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Referat und bibliographische Beschreibung

Einleitung: Die Radiotherapie (RT) ist neben der Operation die wichtigste Therapicoption in der
Behandlung von Kopf- Hals- Tumoren und eine der effektivsten Methoden, Tumorzellen zu vernichten. Die
modernen Moglichkeiten der Strahlentherapie erlauben eine verbesserte Dosisverteilung und hdohere
Dosiskonformitdt im Tumor (Erhohung TCP) und im Gegenzug einen besseren Schutz des gesunden
Normalgewebes im Strahlengang (Verringerung NTCP). Die kumulative Arbeit stellt klinische und
experimentelle Ergebnisse vor, die in den letzten Jahren bei der Verbesserung der Strahlenbehandlung von
Kopf-Hals-Tumoren erhoben wurden.

Zielstellung: Darstellung der Entwicklung neuer Methoden zur Radiochemo- und Targeted- Therapie sowie
Strategien zur Vermeidung langfristiger, therapiebedingter Nebenwirkungen einer kurativen Radiotherapie
im Kopf- Hals- Bereich. Zudem soll eine Einfithrung und Présentation erster Ergebnisse zu zellbiologischen
Untersuchungen der metabolisch-respiratorischen Stdrungen von Plattenepithelkarzinomen im Kopf- Hals-
Bereich mit Relevanz fiir die zukiinftige Behandlung gegeben werden.

Material und Methoden: Die Untersuchungen erfolgten ausschlieBlich an Patienten mit lokal
fortgeschrittenen Plattenepithelkarzinomen im Kopf- Hals- Bereich.

Entwicklung zweier prospektiver, klinischer Studien einerseits zur intensivierten Radiochemotherapie
(RCXT) und andererseits zur Radiochemoimmuntherapie (RCXIT) jeweils als Phase-I-Studien zur
Bestimmung dosislimitierender Toxizititen (DLT) sowie maximaler tolerabler Dosen (MTD) mit
nachfolgender Phase II zur Ermittlung des ereignisfreien und Gesamtiiberlebens nach 5 Jahren.

Zur Quantititsbestimmung des Speichels wiahrend und nach RT wurde die Reizspeichelmenge pro ml/ Smin
eingesetzt. Die Datenerhebung erfolgte bei Patienten, die mit alter 2D-RT oder neuer 3D-RT kurativ im
Kopf-Hals-Bereich bestrahlt wurden. Anhand der Planungs-DVHs wurde der Dosismittelwert beider
Parotiden (Dyean Parotis) in Gy fiir die Gesamtbehandlung bestimmt und zur Speichelflierate korreliert. Die
NTCP-Berechnung der Parotis erfolgte zunédchst auf der Basis des ,,Mean dose“-Modells mit Hilfe der
Maximum-Likelihood-Schéitzung. Die Daten bildeten die Grundlage fiir die Erstellung eines neuen NTCP-
Computerprogramms.

Einsatz der CT-Volumetrie zur Bestimmung der prognostischen Wertigkeit von Tumor (TV)- und
Nekrosevolumen (NV).

Zur Charakterisierung metabolisch-respiratorischer Funktionen von prd-und malignen Geweben wurden
hochauflésende Respirometrie, ,,skinned fiber“-Technik, Multiple Substrat-Inhibitor-Technik sowie
Photospektroskopie verwendet. Des Weiteren wurde mittels PCR und Sequenzanalyse nach somatischen
mtDNA-Mutationen geforscht.

Ergebnisse: In der RCXT-Phase-I wurde die MTD nach 12 Patienten unter 2 x wdchentlicher
Paclitaxelgabe bei 30 mg/m? KOF gefunden. Die DLTs duBerten sich als zwei Erytheme im CTC- Grad 4
und eine febrile Neutropenie im CTC-Grad 3. Das 5-JUL betrug 50% und das 5-Jahres-krankheitsfreie
Uberleben 43%. Die RCXIT lauft noch. Nach 9 Patienten trat keine DLT auf, so dass die MTD fiir Cisplatin
bisher nicht gefunden wurde.

Patienten, die mit 3D-RT behandelt wurden, wiesen wihrend der RT bis 12 Monate nach RT im Mittel
hohere SpeichelflieBraten bei niedrigeren Dye.n-Parotis-Werten auf als Patienten, die mit alter 2D-RT
behandelt wurden. Nach Maximum-Likelihood-Schitzung betrug die TD50 fiir beide Parotiden 37Gy und
konnte mit neuem Computerprogramm unter Anwendung des LYMAN- Ansatzes bestétigt werden.

Hohes intratumorales NV konnte als ungiinstiger, unabhéngiger prognostischer Faktor fiir das krankheitsfreie
Uberleben ermittelt werden und war als pridiktiver Faktor wichtiger als ein groBes TV. Die Korrelation
zwischen NV und schlechtem Uberleben ging verloren, wenn die Patienten einer intensiven RCXT
unterzogen wurden.

Mitochondrien humaner Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches wiesen charakteristische
OXPHOS-Stoérungen auf. Als Ursache dafiir konnten keine spezifischen mtDNA-Mutationen gefunden
werden. Eine Komplex-I-Defizienz in Tumoren ging mit einer Verringerung des Cytochrom-c- Ausstromes
im Vergleich zu Normalzellen einher.

Schlussfolgerungen: Die Behandlung von Patienten mit lokal fortgeschrittenen Plattenepithelkarzinomen
des Kopf-Hals-Bereiches bleibt eine Herausforderung. Die simultane RCXT ist eine der effektivsten
Methoden, diese Tumoren zu behandeln, und muss zukiinftig mit den Targeted-Therapicansitzen verfeinert
werden. Die Verbesserung der Lebensqualitit durch Anwendung moderner Radiotherapietechniken ist
moglich und eine Implementierung in die Routine dringend erforderlich. Tumormikromilieu- und -
stoffwechselfaktoren sind heterogen, besitzen aber einen hoheren pridiktiven Wert fiir das Uberleben als das
Tumorvolumen alleine, so dass deren sichere Identifizierung wichtig fiir die Therapieentscheidung ist.

Kuhnt, Thomas

Optimierung der Strahlentherapie von Tumoren im Kopf-Hals-Bereich: Biologische und technische
Entwicklungen

Halle, Univ., Med. Fak. Habil., 117 Seiten, 2007
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Abkiirzungen

3D 3 dimensional

CTC Klassifikation der Akuttoxizitdten (common toxicity criteria)
CTV Klinisches Zielvolumen (clinical target volume)

DLT Dosislimitierende Toxizitét

Dmean Mediane Dosis

DVH Dosis- Volumen- Histogramm

EGFR Epithelialer Wachstumsfaktor-Rezeptor (epidermal growth factor receptor)
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IGRT Bildgefiihrte Radiotherapie (image guided radiotherapy)
IMRT Intensitdtsmodulierte Radiotherapie
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mAK Monoklonaler Antikérper
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NTCP Normalgewebekomplikationswahrscheinlichkeit

OXPHOS  Oxidative Phosphorylierung

PCR Polymerase Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
PTV Planungszielvolumen (planning target volume)
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ROS Reaktive Oxigene Spezies
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TD Toleranzdosis

TKI Tyrosinkinaseinhibitor
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1 Einleitung
1.1 Einfiihrung

Krebserkrankungen des Kopf-Hals-Bereiches umfassen dtiologisch und histologisch sehr
verschiedene bosartige Neubildungen der Lippe, Mundhohle, Nasen- und
Nasennebenhohlen, des Nasopharynx, Oropharynx, Larynx und Hypopharynx
einschlieBlich der Tumoren der Speicheldriisen. Aus dem englischen Sprachgebrauch von
,Head and Neck Cancer* abgeleitet, handelt es sich hdufig um Tumoren, die von den
Epithelien des oberen Aerodigestivtraktes ihren Ausgang nehmen. Zumeist werden jedoch
unter diesem Terminus die Tumoren der Mundhohle, des Oropharynx, des Larynx und
Hypopharynx verstanden, allein aus der Tatsache, dass diese Tumoren eine vergleichbare
Atiologie besitzen und mit deutlichem zahlenmiBigen Ubergewicht in der Kopf-Hals-
Region vorkommen. In der Arbeit sollen explizit die Ergebnisse der Radiochemotherapie
dieser Tumoren einschlieBlich Targeted-Therapie besprochen werden. Der prozentuale
Anteil z.B. von Mundhohlenkarzinomen an den gesamten Krebserkrankungen variiert
geographisch erheblich. Die Inzidenz schwankt in den westlichen Industrielindern
zwischen 2,0 in Finnland und 20,0 in Nordfrankreich, in bestimmten Regionen Indiens
liegt sie um 12,0 und in Afrika bei nur 1,2/100 000 Einwohner und Jahr (Franceschi et al.
2000). Das Verhéltnis zwischen Ménnern und Frauen an der Erkrankungsrate betrdgt in
den westlichen Industrieldndern circa 4 : 1 (Boyle et al. 1990). Nach urspriinglich stetiger
Zunahme der Inzidenz, vor allem bei Miannern in fritheren Jahren, beobachtet man
entgegen der Annahme seit ungefihr einem Jahrzehnt kaum mehr Veranderungen bei
beiden Geschlechtern. Laut Schitzungen der Gesellschaft der epidemiologischen
Krebsregister in Deutschland e.V. in Zusammenarbeit mit dem Robert-Koch-Institut
handelt es sich beim Mundhohlen- und Rachenkarzinom mit jéhrlich 7 800 Neuzugédngen
und einer altersstandardisierten Inzidenz von circa 17/100 000 Einwohner um die
siebthdufigste Krebsneuerkrankung bei Ménnern, hingegen stehen diese Tumoren bei
Frauen mit 2 600 Neuerkrankungen und der Inzidenz von circa 4100 000 Einwohner im
Jahre 2002 an fiinfzehnter Stelle in Deutschland (Bertz et al. 2006). Mit geschitzten 4700
Fillen beider Geschlechter lag der prozentuale Anteil an der Zahl aller Krebssterbefdlle im
Jahr 2002 bei knapp 4,5%. Die hochsten Erkrankungsraten werden bei Médnnern in den
Altersgruppen zwischen 55 und 65 Jahren registriert, wobei das mittlere Erkrankungsalter

fiir Méanner bei 61 und fiir Frauen bei 69 Jahren liegt.



