Vergleich zur

alleinigen Bestrahlung signifikant (Bonner et al., 2006).

1.6.4 Diagnostik und Staging mit Hilfe von Biomarkern

Eine vielversprechende Erganzung fur die Diagnostik von Kopf-Hals-Tumoren stellen
Biomarker dar. Biomarker sind laut ihrer Definition objektiv messbare Parameter
biologischer Prozesse, die diagnostische und prognostische Aussagekraft haben (“any
substance, structure, or process that can be measured in the body or its products and
influence or predict the incidence of outcome or disease” (engl.), Biomarkers Definition
Working Group, 2001). Biomarker zirkulieren im Blut oder in anderen Korperflissigkei-
ten und ihr Auftreten und ihre Konzentrationsanderungen sind mit dem Entstehen, der
Ausbreitung, der Prognose oder dem Therapieansprechen von Erkrankungen
assoziiert. In der modernen Medizin stellen Biomarker einen wichtigen Parameter zur
vereinfachten und sicheren Diagnosefindung und des Behandlungsverlaufs dar (Zen et
al., 2012). Speziell in der Onkologie haben sie eine groRe Bedeutung und sind
entweder Bestandteile der Krebszellen selbst (Tumorantigene) oder aber vom Tumor
oder vom gesunden Gewebe als Reaktion auf die Krebszellen direkt oder indirekt
gebildete Stoffwechselprodukte, wie zum Beispiel Enzyme oder Hormone. Fir eine
einfache und schnelle Diagnostik werden Biomarker bevorzugt, welche in
Korperflissigkeiten geldst sind (humorale Tumormarker). Diese sollen helfen die
Diagnostik zu unterstutzen, damit frihzeitig ein Tumor spezifisch identifiziert werden
kann (Rifai et al., 2006).
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Viele Studien haben Blut- und Speichelproben von gesunden Probanden und von
Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren auf Tumorbiomarker utberprift (Gottschlich et al.,
2000; Sorio et al., 2006; Arellano et al., 2009). Der Fokus lag hierbei auf dem Messen
spezifischer im Speichel oder auch im Blut vorhandener Makromolekile. Es wurden
Enzyme, Zytokine, Wachstumsfaktoren, Metalloproteinasen, Endothelin, Telomerasen,
Zytokeratine, mMRNA- und DNA-Sequenzen untersucht.

In den letzten Jahren haben zahlreiche Forschungsarbeiten demonstriert, dass im
Speichel von Patienten mit maligen Kopf-Hals-Tumoren epitheliale Tumormarker wie
Cyfra 21-1, TPS und CA 12 nachgewiesen werden koénnen. Ebenso waren
verschiedene sauerstoffabhangige stress-assoziierte Speichelparameter wie ROS und
RNS, biochemische und immunologische Parameter wie IGF, MMP’s und RNA-
Transkripte von IL8, IL-1B nachweisbar (Gottschlich et al., 2000; Walther et al., 1993;
Sorio et al., 2006). In anderen Fachbereichen werden Biomarker schon seit Jahren
eingesetzt. Es korrelieren z. B. erhdhte praoperative CEA-Werte mit dem Stadium, der
Rezidivrate und der Uberlebenszeit kolorektaler Karzinome. Als tumorassoziierte
Antigene haben das CEA und das CA 19-9 fir die Verlaufskontrolle von intestinalen
Karzinomen einen hohen Stellenwert erreicht. Diese Tumormarker (CEA, CA 19-9 und
SCC) konnten ebenfalls im Serum von Patienten mit Kopf-Hals-Karzinomen
nachgewiesen werden, verlieren aber ihre Bedeutung im Vergleich zu den Werten bei
intestinalen Tumoren. Die Timidinkinase (TK) sowie die dTTPase sind unspezifische
Proliferationsindikatoren und als zellulare Enzyme an der Kontrolle der DNA-Synthese
beteiligt. In einer Studie zur klinischen Leistungsfahigkeit von CEA, SCC, CA 19-9, TK
und dTTPase als Tumormarker, wurden Uber einen Zeitraum von sechs Monaten, 26
Patienten mit Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich untersucht. Es konnten
keine deutlichen und signifikanten Spiegelerhéhungen im Serum nachgewiesen
werden. Somit lieRen sich keine signifikanten Korrelationen zwischen den
Serumspiegeln und der Tumorlokalisation, der TumorgréRe, dem histologischen
Differenzierungsgrad und dem Allgemeinzustand der Patienten nachweisen. In der
weiteren, posttherapeutischen Verlaufsbeobachtung versprachen die Marker auch bei
verschiedenen Therapiemodalitdten und trotz Tumorfreiheit keine krankheitshinwei-
senden Auskinfte (Walther et al., 1993).
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1.7 Molekulare Biomarker- mikroRNA

1.7.1 Definition und Genese

Aufgrund der unzureichenden Spezifitdt und Sensitivitadt konventioneller Diagnostikme-
thoden setzt die aktuelle Forschung im Bereich der Plattenepithelkarzinome im Kopf-
und Halsbereich auf molekulare Marker (Park et al., 2009; Farnebo et al., 2011; Liu et
al., 2012). Mit einem besseren Verstandnis der Tumorbiologie kénnen Ansatze fur die
Entwicklung wirksamerer und individuellerer Behandlungsmethoden gefunden werden.
Hierbei nimmt die mikroRNA neben anderen Biomarkern (p53, EGFR, HPV-Onkogen
etc.) eine Sonderstellung ein. Laut Definition sind mikroRNA nichtcodierende kurze
RNA-Molekile (18 bis 25 Nukleotide) endogenen Ursprungs, die als spezifische
translationale Repressoren wirken (Bartel, 2004; Calin et al., 2006). MikroRNA kdénnen
Uber diese Modulation der Gen-Expression regulierend auf die Zellphysiologie wirken
und dabei die Tumorgenese in einem frihen Stadium beeinflussen. 1993 wurden sie
das erste Mal von Lee beschrieben (Lee et al., 1993). Seitdem kennt man ca. 2500
unterschiedliche mikroRNA (,Mirbase.org“ Datenbank). Allein auf der Datenbank
,Pubmed* wurden seitdem ca. 67.000 Publikationen zum Thema mikroRNA
verdffentlicht (Abb.1).
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Abbildung 1 Veroéffentlichungen zum Thema mikroRNA auf Pubmed von 1972- 2018

Die Biogenese und die Prozessierung der mikroRNA in menschlichen Zellen wurden
bereits gut untersucht (Abb. 2). Sie wirken im Zytoplasma und binden an die Ziel-
mRNA, wenn diese den Nukleus verlasst. Einige mikroRNA sind in Clustern
angeordnet und werden als Polycistron transkribiert (Lee et al., 1993). Etwa 40 % der
mikroRNA sind in den Introns von proteinkodierenden Genen lokalisiert und werden

nach dem SpleilRen autonom prozessiert (Rodriguez et al., 2004).
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Abbildung 2 Entstehung und Wirkungsweise der mikroRNA (Cortez et al., 2009)

Es wird angenommen, dass etwa 70 % aller humanen proteinkodierenden Gene von
mikroRNA reguliert werden (Friedman et al.,, 2009). Somit sind sie wesentliche
Regulatoren der Zellproliferation, Differenzierung und Apoptose (Guarnieri, 2008;
Hunter et al., 2008). MikroRNA weisen aufgrund ihrer geringen Lange sowie der
stabilen Assoziation an ihre Bindungspartner Argonaute-Proteine (hAgo2), eine hohe
Resistenz gegen den Abbau durch RNAsen auf, zirkulieren hoch stabil im Serum und
Plasma, sind resistent gegenuber extremen pH-Wert und Temperaturschwankungen
und kénnen mit einfachen molekularbiologischen Methoden (u. a. gRT-PCR,
mikroRNA Assays) in Geweben und Korperflissigkeiten verlasslich nachgewiesen
werden (Hanson et al., 2009; Zubakov et al.,, 2008). Durch ihre verschiedenen
Expressionsmuster werden sie in physiologischen Prozessen unterschiedlich reguliert,
wobei sie meist gewebespezifisch in Assoziation zu nahegelegen Genen organisiert
sind. Neben der klassischen Einteilung der Tumoren nach Morphologie und Histologie
beschreiben mikroRNA zugrunde liegende genetisch-regulatorische Veranderungen.
Das veranderte mikroRNA Expressionsprofii kann die Entschlisselung der
Entwicklungsgeschichte von menschlichen Tumoren ermdglichen und die erfolgreiche
Klassifikation auch in schlecht differenzierten Fallen ermdglichen. Hierbei genligt eine
kleine Zahl von mikroRNA (Lu et al., 2005; Calin et al., 2002).
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Aufgrund dieser Vielseitigkeit besitzen die Expressionslevel zirkulierender mikroRNA in
Kérperflissigkeiten ein hohes Potential fur den Gebrauch als neuartige, minimal
invasive Biomarker in der Tumorklassifikation, Diagnostik und der Uberwachung von
Tumoren (Bartel, 2004). Das Expressionsmuster zirkulierender mikroRNA korreliert
stark mit pathologischen Veranderungen. Spezifische mikroRNA konnten als
Biomarker im Serum von Patienten mit verschiedenen Tumorerkrankungen erfolgreich
validiert werden, so etwa bei Prostatakarzinomen, Ovarialkarzinomen, Kolonkarzino-
men, Mammakarzinomen, Pankreaskarzinomen und kleinzelligen Lungenkarzinomen
(Zen et al., 2012).

1.7.2 MikroRNA und ihre Rolle in der Tumorgenese

MikroRNA beeinflussen, je nach Spektrum der jeweiligen Ziel-Gene, die Aktivitat von
Onko- oder Tumorsuppressorgenen und spielen somit eine Doppelrolle in der
Karzinogenese. In Tumoren ist die Expression von mikroRNA haufig dereguliert. Da sie
bei der Entstehung spezifischer Proteine zu einem friihen Zeitpunkt eingreifen,
ermdglichen mikroRNA einen Tumor in seinen Anfangen zu diagnostizieren (Bartel,
2004). In Tumorzellen sind mikroRNA aufgrund der rapiden Proliferation der
Tumorzellen haufig in einer hdheren Varianz exprimiert als in somatischen Zellen.
Zusatzlich finden sich aufgrund von epigenetischen Alterationen oder Mutationen und
chromosomalen Veranderungen wie Deletionen in der Regel veranderte mikroRNA-
Expressionsmuster im Vergleich zu somatischen Zellen. Die Evaluierung geeigneter
mikroRNA im Speichel zur Unterscheidung zwischen gesunden Probanden und
Patienten mit Tumoren im Kopf- und Halsbereich wird seit langem intensiv bearbeitet.
Die in dieser Arbeit untersuchten mikroRNA miR-93, miR-125a, miR-142-3p, miR-
200a, miR-203, miR-213 (in der aktuellen miRBase Terminologie als miR-181a-3p
benannt) stehen in Zusammenhang mit der Entstehung eines HNSCC. Diese
mikroRNA sind bekannte Onkomirs, die eine noch nicht genau definierte Rolle bei der
Genese verschiedener Tumorentitaten spielen (Yu et al., 2011; Wu et al., 2011; Lv et
al., 2011). Eine der ersten Arbeiten auf diesem Gebiet ist eine Screeningarbeit von
Park et al. im Jahr 2009, in der etwa 50 mikroRNA im Speichel nachgewiesen werden
konnten. Auffallig waren die miR-200a und miR-125a, welche signifikant niedriger im
Speichel von Mundhéhlenkarzinom-Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden
exprimiert wurden. Auch konnten Konzentrationsveranderungen der miR-125a, miR-
200a, miR-93 und der miR-142-3p im Speichel zwischen Patienten mit Mundhoh-
lenkarzinomen im Vergleich zu gesunden Probanden festgestellt werden (Park et al.,
2009).

19



1. Einleitung

Auch andere Arbeiten belegen das tumorspezifische Potential der mikroRNA. Bekannt
ist, dass miR-125a die Proteinlevel der onkogenen Proteine ERBB2 und ERBB3
reduzieren kann, d. h. eine tumorsupprimierende Wirkung aufweist (Scott et al., 2007).
Lui et al. konnten 2012 einen signifikanten Expressionsunterschied der miR-31 im
Speichel zwischen Patienten mit Mundhdhlenkarzinomen und gesunden Probanden
feststellen (Liu et al., 2012).

Nicht nur fur die Primardiagnostik, sondern auch fir das Monitoring wahrend einer
Tumortherapie kénnen mikroRNA von groRRer Bedeutung sein. Trotz ihrer Rolle in
onkogenetischer Zelltransformation zeigen die Mitglieder der let-7 Familie (let-7a, let-
7b, let-7g und let-7i) in ihrer Expression eine deutliche Strahlensensitivitat und kénnten
zur Uberwachung einer Radio-Chemo-Therapie eingesetzt werden (Boyerinas et al.,
2010). Die Hemmung von let-7g durch Antagomirs fuhrt z. B. zu einer vergrof3erten
Radiosensitivitat von Tumoren der Lunge (Weidhaas et al., 2007).

MikroRNA beeinflussen aulerdem noch einen fir den Erfolg der Strahlentherapie
wichtigen Vorgang, den der zellularen Hypoxie (Kulshreshtha et al., 2007 und 2008).
Durch hohe Metabolisierungsraten und eine rasante Proliferation kénnen im Tumor
hypoxische Regionen entstehen. Seit langerem ist bekannt, dass Sauerstoff einen
radiosensibilisierenden Effekt hat, sodass flir die Zellabtétung von hypoxischem
Gewebe eine zwei- bis dreifach hdéhere Strahlendosis bendtigt wird. Pragen
Tumorzellen spezielle Phanotypen aus, kann es zur Therapieresistenz, aggressivem
Tumorwachstum und maligner Progression kommen (Vaupel et al., 2007; Oliveira et
al., 2008). Dies ist auch bei Mundhdéhlenkarzinomen mit einer unglinstigen Prognose
assoziiert (Eckert et al., 2008 und 2011). Hypoxischer Stress aktiviert ein komplexes
Gen-Expressionsprogramm, welches vom Hypoxie induzierbaren Faktor 1 (HIF-1),
insbesondere seiner Untereinheit a (HIF-1a), gesteuert wird (Swietach et al., 2007;
Denko, 2008; Semenza, 2009). HIF-1 fordert die Umstellung des Zellstoffwechsels an
einen verminderten zellularen Sauerstoffpartialdruck im Sinne einer Adaptation. So gibt
es mikroRNA, die etwa HIF-1a indirekt stabilisieren bzw. direkt inhibieren.
Beispielsweise hemmt die miR-31 die Expression von Factor inhibiting HIF-1 (FIH),
wodurch HIF-1a stabilisiert wird (Liu et al., 2010). In den vergangenen Jahren konnte
gezeigt werden, dass sich das Expressionsprofil bei Hypoxie assoziierten mikroRNA

auch bei Tumoren im Kopf- und Halsbereich verandert (Hui et al., 2010).
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1.7.3 Therapiemonitoring mit Biomarkern

Trotz optimierter Operations- und Bestrahlungstechniken sowie kombinierter
Chemotherapie haben sich die Heilungschancen des HNSCC in den letzten
Jahrzehnten kaum verbessert. Eine der Hauptursachen flr das mafRige Ansprechen
auf die zur Verfliigung stehenden Therapieoptionen und die fehlenden Informationen
Uber das biologische Verhalten der Tumoren im Therapieverlauf ist der Mangel an
geeigneten Biomarkern (Pink et al., 2009). Nur bei vollstdndiger histologisch
gesicherter Entfernung der Tumoren besteht ein verlassliches Therapieergebnis. Die in
Kapitel 1.6.4. genannten Biomarker stellen eine Mdglichkeit dar, neue Impulse in der
Diagnose, Therapie und Nachsorge des HNSCC zu setzen. Ein wichtiges Ziel ist es,
Tumormarker zu identifizieren, die den Tumor demaskieren, d. h. frUhzeitig das
Ansprechen der Tumoren auf die Therapie bzw. das Entstehen eines Rezidivs
anzeigen. Leider sind die bisher untersuchten Tumormarker zur Beurteilung von
HNSCC zu wenig spezifisch bzw. sensitiv. Hier stellen die mikroRNA eine neue
vielversprechende Option dar. Das diagnostische und pradiktive Potential von
mikroRNA ist in diesem Zusammenhang bislang aber nur unzureichend untersucht

wurden.
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2 Zielstellung

In der vorliegenden Arbeit wurde der Fokus auf den Nachweis der im Speichel von
Patienten, die an einem Kopf-Hals-Tumor erkrankten, im Verlauf der Radio-Chemo-
Therapie detektierbaren, spezifischen mikroRNA gelegt. Es sollten die Expressionsan-
derungen und deren klinische Wertigkeit fur das Tumormonitoring untersucht und
evaluiert werden. Die spezifischen mikroRNA waren speziell mit Kopf-Hals-Tumoren
assoziiert und kommen als potentielle Biomarker fir die Diagnostik, Therapie- und

Rezidivkontrolle in Frage.

