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Referat

Orale (OSCC) und oropharyngeale (OPSCC) Plattenepithelkarzinome stellen unter den Tumoren der
Kopf-Hals-Region den groRten Anteil dar. Die Prognose des oralen und oropharyngealen
Plattenepithelkarzinoms hat sich in vergangenen Jahrzehnten nicht wesentlich verbessert und so liegt
die Fiinf-Jahres-Uberlebensrate unverindert bei ca. 40 bis 50%.

Es hat sich zudem gezeigt, dass die Stadieneinteilung Uber die TNM-Klassifikation zur
Prognoseabschatzung unzureichend ist. Daher besteht schon seit langer Zeit die Bestrebung,
zusatzliche molekulare Marker zur Prognoseabschatzung zu identifizieren, welche bezlglich der
Therapieentscheidung und Nachsorge als Entscheidungshilfe dienen kdnnen. Zudem erhofft man sich
durch das Aufdecken der molekularen Mechanismen neue Ansatzpunkte fiir eine zielgerichtete
Therapie.

Bereits seit einiger Zeit stehen die metabolischen Prozesse der Tumorzelle im Fokus der
wissenschaftlichen Betrachtung. Dabei hat die 1952 von Otto Warburg beschriebene Tatsache der
aeroben Glykolyse (Warburg-Effekt) eine Renaissance erfahren und so beschéftigen sich zahlreiche
Arbeiten mit der Regulation der Glykolyse und ihren Auswirkungen auf die Tumorzelle.

In der vorliegenden Arbeit wurden mit Hexokinase 2 (HK2) und Phosphofruktokinase-2/Fruktose-2,6-
bisphosphatase (PFKFB3) zwei wichtige Enzyme der Glykolyse untersucht. Dabei wurde die
immunhistochemische Expression dieser Enzyme an Paraffinschnitten von 116 Patienten mit oralen
und oropharyngealen Plattenepithelkarzinomen betrachtet. Die Fiinf-Jahres-Uberlebensrate betrug
40% und war signifikant abhangig vom Tumorstadium und vom Lymphknotenstatus. Die Expression
der Enzyme war unabhangig von Tumorstadium, AusmaR moglicher Lymphknotenmetastasen,
Geschlecht und Alter der Patienten.

Bei hoher Gesamtexpression von Hexokinase 2 konnte ein statistisch signifikantes 1,8fach erhéhtes
Sterberisiko gezeigt werden, bei hoher Expression an der Invasionsfront des Tumors zeigte sich sogar
ein ebenfalls signifikantes 2,4fach erhdhtes Sterberisiko (p=0,012).

Eine hohe Expression von PFKFB3 des gesamten Tumors oder im Bereich der Invasionsfront war nur in
der univariaten Analyse mit einem statistisch signifikanten 1,6fach erhohtem Sterberisiko verbunden
und konnte nicht als unabhangiger prognostischer Parameter bestatigt werden.

Die Bestimmung der Expression von Hexokinase 2 als unabhdngiger additiver prognostischer Marker
kénnte somit eine einfache und kostengiinstige Methode fiir eine prognostische Kalulation bei
Plattenepithelkarzinomen der Mundhohle darstellen, welche die bisher gesicherten klinischen und

pathologischen Parameter sinnvoll erganzen kdnnte.

Berg, Tobias: Evaluierung von Proteinen der Glykolyse zur Prognosekalkulation beim Mundhéhlenkarzinom. Halle
(Saale), Univ., Med. Fak., Diss. 70 Seiten, 202
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1. Einleitung

1.1 Das Plattenepithelkarzinom von Mundhdhle (OSCC) und Oropharynx (OPSCC)

Unter den Tumoren der Kopf- und Halsregion sind die Plattenepithelkarzinome (HNSCC) mit 90% die
haufigste Krebsentitat. Plattenepithelkarzinome von Mundhohle und Oropharynx stellen hierbei die
grofRte Subgruppe dar (Bose et al. 2013). Das orale Plattenepithelkarzinom (OSCC) umfasst Tumoren
der Zunge (ICD-10: CO1 und C02), des unteren und oberen Alveolarfortsatzes (ICD-10: C03), des
Mundbodens (ICD-10: C04), des harten Gaumens (ICD-10: CO5) sowie jene von Wangenschleimhaut,
Retromolarregion und Sulcus buccomandibularis bzw. Sulcus maxillaris (ICD-10: C06). Zu den
Karzinomen des Oropharynx (OPSCC) zdhlen die der Vorderwand mit Zungengrund (ICD-10: C01) und
Vallecula (ICD-10: C10.0), der Seitenwand (ICD-10: C10.2) inklusive Tonsillen (ICD-10: C09.2), Fossa
tonsillaris (ICD-10: C09.0), Gaumenboégen (ICD-10: 09.1) und Glossotonsillarfurche (ICD-10: C09.1), der
Hinterwand (ICD-10: C10.3) und oberen Wand mit oraler Oberflache des weichen Gaumens (ICD-10:
C05.1) und Uvula (ICD-10: C05.2) (Wittekind und Meyer 2013). Nach ICD werden auch die Tumoren
der Lippe (ICD-10: C00) zu den OSCC gezahlt, was klinisch-pathologisch aufgrund der Unterschiede der
Epithelien und teilweise auch der Risikofaktoren jedoch problematisch ist (Zancope et al. 2010; Batista
et al. 2010). In den Daten des Robert-Koch-Instituts sind die Karzinome der Lippe jedoch enthalten.
Fiir das Jahr 2015 wurden die bundesweiten Neuerkrankungen an Tumoren von Mundhoéhle und
Rachen mit 9130 Mannern und 3700 Frauen in Deutschland angegeben, was einer standardisierten
Erkrankungsrate von 16,9 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohnern bei Mannern und 5,9
Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohnern bei Frauen entspricht. Den Hauptanteil dieser
Krebserkrankungen macht mit 90% das Plattenepithelkarzinom aus. Tumoren der Mundhdhle und des
Rachens belegen somit bei Mannern den neunten und bei Frauen den flinfzehnten Platz bei den
Krebsneuerkrankungen, bei den Krebssterbefillen belegen sie bei den Mannern ebenfalls den neunten
und bei den Frauen den siebzehnten Platz. Die standardisierte Sterberate (SDR) betrug bei Mannern
7,3 und bei Frauen 1,9 je 100.000 Einwohner (Robert Koch-Institut 2017). Der Unterschied zwischen
den Geschlechtern wird vor allem auf die Unterschiede im Alkohol und Tabakkonsum zurtickgefiihrt
(Blot et al. 1988).

In den vergangenen Jahrzehnten haben sich die Uberlebensraten fiir Karzinome der Mundhéhle und
des Oropharynx nicht wesentlich verbessert (Warnakulasuriya 2009; Shiboski et al. 2000; Listl et al.
2013). Fir Tumore, die im Zeitraum zwischen 1997 und 2006 in Deutschland diagnostiziert wurden,
fand sich eine altersstandardisierte Fiinf-Jahres-Uberlebensrate von 54,6%. Dabei haben Frauen mit

61,3% im Vergleich zu M3nnern mit 53,0% eine giinstigere Fiinf-Jahres-Uberlebensrate. Das Uberleben



verschlechtert sich mit steigendem Alter zunehmend, wobei Manner jedoch ab dem 74. Lebensjahr
eine etwas giinstigere Uberlebensrate aufweisen. Diese ist moglicherweise auf Selektionseffekte durch
ein friihzeitiges Versterben an Ko-Morbiditaten, die auf Rauchen zuriickzufiihren sind, bedingt (Listl et
al. 2013). Vergleichsweise glinstig ist die Prognose bei Tumoren der Lippe, moglicherweise weil tiber
eine friihe Detektion der Verdnderungen eine gute Operabilitat gewahrleistet ist (Molnar et al. 1974;
Cerezo et al. 1993). Aufgrund der bereits erwdhnten Unterschiede sollten diese nicht im engeren Sinne
zu den OSCC gezahlt werden und als eigene Entitit betrachtet werden. Ubereinstimmende Daten aus
Europa und den USA weisen fir Mundbodenkarzinome mit in Deutschland 49,3% und in den USA
53,2% eine besonders schlechte Fiinf-Jahres-Uberlebensrate auf (Howlader et al. April 2017).

In friihen Stadien kénnen OSCC und OPSCC mittels Operation oder Bestrahlung behandelt werden
(National Comprehensive Cancer Network 2017). Dabei konnte in prospektiven randomisierten
kontrollierten Multicenterstudien bisher keine Uberlegenheit der chirurgischen gegeniiber der
Strahlentherapie festgestellt werden (Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen
Fachgesellschaften e.V. (Leitlinienprogramm Onkologie der AWMF) 2012).

Bei fortgeschrittenen Karzinomen kommt ein multidisziplindrer Ansatz mit chirurgischer Therapie
inklusive Entfernung der Halslymphknoten, Strahlentherapie und Chemotherapie zur Anwendung
wobei auch der monoklonale Antikorper Cetixumab, der gegen den EGF-Rezeptor gerichtet ist, eine
Rolle spielt (Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften e.V.
(Leitlinienprogramm Onkologie der AWMF) 2012; Lo Nigro et al. 2017; Levendag et al. 1996; Rodgers
et al. 1993).

Zu den gesicherten Risikofaktoren oraler und oropharyngealer Plattenepithelkarzinome zahlen
Tabakrauch und Alkohol (Blot et al. 1988). So haben Raucher ein 10fach erhohtes Risiko an einem
Plattenepithelkarzinom von Mundhohle oder Oropharynx zu erkranken als Personen, die nie geraucht
haben (Sturgis und Cinciripini 2007). Andere Formen des Tabakkonsums spielen vor allem in Asien eine
Rolle wo der orale Konsum von Tabakprodukten und Betelnilissen eine nicht unbedeutende Rolle spielt
und daher die Inzidenzraten des Plattenepithelkarzinoms teilweise deutlich hoher liegen (Cardesa et
al. 2009; Gupta und Johnson 2014). Der unabhangige Effekt von Alkohol als Risikofaktor fiir die
Entwicklung OSCC und OPSCC wurde in zahlreichen Studien bestatigt (Goldstein et al. 2010). In einer
Metaanalyse ergab sich so fiir einen Alkoholkonsum von Nichtrauchern ein relatives Risiko von 8,61 an
einem Plattenepithelkarzinom zu erkranken (Tramacere et al. 2010). Eine Kombination von Rauchen
und Alkoholkonsum hat hyperadditive Auswirkungen auf das Erkrankungsrisiko, in einer Metaanalyse
wurden relative Risiken von 6,93 vs. 2,56 beschrieben (Ansary-Moghaddam et al. 2009).

Ein weiterer Risikofaktor ist die Infektion mit dem humanen Papilloma-Virus (HPV), im Speziellen dem
Hochrisiko-HPV-Typen 16, der fiir Gber 90% aller HPV-assoziierten Karzinome im Kopf-Hals-Bereich

verantwortlich ist (Bose et al. 2013; Mollenhauer et al. 2014; Sethi et al. 2012). Dabei scheinen jedoch
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Karzinome des Oropharynx, besonders jene am Zungengrund und den Tonsillae palatinae, eine hohe
Pravalenz (50%) fiir eine Infektion mit HR-HPV zu haben. Diese Besonderheit wird durch die erhéhte
Suszeptibilitat des hier vorhanden lymphoepithelialen retikulierten Kryptenepithels erklart (Ansary-
Moghaddam et al. 2009; Sethi et al. 2012). Vermutlich ist darauf auch die steigende Inzidenz an diesen
beiden Lokalisationen zurilickzufihren. (Hammarstedt et al. 2006; Attner et al. 2010). Obwohl bereits
sehr kleine und haufig klinisch okkulte Tumoren eine ausgepragte Tendenz zur lymphonodalen
Metastasierung aufweisen, zeigen die HPV-assoziierten Oropharynxkarzinome verglichen mit HPV-
negativen Karzinomen eine giinstigere Prognose mit einem besseren Ansprechen auf Strahlen- und
Chemotherapie (Mollenhauer et al. 2014; Zengel et al. 2012). Dabei wird neben der fehlenden
Feldkanzerisierung mit einer geringeren Rate an multifokalen Tumoren auch eine geringere genetische
Instabilitdt der HPV-assoziierten Karzinome als mogliche Ursache diskutiert (Mollenhauer et al. 2014,
Zengel et al. 2012; Klussmann et al. 2009). Fiir Karzinome der Mundhdhle ist dieser Zusammenhang
nicht klar und die immunhistochemische Uberexpression von p16 wird hier nicht als ausreichender
Surrogatparameter fir eine Infektion mit HR-HPV gesehen (Bussu et al. 2013). Immunhistochemisch
wird hier nur bei ca. 5% der Fille eine Farbereaktion gefunden, von denen dann nur bei 2% auch mittels

PCR HPV nachweisbar ist (G6tz et al. 2016).

1.2 Molekulare Mechanismen  der  Karzinogenese  oraler und oropharyngealer

Plattenepithelkarzinome

In den vergangenen Jahrzehnten sind wichtige Erkenntnisse liber die grundlegende Tumorbiologie und
ihre Signalkaskaden gemacht worden (Bose et al. 2013). Von Interesse ist dabei die Identifizierung
therapeutisch beeinflussbarer Ziele, sogenannter ,, drugable targets” (Nowak et al. 2012). Es handelt
sich hierbei um Molekiile der Karzinomzelle, gegen die selektive Wirkstoffe eingesetzt werden um
tumorspezifische Signalwege zu beeinflussen. Bei den Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region
erfolgte die Erforschung dieser Mechanismen vergleichsweise spéat (Bose et al. 2013).

Von den zahlreichen moglichen Signalkaskadewegen sollen nachfolgend einige wenige naher

charakterisiert werden.

Der EGFR-Signalweg

EGFR gilt als etabliertes Onkogen von oralen und oropharyngealen Plattenepithelkarzinomen und
gehért zu den transmembraniren Tyrosinkinasen. Uber Liganden wie EGF, TGF oder beta-Cellulin
dimerisieren EGFR Monomere und aktivieren so die Tyrosinkinase welche lber nachgeschaltete

Transduktionskaskaden mittels RAS, RAF, MEK und ERK die Proliferation und das Uberleben der Zelle
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regulieren (Bose et al. 2013). Dariber hinaus fungiert EGFR als Transkriptionsfaktor flir Gene wie
CCDN1 welches Cyclin-D1 kodiert und als Kofaktor anderer Transkriptionsfaktoren wie STAT (Bose et
al. 2013; Lin et al. 2001). Fiir die Tumorbiologie bedeutet die gesteigerte EGFR-Aktivitat eine erhohte
Proliferation und ein lidngeres Uberleben der Zelle. Zudem spielt sie eine wichtige Rolle bei
Metastasierung und Strahlenresistenz (Bose et al. 2013). Trotz des lbereinstimmenden Nachweises
von Mutationen und Amplifikationen von EGFR ist die prognostische Aussagekraft dieser Marker
widerspriichlich, es wird sowohl {iber eine Assoziation einer Uberexpression von EGFR mit einem
schlechteren outcome als auch von einem fehlenden Zusammenhang mit dem outcome berichtet.
Moglicherweise hangt dies mit der Heterogenitat der von EGFR aktivierten Signalkaskaden zusammen.

(Bose et al. 2013; Leemans et al. 2011).