Aus den o.g. geographisch unterschiedlichen Tumorhdufigkeiten ldsst sich ableiten, dass
Umweltfaktoren eine pathogenetisch bedeutsame Rolle bei der Krebsentstehung spielen.
Exogene Noxen, wie das Rauchen und hoher Alkoholkonsum, gelten als
Hauptrisikofaktoren. Raucher erkranken bis zu sechsmal héufiger an bosartigen
Neubildungen des Mundes und Rachens als Nichtraucher, wobei die Kombination
Rauchen und Alkohol das Risiko dramatisch erhoht (Keller & Terris 1965, Moore 1971,
Marshall et al. 1992). Zu den Risikofaktoren zdhlen weiterhin chronisch-mechanische
Reizungen und Entziindungen der Mundhohle, z.B. durch schlecht sitzende Zahnprothesen
oder scharfkantige Fiillungen sowie vernachlidssigte Mundhygiene und Drogenkonsum
(Maier et al. 1991). Des Weiteren konnten das humane Papilloma-Virus (HPV) und das
Epstein-Barr-Virus (EBV) als dtiologisch bedeutend fiir die Karzinomentstehung
herausgefunden werden (Sand et al. 2002, Smith et al. 1998). Berufsbedingte Faktoren, wie
das Arbeiten ohne Schutzvorrichtungen in der Farben- und Lackindustrie oder das
Inhalieren von Holzstduben bei Tischlern, wurden ebenso als krebsauslosend eingestuft, so
dass einige Krebserkrankungen im Kopf-Hals-Bereich als Berufskrankheiten in der

Bundesrepublik Deutschland anerkannt werden (Tisch et al. 1996, Maier et al. 2002).

Uber 90% aller Karzinome im Kopf-Hals-Bereich sind histologisch Plattenepithel-
karzinome mit den besonderen Charakteristika groffer Tumorvolumina und friithzeitiger
regiondrer Lymphknotenmetastasierung, begriindet in einer raschen Tumorproliferation
(sehr kurze potenzielle Tumorverdopplungszeiten von nur wenigen Tagen sind bekannt)
sowie einer schon etwa 3 Wochen nach Beginn der Strahlentherapie einsetzenden,

akzelerierten Repopulierung von Tumorzellen, Abb. 1.

Abb. 1:  Kontrastmittel-Computertomogramm (CT) eines Plattenepithelkarzinoms im linken
Mundboden T4 N2c¢ MO im intermedidren UICC-Stadium IV B. Besonders
charakteristisch fiir diese Tumoren sind groBe Tumorvolumina, eine frithzeitige
regionire Lymphknotenmetastasierung und ausgedehnte intratumorale Nekrosen.



Die Strahlentherapie gilt heute neben der Operation als die wichtigste Therapieoption in
der Behandlung von Kopf-Hals-Tumoren und stellt eine der effektivsten Methoden dar,
Tumorzellen zu vernichten. Das therapeutische Vorgehen richtet sich nach der TNM-
Klassifikation der UICC und den daraus abgeleiteten Stadien (Wittekind et al. 2005). Bei
Tumoren der frithen Stadien I und II gilt die primdre Radiotherapie (RT) als Alternative
zur Operation. In der Adjuvanzsituation wird bei den operablen intermedidren Stadien III
und IV A,B eine Radio- bzw. Radiochemotherapie (RCXT) empfohlen und fiir die lokal
fortgeschrittenen, primdr inoperablen Stadien III und IV A,B gilt dagegen die definitive
Radiochemotherapie als die Therapie der Wahl. Ist eine zusitzliche Chemotherapie aus
Griinden der Multimorbiditidt oder verminderter Patientencompliance nicht moglich, so
sollte nur eine unkonventionell-fraktionierte (hyperfraktioniert und/oder akzeleriert)
Radiotherapie bestritten werden. Und noch im spiten Stadium IV C oder im Fall eines
lokoregionalen Rezidivs kann die Radio(chemo)therapie mit gutem Palliativeffekt, vor
allem zur Schmerzlinderung oder Blutungsstillung, appliziert werden. Ein besonderer
Vorteil der R(CX)T liegt in der Moglichkeit, die Tumorerkrankung organ- und

funktionserhaltend zu behandeln.

Die Tabelle 1 zeigt in Kurzform die aus den Leitlinien der Arbeitsgemeinschaft der

Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften (AWMF) entnommene, derzeitig

giiltige Stadieneinteilung und mit den sich daraus ergebenden Empfehlungen der Therapie

von Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich.

Tabelle 1: TNM-Klassifikation und Stadieneinteilung der UICC mit den derzeitig giiltigen
Therapieempfehlungen der  Arbeitsgemeinschaft der  Wissenschaftlichen
Medizinischen Fachgesellschaften (AWMF). T: Tumor; N: Lymphknoten; M:

Fernmetastasen; OP: Operation; RT: Radiotherapie; RCXT: Radiochemotherapie;
CXT: Chemotherapie.

Friihe Stadien Intermediiire Stadien Spites Stadium
T1-2 NO T3-4 NO, T4 NO, jedes T,
jedes T N1-3 jedes T N1-3 jedes N,
(funktionell operabel | (funktionell inoperabel M1
(Stadium I+I1) Stadium III/IV A,B) Stadium III/IV A,B) (Stadium IV C)
oP oP RCXT CXT
(+ RT fakultativ) + + +
oder RT/RCXT (Salvage- OP N) RT
alternativ
RT

Waldfahrer et al. (1999) konnten anhand des eigenen Krankengutes von tiiber 3 200
Patienten fiir die Lokalisationen Mundhohle, Oropharynx, Larynx und Hypopharynx bei
durchschnittlich 22% ein Stadium III und bei etwa 41% ein lokal fortgeschrittenes Stadium



IV AB nach UICC registrieren, in denen, selbst bei operationstechnisch und
tumorbiologisch noch sinnvoll erscheinenden Resektionen, die funktionell vertretbaren
Grenzen meist iiberschritten sind. Die krankheitsfreien Uberlebensraten dieser Tumoren
nach 5 Jahren, vor allem ab UICC-Stadium IV A, liegen unter 32% und sind leider immer

noch sehr unbefriedigend, siche Abb. 2.
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Abb. 2: Rezidivfreies 5-Jahres-Uberleben von circa 3200 Patienten in Abhiingigkeit vom
UICC-Stadium der aktuell giiltigen TNM-Klassifikation. Haufigkeiten erstellt nach
Waldfahrer et al. (1999).

Dieses schlechte Ergebnis des krankheitsfreien Uberlebens hingt vor allem damit
zusammen, dass neben den 20 - 30% lokoregiondren Riickféillen auch 20% Fern-
metastasierungsraten registriert werden, die heute immer noch praktisch ohne Chance auf
Heilung sind. AuBerdem tragen die Patienten dieser Stadien ein besonders hohes Risiko
einer Zweitmalignomerkrankung in den tieferen Abschnitten des Aerodigestivtraktes. So
bleibt die therapeutische Herausforderung, vor allem fiir diese fortgeschrittenen
Tumorstadien III und IV A,B, die lokale Behandlungsoption der Strahlentherapie weiter zu
optimieren und sie frithzeitig mit den Moglichkeiten der neuen systemischen
Therapieansdtze zu kombinieren, um die lokoregionidren Kontrollraten zu verbessern und

der fatalen Fernmetastasierung wirksamer entgegentreten zu konnen.

Die vorliegende Arbeit ist in 4 Kapitel gegliedert, in denen eigene Ergebnisse anhand von
Originalpublikationen im Kontext zum aktuellen Stand der Forschung der multimodalen
Therapie von lokal fortgeschrittenen, nicht operablen Plattenepithelkarzinomen im Kopf-

Hals-Bereich dargestellt werden.



Bei den Tumoren der intermedidren UICC-Stadien III und IV A,B gilt heute die definitive
simultane Radiochemotherapie als Behandlung der ersten Wahl. So zeigt Kapitel 2 zwei
mogliche Strategien auf, die therapeutische Wirksamkeit von ionisierender Strahlung zu
erhohen.

Zum einen kann die Therapieintensitit durch eine Kombination von zwei eigenstindig
wirksamen Zytostatika in dosisdichter und simultaner Gabe zur unkonventionellen
Radiotherapie ohne Therapiepause gesteigert werden. Cisplatin (1.Generation) hatte sich
bereits in klinischen Studien als eines der effektivsten Medikamente gegeniiber
Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich erwiesen. Das zur Gruppe der Taxane
gehorende Paclitaxel (Taxol®, 2. Generation) schien ein weiteres, vielversprechendes
Medikament zu sein. Die abschlieBenden Daten der eigenen Phase-I/II-Studie sollen im
Ergebnisteil vorgestellt und diskutiert werden. Grundsitzlich stellt das Vorgehen der
simultanen Kombination von Radiotherapie mit hocheffektiven, an unterschiedlichen Orten
des Zellzyklus angreifenden Zytostatika eine sehr gute Strategie dar, jedoch verhindern die
dabei auftretenden, aulBlerordentlich hohen Akuttoxizititen an Mundschleimhaut und
Knochenmark den Weg ausschlieBlich in dieser Richtung weiter zu verfolgen.

Zum anderen kénnen neue, molekulare Therapieansitze angewendet werden, die vor
allem als Zielstruktur den erbB1-Rezeptor im Visier haben. Das ,,molekulare Targeting®
als Strategie in der Krebstherapie unterscheidet sich vom Ansatz erheblich von den bisher
erprobten und etablierten Methoden der antiproliferativen Chemotherapie, indem hier
versucht wird, tumortypische Signalwegsveridnderungen als spezifische Therapieziele zu
nutzen. Die pharmakologische Hemmung von Tyrosinkinase-Rezeptoren aus der EGFR-
Familie stellt gegenwirtig ein vieldiskutiertes Beispiel dieser Strategie dar. Eine Reihe von
Hemmern aus den zwei bisher bekannten Kategorien der monoklonalen erbB-Rezeptor-
Antikdrper (mAK) und mehr oder weniger Rezeptor-spezifischen, kleinmolekularen
Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKI) haben ihre Wirksamkeit bereits in der klinischen
Behandlung einiger menschlicher Karzinome gezeigt. Dabei sind vor allem Rezeptor-
Mutationen fiir ein Ansprechen auf das Targeting als bedeutsam ermittelt worden. Die
Integration der EGFR-Blockade in Krebsbehandlungsregime steht dennoch erst am
Beginn. Aus priklinischen Untersuchungen ist bekannt, dass die EGFR-Uberexpression
auf Tumorzellen einer der bedeutendsten Marker fiir eine Radioresistenz in vitro und in
vivo ist. Mit der Blockade der erbB-Rezeptoren kann diese Radioresistenz aufgehoben
werden. Die bisher hervorstechendsten klinischen Resultate wurden vor Kurzem durch
Bonner et al. (2006) in einer Phase-III-Studie an Patienten mit lokal fortgeschrittenem,

inoperablen  Plattenepithelkarzinom im  Kopf-Hals-Bereich  belegt, wo  die



Strahlenbehandlung unter EGFR-Blockade durch den chiméren, monoklonalen Antikorper
Cetuximab (RTCET) gegeniiber einer alleinigen Radiotherapie (RT) gepriift und das
mediane Uberleben durch die Kombination signifikant gesteigert wurde (54 Monate vs. 28
Monate; p = 0,02). Die klinischen Fortschritte auf dem Gebiet des molekularen Targeting
sind aber insgesamt noch gering. Im theoretischen Ansatz scheint das Kombinieren eines
Tyrosinkinasehemmers und eines Chemotherapeutikums simultan zur Radiotherapie einen
zusitzlichen additiven antitumoralen Effekt zu besitzen. Zur Abklarung wurde der Klinik
fiir Strahlentherapie der Martin-Luther-Universitit Halle-Wittenberg unter der Leitung des
Autors die einzige europaweite Phase-I/II-Studie im Rahmen der Behandlung von
inoperablen Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich {ibertragen. Die prédliminéren
Daten der Phase 1 sind durchaus vielversprechend, um Hoffnungen auf verbesserte
Therapieergebnisse zu erfiillen. Dabei bleibt jedoch noch viel, hinsichtlich Rationale und
moglicher Langzeitnebenwirkungen, zu untersuchen. Es spielt u.a. die Tatsache eine Rolle,
dass die EGFR-Blockadestrategien nicht nur einen Rezeptor angreifen, sondern die
gesamte EGF-Rezeptorfamilie und eine Vielzahl nachfolgender Signalwege mit

einbeziehen.

