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Referat und bibliographische Beschreibung

Beim Plattenepithelkarzinom der Mundhohle als eines der zehn hiufigsten Malignomen
des Menschen hat sich die generelle 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit —trotz
Fortschritte in der Diagnostik und Therapie der letzten Jahre nicht wesentlich gebessert
und betrdgt derzeit etwa rund 50%. Bisher existieren in Ergdnzung zum TNM-System und
Grading keine wirklich verldsslichen Marker zur detaillierten Prognoseabschétzung des
Mundhéhlenkarzinoms.

Mit Hilfe immunhistochemischer Farbungen wurde der Einfluss der hypoxie-relevanten
Proteine Hypoxie-induzierender Faktor 1 alpha [HIF-1a], Glukosetransportmolekiil 1
[GLUT-1], von Hippel-Lindau-Protein [pVHL] , Carboanhydrase 9 [CA IX] und Vascular
Endothelial Growth Factor C [VEGF-C] an 82 Paraffinschnitten von
Mundhéhlenkarzinomen untersucht und den klinisch-pathologischen Daten [TNM-System,
Grading und pritherapeutischer Hb-Wert] gegeniibergestellt. Die Berechnung der
Uberlebenswahrscheinlichkeit erfolgte durch KAPLAN-MEIER-Analysen, multivariate
Cox’s—Regessionen dienten zur Beurteilung des tumorassoziierten Versterbens in
Abhingigkeit der Expression der jeweiligen Proteine.

Die 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlickeit aller 82 betrachteten Karzinome betrug 62,4%.
Der prétherapeutische Hb-Wert hatte keinerlei Einfluss auf die Prognose der Patienten. Das
Uberleben war von den Proteinexpressionen fiir HIF-1a, GLUT-1 und pVHL abhingig:
Beim HIF-1o betrug die Uberlebenswahrscheinlichkeit 85% bei negativer und schwacher
Expression und nur 48% im Falle méBiger oder starker Expression (p=0,001). Einen
dhnlichen Einfluss hatten GLUT-1 [80%  Uberlebenswahrscheinlichkeit — bei
negativer/schwacher Expression zu nur 35% bei méBiger oder starker Expression,
p=0,0064] und pVHL [69% zu 28,5%, p=0,018]. Anhand der Koexpression von HIF-1a,
GLUT-1, pVHL und CA IX konnten Gruppen von Patienten charakterisiert werden, die
durch sehr gute bzw. sehr schlechte Uberlebensprognosen auffielen. 12 Patienten zeigten
keine Expression aller 4 Proteine; das Uberleben betrug 91,7%. Bei 18 Patienten konnte
eine miBige oder starke Expression der Proteine HIF-loa und GLUT-1 nachgewiesen
werden, die Uberlebenswahrscheinlichkeit betrug nur noch gut 30%. Mittels der
multivariaten Cox’s-Regressionsanalyse (adjustiert nach GroBe des Primértumors und
Grading) hatten diese Patienten ein mehr 14,8-fach erhdhtes Risiko des tumor-assoziierten
Versterbens (p=0,001). Mdglicherweise sind diese Tumoren unter hypoxischem Stress
entdifferenziert, so dass sie stammezelldhnlichen Charakter haben.

Im Ergebnis konnte gezeigt werden, dass HIF-la, GLUT-1, pVHL und CA IX als
unabhingige Prognosemarker herangezogen werden konnen. Durch Kenntnis ihrer
Expression kann das Aggressionsverhalten des Mundhoéhlenkarzinoms deutlicher
charakterisiert und die Therapiestrategie in einem groferen Mal3e individualisiert werden.

Eckert, Alexander W.
Einfluss der Tumorhypoxie auf die Prognose beim Plattenepithelkarzinom der Mundhdhle
Halle, Univ., Med. Fak. Habil., 118 Seiten, 2008
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1 Einleitung

Das Plattenepithelkarzinom der Mundhohle ist eines der zehn héufigsten bdsartigen
Neubildungen des Menschen mit einer globalen jdhrlichen Inzidenz von 780.000
Neuerkrankungen (Parkin et al. 2001, Lemaire et al. 2003). In den USA werden
diesbeziiglich pro Jahr 23.000 neue Félle verzeichnet, von denen immerhin 13.000
versterben (Choi et al. 2006).

In Deutschland geht man davon aus, dass hinsichtlich der Mundhohlenkarzinome mit 8.000
— 10.000 Neuerkrankungen pro Jahr zu rechnen ist (Howaldt et al. 2000, Schimming 2001).
Somit entfallen etwa 1,3 bis 5% aller Krebserkrankungen auf diese Tumorentitdt (Frohlich
1992). Leider konnte in den letzten Jahren trotz Etablierung moderner prognostischer
Verfahren und dem Einsatz mikrochirurgischer Techniken keine signifikante Verbesserung
der Uberlebenswahrscheinlichkeit erreicht werden. Klassischerweise erfolgt die Kalkulation
der Uberlebenswahrscheinlichkeit durch das TNM-System nach den Vorgaben des American
Joint Comittee on Cancer (AJCC) bzw. der Union Internationale Contre Le Cancer (UICC)
(Flemming 1997).

Wegen der hohen Rezidivrate wund der nach wie vor erniichternden
Uberlebenswahrscheinlichkeit besteht vermehrt Interesse daran, durch zusétzliche Parameter
das Risiko fiir ein Rezidiv bzw. ein Fortschreiten der Erkrankung nach therapeutischen
Optionen besser kalkulieren zu konnen (Dietz et al. 1999, Smith und Haffty 1999).
Offensichtlich bildet das TNM-System das tatsdchliche Malignititspotential nur
unzureichend ab. Die jeweiligen komplexen Vorginge im Rahmen der Tumorgenese richtig
verstehen und interpretieren zu konnen, muss folglich bis auf die zellulire Ebene
vorgedrungen werden. Mittlerweile mehren sich die Berichte in der Fachliteratur, das
bekannte TNM-System und das Grading anhand von molekularpathologischen Faktoren im
Gewebe zu erginzen. Im Allgemeinen hat sich hierfiir der Begriff ,, Tumormarker* etabliert,
weil  zahlreiche 1im Rahmen der Tumorgenese relevante Proteine mittels
immunhistochemischer Techniken darstellbar und quantifizierbar sind. Die Prognose des
Mundhohlenkarzinoms koénnte durch die Kenntnis derartiger pathobiochemischer
Anpassungensprozesse noch detaillierter kalkuliert werden (Vaupel 2004, Tilstone 2006,
Oliveira et al. 2008). Wéahrend SCHLIEPHAKE noch im Jahre 2003 den Wert derartiger
Tumormarker beim Mundhohlenkarzinom kritisch betrachtete, wurde bereits 3 Jahre spéter
auf den moglichen diagnostischen Zugewinn durch die Kombination des TNM-Systems und
der Differenzierung mit solchen Tumormarkern hingewiesen (Schliephake 2003, Lothaire et

al. 2006, Massano et al. 2006). Mitte bis Ende der 90er Jahre konnte diesbeziiglich der
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Einfluss von p53 als Tumor-Suppressor-Gen auf die Prognose beim Mundhohlenkarzinom
charakterisiert werden. Es konnte gezeigt werden, dass im Vergleich zum Wildtyp p53-
mutierte Zellen mit einem schlechteren Uberleben und einer erhdhten Rezidivrate
vergesellschaftet waren. Dabei vermittelt p53 unter anderem die Hypoxie-induzierte
Apoptose (Smith und Haffty 1999). Etwa zum gleichen Zeitpunkt erlangte auch die
Angiogenese, also das Sprossen von GefdBlen zur tumoreigenen Sicherung der Nutrition,
beim Mundhohlenkarzinom an Bedeutung. Insgesamt sollte zum besseren Verstindnis der
einzelnen Abldufe innerhalb der Karzinogenese von verschiedenen ,,pathways® gesprochen
werden, welche durch die jeweiligen immunhistochemischen Methoden als sog. ,,Marker*
ihren Ausdruck finden und sich in der Routine problemlos charakterisieren lassen.

In den letzten Jahren kristallisierte sich heraus, dass die Hypoxie ein wesentliches
Charakteristikum lokal fortgeschrittener Tumoren ist. Reduzierte Sauerstoffpartialdriicke im
Tumorgewebe vermdgen die Tumorprogression und auch die Therapieresistenz gegen
ioniserende Strahlung zu steigern, welches ein grofes Problem aus Sicht der Kliniker
darstellt (Ljungkvist et al. 2007, Moeller et al. 2007). Im Detail ist eine hypoxische Situation
mit verdnderter Proliferationsrate, Tumornekrose, Apoptose, gesteigerter Glykolyse und
auch Differenzierung assoziiert, woraus aggressivere Tumorformationen resultieren (Vaupel
und Mayer 2007). Auf einen derartigen hypoxischen Stress adaptiert sich der Tumor durch
eine gesteigerte Angiogenese, einen erhohten Glucosestoffwechsel und eine optimierte
mitochondriale Respiration (Liao und Johson 2007, Kim et al. 2007). Einige Teilaspekte der
Hypoxie sind bereits auch am Beispiel des Plattenepithelkarzinoms der Mundhohle gezeigt
worden (Kunkel 2003). Bisher existieren jedoch keine Untersuchungen zum komplexen
Einfluss der Hypoxie auf die Adaption von Mundhohlenkarzinomen. Zudem wéren
multivariate Analysen zur detaillierten Kalkulation der Prognose bei dieser Tumorentitit
wiinschenswert.

Es waren die Ziele dieser Arbeit, anhand einer monozentrischen Population von Patienten
mit einem Plattenepithelkarzinom der Mundhohle den Einfluss der Tumorhypoxie fiir
prognostische Aussagen zu analysieren. Im einzelnen sollte geklart werden, inwieweit auch
die Lymphangiogenese vom Ausmall der Hypoxie gesteuert wird und welche weiteren
membrandren Proteine unter hypoxischen Bedingungen die Tumorprogression ermoglichen.
Im Ergebnis sollten dem Kliniker Proteine genannt werden, welche die Prognoseabschitzung
beim Mundhohlenkarzinom ergédnzen und bei iiberschaubarem Aufwand durch
immunhistochemische Techniken an Paraffinschnitten realisierbar sind. Eine weitere

Zielstellung war es, anhand der Charakterisierung des Hypoxiegrades dem



Strahlentherapeuten bereits im Rahmen einer Probeexzision Aussagen zur Radiosensitivitit

des jeweiligen Tumors geben zu konnen.

2 Literaturiibersicht

2.1 Tumorassoziierte Proteine zur Prognosekalkulation beim Mundhdhlenkarzinom

Die Thematik des Nachweises von Proteinen, welche innerhalb der Tumorprogression
exprimiert ~werden und mittels immunhistochemischer = Untersuchungen  zur
Prognoseabschitzung am Plattenepithelkarzinom der Mundhohle herangezogen werden
konnen, ist in den letzten Jahren in groBer Breite untersucht worden. Mitte der 90er Jahre
fokussierten sich die Unteruchungen auf Adhédsionsphdnomene (Stimson und Schantz 1993),
zum Ende des Jahrzehnts standen Proliferationsmarker im Zentrum des Interesses (Sittel et
al. 1999). Die Anzahl der nachweisbaren Molekiilstrukturen ist mittlerweile nur noch schwer
zu iberschauen. SCHLIEPHAKE hat deshalb anhand des Mundhohlenkarzinoms eine
Einteilung der jeweiligen Molekiile vorgenommen und diese zur besseren Ubersicht in 4

Gruppen eingeteilt (Tab.1, modifiziert nach Schliephake 2003).

Tab.1 Einteilung der Molekiilgruppen fiir die Prognose beim Mundhohlenkarzinom

I Zellzyklusacceleratoren und
Proliferationsmarker
II Tumor-Supressor- und Apoptose-Marker
11 Angiogenesemarker
v Adhiésionsmolekiile und Matrixdegeneration

Da die etablierten Parameter TNM-System und histopathologische Differenzierung das
Aggressionspotential des Mundhohlenkarzinoms offensichtlich nur unzureichend abbilden,
konzentriert sich die Forschung auf hochspezifische sog. Tumormarker, welche idealerweise
nahezu zu 100% im Tumorgewebe, nicht aber bei Gesunden und benignen Erkrankungen zu
finden sind (Dietz et al. 1999, Lordick et al. 2008, Schrader et al. 2008). Zum gegenwirtigen
Zeitpunkt sind Proteine, die im Sinne dieser Tumormarker die genannten Kriterein erfiillen,
nicht bekannt (Lordick et al. 2008). Allerdings ist gegenwartig hinreichend bekannt, dass
zahlreiche Mechanismen durch die Hypoxie im Prozess der Tumorprogression
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gesteuert werden. Bereits seit Ende der 80er Jahre ist der Einfluss eines verminderten
Sauerstoffpartialdruckes im Tumorgewebe bekannt. Entsprechend hypoxische Tumoren
zeigen keine oder nur eine geringe Ansprechrate bei einer Bestrahlung (Gatenby et al. 1988).
Fir eine erfolgreiche Bestrahlung wird Sauerstoff bendtigt, allerdings ist auch der
Tumorzellmetabolismus unter hypoxischen Bedingungen verdndert (Teicher 1994, Denko
2008). Der Einfluss der Tumorhypoxie ist sehr komplex und zumindest am Beispiel des
Plattenepithelkarzinoms der Mundhdhle noch nicht komplett verstanden (Moulder und
Rockwell 1987, Jannsen et al. 2005). Vom klinischen Standpunkt her hat die Tumorhypoxie
moglicherweise einen entscheidenden Einfluss auf die Prognose bei Kopf-Hals-Karzinomen
und sollte daher detaillierter untersucht werden (Gatenby et al. 1988, Kappler et al. 2008,
Bache et al. 2008).

2.2 Tumorhypoxie und Hypoxiemarker

Die Hypoxie ist das Resultat einer Imbalance zwischen Sauerstoffzufuhr und
Sauerstoffverbrauch im Tumorgewebe. Dieser komplexe Prozess wird durch eine
Signaltransduktion, also eine ineinander geschalteten Kaskade von Regulatorproteinen,
kontrolliert. Normalgewebe zeigen einen Sauerstoffgradienten mit einer Distanz von etwa
400 pm entfernt vom Blutgefial (Dang und Semenza 1999). Die Adaptation an verminderte
Sauerstoffpartialdriicke ermdglicht den Tumorzellen als Regulationsprozess, unter
hypoxischen Bedingungen zu proliferieren und stellt moglicherweise einen Schliisselprozess
in der Tumorgenese und —progression dar (Janssen et al. 2005). Aus klinischer Sicht ist
mittlerweile auch beim Plattenepithelkarzinom der Mundhohle gesichert, dass hypoxische
Tumoren eine schlechtere Prognose haben (Janssen et al. 2005, Kunkel 2007). Zudem sind
die entsprechenden hypoxischen Tumoren weniger strahlenempfindlich und zeigen
auBerdem infolge der Minderperfusion nicht selten ein vermindertes Ansprechverhalten auf
diverse Chemotherapeutika (Yoshiba et al. 2008, Janssen et al. 2005).

Ein eigenes Gefallsystem ermoglicht den Tumorzellen die Zufuhr von Nahrstoffen und vor
allen Dingen von Sauerstoff. Sauerstoff vermag maximal 150 um suffizient in das Gewebe
zu diffundieren. Wenn allerdings das Tumorzellwachstum derart schnell verlduft, dass die
Bildung eines GefaBsystems nicht zeitgleich aufgebaut werden kann, kommt es zu einer
Gewebshypoxie. Man kennt neben der chronischen oder durch Diffusion limitierten Hypoxie
auch eine akute bzw. durch Minderperfusion initiierte Form der Hypoxie. Als Ursachen
dafir werden kollabierende tumoreigene GefdBe durch einen hohen interstitiellen

Tumordruck bzw. die direkte Interruption des intratumoralen Blutflusses diskutiert (Isa et al.
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2006). Die mannigfaltigen Effekte einer solchen Tumorhypoxie wurden zuerst durch
THOMLINSON und GRAY im Jahre 1955 vermutet (Thomlinson und Gray 1955), auf den
negativen Einfluss auf das Ansprechen einer Bestrahlung bei niedrig oxygenierten Tumoren
konnte bereits 1936 durch MOTTRAM hingewiesen werden (Mottram 1936). Aullerdem hat
die Tumorhypoxie einen limitierenden Effekt auf den Einsatz von Chemotherapeutika. So
sind hypoxische Zellen unter anderem gegen 5-Fluouracil, Bleomycin und Cisplatin resistent
(Isa et al. 2006).

In den letzten gut zehn Jahren sind mehrere Publikationen erschienen, welche eindeutig den
Zusammenhang einer erhohten Tumorhypoxie und schlechter Prognose bzw. einem nur
geringen Ansprechen auf eine Bestrahlung bei zahlreichen Tumorentititen belegen. In Tab. 2

sind die wesentlichsten Ergebnisse dieser Studien zusammengefasst.

Tab.2 Einfluss der Tumorhypoxie auf die Behandlungsergebnisse beim Platten-
epithelkarzinom der Mundhohle (modifiziert nach Janssen et al. 2005)

Nordsmark 1996  Fortgeschrittene Radiotherapie +  2-Jahres LCR 33% bei pO, < 0.01
Stadien IIT und IV, Nimoradazol 2,5 mm Hg in mehr als 15% P=o
n=35 des Tumors, gegeniiber 77%
bei weniger als 15% des
Tumorvolumens
Hypoxische Fraktion -
Prognoseindikator in  der _
multivariaten Analyse p=0.018
Brizel 1999 Fortgeschrittene Nur Bestrahlung,  Progressfreies Intervall 78% ~ 0.009
Stadien IV, n=28  fraktioniert 1x tgl. bei pO, > 10 mm Hg und nur p=0
2 Gybiszu 66-70 22% bei pO,< 10 mm Hg
Gy oder 2 x tgl.
bis zu 70 — 75 Gy
Brizel 1999 Tx—T4,N1—-N3, Nur Bestrahlung, Mittlerer pO, > 10 mm Hg —
n=63 fraktioniert 1x tgl.  korrelierte mit
2 Gy bis zu 66-70 - lingerem Uberleben p=0.02
Gy oder 2 x tgl. [2-Jahre 83% versus
bis zu 70 — 75 Gy 35%]
- léngerem p =0.005
progressions-freien
Intervall [73% versus
26%] p=0.01
- léngere
Rezidivfreiheit [73%
versus 39%]




Weiter Tab. 2

Stadler 1999 Fortgeschrittene Bestrahlung + Univariate Prognoserelevanz: p=10.05
T4-Stadien, Chemotherapie - pO,<5mm Hg p=0.01
n=59 mit Mitomycin C - p0O,<2,5mmHg
und 5- Multivariate Prognoserelevanz: p =0.01
Fluorouracil - lediglich hypoxisches
Subvolumen
Rudat 2000 Stadium IV ohne Radioterapie +  3-Jahres-Uberleben hoher bei p=0.05
Metastasierung gleichzeitige Patienten mit hoherem Sauer-
n=41 Chemotherapie  stoffpartialdruck im Tumor
mit Cisplatin/
5-Fluorouracil
Nordsmark 2003 Fortgeschrittene Fraktionierte 2-Jahres-Uberleben 90%  zu p=0.04
Tumoren, n=31  Radiotherapie, 2 45%  bei  Tumoren  mit
Gy fur 5,5 bis 6,5 niedrigem  Sauerstoffpartial-
Wochen druck
Rudat 2001 Tumore ohne Primdre Radio- pO, —Werte < 2,5 mm Hg — p=0.004
Metastasierung, oder signifikanter Faktor fiir das
n=134 Chemotherapie, Uberleben in  multivariater
> 60 Gy Analyse
Dunst 2003 n=125 Multivariate Analyse: p=10.001
Hypoxisches Tumorvolumen =
unabhingiger Faktor fiir das
Uberleben

Eine solche Tumorhypoxie kann auf exogenem oder endogenem Weg charakterisiert
werden. Diese sog. exogenen Hypoxiemarker sind Chemikalien oder Arzneimittel, welche
nach einer Administration von auBlen in den Korper unter hypoxischen Bedingungen
akkumulieren. Ein klinisch relevanter exogener Hypoxiemarker ist Pimonidazol, ein 2-
Nitroimidazol, welches zuvor intravends verabreicht wird (Bussink et al. 2003).
Nitroimidazole zeichnen sich durch ihre gute Loslichkeit und die geringe Metabolisierung
aus, sie diffundieren in hypoxische Zellen. Allerdings ist der genaue Hypoxiestatus dadurch
nicht immer komplett darstellbar (Isa et al 2006).

Bei den als endogen bezeichneten Hypoxiemarkern handelt es sich um membranstindige
Transportproteine oder auch membrangebundene Enzyme, welche durch den
Transkriptionskomplex HIF la aktiviert und kontrolliert werden (Bussink et al. 2003). Die

endogenen Hypoxiemarker, zu denen die Glucosetransportmolekiile und auch die Carboan-



hydrasen gehoren, werden typischerweise mittels immunhistochemischer Methoden
detektiert (Airley et al. 2003). AuBlerdem wird der bekannte Vascular Endothelial Growth
Factor [VEGF] zu den durch Hypoxie stimulierten endogenen Hypoxiemarkern gezahlt.

Nachfolgend sollen die in dieser Arbeit zur Anwendung kommenden, zu den endogenen
Hypoxiemarkern = zdhlenden  Molekiille in  Form des  Hypoxie-induzierbaren
Transkriptionsfaktors [HIF-1 a], des Glukosetransportmolekiils 1 [GLUT-1], der
Carboanhydrase IX [CA IX] und dem Vascular Endothelial Growth Factor C [VEGF C] zum

besseren Verstidndnis detaillierter dargestellt und néher erlautert werden.

2.2.1 Hypoxie-induzierbarer Transkriptionskomplex [HIF]

Alle Saugetierzellen benétigen molekularen Sauerstoff fiir ihre essentiellen metabolischen
Prozesse einschlieSlich der oxydativen Phosphorylierung, wobei Sauerstoff als
Elektronenakzeptor wihrend der Bildung von Adenosintriphosphat (ATP) dient (Wang et
al.1995). Durch hohe Metabolisierungsraten entstehen nicht selten im Tumor hypoxische,
also schlecht perfundierte Regionen. Hypoxischer Stress aktiviert somit ein komplexes Gen-
Expressionsprogramm, welches vom Hypoxie-induzierbaren Faktor und insbesondere von
seiner Untereinheit o [HIF-1 o] gesteuert wird (Denko 2008, Swietach et al. 2007). Die
hypoxische Situation ist somit ein indirekter Beitrag zur Steuerung des malignen Prozesses
auf genetischer Ebene. HIF-1 ist ein heterodimeres Phosphoprotein, welches aus einer 120
kDa schweren a — und einer B-Untereinheit von 91 bis 94 kDa besteht (Wang et al. 1995,
Huang und Bunn 2003). Wihrend die B-Untereinheit, auch bekannt als Arylhydrocarbon-
Rezeptor Nuclear Translocator [ARNT], konstitutiv exprimiert wird, handelt es sich bei der
a-Untereinheit um ein extrem sauerstoffsensibles Protein (Dang und Semenza 1999). HIF-1a
ist ein Protein von sehr kurzer Halbwertszeit in normal oxygenierten Zellen und Geweben.
Die Halbwertszeit betrdgt weniger als 5 Minuten bei 21% Sauerstoff (Huang und Bunn 2003,
Trastour et al. 2007). Reduzierter Sauerstoffpartialdruck im Gewebe fiihrt schlieflich zu
einer Akkumulation von HIF-la durch Hemmung der von Hippel-Lindau-E3-Ubiquitin-
vermittelten proteosomalen Degradation. In normoxygenierten Geweben erfolgt eine
Inhibierung von HIF-la zundchst durch Bindung des von-Hipple-Lindau-Genpruduktes
[pVHL] an die HIF-1o-Untereinheit, spiter durch Hydroxylierung von zwei Prolin-Resten
[Pro402 und Pro564] in diesem Molekiil (Trastour et al. 2007). Nach der Stabilisierung
durch hypoxischen Stress wird das HIF-1a —Protein in den Zellkern transportiert, wo es mit
der B-Untereinheit dimerisiert und schlieBlich den aktiven HIF-Transkriptionskomplex bildet

(Vleugel et al. 2005). Insgesamt wird deshalb auch von einer Messenger-Funktion von



HIF-1a gesprochen. Diese Untereinheit transformiert die Reaktion aus dem Zytoplasma in
den Zellkern, um dort die transkriptionelle Antwort auf die hypoxische Situation zu
initialisieren (Brennan et al. 2005). Obwohl HIF-1a 1995 von SEMENZA und Mitarbeitern
urspriinglich eine Rolle als Regulator der Erythropoese zugesprochen wurde, sind heutzutage
deutlich mehr Funktionen dieses Transkriptionskomplexes bekannt (Semenza 1995). Somit
reguliert die a — Untereinheit als Antwort auf zelluldre Hypoxie die Transkription von mehr
als 60 Proteinen, unter ihnen GLUT-1 als Vertreter der Glukosetransportmolekiile, als auch
die Familie der Carboanhydrasen (Huang und Bunn 2003, Fillies et al. 2005). HIF bindet an
die DNA-Sequenz 5'RCGTG-3"und steigert die Expression der Gene, welche u.a. die
Glykolyse und den Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) initiieren (Dang und
Semenza 1999). Dabei stellt HIF-1 o eine Verbindungsstelle zwischen 2
pathobiochemischen Wegen dar; der durch Hypoxie induzierten Angiogenese und dem
Tumorzellwachstum (Tanimoto et al. 2003).

Man kennt heute beim Transkriptionskomplex HIF drei verschiedene o-Untereinheiten,
welche als HIF-1 o, HIF-2 o und HIF-3 a bezeichnet werden (Wei und Yu 2007, Seagroves
und Johnson 2002). Abbildung 1 verdeutlicht schematisch den komplexen Vorgang der HIF-
Aktivierung mit konsekutiver transkriptioneller Aktivitdt im Rahmen der Tumorprogression,
Abb. 2 zeigt die strukturellen Unterschiede der einzelnen bekannten HIF-Molekiile.

Sehr intensiv untersucht wurde bisher HIF-1 a. Bei normoxischen Bedingungen im Gewebe
degradieren die a-Untereinheiten sehr schnell als Folge der Interaktion mit dem von-Hippel-
Lindau-Protein und der konsekutiven Hydrolyse durch Prolinhydrolasen (Seagroves und
Johnson 2002, Pugh und Ratcliffe 2003, Kaelin 2008). Unter hypoxischen Bedingungen
allerdings wird der Transkriptionskomplex HIF stabilisiert und nimmt schlieBlich eine
Schliisselrolle bei der Aktivierung von Hypoxie-induzierten Pathways bei der Tumorgenese
ein. Als wichtigster gewebsspezifischer Effekt ist hier die Steuerung der Tumorangiogenese
durch Aktivierung potenter Mitogene, wie des Vascular Endothelial Growth Factors
[VEGF]. Eine solche Aktivierung von HIF fiihrt aber auch zu zellautonomen Resultaten wie
eine gesteigerte Glykolyse, Invasivitit und die Expression von Wachstumsfaktoren
(Seagroves und Johnson 2002, Koukourakis et al. 2006). Wéhrend HIF-1 o und HIF-2 a
strukturelle Ahnlichkeiten aufweisen und beide im Rahmen der Tumorprogression
transkriptionelle Aktivititen aufweisen, wurde HIF-3 o ein bremsender Effekt im Sinne einer
negativen Regulation der beiden anderen HIF-Subtypen zugeschrieben (Pugh und Ratcliffe
2003). Mittlerweile ist bekannt, dass bei zahlreichen Karzinomen die wesentliche
transkriptionelle Aktivitét iber HIF-1 o reguliert wird. Nur im Falle von pVHL-defizitdren

Tumorgeweben, bei welchen gleichzeitig das native HIF-1 a-Gen nicht exprimiert wird,



kommt es schlielich zu einer dominierenden Regulation der endogenen Hypoxieantwort

tiber HIF-2 a (Sowter et al. 2003).

Normoxie
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Abb.1 Schematische Darstellung der Aktivierung bzw. Inaktivierung von

HIF. Unter Normoxie rasche Degradation von HIF-la durch
Hydrolyse der Prolinreste 402 und 564 (HIF-Prolylhydrolasen 1-3)
und nachfolgende proteasomale Degradation in Form des von Hippel-
Lindau (VHL)-Ubiquitin-Ligase-Komplexes. AuBerdem 8-
Hydroxylation des Asparaginrestes 803 (HIF-Asparaginyl-Hydrolase)
und konsekutive Unfdhigkeit zur Bindung an den p300/CBP-
Proteinkomplex und ausbleibende transkriptionelle Aktivitdt. Unter
Hypoxie Stabilisierung der Unterienheit HIF-1a und Translokation
derselben in den Zellkern mit nachfolgender Vereinigung mit der B-
Untereinheit [HIF-18 = ARNT (Arylhydrocarbon Rezeptor
Nuclear Translocator)] und Ansteuern der Targetgene. HIF-la hat
quasi eine ,,messenger“-Funktion zwecks Ubertragung der Hypoxie-
Antwort in den Zellkern.