Der PI3K-AKT-mTOR-Signalweg

Die Aktivierung dieses Signalweges ist ein hdufiges Ereignis in der Onkogenese unterschiedlicher
Tumorentititen (Vivanco und Sawyers 2002). Uber Rezeptortyrosinkinasen wird PI3K aktiviert und
fuhrt zur Bildung von PIK3 welches AKT/Proteinkinase B in die Plasmamembran rekrutiert und Giber
eine Phosphorylierung durch PDK1 und mTOR-Komplex 2 aktiviert. Uber mTOR Komplex 2 werden
dadurch in der Zelle anabole Prozesse wie die Synthese von Ribosomen und Proteinen wie elF4B, elFAE
und elF4G initiiert, welche eine wichtige Rolle beim Tumorwachstum spielen, indem sie anti-
apoptotisch in den Zellzyklus eingreifen (Hay und Sonenberg 2004). Der Signalweg kann entweder liber
eine aktivierende Mutation von PIK3CA oder den Verlust des Tumorsuppressorgens PTEN aktiviert
werden (Bose et al. 2013). Beides wurde fiir OSCC und OPSC beschrieben (Murugan et al. 2008;
Stransky et al. 2011).

Der JAK-STAT-Signalweg

Zytokine binden an Membranrezeptoren, welche ihrerseits Tyrosinkinasen, die Janus Kinasen (JAKs)
binden. Dariiber werden STAT Proteine phosphoryliert, die Dimere bilden und in den Zellkern
transloziert werden, wo sie als Transkriptionsfaktoren fungieren (Bose et al. 2013). Auch sie kénnen
dariber hinaus den RAS-MAPK- und den PI3K-AKT-Signalweg aktivieren (Yu et al. 1995). Die Proteine
STAT3 und STATS5 werden in Karzinomen der Kopf-Hals-Region exprimiert und aktiviert (Lai und
Johnson 2010). STAT3, welches bereits sehr frilh in der Tumorgenese tabakassoziierter
Plattenepithelkarzinome und vor allem in T1- und T2-Tumoren Uberexprimiert wird, fihrt iber eine
Erhéhung von RAS zu einer Aktivierung der EGFR-Signalkaskade (Nagpal et al. 2002; Arredondo et al.

2005). Die Aktivierung von STATS5 fiihrt zu Tumorwachstum und tragt durch epithelial-mesenchymale
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Transition zur Karzinogenese bei. Zudem scheint die konstitutive Aktivierung von STAT5 in HNSCC zu
verminderter Suszeptibilitdt einer EGFR-Tyrosinkinase-Inhibitor vermittelten Wachstumshemmung

und Apotoseinduktion zu fiihren (Koppikar et al. 2008)

HPV-induzierte Kanzerogenese

Die DNA des HPV-Genoms kodiert unter anderem fiir die Proteine E5, E6 und E7, welche mit der viralen
Onkogenese des Plattenepithelkarzinoms assoziiert sind. Die Ubiquitin-Ligase E6 markiert dabei das
Tumorsuppressorgen p53, welches dadurch dem Abbau durch Proteasomen zuganglich gemacht wird,
wodurch die p53-abhéngige Regulation von Zellzyklus und Apoptose gestort wird (Bose et al. 2013;
Nguyen et al. 2010). Das E7 Onkoprotein aktiviert CDK und hemmt die CDK-Inhibitoren p21 und p27,
wodurch die Proliferation induziert wird. AuRerdem bindet und inhibiert es das Tumorsuppressorgen
pRB (Bose et al. 2013; Scheffner et al. 1990). Durch das Onkoprotein E5 wird die Expression von EGFR
an der Zelloberflache erhéht und so Gber den EGFR-Signalweg die Zellproliferation induziert (DiMaio

und Petti 2013).

MicroRNAs beim HNSCC

Bei MicroRNAs (miRNAS) handelt es sich um hochkonservierte nicht-kodierende RNAs, welche eine
wichtige Rolle bei der Regulation der posttranskriptionalen Genexpression spielen. Dabei bindet einer
der Strange der durch RNA-Polymerase Il transkribierten und durch RNAselll und RNAse Dicer
prozessierten doppelstrangigen miRNA an den RNA-induzierten-Silencer-Komplex (RISC) (Bose et al.
2013). Der so entstandene miRISC Komplex kann nun einerseits die mRNA des Zielgens degradieren
und andererseits die Translation regulieren (Kim und Nam 2006). Die miRNA-Signatur ist sehr
gewebespezifisch und die Uberexpression onkogener miRNA wurde in verschiedenen Malignomen mit
Tumorgenese, Proliferation und Metastasierungspotential in Verbindung gebracht (Bose et al. 2013).
Bei HNSCC wurde eine reduzierte Expression von miR-153, miR-200c, miR-363, miR-203, miR-17, miR-
205, miR-Let-7d, Let-7g, miR-34a, miR-126a, miR-375, miR-491-p5, miR 218, miR-451 und miR-125b
als adverser prognostischer Faktor beschrieben (Jamali et al. 2015; Childs et al. 2009; Wong et al.
2008). Dabei reguliert Let7 KRAS und miR-133a/b hat tiber die Regulierung der PKM2 direkte Wirkung
auf den Metabolismus der Tumorzelle (Bose et al. 2013).

Die Uberexpression von miR-21, miR-18a, miR-134a, miR-210, miR-181a, miR-19a, und miR-155 ist mit
einem schlechteren Uberleben der Patienten assoziiert (Jamali et al. 2015). Auch fiir miR-106b-25-
Cluster, miRNA-17-92 und miR-106a, welche Uber die Regulation von p21/CDK1A vermittelt wird ist

eine Uberexpression in HNSCC beschrieben (Bose et al. 2013).



Neben einem Nutzen als Biomarker zur Therapieliberwachung stellen miRNA ein vielversprechendes

Ziel zur zielgerichteten molekularen Therapie dar (Greither et al. 2017; Bose et al. 2013).

Tumorhypoxie-assoziierter Signalweg, HIF1

Einer der am detailliertesten untersuchten Mechanismen in der Karzinogenese ist der Hypoxie-
assoziierte Signalweg. Alle menschlichen Zellen bendétigen fir den Ablauf metabolischer Prozesse
ausreichende Konzentrationen an Sauerstoff. In Komplex IV der Atmungskette wird Sauerstoff als
Elektronenakzeptor benétigt (Wang und Semenza 1995). In allen soliden Tumoren besteht aufgrund
einer unzureichenden Vaskularisation oder einer eingeschrankten Diffusionsstrecke eine deutliche
Hypoxie (Denko 2008; Eckert et al. 2012). Um sich an die Verhéltnisse dieses Tumormikromilieus
anzupassen, nutzt die Zelle Mechanismen, die durch den Transkriptionsfaktor HIF1la reguliert werden
(Denko 2008; Semenza 2008). Ziel ist hierbei den Metabolismus an den hohen Energiebedarf des
Tumors zu adjustieren und den Zellstoffwechsel hinsichtlich des geringeren Sauerstoffangebots so zu
verandern, dass der Zelltod verhindert wird. Dieses wird Giber eine Regulation metabolischer Enzyme
und eine Anpassung der Mitochondrienfunktion erreicht (Denko 2008). Die Expression Hypoxie-
assoziierter Proteine im OSCC und OPSCC und ihre prognostische Relevanz sind seit einiger Zeit von
grolRem Interesse (Eckert et al. 2012). Ein wichtiger Target-Stoffwechselweg des HIFla-vermittelten
pathways ist die Glykolyse. Im Kern der vorliegenden Arbeit wurden Enzyme des Glukosestoffwechsels

untersucht, so dass eine genauere Darstellung der beteiligten Prozesse folgt.

1.3 Tumorhypoxie, HIF1a und Glukosemetabolismus

Im Folgenden sollen die Mechanismen des tumorhypoxie-assoziierten Signalwegs und der

Glukosemetabolismus der Tumorzelle genauer beschrieben werden:

Der Warburg Effekt und der Metabolismus der Tumorzelle unter aeroben und anaeroben Bedingungen

Bereits in den 1920er Jahren beschrieb Otto Warburg, dass Tumorzellen unter aeroben Bedingungen
einen im Vergleich zum Normalgewebe bis zu 10fach erhéhten Glukoseumsatz mit entsprechender
Laktatproduktion haben und zwar auch dann, wenn eigentlich genug Sauerstoff zur oxidativen
Phosphorylierung in den Mitochondrien vorhanden ware. Er nahm daher an, dass die relative Zunahme
der Glykolyse in Tumorzellen unter aeroben Bedingungen der Beweis fiir eine Stérung der

Atmungskette sei (WARBURG 1956). Mittlerweile ist klar geworden, dass es sich um eine Stérung der



Glykolyseregulation handelt, wobei jedoch eine Storung der Mitochondrienfunktion eine wichtige
Rolle spielt(Ansary-Moghaddam et al. 2009; Vander Heiden et al. 2009; Koppenol et al. 2011).
Wahrend eine normale Zelle also unter aeroben Bedingungen Pyruvat in den Zitratzyklus einschleust,
Uber die oxidative Phosphorylierung ATP generiert und nur unter anaeroben Bedingungen Pyruvat zu
Laktat reduziert, greift die Tumorzelle unter an- und aeroben Bedingungen auf diesen Mechanismus
zuriick. In der Zeit, in der eine normale Zelle 36 Molekiile ATP aus einem Molekil Glucose produziert,
produziert eine Tumorzelle somit unter aeroben Bedingungen 56 Molekiile ATP aus 11 Molekilen
Glukose, unter anaeroben Bedingungen 2 Molekiile ATP aus 1 Molekil Glukose (Koppenol et al. 2011).
Dieser Mechanismus entspricht einer evolutiondaren Konservierung der alkoholischen Garung
einzelliger Organismen (Vander Heiden et al. 2009). Die geringere Effektivitdt der ATP-Produktion
durch den Warburg-Effekt spielt im Tumorgewebe, in dem ein hoher Fluss durch die Glykolyse herrscht
keine relevante Rolle (DeBerardinis et al. 2008). Zudem bietet er den Vorteil, dass Intermediarprodukte
des Glukosestoffwechsels zur Synthese essentieller Bausteine des Zellwachstums zu Verfligung stehen
(DeBerardinis et al. 2008; Vander Heiden et al. 2009). Aus der Zellkultur ist bekannt, dass die einzigen
zwei Molekile, welche in relevanter Weise verstoffwechselt werden, Glukose und Glutamin sind.
Dieses verdeutlicht, dass in Tumorzellen ein vollstindiger Abbau der Glukose via oxidativer
Phosphorylierung der Notwendigkeit einer Generierung von Biomasse entgegenlduft. Es muss daher
ein Teil der Zwischenprodukte der Glykolyse zur Generierung anderer Bausteine der Zelle verwendet
werden (z.B. Acetyl-CoA fiir Fettsduren, Intermediarprodukte der Glykolyse fiir Aminosauren oder
Ribose fir Nukleotide) (Vander Heiden et al. 2009). Zudem ist die Glykolyse allein nicht ausreichend
fiir einen Metabolismus der fiir die besonderen Bediirfnisse der Tumorzelle hinsichtlich Proliferation
und Zellteilung ausreichend ist (Dang et al. 2011; Dang 2010a). Daher besteht eine enge Verbindung
zur Glutaminolyse. Glutamin ist die Aminosaure mit der hochsten Konzentration im Blut und somit fiir
die Tumorzelle leicht verfligbar. Daher dient die Glutaminolyse der Tumorzelle als Quelle fiir Stickstoff
und Kohlenstoffgrundgeristen fiir anabole Prozesse (Dang 2010b; Dang 2010a; Kappler et al. 2017).
Zudem wird Uber die Bildung von Malat aus Succinat, welches aus a-Ketoglutarat aus der
Glutaminolyse stammt, NADPH produziert. Bei dieser Reaktion entsteht Pyruvat, welches dann zu
Laktat abgebaut wird (Christofk et al. 2008b; Christofk et al. 2008a; Dang 2010b; Spinelli et al. 2017).
Wachstumsfaktoren regulieren die Aktivitdt der Pyruvatkinase und kénnen so die Metabolite der
Glykolyse in den Pentosephosphatweg und damit in die Nukleotidsynthese sowie in die
Aminosauresynthese dirigieren (Vander Heiden et al. 2009).

Die Kohlenstoffmolekiile zur Fettsduresynthese stammen lberwiegend aus Zwischenprodukten der
Glykolyse. So wird Pyruvat {iber eine Einschleusung in den Zitratzyklus in den Mitochondrien zu Acetyl-

CoA und weiter zu Zitrat metabolisiert. Bei hohen ATP/ADP und NADH/NAD*-Gradienten gelangt Zitrat



zuriick ins Zytosol, wird dort tber die ATP-Zitrat Lyase (ACT) erneut zu Acetyl-CoA metabolisiert,
welches als Kohlenstoffketten fiir die Acylgruppen der Liponeogenese dient.

Zur Aufrechterhaltung der Zitratproduktion im Krebs-Zyklus wird Oxalazetat benétigt, welches durch
die Aufnahme und Metabolisierung von Glutamin synthetisiert wird (Vander Heiden et al. 2009).

Die metabolischen Prozesse in der Tumorzelle und Signalwege, die diesen Metabolismus kontrollieren

sind in Abbildung 1 gezeigt.
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Abb. 1 Metabolismus der Tumorzelle mit den Verbindungsstellen zwischen den Stoffwechselwegen

und den beteiligten Signaltransduktionswegen. Aus: Vander Heiden et al. 2009

Fiir den Metabolismus der Tumorzelle ist der Transkriptionsfaktor HIF1 von zentraler Bedeutung. HIF1
ist ein heterodimerer Transkriptionsfaktor der aus den Untergruppen HIFla und dem konstitutiv
exprimierten HIF1B besteht (Denko 2008; Hu et al. 2003). HIF1 vermittelt die Transkription Uber die
Bindung an Hypoxie-responsive Elemente (HREs) in der Promoterregion der Zielgene (Denko 2008).
HIF1la scheint vorrangig die hypoxievermittelten glykolytischen Enzyme zu aktivieren (Hu et al. 2007).
Unter Hypoxie wird HIFla stabilisiert, da bei geringem Sauerstoffpartialdruck die Prolinhydroxylasen
Prolin 402 und 564 nicht mehr hydroxyliert werden und so nicht vom VHL-Komplex ubiquinitiert und
abgebaut werden kénnen (Denko 2008; Ivan et al. 2001; Bruick und McKnight 2001; Epstein et al.
2001; Jaakkola et al. 2001). Uber die Hydroxylierung von Asparagin 803 in der carboxyterminalen
Domaéne von HIFla, vermittelt durch die Asparaginhydroxylase Factor inhibiting HIF1 (FIH), wird die
Aktivitat von HIF1 zuséatzlich gehemmt (Denko 2008).



Unter Normoxie wird HIF1la Gber verschiedene Onkogene und deren Signalwege akkumuliert, so zum
Beispiel liber den RAS-MAPK-Pathway (Sheta et al. 2001), Her2neu (Laughner et al. 2001) oder den
PI3K-pathway mittels AKT-abhangiger Aktivierung von mTOR (Pore et al. 2006; Zundel et al. 2000).
Die Akkumulation von Metaboliten kann ebenfalls eine Stabilisierung von HIF1la begiinstigen. So fiihrt
eine Mutation der Succinatdehydrogenase (SDH) zu einer Akkumulation von Succinat, welches die
Prolinhydroxylasen (PDHs) der Zellen hemmt, da diese a-Ketoglutarat und O; zu Succinat und CO;
umwandeln. Dieses fihrt im Ergebnis zu einer Stabilisierung von HIF1a unter Normoxie (Koivunen et
al. 2007; Kappler et al. 2017; Zundel et al. 2000).