Das Kapitel 3 befasst sich mit der Senkung radiogener Spétfolgen durch den konsequenten
Einsatz moderner Radiotherapietechniken. Obwohl die Risiken einer Radiotherapie
vergleichsweise gering und schwere Komplikationen selten geworden sind, so gibt es
dennoch langfristige, den Patienten meist stark quélende, chronische Therapiefolgen, wie
z.B. die Mundtrockenheit, die Xerostomie. Der Nachteil der heute noch gebriduchlichen
Bestrahlungstechniken, die auf der 2D-Bestrahlungsplanung basieren, ist die fehlende
Schonung der Glandulae parotideae, was sich in einer mangelnden SpeichelflieBrate
manifestiert. So wurde eine neue, 3D-konformale Bestrahlungstechnik entwickelt, die
zumindest einen partiellen Funktionserhalt der Parotiden ermdglicht. Es werden die
Technik, als auch die Daten vergleichender Messungen der SpeichelflieBraten zwischen
alter und neuer Radiotherapie vorgestellt. Gleichzeitig soll der Stand der derzeitigen
technischen Maoglichkeiten zur weiteren Verbesserung der Bestrahlungskonformitét
mithilfe der intensitdtsmodulierten Radiotherapie (IMRT) und die neuen Moglichkeiten der
bildgestiitzten Radiotherapieplanung (IGRT) durch die Implementierung von MRT oder
PET besprochen werden, die nicht nur eine Erhohung der Tumorzellvernichtung
(Erhohung der Tumorkontrollwahrscheinlichkeit - TCP), sondern auch die Verminderung
von Nebenwirkungen am Normalgewebe (Verminderung der Normalgewebe-

komplikationswahrscheinlichkeit - NTCP) erhoffen lassen.



Aus der Verbindung von klinischen Daten, in unserem Fall gewonnen aus der
Speichelfliefrate unter und nach der Radiotherapie, und den aus der physikalisch-
technischen Bestrahlungsplanung erzeugten Dosis-Volumen-Histogrammen (DVHs) lassen
sich Schadenswahrscheinlichkeiten der sich im Strahlengang befindlichen Normalgewebe
vorausbestimmen. Gerade fiir die Glandula parotis liegen in der Literatur keine
konsistenten Daten vor, ab welcher Dosis iliber das gesamte Organ ein bleibender
Funktionsverlust unter einer kurativen Radiotherapie zu erwarten ist. Ein auf den Daten
eigener Untersuchungen beruhendes, neu entwickeltes, klinikeigenes Computerprogramm

erlaubt die Erstellung mehrerer NTCP-Modelle nun auch fiir die Glandula parotis.

Das Kapitel 4 soll den Stand der eigenen Forschung zur Bedeutung von
Tumormikromilieufaktoren fiir eine Radiotherapie beschreiben. Plattenepithelkarzinome
im Kopf-Hals-Bereich zeichnen sich zumeist durch ein groBes Tumorvolumen des
Primdrherdes sowie der infiltrierten, regionalen zervikalen Lymphknoten aus. Dieses grof3e
Gesamttumorvolumen stellt einen ungiinstigen prognostischen Faktor fiir das Uberleben
dar. Dies konnte zweifelsfrei an Patienten belegt werden, die einer alleinigen kurativen
Strahlenbehandlung unterzogen wurden. Der negative Zusammenhang wurde aufgeldst,
sobald die Patienten zusitzlich mit einer intensiven Chemotherapie behandelt wurden. Dies
fiihrt zwangsldufig zu dem Schluss, dass nicht nur die Anzahl klonogener Tumorzellen und
deren intrinsische Empfindlichkeit gegeniiber ionisierender Strahlung fiir die Prognose
entscheidend ist, sondern diese ebenso von intratumoralen Milieufaktoren abhidngt. Aus
gemeinsamen Voruntersuchungen mit Becker et al. (2001) liegen experimentelle Daten
iiber den intratumoralen Sauerstoffpartialdruck (Tumor-pO,) und dessen prognostische
Bedeutung bei Patienten mit Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich vor. Dabei
konnten die tumorassoziierte Andmie und das intratumorale hypoxische Subvolumen als
prognostisch wichtige Marker identifiziert werden. Der quantitative Wert des Tumor-pO,
hingt von einer ganzen Anzahl tumor- und patienteneigener Parameter ab. Aber er ist
weitgehend unabhidngig von TumorgroBBe oder Tumorgrading, so dass der Tumor-pO,
neben anderen Faktoren einen weiteren, unabhingigen Surrogatmarker fiir das Uberleben
darstellt. Weil die Messung der intratumoralen Hypoxie mit dem Eppendorf-pO,-
Histographen, wie in den Jahren 1998-2001 im Rahmen von Studien angewandt, durch ihre
Invasivitit erheblich belastet ist, wurde nach Wegen gesucht, mithilfe einfacherer, und
wenn moglich, non-invasiver Verfahren in gleichem MafBe verldssliche Aussagen {iber das
prognoserelevante tumorale Mikromilieu zu erlangen. Die im kontrastmittelverstirkten

Computertomogramm sichtbare intratumorale Nekrose stellte sich in unserer Untersuchung



als ein moglicher, dquivalenter Marker zur Tumorhypoxie heraus. Die Nekrosezone wurde
volumetrisch im prétherapeutischen Routine- Computertomogramm vermessen und mittels
Cox-Regressionsmodell auf ihre vorhersagende Wertigkeit fiir das ereignisfreie Uberleben
iberpriift. Diese Ergebnisse werden vorgestellt und ihre eventuelle Bedeutung fiir

zukiinftig zu planende klinische Studien dargelegt.

Im Kapitel 5 werden experimentelle Ergebnisse prasentiert, die in Zusammenarbeit mit
dem Muskellabor der Universititsklinik fiir Neurologie, dem Institut fiir Pathologie und
der Universitdtsklinik fir Hals-, Nasen-, Ohrenheikunde, Kopf- und Halschirurgie der
Martin-Luther-Universitdit ~ Halle-Wittenberg  erhoben  wurden. Die  intensiven
Voruntersuchungen zum Tumormikromilieu sollten durch Grundlagenversuche der
Pathobiochemie und Pathogenetik von Tumorzellen ergénzt werden. Zunichst wurde
versucht, die Methoden der respiratorischen Funktionsdiagnostik, etabliert vor allem zur
Diagnostik von Muskelzytopathien, auf Tumorgewebe zu libertragen. Die Untersuchungen
begannen an Tumorzelllinien sowie an einem Tiertumormodell, dem RI1H-
Rhabdomyosarkom der Ratte, und wurden nach erfolgreichem Abschluss an humanen
Tumorgeweben eingesetzt. Da die Messung metabolisch-respiratorischer Funktionen
immer vergleichend zu den entsprechenden nichtmalignen Ausgangsgeweben auszufiihren
sind, lag es nahe, aufgrund der vorhanden klinischen Daten des Mikromilieus von
Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches, die Untersuchungen auf die
Tumorprogression von der Normalzelle {iber pramaligne Vorstufen bis hin zum invasiven
Karzinom auszudehnen. Es gelang, wie beim RI1H-Rhabdomyosarkom, in den
Plattenepithelkarzinomen sowie in deren priamalignen Vorstufen eine Reihe von
spezifischen Funktionsstorungen der oxidativen Phosphorylierung (OXPHOS), der
mitochondrialen Membranen und der Glykolyse im Vergleich zu ihren gesunden
Ausgangsgeweben aufzuzeigen. Die Daten der Literatur gaben auflerdem Hinweise, dass
multiple somatische mitochondriale DNA-Mutationen bei Patienten mit Dysplasien,
Carcinomata in situ und invasiven Karzinomen obligat vorhanden sind. Ob sie ursdchlich
fiir die nachgewiesenen funktionellen Storungen der OXPHOS sein konnten, sollte mit der
vorliegenden Arbeit tiberpriift werden. Diese Ergebnisse sind jedoch als préaliminidr zu
betrachten, stellen aber die Ausgangslage dar fiir weitere Fragen der Forschung auf diesem

Gebiet.