Modifiziert nach Harris et al. 2002.
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Abb.2 Strukturelle Unterschiede bei den einzelnen HIF-Subtypen

HIF-3 o wird zusitzlich in mehrere Isoformen untergliedert. Hohe
Ubereinstimmungen bei HIF-1 o und HIF-2 o, wihrend HIF-3 « in mehreren
Isoformen existiert und teilweise strukturell dadurch wesentliche
Abweichungen aufweist (nach Wei und Yu 2007).

2.2.2 Glukosetransportmolekiile

Der Glukosestoffwechsel unter hypoxischen Bedingungen spielt eine wichtige Rolle bei der
Genese des Mundhohlenkarzinoms. WARBURGwies bereits 1926 darauf hin, dass bei
malignen Tumorzellen ein gesteigerter Glukosestoffwechsel vorliegt, welcher
moglicherweise eine zentrale Rolle bei der Nutrition und Progression maligner Tumoren hat
(Warburg 1926).

Der Transport von Zuckermolekiilen in die Zellen von Saugetieren wird durch spezielle
Transportproteine katalysiert. Unter dem Proteinsymbol GLUT wird die Familie 16slicher
Carrierproteine [solute carriers 2A=SLC2A] zusammengetfasst. Diese Superfamilie umfasst
insgesamt 13 Mitglieder, die fiir den Transport von Zuckermolekiilen und Polyolen
verantwortlich sind. Thnen allen gleich ist die Grundstruktur von 12 transmembraniren
Helices, 7 Glycinreste in den Helices, verschiedene basische und saure Reste an der
interzelluldren Proteinoberfldche sowie je zwei Tryptophan- und Tyrosin-Reste [Joost und

Thorens 2001]. Auf der Basis dieser strukturellen Ahnlichkeiten kann die Superfamilie in 3
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Subfamilien hinsichtlich ihrer jeweiligen Substratspezifitiat untergliedert werden: Klasse |
vereint die bisher als Glukosetransporter verstandenen Proteine GLUT-1-4, Klasse II die
auch als Fruktosetransporter bezeichneten Molekiille GLUT 5, GLUT-7, GLUT-9 und
GLUT-11. Klasse III fasst die Proteine GLUT -6, GLUT-8, GLUT-10/12 und den Myo-
Inositol-Transporter HMIT-1 zusammen. Sie alle zeigen eine gewebsspezifische Expression,
welche aus Tabelle 3 ersichtlich ist.

Vom kieferchirurgischen Standpunkt aus ist GLUT-1 das bisher am besten untersuchte
Protein, welches bereits 1977 durch KASAHARA beschrieben wurde (Kasahara 1977).
Unter physiologischen Bedingungen wird GLUT-1 vor allem in Erythrozyten und
Kapillarendothelien exprimiert (Reisser 1999a und 1999b).

Mittlerweile ist bekannt, dass eine hohe Expression von GLUT-1 als Ausdruck eines
erhohten Glukosestoffwechsels ein wichtiges Charakteristikum humaner Malignome unter
hypoxischem Stress ist (Effert 2004, Ito 2004, Kunkel 2003a). Die prinzipelle Struktur
dieses Glukosetransportmolekiils geht aus Abb. 4 hervor.

Das Transportmolekiil Glut-1 besteht aus 12 transmembrandren Alphaketten und realisiert

den Glukosetransport in die Tumorzellen unter hypoxischen Bedingungen (Zuniga et al.

Tab.3 Gewebsspezifische Expression der GLUT-/SLC2A-Superfamilie (modifiziert
nach Joost et al. 2002)

GLUT -1 SLC2A1 1p35-31.3 Erythrozyten, Gehirn, Kapillaren
GLUT-2 SLC2A2 3q26.2-27 Leberzellen
GLUT-3 SLC2A3 12p13.3 Gehirn
GLUT-4 SLC2A4 17p13 Muskel, Fettzellen, Herz
GLUT-5 SLC2A5 1p36.2 Darm, Hoden, Niere
GLUT-6 SLC2A6 9p34 Milz, Leukozyten, Gehirn
GLUT-7 SLC2A7 1p36.2 Nicht bekannt
GLUT-8 SLC2AS8 9 Hoden, Gehirn, Muskelzellen
GLUT-9 SLC2A9 4p15.3-16 Leber, Niere
GLUT-10 SLC2A10 20q12 Leber, Pankreas
GLUT-11 SLC2A11 22ql11.2 Herz, Skelettmuskulatur
GLUT-12 SLC2A12 6q23.2 Herz, Prostata

HMIT SLC2A13 verschieden Gehirn
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2001). Hierbei werden fiir den transmembrandren Transport zwei verschiedene
Konformationen der Glukosetransportproteine vermutet. In einem ersten Schritt erfolgt die
extrazelluldre Bindung des Glukosemolekiils iiber Wasserstoffbriickenbindungen. Diese

Bindungsstelle verlagert sich schlieSlich vermutlich an die Innenseite der Zellmembran.

Cytoplasmic space

Abb. 4 Dreidimensionale Modellstruktur des Glut-1-Molekiils; Gelb = Hauptkanal,
Blau = akzessorischer Kanal, farbig und verdrillt = die insgesamt 12 Alpha-
Helices.

(ibernommen und modifiziert aus Zuniga et al. 2001)

Somit kann Glukose nach Losung der Wasserstoffbriickenbindung in das Zytoplasma

gelangen (Reil3er et al. 1999).

Innerhalb der GLUT-Superfamilie spielt neben dem GLUT-1 auch GLUT-3 bei der
Tumorgenese des Mundhohlenkarzinoms eine Rolle, auch wenn in aller Regel letzteres
Protein nicht in gleichem MaBle exprimiert wird (Fukuzumi et al. 2000). GLUT-1 hat ein
Molkeulargewicht von 55 KDa und ist in quarterndrer Struktur wirksam (Cloherty et al.
2001).

Der Zusammenhang zwischen einer Expression von Glut-1 und einer ungiinstigen Prognose
konnte bei einigen Karzinomen des Menschen nachgewiesen werden. Dies betrifft Larynx-

Karzinome (Baer et al. 2002), Schilddrisenkarzinome (Yasuda et al. 2005),
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Ovarialkarzinome (Ozcan et al. 2005), Esophaguskarzinome (Kato et al. 2002),
Pankreaskarzinome (Ito et al. 2004), Mamma-Karzinome (Brown und Wahl 1993, Brown et
al. 1993, Stackhouse et al. 2005), Prostata-Karzinome (Effertt et al. 2004) und Karzinome
des Gastrointestinaltraktes (Cooper et al. 2003). Erste univariate Untersuchungen weisen
auch auf eine porgnostische Bedeutung von GLUT-1 beim Mundhdhlenkarzinom hin

(Kunkel et al. 2007).

2.2.3 Carboanhydrase 9 (CA IX)

Carboanhydrasen, auch Carbonat-Hydrolasen genannt, wurden erstmals 1933 durch
MELDRUM und ROUHTON beschrieben (zitiert von Nogradi 1998). Es handelt sich um
Zink-Metalloenzyme, welche die reversible Hydratation von Kohlendioxid zu
Hydrogenkarbonat-Ionen und Wasserstoffionen katalysieren (Konno et al. 2006). Die
Familie der Carboanhydrasen umfasst a-, B- und y- Carboanhydrasen, wobei beim Menschen
lediglich a - Carboanhydrasen nachgewiesen werden konnten (Lindskog 1997). Mittlerweile
sind mehr als zehn humane Isoenzyme bekannt (Wykoff et al. 2000). So findet sich die
Carboanhydrase I in Erythrozyten und bei der Carboanhydrase II handelt es sich um ein weit
verbreitetes zytosolisches Enzym. Carboanhydrase III ist als Enzym niedriger Aktivitdt an
roten Skelettmuskeln lokalisiert, und die Carboanhydrase IV stellt eine membrangebundene
Isoform dar, welche u.a. im Zentralnervensystem, der Lunge und in der Niere nachgewiesen
worden ist. Carboanhydrase V ist ein mitochondriales Enzym, Carboanhydrase VI wird als
sekretorisches Glykoprotein im Speichel exprimiert. Wiahrend Carboanhydrase VII eine
Isoform mit bisher unbekannter Funktion darstellt, kann Carboanhydrase VIII an Purkinje-
Zellen gefunden werden.

Carboanhydrase IX (CA IX) ist mittlerweile als tumor-assoziiertes Isoenzym bekannt
(Nogradi 1998). Strukturell ist es ein transmembranires Protein mit einem Molekulargewicht
von etwa 54 bis 58 kDa und besitzt neben den intraplasmatischen Teil als Ankerstelle an der
Zelloberfldche eine N-terminale, proteoglykandhnliche Struktur. Die Rolle dieses Enzyms in
der Regulation der Zellproliferation und Oncogenese ist gegenwartig noch nicht hinreichend
untersucht. Das durch die katalysierte Reaktion resultierende Bicarbonat kann durch
intrazelluldres und somit intratumorales Chlorid ausgetauscht werden, wodurch die fiir das
Tumorwachstum bendtigte intrazelluldre Alkalose aufrechterhalten wird. Somit schiitzt
Carboanhydrase IX das Innere einer Tumorzelle vor einer Ubersiduerung (Hoogsteen et al.
2005). Bei entsprechend niedrigem pH-Wert auf Grund der Akkumulation von Laktat

wiirden die Proliferation der Tumorzellpopulation und damit auch das weitere Uberleben des
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Tumorzellverbandes gefidhrdet. Man schreibt daher der Carboanhydrase die Rolle eines
Schliisselenzyms zur Tumorprogression zu (Hoogsteen et al. 2005). Somit exprimieren
gesunde humane Gewebe, mit Ausnahme von Anteilen des Verdauungstraktes, keine
Carboanhydrase 1X.

Carboanhydrase IX ist ein gegeniiber hypoxischem Stress sehr empfindlich reagierendes
Enzym. Sinken die intratumoralen Sauerstoffpartialdriicke lediglich fiir 16 Stunden unter 20
mm Hg, kommt es zu einer konsekutiven Hochregulation der Carboanhydrase IX, weshalb
die Bestimmung dieses Enzyms fiir Aussagen zur Aggressivitdt beim Mundhohlenkarzinom

aussichtsreich erscheint (Hoogsteen et al. 2005).

2.2.4 Vascular Endothelial Growth Factor C [VEGF C]

Solide Tumoren wie das Plattenepithelkarzinom der Mundhohle bendtigen fiir ihr Wachstum
die Neubildung von Blutgefien. Ab einem Tumorvolumen von 3 mm?® gelingt die
Erndhrung der Tumorzellen nicht mehr durch Diffusion. Ohne die Bildung neuer Blutgefile
wiéren Karzinome nicht in der Lage, iiber diese Gréf3e hinaus zu wachsen (Hasina 2001).
Dieses Phianomen wird Angiogenese genannt und charakterisiert die Formation solcher neuer
Blutgefifle (Fox 1997, Herold-Mende et al. 1999, Fiedler et al. 2001). Die Angiogenese
beinhaltet mehrere Schritte. In einem ersten Schritt werden die Endothelzellen bereits
vorhandener Blutgefia3e aktiviert. Die Folge ist eine Erhohung der Kapillarpermeabilitit. Die
immunhistochemische Darstellung von Endothelzellen gelingt durch Nachweis der Antigene
CD31, CD34 oder des von-Willebrand-Faktors. Der zweite Schritt im Angiogeneseprozess
ist die gezielte Wirkung von Mitogenen und Mediatoren. Ruhende Endothelzellen teilen
sich, zeigen Migrationen als Antwort auf Angiogenesefaktoren und schlieBlich erfolgt die
Kapillardifferenzierung und —anastomosierung fiir eine suffiziente Durchblutung (Fox 1997).
Der wohl bekannteste Mediator ist der Vascular Endothelial Growth Factor [VEGF]. VEGF
ist ein 34 — 42 kDa schweres, dimeres, multifunktionales Glykoprotein (Fox 1997). Eine im
Tumor bestehende Gewebshypoxie steigert die Expression von VEGF im Tumorgewebe,
wobei die Angiogenesefaktoren durch die zu den Tyrosinkinasen gehorenden Rezeptoren
FLT-1 und FLK-1 reguliert werden (Fiedler et al. 2001). Zudem konnte bereits an humanen
Mundhdhlenkarzinomzelllinien gezeigt werden, dass der hypoxische Stimulus tiber HIF-1a
vermittelt wird (Shemirani und Crowe 2002, Mohamed et al. 2004, Pufe et al. 2004).

Vom Standpunkt des Klinikers aus gehort die VEGF-Familie zu den am besten untersuchten
Proteinen, wenn tumoreigene Gefdlle charakterisiert werden sollen. Thre Rolle als potente

Mitogene sowohl in der Neubildung von Arterien und Venen als auch bei der Bildung von
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lymphatischen Gefdllen steht auBer Zweifel (Ferrara et al. 2003). Wegen der hohen
Expression beim Mundhdhlenkarzinom wurde schon seit geraumer Zeit von einigen Autoren
vermutet, dass mittels dieser Proteinstrukturen wertvolle Aussagen zwecks einer
Prognoseabschitzung bei diesem Tumortyp gegeben werden konnten (Yang 2002).

Die Familie der VEGF-Proteine umfasst mittlerweile mehrer Mitglieder. Allen gemeinsam
ist ihre Struktur in Form eines dimeren Glykoproteins, welches durch Disulfid-Briicken
miteinander vernetzt ist (Sauter et al. 1999).

Allerdings ist nicht die komplette VEGF-Familie zwecks prognostischer Aussagen beim
Mundhohlenkarzinom geeignet. Zum besseren Verstdndnis der mittlerweile 6 Mitglieder
umfassenden Familie des Vascular Endothelial Growth Factors sind die einzelnen
Proteinstrukturen und deren Isoformen unter Beriicksichtigung ihrer jeweiligen Funktion in

Tab. 4 zusammengefasst.

Tab. 4 Ubersicht iiber die wichtigsten Mitglieder der VEGF-Familie mit einer
Bedeutung in der Tumorgenese

VEGF -A VEGF-B VEGF-C VEGF-D
Isoformen 121, 165, 189 und | 167 und 186 AS

206 AS
Rezeptoren | VEGFR-1 VEGFR-1 VEGFR-3 VEGFR-3
VEGFR-2 VEGFR-2

Molekular- | VEGF-A121 35kDa | VEGF-B167 42 kDa | unprozessiert 58 kDa | unprozessiert 53 kDa
gewicht VEGF-A165 45kDa | VEGF-B186 64 kDa | prozessiert 43 kDa | prozessiert 30 Kda
VEGF-A 189 55 kDa

Funktion Gefillangiogenese GefaBangiogenese Lymphangiogenese Lymphangiogenese

Die beiden weiteren Mitglieder der VEGF-Familie in Form des Plazenta-Growth-Factors
(PIGF) und VEGF-E wurden der Ubersicht wegen nicht gesondert dargestellt, ihre Rolle im
Rahmen der Tumorgenese ist noch weitgehend unklar.

In Ergénzung zur Tab. 4 sei erwédhnt, das neben dem VEGF-C der Einfluss von zwei
Isoformen des VEGF-A, nidmlich VEGF-A121 und VEGF-A 165, als unabhingige
Prediktoren von Lymphknotenmetastasen beschrieben werden konnten (O-Charoenrat et al.
2001). VEGF-B scheint keinerlei Einfluss bei Kopf-Hals-Tumoren zu haben, deren Level
entsprechen denen normaler epithelialer Zellen. Ebenso noch weitgehend unklar ist die Rolle
von VEGF-D in den Friihstadien der lymphogenen Metastasierungskaskade (O-Charoenrat
et al. 2001).
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2.2.5 Von Hippel-Lindau-Protein [pVHL]

Das von-Hippel-Lindau-Gen [VHL] ist ein bekanntes Tumorsuppressor-Gen und in seiner

Funktion innerhalb der Karzinogenese sehr eng mit dem Transkriptionskomplex HIF

verbunden. Entdeckt im Jahr 1993 durch LATIF und Mitarbeiter, ist es auf dem Chromosom

3p25-26 lokalisiert und codiert ein 30 kDa schweres Protein, bestehend aus 213

Aminoséduren (Latif et al. 1993, Mukopadhyay et al. 1996, Iliopoulos et al. 1998, Fukuzumi

et al. 2000).

} domain

Abb. 3
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Zusammenspiel des von Hippel-Lindau-Proteins [pVHL] mit dem Hypoxie-
induzierbaren Faktor 1 o [HIF-1 a]. Die Bindung von pVHL an HIF-1 a ist
abhingig von der Hydroxylierung des Prolinrestes 564 innerhalb der Oxygen
Dependent Degradation Domain [ODD]. Diese Reaktion der Hydroxylierung
zu Hydroxyprolin [Hyp 564] wird in Gegenwart von Sauerstoff durch sog.
Prolylhydroxylasen vermittelt. Die so verdnderte HIF-1 a-Untereinheit wird
der proteosomalen Degradation zugefiihrt, die Aktivierung von
entsprechenden Targetgenen bleibt aus ({ibernommen aus Min et al. 2002).

Defekte des Wildtyps durch Mutation der Allele oder in Form eines Verlustes sind in der

Medizin als

von-Hippel-Lindau-Erkrankung, einem hereditiren Krebssyndrom mit

gefdaBBreichen Tumoren des Zentralnervensystems, der Retina sowie in Kombination mit
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anderen Tumoren wie Klarzelladenomen der Nieren und Phdochromozytomen bekannt
(Kondo et al. 2002). Das VHL-Genprodukt bildet einen multimeren Komplex und wird als
pVHL bezeichnet. pVHL enthdlt zwei Subdoménen, eine o- und eine B-Domédne, wobei
letztere fiir die Interaktion mit HIF verantwortlich ist (Kondo et al. 2002). Es ist mittlerweile
bekannt, dass bei einem Verlust von pVHL automatisch HIF hochreguliert und somit die
Aktivierung der HIF-abhidngigen Target-Proteine initiiert wird (Kondo et al 2002, Huang
und Bunn 2003, Kaelin 2008). Es ist bekannt, dass durch den Wildtyp des von Hippel-
Lindau-Proteins [wt pVHL] die mRNA-Expression von VEGF (verminderte Expression des
Promotors) nachhaltig gebremst wird. Gleichfalls gilt als gesichert, dass bei einigen
Tumorentitdten durch den Verlust von wt pVHL unter normoxischen oder auch hypoxischen
Bedingungen unter anderen das VEGF-Gen und auch das GLUT-1-Gen hochreguliert
werden konnen (Iliopoulos et al 1996). Deshalb ist es fiir detaillierte prognostische
Abschdtzungen fiir das Plattenepithelkarzinom der Mundhohle wichtig, neben dem zentralen
Transkriptionskomplex HIF 1 o auch dessen wichtigsten Regulator pVHL hinsichtlich seines
Einflusses auf die Aggressivitdt der Tumoren ndher zu untersuchen. Abb. 3 verdeutlicht das
komplexe Zusammenspiel von pVHL und HIF-1 o in Gegenwart von Sauerstoff und der

konsekutiven Degradation von HIF-1 a unter Normoxie-Bedingungen.

2.3 Praoperative Himoglobinkonzentrationen [Hb-Werte]

In einigen experimentellen Studien wurde darauf hingewiesen, dass niedrige
Héamoglobinkonzentrationen [Hb-Werte] mit einer schlechten Tumoroxygenierung
einhergehen (Becker et al. 2000, Vaupel et al. 2005). Mit dem Ziel, in welchem Ausmal die
jeweiligen Hb-Werte zum Zeitpunkt der Diagnosestellung mit der endogenen
Hypoxieantwort korellieren, wurden die prdoperativen Himoglobinkonzentrationen sowie
der entsprechende Hamatokrit [Hk] erfasst. Die erhobenen Hb-Werte wurden in Anlehnung
an BECKER und VAUPEL in folgende Kategorien unterteilt: Keine Andmie lag vor, falls
der Hb-Wert bei Frauem groBer als 7,4 mmol/l, bei Ménnern grofer als 8,1 mmol/l betrug.
Im Falle eines Hb von < 6,8 mmol/l handelte es sich bei beiden Geschlechtern um eine
schwere Andmie. Milde Formen einer Anidmie bestanden, wenn Hb-Werte bei Frauen
zwischen 6,8 und 7,38 mmol/l und bei Ménnern zwischen 6,8 und 8,0 mmol/l vorgefunden

werden konnten (Becker et al. 2000).
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3 Material und Methoden
3.1 Patienten

Die Datenerfassung erfolgte auf der Grundlage der Patientenakten bis einschlieSlich 2003
und damit bis zum Erreichen eines 5-jdhrigen Nachbeobachtungszeitraumes.

Bei sdmtlichen Patienten wurden folgende klinische Parameter erhoben: Alter, Geschlecht,
Zeitpunkt der Diagnosestellung durch Probeexzision, Noxen wie Alkohol und Nikotin.
Ferner  wurden  die  Tumorausdehnung  (T-Stadium), das  Ausmall  von
Lymphknotenmetastasen [N-Stadium] und eventuelle Fernmetastasen [M-Stadium] nach den
Vorgaben des American Joint Comittee on Cancer (AJCC) bzw. der Union Internationale
Contre Le Cancer (UICC) aus dem Jahre 1990 zu einer TNM-Formel zusammengefasst
(Flemming 1997). Zusitzlich wurden innerhalb der Datenbank die Certainty-Faktoren C1-C3
zwecks Einschitzung der diagnostischen Sicherheit bei der TNM-Formel erfasst (Wittekind
2004).

AuBerdem wurden die histologische Differenzierung (Grading) (Veronesi 1989), das
Auftreten von Rezidiven, ein moglicher Residualtumor (R-Klassifikation), die
Therapiestrategie, der eventuelle Todestag und die eventuelle Todesursache erfasst.

Alle erhobenen Parameter orientierten sich an den Anforderungen der DOSAK-Erhebung
(Deutsch-Osterreichisch-Schweizerischer Arbeitskreis fiir Tumoren im Kiefer- und
Gesichtsbereich). Es wurde eine Datenbank im Statistik-Programm SPSS 12.0 erstellt.
Datenliicken hinsichtlich des Uberlebens oder Versterbens eines Patienten inklusive der
Sterbeursache wurden durch Anfragen vorwiegend an die Hausédrzte, bzw. in seltenen Féllen

auch an die Krankenkassen und Einwohnermeldeémter, geschlossen.

3.2 Immunhistochemie

Sdmtliche immunhistochemischen Untersuchungen erfolgten an den jeweiligen
Paraffinblocken der entsprechenden Patienten mit einem Mundhdhlenkarzinom, welche
freundlicherweise vom Institut fiir Pathologie der Martin-Luther-Universitit Halle-
Wittenberg (Direktor: Univ.-Prof. Dr. S. Hauptmann) zur Verfiigung gestellt wurden. Als
Ausschlusskriterien kamen in Betracht: Wenig Material (z.B. bei einer ausschlielichen
Probeexzision) und altersbedingt nicht mehr zu immunhistochemischen Untersuchungen
nutzbare Paraffinblocke. Von diesen resultierenden 82 Fillen wurden Schnitte angefertigt

und auf Objekttrager gebracht.
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Samtliche in Paraffin eingebetteten Gewebe wurden zwecks Wiederherstellung der
verlorenen Immunreaktivitdt zundchst fiir 30 min in Xylol (Carl Roth GmbH + Co Kg
Deutschland, Karlsruhe) eingelegt und in einer absteigenden Alkoholreihe (Ethanol, Biomel
GmbH Dessau, Deutschland) von 95% und 70% dehydriert, fiir 30 sec in destilliertes H,O
iiberfiihrt und abschlieBend in ein PBS-Bad (Phosphate-buffered-Saline Puffer, Applichem
GmbH, Darmstadt, Deutschland) inkubiert. Die Antigendemaskierung erfolgte mittels eines
Citratpuffers (pH-Wert 6,0). Die Demaskierung wurde in einem Mikrowellenofen
durchgefiihrt, die jeweiligen Einwirkzeiten hingen vom jeweiligen Primérantikdrper ab und
wurden entsprechend der Vorgaben der Hersteller eingehalten. Die Inaktivierung der
endogenen Peroxidase erfolgte fiir 20 min. in einem Methanol/H,0, Bad bei 4°C.

Nachfolgend sind die einzelnen immunhistochemischen Arbeitsgéinge zur farblichen
Detektierung der hypoxie-abhéngigen Proteine in den Tumorgeweben etwas ausfiihrlicher

dargestellt.

3.2.1 HIF-la

Es wurde zur Farbung von HIF-1a an Paraffinschnitten der Detektionskit der Firma DAKO
[K5001 — Detektions Kit Peroxidase / DAB Rabbit/Mouse] verwendet. Die Einwirkungszeit
des Primirantikorpers (HIF-1 alpha67-Sup, Fa. Acris) betrug 24 Stunden im Kiihlschrank
bei einer Konzentration von 1:500. Nach 3 Waschschritten mit Phosphate Buffered Saline
(PBS) wurde fir 30 Minuten der Briickenantikérper inkubiert. Nach weiteren 3
Waschschritten mit PBS erfolgte fiir ebenfalls 30 Minuten die Inkubation des Streptavidin-
Peroxidase-Komplexes und nach abermaligen 3 Waschschritten mit PBS die farbliche
Detektion mit Diabenzidin [Konzentration 1 : 50]. Nach abschlieBender Spililung mit
bidestilliertem Wasser erfolgte die Gegenfarbung mit Himalaun. Als negative Kontrolle galt
die Inkubation ohne Primérantikdrper. Die Postivkontrollen erfolgten an Glioblastomzellen

wie bereits durch Dellas und Mitarbeiter beschrieben (Dellas et al. 2008).

3.2.2 GLUT-1

Es wurde der Primérantikorper Glut-1 (A-3536, Fa. Dako) in einer Verdiinnung von 1:200 in
PBS-Puffer der Firma Acris verwendet. Orientierend an den Empfehlungen der

Herstellerfirma wurden verschiedene Aufbereitungen der Pridparate und Verdiinnungen

getestet.
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Die Negativkontrollen erfolgten an Hirngewebe der Ratte und durch eine alleinige
Inkubation ohne Primérantikorper. Als Positivkontrollen kamen humane Erythrozyten und

Colonkarzinome zum Einsatz (Li et al. 2008).

323 CAIX

Der Primérantikorper (CA IX, H-120, SC 25599, Santa Cruz Biotechnology, inc.) wurde in
einer Verdiinnung von 1:100 in Fraktionen zu je 250 pl im Antibody Diluent (DAKO
REAL) auf die Paraffinschnitte gebracht und so fiir 24 Stunden bei ca. 4°C inkubiert. Die
Positivkontrolle wurde mit Aqua dest. gespiilt.

Die Einwirkzeit des biotinylierten Briickenantikorpers (Link, Biotinylated Secondary
Antibody, Dako Cytomation) betrug 30 Minuten, anschlieBend wurde der Streptavidin-
Peroxidasekomplex (HRP, Dako Cytomation) fiir weitere 30 min. inkubiert. Die farbliche
Detektion erfolgte mittels DAB Chromogen (Dako Cytomation, 1:50) im Substrat Puffer bei
einer Einwirkzeit von 10 min gemaf den Vorgaben des Herstellers.

AbschlieBend erfolgte die Gegenfarbung sdmtlicher Paraffinschnitte mit Himalaun (Mayer,
Merck KGaA, Darmstadt) sowie die Eindeckung mit Entellan (Merck KGaA, Darmstadt).

3.2.4 VEGF-C

Die Inkubation des Primirantikorpers gegen VEGF-C (VEGF-C, 18-2255, Zymed
Laboratories invitrogen immunodetection, San Francisco, CA)erfolgte ebenfalls in einer
Verdiinnung von 1: 100 im bereits beschriebenen Antibody Diluent bei 4°C fiir 24 Stunden.

Alle weiteren Schritte entsprachen exakt denen fiir den Nachweis von Carboanhydrase 9.