Einen Uberblick iber die HIF1l-vermittelte Regulation des Metabolismus der Tumorzellen zeigt

Abbildung 2.
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Abb. 2 Kernprozesse von HIF1a in der Tumorzelle, links Glykolyse. Aus: Denko 2008

HIF1 hat eine duBerst wichtige Bedeutung fiir die Glykolyse, da alle ihre 12 Enzyme zumindest teilweise

Uber HIF1 reguliert werden (Tabelle 1) (lyer et al. 1998; Denko 2008).



Tab. 1 Uber HIF1 regulierte Glykolyseenzyme (modifiziert nach Denko 2008)

Produkte der durch HIF1 vermittelten | Funktion
Genaktivierung im Rahmen der Glykolyse
GLUT1 und GLUT3 Glukosetransport in die Zelle
HK2 Phosphorylierung der Glukose
PGI, PFK1, Aldolase, TPI, GAPDH, PGK, PGM, | Glykolyse

Enolase, PK, PFKFB1-4

LDHA Umwandlung von Pyruvat zu Laktat

MCT4 Laktatausschleusung aus der Zelle

PDK1, MXI1 Verminderung der mitochondrialen Aktivitat
COX4l12, Lon Protease Erh6hung des Sauerstoffverbrauchs bei Hypoxie

Der Abbau intrazelluldrer Glukose wird in seiner Geschwindigkeit durch die Phosphorylierung von
Glukose zu Glukose-6-phosphat lber die Enzyme Hexokinase 1 (HK1) und Hexokinase 2 (HK2)
bestimmt. Dabei scheint HK2 unter hypoxischen Bedingungen wichtiger zu sein (Mathupala et al.
1995).

6-phosphofructo-2-kinase/Fructose 2,6-bisphosphatase (PFKFB3) ist ein bidirektionales Enzym
welches die hochste Kinaseaktivitat aller Isoformen der PFKFB hat (Yalcin et al. 2009). Sie wird in ihrer
Kinaseform auch als Phosphofruktokinase 2 bezeichnet (PFK2) (Ros und Schulze 2013). Neben der
Phosphorylierung von Fruktose-6-Phosphat zu Fruktose-2,6-Bisphosphat als wichtigem Schritt in der
Glykolyse, besitzt PFKFB3 auch im Zellkern Kinaseaktivitdit und stimuliert hier CDKs zur
Phosphorylierung von p27. Somit wird die proapoptotische Aktivitdt von p27 gehemmt und der
Ubergang in die S-Phase gefordert (Yalcin et al. 2014).

Die Rate der Glykolyse wird aufgrund der Reversibilitdt der einzelnen Schritte durch die Verfligbarkeit
von Substrat und Produkt bestimmt und so erreicht die Zelle (iber eine gesteigerte Expression an
Glykolyseenzymen einen hoheren Glukoseabbau (Denko 2008). Die Phosphofruktokinase 1 (PFK1) wird
jedoch durch hohe ATP-Konzentrationen gehemmt. Dieser Hemmung wirkt die allosterische
Aktivierung durch Fruktose 2,6-bisphosphat entgegen. Zudem unterliegt PFKFB3/PFK-2 nicht der
negativen Riickkopplung tber ATP, es wird also auch bei hohen ATP-Konzentrationen Fruktose 2,6-
bisphosphat gebildet (Ros und Schulze 2013).

Uber die Glykolyse anfallendes Pyruvat wird unter Normoxie in die Mitochondrien geschleust und hier
der oxidativen Phosphorylierung zugefiihrt. Unter hypoxischen Bedingungen und durch die aerobe
Glykolyse akkumulieren aufgrund der alterierten mitochondrialen Funktion Pyruvat und NADH jedoch
im Zytosol. Uber HIF1 wird die Lactatdehydrogenase A (LDHA) induziert und katalysiert die Reaktion
von Pyruvat und NADH zu Laktat und NAD* (Firth et al. 1995). Laktat wird tGber den HIF1-induzierten
monocarboxylate transporter 4 (MCT4) aus der Zelle geschleust (Bensaad et al. 2006). Durch diesen
Schritt wird zugleich das Uberschissige Pyruvat entsorgt und NAD* fir die Glyceraldehyd-3-

phospatdehydrogenase (GAPDH) und somit fiir weitere Zyklen der Glykolyse regeneriert (Denko 2008).
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HIF1 reguliert die Mitochondrienfunktion tber drei Mechanismen herunter:

(1) Uber eine Induktion der Pyruvatdehydrogenasekinase 1 (PDK1) wird die Pyruvatdehydrogenase 1
(PDH1) phosphoryliert und damit gehemmt. So kann Pyruvat nicht weiter zu Acetyl-CoA abgebaut
werden, Pyruvat wird somit am Eintritt in den Zitratzyklus gehindert und aufgrund der gleichzeitig
verminderten NADH-Produktion fehlen die Reduxaquiuvalente fiir die Elektronentransportkette (Patel
und Korotchkina 2001).

(2) Uber eine Induktion von MXI1 reduziert HIF1 die Anzahl der Mitochondrien pro Zelle indem MXI1
das Onkogen MYC hemmt und so (iber eine verminderte Expression von Transkriptionsfaktor A (TCAM)
die Expression des mitochondrialen Genoms und die Replikation der mitochondrialen DNA negativ
beeinflusst (Li et al. 2005; Roche et al. 2001). AuBerdem reguliert HIF1 die Expression des Mitophagie-
Rezeptors BNIP3 der Uber sein LIR-Motiv Autophagosomen an die duRere Mitochondrienmembran
bindet (Hamacher-Brady und Brady 2016). Es lberrascht in diesem Zusammenhang, dass HIF1 und
MYC in der Induktion von Genen der Glykolyse kooperieren, bezliglich der Mitochondrienfunktion aber
gegensatzliche Effekte aufweisen (Kim et al. 2007). Zudem werden zahlreiche Gene der Glutaminolyse
durch das Protoonkogen MYC transkribiert (Wise et al. 2008).

(3) Dariiber hinaus verandert HIF1 die Aktivitat der Cytochrom-c-Oxidase (COX) indem es zu einem
Wechsel der Isoformen der regulatorischen Subeinheiten von COX4l1 zur COX412 flhrt, welche unter
Hypoxie offenbar den verbliebenen Sauerstoff besser nutzen kann. (Fukuda et al. 2007).

Es existieren unterschiedliche Vorstellungen, Gber welche Mechanismen der Warburg Effekt der
Tumorzelle einen Wachstums- und Uberlebensvorteil bietet. Es wird vermutet, dass die erhdhte
Glykolyserate durch die reduzierte mitochondriale Aktivitdt bedingt ist und nicht umgekehrt (Denko
2008). Daher werden vor allem Veranderungen in den mitochondrialen Funktionen als moglicher
Vorteil flir die Tumorzelle diskutiert. So wird durch die Aktivierung von HIF1 eine Reduzierung der
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), die als Nebenprodukt der Atmungskette in den Mitochondrien
entstehen, beschrieben, welche in einigen in-vitro-Studien zu einem Uberlebensvorteil dieser Zellen
geflihrt hat (Kim et al. 2006b; Pore et al. 2006; Fukuda et al. 2007). Zudem scheint eine reduzierte
Mitochondrienaktivitat eine héhere Verfiigbarkeit an anabolen Substraten zu bewirken. Uber die PDK1
wird hierbei die Einschleusung des Pyruvats in den Zitratzyklus verhindert. Durch den Switch zur COX-
Subeinheit COX412 wird der Fluss von Kohlenstoffmolekiilen in die Atmungskette verringert, welche
dann fir die Lipidsynthese zur Verfligung stehen. Ein weiterer Vorteil der reduzierten
Mitochondrienfunktion und der dadurch bedingten Verringerung des O;-Verbrauchs kénnte die
Verfligbarkeit von Sauerstoff fiir alternative Zwecke sein (Denko 2008). So werden HIFla, die HIF-
Zielgene und die entsprechenden metabolischen Prozesse bereits bei milder Hypoxie der Zelle
induziert. Hierbei ware noch eine stabile oxidative Phosphorylierung moglich. Trotzdem wird bereits

zu diesem Zeitpunkt Gber PDK1-Induktion MXI1-Induktion und COX4l1-Expression die mitochondriale
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Aktivitdit gehemmt und damit der Sauerstoffverbrauch vermindert. Da die Sauerstoffversorgung
gefaRferner Tumoranteile durch Diffusionsgradienten von O, begrenzt wird, verhindert ein geringerer
Sauerstoffverbrauch hier den anoxischen Zelltod und die Tumorzellen kénnen weiter proliferieren
(Evans et al. 2001; Secomb et al. 1995). Zudem steht der Sauerstoff damit anderen
sauerstoffabhangigen nicht-mitochondrialen Prozessen wie Steroidsynthese und Proteinfaltung zur
Verfligung (Herst und Berridge 2007; Rosenfeld et al. 2002).

Durch die Entwicklung geeigneter Substanzen zur Beeinflussung von Glykolyse, HIF1 oder Hypoxie
ergeben sich somit interessante therapeutische Ansatzpunkte (Denko 2008). Dabei werden
Substanzen entwickelt, die direkt die Glykolyse inhibieren wobei 2-Desoxy-D-Glukose (2-DG) als
kompetitiver Inhibitor und Londamine als putativer Hexokinaseinhibitor in klinischen Studien als
Monotherapie oder in Kombination zu konventionellen Chemotherapeutika untersucht werden. In
letzterem Fall wird die Rolle als Chemosensitizer untersucht. In der klinischen Anwendung scheint
jedoch eine erhebliche Toxizitat limitierend zu sein (Singh et al. 2005). Zudem ist moglicherweise nicht
die gesteigerte Glykolyse sondern die reduzierte Mitochondrienaktivitat fiir den Schutz der Tumorzelle
vor Apoptose und somit auch vor chemotherapeutischem Zelltod verantwortlich, was den Einsatz als
Chemosensitizer erheblich limitieren wiirde (Denko 2008). In anderen Untersuchungen konnte bei
einer Kolonkarzinomzelllinie gezeigt werden, dass durch Silencing des Hexokinase 2 Gens die
Sensitivitat fur 5-Fluorouracil zunimmt (Peng et al. 2009).

Uber die Entwicklung von HIF1-Inhibitoren kénnten die Einfliisse von HIF1 auf den Zellmetabolismus
und auch andere Mechanismen wie beispielsweise die HIFl-induzierte Tumorneoangiogenese
gehemmt werden (Fulda und Debatin 2007; Giaccia et al. 2003; Semenza 2003). Hierbei ist jedoch zu
beachten, dass nur ein Teil der Glykolyse der Kontrolle von HIF1 unterliegt. Uber die gesteigerte
Mitochondrienaktivitat wird der Sauerstoffverbrauch erhéht, womit Resistenz gegen Strahlen- und
Chemotherapie hervorgerufen wird. Allerdings werden die Tumorzellen sensitiver flr hypoxische
Toxine wie Tirapazamin (Beck et al. 2007). Mdoglicherweise ist der Angriffspunkt anderer drugable
targets downstream von HIF1 ein effektiverer und kontrollierterer Ansatz. Zudem besteht wegen der
Glukoseabhéangigkeit der Zellen des zentralen Nervensystems die Notwendigkeit der Entwicklung einer
Substanz, welche die Blut-Hirn-Schranke nicht oder nur in geringerem MaRe lberwindet (Singh et al.
2005).

Ein weiterer Ansatz besteht in der Kombination von gegen Mitochondrien gerichteten Substanzen
(MTD) mit 2-DG. So konnte in Zellkulturen gezeigt werden, dass die kombinierte Therapie mit MTD und
2-DG zu einer signifikanten Tumorregression flihrte, wahrend keine morphologischen Veranderungen

in Zelllinien von Niere, Leber oder Herz auftraten (Cheng et al. 2012).
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Unbestritten ist gegenwartig jedoch der additive prognostische Effekt von HIFla beziehungsweise

dessen Targetproteinen zur individuellen Prognosekalkulation (Eckert 2009).
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2. Zielstellung der Arbeit

Plattenepithelkarzinome von Mundhohle und Oropharynx machen unter den Kopf-Hals Tumoren den
grofBten Anteil aus. Trotz einiger Fortschritte in der Diagnostik und Therapie dieser Tumoren hat sich
die Prognose in den letzten Jahrzehnten nur unwesentlich verbessert. So liegt die Finf-Jahres-
Uberlebensrate nur bei etwa 50%. Neben der operativen Entfernung des Tumors inklusive der
Halslymphknoten ist die Strahlen- und Chemotherapie integraler Bestandteil der Behandlung
fortgeschrittener Tumoren.

Die klassischen Prognoseparameter der TNM-Klassifikation und die histopathologische Graduierung
des Tumors haben sich fir eine Prognoseabschatzung als nicht ausreichend erwiesen. Daher wird
intensiv nach anderen Parametern gesucht, die eine verlassliche Einschatzung der Aggressivitat des
Tumors erlauben um das klinische Management dementsprechend auszurichten. Dabei gilt das
besondere Interesse der Detektion von Biomarkern, welche mit verhaltnismalRig wenig Aufwand in der
klinischen Routine bestimmt werden kdnnen.

Schon mit der Beschreibung der aeroben Glykolyse durch Otto Warburg wurde deutlich, dass sich
Tumorzellen in ihrer metabolischen Funktion deutlich von Normalgewebe unterscheiden. Zudem
wurde im Lauf der Zeit deutlich, dass nicht nur Hypoxie, sondern auch die Aktivierung von Onkogenen
und Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen einen wichtigen Einfluss auf den Metabolismus
nehmen. HIF1 und einige durch diesen Transkriptionsfaktor aktivierte Enzyme der Glykolyse konnten
bereits als adverse prognostische Faktoren identifiziert werden.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mittels immunhistochemischen Methoden zwei relevante, bisher
far das Platteneptihelkarzinom von Mundhohle und Oropharynx noch nicht im Detail untersuchte
Enzyme der Glykolyse nachzuweisen und sie hinsichtlich ihrer prognostischen Aussagekraft zu
evaluieren. Mit Hexokinase 2 handelt es sich dabei um das Enzym, welches den ersten und
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Glykolyse katalysiert. PFKFB3 ist die Isoform eines Enzyms,
welches Uber seine Funktion als Phosphofruktokinase-2 (iPFK2), Fruktose-2,6-bisphosphat bildet.
Dieses aktiviert allosterisch die Phosphofruktokinase-1 und ist somit ein wichtiger Metabolit zur

Regulierung der Glykolyse (Yalcin et al. 2009).

14



3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Patientenkollektiv

Die Zusammenstellung des Patientenkollektivs erfolgte aus den Tumoroperationen der
Universitatsklinik und Poliklinik fir Mund-, Kiefer- und Plastische Gesichtschirurgie von Februar 2009
bis Juni 2014.

Es wurden hierbei Plattenepithelkarzinome von Mundhdéhle und Oropharynx bericksichtigt, welche im
Institut flr Pathologie der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg sowie im amedes Institut fur
Pathologie, Zytodiagnostik und Humangenetik in Halle GmbH diagnostiziert wurden. Es wurde
reprasentatives paraffin-eingebettetes Tumormaterial von 116 Patienten ausgewahlt. Ausgeschlossen
waren Patienten mit Karzinomen der Lippe, sowie Patienten, bei denen keine vollstandige
Tumorklassifikation erstellt werden konnte.