1.2 Einsatz von Radio-/ Radiochemotherapie bei Kopf-Hals-Tumoren

Mit dem Einsatz hochenergetischer Photonenstrahlung in Form von Cobalt 60-Strahlern in
den 60-er Jahren oder spiter durch den Bau moderner Linearbeschleuniger gelang es
erstmalig, eine ausreichende Dosis auch im Korperinneren zu platzieren. Seit dieser Zeit
wurde als Standard der Behandlung bei nicht-resektablen Plattenepithelkarzinomen im
Kopf-Hals-Bereich die alleinige, normfraktionierte Radiotherapie mit 5mal wochentlich
1,8 oder 2 Gy bis 70 Gy tiber 7 bis 8 Wochen definiert. Die Ergebnisse waren jedoch mit
weniger als 20% Gesamtiiberleben nach 5 Jahren mehr als unbefriedigend (Mendenhall et
al. 2000). Die Hauptursachen des Therapieversagens lagen vorwiegend in einer erneuten,
schnellen, lokalen oder regiondren Tumorprogression, was aufgrund zweier, mittlerweile
bekannter tumorbiologischer Phanomene erklédrbar ist. Plattenepithelkarzinome im Kopf-
Hals-Bereich proliferieren einerseits sehr rasch (potenzielle Tumorverdopplungszeiten von
circa 4,5 Tagen sind bekannt mit direkter Abhdngigkeit zur EGFI1-Rezeptor-
Uberexpression dieser Tumoren) und fithren andererseits zur akzelerierten Repopulierung
(beschleunigtes Wachstumsverhalten) von Tumorzellverbdnden mit radiogen-induzierter
EGF1-Rezeptor-Uberexpression bereits drei Wochen nach Beginn einer Strahlentherapie
(Petersen et al. 2001, Tarnawski et al. 2003). Gerade diese Zellfraktionen mit ihrem
vermehrten EGFR-Besatz, die zudem mit einer hohen intratumoralen Hypoxie assoziiert
sind, werden hauptverantwortlich fiir das schlechte lokale Ansprechen der Tumoren auf
eine Radiotherapie gemacht. Aus diesem Grund war es notwendig, die alte
normfraktionierte Radiotherapie grundlegend zu iiberdenken und alternative, d.h.
unkonventionell-fraktionierte Radiotherapieregime zu entwickeln, die dann in den 1980er-
und 1990er-Jahren etabliert wurden (Bourhis et al. 2006). Dabei spielte die applizierte
Dosis pro Zeiteinheit (Dosis-Zeit-Fraktionierungs-Beziehung) die ausschlaggebende Rolle.
Vor allem hyperfraktionierte Regime (HFRT) zeigten sich gegeniiber der
Normfraktionierung mit einer signifikanten Erh6hung des Gesamtiiberlebens um 8 % nach
5 Jahren als auBerordentlich effektiv, was sich bei Einbeziehung aller unkonventioneller
Fraktionierungen (hyperfraktioniert und akzeleriert - HART) insgesamt in einem
Uberlebensvorteil von 3,4 % (HART vs. NFRT 39,7 % vs. 36,3 %) nach 5 Jahren
widerspiegelt, wie mit der von Bourhis et al. (2006) publizierten Metaanalyse belegt
wurde. Eine Untersuchung von Fowler (2007), der Radiotherapieregime aus groflen
klinischen Studien unter Zuhilfenahme des Linear-Quadratischen Modells verglich, konnte
zeigen, dass die hochsten Tumorzellabtotungsraten durch eine hyperfraktionierte

Radiotherapie mit leichter Verkiirzung der Gesamtbehandlungszeit (durch Akzelerierung)



auf 4 - 6 Wochen erreicht werden. Das an der Klinik fiir Strahlentherapie der Martin-
Luther-Universitidt Halle-Wittenberg seit 2001 verwendete unkonventionelle Schema zur

Radiotherapie bei inoperablen Kopf-Hals-Tumoren zeigt die Abb. 3 (Kuhnt et al. 2003b).
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Abb.3: Standardschema einer unkonventionellen Fraktionierung (,,concomitant Boost-Radio-
therapie) der Klinik fiir Strahlentherapie der Martin-Luther-Universitdt Halle-
Wittenberg angewendet bei definitiver Radiotherapie von lokal fortgeschrittenen, nicht-
resektablen Tumoren im Kopf-Hals-Bereich. Das Planungszielvolumen (im Planungs-
CT rotes Volumen) wird iiber die gesamte Radiotherapiezeit einmal tiglich bestrahlt.
Nach circa 3 Wochen wird nachmittags mindestens im 6 Stunden Abstand eine zweite
Fraktion mit leicht verringerter Dosis appliziert, die nur noch das kleinere
Boostvolumen (im Planungs-CT pinkfarben dargestelltes Volumen, das in das
Planungszielvolumen integriert ist) therapiert.

Einen grundlegend anderen Ansatz, Radioresistenz zu iiberwinden sowie die akzelerierte
Repopulierung von Tumorzellen zu verhindern, verfolgt die Kombination von Strahlen-
und Chemotherapie. Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals-Region sind durchaus
chemosensibel und zeigen hohe Remissionsraten nach neoadjuvanter Chemotherapie. Fiir
die Behandlung der lokal fortgeschrittenen, inoperablen Plattenepithelkarzinome bestehen
prinzipiell drei Varianten einer Kombination von Strahlen-und Chemotherapie. Die
Chemotherapie kann einerseits als sogenannte Induktions- oder neoadjuvante
Chemotherapie in sequentieller Abfolge vor der definitiven Radio(chemo)therapie/
Operation oder andererseits gleichzeitig mit der kurativen Radiotherapie als sog. simultane
Radiochemotherapie verabfolgt werden. Zu diesen beiden Maoglichkeiten liegen
umfangreiche Studienergebnisse vor. Der dritte Ansatz wird vor allem bei
Nasopharynxkarzinomen angewendet, wo nach einer kurativen simultanen
Radiochemotherapie, manchmal auch mit vorheriger Induktionschemotherapie, eine
adjuvante Erhaltungschemotherapie iiber einen Zeitraum von 6 Monaten angeschlossen

wird. Dieses Vorgehen soll in seiner Rationale ein besseres Gesamtiiberleben durch die
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Vermeidung der metachronen Fernmetastasierung erbringen. Jedoch liegen bis dato keine
eindeutig positiven Ergebnisse vor, so dass weitere Studien zur Klirung des Stellenwertes
dieser Anwendung notwendig sind (Baujat et al. 2006). Da sich dieser Therapieansatz bei
Karzinomen anderer Lokalisationen des Kopf-Hals-Bereiches, so beim Mundhéhlen-,
Oropharynx-oder Larynx-/ Hypopharynxkarzinomen, ohnehin nicht durchgesetzt hat, soll

in der vorliegenden Arbeit nicht weiter darauf eingegangen werden.

1.2.1 Sequentielle Chemo-Radiotherapie

Theoretisch sollten sich iiber eine rasche Tumorschrumpfung nach initial verabreichter
Chemotherapie die Ergebnisse einer nachfolgenden Strahlentherapie verbessern, da die
Anzahl an Tumorzellen nominal kleiner geworden und sich diese dann leichter
kontrollieren lassen. Sequentielle Chemo-Radiotherapie-Konzepte (,,neoadjuvante oder
auch sog. Induktionschemotherapien vor definitiver Radiotherapie) wurden in den 1970er-
und 1980er-Jahren in zahlreichen Studien erprobt. In der ersten Metaanalyse dieser Studien
von Pignon et al. (2000), die vor allem die frithen Studien im Therapiezeitraum 1965-1993
auswertete, zeigte sich jedoch nur ein geringer, nicht-signifikanter Uberlebensvorteil durch
die zusitzlich eingefiihrte, vorausgehende Chemotherapie. Als Griinde fiir das Versagen
bzw. den lediglich geringen Effekt kommen folgende Erkldarungsmoglichkeiten in

Betracht:

ineffiziente Wirkung der Chemotherapie auf Subpopulationen mit relativer
Radioresistenz

Die Heilungswahrscheinlichkeit hdngt im Wesentlichen vom Vorhandensein
relativ resistenter Zellklone' ab. Unter der Hypothese, dass diese fiir die Heilung
kritischen Tumorzell-Subpopulationen auch gegeniiber Chemotherapeutika
resistent sind, wiirde die vorgeschaltete Chemotherapie generell nur die auf beide
Modalititen empfindlichen (unkritischen) Zellen abtéten und so zu keinem

zuséatzlichen Gewinn fiihren.

beschleunigte Repopulierung durch Chemotherapie- induzierte Remission

Eine durch chemotherapieinduzierte, unvollstindige Tumorschrumpfung (partielle
Remission) fiihrt als Gegenreaktion der verbliebenen Tumorzellen zu einer
erneuten, sogar beschleunigten Proliferation (sog. akzelerierte Repopulierung). So

konnte der initial positive Effekt der raschen Tumorschrumpfung (Reduktion der

! Eine absolute Strahlenresistenz auf zellulirer Ebene gibt es nicht, da alle Zellen mit zunehmender
Strahlendosis (im Gegensatz zur Behandlung mit Zytostatika) abgetdtet werden kénnen
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Tumorzellzahl) schnell durch diesen Kompensationsmechanismus aufgehoben
werden und letztendlich nur zur o.g. Selektion chemo- und radioresistenter
Tumorzellklone fiihren. Diese These ist als Ursache fiir ein Versagen der
Strahlentherapie sowie als Resistenzmechanismus auf die weitere Chemotherapie

experimentell und klinisch eindeutig bereits belegt.

Induktion von Strahlenresistenz durch Milieuverdnderung

Eine wesentliche Anderung der intrinsischen Strahlenempfindlichkeit von
Tumorzellen durch die Vorbehandlung (Induktion) mit Zytostatika erscheint
anhand experimenteller Daten eher unwahrscheinlich. Stattdessen ist die sekundare
Strahlenresistenz durch andere Mechanismen (z.B. verstirkte Tumorhypoxie durch
chemotherapieinduzierte Anidmie) in experimentellen Modellen belegt; die

klinische Bedeutung jedoch unklar.

ineffektive Chemotherapiesubstanzen

Vor allem die dlteren Studien sind mit Chemotherapeutika der 1. Generation (z.B.
5-FU, Bleomycin oder Cisplatin) durchgefiihrt worden. Mit diesen Substanzen
konnten keine hohen Remissionsraten (z.B. komplette Remissionen) erreicht

werden.

In der jlingeren Vergangenheit gab es Hinweise, dass eine neoadjuvante Chemotherapie
durchaus ein Teil der Therapie von lokal fortgeschrittenen, inoperablen
Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich sein konnte. Mit Zunahme der
lokoregiondren Kontrolle durch effektivere, simultane Radiochemotherapieregime, die ein
lingeres, lokoregionires rezidivfreies Uberleben ermdglichen, nahm auch die Hiufigkeit
einer Fernmetastasierung zu. Diese hat heute immer noch praktisch keine Chance auf
Heilung. Um dieser systemischen Mikrometastasierung friihzeitig begegnen zu konnen,
wurden neoadjuvant neue Medikamentenkombinationen in hoher Dosierung eingesetzt.
Eine Phase-II-Studie, die eine intensive Taxan-basierte 2-fach-Kombinations-
induktionschemotherapie (wochentlich Carboplatin AUC2 + Paclitaxel 135mg/m? KOF,
beides iiber 6 Wochen) mit nachfolgender HFRT (Gesamtdosis 75 Gy) und simultaner
Chemotherapie mit 5-FU + Hydroxyurea + Paclitaxel (100 mg/m* KOF), jeweils 5 Zyklen,
konnte ein 3-Jahres-Gesamtiiberleben von 70% erreichen und die Fernmetastasierung unter
10 % driicken (Vokes et al. 2003). In einer Phase-III-Studie, die eine Induktion als 3-fach-
Kombination mit Paclitaxel (175mg/m? KOF Tag 1) + Cisplatin (100mg/m* KOF Tag 2) +
5-FU (1000 mg/m?* KOF Dauerinfusion Tag 2-6) im Taxan-Arm gegeniiber einer 2-fach-
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Kombination Cisplatin (100mg/m?* KOF) + 5-FU (1000mg/m?* KOF als Dauerinfusion Tag
1-5) im Taxan-freien-Arm, beide Regime jeweils im Abstand von 21 Tagen 3 mal
appliziert, verglich, lieBen sich in {iber 30 % komplette Remissionsraten (CR) im Taxan-
Arm gegeniiber 14% im 2-fach-Arm ohne Taxan schon vor Beginn der nachfolgenden und
beidseits gleichen simultanen Radiochemotherapie (Normfraktionierung mit 2 Gy bis 70
Gy + Cisplatin 100mg/m* KOF Tag 1, 21, 42) erzielen (Hitt et al. 2005). Das Erreichen
einer CR durch die Taxan-basierte Induktion war in der multivariaten Analyse der
wichtigste prognostische Faktor fiir ein besseres Uberleben, was sich auch als Vorteil im
medianen Uberleben bei den primir nicht-resektablen Patienten im Taxan-Arm vs.