3.2.5 Von Hippel-Lindau-Protein [pVHL]

Fiir die immunhistochemischen Nachweise fiir das von Hippel-Lindau-Genprodukt pVHL
wurde ein monoklonaler Maus-Anti-pVHL-Antikérper [SPM 324] der Firma Abcam,
Cambridge, GroBibritannien verwendet. Die Primérkonzentration betrug 4 pg/ml in 10mM
Citratpuffer, pH=6,0. Appliziert wurde der Primérantikorper schlie8lich in einer Verdiinnung
im Verhiltnis 1:50 fiir 20 Minuten. Nach Abkiihlen bei Raumtemperatur fiir ca. 20 Minuten
und anschlieBender Inkubation des Sekundirantikorpers erfolgte die farbliche Detektion.
Generell kamen folgende chronologische Arbeitsschritte bei den immunhistochemischen

Féarbungen zum Einsatz:
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33

Vorwiarmung der Objekttriager (60°C, 30 Minuten) und Behandlung in einem
Entparaffinierer (Gerét ,,Midas E*)

Aufbereitung in der Mikrowelle (20 Minuten, 600 Watt, in Natriumcitrat)
Abkiihlphase auf Zimmertemperatur und Spiilvorginge (Wasserstoffperoxid und destilliertes
Wasser)

Parallel dazu Vorbereitung des Primérantikorpers (Verdiinnung mit PBS-Puffer s.o0.)
Aufziehen der Objekttriger auf Coverplates und Einwirkung eines Proteinblockierers
Applikation des Primérantikdrpers und Inkubation im Ofen (37°C, 30 Minuten)
Spiilung und Einwirken des Sekundérantikorpers fiir 12 Minuten (Zimmertemperatur)
Spiilung und Einwirken einer Peroxidase fiir 12 Minuten (Zimmertemperatur)
Spiilung und Einwirkung (15 Minuten) der frisch hergestellten Farbelosung (,,Zymed
Chromogen-Kit*)

Hintergrundfarbung mit Hamalaun (Gerét ,,Midas E*)

Eindeckung der Objekttrager mit handwarmer Gelatine und Trocknung bei 55°C

Auswertung der immunhistochemischen Untersuchungen

Samtliche gegen die verschiedenen Proteinstrukturen [GLUT-1, CA IX, VEGF C, HIF-1a]

gefarbten Plattenepithelkarzinome wurden lichtmikroskopisch bei einer VergroBBerung von

25-fach hinsichtlich Farbeintensitdt und Prozent positiv gefarbter Zellen im Tumorgewebe

untersucht.

Zur Auswertung wurde als semiquantitatives Verfahren der Immunreaktive Score [IRS] nach

REMMELE (Remmele und Stegner 1987) herangezogen. Die Auswertungskriterien sind in

Tab. 5 zusammengefasst. Der Immunreaktive Score wurde filir alle Farbungen wie folgt

gewertet: bei einem IRS von 0 bis 2 handelte es sich um einer negative Farbung, bei einem

IRS von 3 bis 4 war die Farbung gering. Betrug der IRS von 6 bis 8, so konnte von einer

maligen Féarbeintensitit gesprochen werden. Intensive Farbungen lagen vor, wenn ein IRS

Tab.5

Immunreaktiver Score nach REMMELE und STEGNER

Anzahl der gefiarbten Punkte Férbeintensitat Punkte
Zellen

Keine pos. Zellen 0 Punkte keine Farbeintensitit 0 Punkte
< 10% pos. Kerne 1 Punkt Schwache Farbeintensitit 1 Punkt
10-50% pos. Kerne 2 Punkte MaiBige Farbeintensitt 2 Punkte
51-80% pos. Kerne 3 Punkte Starke Farbeintensitét 3 Punkte
> 80% pos. Kerne 4 Punkte
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von 9 bis 12 resultierte. Lediglich bei der Carboanhydrase wurde zusétzlich eine Auswertung
nur anhand des Prozentsatzes positiv gefarbter Zellen in Anlehnung an SANDLUND und
Mitarbeiter realisiert, da prinzipiell die Farbungen gegen dieses Protein vergleichsweise

schwicher ausfallen (Sandlund 2007 et al. 2007, Taubert 2007, Bache et al. 2006).

Mit Hilfe nachstehender Formel konnte der IRS sehr einfach berechnet werden:

Prozentsatz positiver Zellen ~— x  Firbeintensitit = IRS (0-12 Punkte).

34 Statistik zur Immunhistochemie

Sédmtliche statistische Analysen wurden an einer Datenbank mit Hilfe des
Statistikprogramms  SPSS  12.0  ausgefiihrt. Die  Vergleiche der jeweiligen
Uberlebenswahrscheinlichkeiten, die Zusammenhinge einer Expression eines Proteins und
dem Uberleben der Patienten erfolgten in den KAPLAN-MEIER-Analysen mittels des log-
rank-Tests. Zur Verifizierung, ob eine Proteinexpression mit dem Tumorstadium, dem
Ausmal} an regiondren Lymphknoten oder auch der histopathologischen Differenzierung
korrelierte, erfolgten der Chi-Quadrat-Test und der exakte Test nach FISCHER. Zusitzlich
wurden bivariate Korrelationen mittel des Spearman’s rank Test vorgenommen. Der
Nachweis, ob ein Protein als unabhédngiger Prognosemarker gewertet werden konnte,
erfolgte durch eine Korrelation der Uberlebenswahrscheinlichkeiten mit der
Proteinexpression in der multivariaten Cox’s-Regressionsanalyse (adjustiert nach Grof3e des
Primirtumors und dem Grading). Fiir alle statistischen Tests galten folgende
Signifikanzniveaus: Bei p-Werten von < 0,05 bestanden signifikante Zusammenhénge; bei

einem p-Wert von < 0,01 wurde das Verhiltnis als hoch signifikant gewertet.

3.4.1 Uberlebensstatistiken nach KAPLAN-MEIER

Zum Vergleich der Uberlebenszeiten wurde die Methode nach KAPLAN-MEIER (Kaplan
1958) zugrunde gelegt. Diese bietet den Vorteil eines geringen Informationsverlustes, da die
Ereignisse (Tod eines Patienten) die Beobachtungsintervalle definieren und diese nicht fest
vorgeben.

Zur Berechnung wurde die {iberlebte Zeit in Tagen vom Zeitpunkt der Diagnosestellung der
Tumorerkrankung bis zum Tag des eventuellen Todes herangezogen. Es wurden folgende
Todesursachen unterschieden: a) am Tumor verstorben oder mit deutlichen Zeichen des

Tumorprogresses und b) nicht am Tumor verstorben.
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4 Ergebnisse

4.1 Patienten und Uberlebenswahrscheinlichkeit

In der Zeit von 1994 bis 1999 wurden 109 Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom der
Mundhéhle behandelt. An den Paraffinschnitten von 82 Patienten konnten weiterfiihrende
immunhistochemische Nachweise flir die genannten hypoxie-relevanten Proteine
durchgefiihrt werden. Es handelte sich dabei um 60 Ménner und 22 Frauen. Der jiingste
Patient war 23 Jahre, der &lteste 83 alt, so dass ein Altersdurchschnitt von 59 Jahren
resultierte.

Bei mehr als der Hilfte aller Patienten bestanden glinstigere T;- und T,- Tumoren, jedoch
musste bei mehr als 50% eine Lymphknotenmetastasierung festgestellt werden. In der Folge
lag somit bei knapp 40% aller Félle das prognostisch ungiinstigste Stadium IV der
Tumorerkrankung vor. Was die Differenzierung der Tumoren anbetraf, so entfiel die
Mehrheit (39 von 82, 47,6%) auf miBig differenzierte Formen. Zur besseren Ubersicht sind
die jeweiligen klinischen Daten aller Patienten in Tab. 6, die entsprechenden pathologischen
Parameter in Tab. 7 zusammengefasst.

Samtliche Behandlungsoptionen (operative Strategie, Rekonstruktion der enoralen
Weichteilstrukturen) sind im Detail von LAUTNER dargestellt worden (Lautner 2007). Die
5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit der hier inkludierten 82 Patienten betrug 62,4%. Die
entsprechende KAPLAN-MEIER-Uberlebenskurve geht aus der Abb. 5 hervor. Der Einfluss
der GroBe des Priméirtumors auf das Uberleben der Patienten ist in Abb. 6 dargestellt, der
Zusammenhang zwischen vorhandenen Lymphknotenmetastasen und der
Uberlebenswahrscheinlichkeit geht aus Abb. 7 hervor. Die Abhingigkeit des Uberlebens
vom Grading ist in Abb. 8, die des Stadiums der Tumorerkrankung in Abb. 9 dargestellt.

Der Zusammenhang zwischen der GrdBe des Priméirtumors (T-Stadium) und dem Uberleben
der Patienten war statistisch hoch signifikant (log rank-Test, p=0,00001). Es zeigte sich
aullerdem, dass der Zusammenhang zwischen der Anzahl der Lymphknotenmetastasen und
dem Uberleben statistisch hoch signifikant war (log rank-Test, p=0,00001).
Interessanterweise konnte jedoch kein statistischer Zusammenhang zwischen dem Uberleben
der Patienten und der Differenzierung (Grading) der Mundhdhlenkarzinome nachgewiesen
werden (log rank-Test, p=0,2116). Der Zusammenhang zwischen dem Uberleben der
Patienten bei Mundhdhlenkarzinomen und dem Stadium der Tumorerkrankung war

erwartungsgemail wiederum statistisch hoch signifikant (log rank-Test, p=0,0033).
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Tab.6 Klinische Daten bei 82 Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom der
Mundhédhle (Behandlungszeitraum 1994 — 1999)

Variable Anzahl %
Alter
Durchschnitt 59,0 Jahre (23 - 83 Jahre)
Geschlecht
Frauen 22 26,8
Maénner 60 73,2
Tumorlokalisation
Zunge 18 429
Mundboden 13 30,9
Wangenschleimhaut 1 2,4
Oberkiefer 4 9,5
Klinisches T-Stadium
Tl 22 26,8
T2 31 37,8
T3 10 12,2
T4 19 23,2
Klinisches N-Stadium
NO 37 45,1
N1 27 32,9
N2a 1 1,2
N2b 8 9,8
N2c 7 8,5
N3 2 2,5
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Tab.7 Pathohistologische Daten bei 82 Patienten mit einem
Plattenepithelkarzinom der Mundhéhle (1994 — 1999)

Variable Anzahl %

Pathologisches T-Stadium

CIS 1 1,2
pT1 20 24,4
pT2 28 34,1
pT3 8 9,8
pT4 20 24,4
ohne pathologische Einteilung 5 6,1

Pathologisches N-Stadium

NO 43 52,4
N1 11 13,5
N2a 1 1,2
N2b 11 13,5
N2c 3 3,6
N3 1 1,2
ohne pathologische Einteilung 12 14,6

Stadium der Tumorerkrankung

I 19 23,2
II 20 24,4
III 11 13,5
v 32 38,9

4.2 Immunhistochemie zum Pathway der Hypoxie
4.2.1 HIF-1a

Im Rahmen des Regulationssystems hat der Transkriptionsfaktor HIF-1 o eine dominierende
Rolle , weshalb dessen Expression zuerst analysiert wurde. An allen Paraffinschnitten der 82
Tumorgewebe konnten immunhistochemische Nachweise fiir HIF-1 o durchgefiihrt werden.
Unter Anwendung des Immunreaktiven Scores nach REMMELE kam es bei 11 (13,4%)
Geweben zu einer negativen Expression von HIF-1 a. Bei 24 Schnitten (29,3%) fanden sich
schwache, bei 40 (48,8%) konnten méiBige Expressionen festgestellt werden. Bei 7
Tumorgeweben (8,5%) wurde der Transkriptionsfaktor HIF-1 a {berexprimiert.
Entscheidend war die heterogene Verteilung der jeweiligen Expression in Abhéngigkeit vom
Tumorstadium, dem N-Stadium, der Differenzierung und dem Stadium der
Tumorerkrankung. In Tab. 8 sind die jeweiligen HIF-1 a-Expressionen in Abhédngigkeit von

der GroBe des Primértumors dargestellt.
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Tab. 8 Zusammenhang zwischen der Expression von HIF-1 o und der GroBe des
Primértumors beim Plattenepithelkarzinom der Mundhdhle (n=82)

IRS HIF-1 a T1 T2 T3 T4
Negativ 0-2 1 8 1 1
Schwach 3-4 11 8 3 2
MaiBig 6- 8 9 12 5 14
Stark 9 - 12 1 3 1 2

Tab. 9 Zusammenhang zwischen der Expression von HIF-1 a und Anzahl von

Lymphknotenmetastasen beim Plattenepithelkarzinom der Mundhdéhle (n=70)

IRS HIF-1 a NO N1 N2a N2b N2c N3
Negativ 0-2 6 1 1 1 1 0
Schwach 3-4 15 3 0 0 1 0
MaiBig 6- 8 19 4 0 10 1 1
Stark 9 - 12 3 3 0 0 0 0

Insgesamt féllt sowohl bei der Tumorgrof3e als auch bei der regionalen Metastasierung auf,
dass kein Zusammenhang zwischen der Expression von HIF-1 o und beiden klinisch-
pathohistologischen Parametern bestand. So fanden sich simtliche Uberexpressionen von
HIF-1 o bei den prognostisch giinstigeren NO- /N1-Stadien, wohingegen bei den N2c- bzw.
N3-Tumoren keine oder nur vereinzelt maBige bis starke Expressionen fiir HIF-1 a gefunden
werden konnten (Tab. 9). Es bestand auch kein signifikanter Zusammenhang zwischen der
Expression des Transkriptionskomplexes HIF-1 o und dem Tumorstadium (y*-Test, p = 0,08)
sowie dem N-Stadium (y>-Test, p = 0,157).

Zusatzlich gab es keine Korrelation zwischen der Expression von HIF-1 o und der
histopathologischen Differenzierung. So wurde bei mehr als der Hilfte der hoch
differenzierten Karzinome mifige bis starke Expressionen gegen HIF-1 o beobachtet. Im
Gegensatz dazu konnte aus bisheriger klinischer Sicht nicht erwartet werden, dass mehr als
40% der méBig- und schlecht differenzierten Mundhohlenkarzinome eine negative oder nur
geringe Expression von HIF-1 a zeigen. Alle Ergebnisse zum Zusammenhang des Gradings

und der Expression von HIF-1 a sind in Tab. 10 zusammengefasst.

28



Tab.10 Zusammenhang zwischen der Expression von HIF-1 o und dem Grading beim
Plattenepithelkarzinom der Mundhohle (n=82)
IRS HIF-1 a €] G2 G3
Negativ 0-2 4 5 2
Schwach 3-4 8 13 3
MaiBig 6- 8 13 16 11
Stark 9 - 12 1 5 1

Die statistische Analyse ergab, dass zwischen der Expression von HIF-1 a und dem Grading
kein signifikanter Zusammenhang bestand (¥>-Test, p = 0,654).

Ferner konnte kein Zusammenhang zwischen der Expression von HIF-1 a und dem Stadium
der Tumorerkrankung gefunden werden. Es entfielen gut 50% der mifigen bis starken
Expressionen von HIF-1 a auf die giinstigeren Stadien I und II. Im Gegensatz dazu zeigten
etwa 35% der fortgeschrittenen Stadien III und IV negative oder nur méBige Expressionen
von HIF-1 a als Ausdruck einer geringgradigen Hypoxie. Die jeweiligen Expressionen sind

im Detail in Tab. 11 zusammengefasst.

Tab.11 Zusammenhang zwischen der Expression von HIF-1 a und dem Grading beim
Plattenepithelkarzinom der Mundhéhle (n=82)

IRS HIF-1 a Stadium I Stadium II Stadium III Stadium IV
Negativ 0-2 2 3 1 5
Schwach 3-4 7 7 4 6
MaiBig 6- 8 10 8 4 18
Stark 9 -12 0 2 2 3

Es zeigte sich, dass die Hypoxie einen wesentlichen Einfluss auf das Uberleben der Patienten
hatte. Die Expressionen fiir HIF-1 o waren der 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit
umgekehrt proportional. Zudem waren anhand der Expressionen dieses Proteins sehr
detaillierte prognostische Aussagen mdglich. Je stirker HIF-1 o exprimiert wurde, desto
geringer war die Uberlebenswahrscheinlichkeit. So fand sich bei einer negativen Expression
von HIF-1 o eine 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit von 90%, wohingegen das
Uberleben im Falle einer Uberexpression von HIF-1 o als Ausdruck hochgradiger Hypoxie

im Tumorgewebe auf lediglich 30% sank (Abb. 10). Der Zusammenhang zwischen der
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Expression von HIF-1 a und dem Uberleben der Patienten war statistisch signifikant (y2-
Test, p = 0,013). Allerdings ergab sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen der
Expression von HIF-1 o und dem Auftreten von Rezidiven (y*-Test, p = 0,552, Tab. 12).

SchlieBlich konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Stadium der
Tumorerkrankung und der Hypoxie, gemessen an der Expression von HIF-1 a, bewiesen

werden (y>-Test, p = 0,699).

Tab.12 Zusammenhang zwischen der Expression von HIF-1 o und einem Rezidiv
beim Plattenepithelkarzinom der Mundhohle (n=82)

IRS HIF-1 a Rezidiv Kein Rezidiv unbekannt
Negativ 0-2 2 9 0
Schwach 3-4 4 20 0
MiBig 6- 8 11 28 1
Stark 9-12 3 4 0
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Abb. 10 Abhingigkeit des Uberlebens beim Plattenepithelkarzinom der

Mundhohle von der Expression des Transkriptionsfaktors HIF-1a
(n=82, + zensierte Fille)
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Nach Zusammenfassen der im klinischen Verlauf gilinstigeren negativen und schwachen
Expressionen fiir HIF-1 a (Gruppe 1) und einer Gegeniiberstellung mit den méBigen und
starken Expressionen fiir dieses Protein (Gruppe 2) war das Uberleben in der Gruppe 2 mit
den miBigen und starken HIF-1 a -Expressionen im Tumor ca. 45% schlechter. In der
multivariaten Cox’s-Regressionsanalyse (adj. nach Tumorgrofle und Grading) fand sich ein
3,7-fach erhohtes Risiko des tumorassoziierten Versterbens, wenn der Nachweis von HIF-1
a im Tumorgewebe einen IRS-Wert von > 6 aufwies (p = 0,0013). In der Abb. 12 ist das
Uberleben in Abhingigkeit von verschiedenen Firbeintensititen fiir HIF-1 o im

Plattenepithelkarzinom der Mundhohle dargestellt.
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Abb. 11 5-Jahres-Uberlebensrate bei Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom der

Mundhdhle in Abhédngigkeit von der Expression des Transkriptionsfaktors
HIF-1 a. (Cox-Regressions-Analyse, n=82)

Blaue Linie: Negative oder schwache Expression von HIF-1 o [IRS 0-4]
Rote Linie: ~ MaBige bis starke Expression von HIF-1 a [IRS 6-12]
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Abb. 12 Immunhistochemische Farbungen fiir HIF-1a im Plattenpithelkarzinom der
Mundhohle
Links oben IRS 12, VergréBerung 100-fach
Rechts oben IRS 12, Vergroerung 200-fach
Links unten IRS 8, VergroBerung 100-fach
Rechts unten IRS 8, VergroBerung 200-fach

4.2.2 GLUT-1

Immunhistochemische Farbungen fiir das Glukosetransportmolekiil GLUT-1 konnten in 79
von 82 Fillen vorgenommen werden. 47 (59%) der Schnitte waren positiv fiir GLUT-1
gefdrbt. In 32 (41%) Féllen wurde eine negative Farbung gegen dieses Protein registriert.
Die einzelnen Expressionen sind in den Tabellen 13 — 16 zusammengefasst. Tab. 13 zeigt
den Zusammenhang zwischen der Expression von GLUT-1 und der GréBe des
Primédrtumors, Tab. 14 stellt die GLUT-1-Expression dem N-Stadium gegentiiber. Aus Tab.
15 geht die Expression dieses Proteins in Abhéingigkeit vom Grading und aus Tab. 16 der
Zusammenhang zwischen der GLUT-1-Expression und dem Stadium der Tumorerkrankung

hervor.
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Tab. 13 Zusammenhang zwischen der Expression von GLUT-1 und der Grofle des
Primartumors beim Plattenepithelkarzinom der Mundhohle (n=79)

IRS GLUT-1 T1 T2 T3 T4
Negativ 0-2 11 14 2 5
Schwach 3-4 3 2 3 5
Maifig 6- 8 4 11 1 6
Stark 9 -12 4 3 2 3

Es zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Expression von GLUT-1 und
der GroBBe des Primértumors. Sowohl beim klinischen T-Stadium (y*-Test, p = 0,340) als
auch beim pT-Stadium (y*>-Test, p = 0,147) konnte keine signifikante Korrelation beobachtet
werden. Zudem konnte auch kein statistischer Zusammenhang zwischen der Expression von
GLUT-1 und den {ibrigen etablierten klinischen und histologischen Parametern gefunden
werden. So korrelierte GLUT-1 nicht mit der Differenzierung (y>-Test, p=0,856), der Anzahl
von Lymphknotenmetastasen (y*-Test, p = 0,135) und dem Stadium der Tumorerkrankung
(x>-Test, p = 0,101). Es konnte ein Einfluss des Glukosetransportmolekiils GLUT-1 auf die
Entstehung eines Rezidivs gefunden werden, auch wenn die statistische Signifikanz knapp
verfehlt wurde (¥% p = 0,079). So entwickelten negativ GLUT-1 exprimierende Karzinome
in 14,3% der Félle ein Rezidiv. Dieser Wert betrug bei schwacher GLUT-1-Expression
18,2% und stieg auf 65% an, wenn dieses Protein miBig oder stark exprimiert wurde. Die
Expression von GLUT-1 korrelierte deutlich mit dem Uberleben der Patienten. Negativ
GLUT-1-exprimierende Tumorpatienten hatten ein 5-Jahres-Uberleben von 75%. Das

Uberleben sank auf 40% im Falle einer méBigen Expression dieses Proteins (Abb. 13).

Tab. 14 Zusammenhang zwischen der Expression von GLUT-1 und der Anzahl von
Lymphknotenmetastasen beim Plattenepithelkarzinom der Mundhohle
(n=79)

IRS GLUT-1 NO N1 N2 N3
Negativ 0-2 16 11 5 0
Schwach 3-4 6 3 4 0
MaiBig 6- 8 9 7 4 2
Stark 9 - 12 5 4 3 0
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Tab. 15 Zusammenhang zwischen der Expression von GLUT-1 wund der

histopathologischen Differenzierung [Grading] beim Plattenepithelkarzinom

der Mundhohle (n=79)

IRS GLUT-1 Gl G2 G3
Negativ 0-2 11 16 5
Schwach 3-4 3 7 3
MiBig 6- 8 6 9 7
Stark 9 - 12 4 6 2
Tab. 16 Zusammenhang zwischen der Expression von GLUT-1 und dem Stadium der

Tumorerkrankung beim Plattenepithelkarzinom der Mundhohle (n=79)

IRS GLUT-1 | IT 11T v
Negativ 0-2 10 12 3 7
Schwach 3-4 3 1 1 8
MaiBig 6- 8 3 6 2 11
Stark 9 - 12 3 1 3 5

Typische immunhistochemische Férbungen fiir GLUT-1 sind in Abb. 15 ersichtlich.
Charakteristisch ist dabei die membranstédndige Farbung.

Aufgrund der verhiltnismédBig kleinen Gruppen von Karzinomen, die GLUT-1 stark
exprimierten, lieBen sich detaillierte Aussagen zur Prognose bei méBigen Expressionen
gegen dieses Protein treffen. Eine miBige Expression im Tumor korrelierte mit verkiirzten
Uberlebenszeiten. Der prognostische Einfluss des Glukosetransportmolekiils GLUT-1 wird
noch deutlicher, wenn man méBige und starke Expressionen zusammenfasst und diese den
negativen oder geringen Expressionen gegeniiberstellt. Die multivariate Cox’s-Regressions-
Analyse (adj. nach TumorgroBBe und Grading) erfolgte durch Vergleich der drei groflen
Gruppen: Karzinome mit einer negativen oder einer schwachen Farbung fir GLUT-1
(zusammen n = 46) wurden den Tumoren mit einer mafigen bis starken Expression (n = 31)
gegeniibergestellt (Abb. 14). Dabei konnte ein 4-fach erhohtes Risiko des tumorassoziierten
Versterbens festgestellt werden, wenn GLUT-1 méBig und stark im Karzinom exprimiert

wurde (p =0,014).
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Abb. 15

Immunhistochemische Féarbung fiir GLUT-1 an mehreren
Plattenepithelkarzinomen der Mundhdhle, 100- (links) bzw. 200- (rechts)
fache Vergroferungen im Lichtmikroskop

Oben: Negative Expression [IRS =0-2]
Mitte : MaiBige Expression [IRS = 6]
Unten: Starke Expression  [IRS =12]
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4.2.3 Carboanhydrase IX

Alle 82 Mundhohlenkarzinome konnten fiir CA X immunhistochemisch untersucht werden.
Dabei waren die immunhistochemischen Nachweise fiir dieses Enzym bei 35 (42,6%)
Patienten positiv (IRS > 3) und in 47 (57,4%) Fillen negativ (IRS 0-2).

Die Uberlebenswahrscheinlichkeit war im Falle von negativer Expression von CA IX mit
63,6% allerdings nur minimal besser als bei Vorliegen einer miBigen bis starken CA IX-
Expression (61,5%, Abb. 16). Dabei korrelierte die Expression von CA IX nicht mit dem
Tumorstadium (y>-Test, p = 0,494; Tab. 17) und dem Ausmall von Lymphknotenmetastasen
(>-Test, p = 0,945; Tab. 18). Zudem bestand kein statistisch signifikanter Zusammenhang
zwischen der Expression von CA IX und dem Grading (¥*-Test, p = 0,392; Tab. 19) sowie
dem Stadium der Tumorerkrankung (%*-Test, p = 0,905; Tab. 20).
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= Tgréter 2 | positiv
——0-2 negativ-zensiert
gréflier 2 | positiv-
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E 0.4
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0,0
T T T T
0,00 20,00 40,00 80,00
Uberleben in Monaten
Abb. 16 Abhingigkeit des Uberlebens beim Plattenepithelkarzinom der

Mundhéhle von der Expression der Carboanhydrase IX
(n=82, + zensierte Fille)

Blaue Linie  negative bis schwache Expression [IRS 0-6]
Rote Linie  maiBige und starke Expression [IRS 8-12]
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Tab. 17

Zusammenhang zwischen der Expression von CA IX und der GroBe des

Primartumors beim Plattenepithelkarzinom der Mundhohle (n=82)

IRS CA IX T1 T2 T3 T4
Negativ 0-2 12 19 6 10
Schwach 3-4 7 6 3 5
MaBig 6- 8 3 5 1 3
Stark 9 -12 0 1 0 1

Tab. 18 Zusammenhang zwischen der Expression von CA IX und der GroBe des

Primartumors beim Plattenepithelkarzinom der Mundhohle (n=82)

IRS CA IX NO NI N2a N2b N2c¢ N3
Negativ 0-2 21 17 0 4 3 2
Schwach 3-4 9 5 1 3 3 0
Maifig 6- 8 7 4 0 0 1 0
Stark 9 -12 0 1 0 1 0 0

Tab. 19 Zusammenhang zwischen der Expression von CA IX und dem Grading beim

Plattenepithelkarzinom der Mundhohle (n=82)

IRS CA IX Gl G2 G3
Negativ 0-2 15 21 11
Schwach 3-4 8 12 1
MaiBig 6- 8 2 6 4
Stark 9 - 12 1 0 1

Tab. 20

Zusammenhang zwischen der Expression von CA IX und dem Grading beim
Plattenepithelkarzinom der Mundhohle (n=82)

IRS CA IX Stadium I Stadium II Stadium III Stadium IV
Negativ 0-2 11 12 6 18
Schwach 3-4 6 5 3 7
MaiBig 6- 8 2 2 2 6
Stark 9 -12 0 1 0 1
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Das typische immunhistochemische Férbemuster fir den Nachweis von CA IX an

Mundhohlenkarzinom-Geweben unter Darstellung verschiedener Farbeintensititen geht aus

der Abb. 17 hervor.

Abb. 17 Immunhistochemische Férbungen fiir Carboanhydrase 9 [CA IX] am
Plattenepithelkarzinom der Mundhohle
Typische membranstindige Farbemuster
Links oben  IRS 9, VergroBerung 200-fach
Rechts oben IRS 6, Vergroferung 200-fach
Links unten IRS 3, VergroBerung 200-fach
Rechts unten IRS 4, VergroBerung 200-fach

4.2.4 VEGF-C

Die immunhistochemischen Nachweise fir VEGF-C ergaben, dass die Mehrheit der
Praparate (n=44) durch eine negative Férbung auffiel. In Tab. 21 ist zundchst der
Zusammenhang zwischen der Expression von VEGF-C und der Grofe des Priméartumors

zusammengefasst.
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Tab. 21 Zusammenhang zwischen der Expression von VEGF-C und der Grofie des

Priméirtumors beim Plattenepithelkarzinom der Mundhohle (n=82)

IRS VEGF-C T1 T2 T3 T4
Negativ 0-2 10 17 4 13
Schwach 3-4 8 8 7 3
MaBig 6- 8 4 6 0 1
Stark 9 -12 0 0 0 1

Tab. 22 Zusammenhang zwischen der Expression von VEGF-C und der Anzahl von

Lymphknotenmetastasen beim Plattenepithelkarzinom der Mundhdhle (n=82)

IRS VEGF-C NO N1 N2a N2b N2c N3
Negativ 0-2 18 17 0 4 3 2
Schwach 3-4 12 6 1 4 3 0
MaiBig 6- 8 7 3 0 0 1 0
Stark 9 -12 0 1 0 0 0 0

Tab.23 Zusammenhang zwischen der Expression von VEGF-C und dem Grading

beim Plattenepithelkarzinom der Mundhohle (n=82)

IRS VEGF-C Gl G2 G3
Negativ 0-2 10 23 11
Schwach 3-4 11 12 3
MaiBig 6- 8 5 3 3
Stark 9 - 12 0 1 0

Die Tab. 22 verdeutlicht die Gegeniiberstellung der Farbeintensititen fiir VEGF-C beziiglich
des Lymphknotenstatus, Tab. 23 den Zusammenhang VEGF-C-Expression und Grading.
Aus der Tab. 24 geht schlieSlich das Verhiltnis zwischen der VEGF-C-Expression und dem
Stadium der Tumorerkrankung hervor. Das charakteristische Farbemuster gegen dieses

Mitogen der Lymphangiogenese ist in Abb. 18 dargestellt.