Fragestellungen:

* Sind mikroRNA nach einer Lagerungsperiode von mehr als funf Jahren unter
Kryokonservierung noch im Speichel nachweisbar?

* Wie verhalten sich die Expressionslevel verschiedener mikroRNA im Speichel
von Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren im chronologischen Verlauf einer Radio-
Chemo-Therapie?

e Welche mikroRNA spielen bei der Uberwachung einer Radio-Chemo-Therapie
eine Rolle?

* Konnen die veranderten Expressionslevel spezifischer mikroRNA im Speichel
als Tumormarker eingesetzt werden?

* Gibt es eine Korrelation zwischen den Veranderungen der Expressionsprofile
einzelner mikroRNA und dem Auftreten von lokoregionaren Rezidiven oder

Fernmetastasen?
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3 Patienten, Material und Methodik

3.1 Patienten

3.1.1 Patientenproben

Die Speichelproben wurden zwischen Juni 2002 bis Oktober 2008 von Patienten
gesammelt, die an einem Tumor im Kopf- und Halsbereich erkrankt waren. Dies wurde
im Rahmen einer von der Deutschen Krebshilfe geférderten Studie zu Untersuchungen
der Regenerationsfahigkeit der GIl. parotis nach einer Radio-Chemo-Therapie
durchgefihrt (Hey et al., 2009). Dabei wurde untersucht, wie sich der Speichelfluss der
Gl. parotis nach einer Radio-Chemo-Therapie und der Einfluss des Zystostatikums
Cisplatin auf die Speichelflierate auswirken. Fir das Studienprotokoll, die
Einwilligungserklarung und die retrospektiven Analysen der Speichelproben lag ein
positives Votum der Ethik-Kommission der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg
vor. Alle Daten wurden den Kranken- und Bestrahlungsunterlagen entnommen Es
wurden zwei Gruppen von Patientenproben unterschieden. Gruppe 1 waren Patienten,
bei denen Speichelproben innerhalb festgelegter Intervalle gesammelt wurden und
Gruppe 2 bildeten Patienten, bei denen Speichelproben innerhalb nicht festgelegter

Intervalle gesammelt wurden.

3.1.2 Behandlungsplanung und Bestimmung der Speicheldosis

Im Folgenden wird ein kurzer Einblick in das vorangegangene Studiendesign (Hey et
al.,, 2009) gegeben. Alle Patienten erhielten ein 3D-CRT und eine IMRT-
Behandlungsplanung und wurden mit individuellen thermoplastischen Hals-Schulter-
Masken immobilisiert. Das geplante Ziel der Studie war es, den Funktionsverlust der
Gl. parotis durch eine cisplatinhaltige simultane Radio-Chemo-Therapie gegeniber
einer alleinigen Radiotherapie zu untersuchen. Zum Schutz der GIl. submandibularis,
der GIl. sublingualis und der kleinen Speicheldrisen wurden keine MafRnahmen
getroffen. Alle Patienten erhielten regelmaflig und in den gleichen Zeitabstadnden eine
Bestrahlung mit einer Dosisfraktion von 2,0 Gy. Die kumulative Gesamtdosis von 25
Gy wurde Uber einen Zeitraum von sieben Wochen mit einer Fraktion pro Tag und funf
Fraktionen pro Woche verabreicht. Die Hauptstrahlendosis und die reduzierte
spezifische Volumendosis wurden fir jede Drise durch ein Dosis-Volumen-
Histogramm bestimmt. Basis dafir war ein von Lyman entwickelter Algorithmus, der
die Information eines mehrstufigen DVH auf ein einstufiges reduzierte (Lyman et al.,
1989).
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AnschlieRend wurde die Hauptdosis fir jede ipsilaterale und kontralaterale Gl. parotis
fur jeden Patienten berechnet. Die Sammlung der Speichelproben vollzog sich in
unterschiedlichen Etappen: vor der Radio-Chemo-Therapie, wahrend der zweiten und
sechsten Therapiewoche, innerhalb einer Woche nach der Radio-Chemo-Therapie
sowie sechs Monate und 12 Monate danach. Alle Speichelproben wurden mindestens
eine Stunde vor dem Essen zu einer standardisierten Tageszeit (9 bis 11 Uhr)
gesammelt. Hierbei wurde eine einfache physiologische Situation simuliert, indem
jeder Patient fUnf Minuten auf einem Paraffinpellet (Ivoclar Vivadent, Schaan,
Lichtenstein) kaute. Hierbei handelt es sich um ein etabliertes, preiswertes und haufig
genutztes Verfahren, welches den Vorteil hat, dass zusatzliche Medikamenteneinnah-
men mit einhergehenden Nebenwirkungen entfallen. Nach der genannten Zeit wurden
die Proben durch Ausspucken des Patientenspeichels in sterilen Test-Tubes
gesammelt. Sofort nach der Entnahme wurden die Proben bei -80 °C kryokonserviert
(Hey et al., 2009).

3.2 Material

3.2.1 Chemikalien und Kits

Fir die Untersuchung wurden folgende Materialien und Kits verwendet:

Tabelle 4 Chemikalien

Name Verwendung Hersteller |Firmensitz
TRIzol RNA/DNA/Protein Extraktion Invitrogen | Karlsruhe,
Deutschland
Chloroform Waschung Sigma Steinheim,
Deutschland
Isopropanol Waschung Sigma Steinheim,
Deutschland
Ethanol (96 %, 70 %) | Waschung Sigma Steinheim,
Deutschland
RNAse freies Wasser | Verdinnung Roth Karlsruhe,
Deutschland

Tabelle 5 Enzyme und Puffer

Name Verwendung Hersteller | Firmensitz

DNAse Enzymatische Spaltung Qiagen Hilden,
Deutschland

RDD-Puffer pH-Wert Konstanthaltung Qiagen Hilden,
Deutschland
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Tabelle 6 Kits

Name Verwendung Hersteller Firmensitz
TagMan mikroRNA Primer Primerset Applied Darmstadt,
Kits Biosystems Deutschland
Spezifische Primer

miR-93 Assay-ID: 00432

miR-125a Assay-1D:000448

miR-142-3p Assay-1D:000464

miR-200a Assay-1D:000502

miR-203 Assay-ID:000507

miR-213 Assay-ID:000516

let-7a Assay-ID:000377

let-7b Assay-ID:002619

let-7g Assay-ID:002282

let-7i Assay-1D:002221

U18 snoRNA Assay-ID:001204

RevertAid H Minus Reverse ThermoScientific Waltham, MA,
Reverse Transcriptase Kit Transkription USA
HotStartTaqg-Polymerase Kit | DNA Qiagen Hilden,

Polymerase

Deutschland

3.2.2 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Fir die Analyse wurden folgende Gerate und Verbrauchsmaterialien genutzt:

Tabelle 7 Gerate

Name Hersteller Firmensitz
Vortexgerat Genie 2 Schtt Labortechnik Gottingen,
Deutschland
Zentrifuge Multifuge 3 S-R Kendro Laboratory Mudnchen,
Products Deutschland
Spektrometer Eppendorf Hamburg,
Deutschland
Thermocycler Biometra Gaéttingen,
Deutschland
Rotorgene 6000 Real-Time-Cycler LTF Wasserburg,

Deutschland
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Tabelle 8 Verbrauchsmaterialien

Name Hersteller Firmensitz
Reaktionsgefale Eppendorf Hamburg,
Deutschland
Einweg-Handschuhe Semperit Sopron,
Ungarn
Pipetten Eppendorf Hamburg,
Deutschland
Messzylinder Schott-Duran Mainz,
Deutschland

3.3 Methoden

3.3.1 RNA Isolation

Die RNA wurde durch Phenol-Chloroform-Extraktion unter Nutzung von TRIzol nach
den Herstellervorgaben isoliert. Bei Raumtemperatur wurden 200 ul Speichel aufgetaut
und anschlielend bei 2000 U/min fir finf Minuten zentrifugiert, um die restlichen
Zellen und Zellbestandteile zu entfernen. Es wurde der Uberstand abgenommen und
mit 750 pl TRIzol in einem 2 ml Reaktionsgefal® gemischt und funf Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Es wurden 200 pl Chloroform zugesetzt und zwei Minuten
per Hand geschuttelt. AnschlieRend wurde die Lésung zehn Minuten bei 12.000 U/min
unter 4 °C zentrifugiert. Die wassrige Oberphase (circa 600 pl) wurde vorsichtig
abgenommen und in ein neues 1,5-ml-Reaktionsgefal} uberfihrt. Dabei war es wichtig,
die Interphase bzw. das Protein nicht zu verletzen, da sonst unter Umstanden Protein
oder sogar Phenol mit Uberfihrt worden ware. Es wurden 45 ul DNAse-Mischung
hinzugefiugt. Diese Mischung wurde zuvor aus 40 pl RDD-Puffer und 5 pl DNAse
hergestellt. Durch Invertieren wurde alles gut vermischt. Bei Raumtemperatur wurde
das Gemisch 15 Minuten inkubiert, um es anschlieRend mit 500 pl Isopropanol zu
versetzen. Fur die RNA-Fallung wurden die Reaktionsgefafe tber Nacht (mindestens
12 h) bei -20 °C inkubiert. Nach der Inkubation erfolgte die Waschung. Am folgenden
Tag wurde die Lésung unter 4 °C flr zehn Minuten bei 12.000 U/min zentrifugiert, der
Uberstand dekantiert, mit 1 ml 96-prozentigem eisgekihltem Ethanol versetzt und
dann bei 10.000 U/min unter 4°C fur zehn Minuten erneut zentrifugiert. Es erfolgte das
Dekantieren des Uberstandes sowie die Zugabe von 700 ul 70-prozentigem
eisgekuhltem Ethanol. Die Zentrifugierung erfolgte bei 6.000 U/min unter 4 °C fir zehn
Minuten. Vorsichtig wurde der Uberstand abgenommen und das RNA-Pellet im
umgedrehten Tube luftgetrocknet und in 25 pl RNAse-freiem Wasser geldst. Die RNA-
Konzentrationsanalyse erfolgte in einem Ansatz aus 2 pl RNA-Lésung und 98 pl

RNAse-freiem Wasser mit Hilfe eines Spektrometers.
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Ebenfalls wurde eine Referenzlésung aus 2 pl RNAsefreiem Wasser und 98 ul Aqua
bidest hergestellt um die Proben gegeneinander zu messen. Die Messung erfolgte mit
der jeweiligen Probelésung gegen die Referenzlésung bei 260 nm und 280 nm. Eine
optische Dichte (OD) von 1 entsprach dabei 40 ng/ul. Der Quotient aus den
Absorptionswerten bei den Wellenlangen 260 nm und 280 nm ergibt die Reinheit
(idealerweise zwischen 1,75 und 2,1 OD). Die Proben wurden bis zur complementary
DNA-Synthese (cDNA, engl.) bei -20 °C gelagert.

3.3.2 MikroRNA-spezifische cDNA Synthese

In dieser Studie wurde der Inhalt des Speichels mithilfe des TagMan-mikroRNA-
Primer-Kits auf folgende mikroRNA untersucht: miR-93, miR-125a, miR-142-3p, miR-
200a, miR-203, miR-213, let-7a, let-7b, let-7g, let-7i und U18 snoRNA (als Referenz).
Fir jede mikroRNA-cDNA-Synthese wurden 10 ng der RNA unter Benutzung der
spezifischen Reverse Transkriptase und dem stem-loop-Primer verwendet. Die RNA

wurde mit dem folgendem Ansatz im Thermocycler in cDNA Uberfuhrt.

2,5 yl RNAse freies Wasser

3,0 ul 5x Puffer,

2,0 yl dNTPs

1,0 yl RNAse Inhibitor,

1,0 pl stem-loop-Primer (spezifisch fir mikroRNA),
0,5 yl MLV Reverse Transkriptase

10 uyl Reaktionsansatz

+ 5 yl RNA Verdinnung (2 ng/pl) der jeweiligen Probe

15 pl Gesamtansatz in 0,5 ml Reaktionsgefal

Der Reaktionsansatz wurde nach Herstellerangaben angesetzt und in 0,5-ml-Tubes
zusammen mit der jeweiligen RNA-Verdinnung pipettiert. AuRer der MLV-Reversen-
Transkriptase wurde alles gut gevortext. AnschlieBend erfolgte im Thermocycler die
reverse Transkription in cDNA. Die cDNA wird bendtigt, um weitere biochemische
Analysen (z. B. qRT-PCR) durchzufihren, da die RNA zu instabil ist, um damit
weiterzuarbeiten.

Programm zur cDNA-Synthese:

1.16 °C 30 min
2.42 °C 30 min
3.85°C 5 min

Die Proben wurden wieder bei -20 °C bis zur weiteren Bearbeitung gelagert.
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3.3.3 Quantitative Real-Time-PCR-Analyse

Im Anschluss an die reverse Transkription der mikroRNA wurde die cDNA mittels
quantitativer Real-Time-PCR (qRT-PCR) analysiert. Mit Hilfe der qRT-PCR kann unter
Anwendung der spezifischen reversen Transkription mit folgender Polymerase-
Kettenreaktion eine spezifische mikroRNA vervielfaltigt und somit nachgewiesen
werden. Die gRT-PCR ist eine Methode um physiologische und pathologische
Zusammenhange in der Zelle zu verstehen. Sie stellt eine Technik dar, die mit hoher
Sensitivitdt, guter Reproduzierbarkeit und einem weiten dynamischen Quantifizie-
rungsbereich als Nachweisreaktion eingesetzt werden kann. Es wird heute nicht mehr
in DNA-Produktmengen oder -Konzentrationen gerechnet, sondern als Mal} fur die
Quantifizierung der Startmenge werden die sogenannten Ct- (Crossing time/ cycle
threshold), Cqg- (quantification cycle) oder Cp- (Crossing point) Werte herangezogen.
Der Ct-Wert ist proportional zum Logarithmus der DNA-Menge. Bei der relativen
Quantifizierung wird die Expression der Zielgene mit der eines nicht-regulierten
Referenzgens, hier der U18 snoRNA, normalisiert. In dieser Studie wurde die cDNA
jeder individuellen Patientenprobe mithilfe einer gRT-PCR mit dem Rotor Gene 6000
(LTF, Wasserburg, Deutschland) vervielfaltigt. Das Kit zur Messung stammt von der

Firma Applied Biosystems (Darmstadt, Deutschland).