Cisplatin/5-FU-Arm mit 36 Monate vs. 26 Monate; p = 0,046, belegbar niederschlug.

Intensive neoadjuvante (Induktions-) Chemotherapien, basierend auf den bisher
effektivsten Medikamenten Taxan, Platin und 5-FU, haben jedoch prinzipiell den Nachteil,
dass sie ohnehin hohe Mukositis- (5-FU-Effekt), Nephro (Cisplatin-Effekt)- und
Myelotoxizitit (Kombinations-Effekt Cisplatin + Taxan) besitzen. Diese treffen zudem
Patienten, die hdufig zuvor schon durch exogene Noxen, wie Alkohol und Rauchen, bereits
verringerte Organreserven aufweisen und deshalb eine nachfolgende simultane
Radiochemotherapie lediglich mit schwacher Chemotherapie erlauben. Phase-III-Studien,
die hochdosierte Taxan-basierte Induktionschemotherapien und schwacher nachfolgender
Radiochemotherapie gegen hochdosierte, Taxan-basierte simultane Radiochemotherapien
vergleichen, fehlen leider bisher. Diese miissten folgen, um die Wertigkeit einer Taxan-
basierten Induktion im Hinblick auf ein verbessertes Uberleben auch durch Senkung von
Fernmetastasen zu belegen. Der Einsatz einer Induktionschemotherapie auflerhalb von
klinischen Studien bleibt somit weiter umstritten. Mdglicherweise kann der Stellenwert der
,alleinigen Induktionschemotherapie sowieso nicht mehr vollstindig gekldrt werden, da
bereits vermehrt Phase-II-Studien durchgefiihrt werden, die zur Induktionschemotherapie
die neuen EGFR-Rezeptor-Inhibitoren, z.B. den monoklonalen Antikorper Cetuximab, also
das molekulare Targeting, in die Schemata aufnehmen (Gibson & Forastiere 2006). So
wird wahrscheinlich eine Risikostratefizierung Bedeutung gewinnen, die Patienten anhand
wichtiger prognostischer Faktoren, wie z.B. Tumorvolumen, Mikromilieu oder molekulare
Tumorcharakteristik, klassifiziert und sie entweder zunichst einer starken Induktions-

chemotherapie oder gleich einer definitiven, simultanen Radiochemotherapie zufiihrt.

1.2.2 Simultane Radiochemotherapie

Die Empfindlichkeit einer Zelle gegeniiber ionisierender Strahlung variiert, abgesehen von

der Dosis und der Dosis/Zeit (dose rate), von der Zellzyklus-Phase, in der sie sich gerade
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befindet. Zusitzlich zu den Reparaturmechanismen (repair) liberwachen auch spezielle
Kontrollpunktsysteme (checkpoints) die Zellzyklus-Progression. Beschidigte Zellen halten
den Zellzyklus in der spiten G1-Phase vor der Replikation oder in der G2-Phase direkt vor
der Teilung an, um fiir die Reparatur ein verliangertes Zeitfenster zu haben und damit das
zelluldre Uberleben zu steigern (Bache et al. 2001). Der G2/M-Kontrollpunkt ist ein
Schutzmechanismus, der eine Teilung geschidigter, fehlerhafter DNA verhindern soll.
Eine Option, die Radiotherapiewirkung lokal am Tumor zu verstirken, ist die
Intensivierung der Strahlenwirkung durch radiosensibilisierende Substanzen. Dabei werden
im Wesentlichen DNA-wirkende (z.B. mit Einfluss auf DNA-Reparatur oder
Signaliibertragung) von DNA-nicht-wirkenden Substanzen (z.B. mit Einfluss auf
Reoxygenierung) unterschieden, wobei ein idealer Kombinationspartner fiir die
Radiotherapie eine Substanz wire, die selektiv nur im Tumor akkumuliert, selbst nicht
toxisch ist und voraussagbar =zeitabhdngig pharmakologisch wirkt (Kvols 2005).
Chemotherapeutika sind weithin Substanzen, die zumeist die DNA (Zellzyklus), aber auch
das Zytoskelett oder die Membranen mit ihren Barrierefunktionen als ihre kritischen

Zielstrukturen ansehen.

Eine Chemotherapie wird vorwiegend simultan zu einer Radiotherapie, dh. zur lokalen
Wirkungsverstiarkung (,,Radiosensibilisierung®) eingesetzt. Die lokale Kombinations-
wirkung ist dann groBer als die einfache Addition der Einzeleffekte (liberadditive Wirkung,
Schlagwort: 1 + 1 = 2,5). Um diesen iiberadditiven Effekt zu erreichen, miissen die
Zytostatika in bestimmten Zeitabstinden zu der tdglichen Bestrahlungsfraktion (abhidngig
vom Wirkmechanismus der jeweiligen Substanz) wéhrend der Strahlentherapieserie (sog.
simultane RCXT) appliziert werden (Dunst 2000). Die ersten Erkenntnisse stammten aus
der schon zitierten Metaanalyse von Pignon et al. (2000), die Studien des Zeitraums 1965-
1993 auswerteten, dass bei nicht-resektablen Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-
Bereiches vor allem die simultane Gabe einer Chemotherapie zur Bestrahlung eine bessere
lokale Tumorkontrolle und damit eine Verlingerung des rezidivfreien Uberlebens sowie
eine signifikante Erhohung des Gesamtiiberlebens erbringt. Als Medikamente wurden
Mitomycin C, Bleomycin, 5-FU + Hydroxyurea + Leukovorin (LV) sowie spiter die
Platinderivate Cisplatin und Carboplatin mit einer normfraktionierten Radiotherapie
kombiniert. Begonnen wurde in den 1980er-Jahren mit einer medikamentdsen
Monotherapie, um die Radiotherapie nicht durch libermifige akute Nebenwirkungen zu
gefdahrden. Als wesentliche Fortschritte ausblieben, setzte man spiter etwas effektivere 2-
fach- Substanzkombinationen ein. Die Verbindung Cisplatin + 5-FU hat sich seitdem als

,,Goldstandard’” durchgesetzt (Fietkau et al. 1991, Lavertu et al. 1999, Merlano et al.

14



1996). Neuere Studien geben Hinweise, dass iiber eine Intensivierung der Radiotherapie

durch Anwendung unkonventioneller Fraktionierungen (HART) und simultaner
Chemotherapie ein Uberlebensvorteil um etwa 5-10 % gegeniiber einer alleinigen
deutsche Studien der

(ARO)

unkonventionellen Radiatio erbracht werden kann. Zwel

Arbeitsgemeinschaft Radioonkologie der Krebsgesellschaft stlitzen mit
gleichlautenden Ergebnissen diese Aussage (Budach et al. 2005, Staar et al. 2001, Semrau
et al. 2006 update). Besonders das ARO-95-06-Schema von Budach et al. (2005) mit
HART plus Mitomycin C + 5-FU erwies sich als gut vertridglich, dabei unkompliziert
anwendbar und der sogar 10 % hoher dosierten, alleinigen Radiotherapie (CX-HART 70,6
Gy vs. HART 77,6 Gy) im 5-Jahres-Gesamtiiberleben mit 29 % CX-HART gegen 25 %
HART iiberlegen. Studien, die diese unkonventionellen gegen konventionell-fraktionierte

Radiochemotherapieregime vergleichen, stehen noch aus, laufen aber derzeitig.

Anhand der neuesten Metaanalyse von Budach et al. (2006) konnte nach der Dauerinfusion
von 5-FU auch die simultane Gabe des Medikamentes Cisplatin, ein Medikament der 1.
Zytostatikageneration, zu einer hyperfraktioniert-akzelerierten Radiotherapie als
Therapieempfehlung fiir lokal fortgeschrittene, primir inoperable Plattenepithelkarzinome
des Kopf-Hals-Bereiches ausgesprochen werden. Die Daten basieren im Wesentlichen auf
vier prospektiv-randomisierten Phase-I1I-Studien, siehe Tabelle 2, modifiziert nach Brizel

& Esclamado (20006).

Tabelle 2: Vier Phase-I1I-Studien mit simultaner Radiochemotherapie getestet gegen eine
alleinige unkonventionelle Radiotherapie. Es wurden innerhalb der Studien
sehr unterschiedliche Zyklen und Dosierungen von Cisplatin eingesetzt, so dass
kein Standard einer Cisplatinanwendung derzeitig daraus definiert werden
kann. 5-JUL: 5-Jahres-Gesamtiiberleben; Cis: Cisplatin; RCXT: simultane
Radiochemotherapie; CXT: Chemotherapie; Gy: Gray; d: Tag; FNCLCC:
Federation Nationale des Centres de Lutte Contre le Cancer; RT:
Radiotherapie; 5-FU: 5 Fluorouracil; KOF: Korperoberflache; Wo: Woche.