Tab.24 Zusammenhang zwischen der Expression von VEGF-C und dem Stadium der
Tumorerkrankung beim Plattenepithelkarzinom der Mundhohle (n=82)

IRS VEGF-C Stadium I Stadium II Stadium III Stadium IV
Negativ 0-2 11 12 6 15
Schwach 3-4 8 7 1 10
MaiBig 6- 8 0 0 5 6
Stark 9 -12 0 1 0 0

Abb. 18 Immunhistochemische Farbungen fiir VEGF-C am Plattenepithelkarzinom der
Mundhoéhle.
Links oben  Starke Expression  [IRS 9, 100-fache Vergroferung]
Rechts oben Starke Expression  [IRS 9, 200-fache VergroBerung]
Links unten MaiBige Expression [IRS 6, 100-fache Vergroferung]
Rechts unten MaBige Expression [IRS 6, 200-fache VergroBerung]

Es zeigte sich kein Zusammenhang zwischen der Expression von VEGF-C und den klinisch-
pathologischen Parametern. Die Expressionen korrelierten nicht mit der Tumorgrof3e (y*-
Test, p = 0,31), der Anzahl von regiondren Lymphknotenmetastasen (y>-Test, p = 0,894),
dem Grading (¥*-Test, p = 0,198) und dem Stadium der Tumorerkrankung (y>-Test,

p = 0,588). Allerdings konnte ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen der
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VEGF-C-Expression und der Entwicklung eines Rezidivs gefunden werden (Bivariate

Korrelation, Spearman’s rank-Test, p = 0,046).

4.2.5 Von Hippel Lindau Protein [pVHL)]

Von den erfassten 82 Patienten konnten in 77 Fillen immunhistochemische Farbungen fiir
pVHL vorgenommen werden. Es handelte sich in mehr als der Hélfte aller Karzinome (n =
57; 54,3%) um negative Farbungen. Schwache Farbungen konnten bei 13 Tumorgeweben
(12,4%) registriert werden. Lediglich in 7 Féllen wurde pVHL méBig bzw. stark exprimiert
(6,7%). Die entsprechende Verteilung der einzelnen Farbeintensititen in Abhédngigkeit von
der Grof3e des Primartumors geht aus Tab. 24 hervor. Tab. 25 zeigt den Zusammenhang der
Expression von pVHL und dem AusmaBl von Lymphknotenmetastasen, Tab. 26 die
Beziehung zum Grading. Schliefllich ist die Expression von pVHL dem Stadium der
Tumorerkrankung gegentibergestellt (Tab. 27).

Tab. 24 Zusammenhang zwischen der Expression von pVHL und der GrofBe des
Primértumors beim Plattenepithelkarzinom der Mundhdhle (n=77)

IRS pVHL Tl T2 T3 T4
Negativ 0-2 17 21 7 12
Schwach 3-4 4 5 1 3
MaiBig 6- 8 1 2 1 0
Stark 9 -12 1 1 0 1

Tab. 25 Zusammenhang zwischen der Expression von pVHL und der Anzahl von
Lymphknotenmetastasen beim Plattenepithelkarzinom der Mundhdhle (n=77,
65 Fille mit einer histologischen Lymphknotenuntersuchung)

IRS pVHL NO NI N2a N2b N2¢ N3
Negativ 0-2 30 6 0 9 1 1
Schwach 3-4 6 2 1 2 1 0
MaiBig 6- 8 1 2 0 0 0 0
Stark 9 -12 2 1 0 0 0 0
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Tab. 26 Zusammenhang zwischen der Expression von pVHL und dem Grading beim
Plattenepithelkarzinom der Mundhohle (n=77)

IRS pVHL Gl G2 G3
Negativ 0-2 19 25 13
Schwach 3-4 2 8 3
MiBig 6- 8 1 2 1
Stark 9 - 12 1 2 0
Tab.27 Zusammenhang zwischen der Expression von pVHL und dem Stadium der

Tumorerkrankung beim Plattenepithelkarzinom der Mundhdhle (n=77)

IRS VEGF-C Stadium I Stadium II Stadium III Stadium IV
Negativ 0-2 17 14 6 20
Schwach 3-4 2 3 1 7
MaiBig 6- 8 1 1 1 1
Stark 9 - 12 0 1 1 1

Im Chi-Quadrat-Test konnte gefunden werden, dass die Expression von pVHL nicht mit der
TumorgroBle (p=0,264), mit dem AusmaBl von Lymphknotenmetastasen (p= 0,163), der
histopathologischen Differenzierung (p=0,778) und dem Stadium der Tumorerkrankung
(p=0,926) korrelierte.

Die Expression des von-Hippel-Lindau-Proteins hatte jedoch einen deutlichen Einfluss auf
das Uberleben der Patienten. Interessanterweise fand sich eine umgekehrte Proportionalitiit
zwischen der Expression von pVHL und dem 5-Jahres-Uberleben der Patienten. So konnte
im Fall einer negativen bzw. schwachen Expression von pVHL eine
Uberlebenswahrscheinlichkeit von 69% gefunden werden, wihrend dieser Wert bei einer
mifigen bis starken Expression dieses Proteins auf nur noch 20% abfiel. Abb. 19 zeigt die

entsprechenden KAPLAN MEIER Kurve.
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Abb. 19 Abhingigkeit des Uberlebens beim Plattenepithelkarzinom der

Mundhohle von der Expression des von Hippel-Lindau-Proteins [pVHL]
(n=77, + zensierte Félle)

Blaue Kurve: IRS 0-4

Rote Kurve: IRS 6-12

Mit Hilfe der multivariaten Cox’s Regressionsanalyse (adj. nach Tumorgrofle und
Differenzierung) konnte ein 3,7-fach erhohtes Risiko des tumorassoziierten Versterbens
gefunden werden, wenn im Tumorgewebe pVHL méaBig bzw. stark exprimiert wurde
(p = 0,014). Ein typisches immunhistochemisches Farbemuster fiir pVHL ist in Abb. 20
gezeigt.
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Abb. 20 Immunhistochemische Férbungen fiir pVHL am Plattenepithelkarzinom der
Mundhéhle
Links oben: starke Expression  [IRS 12, Vergroerung x 200]
Rechts oben:  miBige Expression [IRS 8, Vergroferung x 100]
Links unten: negative Expression [IRS 0, VergroBerung x 100]
Rechts unten:  maiBige Expression [IRS 8, Vergroferung x 100]

4.3  Koexpression von hypoxie-relevanten Proteinen

Zwecks einer detaillierten Abschidtzung der Prognose der Karzinompatienten fiir die
klinische Routine war es sinnvoll, den Einfluss mehrerer exprimierter Proteine genauer zu
analysieren. Zunéchst wurden die Proteine HIF-1a und GLUT-1 miteinander kombiniert und
in der KAPLAN-MEIER-Analyse untersucht.

Aus der Abbildung 21 geht ein additiver Effekt der beiden hypoxie-abhingigen Proteine
HIF-1 o und GLUT-1 hervor. Waren beide Proteine nicht bzw. schwach exprimiert, ergab
sich ein 5-Jahres-Uberleben von mehr als 83%, wohingegen im Falle einer miBigen bis
starken Expression beider Proteine die Uberlebenswahrscheinlichkeit um mehr als 50% auf

nur noch 25,7% sank. Beide Proteine HIF-la und GLUT-1 sind unabhéngige

45



Prognosemarker beim Plattenepithelkarzinom der Mundhohle. In der multivariaten Cox’s-

Regressions-Analyse zeigte sich ein 10-fach erhohtes Risiko des tumorassoziierten

Versterbens, wenn HIF-1a und GLUT-1 méBig bis stark exprimiert waren (p = 0,001).
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KAPLAN-MEIER-Analyse zur Koexpression von HIF-1a und GLUT-1 an 77
Geweben eines Mundhdhlenkarzinoms

Ahnliche Zusammenhiinge konnten bei der gemeinsamen Betrachtung von HIF-1 o und CA

IX gefunden werden. So zeigten jene 22 Mundhéhlenkarzinome, welche die beiden Proteine

HIF-1 a und CA IX nicht exprimierten, eine 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit von

95%, wihrend die Karzinome, die beide Proteine iiberexprimierten, eine Uberlebens-

wahrscheinlichkeit von nur noch 55% aufwiesen (Abb. 22).
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Abb. 22 Cox’s-Regressions-Analyse zum Einfluss des Transkriptionsfaktors HIF-1a

und der Carboanhydrase 9 (CA IX) auf das Uberleben bei 82 Patienten mit
einem Plattenepithelkarzinom der Mundhdhle

Blau HIF-10 und CA IX Expression

Griin HIF-1a negative oder schwache und CA IX méBige bis starke
Expression

Orange HIF-1a und CA IX méBige bis starke Expression

Rot HIF-1a méBige bis starke und CA IX negative oder schwache
Expression

Zur Frage, welchen Einfluss eine gleichzeitige Expression von HIF-1a und pVHL auf das
Uberleben bei Patienten mit einem Mundhdhlenkarzinom hatte, wurde die Beziehung
zwischen der Expression beider Proteine und dem Uberleben mittels der Cox's-
Regressionsanalyse untersucht. Im Falle einer negativen oder lediglich schwachen
Expression beider Proteine betrug das Uberleben mehr als 80%. Bei einer miBigen bis
starken Expression von HIF-1a in Kombination mit einer negativen oder schwachen pVHL-
Expression fiel dieser Wert auf 53%, um im Falle einer méBigen bis starken Expression
beider Proteine auf nur noch gut 20% abzufallen. Die entsprechenden

Uberlebenswahrscheinlichkeiten sind in Abb. 23 zusammengefasst. In der multivariaten
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Cox’s-Regressionsanalyse (adj. nach TumorgroBBe und Grading) konnte eine 8,1-fach
erhohtes Risiko des tumorassoziierten Versterbens gefunden werden, wenn sowohl HIF-1a

als auch pVHL im Tumorgewebe méBig bis stark exprimert wurden (p = 0,013).
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Abb. 23 Cox’s-Regressions-Analyse (adj. nach Tumorgrole und Grading) zum

Einfluss des Transkriptionsfaktors HIF-la. und dem von Hippel-Lindau
Protein (pVHL) auf das Uberleben bei Patienten mit einem
Plattenepithelkarzinom der Mundhohle (n=77)

Griin HIF-1o und pVHL negativ

Blau HIF-1a méBig oder stark exprimiert und pVHL negativ

Orange HIF-1a negativ oder schwach und pVHL miBig oder stark
exprimiert

Rot HIF-1a und pVHL méBig oder stark exprimiert

SchlieBlich wurden die Proteine HIF-1a, GLUT-1 und pVHL gemeinsam hinsichtlich ihres
Einflusses auf das Uberleben der Mundh&hlenkarzinompatienten betrachtet. Dabei gelang es,
anhand der Coexpression dieser drei Proteine Gruppen mit unterschiedlicher
Uberlebensprognose zu formulieren. Es fand sich eine erste Gruppe mit 22 Patienten
(28,6%), welche alle drei Proteine nicht oder lediglich schwach exprimierte und eine

Uberlebenswahrscheinlichkeit von mehr als 85% aufwies. Wenn nur HIF-1a miBig oder
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stark exprimiert wurde, eine Induktion des Zielproteins GLUT-1 aber ausblieb und pVHL

ebenfalls negativ oder allenfalls schwach exprimiert wurde, konnte immerhin noch eine

Uberlebensprognose von 75% konstatiert werden (n=20, 25,9% der Gesamtpopulation). Im

Gegensatz dazu betrug die 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit nur noch gut 33%, wenn

alle drei Proteine hochgradig im Tumorgewebe nachweisbar waren. Eine derart ungiinstige

Uberlebensprognose traf fiir knapp ein Viertel der betrachteten Patienten zu (n=18, 23,3%).
Die dazugehorigen KAPLAN-MEIER-Kurven sind aus Abb. 24 ersichtlich, die Ergebnisse

der entsprechenden Cox’s-Regressionsanalyse sind in Abb. 25 dargestellt.
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KAPLAN-MEIER-Analyse zum Einfluss des Transkriptionsfaktors HIF-1a
und dem von  Hippel-Lindau  Protein (pVHL) und dem
Glukosetransportmolekiil GLUT-1 auf das Uberleben bei Patienten mit einem
Plattenepithelkarzinom der Mundhohle (n=77; + = jeweils zensiert)

Griin GLUT-1 und pVHL negativ bis schwach; HIF-1a maBig bis stark
Blau HIF-1a, GLUT-1 und pVHL negativ bis schwach

Rot HIF-1a, GLUT-1 maéaBig bis stark, pVHL negativ exprimiert
Wegen der zum Teil anhand der Proteinexpressionen sehr kleinen Gruppen
erfolgt zur besseren Ubersichtlichkeit nur eine nihere Erklirung zu diesen
drei Hautgruppen.
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Abb. 25 Cox’s-Regressions-Analyse (adj. nach TumorgroBe und Grading) zum

Einfluss des Transkriptionsfaktors HIF-1a, dem von Hippel-Lindau Protein

(pVHL) und dem Glukosetransportmolekiil GLUT-1 auf das Uberleben bei

Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom der Mundhdhle (n=77)

Zur besseren iibersicht Beachtung der blauen und der rote Kurve

Blaue Kurve: HIF-1a, GLUT-1 und pVHL negativ [IRS 0 — 2]

Rote Kurve HIF-1a und GLUT-1 stark positiv [IRS 6 - 12] in
Kombination mit pVHL negativ [IRS 0 - 2]

Die Korrelation einer mifligen bis starken Expression des Transkriptionskomplexes HIF-1a
und pVHL in Kombination mit dem Glukosetransportmolekiil GLUT-1 mit einem
verkiirzten Uberleben der Patienten war statistisch hoch signifikant (log rank-Test,
p = 0.000014, Abb. 24). Mittels der multivariaten Cox’s-Regressionsanalyse (adj.
nachTumorgrofle und Grading) konnte gezeigt werden, dass alle drei Proteine unabhingige
Prognosemarker sind. Wenn diese Proteine im Tumorgewebe méBig bis stark exprimiert
werden, besteht ein mehr als 17-fach erhohtes Risiko des tumor-assoziierten Versterbens

(Cox’s-Regressionsanalyse, p= 0,000093, Abb. 25).
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Abb. 26 KAPLAN-MEIER-Analyse zur  Korrelation der  Expression des

Transkriptionsfaktors HIF-1a, des von Hippel-Lindau Proteins (pVHL), des
Glukosetransportmolekiils GLUT-1 und der CA IX auf das Uberleben bei
Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom der Mundhohle (n=75, + zensierte

Fille)

Blau alle vier Proteine (HIF-1a, GLUT-1, pVHL und CA IX)
negativ, n = 12 Patienten

Rot HIF-1a und GLUT-1 hochgradig exprimiert, pVHL negativ
und CA IX positiv oder auch negativ (n=18 Patienten)

Griin Population von Karzinomgeweben ohne charakteristisch

Koexpression aller vier Proteine, n=45 Patienten

Dieser eindeutige Trend der Verschlechterung des Uberlebens in Abhingigkeit einer hohen
Expression hypoxie-relevanter Proteine erhértete sich, wenn zu den bisher betrachteten drei
Proteinen noch die Expression der CA IX hinzugezogen wurde. Hierbei konnte eine Gruppe
von 12 Patienten herauskristallisiert werden, deren Tumoren alle vier Proteine nicht oder nur
schwach exprimierten. Das Uberleben war mit 91,7% sogar noch etwas besser und nahezu
dem der gesunden Normalpopulation identisch. Demgegeniiber fand sich eine weitere

Gruppe mit insgesamt 18 Patienten, deren 5-Jahres-Uberlebenwahrscheinlichkeit nur noch
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rund 33% betrug, wenn HIF-la und GLUT-1 miBig bis stark im Karzinomgewebe
nachgewiesen wurden (log rank-Test, p = 0,000056, Abb. 26). Die dritte groe Gruppe
umfasste jene 45 Patienten, die eine uncharakteristische Coexpression von HIF-1a, GLUT-1,
pVHL und CA IX aufwiesen. Die Uberlebenswahrscheinlichkeit fiir diese Gruppe war
entsprechend mit gut 71% etwas hoher als die der gesamten betrachteten Stichprobe. Die
multivariate Cox’s-Regressionsanalyse (adj. nach Tumorgrée und Grading) bescheinigte
zeigte flir die Patienten mit méBiger bis starker Expression von GLUT-1 und HIF-la in
threm Tumor ein 14,8-fach erhohtes Risiko des tumorassoziierten Versterbens (p =

0,000003).

4.4  Aniamie und praoperative Himoglobinkonzentrationen

Zur Frage eines moglichen Einflusses des prioperativen Hb-Wertes auf die Prognose der
Karzinom-Patienten und fiir Riickschliisse auf das Ausmall der Tumorhypoxie anhand des
Hb-Wertes erfolgte eine detaillierte Erfassung der Hadmoglobinkonzentrationen aller 82
Patienten mit einem Mundhohlenkarzinom. Dabei betrug der durchschnittliche Hb-Wert aller
Patienten mit einem Mundhohlenkarzinom 8,89 mmol/l, der Median 9,1 mmol/l. Unter
Beriicksichtigung der Grenzwerte fiir einen optimalen Hb-Wert nach Vaupel zeigten sich bei
nur drei Patienten (2,5% des Gesamtkollektivs) eine schwere Andmie (Hb < 6,8 mmol/l). All
drei Patienten waren Manner. Bei knapp 19% der Patienten fand sich eine milde Form der
Anidmie, wobei dies 8 Minner und 2 Frauen waren. Mehr als die Halfte aller Patienten
préisentierte unmittelbar vor der Tumoroperation normale Himoglobinkonzentrationen; bei
43 Patienten lag der Hb-Wert zwischen 8 und 9,4 mmol/l. Nach den Vaupel 'schen Kriterien
war die Hamoglobinkonzentration bei etwa einem Drittel aller Patienten (n = 24) zu hoch.
Im Chi-Quadrat-Test konnte keinerlei Zusammenhang zwischen dem préoperativen Hb-Wert
und der Expression von hypoxie-assoziierten Proteinen gefunden werden. So konnte kein
Einfluss auf die Expression des Transkriptionskomplexes HIF-1a [y*-Test, p = 0,958) und
dem Glukosetransportmolekiill GLUT-1 bestétigt werden [y>-Test, p = 0,397]. Lediglich bei
der membranstdndigen Carboanhydrase 9 zeigte sich ein Trend zur Signifikanz zwischen der
Expression dieses Enzyms und einem niedrigen Hb-Wert [y>-Test, p = 0,055]. AuBBerdem
konnte kein Zusammenhang zwischen dem prioperativen Hb-Wert und dem Uberleben der

Karzinompatienten registriert werden (log rank-Test, p=0,68).
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5 Diskussion

5.1 Patienten und Uberlebenswahrscheinlichkeit

Plattenepithelkarzinome der Mundhohle gehoren zu den zehn haufigsten Malignomen des
Menschen. Weltweit ist von einer steigenden Inzidenz dieser Tumorentitit auszugehen
(Hemprich und Miiller 1989, Lippmann et al. 1994, Howaldt 2000). Diese Inzidenzzunahme
beim Mundhohlenkarzinom ist mittlerweile durch umfassende Studien sowohl bei Méannern
als auch bei Frauen nachgewiesen (Conway et al. 2006). Zum gegenwirtigen Zeitpunkt
dominieren noch ménnliche Patienten eindeutig das Krankengut (Chen et al. 1999). Der
Altersgipfel der Erkrankung liegt jenseits des 50. Lebensjahres (Choi et al. 2006), obwohl in
umfassenden neueren Analysen vermehrt von deutlich jiingeren Patienten mit einem
Plattenepithelkarzinom der Mundhohle berichtet wird (Ordnung et al. 1992, Martin-Granizo
et al. 1997, Chen et al. 1999, Oliver et al. 2000, Popovtzer et al. 2004, Garavello et al. 2007).
Durch eine Zunahme der Noxen wurde vor allem in den letzten Jahren vermehrt von
jingeren weiblichen Patienten berichtet (Chidzonga 2006). Allerdings ist die Anzahl
jingerer Karzinompatienten seit Anfang der 90er Jahre unverdandert und die urspriinglich
vermutete schlechtere Prognose jiingerer Patienten hat sich im Rahmen einer grof3
angelegten Multizenterstudie in Stidengland nicht bestétigt (Warnakulasuriya et al. 2007).

Zu beriicksichtigen ist, dass bei Patienten mit einem Mundhdhlenkarzinom im Sinne der
Feldkanzerogenisierung von einem 10-30%igem Risiko fiir die Entstehung eines
Zweitkarzinoms im Kiefer-Gesichtsbereich ausgegangen werden muss (Silvermann 2001).
Atiopathologisch bekannt und belegt ist fiir das Entstehen eines Mundhdhlenkarzinoms die
chronische Exposition von Alkohol bzw. intensivem Tabakgenuss (Brugere et al. 1986,
Boyle et al. 1993, La Vecchia et al. 1997, Hasina und Lingen 2001). Dadurch resultieren
Genverdanderungen mit den entsprechenden Verlusten in der Zellregulation. Erst dadurch ist
es den Tumorzellen moglich, zu tiberleben und alle Charakteristika eines malignen
autonomen Wachstums zu entfalten. Eine derartige Genverdnderung in Form des
Gluthathion-S-Transferase M1-Genotyps ist mittlerweile bekannt (Tripathy und Roy 2006).
Direkte DNA-Schiadigungen durch Nikotin konnten am humanen Tonsillengewebe
nachgewiesen werden (Semmler et al. 2006). Zudem ist die synergistische Wirkung von
Alkohol und Nikotin bekannt, wodurch das Risiko eines Mundhohlenkarzinoms im
Vergleich zur Normalbevilkerung um das 5 bis 16-fache ansteigen kann (van der Waal
1998).

Das Problem der Behandlung von Mundhéhlenkarzinomen liegt in der bekanntermallen nicht

gerade giinstigen Prognose; die 5-Jahres-Uberlebensrate bei oralen Plattenepithelkarzinomen
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liegt bei etwas mehr als 40% und hat sich in den letzten 30 Jahren trotz Zugewinns moderner
diagnostischer als auch operativer Verfahren nicht wesentlich verbessert (Hausamen 2000).
Die Angaben in der Literatur in den letzten Jahren schwanken erheblich zwischen 30%
(Sargeran et al. 2008) und Werten bis 65% (Metelmann 2000, Hyckel 1992, De Cassia Braga
Ribeiro 2003).

Die im Rahmen dieser aktuellen  Untersuchungen beobachtete  5-Jahres-
Uberlebenswahrscheinlichkeit betrug gut 62% und ordnete sich im oberen Drittel der in der
Literatur beschriebenen Angaben ein. Im direkten Vergleich mit den Ergebnissen der 80er
Jahre aus der eigenen Klinik konnte somit eine Verbesserung des Uberlebens um ca. 8 -10%
verzeichnet werden, auch wenn die statistische Signifikanz verfehlt wurde (y>-Test, p = 0,2,
Tischendorf 1990, Lautner 2006). Moderne diagnostische Verfahren und die Einflihrung der
Mikrochirurgie in das Fachgebiet erbrachten jedenfalls keine deutliche Verbesserung (Shklar
1995). An dieser Stelle muss spekulativ bleiben, ob diese aktuell beobachtete Verbesserung
eine Konsequenz der mikrochirugischen Techniken oder ein Effekt der doch deutlich
verbesserten Therapieoptionen im Rahmen einer Bestrahlung ist (Kuhnt et al. 2005).
Vergleichbare Uberlebensquoten konnten in einer umfassenden Arbeit von CHEN und
Mitarbeitern gefunden werden. Hierbei wurden im Raum Taiwan insgesamt 703 Patienten
mit einem  Plattenepithelkarzinom der Mundhohle erfasst. Die  5-Jahres-
Uberlebenswahrscheinlichkeit aller Patienten betrug knapp 58% (Chen et al. 1999). Ahnliche
Uberlebenschancen im deutschsprachigen Raum konnten in einer aktuellen Erfassung im
Saarland bestiitigt werden. Hier betrug die 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit 55,1%
(Brenner et al. 2005).

Mit einer 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit reiht sich im internationalen Vergleich die
Patientengruppe der halleschen Kieferchirurgie im oberen Teil ein, wenn man bedenkt, dass
in Brasilien lediglich 33,4% das Mundhdhlenkarzinom nach 5 Jahren iiberlebten (Ribeiro et
al. 2000).

WOOLGAR berichtete im Rahmen einer Untersuchung an 200 Patienten mit einem
Mundhohlenkarzinom von einer den eigenen Ergebnissen vergleichbaren 5-
Jahresiiberlebensrate von 64 %, welche bei Patienten ohne vorhandene Lymphknoten-
metastasen sogar 81% betrug (Woolgar et al. 1999).

Einige aktuelle Veroffentlichungen belegten sogar noch hohere Prozentsdtze. So wird
beispielsweise aus der Wiirzburger Klinik von 75 % Uberlebenden nach 5 Jahren berichtet
(Miiller et al.2004). Nachteilig ist bei derartigen Studien allerdings das nicht streng
homogene Krankengut, wobei auch teilweise Lippenkarzinome mit einer bekanntlich

deutlich besseren Prognose in die Statistik inkludiert wurden (Bilkay et al. 2003). Der klare
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Vorteil der eigenen analysierten Stichprobe liegt darin, dass hierbei mittels einer
monozentrischen Studie ausschlieflich gut dokumentierte Plattenepithelkarzinome der
Mundhdhle  betrachtet wurden. Die aus kieferchirurgischer Sicht  wichtigste
Registerdatenanalyse des DOSAK (Deutsch-Osterreichisch-Schweizerischer Arbeitskreis fiir
Tumoren im Kiefer- und Gesichtsbereich), bei der 30 Kliniken mit einer Fallzahl von
mindestens 50 Patienten eingeschlossen wurden, gibt einen Bereich der 5-
Jahresiiberlebensrate von 46,5 bis 71% an (Eckardt 2001). Die Prognose ist beim
Mundhohlenkarzinom vom Stadium der Tumorerkrankung und auch von der Lokalisation
des Primartumors abhédngig (Hicks et al. 1997, Inagi et al. 2002).

Vom klinischen Aspekt her zeigten insbesondere Unterkieferkarzinome die schlechteste
Uberlebenszeit (De Vicente et al. 2001). Die 5-Jahresiiberlebensrate steht in direktem
Zusammenhang mit dem Tumorstadium (Lo et al. 2003).

Die eigenen Resultate unterstiitzen die Ergebnisse von CHEN und Mitarbeitern und auch
jene von LO und Koautoren. CHEN et al. bestitigten die Abhiingigkeit des Uberlebens vom
Stadium der Tumorerkrankung. So betrug diese im Stadium I noch 72%, wéhrend im
fortgeschrittenen Stadium IV nur 11,8% der Patienten fiinf oder mehr Jahre iiberlebten
(Chen et al. 1999). Etwas giinstiger waren die Prognoseaussagen in der Studie von LO an
375 Patienten mit einem Mundhdhlenkarzinom. Hier betrug das Uberleben im Stadium I
75% und beim Stadium IV noch 30% (Lo et al. 2003).

Die hier prisentierten Ergebnisse zur Uberlebensprognose beim Mundhdhlenkarzinom
waren allerdings eindeutig besser als die Erhebungen aus den Vereinigten Staaten von
Amerika aus der National Cancer Data  Base, welche von  einer
Uberlebenswahrscheinlichkeit von lediglich 42 % berichteten (Funk et al. 2002).