Der Ansatz und das Programm waren fir alle verwendeten TagMan-gRT-PCR-Assays
gleich. Fir jede Reaktion wurden 14 yL Mastermix auf 0,2 ml Reaktionsgefalie verteilt

und anschlielend 2 yl cDNA als Template zugeflgt.

10,2 ul Wasser

1,5 pl 10x Puffer

0,8 pl MgCl, (25mM)

0,5 ul dNTPs (100mM)

0,8 pl TagMan-Primer (spezifisch fir mikroRNA)

0,2 ul HotStart- Tag- Polymerase

2,0 yl cDNA

16 pul Reaktionsansatz

Der Ansatz wurde nach folgendem Protokoll vermessen.
Programm der qRT-PCR:

1. 95°C, 15 min

2. 95°C,30s

3. 60 °C, 60 s (Messpunkt liegt am Endes dieses Schrittes)
Schritt 2-3: 40 x wiederholen
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Die Produktakkumulation wurde durch Zunahme der Fluoreszenz pro Zyklus detektiert
und durch die AACt-Methode gemafR Livak und Schmittgen quantifiziert (Livak et al.,
2001). Als Referenz diente die U18 snoRNA-Expression.

3.4 Statistik

Die Daten wurden mit der SPSS Softwareversion 20 (IBM Deutschland GmbH,
Ehningen, Deutschland) analysiert. Unterschiede in der Expression der spezifischen
mikroRNA zwischen den Patientengruppen wurden durch Box-Plots und nicht-
parametrische Tests (Mann-Whitney-U-Test, Kruskal-Wallis-Test), T-Tests und
bivariate Korrelationsanalysen gemal Spearman-Rho dargestellt und analysiert. Die
Wahrscheinlichkeit p< 0,05 (a-Niveau) wurde als statistisch signifikant festgelegt. Es
wurde zusatzlich ein Bonferroni-Holm-Test angewandt, um das a-Niveau zu korrigieren

und somit eine Fehlerkorrektur der Signifikanz durchzufihren.

29



4. Ergebnisse

4 Ergebnisse

4.1 Patienten

Es wurden Speichelproben von 17 Patienten untersucht, davon waren drei Frauen und
14 Manner (42 Proben, Gruppe 1; bei sechs zusatzlichen Patienten lagen nur noch
Proben nach der Bestrahlung vor). Die Proben der sechs zusatzlichen Patienten
wurden fir die Berechnung zur Analyse der Assoziation der Speichel-Expression der
mikroRNA zu Regression und Progression der Tumoren untersucht, finden aber in den
anderen Ergebnissen keine Bericksichtigung. Von den 17 Patienten wurden
korrespondierende Speichelproben vor, wahrend und nach der Radio-Chemo-Therapie
untersucht. Das Durchschnittsalter der Patienten lag insgesamt bei 58,5 Jahren in der
Altersspanne zwischen 38 und 79 Jahren. Von den Patienten erkrankten vier an einem
Oropharynxkarzinom, finf an einem Mundbodenkarzinom und acht an einem
Kehlkopfkarzinom. Wahrend der Tumortherapie wurde die Mehrheit einer lokalen
Lymphknotenbehandlung unterzogen. Es wurden im primaren Staging keine
Metastasen in dem Patientenkollektiv nachgewiesen, wobei in zwei Fallen keine
Informationen zum Metastasierungszustand in den Krankenakten vorlagen (s. Tbl. 9
und s. Tbl. 10). Alle Patienten wurden operiert. Eine zusatzliche Chemotherapie mit

Cisplatin erhielten sechs Patienten (35,3 %).
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Tabelle 9 1. Teil Charakterisierung des Patientenkollektivs und Tumorstatistik

Pro- Ge- Alter Tumorlokalisation | Tumor- Lymph | Meta-
banden | schlecht | (31.12. | (Squamous Cell grofe knoten | stasen
2013) Carcinoma)

1 weiblich 69 Mundboden, T NO Mx

2 mannlich | 63 Larynx T3 NO MO

3 mannlich | 68 Mundboden T3 NO MO

4 mannlich | 56 Larynx T2 N2a MO

5 mannlich | 48 Oropharynx T3 N1 MO

6 mannlich | 55 Larynx T2 NO MO

7 mannlich | 63 Larynx T N1 MO

8 weiblich 51 Mundboden T2 NO MO

9 mannlich | 40 Mundboden T2 NO Mx
10 mannlich | 38 Mundboden T N1 MO

11 mannlich | 58 Orophaynx T2 N2b MO

12 mannlich | 78 Larynx T2 N2a MO
13 mannlich | 54 Oropharynx T3 NO MO
14 mannlich | 64 Larynx T3 N2c MO
15 weiblich 47 Larynx T2 N2b MO
16 mannlich | 57 Oropharynx T2 N2b MO
17 mannlich | 79 Larynx T2 N1 MO

31




4. Ergebnisse

Tabelle 10 2. Teil Charakterisierung des Patientenkollektivs und Tumorstatistik

Proban- |Thera- |Verstor- |Re- Uberle- |Strahlen- Chemo |RCT
den pie ben zidiv |benin dosis in Gy
Monaten

1 OP, RT |nein nein 15 47 Nein nein

2 OP, RT |ja ja 21 58 Ja Cisplatin
25mg

3 OP, RT |nein nein 7 48 Nein nein

4 OP, RT |ja ja 27 54 Nein nein

5 OP, RT |[ja ja 9 34 Ja Cisplatin
25mg

6 OP, RT |nein nein 15 61 Nein nein

7 OP, RT |ja ja 21 58 Ja Cisplatin
25mg

8 OP, RT |nein nein 22 50 Nein nein

9 OP, RT [nein nein 6 59 Ja Cisplatin
25mg

10 OP, RT |ja ja 12 48 Nein nein

11 OP, RT |ja ja 8 70 Nein nein

12 OP, RT |ja nein 10 49 Nein nein

13 OP, RT [nein nein 9 91 Ja Cisplatin
25mg

14 OP, RT |ja ja 23 50 Ja Cisplatin
25mg

15 OP, RT |nein nein 20 48 Nein nein

16 OP, RT |ja nein 6 58 Nein nein

17 OP, RT |nein nein 23 82 Nein nein

Zusatzlich wurden Speichelproben an nicht festgelegten Zeitabstdnden von 16
weiteren Patienten gesammelt, davon waren drei weibliche und 13 mannliche
Patienten (41 Proben, Gruppe 2). Diese Gruppe wurde angelegt, um die Effekte der
Kryokonservierung auf die Stabilitdt des Nachweises einzelner mikroRNA zu
untersuchen. In den Longitudinalstudien und statistischen Analysen fanden sie keine

Anwendung.

4.2 Messung der Speichel-mikroRNA

Aus jeder Speichelprobe (n= 83) konnte RNA in einer messbaren Konzentration isoliert
werden (Gruppe 1 und Gruppe 2 kombiniert). Die RNA-Konzentrationen erstreckten
sich zwischen 45 ng/pul bis 2349 ng/ul. In 95 % der Proben lag die RNA-Konzentration
zwischen 50 und 180 ng/pl.

Die ausgewahlten mikroRNA konnten in den meisten Proben detektiert werden, jedoch

gab es keine mikroRNA, welche in jeder Probe nachweisbar war.
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MiR-93 konnte in 79 Proben (95,2 %), miR-125a in 71 Proben (85,5 %), miR-142-3p in
70 Proben (84,3 %), miR-200a in 80 Proben (96,4 %), miR-203 in 67 Proben (80,7 %)
und miR-213 in 73 Proben (88,0 %) nachgewiesen werden. Zudem waren in 78 Proben
(94,0 %) let-7a, in 68 Proben (81,9 %) let-7b, in 56 Proben (67,5 %) let-7g und in 80
Proben (96,4 %) let-7i nachweisbar. In jeder Speichelprobe konnte die U18 snoRNA
nachgewiesen werden, welche als interne Referenz zur relativen Quantifizierung
verwendet wurde. Hierbei entspricht ,1“ der Expression der U18 snoRNA. Die AACt-
Werte entsprechen der unterschiedlichen Expression (n-fache Expression). Dabei
werden die Ct-Werte vom Zielgen und der Referenz voneinander subtrahiert (ACt).
AnschlieBend wird die Differenz zwischen den beiden ACt-Werten der einzelnen
Gruppen gebildet (AACt-Wert) und der dadurch erhaltene Wert in die Gleichung n-
fache Expression= 27 %“°! eingesetzt. Die Expressionsstarke der jeweiligen mikroRNA
war in der gesamten Studienpopulation deutlich verschieden. Die mittlere relative
Expression lag in einem Intervall von 58,3 (AACt Wert) fir die miR-93 und einer
mittleren relativen Expression von 0,0005 (AACt Wert) fir die let-7g (s. Abb.3). Mit dem
Begriff ,Expression wird die Konzentration (= Menge) der mikroRNA im Speichel
bezeichnet, die von allen Geweben einschliellich der Tumoren, in die Mundhdhle
abgegeben wird. Die Werte der untersuchten mikroRNA sind in Tabelle 11 gelistet und
in Abbildung 3 dargestellt (Der Median ist jeweils durch die schwarze Linie in der Box

gekennzeichnet).

Tabelle 11 Spezifische Mittelwerte der mikroRNA

mikroRNA Expressionskonzentration
miR-93 58,3
let-7b 10,3
miR-213 1,82
miR-125a 1,12
let-7i 0,91
miR-142-3p 0,32
miR-203 0,28
let-7a 0,04
miR-200a 0,004
let-7g 0,0005
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Abbildung 3 Box-Plots der AACt-Werte (Log Stufen) der untersuchten mikroRNA in der gesamten
Studienpopulation (n= 83 Speichelproben).

Der Median der Expression zeigte in den untersuchten Speichelproben bei miR-93,
mMiR-213 und let-7b die hochsten Werte.

In bivariaten Korrelationsanalysen nach Spearman-Rho konnte festgestellt werden,
dass vornehmlich die Konzentration der miR-93 mehrere signifikant positive
Korrelationen zu weiteren mikroRNA aufwies (miR-125a, miR-142-3p, miR-203, miR-
213, let-7a und let-7b, s.Tbl. 12). Andererseits korrelierten die Expression der miR-213
und der let-7i sowie die Expression der let-7a und let-7g schwach negativ (rs= -0,31
und -0,39; p= 0,005 und 0,0003) miteinander. Keine der analysierten mikroRNA war
durchgangig im Speichel erhéht.
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Tabelle 12 Bivariate Korrelationsanalysen nach Spearman-Rho zur Priifung des Zusammenhangs
der Korrelationen der Speichel-Expression ausgewéhlter mikroRNA untereinander

rs(>0,3) |p(>0,05) [n

miR93 | miR-125a_ | 0,34 0,002 83
miR-142-3p | 0,52 6,4*10E-7 | 83

miR-203 | 0,41 0,0001 83

miR213__ | 0,31 0,005 83

let-7a 0,34 0,002 83

let-7b 0,31 0,005 83
miR-125a | miR-213 | 0,37 0,001 83
miR-213_| let-7a 0,41 0,0001 83
let-7i -0,31 0,005 83

let-7a let-7g -0,39 0,0003 83

rs= Korrelationskoeffizient nach Spearman-Rho

4.3 Assoziation der mikroRNA-Expression zu tumorbedingtem Versterben und

Rezidivbildung

Weiterhin wurde evaluiert, ob ein Zusammenhang zwischen einer erhdhten Expression

einer oder mehrerer mikroRNA und dem Versterben der Patienten oder dem Auftreten

eines Rezidivs bestand. Interessanterweise zeigte auch das Alter des Patienten eine

signifikant negative Korrelation zur Speichel-Expression der miR-93 (rs= -0,348; p=
0,038) sowie der Speichel-Expression der miR-125a (rs= -0,333; p= 0,047). Beim
Versterben (9 vs. 8 Falle) korreliert eine erhéhte miR-203, eine erhdhte miR-142-3p

und eine verringerte let-7i-Expression im Speichel zum Zeitpunkt (0 Monate) nach

Behandlungsende im Trend signifikant mit einem schlechteren Uberleben (s. Tbl. 13

Mann-Whitney-U-Tests, gelb markiert im Trend signifikante Korrelationen, Abb. 4 bis

6).