Phase ITI- RCXT RT CXT Cisplatin 5-JUL | p- Wert
Studie Gy Wo/ Gy Wo Dosis (%)
Duke 70 7175 6 | Cis/5-FU | 12 mg/m?*KOF/d | 40 vs. 29 0,05
Univ. USA d 1-5; Wo 1,5
(n=122)
Yugoslavische | 77 7177 7 | Cisplatin | 6 mg/m¥KOF/d | 46 vs. 25 0,008
Studiengruppe taglich
(n=171)
FNCLCC 80 7| 80 7 | Cis/5-FU| 100 mg/m*KOF/d| 48 vs. 36 0,05
Frankreich d1,21,42
(n=171
Schweizer 74 6|74 6 | Cisplatin | 20 mg/m*KOF/d | 46 vs. 32 0,15
Studiengruppe d1-5;Wo 1,5
(n=224)
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Jedoch kann eine allgemeine Empfehlung einer standardisierten Cisplatindosierung aus
diesen Studien nicht abgeleitet werden, da ein besonderer Nachteil der Studien in den sehr
unterschiedlich verwendeten Cisplatinzyklen mit hdchst variablen Dosierungen liegt. Eine
diesbeziigliche Kldrung ist erforderlich. Doch, abgesehen von der noch zu ermittelnden
optimalen Vorgehensweise der simultanen, cisplatinhaltigen Radiochemotherapie, kénnen
nicht alle Patienten einer so belastenden Therapie unterzogen werden. Denn unabhéngig
von den tumorassoziierten Risiken, ist der Einsatz dieser Therapie von einer Reihe
patientenbezogener Ausgangsfaktoren abhingig. Hohes Alter, ein KSP < 60% sowie
Folgeerkrankungen durch fortgesetzten Missbrauch von Alkohol und Nikotin stellen
Kontraindikationen gegen eine cisplatinhaltige Radiochemotherapie dar. Nicht zuletzt
wirkt sich hdufig eine mangelnde Kooperation der Patienten erschwerend aus. All dies
muss in die medizinische Entscheidung, ob der Patient einer intensiven Therapie zugefiihrt

werden kann oder nicht, mit einflie3en.
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2 Erhohung der Radiosensibilisierung von Kopf-Hals-Tumoren

2.1  Intensive simultane Radiochemotherapie

Fiir Patienten mit einem lokal fortgeschrittenen, primér inoperablen Plattenepithelkarzinom
im Kopf-Hals-Bereich in sehr gutem Allgemeinzustand (KPS 90-100 %) und ohne
therapierelevante Begleiterkrankungen blieb zu priifen, ob durch die Intensivierung der
Chemotherapie mit Anwendung neuer Zytostatika weitere Steigerungen des
Therapieeffekts moglich sind. In ersten klinischen Studien zeigte Paclitaxel (Taxol®), ein
Medikament der 2. Zytostatikageneration, bei Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-
Bereich eine gute antitumorale Aktivitdt (Forastiere et al. 1998, Vokes et al. 1995). Es
leitet als pflanzliches Alkaloid eine durch pathologische Bildung und Stabilisierung der
Mitosespindel einen Mitosearrest (M-Phase des Zellzyklus) ein, wird hepatisch abgebaut
und zu tiber 80% bilidr eliminiert. Mittlerweile liegen mehrere Phase-I/II-Studien vor, die
eine HART mit einer Paclitaxel-basierten Chemotherapie verbunden haben (Kies et al.
2001, Machtay et al. 1999). Das 3-Jahres-Uberleben in diesen Studien lag bei 60%, womit
die auBerordentliche Effektivitit dieser Kombinationstherapie sowohl lokal als auch
hinsichtlich der Fernmetastasenraten bewiesen wurde. In unserer Studie sollte, im
Gegensatz zu Studien der Nordamerikanischen Radiotherapie- und Onkologie-Gruppe
(RTOG), der Ansatz verfolgt werden, ob viele kleine, dosisdichte Applikationen einer
Kombinationschemotherapie = zweier  hocheffektiver,  unterschiedlich  wirkender
Chemotherapeutika mit einer HART die Responseraten noch weiter erhohen konnen
(Radiosensibilisierung durch stindige Anwesenheit von zytotoxischen Medikamenten
analog einer Dauerinfusion im Vergleich zu Monotherapien mit wenigen, sehr

hochdosierten und somit nur im 3-Wochen-Rhythmus verabreichbaren Zyklen).

Im Jahr 1998 wurde in der Klinik fiir Strahlentherapie der Martin-Luther-Universitét
Halle-Wittenberg eine  Therapieoptimierungsstudie  bei  Patienten mit  lokal
fortgeschrittenen, primér inoperablen Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich, die
Taxol-Studie, gestartet (Kuhnt et al. 2003a). In Anbetracht der damaligen experimentellen
Datenlage war voraussagbar, dass wohl Cisplatin, ein Zytostatikum der 1. Generation mit
zellzyklusspezifischer G1-/S-Phase-Wirksamkeit durch kovalente Bindung von Platin-
komplexen an DNA und Proteine, als sog. Platin-DNA-Addukte oder ,,cross-linking* mit
90%iger renaler Elimination, eines der effektivsten Chemotherapien bei Plattenepithel-
karzinomen im Kopf-Hals-Bereich zu sein schien. Es wurde zusétzlich als neue Substanz

Paclitaxel (Taxol®) dem Cisplatin hinzugefiigt, um die unterschiedlichen intrazelluldren
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Angriffspunkte beider Medikamente auszunutzen. Auflerdem werden sie von
verschiedenen Eliminationssystemen aus dem Korper ausgeschieden, so dass auch eine
Spreizung der Toxizititen auf Leber und Niere vorliegt. Da es sich um eine
Erstanwendung von den zwei intensiv wirksamen Chemotherapeutika Cisplatin (CIS) und
Paclitaxel (PAC) in Kombination mit einer kurativen, unkonventionellen Radiotherapie
(HART) ohne Radiotherapiepause handelte, stand zundchst prospektiv die
Vertraglichkeitspriifung der Therapie an. Eingeschlossen wurden Patienten mit lokal
fortgeschrittenen, primér inoperablen Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich der
intermedidren Stadien III und IV A,B mit (a) Alter 18 bis 75 Jahre, (b) Karnofsky-
Performance-Status > 70 %, (c) messbarem Tumor, (d) Fehlen schwerer
Begleiterkrankungen und (e) unterschriebenem FEinverstindnis zur Studie. Als
Ausschlusskriterien galten Kontraindikationen gegen eines der beiden Chemotherapeutika,
Nasopharynxkarzinome und ein bereits zum Erstdiagnosezeitpunkt nachgewiesenes M1-
Stadium. In dieser Studie wurde eine hyperfraktioniert-akzelerierte Radiotherapie (HART)
bis zu einer Gesamtdosis von 70,6 Gy eingesetzt, die schon zuvor in einer anderen
randomisierten Studie gepriift worden war, wobei damals zur Radiotherapie gleichzeitig
die Kombinationen 5-FU / Mitomycin C appliziert wurde (Budach et al. 2005). Wéhrend
die Cisplatin-Dosierung mit 20 mg/m?> Korperoberfliche (KOF) an 5 aufeinander
folgenden Tagen in der 1. und 5. Therapiewoche unverindert blieb, wurde die Paclitaxel-
Dosis ab 20mg/m? KOF zweimal wochentlich in Phase I eskaliert. Die Dosissteigerung von
Paclitaxel betrug in den nédchsten Dosisstufen jeweils 5 mg/m? KOF. Pro Dosisstufe

wurden 3 Patienten eingeschlossen. Der Studienplan wird in Abb. 4 gezeigt.

TWoche Woche TWoche Woche Woche TWoche
1 2 3 4 5 6

Cisplatin

I A R A N

20000 14000 paga
L0000 0000 DD0AD nppop nonns maomn e sodlSyechers

GD 70,6Gy

Abb. 4: Therapieschema der HART/CIS/PAC-Phase-I-Studie bei inoperablen Plattenepithel-
karzinomen der intermedidren Stadien III und IV A,B des Kopf-Hals-Bereiches. Die
Dosiseskalation wurde fiir Paclitaxel vorgenommen. Begonnen wurde mit einer
zweimal wochentlichen Paclitaxeldosis von 20 mg/m? KOF. Trat keine DLT auf, wurde
nach 3 Patienten Paclitaxel um 5 mg/m? KOF gesteigert. KOF: Korperoberflache.
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Die Zahl der Patienten in der Phase-I-Studie unterlag den auftretenden Toxizitdten auf den
jeweiligen Dosisstufen. Fiir die Phase-II-Studie waren circa 20 Patienten vorgesehen mit

einer Rekrutierungszeit von 24 Monaten.

Studienziele:
Endpunkte der Phase-I-Studie waren die Ermittlung der maximal tolerablen Dosis
(MTD) und die dosislimitierende Toxizitdt (DLT) fiir die Kumulation von
Paclitaxel bei gleichbleibender Dosis von Cisplatin und Radiotherapie.
Statistische Endpunkte der Phase-II-Studie waren das Gesamt- sowie das

ereignisfreie Uberleben.

In beiden Studienphasen wurden die Patienten in den ersten beiden Jahren vierteljéhrlich

und dann im einhalbjdhrlichen Rhythmus iiber 5 Jahre nachbeobachtet.

Die endgiiltigen Daten der Phase-I-Studie liegen vor (Kuhnt et al. 2003a). In der Zeit von
09/1998 bis 09/1999 wurden 12 Patienten mit drei Dosisstufen fiir Paclitaxel
eingeschlossen. Die MTD wurde fiir die zweimal wochentliche Paclitaxelgabe mit
30mg/m* KOF gefunden. Die dafiir verantwortlichen dosislimitierenden Toxizititen (DLT)
waren zwei Erytheme im CTC-Grad 4 und eine febrile Neutropenie im CTC-Grad 3.
Zudem ereigneten sich zwei Todesfille: eine Peritonitis nach PEG-Anlage in Woche drei
der laufenden Behandlung und ein septisches Kreislaufversagen bei prolongierter
Neutropenie, ausgelost durch eine Fingerverletzung an einem rostigen Nagel. Durch die
strenge Uberwachung der Hb-Werte und die frithzeitige Erythrozytensubstitution mittels
Transfusionen oder EPO-Gaben bei Werten unter 6,8 mmol/l (unter 11 g/dl) wurden
frithzeitig schwerwiegende Toxizitdten der Erythropoese verhindert. Dieses Prozedere sah
der Studienplan ausdriicklich so vor, da eine therapieassoziierte Andmie bei laufender
Behandlung die Prognose negativ beeinflusst. Alle Patienten wurden maximal supportiv
mit prophylaktischen Antibiotikagaben abgeschirmt und im Fall einer Neutropenie auch
therapeutisch mit Antibiotika versorgt. Zur Absicherung gehorten zudem die strenge
Elektrolytsubstitution und die Erndhrung mit hyperkalorischer PEG-Sondennahrung.
Pratherapeutisch war die griindliche Zahnsanierung Bedingung, um Foci als

Infektionsquellen zu beseitigen.

Die abschlieBenden Ergebnisse der Phase-1I-Studie liegen gleichfalls vor (Kuhnt et al.
2006b). Zwischen 9/1999 bis 9/2002 konnten insgesamt 29 Ménner und 3 Frauen im
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mittleren Alter von 54,7 Jahren eingeschlossen werden. Das Gesamtiiberleben nach 5
Jahren betrug 50%, siehe Abb. 5. Das krankheitsfreie Uberleben lag bei 43% und war sehr
gut, siche Abb. 6.
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Abb. 5: HART/CIS/PAC-Phase-I1-Studie bei inoperablen Plattenepithelkarzinomen der
intermedidren Stadien III und IV A,B des Kopf-Hals-Bereiches. Kaplan-Meier-
Schitzung des Gesamtiiberlebens. Das 5-Jahres-Gesamtiiberleben betragt 50%.
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Abb. 6: HART/CIS/PAC-Phase-II-Studie bei inoperablen Plattenepithelkarzinomen der inter-
medidren Stadien III und IV A,B des Kopf-Hals-Bereiches. Kaplan-Meier-Schitzung
des erkrankungsfreien Uberlebens. Das 5-Jahre-krankheitsfreie-Uberleben betrigt
43%.