Die Prognose einer Tumorerkrankung muss zwangslaufig auch von der gewéhlten Therapie
abhédngig sein (kurative, palliative Strategie). So konnten grofle Verbesserungen zum
Gesamtiiberleben der Patienten in letzter Zeit durch radiologische oder kombiniert radio-
chemotherapeutische Konzepte erreicht werden. Beispielsweise berichtete KUHNT iiber ein
Uberleben von 50% bei lokal fortgeschrittenen Kopf-Hals-Malignomen durch
Optimierungen der Radiochemotherapie (Kuhnt et al. 2007). Aktuelle Resultate einer
Heidelberger Arbeitsgruppe bestétigten diesen positiven Trend, indem sie bei 207 Patienten
mit einer neoadjuvanten, kombinierten Radiochemotherapie (40 Gy + Cisplatin) ein
Gesamtiiberleben von 49,5% nach 5 Jahren bescheinigen konnten (Freier et al. 2008).
Umfassende Erhebungen zum Uberleben aus unserer Klinik stammen aus dem Jahre 1990
und beschreiben den Zeitraum von 1948 bis 1982 mit einer Rate von 44%, allerdings auf

einen 10-Jahres-Uberleben errechnet (Tischendorf 1990).
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Neben dem gesicherten Einfluss von Alkohol und Nikotin als Risikofaktoren fiir das
Entstehen eines Mundhohlenkarzinoms ist vor allen Dingen der Zeitpunkt der
Diagnosestellung mit den entsprechenden therapeutischen Interventionen wesentlich fiir das
Uberleben des Patienten (La Vecchia 1997). Eine groBere amerikanische Analyse der letzten
Jahre bestitigte, dass aus Sicht der Kliniker die Tumorgréfe und eine niedrige histologische
Differenzierung signifikant die Prognose der Patienten beeinflusste.

Die Autoren verwiesen aber auch darauf, dass eine patientenbezogene und individuelle
Risikoanalyse erfolgen sollte, welche in Zukunft mehr an Bedeutung erlangen wird. Bei
einer derartigen Risikoanalyse wéren neben den klassischen klinischen Parametern weitere
Prognosefaktoren auf molekularer Ebene wiinschenswert. Nur dadurch konnte eine
spezifische Tumortherapie eingeleitet werden, welche individuell die besten Chancen fiir ein
Therapieansprechen beim Mundhodhlenkarzinom bietet (Brandwein-Gensler et al. 2005). Zur
Abschédtzung des individuellen Risikos bei Patienten mit einem Mundhohlenkarzinom wurde
Anfang der 90er Jahre die Computergestiitzte individuelle Prognosestellung [CIP] etabliert,
welche seinerzeit ecine eindrucksvolle Methode darzustellen schien, anhand
priatherapeutischer klinischer und pathologischer Parameter die individuelle Prognose
berechnen zu konnen (Platz et al. 1992). In einer aktuellen Studie musste jedoch zur
Kenntnis genommen werden, dass mittels CIP keine addquaten Abschidtzungen zur
individuellen Prognose beim Mundhohlenkarzinom moglich sind (Odenwald 2007). Die
Ursachen hierfiir mogen einerseits im nicht mehr aktuellen Datenmaterial der Jahre 1977 —
1982 liegen, andererseits respektiert die CIP in keiner Weise Verdnderungen der Tumoren
auf molekularer Ebene. Auf den ergiinzenden Charakter von wihrend der Tumorprogression
exprimierten Proteinen wurde bereits Ende der 90er Jahre hingewiesen (Chiesa et al. 1999).
Schon damals wurde unterstrichen, dass durch derartige als Tumormarker beschriebene
Proteine das etablierte TNM-System und die histopathologische Differenzierung bei nur
geringen Mehrkosten wirkungsvoll erginzt werden konnten. Insgesamt muss anhand der
klinischen und pathohistologischen Ergebnisse konstatiert werden, dass der pradiktive Wert

des TNM-Systems und des Gradings im Einzelfall nicht ausreichend ist (Bisoffi et al. 2006).

Neben dieser immer noch eingeschriankten Vorhersage des individuellen Risikos anhand des
TNM-Systems und der histologischen Differenzierung bleibt insbesondere die Therapie
fortgeschrittener oder inoperabler Tumoren duBerst problematisch. Hier ist eine adaptierte
Therapie geradezu erforderlich, um dem Patienten eine Verlingerung des progressionsfreien
Intervalls bei akzeptabler Lebensqualitit ermdglichen zu konnen. Ein Erfolg versprechender

Ansatz scheint auch beim Mundhohlenkarzinom die Kenntnis des Hypoxiegrades im Tumor
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darzustellen. Dabei ist offensichtlich das hypoxische Tumorvolumen fiir die Prognose und
auch fiir die Therapiestrategie bedeutsamer als das gesamte Tumorvolumen selbst (Kuhnt et
al. 2005). Aus klinischer Sicht zeigte KUHNT, dass in Abhédngigkeit von den
Nekrosevolumina signifikante Uberlebensvorteile fiir die Patienten bestehen, wenn die
Radiatio mit einer Chemotherapie kombiniert wird (Kuhnt et al. 2005). Noch praziser
gelidnge eine solche auf den jeweiligen Patienten zugeschnittene Therapie, wenn bereits zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung detaillierte Einblicke in die hypoxische Situation des

Tumorgewebes mdglich wiren.

5.2 Pathways und Immunhistochemie

5.2.1 Rolle der Tumorhypoxie beim Plattenepithelkarzinom der Mundhohle

Seit etwa 10 — 15 Jahren stehen sog. molekulare Marker als Ausdruck der
pathobiochemischen Situation im Tumor in Form von Proteinexpressionen als Ergdnzung
zum TNM-System und zum Grading auch beim Plattenepithelkarzinom der Mundhdhle im
Zentrum des wissenschaftlichen Interesses. Zundchst fokussierte sich die Forschung neben
dem p53-Status auf Proteine, die als sog. Proliferationsmarker zusammengefasst wurden
(Bisoffi et al. 2006, Wendt und Bank 2002). Mittlerweile scheint ein verminderter
Sauerstoffpartialdruck im Tumorgewebe eine zentrale Rolle fiir die Aggressivitit des
malignen Prozesses darzustellen. Diese Tumorhypoxie ist ein generelles Phdnomen in
zahlreichen soliden Malignomen des Menschen, und ihre Rolle als biologischer Prozess zur
Unterstiitzung der Tumorprogression ist mittlerweile unbestritten (Kim et al. 2005). Unter
hypoxischen Bedingungen werden die Tumorzellen mittels komplexer Vorginge auf die
neue Situation adaptiert, welche genetischen Verdnderungen und adaptativen Prozessen
unterliegen, um tiiberleben und proliferieren zu kénnen. Die Folgen einer ausgeprigten
Tumorhypoxie manifestieren sich als Anderungen des Proteoms in Form einer
unspezifischen Adaptation an die ,neue” Mikroumgebung. Die generellen Wege zur
Adaptation sind anaerober Metabolismus, Angiogenese sowie Anderungen des Zell-zu-Zell-
Kontaktes, um die Situation verminderten Sauerstoffangebotes zu iiberwinden. Der
angepasste Tumorzellverband ist danach so gut adaptiert, dass das Uberleben und die
Proliferation bei reduziertem Sauerstoffpartialdruck sogar besser als zuvor funktionieren
(Hockel und Vaupel 2001). Abb. 27 zeigt schematisch einen der mdglichen
Adaptationsprozesse an die hypoxische Situation in einem Tumorzellverband in Form der

Ausbildung eines eigenen tumorspezifischen Gefa3systems.
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Im Rahmen der aktuellen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass einerseits bereits bei

sehr kleinen Tumoren eine hochgradige Expression von HIF-1 a als Ausdruck der schon im

Friihstadium existenten Tumorhypoxie vorliegen kann. So fanden sich bei den prognostisch

giinstigeren T;- und T,- Tumoren in 47% der Fille bereits miBige bis starke Expressionen

fiir HIF-1a, was als Ausdruck des Wechsels zu einem hypoxischerem und somit klar

aggressiverem Typ zu werten ist (vgl. Tab. 8). Andererseits konnte auch bewiesen

pO;

Tumormasse

Froteinexpression

4 mmlig 10 mmHp | mmHg

HiFx HIFux FHIFe HIFa

VEGE.A VEGE-A VEGE-A VEGF-A

Abb. 27

Schematische Darstellung der Anpassung des Tumorzellverbandes an die
zunehmende Hypoxie. Typisch fiir eine echte Hypoxie ist die Stablisierung
von HIF-1 o, welches schlieflich die Induktion von Targetgenen, wie z.B.
VEGF-A, nach sich zieht (iibernommen und modifiziert aus Brahimi-Horn
und Pouysségur 2006).

werden, dass die gesteigerte Expression des HIF-1 a-Proteins nicht nur in einer favorisierten

gesteigerten Gefdlneubildung miindet (sieche Abb. 27), sondern zahlreiche weitere Proteine

induziert, welche die Anpassung des Tumorzellverbandes an die hypoxische Situation

ermOglichen. Solche Parameter der Tumor-Mikroumgebung wie Hypoxie, Entziindung und
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tumorinduzierte Gefdneubildung spielen deshalb eine kritische Rolle hinsichtlich der

Aggressivitit des Tumors und auch filir den Therapieerfolg (De Schutter et al. 2005).

Zahlreiche Studien haben versucht, den Oxygenierungsstatus von Mundhohlenkarzinomen
mittels Sauerstoffmikroelektroden direkt zu analysieren (Brizel et al.1999 a/b, Stadler et al.
1999, Rudat et al. 2000, Nordmark et al. 2003). Nachteilig ist hier das aufwendige
intraoperative Procedere. Zudem bestehen einige Verfalschungsmoglichkeiten durch
unkorrekte Position der Sonde. Zusitzlich besteht die Gefahr, den hypoxischen Anteil mit
der Sonde iiberhaupt nicht zu erreichen, wodurch deutlich besser oxygenierte Tumoren
vermutet werden wiirden. Nicht unerwéhnt bleiben sollte auch das Risiko, durch derartige
Manipulationen den ProzeB3 des Verschleppens von Tumorzellverbanden in die Umgebung
zu begiinstigen. Eine zweite Moglichkeit des Nachweises der Tumorhypoxie besteht in
exogenen Hypoxiemarkern wie 2-Nitroimidazolderivaten. Diese miissen jedoch zuvor
intravends verabreicht werden. Die dritte und aussichtsreichste Methode besteht im
immunhistochemischem Nachweis sog. endogener hypoxie-relevanter Proteine, welche im
Rahmen der Tumorprogression exprimiert werden und Riickschliisse auf den

Oxygenierungsstatus des jeweiligen Tumors zulassen.

5.2.1.1 HIF-1 &

Die Tumorhypoxie als zentraler Faktor im Rahmen der Tumorprogression hat mehrere
Ursachen. Neben strukturellen und funktionellen Abnormalititen des tumoreigenen
GefiaBsystems steigt die Diffusionsdistanz fiir den Sauerstoff im Gewebe. Schlieflich steigert
auch die tumorbedingte oder therapieassoziierte Andmie die Sauerstofftransportkapazitit.
Dieses Phidnomen der intratumoralen Hypoxie ist unabhingig von der Grofle des Tumors,
der histopathologischen Differenzierung und dem Stadium der Tumorerkrankung (Vaupel at
al. 2001). Das zentrale Regulationsprotein der Tumorhypoxie ist die Alpha-Untereinheit des
hypoxie-induzierbaren Transkriptionskomplexes HIF (Kaanders et al. 2002, Harris 2002,
Denko 2008). Bei Normoxie degradiert HIF-1 o in Form seiner Sauerstoff-abhingigen
Domine. Hierzu wird offenbar das von-Hippel-Lindau-Protein [pVHL] im Rahmen eines
von Metall-Ionen abhéngigen Multiproteinkomplexes benétigt (Maxwell et al. 1999). Man
geht davon aus, dass pVHL in den HIF-1 a-Bindungskomplex inkludiert ist.

Insgesamt scheint die Regulation von HIF-1 a aber wesentlich komplexer zu sein. Somit
erfolgt die Regulation von HIF-1 a nicht allein durch hypoxischen Stress, sondern auch im

engen Zusammenspiel mit Verdnderungen im von-Hippel-Lindau-Protein-Level [pVHL].
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Ein Onkogen, das die Expression von HIF-1 o unterstiitzt, ist v-SRC (Dang und Semenza
1999, Huang und Bunn 2003). Zusitzlich scheint aber auch eine Aktivierung durch
Wachstumsfaktoren wie Insulin oder den Insulin like growth factor eine Rolle zu spielen
(Maxwell et al. 1999). Wegen dieses komplexen Prozesses liegt die Vermutung nahe, nicht
allein von Proteinen zu sprechen, welche ausschlieBlich durch die Hypoxie im Tumor
hochreguliert werden. Vielmehr handelt es sich um Proteine oder Marker, die mit einem
geringem bzw. schlechtem Uberleben der Patienten assoziiert sind (Isa et al. 2006).
Entscheidend ist allerdings, dass auch im Falle einer nicht durch hypoxischen Stress
bedingten Stabilisierung von HIF-1 a gleichfalls die Zielproteine durch Aktivierung der
Targetgene gebildet werden. Unter Beriicksichtigung der vorliegenden Literatur ist gesichert,
dass eine hohe Expression von HIF-1 a eindeutig mit einer schlechteren Prognose und
vermindertem Ansprechen radiologischer Therapiestrategien verbunden ist (Vleugel et al.
2005). Die Rolle von pVHL im Tumorprozess ist nicht umfassend geklirt, auch wenn klar
ist, dass dieses Protein neben der HIF-Bremsung noch weitere Tumorsuppressor-Aktivititen
vermittelt. Eine generelle Regulation des Tumorwachstums durch hypoxischen Stress sollte
jedoch dann vorliegen, wenn HIF-1 o iiberexprimiert wird und gleichzeitig pVHL im

Tumorgewebe negativ ist (Maxwell et al. 1999).

Mittlerweile gilt auch am Plattenepithelkarzinom der Mundhohle als gesichert, dass die
Tumorhypoxie eine zentrale Rolle hinsichtlich der Aggressivitdt dieser Tumorentitit spielt
(Beasley et al. 2002). Ein Haupteffekt der Tumorhypoxie ist die Stabilisierung des
Transkriptionskomplexes HIF-1 o und die folgende Induktion zahlreicher Pathways, welche
unter anderem die Glykolyse, eine erhohte  Invasivitit und die Expression von
Wachstumsfaktoren des Tumors beinhalten (Koukourakis et al. 2006). Der Zusammenhang
zwischen der Expression von HIF-1 a und der Prognose konnte in den letzten Jahren bei
einer Vielzahl von malignen Tumoren belegt werden. So zeigten TRASTOUR und
Mitarbeiter an 132 invasiven Mammakarzinomen, dass eine Uberexpression von HIF-1 o mit
einem schlechteren Uberleben der Patientinnen korrelierte (Trastour et al. 2007). Weiterhin
fanden sie keine Korrelation zwischen HIF-1a-Expression und dem T- sowie N-Stadium,
registrierten jedoch einen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen der
Uberexpression dieses Proteins und gering differenzierten Mammakarzinomen (Trastour et
al. 2007). Im klaren Gegensatz dazu zeigten die eigenen Ergebnisse, dass es keinerlei
Zusammenhang zwischen der Expression von HIF-lao und dem Grading der
Mundhé&hlenkarzinome gab. Ahnliche Ergebnisse zum Einfluss der Expression von HIF-1a

auf die Prognose der Patienten mit einem Mundhdhlenkarzinom konnten durch LIN und
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Mitarbeiter gezeigt werden. So fand sich im Falle niedriger nukledrer Farbeintensititen fiir
HIF-10 eine Uberlebenswahrscheinlichkeit von rund 70%, wihrend dieser Wert auf etwa
45% bei Vorliegen starker Expressionen von HIF-1a absank. Die Autoren konnten zudem
nachweisen, dass HIF-1a im Normalgewebe nicht oder nur sehr gering, in Dysplasien aber
schon vermehrt und mit deutlich hoherer Intensitit exprimiert wurde. Sie schlussfolgerten,
dass die Expression von HIF-1a ein zeitiges Ereignis innerhalb der Karzinogenese darstellt
und als bedeutende Schaltstelle zu einem maligneren Phénotyp gewertet werden muss (Lin et
al. 2008). Im Vergleich dazu erlauben jedoch die eigenen Ergebnisse durch Anwendung des
REMMELE-Scores eine noch detailliertere Prognoseabschitzung in Abhdngigkeit von der
HIF-1a-Expression. HIF-lo negative Tumoren ermoéglichten mehr als 80% 5-Jahres-
Uberlebenswahrscheinlichkeit. Diese sank auf Werte von 30 - 45% im Falle einer miBigen
bzw. starken Expression.

Die eigenen Ergebnisse stehen im Widerspruch zu denen von FILLIES und Mitabeitern,
welche eine geringe Expression von HIF-1 o bei T1-/T2-Tumoren des anterioren
Mundbodens ohne Lymphknoten-Metastasen mit einer schlechteren Prognose hinsichtlich
des Uberlebenszeitraums und des progressionsfreien Intervalls assoziierten (Fillies et al.
2005). BEASLEY und Mitarbeiter fanden ebenfalls bei einer hohen Expression von HIF-1a
an insgesamt 79 Kopf-Hals-Malignomen ein besseres Uberleben der Patienten.
Einschrinkend war bei diesen Autoren die Heterogenitit der untersuchten Malignome,
welche aus nur 31 Mundhdhlenkarzinomen, aber auch zahlreichen Larynx- und Oropharynx-
Karzinomen bestand (Bealsey at al. 2002). Ahnliche Ergebnisse zum Einfluss der Expression
von HIF-1 o auf die Prognose von Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom der
Mundhohle konnten durch WINTER und Koautoren bestitigt werden. Hierbei war eine
hochgradige Expression von HIF-1 o mit einem signifikant schlechteren Uberleben dieser
Tumorpatienten korreliert. Ebenfalls signifikant geringer war das progressionsfreie Intervall
im Falle einer hohen Expression des Transkriptionsfaktors HIF-1 o (Winter et al. 2006).

Die aktuellen eigenen Resultate bestitigen die Schlussfolgerungen in der Literatur zu
anderen Malignom-Entitdten, welche keinen Zusammenhang zwischen der Expression von
HIF-1 o und einigen klinisch-pathologischen Faktoren (Tumorgrofle, Differenzierung,
AusmalBl von Lymphknotenmetastasen) nachweisen. Die recht heterogene Verteilung der
jeweiligen HIF-1 o — Nachweise beim T-Stadium sollte jedoch vermuten lassen, dass es
bereits bei kleinen Primadrtumoren hypoxische Varianten gibt, die ein aggressiveres Potential
zeigen und moglicherweise schneller rezidivieren.

Die Aussagen haben auch erheblichen Wert fiir die Entscheidung zu einer adjuvanten

Bestrahlung bzw. einer Radio-Chemotherapie. So wurde bisher bei Tumoren mit positivem
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Lymphknotenstatus (> pN;) immer bestrahlt, auch in den meisten Féllen bei einem T,/T>-
Stadium und negativem Lymphknotenbefall entschloss man sich zur zusétzlichen
radiologischen Therapie. In Anbetracht nur geringer HIF-1 o-Expressionen sind letztere
Karzinome moglicherweise klar iibertherapiert (Fillies et al. 2005). Untertherapiert hingegen
erscheinen dann jene Tumoren mit einer Tumorformel T,/T;Nj, wenn sie hochgradig
HIF-1 a exprimieren und somit klar hypoxisch und somit auch generell von aggressiverem
Verhalten hinsichtlich eines Rezidivs sind. Fiir diese Subgruppe aggressiver, aber
hypoxischer Tumoren sollte ein individuelles Therapieregime generiert werden. Fiir eine
individualisierte Therapie kann der Expressionsstatus von HIF-1 a herangezogen werden. Es
ist bekannt, dass durch diesen Transkriptionskomplex verschiedene Enzyme (u.a. Him-
Oxygenase 1, Manganat-Superoxid-Dismutase) hochreguliert werden, wodurch reaktiver
Sauerstoff im Gewebe reduziert wird. Folglich kommt es zum Versagen radio- und
chemotherapeutischer Interventionen, was fiir adjuvante radiologische Strategien von grofler
Bedeutung ist (Sasabe et al. 2007).

Auch anhand weiterer anderer Karzinome konnte eindeutig gezeigt werden, dass HIF-1 o
einen unabhingigen Prognosemarker darstellt. Am Mammakarzinom decken sich die
Ergebnisse mit den eigenen in der Weise, dass die Expression von HIF-1 o keinen Einfluss
auf die Entwicklung von Lymphknotenmetastasen hatte (Trastour et al. 2007). AuBerdem
konnte mittlerweile nachgewiesen werden, dass eine hohe Expression von HIF-la beim
Mammakarzinom ebenfalls mit einem deutlich schlechteren Uberleben assoziiert ist, auch
wenn aus klinischer Sicht bei den Patienten keine befallenen Lymphknoten detektiert
worden waren (Vleugel et al. 2005). Am Beispiel des Gallenblasenkarzinoms kam man zu
vergleichbaren Ergebnissen: Eine Uberexpression von — HIF-1 o war signifikant assoziiert
mit  einem  schlechteren  Uberleben der Patienten und einer  erhdhten
Rezidivwahrscheinlichkeit (Palit et al. 2005). Somit konnte auch anhand dieser Tumorentitét
dargestellt werden, dass HIF-1 o in der multivariaten Analyse einen unabhingigen
Prognosemarker darstellt (Theodoropoulus et al. 2004).

Bei Karzinomen der Lunge fiihrten hohe Expressionen von HIF-1a ebenfalls zu signifikant
schlechteren Uberlebenszeiten. Ein dhnlicher Effekt von HIF-1 a fiir die Tumorprogression
konnte auch am Beispiel des Nierenzellkarzinoms bestitigt werden. WIESENER und
Mitarbeiter zeigten, dass 68% dieser Tumoren eine Uberexpression von HIF-1 o aufwiesen.
Hinsichtlich des komplexen Zusammenspiels von pVHL und HIF-1a sowie HIF-2a konnten
KRIEG und Mitarbeiter an 7 Nierenkarzinomzelllinien zeigen, dass pVHL beide genannten
HIF-Untereinheiten zu regulieren vermag. Im Experiment konnte nachgewiesen werden,

dass nur der Wildtyp des VHL-Genes unter normoxischen Bedingungen HIF-1o und HIF-2a
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destabilisiert, so dass Mutationen dieses Gens mit einer automatischen Stimulation beider
Proteine einhergehen. Wenn aber in das Genom ein intaktes VHL-Gen reinkludiert wird,
kommt es zu einer sofortigen Suppression sowohl von HIF-1a als auch von HIF-2a unter

normoxischen Bedingungen (Krieg et al. 2000).

Generell zeigen immunhistochemische Nachweise flir HIF-1a zwei typische Farbemuster.
Man kann zwischen perinekrotischer und diffuser Farbung unterscheiden (Vleugel et al.
2005). Im Rahmen umfassender Studien zum Expressionsverhalten von HIF-1a beim
Mammakarzinom zeigte sich, dass perinekrotische Farbeintensititen weitaus mehr mit einem
schlechten Uberleben einhergehen als eine diffuse Intensititsvermehrung von HIF-1a. Bei
Tumortypen, welche HIF-1a lediglich diffus im Tumorgewebe exprimierten, fehlten in aller
Regel die Produkte der aktivierten Target-Gene in Form von GLUT-1 und CA IX (Vleugel
et al. 2005). In den eigenen Untersuchungen wurden lediglich die invasiven Anteile der
Tumorfront hinsichtlich der nukledren Féarbungen fiir HIF-1a analysiert. Weiterfiihrende
Forschungen zur Frage des prognostischen Wertes der diffusen HIF-la-Expression am

Beispiel des Mundhdhlenkarzinoms sind derzeit noch in Arbeit.

Die wesentlichen Effekte auf die Tumorprogression der am besten untersuchten HIF-
Subtypen HIF-1a, HIF-2a und teilweise auch HIF-3a sind in Abb. 28 zusammengefasst.

Fiir die Tumorprogression ist dabei bedeutsam, dass HIF-2 o zu 48 % der Gensequenzen mit
HIF-1a identisch ist und zu einem GroBteil iibereinstimmende Targetproteine anzusteuern
vermag. In der Literatur wird daher nicht selten von einer ,Ersatzfunktion in Form des
HIF-2a gesprochen, wenn solche Tumoren in nur unzureichender Menge iiber HIF-la
verfiigen. Allerdings ist der Einfluss von HIF-2a innerhalb der Karzinogenese beim
Plattenepithelkarzinom der Mundhoéhle bei weitem noch nicht so umfassend untersucht
worden (Krieg et al. 2000).

Die aktuellen eigenen Ergebnisse zeigen einmal mehr, dass die Progression des
Mundhohlenkarzinoms im Sinne eines zentralen Regulators durch HIF-1a gesteuert sein
diirfte. Indem es die Expression mehrere Proteine ireguliert(Harris 2002), vermittelt es dabei
Verbindungen zwischen der Angiogenese und dem Tumorzellwachstum (Tanimoto et al.
2003). Zusétzlich organisiert HIF-1a die Induktion verschiedener weiterer Targetgene und
spielt auch eine Rolle im Rahmen der Matrixdegeneration, welche durch Induktion von

CA IX mit konsekutiver Senkung des extrazelluliren pH-Wertes realisiert wird.
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Abb. 28 Aktivierungskaskade von Angiogenese, Glukosetransportmolekiilen durch

den Transkriptionskomplex HIF-1 o im Zusammenspiel mit dem
Tumorsuppressorgen VHL (modifiziert nach Seagroves und Johnson 2002)

Es ist generell akzeptiert, dass HIF-1a die Neubildung tumoreigener Gefdlle (Angiogenese)
stimuliert. Innerhalb eines Mehrschrittgeschehens wird zundchst VEGF A und im weiteren
Geschehen dann auch Angiopoetin aktiviert. Letzteres ist an der Modellierung der neu
gebildeten Gefile beteiligt (Acker und Plate 2003). Infolge einer Aktivierung von VEGF-C
greift HIF-1a zusdtzlich auch in die Metastasierungskaskade eine, zumal gerade VEGF-C

sehr selektiv die Lymphangiogenese stimuliert. Zudem reguliert HIF-la im
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Mundhohlenkarzinom den Glukosetransporter GLUT-1 hoch, welcher der Nutrition der
Tumorzellen unter hypoxischen Bedingungen dient (Abb. 28). Bekannt ist, dass HIF-1a eine
wesentliche Rolle fiir die Tumorzellproliferation spielt (Ubersicht in Rankin und Giaccia
2008). Ungeklart ist, in welcher Groenordnung HIF-1a damit die Proliferationsrate von
Mundhohlenkarzinomen steigert. Fiir die Beantwortung dieser Fragestellung wére eine
Gegentiberstellung der Expression von HIF-1a mit Proliferationsmarkern wie Ki67 sinnvoll.
Man weil} heute, dass auch bei Normoxie des Tumorzellverbandes HIF-1a induziert werden
kann. Derartige Regulationen erfolgen durch die Phosphatidylinositol-3-Kinase (Pi-3K) oder
auch durch einen weiteren Aktivierungsweg in Form der Mitogen-aktivierten Protein Kinase
(MAPK). Fiir beide Fille gilt, dass folglich die HIF-1a —induzierten Signalkaskaden aktiviert
werden (Cohen et al. 2004). Es bleibt zu diskutieren, ob sich HIF-la aufgrund seiner
erheblichen Labilitdt in Gegenwart von Sauerstoff iiberhaupt eignet, den Grad der Hypoxie
in einem Tumorgewebe verldsslich zu bestimmen. Um die Frage zu beantworten, ob die
Bestimmung von HIF-1a durch die Entnahme des Tumorgewebes verfalscht werden konnte,
fiihrten TRASTOUR und Mitarbeiter Versuche am Tiermodell durch. Bei der Maus wurden
Mammakarzinome induziert und jeweils mehrere Probeexzisionen entnommen. Die
Fixatierung der histologischen Schnitte erfolgte unter hypoxischen als auch unter
normoxischen Bedingungen. Dabei blieben die HIF-la—Level unverdndert, so dass die
Entnahmebedingungen der klinischen Routine keine Verfdlschungen der Expression von
HIF-1la mit sich bringen sollten (Trastour et al. 2007). Somit eignet sich die
Immunhistochemie als apparativ einfache Technik hervorragend, HIF-1a-Expressionen auch
an Karzinomgeweben der Mundhdhle nachzuweisen und zu quantifizieren. Limitierend flir
den Einsatz von HIF-la in der klinischen Routine ist lediglich die nicht ganz einfache
Féarbeprozedur (Schiitze 2007).

Im Rahmen dieser Untersuchungen zur Expression von HIF-1oo am Mundhohlenkarzinom
konnte gezeigt werden, dass dieses Protein als unabhingiger Marker zur
Prognosekalkulation geeignet ist. Die multivariate Cox’s-Regressionsanalyse (adj. nach
Tumorgrofle und Grading) bestdtigte ein 3,7-fach erhohtes Risiko des tumor-assoziierten
Versterbens, wenn dieses Protein im Mundhdhlenkarzinomgewebe liberexprimiert wird (p =

0,01).