Tabelle 13 mikroRNA-Expression zum Versterben der Patienten

miR-93 | miR-125a | miR-142-3p | miR-200a | miR-203 | miR-213 let-7a let-7h let-7g let-Ti

Mann-Whitney-U 20,500 23,500 18,000 26,500 16,000 35,000 31,000 30,000 34,000 17,000
Wilcoxon-W 65,500 68,500 63,000 71,500 61,000 80,000 76,000 75,000 79,000 53,000
zZ -1,495 -1,204 -1,743 -915 -1,930 -,096 -,481 -,581 -193 -1,828
Asymptotische Signifikanz 135 229 081 360 054 923 630 561 847 068
(2-seitig)

Exakte Signifikanz [2*(1- 139P 2360 093° arob 059° 963° 673° 606° 888° 074°
seitig Sig.)]

a. Gruppenvariahle: Verstorben

b. Nicht fir Bindungen korrigiert.
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Abbildung 6 let-7i zu Versterben der Patienten

Bei der Betrachtung der Rezidivbildung (7 vs. 10 Falle) sind sogar mehrere mikroRNA
signifikant an dem Zeitpunkt (0 Monate) nach Radio(-Chemo)-Therapie mit einer
erhéhten Wahrscheinlichkeit ein Rezidiv zu entwickeln, assoziert (s. Tbl. 14 und Abb. 7
bis 11).
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Tabelle 14 Rezidivbildung und Auftreten der mikroRNA

miR-93 miR-125a | miR-142-3p | miR-200a | miR-203 | miR-213 let-7a let-7h let-7g let-7i

Mann-Whitney-U 000 14,000 12,000 21,500 | 21,000 | 21,000 | 19,000 9,000 | 27,000 6,000
Wilcoxon-W 28,000 42,000 40,000 49500 | 49,000 | 49,000 | 47,000 | 37,000 | 55000 | 61,000
z -3,424 -2,051 -2,258 1318 | 1370 | -1,370 | -1562 | -2,553 -783 | -2,830
Asymptotische Signifikanz 001 040 024 187 71 7 118 011 434 005
(2-seitig)

Exakte Signifikanz [2*(1- ,000° 043° ,025° 193° 193° 193° 133b .010° 4750 ,003°
seitig Sig.)]

a. Gruppenvariahle: Rezidiv
h. Nicht fir Bindungen korrigiert.
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Abbildung 8 miR-125a zu Rezidivbildung
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Eine annahere Assoziation mit dem Alter zeigten die mikroRNA miR-93 und miR-125a.
Umso alter der Mensch war, umso niedriger die Konzentration der miR-93 und miR-
125a (s. Thbl. 15).
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Tabelle 15 Bivariate Korrelationsanalysen nach Spearman-Rho zur Assoziation der Expression der
ausgewahlten mikroRNA mit dem Alter

rs P

Alter miR-93 |-0,348|0,038

miR-125a |-0,333 | 0,047

rs: Korrelationskoeffizient nach Spearman-Rho

4.4 Analyse der Assoziation der Speichel-Expression der mikroRNA zu

Regression und Progression der Tumoren

Finfzehn der 23 Patienten, von denen Speichelproben zu definierten Zeitpunkten nach
Abschluss der Radio-Chemo-Therapie vorlagen, waren innerhalb des Untersuchungs-
zeitraumes an einem Rezidiv erkrankt. Diese wurden in der vorlaufigen Auswertung als
Progressionsgruppe (= Rezidiv) bezeichnet. Die acht Patienten, die bis zum Abschluss
der Untersuchung nach drei Jahren ohne Rezidiv geblieben waren, wurden als
Remissionsgruppe (= kein Rezidiv) bezeichnet. Wann die mikroRNA im Speichel
aufgenommen wurde, kann nicht festgestellt werden. In Abbildung 12 findet sich ein
Vergleich der Speichel-Expression der analysierten mikroRNA zwischen Progressions-
und Remissionsgruppe. Hierbei sind alle Werte als AACt-Werte angegeben. Wahrend
die meisten der analysierten mikroRNA (miR-93, miR-125a, miR-142-3p, miR-203,
miR-213, let-7a, let-7b) im Speichel der Patienten aus der Progressionsgruppe
verstarkt exprimiert waren, war die Expression dieser mikroRNA im Speichel der
Patienten aus der Remissionsgruppe mit Ausnahme der let-7b, miR-200a und let-7i
nicht mehr nachweisbar. Im Gegensatz dazu zeigte sich im Mittelwert eine hdhere
Speichel-Expression der miR-200a und let-7i in der Remissionsgruppe im Vergleich
zur Progressionsgruppe. Eine Speichel-Expression der let-7g lief3 sich in Patientenpro-
ben der Remissions- oder Progressionsgruppe nach der Radio-Chemo-Therapie nicht

mehr nachweisen.
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Abbildung 12 Box-Plots zur Speichel-Expression (AACt-Werte) ausgewdhlter mikroRNA nach
Radio-Chemo-Therapie in der Progressions- (n= 15) und der Remissionsgruppe (n= 8)

4.5 Assoziation der mikroRNA-Expression zum funktionellen Speicheldriisen-

parameter

Wenn man die Speichelproduktion und -sekretion nach der Radio-Chemo-Therapie
betrachtet, sind diese abhangig von der Speicheldrisenregeneration. Es wurden die
verschiedenen Speichelflussraten (in ml/min) der Patienten zu unterschiedlichen
Messzeitpunkten in die Analyse mit einbezogen (indem das Verhaltnis der Expression
der mikroRNA zur Durchflussrate des Speichels berechnet wurde). Interessanterweise
sind nach der bivariaten Korrelationsanalyse nach Spearman-Rho lediglich die miR-93
sowie let-7g signifikant mit den Speichelflussraten assoziiert (miR-93: rs= -0,337; p=
0,036; let-7g: rs= 0,334; p= 0,037). Die schon vorher postulierten Verbindungen
zwischen den Expressionen der mikroRNA und dem Zeitpunkt des Sammelns des
Speichels (Basislinie zu 12 Monate Post-Therapie), einschliel3lich Speichelflussraten
(p= 0,049 fur miR-93 und p= 0,012 fir miR-200a in Mann-Whitney-U-Tests), blieben
bestehen. Nach Analysen der bivariaten Korrelation wies die Expression der miR-93
eine starke positive Korrelation zur miR-125a (rs= 0,59; p= 0,000077), der miR-142-3p
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(rs= 0,46; p= 0,003) und der let-7b (rs= 0,44; p= 0,005) auf, wahrend die Expression der
miR-200a nur mit let-7a signifikant positiv in Bezug (rs= 0,37; p= 0,02) stand.
Aulerdem waren die Expression der miR-200a im Kruskal-Wallis-Test zur Flussrate

des Speichels 12 Monate nach der Behandlung signifikant unterschiedlich (p= 0,036).

4.6 MikroRNA-Expression vor und nach der Radio-Chemo-Therapie

Eine Teilmenge der Probandengruppe (Gruppe 1), bei denen Speichelproben zu
definierten Zeitpunkten vor und nach Radio-Chemo-Therapie zur Verfigung standen,
wurde auf signifikante Veranderungen der ausgewahlten mikroRNA-Expressionen vor
und nach der Radio-Chemo-Therapie untersucht. In den Speichelproben wiesen in der
Mehrzahl der Falle die miR-142-3p (16 von 25 Proben), die miR-93 (15 von 25 Proben)
und die miR-125a (15 von 25 Proben) ein mindestens um das Zweifache verstarktes
Expressionsniveau nach der Radio-Chemo-Therapie auf, wahrend die mikroRNA let-7a
(17 von 25 Proben) und let-7i (13 von 25 Proben) eine mindestens um das Zweifache
schwachere Expression nach der Radio-Chemo-Therapie im Vergleich zum
Expressionsniveau vor der Therapie zeigten (s. Abb. 13). Es konnten jedoch keine
durchgéngig verstarkt oder verringert regulierte mikroRNA nach der Radio-Chemo-

Therapie in dieser Analyse identifiziert werden.
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In einer robusteren statistischen Auswertung wurde analysiert, ob es eine signifikant
unterschiedliche Expression einer oder mehrerer mikroRNA vor (n= 21), wahrend (n=
31) oder nach (n= 31) der Radio-Chemo-Therapie gab. In nicht-parametrischen Mann-
Whitney-U-Tests gab es keine signifikante Veranderung der Expression der
analysierten mikroRNA (p= 0,14 fir miR-200a; p= 0,2 fur miR-93 zu p= 0,97 fir miR-
203) zwischen Speichelproben wahrend und nach der Radio-Chemo-Therapie (s. Thl.
16). Nachdem die Patientenproben in zwei Gruppen (ohne Remission oder mit
Remission der Tumoren) eingeteilt wurden, stellte sich heraus, dass bei einer
Remission der Tumoren die miR-93-Expressionslevel vor und nach der Radio-Chemo-
Therapie (p= 0,14; Mann-Whitney-U-Test, n= 37) im statistischen Trend verschieden
waren. AuRerdem unterschieden sich die Expressionen von miR-125a und miR-203 im
statistischen Trend in der Untergruppe Patienten ohne ein Wiederauftreten vor und
nach der Radio-Chemo-Therapie (p= 0,14 fir beide mikroRNA; Mann-Whitney-U-Test;
n= 15). Keine mikroRNA zeigt eine signifikante Alteration nach der Behandlung in
Bezug auf die statistische Analyse mit einem nicht-parametrischen Mann-Whitney-U-
Test (s. Tbl. 16).

Tabelle 16 Variation der mikroRNA-Expression vor, wiahrend und nach der Radio-Chemo-Therapie

Nullhypothese Verwendeter Test |Signifikanzniveau
Die Verteilung der miR-93 ist gleich vor Mann-Whitney-U- 0,20
und nach der Behandlung. Test

Die Verteilung der miR-125a ist gleich vor Mann-Whitney-U- 0,42
und nach der Behandlung. Test

Die Verteilung der miR-142-3p ist gleich vor | Mann-Whitney-U- 0,64
und nach der Behandlung. Test

Die Verteilung der miR-200a ist gleich vor Mann-Whitney-U- 0,14
und nach der Behandlung. Test

Die Verteilung der miR-203 ist gleich vor Mann-Whitney-U- 0,97
und nach der Behandlung. Test

Die Verteilung der miR-213 ist gleich vor Mann-Whitney-U- 0,90
und nach der Behandlung. Test

Die Verteilung der let-7a ist gleich vor Mann-Whitney-U- 0,33
und nach der Behandlung. Test

Die Verteilung der let-7b ist gleich vor Mann-Whitney-U- 0,53
und nach der Behandlung. Test

Die Verteilung der let-7g ist gleich vor Mann-Whitney-U- 0,56
und nach der Behandlung. Test

Die Verteilung der let-7i ist gleich vor Mann-Whitney-U- 0,61
und nach der Behandlung. Test
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Die let-7i verzeichnete eine Zunahme der Expression im Speichel im Vergleich vor und
wahrend der Radio-Chemo-Therapie (p= 0,058; unabhangiger zweiseitiger T-Test).
Nach Therapieende war sie im Vergleich zur Speichel-Expression wahrend der Radio-
Chemo-Therapie verringert exprimiert (p= 0,12; unabhangiger, zweiseitiger T-Test) (s.
Abb. 14). Die Ordinate ist zur besseren Vergleichbarkeit der verschiedenen mikroRNA
Expressionsunterschiede in Abb.14 logarithmiert.

Die Kruskal-Wallis-Analysen Uber die Verteilung der spezifischen mikroRNA-
Expressionen wahrend der Untersuchungszeiten (s. Tabelle 17) zeigten, dass die
Expression von miR-213 (p= 0,88), let-7i (p = 0,87), let-7g (p= 0,70), let-7b (p= 0,61),
miR-203 (p= 0,56), let-7a (p= 0,5) oder miR-125 (p= 0,5) verringert war, wahrend die
miR-200a unregelmafig Uber die verschiedenen Behandlungsphasen nach der Radio-
Chemo-Therapie verteilt bleibt und die Expression nach Ende der Therapie signifikant
zunahm. Die miR-200a zeigte auch im Kruskal-Wallis-Test eine signifikant veranderte
Expression nach Ende der Radio-Chemo-Therapie (p= 0,04; s. Tbl. 17; gelb
gekennzeichnet).

0.006

0.004
0.1

0.0027

0.01

0.001

Relative let-7i Expression (AACt Wert)

Relative miR-200a Expression (AACt Wert)

4 =
0 0
Vor der Waihrend der Nach der Vor der Bestrahlung  Wihrend der Nach der
Bestrahlung Bestrahlung Bestrahlung Bestrahlung Bestrahlung
Zeitriume der Behandlung Zeitrdume der Behandlung

Abbildung 14 Box-Plots der Expression der let-7i und miR-200a vor, wahrend und nach Radio-
Chemo-Therapie (AACt, Expression der U18 snoRNA als Referenzgen).

45



4. Ergebnisse

Tabelle 17 Nicht-parametrische Analyse nach Kruskal-Wallis der mikroRNA-Expression im
Speichel wahrend der verschiedenen Behandlungsphasen

Nullhypothese Gewadbhlter Test Signifikanzniveau
Die Verteilung der miR-93 Kruskal-Wallis Test 0,07
ist gleich fir die Behandlungsphasen.

Die Verteilung der miR-125 Kruskal-Wallis Test 0,50
ist gleich fir die Behandlungsphasen.

Die Verteilung der miR-142-3p Kruskal-Wallis Test 0,16
ist gleich fir die Behandlungsphasen.

Die Verteilung der 200a Kruskal-Wallis Test 0,04
ist gleich fir die Behandlungsphasen.

Die Verteilung der miR-203 Kruskal-Wallis Test 0,56
ist gleich fir die Behandlungsphasen.

Die Verteilung der miR-213 Kruskal-Wallis Test 0,88
ist gleich fur die Behandlungsphasen.

Die Verteilung der let-7a Kruskal-Wallis Test 0,50
ist gleich fur die Behandlungsphasen.

Die Verteilung der let-7b Kruskal-Wallis Test 0,61

ist gleich fur die Behandlungsphasen.

Die Verteilung der let-7g Kruskal-Wallis Test 0,70
ist gleich fur die Behandlungsphasen.

Die Verteilung der let-7i Kruskal-Wallis Test 0,87
ist gleich fur die Behandlungsphasen.

4.7 Langsverteilung der mikroRNA-Expression nach der Radio-Chemo-

Therapie

In einer weiteren statistischen Analyse wurde der Verlauf der relativen Expressions-
level der ausgewahlten mikroRNA an definierten Zeitpunkten (eine Woche nach Radio-
Chemo-Therapie (n= 17), sechs Monate nach Radio-Chemo-Therapie (n= 14) und 12
Monate nach der Radio-Chemo-Therapie (n= 8) evaluiert. Abbildung 15 zeigt die
Langsstudien der relativen mikroRNA Expression eine Woche nach Radio-Chemo-
Therapie (0 Monate) sowie sechs und 12 Monate nach einer Radio-Chemo-Therapie
bei 17 Patienten. Hierbei wurden Basisproben (n= 17), Proben sechs Monate nach der
Radio-Chemo-Therapie (n= 14) und Proben 12 Monate nach der Radio-Chemo-
Therapie (n= 8) untersucht. Die Expression der miR-93 und miR-200a waren 12
Monate nach der Radio-Chemo-Therapie signifikant hoher als die Basislinie (p= 0,047
und p= 0,036). Festzustellen war, dass sich die mittlere Expression der miR-93 im
Speichel der Patienten nach der Radio-Chemo-Therapie signifikant erhéhte. In

Kruskal-Wallis Analysen wurden keine signifikanten Unterschiede der relativen
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mikroRNA-Expressionen Uber die drei Zeitpunkte beobachtet (von p= 0,09 fir miR-
200a zu p= 0,98 fur let-7i).

Jedoch waren die miR-93 und die miR-200a 12 Monate nach der Radio-Chemo-
Therapie (n= 8) signifikant starker exprimiert (p= 0,047 und p= 0,036; Mann-Whitney-
U-Test) im Vergleich zur Expression eine Woche nach der Radio-Chemo-Therapie (n=
17).
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Abbildung 15 Langsstudien der relativen mikroRNA-Expression eine Woche, sechs und 12 Monate
nach Radio-Chemo-Therapie

4.8 Unkorrigierte p-Werte

Es wurde zusatzlich ein Bonferroni-Holm-Test angewandt, um das a-Niveau zu
korrigieren und somit eine Fehlerkorrektur der Signifikanz durchzufthren. Dieser Test
ist sehr einfach anzuwenden und stellt eine konservative Form des multiplen Testens
dar, um das a-Niveau anzupassen. In diesem Test wird das a-Niveau zu gleichen

Teilen auf einzelne Tests aufgeteilt.
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Aufgrund der Durchflhrung eines Vergleichs mehrerer nicht-normalverteilter Gruppen
mit einem Kruskal-Wallis-Test wurde ein Post-Hoc-Test notwendig um mit diesen
Paarvergleichen den Unterschied lokalisieren zu konnen. Eine Besonderheit gibt es zu
beachten: der Fehler erster Art (a-Fehler, Signifikanzniveau) musste angepasst
werden. Dies wird als Fehlerkorrektur bezeichnet. Tabellen 18 bis 20 zeigen die
korrigierten Werte an.