Gleichfalls muss mit 10% die sehr geringe Fernmetastasenrate erwidhnt werden. Im
Follow-up mit einem Median von 3 Jahren wurden keine erhohten chronischen

Strahlenfolgen an der Haut, Knochen oder Nerven registriert. Drei langzeitiiberlebende
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Patienten litten unter schmerzhaften, persistierenden Mukositiden. Fiinf Patienten mussten
aufgrund chronischer Xerostomie im Grad 3 und eingeschrénkter Schluckfahigeit die PEG-

Sonde langer als ein Jahr nach Therapie behalten.

Die Ergebnisse belegen, dass die Kombination von zwei eigenstindig wirksamen
Zytostatika in einzeldosisverminderter, jedoch dosisdichter Gabe mit einer intensivierten,
zeitverkiirzten Radiotherapie auch im Kopf-Hals-Bereich moglich 1ist und die
Therapieansprechraten sowie das Uberleben verbessern kann. Garden et al. (2004)
verdffentlichten die Ergebnisse der Nordamerikanischen Radiotherapie und Onkologie
Gruppe in der RTOG-97-03-Studie, die im dritten Arm der 3-armigen Studie (Arm 1
Cisplatin + 5-FU, Arm 2 Hydroxyurea + 5-FU) die Kombination Cisplatin + Paclitaxel in
niedriger, wochentlicher Dosierung testeten. Fiir die Radiotherapie wurde, im Unterschied
zu unserer Studie, eine normfraktionierte Radiotherapie mit 2 Gy tédglich bis 70 Gy
Gesamtdosis gewdhlt. Die Ergebnisse belegen mit 47% lokaler Kontrolle und einem
Gesamtiiberleben von 67% jeweils nach 3 Jahren die Effektivitdt der Kombination. Die
akuten Toxizitdten waren denen unserer Studie vergleichbar. Die Autoren schliefen aus
den Ergebnissen, dass die Kombination von Radiotherapie + Cisplatin + Paclitaxel wegen
der besonderen Effektivitit als Experimentalarm in zukiinftigen Phase-III-Studien
einzusetzen sei. Eine erst jiingst veroffentlichte amerikanische Phase-II-Studie, die eine
hyperfraktionierte Radiotherapie mit simultaner Gabe von 5FU + Cisplatin + Paclitaxel
als Therapieschema wihlte, konnte eine 3-Jahres-Uberlebensrate von 66% und 71%
komplette Remissionen (CR) erreichen (Abitbol et al. 2005). Patienten mit CR wiesen
zudem mit 77% im 2-Jahres-Uberleben ein exzellentes Ergebnis auf. Die Grad-3/4-
Akutnebenwirkung einer Mukositis war mit 84% die vorherrschende Toxizitdt und lag
prozentual in Ubereinstimmung zu unserer Studie. Daraus resultierte eine prolongierte
posttherapeutische Abhédngigkeit der Erndhrung von der elektiv gelegten PEG-Sonde.
Daneben konnten febrile Neutropenien und leichtgradige toxische Nephropathien
registriert ~ werden.  Weitere  Untersuchungen und insbesondere  Vergleiche
normfraktionierter gegeniiber hyperfraktioniert-akzelerierter Radiotherapien mit der
Substanzkombination Cisplatin + Paclitaxel oder der Vergleich Cisplatin + 5-FU in
Verbindung mit der unkonventionellen Radiotherapie (HART) in Phase-III-Studien sind
notig, um diese Ergebnisse abzusichern. Letzteres Protokoll wurde bereits zur Férderung
bei der Deutschen Krebshilfe als deutschlandweite Multizenterstudie eingereicht und
positiv beantwortet. Somit wird erstmalig die Kombinationsbehandlung Cisplatin +

Paclitaxel zu einer hyperfraktioniert-akzelerierten Radiotherapie auch in einer Phase-III-
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Studie im multizentrischen Ansatz lberpriift. Der Studienbeginn wird fir Mitte 2007
erwartet. Unabdingbar fiir die Durchfiihrung solcher Regime ist eine enge interdisziplinére
Zusammenarbeit, da vor allem auch die Moglichkeit einer ,,Rettungsoperation” am
Priméirtumor sowie an den residualen regiondren Lymphknoten ausdriicklich mit im

Protokoll iiberpriift werden soll.

Einer weiteren Intensivierung der simultanen Radiochemotherapie im Kopf-Hals-Bereich
durch noch effektivere oder hoherdosierte Chemotherapeutika muss jedoch mit grofB3er
Skepsis begegnet werden. Vor allem die aullerordentlich hohe Akuttoxizitdt Mukositis ist
eine nicht zu unterschitzende, schwere Komplikation. Zwar konnte eine signifikante
Korrelation zwischen der Hiufigkeit einer Mukositis Grad 3 mit einem besseren
Gesamtiiberleben hergestellt werden, was die Effektivitit der Therapie auf den epithelialen
Stammzellpool zu belegen scheint, jedoch sind gehdufte Uberginge in schwere, sehr
schmerzhafte, chronische Mukositiden zu beobachten gewesen (Kuhnt et al. 2006b). Unter
diesen toxischen Kombinationen scheint das Regenerationspotenzial der Schleimhaut-
stammzellen ausgeschopft zu sein, so dass die Lebensqualitit der Patienten zunehmend
durch die Verscharfung der Behandlungsintensitit bedroht wird. Abhilfe kdnnten hier neue

Substanzen schaffen, die selektiv vornehmlich die Tumorzellen angreifen.

Von den derzeitig in klinischen Studien gepriiften neuen Therapieansidtzen eignen sich
einige speziell auch fiir die Kombination mit der Radiotherapie. Hier sind vor allem
Methoden der Beeinflussung der Angiogenese (Synergismus von antiangiogenen
Therapien und Strahlentherapie sind in experimentellen Modellen bereits belegt) zu
nennen. Ferner sind Methoden und Substanzen interessant, die gezielt die intrazelluldre
Tumorhypoxie bekdmpfen, wie selektiv anti-hypoxisch wirkende Radiosensibilisierer (z.B.
Tirapazamin, wird z.Zt. in Phase III mit Radiochemotherapie auch in unserem Zentrum
gepriift) oder Methoden zur direkten Verbesserung der Tumoroxygenierung (Hyperbare
Oxygenierung - HBO) oder Therapien gegen den Hypoxie-induzierenden Faktor-1a (HIF-
la). Die préklinische, aber auch die klinische Forschung hat sich neuen, molekularen
Therapien zugewendet, die insbesondere bei Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-

Bereich die Zelloberflachenrezeptoren der erbB-Familie ins Visier nehmen.
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2.2 Radiotherapie in Kombination mit ErbB-Rezeptor-Inhibitoren

Das ,,molekulare Targeting™ als Strategie in der Krebstherapie unterscheidet sich vom
Ansatz gegeniiber den bisher erprobten und etablierten Methoden der antiproliferativen
Chemotherapie erheblich, weil hier versucht wird, tumortypische Signalwegsverinder-
ungen als spezifische Therapieziele zu nutzen (Bild et al. 2006, Ono & Kuwano 2006). Die
pharmakologische Hemmung von Tyrosinkinase-Rezeptoren aus der EGFR-Familie stellt
gegenwirtig ein vieldiskutiertes Beispiel dieser Strategie dar (Ang et al. 2002, Quynh-Thu
& Giaccia 2003). Eine Rethe von Hemmern aus zwei bisher bekannten Kategorien, zum
einen monoklonale erbB-Rezeptor-Antikorper (mAK) und zum anderen mehr oder weniger
rezeptorspezifische, kleinmolekulare Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKI), haben ihre
Wirksamkeit bereits in der klinischen Behandlung einiger menschlicher Karzinome gezeigt

(Huang et al 1999, Johnston et al. 2006).

Epitheliale oder mesenchymale Zellen exprimieren Rezeptoren der erbB-Familie.
Uberaktivierungen innerhalb des erbB-Signalnetzwerkes werden bei vielen Malignomen
des Menschen in hohem Prozentsatz gefunden und sind mit erhohter Aktivitdt von
proliferativen, metastatischen und Prosurvival-Signalwegen assoziierbar (Marmor et al.
2004, Normanno et al. 2005). Derartige erbB-Uberaktivititen kdnnen von Uberexpression
der Liganden oder Rezeptoren sowie von konstitutiver Rezeptoraktivierung herriihren und
durch Gen-Duplikation, Gen-Rearrangements oder Mutationen/ Deletionen bedingt sein
(Jones et al. 2006, Sweeney & Carraway 2004, Warren & Landgraf 2006). In
zellbiologischen Studien ist meist indirekt auf das onkogene Potential von Hyperaktivititen
im erbB- Signalnetz geschlossen worden (Harari 2004, Holbro et al. 2003, Jorissen et al.
2003). Aus priklinischen Untersuchungen ist auflerdem bekannt, dass die gesteigerte
EGFR-Expression eine der bedeutendsten Indikatoren fiir eine Radioresistenz maligner
transformierter Zellen in vitro als auch in vivo ist (Akimoto et al. 1999, Balaban et al.
1996, Sheridan et al. 1997). Durch die Blockade von erbB-Rezeptoren (z.B. mit ZD 1839 =
Gefinitib) kann in Tumorzellen eine derartige Radioresistenz iiberwunden werden. Zudem
konnte eine mit der Dosis der erbB-Blockade steigende Apoptoserate in Tumorzelllinien
induziert sowie synergistische Effekte von Tyrosinkinase-Inhibitoren und der
Strahlungsdosis belegt werden (Bianco et al. 2002, Solomon et al. 2003). Zur
Uberwindung von Radioresistenz sind nicht nur erbBl-Antagonisten, sondern auch
unspezifische TKIs einsetzbar (Damiano et al. 2005). Ein wichtiger Resistenzfaktor

gegeniiber ionisierender Bestrahlung stellt die Tumorhypoxie dar. Experimentelle Daten
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belegen die gleichgerichtete Beziehung zwischen hoher Tumorhypoxie und gesteigerter

erbB-Rezeptor-Expression (Swinson & O'Byrne 2006).