Fehlende klinische Daten wurden retrospektiv anhand der Berichte des Tumorzentrums der Martin-
Luther-Universitat Halle-Wittenberg und der histopathologischen Befundberichte des Instituts fir
Pathologie der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg sowie des amedes Instituts fir Pathologie,
Zytodiagnostik und Humangenetik in Halle GmbH erhoben. Zudem wurden die Patientenakten der
Universitatsklinik und Poliklinik fiir Mund-, Kiefer- und Plastische Gesichtschirurgie sowie das klinische
Krebsregister Halle zur Vervollstandigung der Uberlebensdaten herangezogen. Die Daten lagen in Form
einer Datenbank im Format SPSS vor. Erhoben wurden hier Alter, Geschlecht, Alter zum Zeitpunkt der

Diagnosestellung, OP-Datum, Sterbedatum, T-, N- und M-Stadium und Tumorlokalisation.

3.1.2 Histologische Untersuchung

Die histologischen Untersuchungen an den Praparaten erfolgten in den Jahren 2009 bis 2014. Es
erfolgte eine erneute facharztliche pathologisch-anatomische Begutachtung der Praparate um
entsprechende Schnittpraparate fir die nachgestellten immunhistochemischen Untersuchungen
auszuwahlen. Dabei wurden Tumoranteile ausgewahlt, die den Gesamttumor unter histologischen
Gesichtspunkten (Morphologie, Infiltrationsmuster) am besten reprasentierten. Zudem wurde darauf
geachtet, daR ausreichend vitale Tumorzellen vorhanden waren und der Anteil nekrotischen Tumors

diese nicht liberwog. Etwaige fehlende Daten (Graduierung, Tumorstadium) konnten ergédnzt werden.
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3.1.3 Graduierung

Die Graduierung der Plattenepithelkarzinome erfolgt mittels eines dreistufigen Systems anhand der
Ahnlichkeit zu ihrem Ursprungsgewebe. So wird die Ausbildung von Interzellularbriicken bewertet und
eine Verhornungstendenz einzelner Zellen oder von Zellgruppen begutachtet. Hochdifferenzierte
Tumoren (G1) ahneln demnach dem normalen Plattenepithel sehr stark. Niedrig differenzierte (G3)
Karzinome zeigen dagegen nur wenig Ahnlichkeiten mit dem squamdsen Ausgangsgewebe, Tumoren
intermediarer Differenzierung (G2) befinden sich in ihrem Differenzierungsgrad zwischen den beiden
vorgenannten. Darliber hinaus werden Veranderungen des Zellkernes beziiglich Kern-GrofRen-Varianz
und Kern-Plasma-Relation zur Graduierung herangezogen. Zudem wird die Induktion einer
Stromareaktion im Sinne einer Stromadesmoplasie berlcksichtigt, wobei hier die wenig
differenzierten Tumoren eine deutlichere Stromainduktion zeigen. Fiir bestimmte spezielle Typen des
Plattenepithelkarzinoms wie das basaloide und das akantholytische Plattenepithelkarzinom und das
verrukése und das papilldare Plattenepithelkarzinom ist formal keine Graduierung vorgesehen, sie
werden jedoch auch aufgrund ihres biologischen Verhaltens mit einem Grad versehen (verrukéses und
papillares Plattenepithelkarzinom als G1, basaloides und akantholytischen Plattenepithelkarzinom als

G3) (Agaimy und Weichert 2016).

3.1.4 TNM-Klassifikation

Die Einteilung erfolgte anhand der zum Zeitpunkt der Datenerhebung aktuellen 7. Auflage der TNM-
Klassifikation in der Version der UICC (Wittekind und Meyer 2013; Arbeitsgemeinschaft der
Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften e.V. (Leitlinienprogramm Onkologie der AWMF)
2012). Hierbei wird der Primartumor (T-Stadium) hinsichtlich seiner GroRe, Eindringtiefe und
Infiltration von Nachbarorganen begutachtet. Die Anzahl und Lokalisation der lymphonodalen
Metastasen sowie deren GroRe bestimmen den Nodalstatus (N-Stadium). Das Fehlen oder
Vorhandensein von Fernmetastasen definiert das M-Stadium (Tabelle 3.1, 3.2). Die in der 8. Auflage
erfolgten Anderungen hinsichtlich der primiren Bestimmung von pl1l6 und der Anderung des
Nodalstatus wurden in der vorliegenden Arbeit nicht berlicksichtigt, da die histologischen und
immunhistochemischen Untersuchungen zum Zeitpunkt der Veroffentlichung bereits abgeschlossen

waren.
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Tabelle 3 TNM-Klassifikation (7.Auflage) der Karzinome der Mundhdhle (Arbeitsgemeinschaft der
Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften e.V. (Leitlinienprogramm Onkologie der AWMF)
2012; Wittekind und Meyer 2013)

Klassifikation Parameter

T1 Tumor maximal 2 cm

T2 Tumor groBer als 2 cm, maximal 4 cm

T3 Tumor Uber 4 cm

T4 Tumor infiltriert Nachbarstrukturen

T4a Tumor infiltriert durch kortikalen Knochen in dufRRere

Muskulatur der Zunge (M. genioglossus, M. hyoglossus,
M. palatoglossus und M. styloglossus), Kieferhéhle oder
Gesichtshaut

T4b Tumor infiltriert Spatium mastocatorium, Processus
ptygeroideus oder Schadelbasis oder umschlieRt A.

carotis interna

N1 Solitare ipsilaterale Metastase, maximal 3 cm

N2a Solitdre ipsilaterale Metastase tGber 3 cm, maximal 6 cm

N2b Mehrere ipsilaterale Metastasen ipsilateral, keine tber 6
cm

N2c Metastasen bilateral oder kontralateral keine iber 6 cm

N3 Metastase Gber 6 cm

M1 Fernmetastasen
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Tabelle 4 TNM-Klassifikation (7. Auflage der Karzinome des Oropharynx (Arbeitsgemeinschaft der
Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften e.V. (Leitlinienprogramm Onkologie der AWMF)
2012; Wittekind und Meyer 2013)

Klassifikation Parameter

T1 Tumor maximal 2 cm

T2 Tumor groBer als 2 cm, maximal 4 cm
T3 Tumor Uber 4 cm oder

Tumorausbreitung auf linguale Flache der Epiglottis

T4 Tumor infiltriert Nachbarstrukturen

T4a Larynx, duBere Muskulatur der Zunge (M. genioglossus,
M. hyoglossus, M. palatoglossus und M. styloglossus,
Lamina medialis des Processus pterygoideus, harter
Gaumen, Unterkiefer

T4b M. pterygoideus lat., Lamina lateralis des Processus
pterygoideus, Schadelbasis, tumorése Ummauerung der

A. carotis interna

N1 Solitdre Metastase, maximal 3 cm

N2a Solitdre ipsilaterale Metastase tGber 3 cm, maximal 6 cm

N2b Mehrere ipsilaterale Metastasen ipsilateral, keine tiber 6
cm

N2c Metastasen bilateral oder kontralateral keine tGiber 6 cm

N3 Metastase liber 6 cm

M1 Fernmetastasen

3.1.5 Antikérper und Zielantigene

Hexokinase katalysiert den ersten Schritt der Glykolyse, die Reaktion von Glukose in Glukose-6-
Phophat. Beim Menschen sind vier Isoformen der Hexokinase beschrieben. Die Hexokinase 2 spielt
eine entscheidende Rolle zur Aufrechterhaltung der aeroben Glykolyse neoplastischer Zellen, indem
sie den ersten und geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Glykolyse katalysiert. Nur fir diese
Isoform der Hexokinase ist eine Uberexpression in Tumoren beschrieben (WARBURG 1956; Ahn et al.

2009; Wu et al. 2017).
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Phosphofruktokinase-2/Fruktose-2,6-bisphosphatase (PFKFB3) ist ein bifunktionales Enzym welches in
seiner dephosphorylisierten Form (Phosphofruktokinase-2) die Phosphorylierung von Fruktose-6-
Phosphat zu Fruktose-2,6-Bisphosphat katalysiert. Von den vier beim Menschen vorkommenden
Isoformen ist fur die PFKFB3/iPFK-2 gezeigt worden, dass sie durch Hypoxie induziert wird und so zu
einer erhohten Glykolyse fiihren kann (Kim et al. 2006a; Minchenko et al. 2002). Zudem konnte eine
erhdhte Expression in menschlichen Krebszellen nachgewiesen werden (Atsumi et al. 2002). Von den
vier Isoformen hat PFKFB3 die hochste Kinase-Aktivitat (Yalcin et al. 2009).

Es wurden Primarantikérper der Firma Cell Signaling Technology® verwendet (Tabelle 3.4).

Tabelle 5 Verwendete Primarantikorper

Antigen AK-Hersteller | Molekulargewicht | AK- Quelle
Verdiinnung
Hexokinase 2 | Cell Signaling | 102 kDa 1:100 Kaninchen

Technology ®

PFKFB3 Cell Signaling | 70 kDa 1:50 Kaninchen
(D7H4Q) Technology ®

3.2 Methoden

3.2.1 Anfertigung von Paraffinschnitten

Vom formalinfixierten paraffineingebetten Tumormaterial wurden jeweils 3 um dicke Schnitte
angefertigt und auf beschichtete Objekttrager aufgezogen (KNITTEL Starfrost®). Die Schnittprdparate

wurden im Warmeschrank bei 60 Grad fir 30 Minuten getrocknet.

3.2.2 Immunhistochemische Untersuchungen

Die Vorbehandlung der Gewebeschnitte zur Entparaffinierung, Rehydrierung und hitzeinduzierte
Epitopdemaskierung erfolgte standardisiert (ber den Automaten PT Link® (Firma Dako/Agilent

Technologies). Dazu wurden die Schnittprdparate fiir die Immunreaktion mit dem Antikorper gegen
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PFKFB3 im entsprechenden Objekttragergestell in den mit Tris/EDTA-Puffer pH9 (Target Retrieval
Solution, High pH, concentrated 10x, Fa. DAKO) befillten und auf 65 Grad Celsius vorgeheizten
Edelstahlbehidlter des Automaten eingebracht. AnschlieRend wurden die Schnittpraparate zur
Demaskierung der Epitope 20 Minuten bei 97 Grad inkubiert. Flr die Reaktion mit dem Antikérper
gegen Hexokinase Il wurde der gleiche Vorgang mit Zitratpuffer, pH6 (Target Retrieval Solution, citrate
pH6, Fa. DAKO) durchgefiihrt. Nach Abklhlen auf 65 Grad wurden die Prdparate sofort mit
Waschpuffer gespiilt. Zur Blockierung der endogenen Peroxidase wurde den Gewebeschnitte
Wasserstoffperoxid (FLEX Peroxidase Block, Fa. DAKO®) zugesetzt, flir 5 Minuten inkubiert und
anschlieRend mit Waschpuffer gespilt. Die Primarantikorper wurden aufgebracht und es wurde nach
25min(tiger Inkubation erneut mit Waschpuffer gespiilt.

Die Signalverstarkung der Bindung des Sekundarantikérpers erfolgte durch Enzym-Anti-Enzym-
Komplextechnik. Das Prinzip dieser Technik beruht auf der Kopplung des Sekundarantikorpers mit
einem Enzym-Anti-Enzym-Komplex der von derselben Spezies stammt wie der Primarantikorper. Es
bildet sich dabei ein stabiler Komplex, bei dem am Ende jedes Antigen durch mindestens drei aktive
Molekiile des Enzyms markiert wird (Romeis et al. 2010).

In den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurde hierzu die Peroxidase-Anti-Peroxidase-Technik
verwendet. Dabei handelt es sich um die Kopplung von Meerrettichperoxidase-Molekilen und
Sekundarantikérpern (EnVision™ FLEX/HRP Detection Reagent, Fa. DAKO). Nach 10minitiger
Inkubationszeit mit diesem Reagens wurde weitere 10 Minuten mit dem Substratsystem inkubiert
(EnVision™ FLEX DAB+Chromogen, Fa. DAKO). Dieses besteht aus Diamenzobenzidinlésung (DAB) und
wasserstoffperoxidhaltigem Puffer. Durch die Umsetzung des Peroxids wird DAB oxidiert und es
entsteht ein brauner unl6slicher Farbniederschlag am Ort des Zielantigens. Zur Kerngegenfarbung
wurde mit Hamalaunlésung nach Mayer fiir 5 Minuten inkubiert und anschliefend in Leitungswasser
fir 5 Minuten geblaut. Die Fixierung der Praparate erfolgte (iber eine aufsteigende Alkoholreihe an

deren Ende sich das Eindecken mit Xylol anschloss (Eindeckautomat Tissue-Tek®, Fa. SAKURA).

3.2.3 Mikroskopische Auswertung

Die facharztliche pathohistologische Untersuchung und Auswertung der angefertigten
immunhistochemischen Praparate erfolgte mittels des Lichtmikroskops NX40 (Firma Nikon) durch den
Autor. Als interne Positivkontrolle dienten ruhende Lymphozyten, als Negativkontrolle nicht mit
Primarantikérper behandelte Praparate. Es wurde hierbei zum einen die Expression des gesamten im

Schnitt erfassten Tumormaterials begutachtet. Darliber hinaus wurde die Expression im Bereich der
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Invasionsfront gesondert erfasst. Dem Untersucher lagen zum Zeitpunkt der Auswertung der
immunhistochemischen Farbungen keine Information Uber das Tumorstadium des jeweiligen

Patienten vor.

3.2.4 Immunreaktiver Score nach Remmele und Stegner

Die Auswertung erfolgte (iber den semiquantitativen immunreaktiven Score nach Remmele. Hierbei
wird der prozentuale Anteil positiver Tumorzellen (PP) und die Signalintensitat (Sl) erfasst und mittels
Multiplikation ein Scorewert ermittelt der zwischen 0 und 12 liegen kann (Tabelle 3.5). Werte groRer

oder gleich 3 werden dabei als positive Immunreaktion gewertet (Remmele und Stegner 1987).

Tabelle 3.4 Immunreaktiver Score (IRS) nach Remmele und Stegner.

Positive Zellen in Prozent (PP) Punkte PP | Firbeintensitét (SI) Punkte SI
Keine positiven Tumorzellen 0 Keine Farbereaktion 0
< 10% positive Tumorzellen 1 Schwache 1

Farbereaktion

10-50% positive Tumorzellen 2 MaRige Farbereaktion 2
51-80% positive Tumorzellen 3 Starke Farbereaktion 3
>80% positive Tumorzellen 4

Zur Bestimmung des IRS werden PP und SI multipliziert. Der Score reicht von 0 bis 12.

3.2.5 Statistische Auswertung

Die statistische Analyse wurde mittels des Programms SPSS Statistics (SPSS Inc. Released 2006. SPSS
for Windows, Version 15.0. Chicago, SPSS Inc.) durchgefiihrt. Mittels x?>-Test wurde dabei die
Assoziation der Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchungen zu den klinischen Parametern
untersucht. Diese waren Alter, Geschlecht, Tumorstadium und Nodalstatus.

Zur Darstellung der Korrelation der Expression der Glykolyse-Proteine auf das Gesamtiiberleben und

das progressionsfreie Uberleben wurde die multivariate Cox-Regressionsanalyse adjustiert nach T-
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Stadium und Grading verwendet. Es sollten hierbei die Unabhangigkeit der Parameter vom
Gesamtiiberleben und die prognostische Signifikanz ermittelt werden. Bei einem p-Wert von < 0,05

wurde das Ergebnis als statistisch signifikant angesehen.
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4, Ergebnisse

4.1 Alters- und Geschlechtsverteilung, Uberleben

Die Patienten waren zum Zeitpunkt der Diagnose zwischen 25 und 86 Jahren alt. Der Mittelwert (Mean)
betrug 58,7 Jahre (95% Konfindenzintervall 56,5 - 60,9), der Altersmedian lag bei 54,5 Jahren.