5.2.1.2 GLUT-1

Die Progression eines Tumors von der epithelialen Neoplasie zum schlieBlich definitiven
invasiven malignen Prozess erfolgt durch ein komplexes Mehrschrittgeschehen (Burstein et

al. 2006). Ein zentraler und zudem hypoxie-abhéngiger Prozess ist die gesteigerte Glykolyse.
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Eine hohe Glykolyserate unter anacroben Bedingungen ist typisch fiir maligne Tumoren und
allgemein seit den 30-er Jahren des vergangenen Jahrhunderts als WARBURG-Effekt
bekannt. Dabei wird Glukose schnell in Lactat umgewandelt, welches dann nicht mehr zur
Energiegewinnung innerhalb des Karzinoms zur Verfiigung steht (Dang und Semenza 1999,
Denko 2008). Die Abb. 29 zeigt schematisch die pathobiochemische Situation einer an die

Hypoxie adaptierten Tumorzelle.

g

i " Aerober Glukosemetabolismus
CoH 6 + 38 ADP + 38 P +60; — 6C0, + 44 H,0 + 38 ATP
P
-~

\/J@;t

SE i} Glykolyse 35 ATP
’ Pyruvate 4 4 TeAR :
P AL eycle” OXPHOS

Glukose

// £
2 ATP B Y Q; b i N
Lactic acid " Mitachondrel 5,
Anaerlober Glukosemetabolismus mspRdon ‘
CaH Ot 2 ADP + 2 P —2 lactate + 2 H™ + 2 H.O + 2 ATP
Abb. 29 Hypoxie-adaptierte Tumorzelle, ausgedriickt in Form des membranstdndigen

Glukosetransportmolekiils Glut-1 (iibernommen und modifiziert nach
Brahimi-Horn und Pouysségur 2007)

Unter hypoxischen Bedingungen verdndern die Tumorzellen ihren Stoffwechsel zur
anaeroben Glykolyse. Die anaerobe Glykolyse stellt zwar nur 2 ATP-Molekiile bereit, ist
jedoch die einzige Mdglichkeit zur Energiegewinnung unter hypoxischen Bedingungen.
Voraussetzung dafiir ist allerdings der Glukosetransport in die Tumorzelle hinein. Dies wird
durch die HIF-1a- abhingige Stimulation von Glukosetransportmolekiilen realisiert (Harris
2002). Die zwei Effekte, Stimulation der GefdBneubildung als auch erhdhte Glykolyse,
werden durch HIF-1a angeregt. Unklar ist bis heute jedoch, welcher der beiden prinzipiellen
Wege, die als angiogenetic switch bzw. glycolytic switch bezeichnet werden, vom Tumor
praferiert wird (Gatenby und Gillies 2004). Durch diesen aktuellen Kenntnisstand sind auch
jene Arbeiten von vor etwa 5 — 10 Jahren zu werten, welche in einer gesteigerten
Angiogenese den alleinigen Faktor zur Prognoseabschétzung auf molekularer Ebene sahen

(Li et al. 2003, Wong et al. 2003, Uehara et al. 2004). Teilweise war sogar der Einfluf3 einer
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erhohten GefiBneubildung auf die Uberlebenssituation komplett negiert worden (Gleich et
al. 1997, Carlile et al. 2001).

Allerdings fand man auch immer wieder Patienten mit schlechter Prognose bei besonders
geringen Expressionen von VEGF und seinen Rezeptoren. Man spricht zum Teil von einer
regelrecht invertierten ,,U-shape-Kurve* beziiglich der Prognose in Abhidngigkeit von VEGF
(Bussink et al. 2003). Hintergrund ist, dass mittelgradig vaskularisierte Tumore die beste
Prognose haben. Hochgradig mit neuen GefdBlen ausgestattete Karzinome kdnnen schnell
metastasieren, wihrend bei sehr geringer Vaskularisation mit nachfolgend insuffizienter
Sauerstoffversorgung mdogliche strahlentherapeutische Therapien nicht effektiv sein kdnnen
(Kaanders et al. 2002).

Ob der Tumorzellverband eher die GefidBneubildung vorantreibt oder die anaerobe
Glykolyse favorisiert, Tumoren mit besonders hoher und besonders niedriger Expression von
VEGF haben eine schlechte Prognose (Shintani 2004, Bussink 2003).

Demgegeniiber fanden nur zwei Arbeiten keinen Zusammenhang von VEGF-Expression und

Prognose (Salven 1997 und Carlile 2001).

Auch die frilhere Annahme, anhand der alleinigen Charakterisierung des tumoreigenen
Gefaflsystems Riickschliisse auf die Aggressivitit des Tumortypes schlieBen zu kdnnen, hat
sich nicht umfassend bestdtigt. Die dazu herangezogene MikrogefdB3dichte [Micro vessel
density, MVD] zeigte zwar einen Zusammenhang mit dem Auftreten von Rezidiven, ein
statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen der MVD und dem Uberleben der
Patienten fand sich jedoch nicht (Lopez- Graniel et al. 2001). Zudem konnte gezeigt werden,
dass die Mikrogefdf3dichte mit der Tumorgrofle korrelierte, so dass dieses Charakteristikum
als unabhidngiger Prognosemarker vermutet worden war (Lopez-Graniel et al. 2001).
Interessant ist in diesem Zusammenhang die Frage, wodurch im Falle einer nur geringen
oder gar ausbleibenden GefaBneubildung die Energiezufuhr fiir die Tumorzelle und deren
weitere Proliferationsaktivititen geregelt wird. Eine Losung ist die Hochregulation von
Glukosetransportmolekiilen, wobei  GLUT-1 die  dominierende  Rolle  beim

Mundhohlenkarzinom spielt (Reif3er et al. 2008, Mellanen et al. 1994).

GLUT-1 ist somit ein weiteres Protein, welches innerhalb der durch HIF-1a induzierten
Kaskade als Folge von Tumorhypoxie exprimiert wird. Allerdings konnten beim
Mammakarzinom auch GLUT-1-positive Gewebe ohne eine entsprechende Aktivierung von
HIF-1a registriert werden. In derartigen Fillen werden andere Faktoren wie Mitogene,
Wachstumsfaktoren und aktivierte Onkogene als Ursachen fiir die HIF-1o —unabhingige

Stimulation diskutiert (Vleugel et al. 2005). Beim immunhistochemischen Nachweis von
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GLUT-1 konnte eine Ubereinstimmung mit den GLUT-1-mRNA-Expressionen
nachgewiesen werden. Diese Tatsache ist fiir den klinischen Alltag bedeutend, weil dieses
Protein mit hoher Sensitivitit im Rahmen der allgemeinen histologischen Diagnostik

bestimmbar ist (Mellanen et al. 1994).

Bereits LAUTNER konnte eindrucksvoll zeigen, dass die Expression von GLUT-1
nachhaltigen Einfluss auf das Uberleben der Mundhéhlenkarzinom-Patienten hatte. So
zeigten Patienten, deren Tumoren eine hohe Expression von GLUT-1 aufwiesen, eine 5-
Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit von lediglich 24%. Im Falle einer geringen Expression
dieses Glukosetransportmolekiils stieg das Uberleben der Patienten deutlich an und betrug
nach 5 Jahren knapp 74% (Lautner 2007). Neben der Nutrition und Energiegewinnung der
Tumorzelle zieht eine derartig gesteigerte Glykolyse jedoch weitere mannigfaltige
Verdnderungen in der Tumorzelle bzw. dem umgebenden Tumorstroma nach sich (Cardone
et al. 2005). In der Tumorgenese ist zundchst die Aktivierung der erhdhten
Glukoseaufnahme der erste Schritt zu einem maligneren Phénotyp. Die gesteigerte
Glykolyse hat aber auch zur Folge, dass der intrazelluldre pH-Wert sinkt. Bei einer solchen
Ansduerung wird der Ablauf der DNA-Replikation gefdhrdet; zudem unterstiitzt ein
alkalischer pH-Wert im Inneren der Tumorzelle die weitere Glykolyse. Die gesteigerte
Glykolyse bringt deshalb einige Anpassungsprozesse an der Zellmembran der Tumorzellen
mit sich. Es handelt sich hierbei zumeist um transmembranédre Austauchmolekiile, welche
aktiv in den Prozess der Stabilisierung des intrazelluldiren pH-Wertes involviert sind. Als
zentrales Protein wurde hierzu der Natrium-Protonen-Austauscher (NHE-1) beschrieben
(Cardone et al. 2005). In einer schematischen Ubersicht sind die wichtigsten Prozesse an der

Tumorzellmembran zusammengefasst (Abb. 30).

Der komplexe Prozess der Adaptation der Tumorzellemembran an die hypoxische Situation
im Austausch mit dem Tumorstroma hat moglicherweise entscheidenden Einfluss auf die
frithe Metastasierungskaskade. Neben der bereits erwéhnten Stabilisierung des pH-Wertes
im Inneren der Tumorzelle [pH;] zieht dieser Prozess die Degradation der extrazelluldren
Matrix nach sich und leitet damit den Beginn der Metastasierungskaskade ein. Im Rahmen
der Konstanterhaltung des pH; kommt es automatisch zu einer Absenkung des pH-Wertes

im Tumorstroma [pH.]. Ein derartiger Abfall des pH, zieht schlieBlich Verluste des Zell-zu-
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Extrazellular = Stroma

Na*/ 2 HCOj3 .
Lactat H,O + CO, = H" + HCOj3’ Na

LA cr H*
MCT CAIX NCHE NHE 1
Tm - Zelle
Intrazellulér
Abb. 30 Vereinfachte schematische Darstellung der hypoxie-abhéngigen

Verianderungen der Tumor-Zellmembran.
MCT = Wasserstoffionen-Laktat- Austauscher
CAIX = Carboanhydrase 9
NCHE = Natrium-Chlorid/Hydrogenkarbonat-Austauscher
NHE 1 = Natrium /Wasserstoffionen[Protonen]-Austauscher

Zell-Kontaktes nach sich; der Primértumor wird gewissermaflen auf die Metastasierung
,vorbereitet“. Dies zeigt sich u.a. darin, dass die Tumorzellen Pseudopodien fiir die
nachfolgende Migration entwickeln. Man spricht dann von einer sog. amoboiden Struktur.
Im Falle eines gleichzeitigen, Hypoxie-induzierten Apoptoseverlustes ist die Tumorzelle
nunmehr zur Metastasierung befdhigt (Cardone et al. 2005). Die eigenen Ergebnisse stiitzen
diese Hypothese in der Weise, dass mit steigender GLUT-1-Expression ein erhdhtes Risiko
zur Metastasierung nachgewiesen werden konnte (14,3% Rezidive bei negativer GLUT-1-

Expression versus 65% im Falle einer hohen Expression).

Anhand dieser detaillierten Untersuchungen konnte schlielich die Annahme von TIAN und
Mitarbeitern bestdtigt werden, dass durch den Glukosetransporter GLUT-1 die
Aufrechterhaltung des glykolytischen energetischen Metabolismus in hypoxischen
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Tumorregionen organisiert wird (Tian et al. 2004). Fiir den Kliniker ist die Kenntnis der
glykolytischen Situation des Karzinoms deshalb genau so von groBer Bedeutung. Tumoren
mit einer hohen Vaskularisationsdichte sind aufgrund der gegebenen Substratzufuhr durch
die Angiogenese aggressiv, wihrend hypoxische Tumoren hingegen ein derartiges
Gefdflsystem nicht besitzen und realisieren die energetische Situation durch
transmembrandre Transportmolekiile, welche einen direkten Substrattransport in die
Tumorzelle ermdglichen. Zahlreiche Publikationen belegen eine Korrelation zwischen einer
erhohten Expression von GLUT-1 und einem signifikant vermindertem Uberlebensintervall
der Tumorpatienten. So konnten durch KATO und Mitarbeiter signifikante Zusammenhénge
zwischen der Expression von GLUT-1 und der Primértumorgrofle wie auch dem Ausmaf
von Lymphknotenmetastasen nachgewiesen werden (Kato et al. 2002). Ahnlich deutliche
Zusammenhédnge konnten durch TOHMA und Mitarbeiter am Plattenepithelkarzinom der
Speiserdhre nachgewiesen werden. Sie fanden bei 63 Karzinomen des Osophagus zwei
generelle immunhistochemische Typen. Stark positiv exprimierende Tumoren zeigten eine
schlechte Uberlebenswahrscheinlichkeit, wihrend geringgradige GLUT-1-Expressionen mit
einem signifikant besseren Uberleben einhergingen (Tohma et al. 2005). Die Ergebnisse der
Gruppe um MINETA stiitzen eindrucksvoll die eigenen Resultate. Sie konnten bei insgesamt
99 Hypopharynxkarzinomen bei knapp der Hilfte der Fille eine Uberexpression an GLUT-1
nachweisen. Entsprechend klar zeigten sich auch die gefundenen Unterschiede beim
Uberleben der Patienten. GLUT-1-iiberexprimierende Tumorformen zeigten eine 5-Jahres-
Uberlebensrate von nur 35%, die schwach GLUT-1-exprimierenden Karzinome
prisentierten mit 57% Uberlebenswahrscheinlichkeit eine bessere Prognose (Mineta et al.
2002).

Es darf somit allgemein als gesichert gelten, dass eine Uberexpression des
Glukosetransportmolekiils GLUT-1 mit einem schlechten Uberleben der Patienten korreliert.
Tumoren, welche GLUT-1 stark exprimieren, zeigen eine statistisch signifikant kiirzere
Uberlebenszeit (Kunkel 2007). Allerdings ist der Einfluss der Tumorhypoxie auf die
Uberexpression von GLUT-1 umstritten. Vielmehr wird heute davon ausgegangen, dass
diese starke Expression des Glukosetransportmolekiils ein Effekt einer frithen Ras- bzw. Src-
Transformation sei (Kunkel 2007). Pedersen dokumentierte einen von der Hypoxie
unabhingigen Effekt einer GLUT-1-Uberexpression auf ein schlechtes Ansprechen
kleinzelliger Lungenkarzinome auf eine Bestrahlung (Pedersen et al. 2001). Insgesamt lasst
sich schlussfolgern, dass die Expression von GLUT-1 in zahlreichen Tumorentitdten sowohl

hypoxie-abhéngig als auch ohne den Einfluss des hypoxischen Stresses erfolgen kann.
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Die Expression von GLUT-1 kann auch in Verbindung mit der Positronenemissions-
tomographie zur Einschitzung des Malignitdtscharakters von Mundhdhlenkarzinomen
herangezogen werden. In diesem Zusammenhang zeigten LI und Mitarbeiter, dass erhdhte
Aufnahmen von 2-[18F]fluoro-2-desoxy-D-Glukose [FDG] teilweise auch mit einer
erhohten GLUT-1-Expression korrelierten. Es konnte nachgewiesen werden, dass geringer
differenzierte und auch rezidivierende Mundhohlenkarzinome mehr GLUT-1 exprimierten

aber auch mehr FDG aufnahmen (Li et al. 2008).

5.21.3CAIX

Ein weiteres Enzym, welches hypoxie-abhingig durch HIF-la reguliert wird, ist die
Carboanhydrase 9 [CA IX] (Harris 2002). Die Rolle dieses Enzyms in der Tumorgenese
beim Plattenepithelkarzinom der Mundhohle wurde in fritheren Arbeiten eher unterschétzt.
Der detaillierte Mechanismus seiner Aktivierung und Deaktivierung ist komplex.
Normalerweise unterliegen Tumorzellen bei hypoxischem Stress der Apoptose. Der
entscheidende Schritt in der Tumorprogression scheint die Anpassung der Tumorzellen an
die hypoxischen Umgebungsbedingungen zu sein. Mit zunehmender Hypoxie sinkt der
intrazelluldre pH-Wert (pHi) und leitet den hypoxie-bedingten Zelltod ein. Fiir die Konstanz
dieses intrazelluldren pH-Wertes sind in Ergdnzung zur Abb. 30 noch weitere
Enzymsysteme, unter ihnen der mitogen-sensitive Kalium-Austauscher und
protonenpumpende ATPasen, involviert (Beasley et al. 2001). Die Carboanhydrase
verstoffwechselt Kohlendioxid, welches wéihrend des aeroben Tumormetabolismus entsteht
und aus der Zelle transportiert wird. Durch die Konversion zu Bikarbonat- und Wasserstoft-
Ionen wird einerseits der extrazelluldren pH (pH.) gesenkt. Das resultierende Bikarbonat
wird in die Tumorzelle im Austausch mit Chlorid gepumpt, der intrazelluldre pH wird
konstant gehalten. Durch den gleichzeitig sinkenden pH. entsteht extrazelluldr ein stark
saures Milieu, was dem weiteren Tumorwachstum bei der Zerstdrung der extrazelluldren
Matrix hilfreich ist. Neben der Unterstiitzung von Tumorzellmigration und —invasion werden
durch den sauren extrazelluldren pH Wachstumsfaktoren induziert (Beasley et al. 2001).

Insgesamt wurde der Wert der Carboanhydrase IX hinsichtlich prognostischer Aussagen bei
Tumoren kontrovers diskutiert. In einer aktuellen, umfassenden Arbeit zeigten ERIKSEN
und OVERGAARD, dass die CA IX keinen Einfluss auf die Prognose beim
Mundhéhlenkarzinom hat. Obwohl bei 320 Patienten mit einem Mundhoéhlenkarzinom

unterschiedliche Féarbeintensititen gegen CA IX festgestellt werden konnten, fand sich kein
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Zusammenhang zwischen der Expression dieses Enzyms und der Prognose (Eriksen und
Overgaard 2007). Diese Aussage konnte durch die eigenen Ergebnissen bestitigt werden. Im
Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse von KIM und Mitarbeitern. Sie stellten am Beispiel
von Lungenkarzinomen einen klaren Zusammenhang zwischen der Expression von CA IX
und der Prognose der Patienten fest (Kim et al. 2005). Es ist zudem bekannt, dass CA IX als
Protein wesentlich stabiler als HIF-la ist, wodurch speziell bei Paraffinschnitten noch
weniger artifizielle Defizite durch eine routineméfige Entnahme bei diesem Protein zu
erwarten sind. Ahnlich klare Ergebnisse fanden NIEMELA und Koautoren am Beispiel des
Kolorectalen Karzinoms. Sie zeigten an 1134 Gewebeproben dieser Tumorentitit, dass CA
IX im Vergleich zu normaler Darmmukosa in den Tumoren deutlich hoher exprimiert wurde.
Dabei bestand kein Zusammenhang zwischen der Expression von CA IX und der
Differenzierung und dem klinischen Stadium nach DUKES (Niemela et al. 2007).
Mittlerweile ist auch beim Mammakarzinom gesichert, dass die Uberexpression von CA IX
mit einem deutlich geringeren Uberleben einhergeht. Weiterhin dokumentiert seine Priisenz
im Tumorgewebe von Mammakarzinomen eine hohere Malignitit, welche unabhéngig von
der Tumorgrofle und dem Auftreten von Lymphknotenmetastasen entsteht (Trastour et al.
2007). Zu vergleichbaren Ergebnissen kamen HUSSAIN und Mitarbeiter. In einer aktuellen
Studie von 144 Patientinnen mit Mammakarzinomen konnten sie nachweisen, dass die
Expression von CA IX als prognostischer Faktor herangezogen werden konnte. Tumoren,
die dieses Enzym hochgradig exprimierten, zeigten eine geringere
Uberlebenswahrscheinlichkeit. Diese betrug 83% im Gegensatz zu den Tumoren mit einer
negativen Expression von CA IX, welche eine Uberlebenswahrscheinlichkeit von 96%
aufwiesen (Hussain et al. 2007).

An Karzinomen des Magens bzw. des Osophagus veranschaulichten DRIESSEN und
Mitarbeiter den Einfluss der Expression von CA IX. An 154 Tumorgeweben zeigte sich der
signifikante Einfluss der Expression von CA IX auf das Uberleben der Patienten. Wihrend
bei einer negativen Expression 47% der Patienten iiberlebten, sank die Prognose auf nur
noch 27% im Falle einer hohen Expression von CA IX (Driessen et al. 2006).

Einige Autoren sehen in der sehr sensiblen Expression von CA IX aber noch hdhere
Malignitétspotentiale der entsprechenden Tumoren (Kim et al. 2005). So ist CA IX nicht nur
ein hoch aktives Enzym, sondern auch in einigen Prozessen der Adhision, des Zell-zu-Zell-
Kontaktes und wahrscheinlich auch bei der Zellproliferation involviert (Driessen et al.
2006). Diese Annahmen wurden dadurch bestdtigt, dass die Expression von CA IX am
Beispiel der Osophagus- und Magenkarzinome auch mit einer gesteigerten Privalenz von

Lymphknotenmetastasen assoziiert war. So fanden sich bei den CA IX-positiven Tumoren in
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56 % der Fille Lymphknotenmetastasen, wihrend bei den CA IX-negativen Patienten
lediglich bei 39% der Fille derartige Metastasen gefunden werden konnten (Driessen et al.
2006).

Dass CA IX innerhalb der Tumorgenese eine klare Rolle bei der Entstehung eines erhdhten
Aggressionspotentials spielt, konnte zudem auch in tierexperimentellen Studien gezeigt
werden. Ferner konnte dadurch bestétigt werden, dass dieses Enzym durch hypoxischen
Stress aktiviert wird (Takacova et al. 2007). Basierend auf den Angaben der Literatur und
den eigenen Ergebnissen ldsst sich sagen, dass die Expression der CA IX ein prognostischer
Faktor fiir zahlreiche Karzinome wie der Mamma, der Lunge, der Speiserohre und des
Magens ist. Allerdings konnte fiir das Mundhdhlenmalignom keine Beziehung zwischen der

Expression der CA IX und der Prognose detektiert werden.

5.2.1.4 VEGF-C und Angiognese

Die Entstehung von Metastasen ist bei malignen Tumoren des Menschen jener limitierende
Schritt, welcher schlieBflich die Therapieoptionen und nicht zuletzt das Uberleben der
Patienten einschrankt. Dem Auftreten liegt ein koordinierter mehrstufiger Prozess zugrunde,
in dem die Beteiligung zahlreicher Gene diskutiert wird (Pepeer 2001, Cheng et al. 2008,).

Neben der Entwicklung eines tumoreigenen Gefdf3systems sowie seiner Acceleratoren spielt
auch die Priaformation tumoreigener Lymphgefdfie eine Rolle. Der Prozess des ,,Sprossens
bereits vorexistierender GefdBle wird unter dem Begriff Angiogenese zusammengefasst
(Trubiani 2003). Bereits 1971 postulierte FOLKMANN, dass das Wachstum solider

Tumoren durch die Bildung eigener neuer Gefdlle ermdglicht wird (Folkmann 2002).

Mittlerweile ist die Angiogenese in Tumoren, also die tumoreigene Gefalineubildung, recht
umfassend untersucht worden. Der VEGF (vascular endothelial growth factor) gehort zu den
am meisten untersuchten Proteinen. Aufgrund der zum Teil nicht unerheblichen Expression
von VEGF auch in oralen Tumorgeweben wird von einigen Autoren vermutet, dass VEGF
als sehr niitzlicher Marker bei oralen Plattenepithelkarzinomen Bedeutung erlangen konnte
(Yang 2002). Zu den Arbeiten, welche einen eindeutigen Zusammenhang des Onkoproteins
VEGF mit einem schlechten klinischen Verlauf sehen, zdhlen die Verdffentlichungen von
SMITH et al. sowie MAEDA und Koautoren. Sie konnten eine Korrelation zwischen der
VEGF-Expression und einer geringen Uberlebensrate feststellen (Maeda et al. 1998, et al.
Smith et al. 2000 und 2001).
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Seit 2002 unterscheidet man zwischen der Neubildung von Blut- und Lymphgefi3en
innerhalb maligner Tumoren. Dabei werden fiir Lymphgefide zwei prinzipielle Wege
diskutiert. Einerseits geht man davon aus, dass Lymphgefie aus primédren
Lymphangioblasten entstehen, welche schlieBlich zu Lymphgefdflen umgestaltet werden
konnen. Die zweite Theorie zur Neubildung lymphatischer Gefdle beruht auf venodsen
endothelialen Zellen, welche aufgrund spezifischer Signale eine Transdifferenzierung
erfahren. Dabei spielen VEGF-C und dessen Rezeptor VEGFR-3 eine zentrale Rolle (Alitalo
und Carmeliet 2002). Hierbei induziert VEGF-C das Wachstum, die Migration und auch das
Uberleben der lymphoepithelialen Zellen. Da dass System der Lymphknotenmetastasierung
sehr sensibel ist und die meisten migrierenden Tumorzellen nur eine sehr kurze
Uberlebenszeit haben, erfordert die lymphogene Metastasierungskaskade eine prizise

Praformation tumoreigener Lymphgefalle.

Lymphogene Metastasen konnen sich aber auch im Zuge einer gesteigerten Angiogenese
entwickeln. In neuen Blutgefdlen zirkulieren die Tumorzellen dann und machen sich das
chaotische Gefasystem zunutze. Es ist bekannt, dass tumoreigene Gefdfle in ihren Wanden
zahlreichen Offnungen als Durchtrittsstellen zeigen (Alitalo und Carmeliet 2002).
DRIESSEN und Mitarbeiter veranschaulichten den Einfluss von VEGF auf das Verhalten
von 154 Osophagus- und Magenkarzinomen. Im Falle einer positiven VEGF-Expression
konnte eine deutlich erhdhte MikrogefdBdichte registriert werden. Gleichfalls fiel bei den
VEGF-positiven Tumoren eine erhdhte himatogene Metastasierungsrate auf (78% bei VEGF
positiv zu 34% VEGF negativ, p < 0,0001, Driessen et al. 2006). Leider differenzierten die
Autoren nicht innerhalb der VEGF-Familie, so dass der konkrete Einfluss der jeweiligen
Subtypen nicht erfasst werden konnte. Deshalb konnen beide prinzipielle Formen der
GefidBneubildung in Form der Bildung von tumoreigenen Blut- als auch Lymphgefalen fiir

prognostische Aussagen zusammen betrachtet werden.

Aus der Sicht des Kliniker gilt seit Jahrzehnten als gesichert, dass das Auftreten von
Lymphknotenmetastasen beim Mundhdhlenkarzinom prognostisch ungiinstig ist. Neben
vielen anderen demonstrierten KAININS und Mitarbeiter den FEinfluss von
Lymphknotenmetastasen auf die Prognose beim Plattenepithelkarzinom der Mundhdhle.
Neben der Anzahl bestdtigter Lymphknotenmetastasen hat auch deren Lokalisation einen
entscheidenden Effekt auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patienten (Kainins et al.
1977). Allerdings wurde vermutet, dass zum Zeitpunkt der chirurgischen Intervention schon
eine Dissemination von Tumorzellen tliber die Lymphwege stattgefunden haben muss, ohne

dass diese im Préparat histologisch bestitigt werden konnten (Kainins et al. 1977). Aus einer
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aktuellen Arbeit von KESKI-SANTTI und Mitarbeitern geht hervor, dass beim
Zungenkarzinom die GroBle des Primértumors und die Infiltrationstiefe einen Einfluss auf
das Auftreten okkulter zervikaler Lymphknotenmetastasen haben. So fanden sich bei den
pT1-Tumoren 23% zervikaler Lymphknotenmetastasen, beim Stadium ,T, erhohte sich dieser
Wert auf immerhin 50% (Keski-Santti et al. 2007). Es wurde angenommen, dass die
Koordinierung der Lymphangiogenese dem eigentlichen invasiven Karzinom vorausgeht.
CICCO und Mitarbeiter fanden dabei am Beispiel des Zungenkarzinoms, dass die
Expression von VEGF-C bei mehr als 80% der Tumoren stark war und deutlich mit dem
Auftreten von Lymphknotenmetastasen korrelierte. Einzig limitierend war bei dieser
Untersuchung die kleine Stichprobenzahl von 15 (Cicco et al. 2004). Speziell beim
Karzinom der Zunge scheint eine frithzeitige Lymphangiogenese eine prognostisch wichtige
Rolle zu spielen. Munoz-Guerra und Mitarbeiter konnten an 61 Zungenkarzinomen der
Tumorstadien T; und T, zeigen, dass bei mehr als der Halfte dieser Tumoren bereits eine
intratumoral gesteigerte Lymphangiogenese nachgewiesen werden konnte. Diese
Lymphangiogenese hatte zwar keinen entscheidenden Einfluss auf das Gesamtiiberleben der
beobachteten Population, aber auf das krankheitsfreie Intervall. So waren bei negativer
intratumoraler Formierung von LymphgefiBBen nach 5 Jahren 89,6% der Patienten
krankheitsfrei, wihrend dieser Wert auf 67,2% im Falle einer positiven Lymphangiogenese
innerhalb des Tumors sank (Munoz-Guerra et al. 2004). Ahnliche Ergebnisse fanden
SEDIVY und Mitarbeiter. Sie konnten an insgesamt 28 Mundhohlenkarzinomen den
Einfluss  der  lymphatischen = Mikrogefdlldichte = auf das  Auftreten  von
Lymphknotenmetastasen nachweisen.