Im Ergebnisteil finden die nicht korrigierten p-Werte Anwendung und werden
anschlieRend im Diskussionsteil gegenubergestellt und analysiert. Dies wurde so
gewahlt um die pragnanten Ergebnisse hervorzuheben. In den Kkorrigierten
Ergebnissen lassen sich trotzdem Trends erkennen und darauf schlieen, dass ein
Zusammenhang zwischen den Parametern besteht. Um die Ergebnisse zu validieren,

musste eine neue Studie erfolgen, in der die Ergebnisse repliziert werden.

Tabelle 18 Bonferroni-Holm-Test

Korrigierte p-Werte (Kruskal-

Wallis)

9.(3)004 *10 =04 0

8.(0)007*9 =063 O

7.(2)016 *8 =128 O

6.(6 )05 *7 =35 0

5(1)05 *6 =3 0

4.(4 )056 *5 =28 0

3.(7)061*4 =244 O

2.(8)07 *3 =21 0

1.(9)087 *2 =174 0

0.(5)088*1 =088 0

Tabelle 19 Bonferroni-Holm-Test

Analyse Variable p-Wert (Kruskal-Wallis) | korrigierte p-Werte

Kapitel 4.3. mikroRNA- [ miR-93 0,07 0,63

Expression in den miR-125a |0,5 3

Cor wihe o ach [ 4232 0.5

Radio-Chemo-Therapie) m!R-ZOOa U 0.4
miR-203 0,56 2,8
miR-213 0,88 0,88
let-7a 0,5 3,5
let-7b 0,61 2,44
let-7g 0,7 2,1
let-7i 0,87 1,74
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Tabelle 20 p-Wert Tabelle aller durchgefiihrten Tests

Kapitel 4.1. | keine statistischen
Patienten- |Analysen
kohorte
Kapitel 4.2. | bivariate Korrelationen
Messung (Spearman-Rho)
der
Speichel-
mikroRNA
Analyse Variable |p-Wert p-Wert (post-hoc-Analyse - Mann-Whitney-
(Kruskal- U-Test; vor vs. nach Behandlung)
Wallis)
Kapitel 4.3. | miR-93 0,07 0,20
mikroRNA- | miR- 0,5 0,42
Expression | 1254
in den miR-142- [ 0,16 0,64
Behand- 3p
lungspha- 'R 0,04 0,14
sen (vor, 200a
wahrend iR 203 (0,56 0,97
und nach iR 313 [0.88 0,90
Radio-
Chemo- let-7a 0,5 0,33
Therapie) let-7b 0,61 0,53
let-7g 0,7 0,56
let-7i 0,87 0,61
Analyse Variable |p-Wert p-Wert (post-hoc-Analyse- Mann-Whitney-U-
(Kruskal- Test; vor vs. nach Behandlung)
Wallis)
Kapitel 4.4. |miR-93 (0,14 0,05
mikroRNA- | miR- 0,48 0,29
Expression | 1254
longitudinal [ iR-142- 0,25 0,67
nach Radio-| 3,
Chemo- iR 0,09 0,04
Therapie 200a
(Basislinie, 'miR:203 0,68 0,44
eund 12 "iR213 0,07 0,89
Monate
spiter) let-7a 0,79 0,51
let-7b 0,8 0,89
let-7g 0,86 0,98
let-7i 0,98 0,99
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5 Diskussion

5.1 Nachweis von mikroRNA im Speichel

Es wurde bereits in verschiedenen Studien gezeigt, dass sich reproduzierbare
mikroRNA-Expressionsmuster in unterschiedlichen Korperflissigkeiten wie Biut,
Serum, Speichel oder Ejakulat nachweisen lassen (Chen et al., 2008; Mitchell et al.,
2008; Hanson et al.,, 2009). Wenn man diese Studien mit der vorliegenden
Untersuchung in einen Kontext setzt, kann begrindet vermutet werden, dass
mikroRNA-Expressionsmuster im Speichel einen vielversprechenden noninvasiven
Biomarker fir die Diagnose und Prognose von verschiedenen Erkrankungen, speziell
fur Tumoren im Kopf- und Halsbereich, darstellen. Park et al. wiesen in ihrer Studie 50
mit dem Mundhdhlenkarzinomen assoziierte mikroRNA im Speichel nach (Park et al.,
2009). Dabei waren miR-125a, miR-200a, miR-93 und miR-142-3p bei Patienten, die
an einem Mundhohlenkarzinom erkrankt waren, im Vergleich zu den gesunden
Probanden signifikant unterschiedlich exprimiert. Damit lieferten die Ergebnisse von
Park et al. aus dem Jahr 2009 eine Grundlage uber die moglichen HNSCC
assoziierten mikroRNA, die als Tumormarker infrage kommen. Zehn der 50
spezifischen mikroRNA wurden in dieser Studie integriert und ihre Wertigkeit
hinsichtlich des Verlaufes einer Radio-Chemo-Therapie beurteilt. Die Expressionsstar-
ke der jeweiligen mikroRNA war in der gesamten Studienpopulation sehr unterschied-
lich, was auf die verschiedenen Arten der untersuchten Tumoren zurtickgeflihrt werden
kénnte. Dazu gibt es aber in der Literatur keine Studien, sodass dies ein wichtiger
Ansatzpunkt fir weitere Forschungen ware. Hierbei kdnnte von Interesse sein, welche
mikroRNA von einem spezifischen Gewebe bei einer Tumorentwicklung in den Kdorper
abgegeben werden. Man kénnte so Schlisse Uber frihe Tumorerkrankungen ziehen,
wenn bestimmte mikroRNA Konzentrationen einem Organ zugeordent werden
kénnten. Der Umfang dieser Arbeit lieR diese Vermutung aber auf3er Acht. Der Median
der Expression zeigte bei den mikroRNA miR-93, let-7b und miR-213 die hochsten
Werte. Diese waren somit in den Speichelproben am starksten exprimiert. Eine weitere
Studie von Michael et al. evaluiert die Isolierung von Exosomen aus menschlichen
Speichel zwischen einer gesunden Kontrollgruppe und einer Gruppe, die unter dem
Sjégren-Syndrom litten (Michael et al., 2010). Die Autoren zeigen, dass Exosomen, die
aus frischen und kryokonservierten Speichel isoliert wurden, ein breites Spektrum
spezifischer mikroRNA enthalten. Man kann also daraus schlussfolgern, dass die
intrazellulare Expression der mikroRNA jener der Gewebe- bzw. Speichel-Expression
entspricht. Leider konnte bisher in keiner Studie ein Grenzwert fir die ,Normalkonzent-

ration” spezifischer mikroRNA festgelegt werden.
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Man kann anhand der unterschiedlichen Eigenschaften Tendenzen prognostizieren
und durch den Verlauf innerhalb der Therapie bzw. posttherapeutischer Kontrollen
Schlussfolgerungen ziehen Gber den Verbleib, den Anstieg oder die Verminderung der
mikroRNA-Expression. Es wurde also lediglich eine Korrelationsanalyse durchgefiihrt.
In der vorliegenden Studie waren in allen Speichelproben die ausgewahlten mikroRNA
in unterschiedlichem Ausmall messbar. Der Nachweis der zu detektierenden
mikroRNA im Speichel kénnte einen Hinweis auf Heilung geben, aber auch erneute
pathologische Veranderungen anzeigen, entsprechend der Expressionsstarke der
einzelnen mikroRNA und deren molekularen Eigenschaften in der Rolle als Koordinator
der mRNA.

5.2 Analyse der Lagerungsperiode beziiglich des Erhalts der mikroRNA in den
Speichelproben

In der zweiten Fragestellung der vorliegenden Studie wurde angenommen, dass es
einen Zusammenhang zwischen der Expression der einzelnen spezifischen mikroRNA
gibt. Die einzelnen mikroRNA-Expressionen korrelieren zum Teil sowohl negativ als
auch positiv zueinander. Im Fall der miR-93 besteht eine positive Korrelation zur
Expression der mikroRNA miR-125a, miR-142-3p, miR-203, miR-213, let-7a und let-
7b. Im Fall der miR-213/let-7i und der let-7a/let-7g korreliert die Expression im Speichel
negativ zueinander. Anhand dieser Korrelationen kdnnte vermutet werden, dass eine
bestimmte mikroRNA, die in der Probe gehauft vorkommt, mit ihren molekularen
Eigenschaften dominierend auf eine korrespondierende mikroRNA wirkt. Dabei kann
entweder deren Aktivitdt als Onkomir (= OnkomikroRNA) oder auch als Tumorsuppres-
sor-mikroRNA positiv oder negativ beeinflusst werden. Es kdénnten spezifische
,mMikroRNA Gruppen*® als ,Detektierungs-mikroRNA* genutzt werden, um Therapien zu
Uberwachen. Im Falle eines vermehrten Vorkommens der miR-93 kann von einem
niedrigen Vorkommen der miR-125a oder miR-142-3p ausgegangen werden, was im
besten Falle fur eine Heilungstendenz spricht. Leider l1asst es das Studiendesign nicht
zu, Vermutungen daruber anzustellen, in welchem molekularen Zusammenhang die
mikroRNA zueinander stehen. Anhand der vorliegenden Ergebnisse kann nur von
einem positiven oder auch einem negativen Zusammenhang zwischen den
verschiedenen Expressionen der Speichel-mikroRNA ausgegangen werden.

Eine basale Untersuchung im Rahmen dieses Projektes war, ob die Lagerungsperiode
der Speichelproben einen Einfluss auf die quantitative Detektierbarkeit von mikroRNA
hat. Viele der Proben wurden mehr als flinf Jahre bei -80 °C gelagert und nicht durch

bestimmte Protokolle oder mit speziellen Zusatzen konserviert.
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Eine Vermutung ging den Untersuchungen voran, dass sich die Proben verandern und
es mit der Zeit zu einem Zerfall der mikroRNA kommen kénnte, was im Extremfall zum
Abbruch der Studie hatte fihren missen. Jedoch mit Hinblick auf mehrere gréfitenteils
forensische Studien ist es wahrscheinlich, dass die Degradierung minimal war
(Zubakov et al., 2008). In der Studie von Zubakov et al. gelang es, den mRNA-
Nachweis von speichelspezifischen Markern in getrockneten Speichelproben, die unter
Umgebungstemperatur bis zu sechs Jahren gelagert waren, und den mikroRNA-
Nachweis in unter denselben Bedingungen bis zu einem Jahr konserviertem Speichel
in einen forensischen Zusammenhang zu bringen (Zubakov et al., 2008). Zur
Identifikation spezifischer mikroRNA-Expressionsmuster in Kérperflissigkeiten haben
Hanson et al. erste Untersuchungen zur mikroRNA-Expression in getrockneten
biologischen Flussigkeiten, wie Blut, Sperma, Speichel, vaginalen Sekreten und
Menstruationsblut, durchgefuhrt (Hanson et al., 2009). Es wurden dabei neun
mikroRNA (miR-451, miR-16, miR-135b, miR-10b, miR-658, miR-205, miR-124a, miR-
372 und miR-412) untersucht. Diese mikroRNA waren alle unterschiedlich exprimiert
und koénnten als Diskriminanten fur forensische Zwecke verwendet werden. Andere
Studien fanden heraus, dass die mikroRNA miR-15b, miR-16 und miR-24 im Plasma
bei Raumtemperatur, moéglicherweise aufgrund ihrer stabilen Assoziation an hAgo-
Proteine, fir mindestens 24 Stunden stabil bleiben, obwohl mittels Zugabe einer
synthetischen mikroRNA der Nachweis hoher RNAse-Aktivitdt im Speichel erbracht
wurde (Mitchell et al., 2008). AuRerdem waren die analysierten mikroRNA noch stabil,
nachdem die Proben bis zu funf Freeze/Thaw-Zyklen durchlaufen hatten (Mitchell et
al., 2008). Hierbei muss zwischen der absoluten Stabilitat und der relativen Stabilitat
unterschieden werden. Die absolute Stabilitat ist die eigentliche Konzentration der
mikroRNA, die nicht untersucht werden konnte. In der vorliegenden Studie wurde die
relative Stabilitat betrachtet, die angibt, wie das Verhaltnis zum Referenzgen Uber die
Jahre konstant geblieben ist. Es muss kritisch diskutiert werden, ob eine mikroRNA,
die noch dektektierbar ist, stabil oder instabil ist. Theoretisch kann sie auch um
mehrere Logstufen im Laufe der Lagerung abgenommen haben. Das Studiendesign
konnte nicht tiefer in diesen Sachverhalt vordringen, sodass nur die relative Stabilitat
untersucht wurde. Die spezifischen mikroRNA waren nach mehr als finf Jahren in
Speichelproben nachweisbar. Langzeitstudien, in denen speziell das Uberleben der
Patienten und die Ausbildung eines Rezidivs eine Rolle spielen, kdnnten somit gut
umgesetzt werden. Es konnten keine Veranderungen der Proben festgestellt und die
untersuchten mikroRNA in allen Proben in ausreichend detektierbaren Mengen

nachgewiesen werden.
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In Bezug auf die oben zitierte Literatur zeigt die vorliegende Studie ebenfalls, dass
unter einer verlangerten Lagerungsdauer die mikroRNA im Speichel stabil bleiben und
auch ohne Spezialprotokolle oder Zusatze Uber viele Jahre gelagert und analysiert

werden konnen.

5.3 Patientenkollektiv und Assoziation der Speichel-mikroRNA zu klinischen

Faktoren

5.3.1 Patientenkollektiv

Die Inzidenz von Kopf-Hals-Tumoren stieg bei Mannern und Frauen in den letzten
Jahren immer weiter an. Manner erkrankten dabei wesentlich haufiger an Tumoren im
Kopf- und Halsbereich als Frauen (4,5 zu 1) (RKI-Krebsdaten, 2007/2008). Die
Zusammensetzung der vorliegenden Studienkohorte, bestehend aus sechs Frauen
und 27 Mannern und das Durchschnittsalter von 58,5 Jahren sind vergleichbar mit den
Patientencharakteristika anderer Studien (3,8:1 bis 10:1, Altersdurchschnitt 38 bis 79
Jahren) (Dobrossy, 2005). Die untersuchten Patienten kénnen damit als reprasentativ
fur die Patientengruppe mit der Indikation zur Behandlung von Tumoren im Kopf- und
Halsbereich angesehen werden. Die Art und die Lokalisation der Tumoren waren
unterschiedlich innerhalb der Gruppe der Kopf-Hals-Tumoren, sodass allgemein von
bdsartigen Kopf-Hals-Tumoren gesprochen werden muss. Die Therapie der Patienten
gestaltete sich nach den géngigen Richtlinien, in deren Rahmen alle Patienten operiert
wurden und sich die Mehrheit einer Entfernung der lokalen Lymphknoten unterzog
unter Ausschluss von Metastasen (unklar bei zwei Patienten). Eine zuséatzliche
Chemotherapie mit Cisplatin erhielten 35,3 % der Patienten. Im Unterschied zur
gangigen Therapie wurden die Patienten mit einer durchschnittlichen Strahlendosis
von 27,7 Gy radiotherapiert. Diese reduzierte Dosis ergab sich aufgrund der
schonenden Bestrahlung auf eine der Ohrspeicheldriisen. Durch diesen Sachverhalt
wurde die Schadigung einer Speicheldrise reduziert und ein messbarer Speichelfluss
erhalten. Somit konnte eine ausreichende Menge Speichel gesammelt werden, um
diesen als Diagnosemedium zur Analyse von mikroRNA zu nutzen.