Es handelte sich um 90 maénnliche (78%) und 26 weibliche (22 %) Patienten, wobei der
geschlechtsspezifische Mittelwert fir das Alter bei den Mannern bei 57,4 Jahren (Median 56 Jahre)
und bei den Frauen bei 63,0 Jahren (Median 62,5 Jahre) lag.

Im Erhebungszeitraum (2009 bis 2016) verstarben 64 Patienten (55,2%), 52 Patienten (42,1%) waren

nicht verstorben.

4.2 Tumorklassifikation und Graduierung

Die Tumorklassifikation inklusive Tumorstadium, Metastasierungsstatus hinsichtlich lokalen
lymphonodalen Karzinommetastasen und Fernmetastasierung sowie die Graduierung konnte fir alle

116 Falle erhoben werden. Eine Zusammenfassung findet sich in Tabelle 4.1.

Tab. 6 Tumorklassifikation entsprechend TNM

Tumorstadium Gesamt Manner Frauen
pT1 23 (19,8%) 18 (20,0%) 5(19,3%)
pT2 34 (29,4%) 23 (25,5%) 11 (42,3%)
pT3 20(17,2%) 15 (16,7%) 5(19,2%)
pT4 39 (33,6%) 34 (37,8%) 5(19,2%)

Nodalstadium

pNO 53 (45,7%) 39 (53,3%) 14 (53,8%)
pN1 14 (12,1%) 10 (11,1%) 4 (15,4%)
pN2 44 (37,9%) 36 (40,0%) 8(30,8%)
pN3 5 (4,3%) 5(5,6%) 0 (0%)

Fernmetastasierung

MO 112 (96,6%) 87 (96,7%) 25 (96,2%)

M1 4 (3,4%) 3(3,3%) 1(3,8%)
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Es war ein Uberwiegen der fortgeschrittenen Karzinome der Tumorstadien pT3 und pT4 gegeniiber
den Tumorstadien pT1 und pT2 (50,8% vs. 49,2%) zu verzeichnen. Bei den Méannern war dieses
besonders auffallig (54,5% vs. 45,5%) wahrend bei den Frauen deutlich mehr Tumoren der klinisch

glinstigeren Stadien pT1 und pT2 zu finden waren (61,6% vs. 38,4%).

T-Stadium

mpTl = pT2 =pT3 pT4

Abb. 3 Tumor (T-)Stadien bei 116 Patienten mit OSCC

Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung waren nur 53 Patienten (45,7%) Fallen ohne lymphonodale
Karzinommetastasen (pNO). Dabei wiesen 58 Patienten (50 %) hier bereits lymphonodale Metastasen
des Stadiums pN1 und pN2 auf. Das hochste Stadium pN3 fand sich demnach nur bei 5 Patienten
(4,3%). Fernmetastasen wurden nur bei 4 Patienten (3,3%) gefunden wahrend bei 112 Patienten

(96,6%) ein Stadium MO vorlag.
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Nodalstadium

= pNO = pN1l =pN2 =pN3

Abb. 4 N-Stadium bei 116 Patienten mit OSCC

Bezliglich der Graduierung fanden sich 14 (12,1%) hochdifferenzierte Karzinome (G1), 81 (69,8%)
maRiggradig differenzierte Karzinome (G2) und 21 (18,1%) schlecht differenzierte Karzinome (G3). Eine
mogliche Ursache dieser Verteilung ist auch in der hdufig nachweisbaren zentralen Tendenz bei

dreistufigen Graduierungssystemen zu sehen, bei denen der Grad 2 meist Giberreprasentiert ist.

Graduierung

=Gl =G2 =G3

Abb. 5 Graduierung der Tumoren von 116 Patienten mit OSCC
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4.3 Uberlebensraten in Abhidngigkeit von TNM-Stadium, Graduierung und Patientenalter

Die Fiinf-Jahres-Uberlebensrate des Patientenkollektivs betrug 40 %, die entsprechende Kaplan-Meier-

Kurve ist in Abbildung 6 zu sehen.
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Abb. 6 Fiinf-Jahres-Uberlebensrate des Patientenkollektivs (n=116)

Wie Abbildung 7 zeigt, hatten Frauen ein schlechteres Gesamtiiberleben als Manner. Dieses ist

insofern bemerkenswert, da wie bereits gezeigt, die Tumoren der Frauen haufiger in den Staden T1

und T2 gefunden wurden als die bei den Mannern.
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Abb. 7 Fiinf-Jahres-Uberlebensrate in Abhingigkeit vom Geschlecht

Daneben war es von Interesse, in welcher Form sich die jeweiligen pTNM-Stadien auf das jeweilige
Uberleben der Patienten auswirkte. In Abbildung 8 zeigt sich, dass Patienten mit pT1-Tumoren ein
wesentlich besseres Uberleben als Patienten mit Stadium pT2 und pT3 hatten. Von den Patienten mit

Stadium pT4 waren nach 5 Jahren nur noch 18 % am Leben.
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Abb. 8 Fiinf-Jahres-Uberlebensrate in Abhangigkeit vom T-Stadium
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Auch Patienten mit positivem Nodalstatus (pN1-pN3) zeigten ein schlechteres Uberleben als solche

ohne lymphonodale Metastasen (Abb. 9).
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Abb. 9 Fiinf-Jahres-Uberlebensrate in Abhangigkeit vom Nodalstatus
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Bei der histopathologischen Graduierung waren keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei

Gruppen nachweisbar (Abb. 10).
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Abb. 10 Fiinf-Jahres-Uberlebensrate in Abhingigkeit von der Graduierung

4.4 Auswertung der immunhistochemischen Untersuchungen fiir HK2

Nachfolgend sind die jeweiligen immunhistochemischen Farbungen von HK2 in Korrelation zu pTNM
und Grading dargestellt. Aus pathohistologischer Sicht ist die Invasionsfront des Tumors von
besonderem Interesse, da hier die Tumor-Stroma-Interaktion stattfindet. Es gibt zahlreiche Arbeiten,
die das Wachstumsmuster an der Invasionsfront untersuchen und hierin einen wichtigen
Surrogatparameter fiir die Aggressivitdt eines Tumors sehen (Boxberg et al. 2019). Daher erfolgte im
Rahmen der vorliegenden Arbeit die Interpretation des immunhistochemischen Farbeergebnisse zum
einen flr den Gesamttumor und zum anderen separat fiir die Invasionsfront. Zugrunde gelegt wurde
hier die Kategorisierung der Score-Werte des immunreaktiven Scores nach Remmele und Stegner in
die vier Kategorien negativ (0 bis 2), schwach exprimiert (3 -4), moderat exprimiert (6-8) und stark

exprimiert (9-12). Dieses ist in Tabelle 7 dargestellt.
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Tab. 7 Immunreaktiver Score der Expression von HK2

HK2 IRS Overall IRS Invasionsfront
0 3(2,6%) 3(2,6%)

1 12 (10,3%) 8 (6,9%)

2 8 (6,9%) 5 (4,3%)

3 8 (6,9%) 6 (5,2%)

4 12 (10,3%) 5(4,3%)

6 25 (21,6%) 20 (17,2%)

8 11 (9,5%) 12 (10,3%)

9 30 (25,9%) 30 (25,9%)

12 7 (6,0%) 27 (23,3%)

In Abbildung 11 sind Farbemuster flir Hexokinase 2 exemplarisch in ihrer Intensitat dargestellt.

A: HK2 Gesamtexpression IRS 12 B: HK2 Gesamtexpression IRS 9
C: HK2 Invasionsfront IRS 9 D: HK2 Gesamtexpression IRS 8

Abb. 11 Immunhistochemische Darstellung der Expression von Hexokinase 2 (VergroRerung 100fach)
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Tab. 8 Interpretation der Expression von HK2

HK2 IRS Overall IRS Invasionsfront
Negativ (IRS 0-2) 23 (19,8%) 16 (13,8%)
Schwach (IRS 3-4) 20(17,2%) 11 (9,5%)
Moderat (IRS 6-8) 36 (31,0%) 32 (27,6%)

Stark (IRS 9-12) 37 (31,9%) 57 (49,1%)

HK2 IRS Overall IRS Invasionsfront
Low expression (IRS 0-4) 43 (27,1%) 27 (23,3%)

High expression (IRS 6-12) 73 (62,9%) 89 (76,7%)

Im Hinblick auf den Gesamtscore (Overall) ergaben sich dabei 23 negative Falle, 20 Falle mit schwacher
Expression, 36 Falle mit moderater Expression und 37 Falle bei denen HK2 stark exprimiert war. Aus
klinischer Sicht ist es sinnvoll zwei Untergruppen zu bilden: negative und schwache Expression (IRS O-
4) sollten dabei maRiger (IRS 6-8) und starker Expression (IRS = 9) gegeniibergestellt werden. Fasst
man die Expression in diese zwei Untergruppen zusammen ergeben sich insgesamt 43 (27,1%) Falle
mit negativem Farbeergebnis oder schwacher Expression (low expression) und 73 (62,9%) Falle mit
moderater oder starker Expression (high expression).

Bezliglich der Expression an der Invasionsfront zeigten sich 16 negative Falle, 11 Falle mit schwacher
Expression, 32 Falle mit moderater Expression sowie 57 Falle mit starker Expression. Hier ergaben sich
somit zwei Untergruppen mit 27 (23,3%) Fallen mit negativer oder schwacher Expression (low
expression) sowie 89 (76,7%) Fallen mit moderater oder starker Expression (high expression).

Mittels multivariatem proportionalem Hazards Modell nach Cox (Cox-Regression) zeigte sich fir die
Expression von HK2 (adjustiert nach Tumorstadium, Nodalstatus, Tumorgrading und Alter) ein
signifikanter Einfluss auf das Gesamtiiberleben der Patienten.

Es zeigte sich (vgl. Abb 12), dass Patienten mit einer hohen Expression von HK2 (IRS 6-12) im Vergleich
zu Patienten mit einer niedrigen Expression (IRS 0-4) ein 1,8fach erhdhtes Risiko zu versterben hatten

(p = 0,038).
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Abb. 12 Cox-Regressionsanalyse fiir die Intensitat der Gesamtexpression von HK2 (Overall). Rot IRS 0-

4, Schwarz IRS 6-12 (RR 1,8, p = 0,038)

Bei der Auswertung hinsichtlich der Expression an der Invasionsfront des Tumors konnte im Cox-

Modell ebenfalls ein signifikanter und sogar noch deutlicherer Unterschied beziiglich des Uberlebens

nachgewiesen werden.

So erhohte sich das Sterberisiko bei hoher Expression von HK2 an der Invasionsfront des Tumors um

den Faktor 2,4 (p = 0,012), wie in Abb. 13 dargestellt ist.
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Abb. 13 Cox-Regressionsanalyse fiir die Intensitat Expression von HK2 an der Invasionsfront. Rot IRS O-

4, Schwarz IRS 6-12 (RR 2,4, p = 0,012)

4.5 Auswertung der immunhistochemischen Untersuchungen fiir PFBKFB3

Zur Auswertung der immunhistochemischen Untersuchung erfolgte zuerst in einer zur HK2-
identischen Kategorisierung der Score-Werte des immunreaktiven Scores nach Remmele und Stegner
in die vier Kategorien negativ (0 bis 2), schwach exprimiert (3 -4), moderat exprimiert (6-8) und stark
exprimiert (9-12). Exemplarische Farbeergebnisse finden sich in Abb. 14 Die jeweilig
korrespondierenden Farbeergebnisse sind in Tabelle 9 zusammengestellt. Die Tabelle 10 gibt dartiber
hinaus einen Uberblick iiber die jeweiligen IRS-Scores im Tumorgewebe und an der klinisch und
pathologisch wichtigen Invasionsfront unter Berlicksichtigung der Kategorien. Es zeigte sich, dass
sowohl im Tumorgewebe als auch an der Invasionsfront hohe Expressionen von PFKFB3 gefunden

werden. Die Invasionsfront wies dabei zu Gber 60% eine sehr starke Farbeintensitat auf.
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Tab. 9 Immunreaktiver Score der Expression von PFKFB3

PFKFB3 IRS Overall IRS Invasionsfront
4 (3,4%) 4(3,4%)

1 18 (15,5%) 10 (8,6%)

2 9(7,8%) 4 (3,4%)

3 4 (3,4%) 5(4,3%)

4 8 (6,9%) 5 (4,3%)

6 28 (24,1%) 16 (13,8%)

8 3(2,6%) 1(0,9%)

9 35 (30,2%) 28 (24,1%)

12 7 (6,0%) 43 (37,1%)

Tab. 10 Interpretation der Expression von PFKFB3 mit Subgruppierung

PFKFB3 IRS Overall IRS Invasionsfront
Negativ (IRS 0-2) 31 (26,7%) 18 (15,5%)
Schwach (IRS 3-4) 12 (10,3%) 10 (8,6%)
Moderat (IRS 6-8) 31 (26,7%) 17 (14,7%)

Stark (IRS 9-12) 42 (36,2%) 71 (61,2%)

PFKFB3

IRS Overall

IRS Invasionsfront

Low expression (IRS 0-4)

43 (37,1%)

28 (24,1%)

High expression (IRS 6-12)

73 (62,9%)

88 (75,9%)
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Die immunhistochemischen Farbeintensitaten sind in Abb. 14 dargestellt.

iy " R

A: PFKFB3 Gesamtexpression IRS 12 B: PFKFB3 Gesamtexpression IRS 6
C: PFKFB3 Invasionsfront IRS 12 D: PFKFB3 Gesamtexpression IRS 8

Abb. 14 Immunhistochemische Darstellung der Expression von PFKFB3. VergrofRerung 100fach.

Bei Betrachtung des gesamten gefarbten Tumorgewebes ergaben sich somit fiir den Gesamtscore 31
Falle mit fehlender Expression, 12 schwach positive Félle, 31 Falle mit moderater Expression sowie 42
Falle mit starker Expression. Es ergaben sich zwei Kategorien mit 43 (37,1%) negativen oder schwach
positiven Fallen (low expression) und demgegeniiber 73 (62,9%) Fallen mit moderater oder starker
Expression (high expression).

Etwas anders prasentierten sich die Farbeintensitdten bei separater Betrachtung der Invasionsfront.
Es zeigten sich dabei 18 negative Falle, 10 schwach positive Falle, 17 Falle mit moderater Expression
und 71 Falle mit starker Expression. Damit ergaben sich in der Zusammenfassung 28 (24,1%) negative
oder schwach positive Falle und 88 (75,9%) Fallen mit moderater oder starker Expression.

In der multivariaten Cox-Analyse konnte kein statistisch signifikanter Unterschied fiir das Uberleben
zwischen der Gruppe von Patienten mit niedriger und hoher Gesamtexpression von PFKFB3
nachgewiesen werden (Abb. 15). Auch in der univariaten Berechnung war keine statistische Signifikanz

beweisbar.
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Abb. 15 Cox-Regressionsanalyse fir die Intensitdt der Gesamtexpression von PFKFB3. Rot IRS 0-4,

Schwarz IRS 6-12 (RR 1,15, p = 0,633)

Es erfolgte die gleiche Analyse mittels multivariater Cox-Regression fiir die Expression an der
Invasionsfront des Tumors (Abb. 16). Auch hier konnte kein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Gruppen gefunden werden. Die univariate Analyse ergab ebenfalls kein

statistisch signifikantes Ergebnis.