Das Risiko zur Lymphknotenmetastasierung bzw. zum Auftreten von Spédtmanifestationen in
den Lymphknoten war bei verstarkter Lymphgefa3dichte signifikant erh6ht und die VEGF-
C-Expression korrelierte klar mit der lymphatischen Mikrogefdadichte. Die Autoren
schlugen vor, dass das Mitogen VEGF-C und die Lymphgefdfdichte zur Charakterisierung
von Risikopatienten geeignet erscheint und empfahlen die Ergénzung der Routinediagnostik
um die Bestimmung der Lymphangiogenese. Die Expression von VEGF-C war zudem
unabhingig von den meisten klinisch-pathologischen Parametern und hatte wie bei den
eigenen Ergebnissen keinerlei Einfluss auf das Uberleben der Patienten (Sedivy et al. 2003).

Bei einigen Tumorentititen konnte bewiesen werden, dass die Expression von VEGF
tumorspezifisch mit einem erhéhten Malignititsgrad korreliert ist. Beim Mammakarzinom
konnte gezeigt werden, dass die Expression von VEGF klar mit der Ausbildung eines
tumoreigenen Gefdllsystems und somit mit einer erhhten Malignitét einherging (Brown et

al. 1995). Ahnliche Resultate wurden am Beispiel maligner Ovarialtumoren demonstriert.
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Mehr als 90% der analysierten Ovarialmalignome prasentierten eine starke Expression von
VEGF als Mall fiir einen gesteigerten Tumorstoffwechsel, wdhrend im gesunden
Ovarialgewebe keinerlei Expression dieses Mitogens nachgewiesen werden konnte (Abu-
Jawdeh et al. 1996). In einer eindrucksvollen Arbeit konnten BANCER-TODESCA und
Koautoren am Beispiel von Dysplasien der Vulvaregion zeigen, dass mit steigendem
Dysplasiegrad die Expression von VEGF zunahm und auch die Mikrogefd3dichte anstieg
(Bancer-Todesca et al. 1997). Allerdings erfassen alle diese Studien die generelle Funktion
von VEGF als permeabilititssteigendes und migrationsforderndes Agens im Rahmen der
Tumorgenese. Nachteilig ist jedoch die Tatsache, dass mittels der oft gleichzeitig ermittelten
Mikrogefalldichte nicht immer die reale tumoreigene GefdBneubildung erfasst wird, da
VEGF auch im Rahmen einer chronischen Entziindung oder bei Heilungsprozessen
exprimiert wird (Senger et al. 1993, Sauter et al. 1999). Es erscheint sinnvoller, den durchaus
verschiedenen Einfluss der einzelnen Vertreter der VEGF —Familie innerhalb der
Tumorgenese detaillierter zu analysieren (Sauter et al. 1999). KITADAI und Koautoren
konnten sowohl in Zelllinien als auch anhand von 48 Paraffinschnitten des
Osophaguskarzinoms zeigen, dass die Expression von VEGF-C ein potenter Stimulator der
Lymphangiogenese darstellt. Im Falle einer hohen Expression dieses Proteins fanden sich
signifikant mehr Lymphknotenmetastasen (Kitadai et al. 2001).

Allerdings existieren bisher wenige Arbeiten zur Frage des Einflusses von VEGF-C auf die
Lymphangiogenese und damit auf die Entstehung von Lymphknotenmetastasen beim
Plattenpithelkarzinom der Mundhdhle. KISHIMOTO und Mitarbeiter zeigten, dass VEGF-C
insbesondere in frilhen Stadien des Mundhodhlenkarzinoms sehr gut mit der Bildung von
Lymphknoten korreliert, wihrend bei den fortgeschritteneren Ts- und T4- Formen keinerlei
Zusammenhang zwischen der Expression von VEGF-C und dem Ausmal} von regiondren
Lymphknotenmetastasen festgestellt werden konnte. Somit erwies sich VEGF-C bei den friih
erkannten Tumorstadien als wertvoller Prediktor fiir das Risiko von Lymphknotenmetastasen
(Kishimoto et al. 2003). Die Autoren fanden mittels einer multivariaten Analyse, dass
VEGF-C einen unabhédngigen Prognosemarker darstellt. So konnte gezeigt werden, dass
VEGF-C hoch signifikant mit der Lymphknotenmetastasierung korreliert. Es fand sich
jedoch kein Zusammenhang zwischen der Expression dieses Proteins und dem T-Stadium
und der histopathologischen Differenzierung (Kishimoto et al. 2003). Trotzdem konnten
Unterschiede beim Uberleben der Karzinompatienten festgestellt werden. Bei den VEGF-C-
negativen Patienten zeigte sich ein Uberleben von 83,3%, wihrend in der Gruppe mit einer
hohen Expression das Uberleben auf nur 50,7% sank (Kishimoto et al. 2003). Die klare

Korrelation zwischen der Expression von VEGF-C und der Prognose bei frithen Stadien des
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Mundhohlenkarzinoms unterstreicht die Eignung dieses Proteins als zeitig anwendbaren
Indikator fiir eine lymphonodale Metastasierung. Sie erfiillt die Forderung von KAININS
und Mitarbeiter, schon zum Zeitpunkt der Operation ohne bestehende Metastasierung
Aussagen zu einer derartigen Tendenz treffen zu konnen. Individualisierte Therapieschemata
konnten somit realisiert werden. Es wire denkbar, die VEGF-C-Expression zur Frage einer
Neck dissection bei Ti- oder T,- Tumoren heranzuziehen. Eine positive VEGF-C-Expression
kann bei (noch) fehlendem Nachweis in der Bildgebung bzw. im histologischen Préparat als
Ausdruck fiir eine initiale Lymphknotenmetastasierung gelten. Bei Vorliegen eines gering
differenzierten Tumors und Uberexpression von VEGF-C sollte die Therapie um die

Halslymphknotenausrdaumung ergénzt werden.

Diese Untersuchungen von KISHIMOTO et al. haben eine gewisse Einschrinkung, da
lediglich eine Unterscheidung zwischen positiv (mehr als 25 % der Farbungen im
Tumorgewebe) und negativ mit Intensitdten von VEGF-C zwischen 0 und 25 % erfolgte.
Exakter ist das Vorgehen in der eigenen Studie mit Hilfe des Immunreaktiven Scores nach
REMMELE, welcher sowohl die Férbeintensititen als auch den flichenmiBigen Anteil der

Féarbung berticksichtigt.

Auf den Zusammenhang der Expression von VEGF-C und einer gesteigerten
Lymphangiogenese wurde auch von O-CHAROENRAT und Mitarbeitern hingewiesen. Sie
zeigten den Einfluss dieses angiopotenten Proteins an 54 Patienten mit einem
Plattenepithelkarzinom der Mundhohle. Allerdings war die Nachbeobachtungszeit der
Patienten durchschnittlich nur 20 Monate. Dadurch war zwar die Korrelation zwischen der
Expression von VEGF-C und der Lymphangiogenese signifikant, aber hinsichtlich des
Uberlebens der Patienten lieB sich lediglich eine Tendenz zur Signifikanz zeigen

(O-Charoenrat et al. 2001).

Der Einfluss von VEGF-C auf das Metastasierungsverhalten am Plattenepithelkarzinom der
Mundhdhle konnte auch durch die Arbeitsgruppe um NEUCHRIST bestétigt werden. Sie
zeigten an 4 Zelllinien und 16 Karzinomen den Einfluss auf das Metastasierungsverhalten.
So korrelierte die VEGF-C-Expression mit dem Auftreten von Rezidiven; die statistische
Signifikanz wurde aufgrund der geringen Stichprobe verfehlt (Neuchrist et al. 2003).
Demgegeniiber wurde in einer aktuellen Verdffentlichung von FAUSTINO berichtet, dass
die VEGF-C-Expression nicht zur Detektion okkulter Lymphknotenmetastasen
herangezogen werden kann, auch wenn das Risiko eines Auftretens derartiger Metastasen in

der Literatur zwischen 23% und 45% beschrieben wird (Faustino et al. 2008).
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Bisher konnte das Ausmall von Lymphknotenmetastasen lediglich anhand des T-Stadiums
kalkuliert werden. OKADA und Mitarbeiter zeigten in einer neueren Studie an 38 Patienten
mit einem Mundhdhlenkarzinom den Zusammenhang zwischen Grof3e des Primértumors und
der Anzahl von Lymphknotenmetastasen. Dabei fand sich, dass bei den klinisch giinstigeren
Ti- und T,-Formen nur bei 30% der Patienten Lymphknotenmetastasen auftraten, wihrend
bei den fortgeschrittenen T3- und T4-Tumoren doppelt so hdufig Metastasen verzeichnet
werden mussten (Okada et al. 2003). Diese Resultate standen in klarem Gegensatz zu den
eigenen, welche eine Unabhéngigkeit der VEGF-C-Expression von den klinischen und

histologischen Parametern bestétigten.

Neben dem bekannten Mechanismus einer Aktivierung von VEGF-C durch die
Tumorhypoxie kann dieses Protein auch durch Onkogene aktiviert werden. Als moglicher
Weg wird unter anderem Ras diskutiert, welches eine direkte Stimulation von VEGF-C
ermdglicht (Blancher et al. 2001).

Die aktuellen eigenen Untersuchungen und die von weiteren Autoren berechtigen zu der
Annahme, dass mittels der VEGF-C-Expression und der Assoziation zu der
Lymphangiogenese noch detailliertere Zusatzinformationen in wertvoller Ergénzung zum
klassischen Grading gewonnen werden (vergl. Miller et al. 1992). Es ergibt sich,
wahrscheinlich bedingt durch die verhdltnisméBig kleine Gruppe von Patienten mit
nachgewiesenen Lymphknotenmetastasen, mit Ausnahme bivariater Korrelationen nur ein
Trend zur Signifikanz zwischen dem Expressionsmuster von VEGF-C und der Entstehung

dieser Metastasen bei Mundhohlenkarzinomen in der eigenen Untersuchung.

5.2.1.5 Von Hippel-Lindau-Protein [pVHL]

Die Wirkung von pVHL als Tumorsuppressor-Protein ist unumstritten. Die am besten
charakterisierte Funktion von pVHL ist seine Fahigkeit, den Hypoxie-induzierten Faktor
alpha [HIF- la] zu regulieren. Durch die Bindung mit dem VHL-Protein, welches ein
Bestandteil des E;-Ubiquitin-Ligase-Komplexes ist, wird HIF- 1o ubiquitinyliert und
anschliefend durch das Proteasom 26S abgebaut (Luu et al. 2008). Die B-Doméne dieses
Proteins bindet direkt an die sauerstoffabhéngige Untereinheit von HIF-1 o und initiiert
somit in normoxischen Geweben die Inaktivierung des Transkriptionskomplexes HIF. Am
Nierenzellkarzinom konnte demonstriert werden, dass in einer Vielzahl von Fillen
Mutationen des VHL-Genes vorlagen, wodurch die Expression des VHL-Proteins mit seinen

suppressorischen Aktivititen ausblieb (Wiesener et al. 2001, Kaelin 2008, Luu et al. 2008).
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Immunhistochemische Untersuchungen zum pVHL eignen sich daher vorziiglich, um zu
kldren, ob eine Expression von HIF-1 a moglicherweise durch Mutationen des von Hippel-
Lindau-Genes oder durch das Vorliegen einer echten hypoxischen Situation im
Tumorgewebe bedingt ist. Klarzellige Nierenzellkarzinome wiesen in einem hohen Malle
Defekte am VHL-Gen auf, so dass eine automatische Hochregulation von HIF-1 o und
dessen Targetproteinen die Folge war. Typischerweise ist dann die Farbung gegen HIF-1 o
diffus im Tumorgewebe und nicht in der Invasionsfront bzw. in den perinekrotischen Zonen

zu finden (Wiesener et al. 2001).

Die Inaktivierung des VHL-Genes erfolgt durch Deletionen. Insgesamt sind ca. 59% der
klarzelligen Nierenzellkarzinome fiir VHL mutiert und damit flir dieses Gen inaktiviert

(Huu et al. 2008, Krieg et al. 2000).

Der prognostische Einfluss von pVHL konnte am Beispiel von Nierenzell-, Ovarial- und
Uteruskarzinomen in einer aktuellen Arbeit demonstriert werden. Der Wert dieses Proteins
als prognostischer Marker scheint bei urologischen und gynikologischen Karzinomen
unumstritten zu sein (Lin et al. 2008, Nyhan et al. 2008). Bisher existieren jedoch keinerlei
Analysen, welche die prognostische Bedeutung von pVHL beim Mundhohlenkarzinom
erfasst haben. Nach gegenwirtigem Kenntnisstand ist dies also der erste Bericht, welcher
den Zusammenhang einer Expression von pVHL und der Prognose beim
Plattenepithelkarzinom der Mundhdhle verdeutlicht. In der eigenen Untersuchung konnte fiir
das Genprodukt des von Hippel-Lindau-Proteins, in Analogie zu den gyndkopathologischen
Tumoren von LIN und Mitarbeitern, neben dem Einfluss auf das Gesamtiiberleben ebenso
ein Einfluss auf das Rezidivverhalten gefunden werden. Wenn beim Mundhohlenkarzinom
pVHL miBig bis stark exprimiert wurde, zeigte sich neben dem schlechteren Uberleben
gleichzeitig ein erhohtes Risiko fiir ein Rezidiv. Ursdchlich konnten hier Mutationen des

VHL-Gens sein, wobei sog. missense-Mutationen bekannt sind (Luu et al. 2008).

Die Rolle von pVHL in der Tumorprogression diirfte komplex sein und sollte in
Zusammenhang mit dem Transkriptionsfaktor HIF betrachtet werden. Die Folge ist bei
pVHL-negativen oder defizitiren Tumoren eine automatische Aktivierung des
Transkriptionskomplexes HIF, wodurch schlieBlich automatisch die Expression von CA IX
stimuliert wird (Wykoff et al. 2000). Eine Inaktivierung des pVHL fiihrt dann auch zu einem
Verlust der Regulation der Expression der Carboanhydrase IX durch verminderten
Sauerstoffpartialdruck im Tumorgewebe. Es ist zu erwarten, dass pVHL hinsichtlich seines
komplexen Einflusses auf die Tumorgenese bei zahlreichen Tumorentitdten noch intensiver

untersucht werden wird (Frew und Krek 2008).
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53 Koexpression von hypoxie-relevanten Proteinen

Zur genauen Prognosekalkulation diirfte es hilfreich sein, mehrere Faktoren zu analysieren.
In der multivariaten Analyse konnte anhand der eigenen Resultate gezeigt werden, dass sich
die Proteine HIF-1a, GLUT-1, CA IX und pVHL als unabhingige Prognosemarker eignen.
Die aktuellen Ergebnisse zeigten erstmals, dass im Falle einer negativen Expression dieser
vier hypoxie-relevanter Proteine eine 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkiet von mehr als
90 % festgestellt werden konnte. AuBerdem war es moglich, Aussagen zur kontrovers
diskutierten Rolle der Carboanhydrase in der Tumorprogression des Mundhdhlenkarzinoms
treffen zu konnen. Offensichtlich wird dieses Ezym bei dieser Tumorentitét erst bei hoherem
und vor allem ldngeren andauerndem Sauerstoffdefizit hochreguliert. Bei der gemeinsamen
Betrachtung des Einflusses von HIF-1 a und CA IX auf das Uberleben der Patienten mit
einem Mundhdhlenkarzinom konnte anhand der eigenen aktuellen Untersuchungen gezeigt
werden, dass eine negative Expression beider Proteine mit einem 5-Jahres-Uberleben von
95% einhergeht. Bisher sind derartige positive Daten nicht bekannt. Erklart werden kann
diese Phdnomen durch ein Ausbleiben einer klonalen Selektion dieser Tumoren. Es kann
davon ausgegangen werden, dass derartige Karzinome nicht hypoxisch sind. Damit
verwundert es nicht, dass auch im Rahmen dieser aktuellen Untersuchungen der pradiktive
Wert von CA IX im Rahmen einer einzigen Betrachtung dieses Enzyms nicht bewiesen
werden konnte. Charakteristisch war hingegen die Koexpression von HIF-1a und CA IX,
wodurch einmal mehr der stimulierende Effekt von HIF-1a auf weitere Proteine demonstriert
werden konnte (vergl. Abb. 22). Die streng lineare Korrelation der HIF-1a- und CA IX-
Expression bei Karzinomen der Lunge unterstreicht, dass eine Expression von HIF-la

konsekutiv die Expression von CA IX nach sich zieht (Kim et al. 2005).

Am Beispiel des Lungenkarzinoms konnte durch KIM und Mitarbeiter gezeigt werden, dass
eine hohe Expression von HIF-la signifikant mit der Expression von CA IX korrelierte.
Ganz dhnlich verhielt sich der Zusammenhang zwischen HIF-1o und VEGF, auch wenn
statistisch nur eine Tendenz zur Signifikanz gefunden werden konnte (Kim et al. 2005).
Diese Untersuchungen an anderen Tumorentititen beweisen eindeutig die zentrale

regulierende Rolle des Transkriptionsfaktors HIF-1o im Rahmen der Tumorgenese.

Auch bei einigen anderen Malignomen des Menschen war es von Interesse, in welcher Art
und Weise die unter hypoxischem Stress exprimierten Proteine mit der Prognose der
Patienten korrelierten. So fanden KIVELA und Mitarbeiter am Beispiel des Kolorektalen

Karzinoms eine vermehrte Expression von CA IX, welche jedoch keinerlei Regulation durch
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das Tumor-Suppressor-Genprodukt pVHL erfuhr (Kivela et al. 2005). Beim
Mammakarzinom konnten TRASTOUR und Mitarbeiter an 132 invasiven Tumoren die
Koexpression von HIF-1a und CA IX demonstrieren. Diese Untersuchungen unterstreichen
die Komplexitdt des hypoxischen Stresses, so dass von einer durch Hypoxie getriggerten
Expressionskaskade gesprochen werden kann. In diesen konkreten Féllen wurde das extrem
sauerstofflabile HIF-lo durch die erhoéhte Tumorhypoxie stabilisiert und dadurch die
Expression von CA IX induziert (Trastour et al. 2007). Noch deutlicher konnten VLEUGEL
und Koautoren den regulierenden Einfluss des Transkriptionsfaktors HIF auf die jeweiligen
Target-Gene demonstrieren. Sie zeigten an 200 Mammakarzinomen die Expression von HIF-
la, welche hoch signifikant mit der gleichzeitigen Expression von CA IX und GLUT-1
korrelierte (Vleugel et al. 2005). Beim Nierenzellkarzinom fanden sich vor allem hohe Werte
fiir die durch HIF-la induzierten und regulierten Targetproteine GLUT-1 und VEGF.
Wihrend in Anwesenheit von HIF-1 o die Expression von VEGF um das fiinffache
gesteigert wurde, zeigte sich im Falle von GLUT-1 sogar eine Steigerung um das zehnfache,
wenn die entsprechenden Nierenzellkarzinome HIF-1 a positiv waren (Wiesener et al. 2001).
DRIESSEN und Mitarbeiter untersuchten die Koexpression von CA IX und VEGF an
insgesamt 154 Karzinomen des Magens und des Osophagus. Dass beide Proteine
hochreguliert wurden, liegt am Einfluss von HIF-1a. In seiner durch hypoxischen Stress
stabilisierten Form bindet HIF-1oa an Promotor-Regionen beider Gene und veranlasst die
Produktion der jeweiligen Genprodukte, im konkreten Fall von CA IX und VEGF (Driessen
et al. 20006).

Generell scheint auch der Grad der Koexpression fiir detaillierte prognostische Aussagen
wertvoll zu sein. Nur dadurch kann es gelingen, die jeweiligen tumoreigenen
pathobiochemischen Wege zur Ausprdgung seiner Aggressivitit verstehen und richtig
interpretieren zu lernen. Erste Ansdtze in diese Richtung konnten am Beispiel der
Osophaguskarzinome gezeigt werden. Dabei fand sich eine Koexpression von CA IX und
VEGF bei 36% der analysierten Tumorgewebe. Allerdings préasentierten diese Tumoren eine
nochmals schlechtere Prognose im Vergleich zu jenen, welche lediglich eines der beiden
Proteine iiberexprimierte. Gleichzeitig resultierte bei diesen Tumoren im Vergleich zum Rest
der Studienpopulation eine erhohte Infiltrationsrate (86% im Falle von CA IX und VEGF-
Uberexpression versus 59% bei CA IX- und VEGF- negativen Fillen, p = 0,001, Driessen et
al. 2006). Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, anhand der Expressionsmuster beider
Proteine von einer Subgruppe von Tumoren mit deutlich erhohtem Malignitédtspotential
sprechen zu kénnen. Ganz dhnliche Ergebnisse fanden KOUKOURAKIS und Mitarbeiter

bei einer Studie zum Expressionsverhalten von HIF-1 o und HIF-2 o am Beispiel von
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insgesamt 75 Kopf-Hals-Malignomen. Es zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen
der Expression beider Proteine HIF-1 o und HIF-2 o und VEGF sowie der Mikrogefaf3dichte
(Koukourakis et al. 2002).

Eine Analyse, welche vier hypoxie-relevante Proteine an einem gut dokumentierten
Patientengut hinsichtlich deren Einfluss auf die Uberlebensprognose zusammenfasste,
existierte bisher nicht. Die hier prasentierten Daten sind die erste Veroffentlichung, welche
ein 14,8-fach erhohtes Risiko des tumor-assoziierten Versterbens in Abhédngigkeit der
Expression von HIF-1 o, GLUT-1, CA IX und pVHL an Geweben des
Plattenepithelkarzinoms der Mundhohle festgestellt hat.

WIJFFELS und Mitarbeiter analysierten den Zusammenhang zwischen der Hypoxie und
dem daraus resultierenden Proliferationsverhalten von Mundhdhlenkarzinomen. Dabei
konnte anhand von 39 allerdings sehr heterogen verteilten Malignomen des Kopf-Hals-
Bereiches gezeigt werden, dass in hypoxischen Arealen kaum proliferative Aktivititen
vorzufinden waren. Lediglich in gut oxygenierten Arealen konnte ein entsprechendes
Proliferationspotential verzeichnet werden. Dennoch unterstreicht dies die Heterogenitét der
Tumorgewebe und den folglichen chaotischen Zustinden hinsichtlich der Nutrition und
Oxygenation. Derartige hypoxische, nicht hochgradig proliferativ tiatige Tumorzellverbénde
konnten jedoch ein erhohtes Aggressionspotential besitzen und resistent auf radio- bzw.

chemotherapeutische Therapien reagieren (Wijffels et al. 2008).

Bisher existieren auch keine Verodffentlichungen, welche den synergistischen Effekt der
Expression von HIF-1 o und GLUT-1 auf eine Steigerung des tumorassoziierten Versterbens
am Beispiel des Mundhohlenkarzinoms demonstrieren. In einer aktuellen Publikation der
Arbeitsgruppe um van der GROEP konnte auf eine derartige Koexpression von HIF-1 o und
GLUT-1 erstmals am Beispiel des Mammakarzinoms hingewiesen werden. Bei den
sporadischen Mammakarzinomfillen sind etwa ein Drittel aller Tumoren sowohl HIF-1 a als
auch GLUT-1 positiv, was etwa den eigenen Zahlen am Mundhdhlenkarzinom entspricht.
Dennoch wurde in dieser Veroffentlichung das mdglicherweise deutlich erhohte Risiko eines
tumorbedingten Versterbens in einem multivariaten Ansatz nicht untersucht (van der Groep

et al. 2008).

Eine partielle Koexpression von HIF-1 o und CA IX konnte durch KAPPLER und
Mitarbeiter bei Kopf-Hals-Malignomen gezeigt werden. Wenn diese beiden Proteine
geringgradig exprimiert wurden, betrug das 5-Jahres-Uberleben 50% und sank auf nur 13%
im Falle einer hohen Expression beider Proteinstrukturen. Einzige Nachteile dieser Analyse

waren die mit nur 34 Karzinomen geringe Stichprobe und die heterogene Verteilung der
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einzelnen Tumorlokalisationen (Kappler et al. 2008). In einer bivariaten Analyse wurde ein
Zusammenhang zwischen der Expression von HIF-1a und CA IX an insgesamt 59 Geweben
von Mundhdhlenkarzinomen durch WINTER und Mitarbeitern nachgewiesen (Winter et al.
2007). Jedoch konnte auch in dieser Analyse nicht der Einfluss einer gemeinsamen
Expression dieser beiden hypoxie-relevanten Proteine auf das Uberleben der Patienten
gezeigt werden. Nach gegenwirtigem Stand der Literatur stellen deshalb die eigenen
Resultate die ersten dar, welche im Falle einer negativen Expression von HIF-1a und CA IX
in einer multivariaten Analyse ein Uberleben der entsprechenden Patienten von 95%
bescheinigen. Zudem zeigte sich jene Gruppe von 22 Patienten mit der negativen Expression
beider Marker hinsichtlich TNM-System und Grading heterogen verteilt, d.h. die negative
Expression ereignete sich unabhédngig dieser etablierten klinisch-pathologischen Kriterien.
Vergleichbare Resultate erzielten BACHE und Mitarbeiter an 34 fortgeschrittenen Kopf-
Hals-Malignomen. Sie fanden in Ubereinstimmung mit den eigenen Ergebnissen, dass im
Falle eines Ausbleibens der hypoxie-relevanten Proteine HIF-1a und CA IX ein deutlich

verbessertes Gesamtiiberleben registriert werden konnte (Bache et al. 2006).

Gleichfalls scheint ein weiterer regulierender Pathway beim Mundhdhlenkarzinom iiber eine
Aktivierung der Phosphatidyl-Insositol-3’-Kinase [Pi-3K] zu erfolgen. Regulierend ist dann
auch eine erhohte intratumorale Zelldichte. Abb. 31 verdeutlicht schematisch das Modell
einer Aktivierung von CA IX als Folge einer vorangegangenen HIF-1 a-Stabilisierung bzw.
iiber den Pi-3K-Pathway (Kaluz et al. 2002). Interessanterweise scheint auch bei dem
pathobiochemischen Weg einer Aktivierung mittels der Phosphatidyl-Insositol-3’-Kinase
zumindest eine minimale Aktivitdt des Transkriptionskomplexes HIF-1 a notwendig zu sein.
Die aktuellen Ergebnisse bestdtigen diese Resultate in der Weise, dass nur im Falle einer
negativen Expression von HIF-1 a eine Pi-3K-abhéngige CA IX-Aktivierung ausbleibt. Die
Uberlebenszeit der Patienten mit diesen Karzinomen entspricht praktisch der in der

Normalpopulation.

Noch vor wenigen Jahren wurde in Frage gestellt, ob sich CA IX zur weiteren
Differenzierung von Tumoren eignet (Nogradi 1998). Noch im Jahre 2005 fanden FILLIES
und Mitarbeiter nur einen deutlichen Zusammenhang zwischen der Expression von HIF-1 a
und dem Uberleben der Patienten, jedoch keine Korrelation zwischen den Proteinen GLUT-1
und CA IX als HIF-1 a getriggerte Effektorproteine (Fillies et al. 2005).

Insgesamt scheint es allerdings mit Hilfe einer Kombination dieser endogenen
Hypoxiemarker moglich zu sein, recht detailliert das Aggressionspotential maligner

Tumoren charakterisieren zu kénnen. Ahnlich wie bei den eigenen Resultaten, die im Falle
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einer negativen Expression von HIF-la und CA IX ein 5-Jahres-Uberleben von 95%
bescheinigten, konnte ein derartiger Trend in einer jiingsten Verdffentlichung auch beim
Cervix-Karzinom bestétigt werden. Es wurde sogar berichtet, dass bei dieser Tumorentitit
bei negativer Expression von HIF-la und dem Apoptoseinhibitor Survivin eine

Uberlebenswahrscheinlichkeit von 100% besteht (Dellas et al. 2008).