Die Patientenproben stellten nur eine Teilkohorte von Proben einer friheren Studie
dar, die die Auswirkung zweier Bestrahlungstechniken und einer verminderten
Strahlendosis (< 27,7 Gy) auf eine einzelne Gl. parotis untersuchte (Hey et al., 2009).
Eine wichtige Limitierung der Ergebnisse ist die hohe Varianz der Expression der
mikroRNA. Es konnten aus den vorhandenen Speichelproben nicht mehr
Probandenproben genutzt werden als die der untersuchten 33 Patienten (Gruppe 1

und Gruppe 2).
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Die restlichen Speichelproben konnten nicht in einen genauen Kontext mit dem Verlauf
einer Radio-Chemo-Therapie gesetzt werden, da zu manchen Zeitpunkten im
Kontrollverlauf keine Proben mehr zur Verfigung standen. Die 33 Patienten und der
von ihnen zur Verfugung gestellte Probenpool von 83 Proben erlauben teilweise nur
eine grobe Beurteilung und keine Verifizierung der gewahlten Fragestellungen. Es lag
keine homogene Verteilung der Patienten vor, sodass eine statistische Auswertung
durch wenige Probanden erschwert war. Ebenfalls reduzierte sich die Gruppe durch
die Unterteilung in Remission- und Progressionsgruppe. Die Patientengruppen
reduzierten sich zudem weiterhin durch den zeitlichen Verlauf. Es waren nach 12
Monaten nur noch acht Probanden in der Remissionsgruppe vorhanden, die anderen
entwickelten ein Rezidiv. Mit einem gréReren Patientenpool kénnten die untersuchten
Ergebnisse validiert und Fehler minimiert werden. Sinnvoll waren Multicenterstudien in
denen grofle Probandenzahlen unabhéngig voneinander untersucht und mit einer
gesunden Probandengruppe verglichen werden konnten. Bei einem derartigen
Untersuchungsaufbau lieRe sich das Potential der mikroRNA als Tumor- oder
Therapiemarker umfassender aufzeigen. Kritisch betrachtet werden muss auch die
Heterogenitat der untersuchten Studiengruppe hinsichtlich des Alters, des Geschlechts
und der Tumorentitdt. Tumoren unterschiedlicher Gewebe und Lokalisation haben
vermutlich ein unterschiedliches mikroRNA Expressionsmuster als Tumoren derselben
Entitat. In der Literatur lasst sich diesbezlglich noch wenig Material finden. Aus einigen
Studien ging hervor, dass der relative Gehalt der spezifischen miR-122 auch bei akuter
Leberschadigung mit der Serumkonzentration der etablierten Schadensparameter ALT,
AST und LDH Kkorreliert. Die miR-122 hat eine Tendenz, die organspezifische
Quantifizierung eines hepatozellularen Schadens zu erméglichen (Zhang et al., 2010;
Starkey et al., 2011). Es konnte aullerdem gezeigt werden, dass bei einigen
Erkrankungen, z. B. hypertensiver Nephrosklerose und Hepatitis C, mikroRNA
dysreguliert sind und somit krankheitsrelevante Genprodukte beeinflussen (Kato et al.,
2012). In den untersuchten Patientengruppen bestand eine anndhernd &quivalente
Dominanz der Karzinome im Bereich des Oropharynx und der Mundhdhle. Es kann
eigentlich nicht generell von einem Kopf-Hals-Tumor gesprochen werden, da die
Gewebe, die Tumoren ausbilden, grundsatzlich verschieden sind. Daraus lasst sich
vermuten, dass ein Tumor der Zunge mdglicherweise ein anderes ,mikroRNA-
Expressionsprofil an den Speichel abgibt als ein Larynxtumor. Verschiedene
Tumorlokalisationen, beispielsweise Nasopharynxkarzinome, besitzen im Vergleich zu
Mundhdéhlenkarzinomen eine variierende Tumorbiologie. In anderen Studien wurden
durch die spezifische Selektierung des untersuchten Gewebes gewebe- und sogar

organspezifische mikroRNA detektiert.
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Hierbei waren die Expressionslevel der miR-143 und miR-145 bei colorektalen
Tumoren signifikant reduziert (Michael et al., 2003). Dies war auch bei Mamma-,
Prostata-, Cervix- und Lymphomakarzinomzelllinien der Fall (Michael et al., 2003). Die
Mitglieder der let-7 Familie wurden als TumorsuppressormikroRNA eingestuft, da sie
an chromosomalen Bruchpunkten liegen, die direkt mit Lungen-, Mamma-, Urothel-
und Cervixkarzinomen assoziiert sind (Calin et al., 2004). Der Studienumfang ergab

nicht die Moglichkeit diesen Aspekt grundlegender zu untersuchen.

5.3.2 Assoziation der mikroRNA mit funktionellen Speicheldriisenparametern

Es kam in der Vorstudie beim Sammeln der Speichelproben durch Hey et al. zu
Abweichungen des Speichelflusses in einer Spannweite von Uber 2,5 ml/min (Bereich
prae radiationem 0,97 ml/min bis 1,19 ml/min und post radiationem 40 % Reduzierung
der Werte) jedoch lagen sowohl die unteren Werte als auch die oberen Werte
aullerhalb eines pathologischen Bereiches (Hey et al., 2009). In Anlehnung an die
Empfehlung der WHO Uber die Definition eines radiogenen Schadens lief3en sich die
SpeichelflieRraten vor der Radio-Chemo-Therapie sinnvoll standardisieren und die
oben genannten Abweichungen zwischen den Patienten verringern. Der Unterschied in
der gemittelten SpeichelflieRrate nach der Radio-Chemo-Therapie flihrte eher zu einer
Abschwachung der von Hey et al. gefundenen Flussdifferenz zwischen den
Untersuchungsgruppen. Den Hauptteil der Gesamtspeichelmenge produzieren die
beiden Ohrspeicheldrisen neben den GI. sublinguales und submandibulares sowie
den kleinen Speicheldrisen der Mundschleimhaut. Ab einer kumulativen Gesamtdosis
von 50 Gy wird das Speicheldriisengewebe irreversibel geschadigt, d. h. nach einer
Radio-Chemo-Therapie sind die Speichelproduktion und -sekretion abhangig von der
Speicheldrisenregeneration (Saarilahti et al. 2006). Es wurden die verschiedenen
Speichelflussraten (in ml/min) der Patienten aus der Vorabstudie in die Analyse mit
einbezogen und Proben zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Therapie gesammelt. Im
Anschluss wurde das Verhaltnis der Expression der mikroRNA zur Durchflussrate des
Speichels berechnet. Nach Analysen der bivariaten Korrelation wies die Expression
der miR-93 eine starke positive Korrelation zur miR-125a, miR-142-3p und let-7b auf,
wahrend die Expression der miR-200a nur mit let-7a signifikant in Bezug stand.
Interessanterweise sind die Expression der miR-93 und der let-7g signifikant mit den
Speichelflussraten assoziiert. Die schon vorher beschriebene Korrelation zwischen der
Expression der mikroRNA und dem Zeitpunkt des Sammelns des Speichels,
einschliefllich Speichelflussraten, blieben bestehen. Anhand des Kruskal-Wallis-Tests
ist z. B. die Expression der miR-200a im Verhaltnis zur Flussrate des Speichels 12

Monate nach der Behandlung signifikant verschieden (p= 0,036).
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Es konnte vielmehr bestatigt werden, dass mikroRNA abhangig vom Speichelfluss in
den Speichel abgegeben werden. Es kommt nicht zu einer durch die Schadigung der
Drusen zu erwartenden verminderten, sondern zu einer verstarkten Expression
spezifischer mikroRNA. Diese korreliert in jeder Speichelprobe mit der Speichelflussra-
te. Die Expression der miR-93 und miR-200a 12 Monate nach Behandlung blieb
signifikant hoher als die der Basislinie. Hierbei ware zu diskutieren, ob die
Konzentration der mikroRNA mit dem erhdhten Zellschaden und dem damit
verbundenen Zerfall in Zusammenhang steht oder ob eine konstante zellspezifische
mikroRNA Abgabe vorhanden ist, welche bei einem geringeren Speichelfluss zu einer
héheren Konzentration im Speichel flhrt. Der Speichelfluss stellt einen wichtigen
Parameter fir die Funktion der Speicheldrisen dar. Fur die mikroRNA im Speichel
bedeutet dies, dass ein Zusammenhang zwischen der Radio-Chemo-Therapie der
Speicheldrisen und der Abgabe von Speichel in die Mundhohle besteht. Bei einem
reduzierten Speichelfluss kdénnen somit, in Bezug auf die Konzentration, mehr
mikroRNA in den Speichel abgegeben werden. Die Uberwachung einer Radio-Chemo-
Therapie mittels mikroRNA Detektierung bleibt moglich, da trotz radiogenem Schaden
der Speichelfluss erhalten bleibt und ausreichend mikroRNA in den Speichel
abgegeben werden.

Kritisch zu diskutieren sei hierbei aber, dass die einzelnen bestrahlten Speicheldriisen
eine reduzierte Dosis von 27,7 Gy erhielten. Die Bestrahlungsdosen variieren in den
meisten Radiotherapien zwischen 64 Gy und 72 Gy. Hierbei sind die wichtigsten
Einflussgroflen auf die Schadigung der Gl. parotis das bestrahlte Volumen und die
darauf applizierte Strahlendosis (Hey et al. 2009). Hey et al. konnten diesen
Zusammenhang mit hoher Signifikanz in der vorigen Untersuchung nachweisen. Die
geringer bestrahlte Speicheldrise nimmt logischerweise einen hdheren Beitrag zur
Gesamtspeichelproduktion ein. Die in der Arbeit von Hey et al. gewahlte Bestimmung
der SpeichelflieRraten basierte auf der vereinfachten Betrachtung der Ohrspeicheldri-
sen als singulares Organ. Es erfolgte in der genannten Studie eine Gegenuberstellung

der Gesamtbelastung beider Driisen zur Gesamtspeichelflie3rate.
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5.3.3 Analyse der Assoziation der Speichel-Expression der mikroRNA zu

Regression und Progression der Tumoren

Im Folgenden soll der Zusammenhang zwischen dem mikroRNA-Nachweis und der
Progression oder Regression der Tumoren diskutiert werden. Finfzehn der 23
untersuchten Patienten, von denen nach der Radio-Chemo-Therapie noch ausreichend
Proben vorhanden waren, erkrankten nach Abschluss der Therapie erneut an einem
Tumor. Die Gruppe dieser Patienten wurde als Progressionsgruppe bezeichnet. Die
acht Patienten, die bis zum Abschluss der Untersuchung ohne Rezidiv geblieben
waren, wurden als Remissionsgruppe bezeichnet. Die meisten der analysierten
mikroRNA (miR-93, miR-125a, miR-142-3p, miR-203, miR-213, let-7a, let-7b) waren im
Speichel der Patienten aus der Progressionsgruppe erhdht. Im Gegensatz dazu
konnten die entsprechenden mikroRNA im Speichel der Patienten in der Remissions-
gruppe mit Ausnahme der let-7b nicht nachgewiesen werden. Der Mittelwert der
einzelnen Expressionen fir die miR-200a und let-7i zeigte in der Remissionsgruppe
dagegen eine Erhéhung im Vergleich zur Progressionsgruppe. Eine Speichel-
Expression der let-7g lie® sich sowohl in der Remissions- als auch in der Progressi-
onsgruppe nicht mehr nachweisen. Man kann daraus schlieBen, dass es einen
Zusammenanhang zwischen der verstarkten Expression einzelner mikroRNA und des
Verbleibens von Tumorzellen gibt. Let-7i und miR-200a kénnten als Marker in
gréolReren Untersuchungen Anwendung finden, um eine Heilungstendenz anzuzeigen.
Die fehlende Nachweisbarkeit der anderen mikroRNA in der Remissionsgruppe lasst
vermuten, dass es einen Zusammenhang zwischen dem Auftreten einzelner,
spezifischer mikroRNA und der Ausbildung von Rezidiven gibt. Die GroRe der
Studiengruppe ware hier wieder kritisch zu hinterfragen. Es sollte aulerdem in der
Diskussion der Ergebnisse angemerkt werden, dass die in der vorhergehenden Studie
gewonnenen Speichelproben auf eine Nachbeobachtungszeit von drei Jahren
ausgelegt waren. Es lassen sich daher die mikroRNA-Konzentrationen nur bedingt mit
dem weiteren klinischen Verlauf der Patienten in Zusammenhang bringen, da die

Tumornachsorge im klinischen Alltag tber flinf Jahre und mehr verlauft.
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5.3.4 Assoziation der mikroRNA-Expression zu tumorbedingtem Versterben

und Rezidivbildung

Zusammenfassend weist in den bivariaten Korrelationsanalysen die Speichel-
Expression der ausgewahlten mikroRNA, mit Ausnahme der let-7b, keine Assoziation
zum Versterben der Patienten bzw. zu weiteren klinischen Parametern auf.

In der vorliegenden Studie wurde evaluiert, ob es einen Zusammenhang zwischen der
Expression tumorassoziierter mikroRNA und der Letalitat der HNSCC- Patienten (head
and neck squamous cell carcinoma (engl.) sowie der Ausbildung eines Rezidivs gibt.
Wie im Ergebnisteil beschrieben, zeigen die bivariaten Korrelationsanalysen nach
Spearman-Rho, dass der Tod eines Patienten mit dem Auftreten eines Rezidivs
signifikant korreliert. Das Versterben des Patienten Kkorrelierte nicht mit einer
vorherigen Operation. Aus der signifikant positiven Korrelation von Operation und der
Entstehung eines Rezidivs kann man schlieBen, dass alle Patienten operiert wurden,
aber ein Therapieansprechen auf die Radio-Chemo-Therapie nicht in allen Fallen
erfolgte. Weiterhin korrelierte das Versterben der Patienten signifikant negativ mit der
Expression der let-7b. Beim Auftreten einer hdheren let-7b-Expression Uberlebten
mehr Patienten. Daraus kann der Zusammenhang gestellt werden, dass es zwischen
der Letalitdt und der Rezidivbildung Korrelationen gibt und dass die let-7b eine grof3e
Rolle dabei spielt. Interessanterweise zeigte auch das Alter des Patienten eine
signifikant negative Korrelation mit der Speichel-Expression der miR-93 sowie der miR-
125a. Ob ein Zusammenhang zwischen einem erhdhten Alter und der verminderten
Expression bestimmter mikroRNA besteht, kann aber nicht eindeutig belegt werden.
Eventuell nimmt die Expression einiger mikroRNA im Alter ab. Zusammenfassend
weist in den bivariaten Korrelationsanalysen die Speichel-Expression der
ausgewahlten mikroRNA, mit Ausnahme der let-7b, keine Assoziation zur Letalitat bzw.
zu weiteren klinischen Parametern auf. Es kann geschlussfolgert werden, dass alle
Patienten, die operiert wurden und an einem Rezidiv erkrankten, auch an diesem

verstarben.