36



104 PFKFB3 Invasionsfrant
wll PO-4
wlP5-12

05

c
Bos
a
o
o
|
E0a
x
0,2
0,07 HR =075 p=0394 Cl=0389-1451
6 1IU 2IU SIEI 4ID 510 SIU

Uberlebenszeit in Monaten

Abb. 16 Cox-Regressionsanalyse fir die Intensitdt Expression von PFKFB3 an der Invasionsfront. Rot

IRS 0-4, Schwarz IRS 6-12 (RR 0,75, p = 0,394)

Um die Frage zu kldaren, ob ein bestimmter hoherer Schwellenwert existiert nach dessen
Uberschreitung PFKFB3 einen Einfluss auf das Uberleben hat wurde eine Regruppierung
vorgenommen. Da gerade an der Invasionsfront die hohe Expression (IRS > 9) in Gber 60% der Fille
auftritt, wurde dazu ein IRS von 0-6 als niedrige Expression und ein IRS von 9-12 als hohe Expression
angesehen. Dabei ergibt sich aufgrund des deutlich héheren Anteils von Fallen mit einem IRS 6 bezogen
auf die Gesamttumorflache im Vergleich zur Invasionsfront eine starke Inhomogenitat der Starke der

Expression (Tab. 11).
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Tab. 11 Gruppierung der PFKFB3-Expression

PFKFB3 IRS Overall IRS Invasionsfront
Low expression (IRS 0-6) 71 (61,2%) 44 (37,9%)
High expression (IRS 9-12) 45 (38,8%) 72 (62,1%)

Es wurde nun erneut die Cox-Regressionsanalyse getrennt flir Gesamttumor und Invasionsfront
durchgefiihrt (Abb 17). In der multivariaten Berechnung zeigte sich fiir die Gesamtexpression eine
Hazards Ratio von 1,4 fiir die Gruppe mit hoher Expression. Dieses Ergebnis war jedoch mit einem p-
Wert von 0,177 nicht statistisch signifikant. In der univariaten Analyse (Abb. 18) zeigte sich eine

Hazards Ratio von 1,6 (95% Konfindenzintervall 1,004 bis 2,662) welche statistisch signifikant war (p =

0,048).
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Abb. 17 Cox-Regressionsanalyse fiir die Intensitdt der Gesamtexpression von PFKFB3 (alternativer

Schwellenwert). Rot IRS 0-6, Schwarz IRS 8-12 (RR 1,4, p = 0,177)
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Abb. 18 Univariate Cox-Regressionsanalyse fiir die Intensitdt der Gesamtexpression von PFKFB3

(alternativer Schwellenwert). Rot IRS 0-6, Schwarz IRS 8-12 (RR 1,6, p = 0,048)

60

Die Cox-Regressionsanalyse fiir die Intensitdt der PFKFB3 an der Invasionsfront zeigte sowohl in der

univariaten als auch in der multivariaten Analyse keinen statistisch signifikanten Einfluss auf das

Uberleben der Patienten (Abb. 19).
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Abb. 19 Cox-Regressionsanalyse fiir die Intensitdt Expression von PFKFB3 an der Invasionsfront

(alternativer Schwellenwert). Rot IRS 0-6, Schwarz IRS 8-12 (RR 0,99, p = 0,969)

Es wurden sowohl fiir HK2 als auch fir PFKFB3 weitere Cox-Regressionsanalysen durchgefiihrt, um
einen Einfluss auf das progressionsfreie Uberleben zu untersuchen. Dabei konnten weder fiir HK2 noch
fir PFKFB3 signifikante Effekte auf die Dauer des progressionsfreien Uberlebens nachgewiesen
werden.

Zudem wurde auf eine Korrelation der Expression von HK2 und PFKFB3 mit dem Tumorstadium, dem
Nodalstatus oder der Graduierung untersucht (Spearmans Rangkorrelationskoeffizient). Dabei zeigte
sich eine positive, statistisch signifikante Korrelation (r=0,184, p=0,048). der Gesamtexpression von
PFKFB3 mit dem Tumorstadium, was einem schwachen Effekt nach Cohen entspricht. Flr die
Expression von Hexokinase an der Invasionsfront und das Tumorstadium lief} sich ebenfalls eine
Korrelation darstellen, das Signifikanzniveau wurde allerdings knapp verfehlt (r=0,174, p=0,068).

Es lagen aus vorherigen Untersuchungen am Paraffinmaterial des Patientenkollektivs dieser Arbeit
bereits die Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchungen fir HIFla, Survivin,

Carboanhydrase IX und GLUT1 vor (Eckert et al. 2016; Eckert et al. 2012; Eckert et al. 2010). Die eigenen
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Daten wurden mit diesen Untersuchungen verglichen. Dabei korreliert die Expression von PFKFB3 an
der Invasionsfront statistisch signifikant mit der Expression von HIFla (r=0,203, p=0,029), die
Gesamtexpression korrelierte ebenfalls mit der Expression von HIF1 a (r=0,185, p=0,047).

Fir Hexokinase lieR sich dagegen keine statistisch signifikante Korrelation mit HIFla nachweisen
(r=01,42, p=0,132). Sowohl fiir Hexokinase als auch fiir PFKFB3 waren Korrelationen mit der Expression
von Survivin nachweisbar. Fir Hexokinase zeigte sich diese sowohl an der Invasionsfront (r=0,229,
p=0,17) als auch fiir die Gesamtexpression (r=0,270, p=0,005). Auch fiir PFKFB3 war die Korrelation mit
Survivin sowohl an der Invasionsfront (r=0,252, p=0,08) als auch fiir die Gesamtexpression (r=0,283,

p= 0,003) statistisch signifikant.
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5. Diskussion

5.1 Patientenkollektiv und Uberleben

Orale und oropharyngeale Plattenepithelkarzinome zdhlen zu den haufigsten Krebsarten weltweit
(Listl et al. 2013). Zu den wichtigsten Risikofaktoren gehéren Rauchen und Alkoholkonsum (Robert
Koch-Institut 2015). Insgesamt erkranken mehr Manner als Frauen an OSCC oder OPSCC, was auf den
unterschiedlichen Gebrauch dieser Noxen zurilickgefiihrt wird (Blot et al. 1988; Robert Koch-Institut
2015; Robert Koch-Institut 2017). Auch in dem im Rahmen dieser Arbeit untersuchten
Patientenkollektiv (iberwog der Anteil der Manner deutlich (78% vs. 22%). Bei Frauen hat die Inzidenz
dieser Krebserkrankung allerdings geringfiigig zugenommen. Das sich dieses im Rahmen dieser Arbeit
nicht widerspiegelt, kann zum Teil der Tatsache geschuldet sein, dass die Tumoren bei Mannern haufig
in hoheren Stadien entdeckt werden (s.u.) und die fortgeschrittenen Stadien dieser Erkrankung im
Krankengut einer Universitatsklinik Gberreprasentiert sind (Robert Koch-Institut 2017).

Das Robert-Koch-Institut gibt das Erkrankungsalter fiir Manner mit 63 und fiir Frauen mit 66 Jahren an
(Robert Koch-Institut 2017). Die eigenen Daten von 57,4 Jahren fiir Manner und 63 Jahren fiir Frauen
bestatigen das spatere Erkrankungsalter von Frauen, zu dem moglicherweise auch Unterschiede in
Tabak- und Alkoholkonsum beitragen.

Bei OSCC und OPSCC werden bei Frauen haufiger friihe Tumoren des Stadiums T1 und T2 gefunden als
bei Mannern (Robert Koch-Institut 2015). Auch in den vorliegenden Daten war dieser Trend zu
erkennen. So traten Tumoren des Stadium T1 und T2 bei 61,6% der Frauen, aber nur bei 45,5% der
Manner auf.

Die Fuinfjahrestberlebensrate wird in der Studie von Listl et al. flir Patienten mit OSCC in Deutschland
altersstandardisiert mit 54,6% angegeben (Listl et al. 2013). In einer anderen Arbeit aus der
Universitatsklinik Halle in der Tumoren aus den Jahren 1993 bis 1998 untersucht worden waren, wurde
eine Uberlebensrate von 57,3 % gefunden (Eckert et al. 2010; Lautner 2008; Eckert 2008). Die Daten
decken sich weitgehend mit denen anderer Industrienationen, wahrend Schwellen- und
Entwicklungsldnder erwartungsgemiR deutlich schlechtere Uberlebensraten aufweisen. So geben
Pontes et al. in einer Studie zu OSCC im Amazonasgebiet eine Flnfjahresiberlebensrate von 27% an.
(Pontes et al. 2011). Das National Health Institute der USA gibt im SEER Cancer Statistics Review eine
Flnfjahreslberlebensrate von 64,5 % an. Hier unterscheiden sich die Prognosen der ethnischen
Gruppen jedoch betrachtlich (65,0% bei WeilRen und 48% bei Schwarzen) (Howlader et al. April 2017).
Das Robert Koch Institut gibt in den Daten von 2011 und 2012 die Flnfjahresiiberlebensrate der

Karzinome von Mundhohle und Rachen fiir Frauen mit 55%, flir Manner mit 43% an. Diese
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ungiinstigere Uberlebensrate fiir Manner deckt sich mit den Daten von Listl et al. (61,3 vs. 53%) und
mit den Daten des National Cancer Institutes der USA (63,9% vs. 68,9%) (Howlader et al. April 2017).
Im Gegensatz dazu betrug die Flinfjahresiiberlebensrate der Patienten in dieser Arbeit 40%, wobei
interessanterweise die der Frauen bei 34% lag, die der Manner hingegen 45% betrug. Dazu lassen sich
eine Reihe von Ursachen diskutieren: Es ist zu bemerken, dass das Robert Koch Institut den
prozentualen Anteil von T3- und T4-Tumoren mit 44% fir Manner und 35% fir Frauen angibt (Robert
Koch-Institut 2015). Auch in der bereits zitierten Arbeit von Lautner fanden sich in der (iberwiegenden
Anzahl (60%) T1 und T2-Tumoren (Lautner 2008). In der hier vorliegenden Arbeit sind die
fortgeschrittenen Tumoren bei Mannern mit 54,5 % deutlich und bei Frauen mit 38,4% etwas
Uberreprasentiert. Diese Tatsache kdnnte eine Erklarung fir die schlechte Flinfjahresiiberlebensrate
in diesem Patientenkollektiv sein. Zudem ist in den Daten des National Cancer Institutes fiir 32% der
Patienten eine zum Zeitpunkt der Diagnose lokalisierte Erkrankung, fir 44% eine fortgeschrittene
Erkrankung mit regiondren lymphonodalen Karzinommetastasen beschrieben (Howlader et al. April
2017). Demgegeniber hatten in unserer Untersuchung 54,3% der Patienten bereits lymphonodale
Metastasen. Also ist das Stadium der Tumorerkrankung in der vorliegenden Untersuchung
fortgeschritten und damit negativ selektiert, was fiir Universitatsklinika typisch ist. Die Haufigkeit von
Fernmetastasen war allerdings deutlich geringer als in den Daten des National Cancer Institutes (3,4%
vs. 19%).

Dariiber hinaus ist zu bemerken, dass in den Daten des Robert-Koch-Instituts, wie nach ICD tblich, zu
den Tumoren von Mundhdhle und Rachen auch die Karzinome der Lippe gezdhlt werden. Diese
Tumoren haben eine deutlich glinstigere Prognose, moglicherweise weil eine Detektion der
Veradnderungen aufgrund der besseren Sichtbarkeit in friheren Stadien gelingt (Molnar et al. 1974;
Cerezo et al. 1993). Diese zusammenfassende Betrachtung ist aus klinisch-pathologischer Sicht
problematisch, da die Lippe, anders als die (ibrigen Strukturen von Mundhdhle und Oropharynx, von
verhornendem und nicht-verhornendem Plattenepithel bedeckt ist und so eine Ubergangszone
darstellt, in der andere Bedingungen herrschen als in Mundhohle und Oropharynx. Einer der
Hauptrisikofaktoren fir die Entwicklung eines Karzinoms der (Unter-)Lippe ist die chronisch-aktinische
Schadigung, was einen weiteren deutlichen Unterschied zu Mundhdhlen- und Oropharynxkarzinomen
darstellt (Batista et al. 2010). Offenbar bestehen auch Unterschiede im Tumormikromilieu,
beispielsweise in der Lymphozytenpopulation des entziindlichen Infiltrats (Zancope et al. 2010). Es
handelt sich hier also um eine eigene Entitdt, deren Karzinogenese deutliche Unterschiede zu den
OSCC und OPSCC aufweist. Aus diesen Erwdgungen wurden in der vorliegenden Untersuchung keine
Patienten mit Karzinomen der Lippe eingeschlossen, die mit ihrer deutlich giinstigeren Prognose fir

eine insgesamt bessere Flinfjahresiiberlebensrate gesorgt hatten.
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Das Fehlen oder Vorhandensein von lokoregionaren lymphonodalen Metastasen hat einen deutlichen
Einfluss auf die Prognose von Patienten mit OSCC und OPSCC. So fand Listl in seiner Untersuchung bei
Patienten mit OSCC eine Verschlechterung der Flinfjahresliberlebensrate von 70,9% auf 37,2% beim
Vorhandensein von lokoregiondren Metastasen. Auch Sklenicka fand einen signifikanten Einfluss des
Nodalstatus auf die Uberlebenszeit (Sklenicka et al. 2010). Interessanterweise zeigen die Daten des
National Health Institutes zwar ebenfalls eine Verschlechterung des Trends, trotzdem ist die Prognose
in der dort untersuchten Patientengruppe deutlich gilinstiger (83,7% vs. 74,2%) (Howlader et al. April
2017). Auch in den eigenen Ergebnissen zeigte sich der prognostische Einfluss einer lokoregionaren
Metastasierung. Es fand sich eine Fiinfjahresiiberlebensrate von 22% bei Patienten mit lymphonodalen
Metastasen, bei lokalisierter Erkrankung betrug sie hingegen 44 %. Somit ist aus klinischer Sicht der

Status der lymphonodalen Metastasierung der wichtigste prognostische Parameter.

5.2 Hexokinase 2-Expression in OSCC und OPSCC

HK2 ist eine Isoform der Hexokinase, welche die Phosphorylierung von Glukose zu Glukose-6-Phosphat
und somit den ersten und geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Glykolyse katalysisiert und wird
somit ganz gezielt als Schlisselenzym der Glykolyse betrachtet (Ahn et al. 2009). Nur diese Isoform der
Hexokinase ist in Tumoren tGberexprimiert (Wu et al. 2017). Fiir zahlreiche Tumore wurde bereits eine
deutlich erhohte Expression von HK2 beschrieben. Bei Patientinnen mit zerebralen
Mammakarzinommetastasen waren hohe HK2-Expressionen mit einer schlechteren Prognose (p =
0,028) assoziiert (Palmieri et al. 2009). Auch in Larynxkarzinomen und hepatozellularen Karzinomen
wurde eine HK2-Uberexpression beschrieben (Chen et al. 2014; Lee et al. 2016). In Kolonkarzinomen
wurde fiir eine hohe HK2-Expression an der Invasionsfront eine Assoziation mit héheren Tumorstadien
(p =0,0395) und dem Vorhandensein von lymphonodalen Metastasen beschrieben (p = 0,0409), auch
das rezidivfreie Uberleben war bei Patienten mit diesen Tumoren kiirzer (Hamabe et al. 2014).