Hohe Zelldichte/moderate Hypoxie Hypoxie
[ O-Werte 1 — 10%] [O-Werte <1%]
Pi3-K-Aktivierung + minimale HIF-1a- Stabilisation von HIF-1a
Aktivitat

Aktivierung der CA IX

Abb. 31 Schematische Darstellung moglicher  Aktivierungen der
Carboanhydrase 9

Pi3-K = Phosphatidyl-Inositol-3’- K, modifiziert nach Kaluz et al.
2002

5.4 Tumoroxygenierung und Himoglobinkonzentrationen

Aus Sicht des Klinikers ergibt sich die logische Frage, ob Zusammenhénge zwischen der
pratherapeutischen Hamoglobinkonzentration und der Oxygenierung des Tumors existieren
und zu einer Prognosekalkulation herangezogen werden konnten. Die Ergebnisse hierzu sind
nicht einheitlich. Am Beispiel verschiedener Tumorentitdten wie Mamma-, Zervix- und auch
Kopf-Halstumoren war bei einer Zunahme des Hb-Wertes eine erhohte Sauerstoffversorgung

des jeweiligen Tumors nachweisbar. Bei andmischen Patienten verschlechterte sich infolge
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der verminderten Sauerstofftransportkapazitit die Tumoroxygenierung. Allerdings waren
auch relativ hohe Hb-Werten mit einer Verschlechterung der Oxygenierung des Tumors
verbunden. Ursdchlich konnte hierfiir die Perfusionsstorung aufgrund der erhéhten
Viskositdt und den ungiinstigen rheologischen Bedingungen im ,,chaotischen* Gefaf3bett der
jeweiligen Tumoren sein. Somit wurde von einem ,optimalen Hb-Wert gesprochen,
welcher neben einer guten Sauerstoffzufuhr auch eine hinreichende Viskositét garantiert.
Dieser Hb-Wert liegt zwischen 8,07 und 9,4 mmol/l [13 — 15g/dl] (Vaupel et al. 2006).
Zieht man den mittleren Hb-Wert der eigenen Patienten heran, so lag dieser mit einem Wert

von 8,89 mmol/l im Bereich dieses “optimalen* Hb-Wertes.

Anhand der eigenen aktuellen Ergebnisse konnte kein statistisch signifikanter
Zusammenhang zwischen einer generellen Andmie und der endogenen Hypoxieantwort im
Tumorgewebe festgestellt werden. Dies bedeutet, dass anhand der Bestimmung des
prdoperativen Hb-Wertes keinerlei Riickschliisse auf das Ausmall der Tumorhypoxie
gezogen werden konnen. Die Arbeitsgruppe um WINTER und Mitarbeiter konnte an
insgesamt 151 Patienten mit einem Kopf-Hals-Malignom zeigen, dass die Expression von
verschiedenen hypoxie-relevanten Proteinen wie HIF-1a und CA IX in keiner Weise mit
dem Hb-Wert korrelierte (Winter et al. 2006). Im Tierexperiment konnte zudem demonstriert
werden, dass bei zunehmender TumorgroBe eine therapeutische Anpassung der Hb-Werte

keinen Effekt auf die Oxygenierung im Tumor selbst hatte (Kelleher et al. 1995).

Ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Hémoglobinkonzentration und der
endogenen Hypoxieantwort konnte lediglich an einer Population fortgeschrittener
Zervixkarzinome bewiesen werden. So fand man eine inverse Korrelation zwischen dem Hb-
Wert und der Expression von Survivin, einem Inhibitor der Apoptose (Bache et al. 2007).
Die eigenen Untersuchungen kénnen derartige Zusammenhénge nicht belegen. Es liegt die
Vermutung nahe, dass bei fortgeschrittenen Karzinomen das Tumorleiden den
Gesamtorganismus in einer Weise beeinflusst, dass die allgemeine Tumoranémie scheinbar
herangezogen werden kann, um Riickschliisse auf die hypoxische Situation zu erlangen. Im
Gegensatz zu den Resultaten von BACHE und Mitarbeitern muss im Rahmen der
vorliegenden Resultate aber der Schluss gezogen werden, dass die Tumorhypoxie als

wichtiger prognostischer Schritt bereits sehr zeitig mit der Tumorprogression realisiert wird.
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5.5 Ausblick

Die Kenntnis des Hypoxiestatus beim Plattenepithelkarzinom der Mundhohle ist zur
detaillierten Prognosekalkulation von wesentlicher Bedeutung. Entscheidend fiir die
Behandlung ist eine patientenbezogene Therapie, welche neben den etablierten klinisch-
pathologischen Parametern die Oxygenierung des Tumors als Entscheidungshilfe
einschlieft. Hypoxische Tumortypen zeigen sich resistent gegeniiber einer Bestrahlung. Um
die komplette Wirksamkeit entfalten zu konnen, ist eine Radiatio auf Sauerstoff im
Tumorgewebe angewiesen. Nur dadurch konnen die extrem kurzlebigen freien Radikale
hinsichtlich ihrer Lebenszeit verlingert werden, um schlieBlich irreversible Schiden an der

Tumor-DNA bewirken zu kénnen (Isa et al. 2006).

Therapeutische Ansatzmoglichkeiten zur Erhéhung der Ansprechrate bestiinden im 2-
Methyl-Estradiol, einem natiirlichen Inhibitor von HIF. Hierbei wire zu erwarten, dass 2-
Methyl-Estradiol in Kombination mit Paclitaxel [Taxol®] eine zunehmende Rolle in der
Therapie fortgeschrittener Kopf-Hals-Malignome spielen konnte, obwohl hierbei die
Hemmung sehr zentral und ohne die Kalkulation eventueller Nebenwirkungen erfolgen

wiirde (Brennan et al. 2005).

Auch die Effektivitit einer mdglichen chemotherapeutischen Intervention konnte unter
Kenntnis der hypoxischen Situation im Tumorgewebe besser vorhergesehen werden.
Zentraler Punkt ist hierbei sicher die Expression der Carboanhydrase IX, welche maB3geblich
auch an der extrazelluldren pH-Regulation beteiligt ist. Niedrige pH-Werte sind nicht mit
zahlreichen Chemotherapie-Regimen (Cisplatin, 5-Fluorurazil) zu vereinbaren, weshalb
derartige Therapieoptionen nicht erfolgreich verlaufen wiirden. Mit Respekt auf die durch
KALUZ und Mitarbeiter gefundenen Zusammenhénge einer Aktivierung von CA IX durch
den Pi-3K-Pathway konnten durch gezielte immunhistochemische Untersuchungen
zusitzliche Informationen erhalten werden, ob der jeweilige Tumor das Aggressionspotential
eher auf verminderten Sauerstoffpartialdruck oder den genannten Pathway zuriickzufiihren
ist (Kaluz et al. 2002). HIF-1a - und pVHL-positive Karzinome sind mit hoher Sicherheit
durch den Pi-3K-Pathway reguliert. In diesem Zusammenhang wéren Inhibitoren dieses
pathobiochemischen Weges denkbar. Erste Erfolg versprechende Ansdtze konnten an
Zelllinien durch IWASE und Mitarbeiter gezeigt werden. Hierbei wurde im Experiment
nachgewiesen, dass Inhibitoren der Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase [Pi-3K-Inhibitoren] die
Erfolgsrate von Cisplatin, 5-FU oder Docetaxel in der Therapie des Mundhdhlenkarzinoms
steigern konnten (Iwase et al. 2007). Ein dhnlicher Einfluss konnte einem bedeutenden
Regulator der Protein-Translation und Zellproliferation, bekannt als Mammalian Target of
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Rapamycin [mTOR], beim Karzinom des Osophagus bescheinigt werden. Immerhin war bei
dieser Tumorentitdit im Rahmen einer umfassenden immunhistochemischen Analyse zur
Expression von mTOR nachgewiesen worden, dass etwa ein Viertel aller Tumoren mTOR
exprimierten und signifikant schlechter differenziert waren. Moglicherweise bestiinde beim
Mundhohlenkarzinom neoadjuvant die Option einer erfolgreichen Blockade von mTOR

(Boone et al. 2008).

Eine weitere Therapiemdglichkeit besteht in der Blockade der Glykoloyse in der Tumorzelle.
Erste Ansdtze mit 2-Deoxy-Glukose, welche iiber die Glukosetransportmolekiile in die
Tumorzelle gelangt, durch die Hexokinase phosphoryliert wird und schlieBlich den
Glukosemetabolismus blockiert, sind in der der klinischen Testphase (Jin et al. 2007).

Bisher hatten sich chemotherapeutische Konzepte nicht in der Weise bewdhrt, dass von
einem Regime zur nachhaltigen Verbesserung der Gesamtiiberlebensrate der Patienten und
auch der Lebensqualitit gesprochen werden konnte (Metelmann 2000). Moglicherweise sind
durch die aktuellen Untersuchungen zum Oxygenierungsstatus des Mundhdhlenkarzinoms
detailliertere Aussagen hinsichtlich eines Ansprechens chemotherapeutischer Konzepte
realisierbar.  Die  immunhistochemische = Analyse des  Hypoxiegrades  beim
Plattenepithelkarzinom der Mundhdhle unterstiitzt somit Chance fiir eine individualisierte
Therapie. Die Patienten partizipieren in der Zukunft davon in zweifacher Hinsicht:

Erstens konnten wenig effektive Bestrahlungen vermieden werden. Sekundér chirurgische
MalBnahmen hitten folglich weniger strahlenbedingte Nebenwirkungen.

Zweitens konnten Patienten dadurch noch besser hinsichtlich einer zuséitzlichen
Chemotherapie selektiert werden (Isa et al. 2006).

Das fiir die Lymphangiogenese auf molekularer Ebene essentielle Protein VEGF-C wird
offenbar auch durch den Epidermal Growth Factor (EGFR) hochreguliert (O-Charoenrat et
al. 2001). Hier bestédnden schon etablierte therapeutische Strategien in Form von sog. EGFR-
Blockern wie Cetuximab®. Mittlerweile ist eine derartige EGFR-Bockade in der Therapie
von Kopf-Hals-Malignomen etabliert, die Ergebnisse sind vielversprechend. So konnten
BONNER und Mitarbeiter in einer randomisierten multizentrischen Studie am Beispiel lokal
fortgeschrittener Kopf-Hals-Malignome den additiven therapeutischen Effekt des EGFR-
Blockers Cetuximab® in Kombination mit der Bestrahlung hervorheben. Es wurde bei einer
gleichzeitigen Anwendung von Cetuximab® plus Bestrahlung eine signifikante Verlingerung
des Gesamtiiberlebens von knapp 20 Monaten im Vergleich zur ausschlieBlichen Radiatio
demonstriert (Bonner et al. 2006). Vielleicht gelingt es sogar, mit neuen ,,Immuntherapien‘

unter Verwendung noch weiterer AntikOrper gegen wihrend der Tumorprogression
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exprimierte Proteine die Strahlenbelastung einer adjuvanten Radiatio zu minimieren. Neben
einem gesteigerten Effekt dieser Maflnahmen gegen die Tumorerkrankung konnte dies die
Lebensqualitdt der Patienten steigern, zumal bis zu einem Wert von 50 Gy die
strahlenbedingte Xerostomie reversibel sein kann (Siedeck et al. 2008).

Ein weiterer Aspekt fiir die Zukunft ist die Entwicklung einfacher Testmethoden, wie z.B.
durch eine Blutuntersuchung, um sich mit minimalem Aufwand einen Uberblick iiber die
Oxygenierung im Tumor verschaffen zu konnen. Erfolg versprechende Ansdtze wurden
hierzu in Form der Serum-Laktatdehydrogenase bereits verdffentlicht. Eine mogliche
Korrelation zwischen diesem Serum-Enzym und der Laktatdehydrogenase (LDH) im Tumor

konnte zur Charakterisierung der Tumorhypoxie herangezogen werden (Lukacova et al.

2008).

5.6 Modell zur Therapiestratifizierung beim Mundhohlenkarzinom anhand der
Expression hypoxie-relevanter Proteine

Basierend auf den breit angelegten immunhistochemischen Untersuchungen am
Plattenepithelkarzinom der Mundhohle kann im Ergebnis folgende in Abb. 32
zusammengefasste Hypothese des Regulationssystems postuliert werden. Diese zeigt den
komplexen Mechanismus zur Umsetzung eines erhohten Aggressionspotentials des Tumors,
welches unter hypoxischen Bedingungen, aber auch unter normalen Oxygenations-
bedingungen realisiert werden kann. Wiéhrend bei ersteren der verminderte
Sauerstoffpartialdruck im Gewebe die auslosende Rolle spielen diirfte, wird dies bei
normoxischen Bedingungen durch anderweitig vermittelte pathobiochemische Wege
gesteuert, wobei jener {iber die Phosphatidyl-Inositol-3’-Kinase [PI-3K-Pathway]
wahrscheinlich von wesentlicher Bedeutung ist. Daraus geht hervor, dass sich der
normoxische Tumor bei einer fehlenden Expression von pVHL dem hypoxischen Muster
anpasst. Mit Hilfe der hypoxie-relevanten Proteine HIF-loo und pVHL, welche sich
gegenseitig beeinflussen, aber auch unter gleichzeitiger Analyse der Expression zweier
Zielproteine in Form von GLUT-1 und CA IX konnten Patientengruppen mit sehr gutem
Uberlebenschancen (n=12) und sehr ungiinstiger Prognose (n=21) charakterisiert werden.
Offensichtlich hat die erste Gruppe von Patienten, deren Tumoren keines der vier Proteine
exprimiert, das geringste Aggressionspotential. Im Gegensatz dazu kann vermutlich davon
ausgegangen werden, dass jene Karzinome mit einer hohen Expression dieser Proteine HIF-1
o und GLUT-1 neben dem erhohten Aggressionspotential —mdglicherweise

Stammzellcharakter angenommen haben (Wouters und Koritzisky 2008, Axelson et al. 2005,
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Helczynska et al. 2003). Entscheidend bei dieser Aussage ist, dass zur Charakterisierung der
Aggressivitit des Tumors ein Protein allein nicht geniigt, sondern erst die Kombination aller

Protein-Expressionen zur detaillierteren Prognoseaussage fiihrt (Abb. 33).

Normoxie

Hypoxie [Pathway-
Aktivierung
von HIF-1a)

ﬁ Pi-3K, Ras, Src oder MAPK
@ pVHL
Niedriger pO,,

Metabolite

[Fumarat,

Succinat]

Angiogenese Glykolyse pH-Adaptation

VEGF, CD 31 Glut-1, Hexokinase CA IX, NHE-1, MCT

Abb. 32 Vereinfachte Darstellung eines internen Regulationssystems zur gesteigerten
Aggressivitit im Plattenepithelkarzinom der Mundhdhle
Griine Pfeile = Aktivierung
Roter Pfeil = Blockade

In der multivariaten Cox’s-Regressionsanalyse konnte flir die prognostisch ungiinstigste
Gruppe ein 14,8-fach erhdhtes Risiko des tumorassoziierten Versterbens gegeniiber der
Population mit der besten Uberlebensprognose beobachtet werden. Die vier analysierten
Proteine sollten aus diesen Griinden bereits zum Zeitpunkt der Diagnosestellung im Rahmen
der histologischen Sicherung immunhistochemisch zwecks Stratifizierung der Therapie

bestimmt werden. Selbst wenn man den pVHL- und CA IX-Expressionsstatus
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unberticksichtigt ldsst, verbleibt fiir diese Gruppe (HIF-loo und GLUT-1 miBig bis stark
exprimiert) immer noch ein 10-fach erhohtes Risiko des tumorbedingten Todes (p = 0,001).

Ein auf diesen Erwédgungen basierender Vorschlag zu einer individualisierten

GLUT-1
erhoht

HIF-1a
erhoht

_ Schlechteste
> Uberlebensprognose

Aggressive Karzinome

CA IX
variabel

pVHL
variabel

Stammzelleigenschaften?

Abb. 33 Schematische Darstellung zur Kalkulation des Aggressionspotentials beim
Plattenepithelkarzinom der Mundhohle.
Eine gleichzeitige méfige bis starke Expression von HIF-la, GLUT-1 in
Verbindung mit einem negativen Expressionsmuster fiir pVHL und negativer
oder verstirkter CA IX —Expression ist assoziiert mit einem mehr als 20-fach
erhohtem Risiko des tumorassoziierten Versterbens (rote Schnittmenge,
Cox’s-Regression, p = 0,007). Derartige Karzinome haben stammzelldhnliche
Eigenschaften (Axelson et al. 2005, Helczynska et al. 2003).

Therapie beim Plattenepithelkarzinom der Mundhdohle ist aus Abb. 34 ersichtlich. Dieser soll
einerseits der vermuteten Aggressivitit des Tumors Rechnung tragen und im Sinne einer
Ausschopfung bzw. Kombination aller Optionen innerhalb der Hochrisikogruppe dienlich
sein, andererseits aber eine Ubertherapie zugunsten des Erhalts hoher Lebensqualitit bei
guter Prognose in der Population mit niedrigem Risiko vermeiden.

Diese Ergebnisse miissen im Rahmen einer prospektiven multizentrischen Studie unter
Berticksichtigung ethischer Gesichtspunkte erhirtet und zum Zwecke der individualisierten
Therapie interdisziplindr erortert werden (Patient, Kieferchirurg, Strahlentherapeut und

Onkologe).
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Niedriges Risiko, Operat_ion unter
Uberleben > 90 % funktionellen
Gesichtspunkten +

Lebensqualitét
HIF-1a, GLUT-1, CA
IX und pHL negativ
Mittleres Risiko,
Uberleben ~70 % Therapie (chirurgisch,
radiologisch) wie etabliert
HIF-1a. GLUT-1. CA nach TNM und Grading
IX und pHL variabel
Hohes Risiko
Uberleben etwa 30% Radikale Op inklusive
Neck dissection auch bei
— ‘No, Radio-/Chemo-/

HIF-10, GLUT-1 stark
exprimiert, Ca IX und
pHL variabel

und ggf. Immuntherapie

Abb. 34 Einteilung des Aggressionspotentials in drei Risikogruppen beim
Mundhohlenkarzinom und dessen Bedeutung fiir eine individualisierte
Therapie

6 Zusammenfassung

Als eines der zehn hidufigsten Malignome des Menschen bleibt die Therapie des
Plattenepithelkarzinoms der Mundhdhle eine Herausforderung. Diese Tumorentitét unterliegt
wie andere Tumoren komplexen Regulationsmechanismen auf molekularer Ebene, um ihr

komplettes aggressives Potential zu erreichen. Ein sehr wahrscheinlicher Einflussfaktor
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hoher Aggressivitit ist das Auftreten der Tumorhypoxie, in Folge derer eine ganze Kaskade
charakteristischer Proteine exprimiert werden. Nur dadurch ist es den Tumorzellen moglich,
sich an die hypoxische Umgebung zu adaptieren und schlielich ihre zelluldren Prozesse und
die Proliferation aufrechterhalten zu koénnen.

In einer umfassenden Analyse wurden an den Geweben von 82 klinisch und auch
histopathologisch liickenlos dokumentierten Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom der
Mundhdhle immunhistochemische Untersuchungen fiir die hypoxie-relevanten Proteine HIF-
la, GLUT-1, CA IX, pVHL und VEGF-C durchgefiihrt und mit den klinischen und
pathohistologischen Parametern korreliert. Dabei zeigten sich bereits in den einzelnen
Betrachtungen fiir die Proteine HIF-1a, GLUT-1 und pVHL ein klarer Zusammenhang
zwischen deren Expression und dem Uberleben der Patienten. Fiir das Protein VEGF-C,
einem potenten Mitogen der Lymphangiogenese, fand sich in der bivariaten Analyse eine
statistisch signifikante Korrelation auf die Entwicklung von Lymphknotenmetastasen.
Beziiglich der Uberlebensprognose zeigte sich der Einfluss der vier Proteine HIF-1lo,
GLUT-1, CA IX und pVHL in der multivariaten Analyse bei gemeinsamer Expression im
Tumorgewebe noch deutlicher. Anhand charakteristischer Expressionsmuster aller dieser
Proteine war es moglich, drei Gruppen von Patienten mit vollig unterschiedlicher Prognose
zu verifizieren. Mit mehr als 90 % 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit konnten so 12
Patienten detektiert werden, deren Prognose praktisch mit der der Normalbevdlkerung
vergleichbar war. Die dazu gehdrigen Karzinome exprimierten keines der genannten
Proteine. Im klaren Gegensatz dazu wurde eine 21 Patienten umfassende Gruppe gefunden,
deren Tumoren eine miBige bis starke Expression von HIF-la und GLUT-1 und eine
variable Expression fiir CA IX und pVHL aufwiesen. Ihr Uberleben war nahezu 60 %
schlechter als das der Population mit der besten Prognose und immerhin noch etwa 30 %
geringer als die aktuelle durchschnittliche Uberlebensstatistik des Mundhdhlenkarzinoms
erwarten lésst.

Es erscheint deshalb mehr als sinnvoll, bereits zum Zeitpunkt der Diagnosesicherung durch
Probeexzision diese kostengiinstigen Parameter mitzubestimmen. In der Zusammenschau
mit den bekannten klinischen Prognoseparametern wird es dann moglich sein, den Patienten
eine individualisierte Therapie ihres Tumorleidens unter der Pramisse ,,soviel (radikal) wie
notig, so wenig wie moglich anzubieten. Dadurch ist es moglich, der Lebensqualitét als
einem wesentlichen Parameter der Tumortherapie fiir den Patienten, erhebliche Bedeutung
zukommen zu lassen. Eine solche Therapiestratifizierung wiirde erlauben, einen Grofteil
von Patienten mit Mundhohlenkarzinomen wesentlich schonender bei gleich guter

Uberlebensprognose behandeln zu konnen.
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8 Thesen

1.

Das Plattenepithelkarzinom der Mundhohle ist eine der zehn hiufigsten bosartigen
Neoplasien des Menschen. In Deutschland ist jdhrlich von 6000 bis 8000

Neuerkrankungen auszugehen.

Trotz Fortschritten in der Diagnostik und Verbesserung der Therapieoptionen durch
mikrochirurgische Techniken konnte die 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit in
den letzten Jahren nicht wesentlich verbessert werden. Sie betrdgt nach wie vor nur

etwa 40 bis 50%.

Die bewéhrten klinischen und histologischen Parameter wie die Tumorgrofle, das
AusmaBl von Lymphknotenmetastasen [TNM-System] und die histologische
Differenzierung des Tumors [Grading] reichen allerdings nicht aus, um zu den
einzelnen Patienten die Prognose und eine individuelle Therapie kalkulieren zu

konnen.

Ein hypoxischer Status im Tumorgewebe scheint auch beim Mundhdhlenkarzinom
eine weitaus groflere als bisher beriicksichtigte Rolle fiir die Aggressivitit dieser
Tumorentitdt zu spielen. So gilt es als gesichert, dass hypoxische Tumoren deutlich
schlechter auf eine Bestrahlung ansprechen und ein ungilinstiges Resultat einer

eventuellen Chemotherapie bedingen.

Eine umfassende Datenbank mit relevanten klinischen und histopathologischen
Parametern der Tumorkrankheit sowie der immunhistochemische Nachweis der
hypoxie-assoziierten Proteine HIF-1a, GLUT-1, pVHL und CA IX ermdglicht eine

individuelle Prognosekalkulation.

Die 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit aller inkludierten Patienten betrigt
62,4 %. Das Uberleben ist signifikant abhiingig von der GroBe des Primirtumors
(log rank-Test, p = 0,0001), der Anzahl von Lymphknotenmetastasen (log rank-Test,
p = 0,00001) und dem Stadium der Tumorerkrankung (log rank-Test, p = 0,0033),
nicht jedoch von der histopathologischen Differenzierung (log rank-Test,

p=0.2116).

Die Expression des Hypoxiemarkers HIF-1a zeigt statistisch keinerlei signifikanten
Zusammenhang mit dem Tumorstadium (y>-Test, p = 0,008), dem Ausmal} von
Lymphknotenmetastasen (y*-Test, p = 0,157), dem Grading (y*>-Test, p = 0,654) und
dem Stadium der Tumorerkrankung (y>-Test, p = 0,699) oder der Entwicklung eines

Rezidivs (y>-Test, p = 0,552).
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11.

12.

13.

14.

Die Expression des Transkriptionsfaktors HIF-1a korreliert invers mit dem
Uberleben der Patienten: Niedrige Expressionen gehen mit Uberlebensraten von
90 % und mehr einher, wihrend bei einer HIF-1o-Uberexpression die 5-Jahres-

iberlebenswahrscheinlichkeit nur noch 20% betréigt (p = 0,013).

Auch bei multivariater Analyse verkiirzt sich das Uberleben in Abhingigkeit von der
Expression von HIF-1 a. So betriigt das Uberleben im Falle einer negativen oder
geringen Expression von HIF-loo 54 Monate, bei einer mafigen bis starken
Expression nur 35 Monate. Es findet sich ein 3,7-fach erhohtes Risiko des
tumorassoziierten Versterbens im Falle einer mafigen bis starken Expression von

HIF-la (p=0,01).

Ebenfalls zur Prognosekalkulation beim Mundhéhlenkarzinom ist der Glukose-
transporter GLUT-1 geeignet. Tumoren, die dieses Protein nicht oder nur schwach
exprimieren, zeigen eine 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit von gut 70%, im
Falle einer miBigen bis starken Expression von GLUT-1 sinkt das Uberleben auf nur

45% (log rank-Test, p = 0,0064).

GLUT-1-méaBig bis stark exprimierende Karzinome haben ein 4,8-fach erhdhtes
Risiko des tumorassoziierten Versterbens (p=0,002). GLUT-1 nicht exprimierende
Karzinome zeigen ein Rezidivrisiko von 14,3 %. Rezidive entwickeln sich zu 65 %

der Fille, wenn GLUT-1 miBig oder stark im Tumorgewebe exprimiert wird.

Hinsichtlich der Prognose ist die Uberexpression sowohl von GLUT-1 als auch von
HIF-1a als ungiinstig zu bewerten. Im Falle einer hohen Expression beider Proteine
findet sich in der multivariaten Analyse mittels der Cox’s-Regression (adj. nach
TumorgroBe und Grading) ein 10-fach erhohtes Risiko des tumorassoziierten

Versterbens der Patienten (p=0,001).

Das Genprodukt des von Hippel-Lindau-Gens [pVHL] ist ein weiterer unabhéngiger
Prognosemarker beim Mundhohlenkarzinom. Bei einer negativen oder geringen
Expression betriigt das Uberleben 69 % im Gegensatz zu nur 20 % im Falle einer
mafigen bis starken Expression. Die multivariate Cox’s-Regressionsanalyse (adj.
nach TumorgroBBe und Grading) bestétigt ein 3,7-fach erhohtes Risiko des

tumorassoziierten Versterbens bei hoher Proteinexpression (p = 0,014).

Der pritherapeutische Hb-Wert eignet sich nicht zur Prognosekalkulation beim
Plattenepithelkarzinom der Mundhdhle (log rank-Test, p = 0,68). Zusammenhénge

zwischen dem Hb-Wert und der Expression hypoxie-relevanter Proteine bestehen
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16.

17.

18.

nicht [Hb/ HIF-1 a y*-Test, p = 0,958; Hb/GLUT-1, y*>-Test, p = 0,397]. Ein Trend
zur Signifikanz besteht bei der Expression von CA IX [Hb/CA IX y2-Test, p = 0,055].

Die Koexpression der Proteine HIF-la und pVHL zeigt einen noch deutlicheren
signifikanten Einfluss auf das Uberleben der Patienten. Negative oder schwache
Expression beider Proteine bedingen ein Uberleben von mehr als 80 %, wihrend
diese bei einer hochgradigen Expression beider Proteine auf nur noch gut 20 %
sinkt. Es besteht ein 8,1-fach erhohtes Risiko des tumorassoziierten Versterbens im

Falle einer hohen Expression beider Proteine im Tumorgewebe (p = 0,013).

Anhand immunhistochemischer Nachweise fiir die vier Proteine HIF-1a,
GLUT-1, pVHL und CA IX lassen sich zwei Patientengruppen mit deutlich
unterschiedlicher Uberlebenswahrscheinlichkeit charakterisieren: 12 Patienten zeigen
keine Expression dieser Proteine und haben eine 5-Jahres-Uberlebens-
wahrscheinlichkeit von 91,7 %. Weitere 21 Patienten, welche HIF-la, GLUT-1
miBig bis stark, pVHL und CA IX variabel exprimieren, haben ein Uberleben von
nur noch 33 %. Letztere Patienten haben ein 14,8-fach erhOhtes Risiko des

tumorassoziierten Versterbens (p = 0,012).

HIF-1a, GLUT-1, pVHL und CA IX sollten die etablierten Parameter zwecks einer
detaillierten Prognosekalkulation beim Plattenepithelkarzinom der Mundhohle
erginzen. Es ist zu empfehlen, diese Proteine bereits zum Zeitpunkt der

Diagnosesicherung durch eine Probeexzision mitzubestimmen.

Es kann folgende Therapiestratifizierung vorgeschlagen werden: Bei kleinen, gut bis
mifBig differenzierten Karinomen [T;Ny, G1-2] muss bei hoher Expression von
HIF-la und GLUT-1 die Therapie hinsichtlich Neck dissection und
postoperativer Radiatio/Chemotherapie erweitert werden. Im Gegensatz dazu konnte
sich die Therapie bei gering differenzierten, lokal fortgeschrittenen Karzinomen
[T4No, G3] bei Vorliegen einer negativen Expression fiir HIF-1a, GLUT-1, pVHL
und CA IX auf die Tumorresektion inklusive Ausrdumung der ersten

Lymphknotenstation ohne adjuvante Radiatio beschranken.
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