5.4 mikroRNA-Expression im Speichel zur Verlaufskontrolle nach einer Radio-

Chemo-Therapie

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass mikroRNA mit Kopf-Hals-Tumoren und in
geringem MalRe mit Radiosensitivitat assoziiert sind. Die mikroRNA bleiben wahrend
und nach der Radio-Chemo-Therapie im Speichel nachweisbar und sind nutzbar fir

die Uberwachung der Wirksamkeit der Radio-Chemo-Therapie.
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In den durchgefiihrten statistischen Tests wurde untersucht, wie sich die einzelnen
mikroRNA im Verlauf einer Radio-Chemo-Therapie verhalten. Die Analyse der
mikroRNA im Speichel stellt damit eine potenziell vielversprechende Mdglichkeit fur die
Kontrolle der Radio-Chemo-Therapie dar. Zusatzlich lasst sich die Rezidivierung von
Kopf-Hals-Tumoren bei Patienten, die bestrahlt und zusatzlich chemotherapeutisch
behandelt wurden, so frihzeitig erkennen. Durch die Analyse der mikroRNA-
Expression kurz nach der Radio-Chemo-Therapie und in der weiteren Nachsorge
konnte der statistische Verlauf der relativen Expressionslevel der ausgewahlten
mikroRNA an genau festgelegten Zeitpunkten (eine Woche nach Radio-Chemo-
Therapie (n= 17), sechs Monate nach Radio-Chemo-Therapie (n= 14) und 12 Monate
nach der Radio-Chemo-Therapie (n= 8)) evaluiert werden. Hierbei wurde festgestellt,
dass die mittlere Expression der miR-93 im Speichel der Patienten nach der Radio-
Chemo-Therapie signifikant erhéht war im Vergleich zu den Werten vor der Radio-
Chemo-Therapie. Die Expressionen der miR-93 und der miR-200a waren 12 Monate
nach der Radio-Chemo-Therapie signifikant erhéht im Vergleich zur Expression eine
Woche nach der Radio-Chemo-Therapie. Wie im Ergebnisteil beschrieben, wurde eine
Teilmenge der Probandengruppe, bei denen Speichelproben zu definierten
Zeitpunkten vor und nach Radio-Chemo-Therapie zur Verfigung standen auf
Veranderungen der ausgewahlten mikroRNA-Expressionen pra- und postradiationem
untersucht. In den Speichelproben wiesen, in der Mehrzahl der Falle, die miR-142-3p,
die miR-93 und die miR-125a ein mindestens um das Zweifache verstarktes
Expressionsniveau nach Radio-Chemo-Therapie auf, wahrend die mikroRNA let-7a
und let-7i eine zweifach schwachere Expression nach der Radio-Chemo-Therapie im
Vergleich zum Expressionsniveau vor der Radio-Chemo-Therapie zeigten.

In einer anderen Auswertung wurde analysiert, ob es eine signifikant unterschiedliche
Expression einer oder mehrerer mikroRNA vor (n=21), wahrend (n= 31) oder nach (n=
31) der Radio-Chemo-Therapie gibt, ohne eine Stratifizierung bezlglich der
individuellen Patienten. In nicht-parametrischen Mann-Whitney-U-Tests gab es keine
signifikante Veranderung der Expression der analysierten mikroRNA zwischen
Speichelproben wahrend und nach der Radio-Chemo-Therapie. Nachdem die
Patientenproben in zwei Gruppen (ohne Rezidiv und mit Rezidiv) eingeteilt wurden,
konnte festgestellt werden, dass bei einer Remission die miR-93-Expressionslevel vor
und nach der Radio-Chemo-Therapie im statistischen Trend verschieden waren.
AuRerdem unterschieden sich die Expressionsgrade von miR-125a und miR-203 in der
Gruppe der Patienten ohne Rezidiv (= Remissionsgruppe) im statistischen Trend vor

und nach der Radio-Chemo-Therapie.
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Im Folgenden werden das Auftreten und die Eigenschaften der einzelnen mikroRNA
getrennt diskutiert.

Es wurde eine verstarkte Expression der miR-200a nach Ende der Radio-Chemo-
Therapie festgestellt. MiR-200a wird im Speichel von Patienten mit Tumoren im
Vergleich zu gesunden Probanden signifikant geringer exprimiert und als mdglicher
Marker fir die Tumoriberwachung betrachtet (Park et al., 2009). Weiterhin ist eine
niedrige Expression der miR-200a signifikant mit einer schlechteren Prognose bei
Patientinnen mit Ovartumoren und Cervixkarzinomen assoziiert (Hu et al., 2009 und
2010). AulRerdem konnte in Studien gezeigt werden, dass die verminderte Expression
der miR-200a auf die Beschleunigung des malignen Zellwachstums und der epithelial-
mesenchymalen Transition hinweist und das invasive Potential anaplastischer
Schilddrisenmalignomzellen erhoht (Saydam et al.,, 2009; Braun et al., 2010).
Dagegen indiziert in-vitro eine Uberexpression der miR-200a eine Hemmung des
Zellwachstums eines Nasopharynxkarzinoms durch die Inhibition der Translation von
ZEB2 und CTNNB1, wahrend die Inhibierung der miR-200a die epithelial-
mesenchymale Transition von Nasopharynxkarzinomzellen tUber die ZEB2-Aktivierung
fordert (Xia et al., 2010). Die verstarkte Expression der miR-200a war in den
untersuchten Speichelproben 12 Monate nach dem Ende der Behandlung signifikant
und kann ein Hinweis fir den Wundheilungsprozess und die Rickkehr zu einem
physiologischen Status sein.

Weiterhin wurde eine verstarkte Expression der miR-93 nach Abschluss der Radio-
Chemo-Therapie in dem untersuchten Patientenkollektiv detektiert. MiR-93 wird im
Speichel von Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren im Vergleich zu gesunden Probanden
signifikant niedriger exprimiert. MiR-93 spielt eine Rolle bei der Proliferation von
hepatozellularen Tumoren durch die Regulierung des Transkriptionsfaktors E2F1 oder
des Tumorsuppressorgens FUS1 (Li et al., 2009; Du et al., 2009). Auflerdem foérdert
miR-93 das Tumorwachstum und die Angiogenese in Glioblastomazelllinien (Fang et
al., 2011). MiR-93 ist ein Bestandteil des miR-106b~25-Clusters, einem Paralog des
frih identifizierten und sehr potenten Onkomir-Clusters miR-17~92. Seine
Uberexpression ist assoziiert mit einer verstéarkten Zellproliferation, Invasivitat und
einer Aktivierung der Angiogenese. Es wird eine Assoziation dieser mikroRNA mit der
Reaktion der Zelle auf Hypoxie vermutet (Fang et al., 2011). Andererseits hemmt die
miR-93-Uberexpression in-vitro die Proliferation und Kolonienbildung von
Darmkrebszellen und wirkt in mehreren Osteosarkomen herunterregulierend
(Montanini et al., 2012; Yu et al.,, 2011). In Magentumoren, ausgehend von den

Adenozellen, wurde eine erhohte Expression der miR-93 gefunden.

60



5. Diskussion

Diese war signifikant mit einem hdheren Tumorstadium und einem verminderten
Uberleben der Patienten assoziiert (Chen et al., 2012). Eine verringerte miR-93-
Expression wurde ebenfalls in Gewebeproben von Magentumoren beschrieben. Diese
zeigte, dass eine signifikant niedrige miR-93-Expression mit einem fortgeschrittenen
Tumorstadium und einem frihen Versterben der Patienten assoziiert ist (Xiao et al.,
2013). Zusammen belegen diese Tatsachen eine vielseitige Rolle der miR-93 in der
Tumorentstehung und der Tumorprogression. In der vorliegenden Arbeit konnte die
Reinduktion und eine verstarkte Expression der miR-93 nach Radio-Chemo-Therapie
gezeigt werden, dies konnte auf eine tumorsuppressive Wirkung von miR-93 fir
Tumoren im Kopf- und Halsbereich hinweisen.

Die mikroRNA der let-7-Familie konnten als klare tumorassoziierte Faktoren
beschrieben werden, die in den verschiedensten Tumorentitdten wie Lungenkrebs,
Magenkrebs und Brustkrebs verringert exprimiert sind (Johnson et al., 2005; Yu et al.,
2007; Li et al., 2010). Sie spielen hierbei eine Rolle als Tumorsuppressor und stellen
entscheidende Modulatoren in der Einddmmung sowie in der Progression von Kopf-
Hals-Tumoren dar (Tu et al., 2013). Fiur Kopf-Hals-Tumore korrelierte die Expression
der einzelnen let-7 Familienmitglieder nicht signifikant mit dem Behandlungsverlauf.
Die let-7b ist wie oben bereits beschrieben mit der Ausbildung eines Rezidivs und der
Letalitat assoziiert. Eine schwache, aber signifikante Korrelation im Verlauf der Radio-
Chemo-Therapie zeigte sich bei der let-7i, da die Expression im Speichel, im Vergleich
zu den Proben pra- und posttherapeutisch, zunahm. Nach dem Therapieende wurde
sie im Vergleich zur Speichel-Expression wahrend der Radio-Chemo-Therapie
verringert exprimiert.

Die Speichelproben wurden auch auf die Expression der miR-213 untersucht. Einen
direkten Einfluss im Verlauf der Radio-Chemo-Therapie konnten nicht festgestellt
werden, da die Expressionslevel im Verlauf zu unterschiedlich waren. Die Kruskal-
Wallis-Analysen uber die Verteilung der spezifischen mikroRNA-Expressionen zu den
verschiedenen Zeiten der Radio-Chemo-Therapie zeigten, dass sich das Auftreten von
miR-213 (p= 0,88) nach der Radio- Chemo- Therapie verringert. Die miR-213 ist trotz
der nicht eindeutigen Ergebnisse eine mikroRNA, die als Tumormarker im Verlauf einer
Radio-Chemo-Therapie eingesetzt werden kann, da diese vermehrt im Speichel bei
Kopf-Hals-Tumoren exprimiert wird.

Die Konzentration der miR-125a und der miR-142-3p sind bei einem Mundhohlenkar-
zinom im Vergleich zu gesunden Probanden als signifikant erhdht beschrieben (Park et
al., 2009).
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MiR-125a ist eine bekannte OnkomikroRNA. Sie spielt eine noch nicht genau definierte
Rolle bei der Genese verschiedener Tumorentitaten, zudem agiert miR-125 abhangig
von der Tumorentitdt sowie dem Tumormilieu auch als Tumorsuppressor-mikroRNA,
die die Invasion von Tumorzellen inhibiert (Yu et al., 2011). Bei der miR-203 handelt es
sich (zusammen mit der let-7a) um eine bekannte OnkomikroRNA mit hoher
biologischer Relevanz (Sampson et al., 2007; Greither et al., 2010). In der
vorliegenden Arbeit sind die miR-125a, miR-142-3p und miR-200a in der Progressi-
onsgruppe im Therapieverlauf signifikant niedriger exprimiert als in der Remissions-
gruppe. Diese Ergebnisse sind konsistent mit denen der Studie von Park und Kollegen
(Park et al., 2009). AuRBerdem konnte in der Kuskal-Wallis-Analyse wahrend der
verschiedenen Radio-Chemo-Therapiephasen eine verminderte Expression der miR-
125 neben der miR-213, let-7i, let-7g, let-7b, miR-203 und let-7a festgestellt werden.

Dies konnte als ein Hinweis auf Heilung und Therapieansprechen gesehen werden.

5.5 Kilinischer Ausblick

Mehrere Studien haben gezeigt, dass die spezifischen mikroRNA im Speichel ein
grolRes Potential fur die frihe Diagnostik von Kopf-Hals-Tumoren besitzen (Wiklund et
al. 2011; Brinkmann et al. 2011; Liu et al. 2012). Besonders in den bevolkerungsrei-
chen Staaten China, Indien oder auch Brasilien wird seit einigen Jahren ein erheblicher
Anstieg an Krankheitsfallen registriert (Ferlay et al., 2008; Sturgis et al., 2007). Leider
erfordern die herkdmmlichen Methoden der Tumorliberwachung die regelmafigen
klinischen Kontrollen sowie das Erstellen von CT-Aufnahmen, welche eine
flachendeckend gute medizinische Versorgung mit Spezialisten und hohen apparativen
Standards voraussetzen. Die Detektion spezifischer, preiswerter und einfach zu
kontrollierender Biomarker aus einem noninvasiv zu gewinnenden Medium kdnnte das
Tumormonitoring von Plattenepithelkarzinomen im Kopf- und Halsbereich sinnvoll
erganzen. Die Hoffnung besteht, dass Rezidive und Therapieresistenzen friher
erkannt werden und somit ein vorzeitiges Eingreifen moglich wird. Beide Aspekte
wirden zu hdheren Uberlebensraten der Patienten beitragen.

Molekulare Biomarker geben zunehmend verlassliche Einblicke in die Tumorbiologie,
die Prognose und das Ansprechen der Tumoren auf Chemo-, Strahlen- oder
molekular-zielgerichtete Therapie (z. B. HER2/ErBB2 Protein bei Mammakarzinom =
personalisierte Tumortherapie). Wenn Tumormarker sorgfaltig validiert werden,
koénnten sie die frihzeitige Einleitung erster diagnostischer Wege ermdéglichen oder der
Uberwachung laufender Therapien dienen, welche bei Bedarf zeitnah umgestellt

werden konnten.
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Um eine hohe Sensitivitdt und Spezifitdt zu gewahrleisten, sollten die als Biomarker
nachgewiesenen genetischen Alterationen bei Tumorpatienten eine hohe Pravalenz
aufweisen, bereits im Fruhstadium der Tumorerkrankung nachweisbar sein und nicht
bei Patienten ohne Tumorerkrankung auftreten. Das Probenmaterial muss leicht
zuganglich und der Test schnell, prazise, robust und wirtschaftlich sein. Wie viele
Studien belegen, ist es mdglich auf allen drei Ebenen der Biomarker (Protein-, mRNA-
und mikroRNA-Niveau) signifikante Expressionsunterschiede im Speichel von
Patienten mit Plattenepithelkarzinomen im Vergleich zu normalen Probanden zu
detektieren (Hu et al., 2009; Arellano et al., 2009). Auf RNA-Ebene konnten bisher
sieben Tumor-assoziierte mRNAs identifiziert und in gRT-PCRs validiert werden.
Wesentlich ist, dass eine Kombination dieser mRNA-Marker eine hohe Sensitivitat (91
%) und auch Spezifitat (91 %) gezeigt hat, um Patienten mit Mundhdhlenkarzinom von
gesunden Probanden anhand ihrer Speichelproben zu unterscheiden (Lee et al.,
2004). Allerdings konnten sich mRNA-Marker im klinischen Alltag bisher nicht
durchsetzen. Die geringe Fehlertoleranz ihrer biochemischen Nachweisuntersuchung
und die hohen Anforderungen an die Reinheit der Speichelproben kdnnten hierfir
Ursachen sein. Vielversprechende Marker wie EGFR, p53, Squamosa Cell Carcinoma
Antigen und HPV-Onkogen werden mdglicherweise in Zukunft wichtige Stratifikations-
faktoren flr eine individualisierte Tumortherapie sein. Viele dieser Pradiktoren sind
aber subjektiv und unzuverlassig, da es sein kann, dass zwei gleiche Tumoren mit
identischer Einstufung und Graduierung einen unterschiedlichen Verlauf wahrend der
Therapie nehmen. Hierbei bieten mikroRNA durch ihre geringe Lange, sowie der
stabilen Assoziation an ihre Bindungspartner, einen entscheidenden Vorteil gegenuber
anderen molekularen Markern (Mitchell et al. 2008; Arroyo et al. 2011; Turchinovich et
al. 2011). Sie sind erheblich robuster gegeniber Abbauprozessen durch RNAsen als
mMRNA und kénnen mittels gqRT-PCR schnell, kostenglinstig und spezifisch quantifiziert
werden. MikroRNA kénnten eine neue Form der Verlaufskontrolle und Uberwachung
der Tumortherapien darstellen, da sie spezifisch und sensibel genug sind um einen
Tumor in seiner Anfangsentwicklung zu diagnostizieren.