In den hier durchgefiihrten Untersuchungen wurde die zytoplasmatische Expression von HK2 mittels
des IRS nach Remmele quantifiziert und dabei die Gesamtexpression und die Expression an der
Tumorfront getrennt ausgewertet. Es wurden Gruppen mit jeweils hoher und niedriger Expression
identifiziert. In der multivariaten Cox-Analyse zeigten dabei die Patienten mit hoher Gesamtexpression
von HK2 im Vergleich zu denen mit niedriger Gesamtexpression eine schlechtere Prognose (HR = 1,8,
p = 0,038). Die hohe Expression von HK2 an der Invasionsfront war mit einer deutlich schlechteren
Prognose assoziiert (HR = 2,8, p = 0,012). Somit konnte HK2 als unabhéangiger prognostischer Faktor
bestatigt werden. Liu et al. beschrieben in einer Metaanalyse, dass eine erhdhte Expression von HK2
mit einem schlechteren Gesamtiiberleben von Patienten mit hepatozellularen Karzinomen (HR = 2.06,

p < 0.001), kolorektalen Karzinomen (HR = 2.89, p < 0.001) und Magenkarzinomen (HR = 1.72, p =
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0.020) assoziiert ist, flir das Pankreaskarzinom konnte dieser Zusammenhang jedoch nicht beschrieben
werden (Liu et al. 2016). In einer anderen Metaanalyse kamen Wu et al. bei Untersuchungen von
soliden gastrointestinalen Tumoren (hepatozelluldre Karzinome HR = 1.87, p < 0.001 und kolorektale
Karzinome HR = 2.89, p < 0.001) zu ahnlichen Ergebnissen (Wu et al. 2017). Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit decken sich mit diesen Analysen.

Eine hohe Expression an der Invasionsfront zeigte eine deutlichere Zunahme des Risikos eines
Versterbens. Moglicherweise ist dieser Effekt auf das spezielle Tumormikromilieu an der
Invasionsfront und der Heterogenitat von pH-Wert, Oxygenierung und hydrostatischen Verhaltnissen
zuriickzufihren, die aufgrund einer ungleichméaRigen Neovaskularisation vorliegen kdnnten (Milosevic
et al. 2004; Kim et al. 2007). Da die Aktivitit der Hexokinase der wesentliche
geschwindigkeitsbestimmendes Schritt der Glykolyse ist und die HK2 unter hypoxischen Bedingungen
deutlich wichtiger als die HK1 erscheint, wiirde sich somit ihre hohe Aktivitat in diesem Mikromilieu
erklaren (Mathupala et al. 1995). Daneben kénnte auch ein zweiter Mechanismus eine wichtige Rolle
beziiglich des adversen prognostischen Effektes spielen: Die Lokalisation von HK2 an der dulReren
mitochondrialen Membran verhindert die Bildung mitochondrialer Permeabilitdts-Transitions-Poren
und verhindert so die Apoptose (Chiara et al. 2008). Interessanterweise zeigt sich der Unterschied in
der Expression am deutlichsten etwa ab 2 Jahren nach der primaren Operation. Die hohe Expression
vom HK2 kénnte demnach mit einer Metastasierung assoziiert sein. Diesen Zusammenhang konnten
Wang et al. bei Karzinomen der Zunge zeigen. Hierbei war eine hohe Expression von HK2 mit einer
erhohten Aktivitat von SOD2 (Superoxid dismutase 2) und einer dadurch gesteigerten intrazellularen
Konzentration von H,0, verbunden, welche Migration und Invasion der Karzinomzellen begtinstigt
(Han et al. 2017; Wang et al. 2017). Auch fiir Neuroblastome konnte der Zusammenhang zwischen
HK2-Aktivitat und Metastasenbildung gezeigt werden (Botzer et al. 2016). Darlber hinaus kénnte eine
hohe Expression von HK2 mit einer vermehrten Rezidivbildung assoziiert sein., es konnte in diesem
Zusammenhang flir Pankreaskarzinome eine hohere Rate von Lokalrezidiven bei HK2-
Uberexprimierenden Tumoren gefunden werden (Ogawa et al. 2015). Auch fir Patienten mit
Kolonkarzinom konnte ein Zusammenhang zwischen Rezidiven und HK2-Uberexpression gezeigt
werden (Hamabe et al. 2014).

Zusammenfassend konnte die hohe Expression von HK2 demnach Uber die Nutzung des Warburg-
Effektes einen Uberlebensvorteil fiir die Tumorzelle bilden, die sich tiber diese metabolische Plastizitat
an das nahrstoffarme Tumormikromilieu anpassen kann. Therapeutische MaRnahmen kénnen zu
weiterer Knappheit an Substraten fihren, so dass nur Zellen die Uber eine hohe HK2-Expression in
dieser Nische Uberleben kénnen, spater zu Metastasen- und Rezidivbildung beitragen werden kdénnen.
Uber die wichtigen tumorbiologischen Effekte durch die HK2 zum Uberleben der Tumorzelle beitragt,

spielt es somit eine kritische Rolle bei Tumorwachstum und Progression. Gleichzeitig konnte gezeigt
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werden, dass in verschiedenen soliden Tumoren die Expression von HK2 auch eine prognostische
Aussage erlaubt (Liu et al. 2016). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestdtigen diesen

Zusammenhang nun auch fiir das OSCC und OPSCC.

5.3 PFKFB3-Expression in OSCC und OPSCC

PFKFB3 katalysiert als bidirektionales Enzym einerseits in Form der Phosphofruktokinase-2 die Bildung
von Fruktose-6-Phosphat zu Fruktose-2,6-Bisphosphat und andererseits als Fruktose-2,6-
bisphosphatase die Bildung von Fruktose-2,6-Bisphosphat zu Fruktose-6-Phosphat (Denko 2008). Seine
Kinaseaktivitat ist dabei jedoch um 700fach héher als die Bisphosphataseaktivitat (Yalcin et al. 2014).
Die Expression von PFKFB3 konnte in zahlreichen Tumorentitaten nachgewiesen werden und wird tGiber
HIF 1 reguliert (Obach et al. 2004; Navarro-Sabaté et al. 2001; Ghesquiére et al. 2014). So fanden
Atsumi et al. eine Uberexpression in kolorektalen Karzinomen, Mammakarzinomen und
Adenokarzinomen der Prostata, ohne dass hier jedoch Aussagen zu Uberlebensraten getroffen wurden
(Atsumi et al. 2002).

In der Untersuchung der immunhistochemischen Gesamtexpression und der Expression an der
Invasionsfront des hier vorliegenden Patientenkollektivs mit OSCC und OPSCC fanden sich zwei
Gruppen mit niedriger und hoher Expression von PFKFB3. Dabei ergab sich in der multivariaten Cox-
Regressionsanalyse fiir die Gesamtexpression eine Tendenz zu einer schlechteren Prognose fir die
Gruppe mit hoher Gesamtexpression von PFKFB3, wenn gleich die statistische Signifikanz nicht erreicht
werden konnte (HR = 1,4, p = 0, 177). Betrachtet man die Gesamtexpression ohne Adjustierung fir
zusatzliche Faktoren, konnte ein statistisch signifikanter Zusammenhang mit der Prognose gezeigt
werden (HR = 1,6, p = 0,048). Fiir die Invasionsfront ergab sich kein Zusammenhang einer hohen
Expression mit einer schlechteren Prognose, bisher finden sich hierzu auch keine veroffentlichten
Untersuchungen. Somit ist die vorliegende Untersuchung die erste, die diesen fehlenden
Zusammenhang nachgewiesen hat. Nichtsdestotrotz konnte die Rolle von PFKFB3 bei der Regulation
der Glykolyse und dem Wachstum von Tumorzellen bereits mehrfach nachgewiesen werden. So
wiesen Minchenko et al. die Expression von PFKFB3 in Pankreas- und Magenkarzinomzelllinien nach
und beschrieben auch eine Korrelation mit der Expression von VEGF, Glut-1 mRNA und Hifla
(Minchenko et al. 2014).

Han et al. untersuchten die Expression von PFKFB3 in Magenkarzinome und fanden eine Korrelation
mit Tumorstadium und Nodalstatus. Beziiglich der Prognose wurde keine Aussage getroffen (Han et
al. 2017). In AML-Zelllinien konnte durch Feng et al. gezeigt werden, dass eine mTOR-abhangige
Aktivierung von PFKFB3 fiir das Uberleben der AML-Zellen notwendig ist (Feng und Wu 2017). Immer

wieder wurde PFKFB3 auch als moglicher therapeutischer Ansatzpunkt diskutiert. Feng und
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Mitarbeiter beschrieben, dass die Behandlung der AML-Zelllinien mit Rapamycin zu einer
verminderten Expression von PFKFB3 fiihrte. Eine zusatzliche Behandlung mit dem PFKFB3-Inhibitor
PFK15 zeigte dabei einen synergistischen Effekt (Feng und Wu 2017). Cantelmo et al. untersuchten
eine pharmakologische Blockade von PFKFB3 in Endothelzellen im Mausmodell und konnten zeigen,
dass diese zu einer verbesserten Chemosensitivitat fihrte (Cantelmo et al. 2016).

Zu den Ursachen fir einen fehlenden Zusammenhang der PFKFB3-Expression mit der Prognose kénnte
moglicherweise zahlen, dass diese Isoform beim OSCC und OPSCC eine weniger wichtige Rolle spielt.
Durch die Aktivitat der PFKFB versucht die Tumorzelle der Hemmung der PFK1 zu entgehen und trotz
hohem ATP-Level weiter Glukose abzubauen, um Pyruvat fir andere Stoffwechselprozesse zu
generieren (Yalcin et al. 2009). Da die PFKFB3 die héchste Kinase-Aktivitat aller vier Isoformen hat, liegt
es nahe anzunehmen, dass sie eine Schlisselrolle in der Kontrolle der Rate der Glykolyse spielt
(Chesney 2006). Auch die anderen Isoformen der PFKFB werden durch Gber HIF 1 reguliert.
Moglicherweise spielen diese anderen Isoformen eine wichtigere Rolle als angenommen, so dass ihre
Expression und ihr Einfluss auf die Prognose von Patienten mit OSCC und OPSCC in Zukunft in weiteren
Untersuchungen geklart werden muss.

Es ist zudem bekannt, dass PFKFB3 einer posttranslationalen Modifikation unterliegt (Ros und Schulze
2013). Es konnte in kolorektalen und Mammkarzinomen eine Phosphorylierung in der Position Ser461
gezeigt werden. Diese Konformationsanderung spricht flr eine erhohte PFK-2 Aktivitat in diesen
Tumoren (Bando et al. 2005). Zudem existieren unterschiedliche Splicevarianten der PFKFB3 in Form
einer ubiquitdren PFK (uPFK2) und einer induzierbaren PFK (iPFK2) (Ros und Schulze 2013).
Moglicherweise ist die Enzymbiologie so komplex, dass der PFKFB3-Status doch nicht zu
prognostischen Zwecken herangezogen werden kann. Interessanterweise zeigten lediglich 51 Falle
(44%) gleichzeitig eine hohe HK2- und PFKFB3-Gesamtexpression, wobei eine besonders schlechte
Prognose bei Koexpression nicht nachgewiesen werden konnte.

Dass die Expression von PFKFB3 bei OSCC und OPSCC dennoch von grofiem Interesse ist, zeigen
Arbeiten mit Interesse an der therapeutischen Option, die eine Inhibition des Enzyms bietet. Es konnte
gezeigt werden, dass intratumorale endotheliale Zellen einer starken Glykolyse unterliegen und
PFKFB3 hier (iberexprimiert wird (Ghesquiére et al. 2014). Uber eine Hemmung von PFKFB3 im Maus-
Modell mittels 3-(3-pyridinyl)-1-(4-pyridinyl)-2-propen-1-one (3PO/PFK15) konnte die Angiogenese
normalisiert, das metastatische Potential herabgesetzt und die Sensititivitat flir Chemotherapeutika
gesteigert werden (Cantelmo et al. 2016; Cantelmo et al. 2016). Li, Yang und Mitarbeiter bestatigten
diese Ergebnisse in einem Mausmodell mit Cal27 transfizierten Mausen, die HNSCC entwickelten. Auch
hier konnte durch die Behandlung mit PFK15/3PO das Tumorwachstum und die Tumorzellmigration
und -invasion signifikant gehemmt werden (Li et al. 2017). Ahnliche Ergebnisse liegen fiir

Rhabdomyosarkomzelllinien vor (Wang et al. 2018).
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Moglicherweise liegt die perspektivische Bedeutung von PFKFB3 gerade in seiner Beeinflussbarkeit
durch pharmakologische Interventionen. Weitere Untersuchungen sind hier notwendig um die

therapeutische und prognostische Signifikanz von PFKFB3 umfassender verstehen zu kdnnen.

5.4 HIF1 und sein Einfluss auf den Metabolismus der Tumorzelle

HIF1a spielt sowohl unter hypoxischen als auch normoxischen Bedingungen eine zentrale Rolle in der
Karzinogenese, wobei sowohl upstream als auch downstream gelegene Mechanismen wichtig sind.
Neben den metabolischen Besonderheiten der Tumorzelle spielt auch die direkte Aktivierung durch
Onkogene bzw. Loss-of -function-Mutationen von Protoonkogenen eine wichtige Rolle (Semenza
2010). Uber die Transkription von HK2 wird mit Hexokinase das erste Enzym der Glykolyse aktiviert
(lyer et al. 1998). Ein weiterer wichtiger Mechanismus der von HIF1 vermittelt wird, ist die pH-
Homoostase, da das Tumormikromilieu mit seinem speziellen Metabolismus eine hohe azidotische
Last aufweist und mittels verschiedener Systeme den intrazelluldren pH-Wert aufrecht erhalt (Chiche
et al. 2010). Dabei sind neben dem durch den hohen glykolytischen Fluss anfallenden Laktat auch die
CO,-Produktion durch die Zelle und die dadurch resultierende Hyperkapnie fiir die entstehende
Azidose verantwortlich. HIF1 reguliert wichtige Enzyme der pH-Homoostase, darunter MCT,
Carboanhydrasen (besonders CA IX) sowie Na*/HCO; Kotransporter (NHE) (Parks et al. 2017). Dabei
ist besonders auf eine Arbeit aus der Universitatsklinik Halle zu verweisen, welche die prognostische
Relevanz von CA9 mRNA und CA IX beim OSCC untersucht und CA9/CA IX als unabhangigen
prognostischen Marker beschreibt (Eckert et al. 2019).