Im Mittelpunkt der Diskussion steht aber auch die Frage, welchen Informationsgewinn
das Ergebnis solcher Tumortests liefert und ob sich daraus Konsequenzen fir eine
weitere Behandlung des Patienten ergeben konnen. Ein erhdhter Tumormarker hat
alleine eine geringe Aussagekraft, da Laborfehler immer mit einbezogen werden
mussen. Eine eventuelle Fehlinformation wurde die betroffenen Patienten einer
unnotigen Belastung aussetzen. Schon aus diesem Grund verlassen sich die Arzte fir

die Diagnosestellung und Therapieplanung nicht nur auf die Tumormarker.
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Neben der klinischen Untersuchung werden Biopsien oder bildgebende Verfahren wie
CT, PET oder MRT durchgefiihrt um Diagnose- und Therapiefehler zu vermeiden. Es
ist immer noch schwierig, klinisch zwischen einer postoperativ und durch Strahlung
verletzten Mukosa und einem Rezidiv zu unterscheiden. MikroRNA-Isolation aus
Speichelproben kdnnte als ein wertvolles diagnostisches Werkzeug eingesetzt werden.
Somit wirden viele unnétige Biopsien und Krankenhausaufenthalte sowie ambulante
Betreuungen entfallen. Es ware denkbar, die Markerbestimmung als Grundlage fir die
Biopsie zu nehmen. Speichelentnahmen sind sehr einfach und koénnten durch
Patienten selbst, sogar zuhause, durchgefiihrt werden um den Verlauf der
Tumortherapie zu Uberwachen. Der Anstieg der Speichel-Tumormarker wirde als ein
diagnostisches Mittel genutzt werden, besonders wenn ein Marker einer simultanen
Analyse signifikant ansteigt. Dies ware wichtig fur Risikopatienten, wie Patienten, die
schon einmal eine Krebserkrankung hatten oder solche, die Schleimhautveranderun-
gen oder Erkrankungen aufweisen, welche zu Tumoren fihren kénnten. Diese Vorteile
waren bahnbrechend im Tumormonitoring wahrend der Therapie sowie der Tumorvor-
und -nachsorge.

Weiterhin soll kurz der Vorteil des Speichels gegeniber anderen Diagnosemedien
dargestellt werden. Im Speichel konnten, wie bereits oben beschrieben, alle
molekularen Biomarker nachgewiesen werden. Er bietet viele Vorteile in Bezug auf die
Entnahme, Lagerung, Transport und des Volumens der Proben. Alle diese Prozesse
kénnen als sehr 6konomisch im Vergleich zum Serum angesehen werden. Der
Hauptvorteil des Speichels fir das Monitoring von Kopf-Hals-Tumoren besteht aber
darin, dass er non-invasiv vom Patienten entnhommen werden kann und direkten
Kontakt zum Tumor und zu den Zellen der Mukosa hat. Ein Speicheltest gibt somit eine
direkte Auskunft beziglich des Krankheitsstatus und kann fir Verlaufskontrollen
genutzt werden. Es entfallen aufwendige Blutentnahmen und der Patientenkomfort
wahrend der Therapie und im Follow-up von flinf Jahren wird erhéht. Doch das Nutzen
von Speichelproben bringt nicht nur Vorteile. Gerade bei der Radio- sowie auch der
Chemotherapie ist die Speichelproduktion stark eingeschrankt, da durch die gesetzten
radiologischen und chemischen Schadigungen die Funktion der Speicheldriisen im
erheblichen Malle reduziert ist. Somit stellt eine der groRten Komplikation der Radio-
Chemo-Therapie, die Hyposalivation, einen wichtigen limitierenden Faktor in der
Nutzung von Speichel als Diagnosemedium dar. Zusatzlich zum verminderten
Speichelvolumen verursacht die Radiotherapie Anderungen in der Speichelkonsistenz,
der Pufferkapazitat und des pH-Wertes (Mdller et. al. 2004).
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In den letzten Jahren haben sich technische Verbesserungen, wie die 3D-CRT und
IMRT, als grundlegend erwiesen. Durch die gezielte Mehrfeldtechnik besteht die
Méglichkeit, die Speicheldrisen zu schonen und dadurch eine Hyposalivation zu
verhindern. In der Studie der Arbeit von Hey et al. aus dem Jahr 2009, die die Basis
der vorliegenden Studie darstellte, wurde dieser Aspekt grundlegend bertcksichtigt
und untersucht. Die Radiotherapie fur die Behandlung von Patienten mit Kopf-Hals-
Tumoren unter dem Aspekt der Vermeidung einer Xerostomie konnte in der
vorangegangenen Studie weitreichend optimiert werden. Aus dem 36-monatigen
Follow-Up ergab sich, dass bei Einhaltung empfohlener Grenzwerte der mittleren Dosis
von 27,7 Gy auf eine Ohrspeicheldrise, eine Gesamtspeichelflieirate von circa 40 %
erhalten werden kann. Zudem wurde gezeigt, dass die Einhaltung der Grenzwerte bei
der Uberwiegenden Mehrzahl der Patienten moglich ist um ein sicheres Therapieer-
gebnis zu schaffen (Hey et al.,, 2011). Dieses Wissen Uber den Erhalt der
Speicheldrisenfunktion und den Erhalt der mikroRNA im Speichel, trotz des
radiogenen Speicheldrisenschadens, ist essentiell, um diese als potenziellen Marker
fur die Uberwachung des Radio-Chemo-Therapieerfolgs und zur Erkennung von frilhen
Tumorrezidiven wahrend/nach der Radio-Chemo-Therapie zu verwenden. Der
mikroRNA-Gehalt jeder Probe im Vergleich zum Speicheldurchfluss gilt als ein
wichtiger Parameter der Speicheldrisenfunktion. In dem vorliegenden Versuch kam es
nicht zu einer verminderten, sondern zu einer erhohten Expression von mikroRNA.
MiR-93 und miR-200a sind 12 Monate nach der Radio-Chemo-Therapie bedeutsam
héher exprimiert und stellen interessante Marker fir die Speicheldrisenregeneration
und Behandlungsiiberwachung von Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren dar. Im
Vergleich mit der vorliegenden Literatur konnte der Vorteil der Speichelproben als
sicheres Diagnosemedium bestatigt werden.

Es gibt Uber 2500 verschiedene menschliche mikroRNA deren genaue Wirkungsweise
noch nicht allumfassend erforscht ist. In der vorliegenden Studie konnte festgestellt
werden, dass die Tumoriberwachung mit Speichel-mikroRNA wahrend der Radio-
Chemo-Therapie moglich bleibt. Die Analyse der Expression der Speichel mikroRNA
kénnte somit einen potenziellen Marker fur das Monitoring darstellen, besonders die im
Speichel verstarkt darstellbaren mikroRNA miR-200a und miR-93. Sie werden nach
der Radio-Chemo-Therapie unterschiedlich exprimiert und kénnten fir den weiteren
Krankheitsverlauf bedeutsam sein. Zukinftig werden zur Evaluation des Potentials der
spezifischen mikroRNA als Tumor- oder Therapiemarker aber umfangreiche

Multicenterstudien erforderlich sein.
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6 Zusammenfassung

Kopf-Hals-Tumoren stehen auf Platz sechs der weltweit am haufigsten vorkommenden
Malignome. Trotz verbesserter Diagnostik und Therapie stagniert die Finf-dahres-
Uberlebensrate seit Jahrzehnten. Das Fehlen geeigneter Biomarker und damit
Informationen Uber das biologische Verhalten der Tumoren im Therapieverlauf wird
gegenwartig als eine der Hauptursachen fur das maRige Ansprechen der Tumoren auf
die zur Verfigung stehenden Therapieoptionen angesehen. Besonders dringend
werden neue und erschwingliche Biomarker fur die frihzeitige Diagnostik, die
Verlaufskontrolle und die Uberwachung des Therapieerfolges benétigt. Vielverspre-
chende molekulare Marker konnten mikroRNA darstellen. Diese kleinen, nichtcodie-
renden RNA-Molekile besitzen eine regulierende Funktion auf die mRNA und kénnen
in vielen Korperflissigkeiten nachgewiesen werden. Aufgrund ihrer GréRe, ihrem
hohen Vorkommen, ihrer Gewebespezifitat und Verhaltnisstabilitdt haben mikroRNA,
die im Speichel zirkulieren, groRes Potential als noninvasive Biomarker eingesetzt zu
werden.

In der Studie wurden ihr Vorkommen im Speichel und ihre Einsatzmaoglichkeit in der
Uberwachung und Nachsorge bei der Tumortherapie untersucht. Dafiir wurden zehn
verschiedene HNSCC assoziierte mikroRNA (miR-93, miR-125a, miR-142-3p, miR-
200a, miR-203, miR-213, let-7a, let-7b, let-7g und let-7i) in 83 Speichelproben
untersucht und mithilfe gRT-PCR quantifiziert. Die Speichelproben von 33 an Kopf-
Hals-Tumoren erkrankten Patienten wurden zu verschiedenen Zeitpunkten (vor,
wahrend und nach der Radio-Chemo-Therapie) gesammelt. Die Radio-Chemo-
Therapie erfolgte im Rahmen einer Vorstudie zur Reduzierung der Strahlungsbelas-
tung auf die Ohrspeicheldrisen. Hierbei konnte die Speichelflielrate nach der
Therapie mit einer reduzierten Dosis von 27,7 Gy (Dosis fir die geschonte Drise)
konstant gehalten werden. Die vorliegende wissenschaftliche Untersuchung konnte
zusammenfassend zeigen, dass die Tumoriberwachung nach der Radio-Chemo-
Therapie mit Hilfe der Speichel-mikroRNA (speziell der miR-93 und der miR-200a)
moglich ist. Es wurden einige mikroRNA wahrend der Radio-Chemo-Therapie verstarkt
exprimiert wie z. B. die let-7i, let-7b und let-7g. Die miR-93, miR-213 und let-7b kamen
insgesamt verstarkt im Speichel vor. Nach der Radio-Chemo-Therapie stiegen die
Konzentrationen der miR-142-3p, der miR-93 und der miR-125 an, wogegen die let-7a
herunterreguliert wurde. Die Expression von let-7b war bei den Patienten verringert,
die nach der Radio-Chemo-Therapie verstorben waren. Die Expression der miR-200a
war wahrend der verschiedenen Behandlungsphasen ungleich verteilt, verzeichnete

aber einen Anstieg nach der Radio-Chemo-Therapie. Weiterhin war die Expression
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von miR-93 und miR-200a 12 Monate nach der Radio-Chemo-Therapie signifikant
héher. Es konnte somit detektiert werden, dass einige mikroRNA im Speichel gehauft
vorkommen und als Tumormarker eingesetzt werden konnen. Leider lassen die Hohe
der mikroRNA-Expressionslevel keine Ruckschlisse Uber eine zwischenzeitliche
Tumorfreiheit schlielen.

Es gab Expressionsunterschiede vor und nach der Radio-Chemo-Therapie, wobei es
nicht zu einer durch die Schadigung der Drusen zu erwartenden verminderten, sondern
eben auch verstarkten Expression spezifischer mikroRNA kam. In den Proben konnten
trotz einer kryokonservierten Lagerung bei -80 °C Uber funf Jahre mikroRNA Spiegel
ermittelt werden. Anhand der Ergebnisse erscheinen insbesondere die miR-93 und die
miR-200a fur klinische Untersuchungen zur Beurteilung ihrer Sensitivitat und Spezifitat
fur das Erkennen von Rezidiven bei Patienten mit tumortherapeutischer Kopf und Hals
assozierter Radio-Chemo-Therapie geeignet zu sein. Es werden dafiir zukilnftig
allerdings weitere groRe Multicenterstudien zu Untersuchungen ihrer Rolle im
Krankheitsverlauf benétigt. MikroRNA dienen nicht nur als spezifische Marker der
verschiedenen Phasen der Karzinogenese und Tumorentwicklung, sondern sie stellen
auch wichtige Quellen fur die =zuklnftige Entwicklung mikroRNA basierter

Krebstherapien und des Rezidivmonitorings dar.
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8 Thesen

In den kommenden Jahren ist weltweit mit einem Anstieg der Neuerkran-
kungen an Kopf-Hals-Tumoren zu rechnen. Ein geeigneter molekularer Bi-
omarker wird dringend fir Diagnostik und Therapie erforderlich sein. Viel-

versprechende molekulare Biomarker kdnnten mikroRNA darstellen.

MikroRNA werden in menschlichem Serum, Plasma, Urin und anderen
Kérperflissigkeiten stabil exprimiert und kénnen durch qRT-PCR schnell
und kostengtinstig nachgewiesen werden. Speichel stellt hierbei ein nonin-
vasives Medium zur Diagnostik, zum Therapiemonitoring und zur Re-
zidiviberwachung dar. Die Konzentrationen der miR-93, miR-213 und let-7b

waren in den Speichelproben am hdchsten.

Trotz der Lagerung bei -80 °C von mehr als flinf Jahren konnten die ausge-
wahlten mikroRNA in einer signifikanten Menge in allen Speichelproben

nachgewiesen werden.

Es konnte ein Ansteigen der mikroRNA let-7i, let-7b, let-7g wahrend der
Radio-Chemo-Therapie und der miR-142-3p, miR-93, miR-125 nach der
Radio-Chemo-Therapie ermittelt werden, wogegen die let-7a herunterregu-
liert wurde. Die Expression der miR-200a ist wahrend der verschiedenen
Behandlungsphasen ungleich verteilt, verzeichnet aber einen Anstieg nach

der Radio-Chemo-Therapie.

MiR-93 und die miR-200a scheinen fiir klinische Untersuchungen zur Beur-
teilung ihrer Sensitivitdt und Spezifitdt fur das Erkennen von Rezidiven bei
HNSCC-Patienten mit tumortherapeutischer Radio-Chemo-Therapie geeig-
net zu sein. 12 Monate nach der Radio-Chemo-Therapie sind die miR-93

und die miR-200a signifikant hoher als vor der Radio-Chemo-Therapie.

Es wurden erhebliche Fortschritte in der Bestrahlungstechnik erzielt, so
dass der Speichelfluss der Gl. parotis erhalten bleiben kann. Spezifische
mikroRNA bleiben trotz radiogenem Schadens im Speichel nachweisbar. Es
kommt nicht zu einer durch die Schadigung der Drisen zu erwartenden

verminderten, sondern verstarkten Expression spezifischer mikroRNA.
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