Dariber hinaus bestehen tber HIF1 Verbindungen zum Aminosaurestoffwechsel allgemein und zur
Glutaminolyse im speziellen. Essentielle Aminosauren sind notwendige Bausteine fiir die
Proteinsynthese, welche von den Zellen nicht selbst synthetisiert werden kénnen (Parks et al. 2017),
zudem ist die Aktivierung von mTOR an eine stabile intrazelluldre Leuzinkonzentration gebunden
(Wolfson et al. 2016). Essentielle Aminosauren kdnnen nicht frei diffundieren, sondern benétigen
Transportproteine, um die Zellmembran zu Giberwinden. Der natriumabhangige Large-Type
Aminosduretransporter 1(LAT1/SCL7A5) ist zur Aufnahme essentieller Aminosduren mit konsekutiver
Abgabe von Glutamin fahig und in zahlreichen Karzinomen tberexprimiert (Verrey et al. 2004; Parks
et al. 2017). Der ASCT-type-2 Aminosauretransporter 2 (ASCT2/SLC1AS5) ist ebenfalls
natriumabhangig und ist fir die Aufnahme kleiner Aminosauren, unter anderem auch Glutamin,
zustiandig (Broer et al. 2000). Toyoda und Mitarbeiter beschrieben die Uberexpression von LAT1 und
ASCT2 ist als adverser prognostischer Faktor beim Zungenkarzinom (Toyoda et al. 2014). Wie bereits
beschrieben dient Glutamin der Tumorzelle als Quelle fiir Stickstoff und Kohlenstoffgrundgeriisten

far anabole Prozesse (Dang 2010b; Dang 2010a; Kappler et al. 2017). HIF1 scheint auch hier eine
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herausragende Rolle fiir die intrazelluldre Verwertung des Glutamins zu spielen. So wird die

reduktive Carboxylierung von Glutamin {iber HIF1 vermittelt. Dies ist ein notwendiger Schritt um
Zitrat, das im Rahmen der Glykolyse bei Hypoxie nicht mehr ausreichend zu Verfiigung steht, fir die
Fettsduresynthese zu generieren (Semenza 2013). Auch fir die Glutaminolyse scheint dabei zu
gelten, dass HIF1 auch unter Normoxie seine Wirkung entfalten kann, was von Kappler et al. gezeigt
werden konnte (Kappler et al. 2017). Da im Rahmen der Glutaminolyse Ammonium entsteht, sinkt
der intrazellulare pH-Wert. In diesem sauren Milieu kann HIF1a nicht durch Prolyl-Hydroxylase-
Domain-Proteine (PHD) hydroxyliert werden und entgeht damit dem weiteren proteasomalen Abbau
(Chiche et al. 2010). Somit scheint das azidotische Milieu die entscheidende Voraussetzung fiir die
Aktivitat von HIF1 zu sein. Darliber kdnnte auch zu erklaren sein, daR HIF1a sowohl unter
normoxischen als auch hypoxischen Bedingungen aktiviert wird (Kappler et al. 2017). Zudem konnte
von Kappler et al. gezeigt werden, dass durch glutamin-induzierte Aktivitat von normoxisch
aktiviertem HIF1 die Expression von sechs fiir die Glykolyse relevante Gene heraufreguliert wird,
darunter auch HK2 (Kappler et al. 2019).

Der Einfluss anderer wichtiger onkogenetischer pathways unter hypoxischen und normoxischen
Bedingungen auf HIF1a wird zunehmend auch im speziellen Hinblick auf HNSCC untersucht.

So beschreiben Bocca et al. dass die Hemmung der COX2 durch NS398 unter Normoxie zur Reduktion
der von EGF induzierten pathways wie PI3/AKT und ERKs fiihrt, unter hypoxischen Bedingungen jedoch
EGF Stimulation und eine HIFla Expression resultierten (Bocca et al. 2014). Bereits Wheeler et al.
untersuchten den Einfluss der EGFR Variante Il (EGFRvIII) auf Invasion und Migration beim HNSCC. Sie
konnten zeigen, dass die EGFRvlll-induzierte Aktivierung von STAT3 zu einer Induktion von HIF-1a
flihrte. Dieser Effekt konnte im Unterschied zu den Tumorzellen, welche den EGFR-Wildtyp
exprimierten, durch Behandlung mit dem monoklonalen Antikorper Cetuximab nicht gehemmt
werden (Wheeler et al. 2010). Wang und Mitarbeiter fanden eine tiber HIF1a und Notchl mediierte
Reduktion der Neoangiogenese nach Inhibition von EGFR (Wang et al. 2015). Dass die Aktivierung von
EGFR auch in OSCC zu der erhohten Glykolyse des Warburg-Effektes beitragt und dass dieser die
Epitheliale-mesenchymale Transition induziert sowie den Tumorzellen Stammzelleigenschaften
verleiht, konnte von Xu et al. gezeigt werden (Xu et al. 2017). Dariber hinaus zeigten Zhang und
Mitarbeiter, dass in Prostatakarzinomzelllinien die Aktivierung von EGFR zu einer Expression der HK2
fahrt, ein Effekt der auch bei HNSCC moglich erscheint (Zhang et al. 2017).

Auch der JAK/STAT-Pathway steht in Verbindung mit HIFla. Im Mausmodell und in HNSCC
Gewebeproben konnte gezeigt werden, dass die Inhibition von JAK2/STAT3 zu einem sinkenden
HIFla-Level fuhrt (Liu et al. 2018).

Ebenso haben die eingangs erwdahnten MicroRNAs Einfluss auf die Glykolyse und unterliegen teilweise

der Kontrolle durch HIF1. So ist miR-210 eine Hypoxie-assoziierte MicroRNA und wird durch HIFla
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verstarkt induziert (Kulshreshtha et al. 2007). Fiir Pankreaskarzinome und Weichteilsarkome konnte
hier ein Zusammenhang mit einem schlechteren Uberleben gezeigt werden (Greither et al. 2012;
Greither et al. 2010). Die in der vorliegenden Arbeit untersuchte HK2 ist eine Zielstruktur der
MicroRNA miR-125b-5p und wird durch diese herunterreguliert. Hui et al. konnten fir in
Larynxkarzinomen eine deutliche Verminderung der miR-125b-5p zeigen, welche mit Tumorstadium,
Differenzierung und Metastasierung assoziiert war (Hui et al. 2018). Ahnliche Effekte zeigten Zhang
und Mitarbeiter fir miR-145 beim Ovarialkarzinom (Zhang et al. 2018a). Auch eine Aktivierung der
Glykolyse in Tumorzellen durch MicroRNAs wird beschrieben. So finden Zhang et al. in Tumorzelllinien
nichtkleinzelliger Bronchialkarzinome eine Abhangigkeit des PTEN-Akt-mTOR-pathways Uber die
direkte Interaktion von miR-214 mit PTEN. Die Herunterregulation von miR-124 hemmte die
Zellproliferation und die Glykolyse lber eine verminderte HK2- und PKM2-Expression (Zhang et al.
2018b).

Der HPV-Status scheint ebenfalls eine Rolle auf den Metabolismus von Tumorzellen zu haben. So
konnte von Jung et al. gezeigt werden, dass HPV-negative oropharyngeale Tumorzellen HIF1la und die
dadurch regulierten Glykolyseenzyme wie HK2 und CA IX in héherem MaRe exprimieren als HPV-
positive, die ihrerseits eine hohere COX-Expression aufwiesen. Auch die PDK-Expression war bei den
HPV-negativen Tumorzellen hoher (Jung et al. 2017). Erneut sei hier jedoch auf die Arbeit von Gotz et
al. hingewiesen, die bei OSCC nur in 5% HPV-positive Tumore fanden (Gotz et al. 2016).

Die eigenen Untersuchungen zeigen in der Zusammenschau mit den Ergebnissen anderer Autoren,
dass HIF1l-abhdngige metabolische Veranderungen in der Tumorzelle eine herausragende Rolle
spielen. Dabei riickt zunehmend auch die Aktivierung von HIF1 unter Normoxie in den Fokus, wobei
hier noch nicht alle Mechanismen ausreichend verstanden werden (Kappler et al. 2017). Vor allem
HK2 liefert darliber hinaus prognostisch verlassliche additive Angaben und ist in der klinischen Routine
einfach beurteilbar.

Letztlich kann auf der Basis der eigenen Untersuchungen zur Glykolyse unter Berlicksichtigung des
wichtigen Steuerungsproteins HIFla folgende metabolische Situation in der Tumorzelle formuliert

werden:
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Abbildung 20 Einfluss von HK2 auf Glukosemetabolismus der Tumorzelle und Tumormikromilieu in
Abhéangigkeit von der Aktivierung via HIF1la. MCT1 Monocarboxylt-Transporter 1 CA IX Carboanhydrase
IX GLUT1 Glukosetransporter 1. Vereinfachte Darstellung ohne Zwischenschritte der Glykolyse.

6. Zusammenfassung und Ausblick
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Orale und oropharyngeale Plattenepithelkarzinome stellen unter den Tumoren der Kopf-Hals-Region
mit 90% den Hauptanteil dar und machen weltweit bei Mannern 5% und bei Frauen 2% aller
Krebserkrankungen aus, wobei die Inzidenz bei Frauen in der letzten Zeit zugenommen hat. Diese
Entitat zahlt somit zu den 10 haufigsten bosartigen Tumoren des Menschen. Die Hauptrisikofaktoren
fir OSCC und OPSCC sind Alkohol- und Nikotinabusus, wobei fir einen Teil der OPSCC auch die
Infektion mit HR-HPV eine Rolle spielt. Bisher ist es nicht gelungen, eine wesentliche Verbesserung der
Uberlebensrate fiir Patienten mit OSCC und OPSCC zu erreichen.

Da die klassischen histologischen Parameter, die zur Stadieneinteilung der Tumoren nach der TNM-
Klassifikation herangezogen werden, genauso wie die Graduierung fir eine individuelle
Prognoseabschatzung bisher als nicht ausreichend erscheinen, gibt es seit langerer Zeit Bestrebungen,
zusatzliche molekulare Marker zu identifizieren, die sich hierfir als Surrogatparameter eignen. Dabei
ist eine immunhistochemische Bestimmung dieser Marker als kostengtlinstige und einfache Methode
wiinschenswert. Interessant sind hier auf der neben den klassischen Signalkaskaden in zunehmendem
Malie auch Enzyme, die wesentlich am Tumormetabolismus beteiligt sind.

In der vorliegenden Arbeit wurde am paraffineingebetteten Tumormaterial von 116 Patienten der
Universitatsklinik und Poliklinik fir Mund-, Kiefer- und Plastische Gesichtschirurgie in einer
multifakoriellen Analyse die immunhistochemische Expression von zwei wichtigen Enzymen der
Glykolyse untersucht. Die Glykolyse spielt im Rahmen des Warburg-Effektes eine bedeutende Rolle zur
Deckung des Energie- und Substratbedarfs einer sich teilenden Tumorzelle. Hexokinase 2 ist dabei das
geschwindigkeitsbestimmende Enzym der Glykolyse und ist daher von ausschlaggebender Bedeutung
fir den Glukoseumsatz der Tumorzelle. PFKFB3 ist eine Isoform eines bifunktionalen Enzyms, das als
Phosphofruktokinase 2 (PFK2) die Bildung von Fruktose-2,6-Bisphosphat zu Fruktose-6-Phosphat
katalysiert. Es unterliegt nicht der Hemmung durch ATP. Da PFKFB3 zudem auch die hochste
Kinaseaktivitat aller Isoformen der PFK2 zeigt, ist fir PFKFB3 ebenfalls eine zentrale Bedeutung fiir die
Glykolyse zu vermuten.

Eine starke Expression von HK2 konnte als unabhangiger statistisch signifikanter prognostischer
Marker identifiziert werden. Insbesondere im Bereich der Invasionsfront war die Expression von HK2
mit einer 2,8-fach schlechteren Prognose assoziiert. Dieses Ergebnis bestatigt die in Untersuchungen
fir andere Tumorentitdten beschriebene prognostische Relevanz einer erhdhten Expression von HK2.
Fiir PFKFB3 konnte nur in der univariaten Analyse ein signifikanter Einfluss auf das Uberleben gezeigt
werden. Ein Nutzen als unabhangiger Marker zur Prognoseabschatzung konnte somit nicht bewiesen
werden.

Fir die Zukunft sollten die gefundenen Ergebnisse nun in breiter angelegten Untersuchungen
verifiziert werden, um fir eine Anwendung zur Therapiestratifizierung herangezogen werden zu

kénnen. Darliber hinaus ist es perspektivisch von groBem Interesse, in welcher Weise die weiteren

52



Isoformen von PFKFB beim Plattenepithelkarzinom von Mundhéhle und Oropharynx eine wichtigere
Rolle als PFKFB3 spielen und ebenfalls fiir therapeutische und prognostische Einschdtzungen
herangezogen werden kdnnen.

Zum gegenwadrtigen Zeitpunkt kann festgestellt werden, dass zumindest HK2 — in Erganzung zum
Expressionsmuster von HIFla und GLUT1 — das sogenannte Markerpanel zur Charakterisierung der
Aggressivitat von Plattenepithelkarzinomen der Mundhohle ergdnzen sollte. Moglicherweise gelingt
es in Zukunft unter Berlcksichtigung weiterer Schliisselproteine des Warburg-Effektes und der
Glykolyse, noch verlasslichere Aussagen zur Aggressivitat des Mundhohlenkarzinoms treffen zu

kénnen.
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8. Tabellenanhang

Kaplan-Meier-Kurve fiir die Hexokinase 2-Gesamtexpression
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Kaplan-Meier-Kurve fiir die Gesamtexpression von PFKFB3
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Kaplan-Meier-Kurve fiir die Gesamtexpression von PFKFB3 (alternativer Schwellenwert)
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Kaplan-Meier-Kurve fiir die PFKFB3 Expression an der Invasionsfront (alternativer Schwellenwert)
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Koexpression von PFKFB3 und Hexokinase 2 (Overall)

PFKFB3
IRS 0-4 IRS 6-8
IRS 0-4 | 21 22
HK2 IRS 6-8 | 22 51
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9. Thesen

1. Die Prognose von Patienten mit oralen und oropharyngealen Plattenepithelkarzinomen hat sich in
den vergangenen Jahrzehnten nicht wesentlich verbessert und betrdagt 40 bis 55 %. Die
Charaktersierung molekularer Mechanismen bietet neue Moglichkeiten fiir eine zielgerichtete

Therapie.

2. Die klassischen Parameter der TNM-Klassifikation und die dreistufige Graduierung sind fiir eine
Prognoseabschatzung zur Therapiestratifizierung unzureichend. Es besteht daher die Notwendigkeit,
weitere Marker zu identifizieren, welche zur Entscheidung liber die weitere Therapie und Nachsorge

miteinbezogen werden kénnen.

3. Ein zentraler Prozess aller Tumorzellen und somit auch von OSCC und OPSCC ist die Glykolyse zur
Deckung des ATP-Bedarfs. Dieser sogenannte Warburg-Effekt ist fir diese Entitdt noch nicht

hinreichend untersucht.

4. Das HIF1-System ist fiir den Metabolismus der Tumorzelle von entscheidender Bedeutung und hat
Einfluss auf alle 12 Enzyme der Glykolyse. Die prognostische Relevanz von HIF1 ist flir das OSCC und
OPSCC bereits gezeigt worden. HIFla selbst hat eine kurze Halbwertszeit, so dass die Targetproteine

in der Routine besser analysierbar sind.

5. Die Finfjahresiiberlebensrate des Patientenkollektivs (n=116, 90 Manner, 26 Frauen) lag bei 40%

und war damit deutlich schlechter als aus klinisch retrospektiven Studien bekannt.

6. Die Prognose ist abhdngig vom Tumorstadium, Nodalstatus und dem Geschlecht. Anders als in der
Literatur angegeben, zeigt sich in der vorliegenden Untersuchung eine schlechtere

Flnfjahresliberlebensrate von Frauen gegenliber Mannern (34% vs. 45%).

7. Eine hohe Gesamtexpression von Hexokinase 2 ist statistisch signifikant mit einem schlechteren
Uberleben assoziiert (HR 1,79) und eignet sich als prognostischer Marker. Eine hohe Expression von
Hexokinase an der Invasionsfront ist mit einem noch deutlich schlechteren Uberleben dieser

Tumorentitat assoziiiert (HR 2,4).
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8. Weniger klar ist der Zusammenhang zwischen der PFKFB3 und dem OSCC und OPSCC: Eine hohe
Gesamtexpression von PFKFB3 ist mit einer Tendenz fiir eine schlechtere Prognose assoziiert (HR 1,4).

Die statistische Signifikanz wird hier jedoch verfehilt.

9. Fir Klinik und Pathologie scheint die immunhistochemische Bestimmung der Hexokinase 2 eine

sinnvolle und kostengiinstige Erweiterung des Markerpanels fiir OSCC und OPSCC darzustellen.

10. Die prognostische Signifikanz der anderen Isoformen der PFKFB fiir das OSCC und OPSCC sollte in

zukinftigen Untersuchungen Gberpriift werden.
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