Eine klinisch wichtige Manifestation der Radioresistenz wéhrend einer fraktionierten
Radiotherapie ist die Tumorzellrepopulation, die entweder auf einem {ibermafig
beschleunigten Wachstum iiberlebender Tumorzellen oder einer verminderten Sterberate
radioresistenter Tumorzellen beruht (Schmidt-Ullrich et al. 1999, Tarnawaki et al. 2002).
Am Modell des FaDu-Tumors, einem Plattenepithelkarzinom der Nacktmaus, konnte der
Zusammenhang zwischen einer Induktion von EGFR wihrend einer fraktionierten
Radiotherapie und der Tumorzellrepopulation zweifelsfrei belegt werden (Petersen et al.
2001). Dieses Ergebnis bestitigte eine klinische Studie an Patienten mit
Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich, welche die Hohe der EGFR-Expression
zur Gesamtradiotherapiezeit und zur lokalen Tumorkontrolle gegeniiberstellte (Eriksen et

al. 2005).

Da die Signalaktivitit der erbB-Rezeptor-Familie iiber multiple Signalwege mit
Apoptoseunterdriickung und Uberlebens-Aktivierung wihrend embryonaler
Organentwicklung, bei Funktionserhalt adulter Gewebe und bei Tumor-Entwicklung sowie
-Progression verbunden ist, kann die Abschwichung der strahlungsinduzierten Tumor-
zellapoptose als Mechanismus der Radioresistenz bei ErbB-Rezeptor-Induktion plau-
siblerweise angenommen werden (Danielsen & Maihle 2002, Kabore et al. 2004, Teraishi
et al. 2005). Dazu passend gibt es viele Beispiele von Apoptose-Aktivierung durch erbB-
Rezeptor-Hemmung in Tumormodellen (Dubska et al. 2005). Mitochondrien fungieren als
Integratoren einer Fiille von unterschiedlichen apoptotischen Signalwegen und weisen in
unbehandelten Tumorzellen eine Tendenz zum erhohten Innenmembranpotential auf,
wihrend die apoptotische Signalaktivierung mit Reduktion der mitochondrialen
Polarisierung und Stoérungen in der Atmungsketten-Maximalaktivitit verbunden ist (Danial
& Korsmeyer 2004, Gross et al. 1999, Mootha et al. 2001, Summerhayes et al. 1982). Die
Erfassung von Mitochondriendepolarisierung und Atmungskettenkomplexaktivitidt kann
deshalb als Indikator von pro-apoptotischer Wirkung der erbB-Hemmung genutzt werden.
Die Diskrepanz zwischen eindrucksvollen vorklinischen Ergebnissen und den z.T. weniger
eindrucksvollen klinischen Daten liegt moglicherweise darin, dass ein einzelnes EGFR-
blockierendes Medikament allein nicht ausreicht, um eine vollstindige Tumorkontrolle zu
erreichen, da es weiter abwirts gelegene Signalwege gibt, die die EGFR-Blockade
ersetzen. Der Beeinflussung von abwirts gelegenen Wegen kann moglicherweise mit

Kombinationen von Hemmstoffen entgegengewirkt werden, die sowohl anti-EGFR-
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Blocker mit verschiedenen Mechanismen (mAK + TKI), als auch kritische abwirts
gelegene Molekiile wie Stat-3, Raf, Ras, oder die mitogen-aktivierten Proteinkinasen ins

Visier nehmen.

Der Uberexpression von Wachstumsfaktorrezeptoren auf der Tumorzelloberfliche, im
Besonderen die der erbBl1-4-Gruppe auch bei Kopf-Hals-Tumoren, wird eine
prognostische Wertigkeit zugeschrieben. Bei diesen Tumoren findet sich in circa 90-100%
eine Uberexpression von EGFR-RNA und/oder Protein, welches als unabhiingiger,
ungiinstiger prognostischer Faktor fiir das Gesamtiiberleben und fiir die Rate an
lokoregionédren Rezidiven identifiziert werden konnte (Harari & Huang 2005). Gefunden
wurden mannigfaltige Induktionen der erbB-Rezeptoren, welche zu einer Uberkreuz-
Verstindigung mit downstream-Wegen und Genen fiihrt, die dann auf der transkriptionalen
sowie der posttranskriptionalen Ebene wirken. Uberlappungen der Signalausldsung der
verschiedenen erbB-Rezeptoren implizieren vielfiltige Interferenzen innerhalb der Familie
und nicht nur speziell zielgerichtet auf den erbB1 in Tumorzellen. Der erbB2-Rezeptor
spielt eine auBlerordentlich bedeutsame Rolle bei der Targeted-Therapie des Mamma-
karzinoms. Die Hohe der Expression bestimmt die maligne Proliferation und ist ein
unabhingiger prognostischer Faktor fiir das Uberleben. Die Uberexpression der erbB2-
Rezeptoren in Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches betrédgt circa 20% (Field
1992). Seine Hochregulation fiihrt zu einem erhdhten Risiko fiir Lymphknotenmetastasen
und somit zu einem verschlechterten Uberleben. Dies konnte am Beispiel von
Mundhéhlenkarzinomen gezeigt werden (Xia et al. 1997). Gleiches konnte fiir den erbB3-
Rezeptor gefunden werden, der in etwa der Hilfte der Fille bei Plattenepithelkarzinomen
im Kopf-Hals-Bereich iiberexprimiert wird (Shintani et al. 1995). Eine erbB4-Rezeptor-
Uberexpression kann ebenfalls bis zu 50% bei diesen Patienten vorliegen, wobei seine

Bedeutung bisher noch unklar ist.

Demnach besteht ein neuer, interessanter Ansatz fiir die Therapie maligner Tumoren in der
Blockade der EGFR-Signaliibertragungswege. Bisher sind zwei Wege der Blockade des
EGFR bekannt und bereits im klinischen Einsatz. Zum einen kann der Rezeptor von
extrazelluldr durch Bindung mit einem Antikdrper von seinen Liganden, z.B. EGF oder
TGF-alpha, getrennt werden. Zum anderen dringen sog. kleine Molekiile (small molecules)
in die Zelle ein und hemmen das Enzym Tyrosinkinase am intrazelluliren Ende des EGFR
und verhindern so den weiter abwérts gerichteten Signalweg. Die meiste klinische
Erfahrung besteht bisher mit dem rekombinanten, chimiren, monoklonalen Antikdrper

C225 (Cetuximab, Erbitux®). Die Vertrdglichkeit dieses Antikorpers ist aullerordentlich
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gut. In einer randomisierten Phase-1II-Studie bei Patienten mit lokal fortgeschrittenen,
inoperablen Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches konnte durch die
Kombination von Cetuximab mit Strahlentherapie versus alleiniger Strahlentherapie die 2-
Jahres-Uberlebensrate auf 62% im Gegensatz zu 55% verbessert werden (Bonner et al.

2006).

Mit der zusidtzlichen Gabe von Cisplatin, dessen Wirksamkeit in Kombination mit einer
Strahlentherapie bei Kopf-Hals-Tumoren schon eindeutig belegt ist, und dem chiméren,
monoklonalen AK Cetuximab zu einer HART gelang es in einer amerikanischen Phase-II-
Studie, nach 2 Jahren sogar eine progressionsfreie Uberlebensrate von 76% zu erzielen
(Pfister et al. 2006). Damit konnte ein Synergismus der Wirkungen durch die Kombination
von Strahlentherapie, simultan appliziertem Cisplatin (additiver, radiosensibilisierender
Effekt) und eines EGFR-Blockers (Uberwindung der tumoreigenen Radioresistenz und
Verhinderung der akzelerierten Tumorzellproliferation) angenommen werden. Allerdings
war die akute Toxizitdt inakzeptabel hoch, vermutlich der Cisplatindosis von 2-3 mal
100mg/m? KOF geschuldet, so dass die Studie abgebrochen werden musste. Aus
priklinischen Daten ist bekannt, dass die Affinitdt des Antikorpers zum EGF-Rezeptor
hoch und mit einer bereits ermittelten Standarddosierung ausreichend abgesittigt ist. Offen
ist bisher, da die o.g. Studie mit sehr hoher Cisplatindosis arbeitete und keine Titrierung
des Medikamentes vornahm, welche Cisplatindosis in Kombination mit der EGFR-
Blockade und einer Strahlentherapie optimal ist bei lokal fortgeschrittenen, primér
inoperablen Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich. Die Leitung der klinischen
Priifung der bisher einzigen europdischen Multizenter-Studie zu diesem Thema wurde
unserer Arbeitsgruppe iibertragen (Kuhnt 2006a). Die Zahl der Patienten in der Phase-I-
Studie ist abhidngig von den auftretenden Toxizititen auf den jeweiligen Dosisstufen. Fiir
die Phase-II-Studie sind 74 Patienten vorgesehen mit einer Rekrutierungszeit von 19
Monaten. Fiir beide Studienphasen wird im Abstand von 3 Monaten in den ersten beiden

Jahren und danach im halbjéhrlichen Abstand iiber insgesamt 60 Monate nachbeobachtet.

Das Studiendesign sieht die Kombinationstherapie iiber 6 Wochen vor. Eine Woche vor
Beginn der Radiochemotherapie (Woche -1) erfolgt eine Einmalgabe von 400 mg/m? KOF
des Antikorpers Cetuximab (CET), die als sog. ,,loading dose* eine erste Abséttigung der
vorhandenen erbB1-Rezeptoren bewirken soll. Danach ist die Fortfiihrung mit 250 mg/m?
KOF einmal wochentlich iiber den gesamten Bestrahlungszeitraum vorgesehen. Fiir die
Strahlentherapie (HART) werden in den ersten 3 Wochen je 5 x 2 Gy und danach 2 x 1,4

Gy téglich, 5 mal wochentlich bis zu einer Gesamtdosis von 70,6 Gy verabreicht. Cisplatin
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(CIS) wird in der Phase-I-Studie nach dem Eskalationsschema beginnend mit 20 mg/m?
KOF und Steigerung zur nichsten Dosisstufe von 5 mg/m? KOF gegeben. Fiir die Phase-II-
Studie wird die aus der Phase-I-Studie ermittelte maximal tolerable Dosis um eine

Dosisstufe reduziert und diese als empfohlene Dosis weiter verwendet, siche Abb. 7.

Woche YWoche Yoche Woche Yoche || Woche Yoche

Cetuximah

400/ 250mg/m’ KOF
1x pro Woche

Cisplatin
1 20,30,35 ... mg/m? KOF
1x pro Woche

5x2Gy Woche 1-3

JIDAD b s0cy 261, 4Gy/d Woche 4-6
GD 706Gy

Abb. 7: Therapieschema der multizentrischen =~ HART/CIS/CET-Phase-I-Studie  bei
inoperablen Plattenepithelkarzinomen der intermedidren Stadien III und IV A,B des
Kopf-Hals-Bereiches. Die Dosiseskalation wird fiir Cisplatin vorgenommen.
Begonnen wurde mit einer wochentlichen Cisplatindosis von 20 mg/m? KOF. Tritt
keine DLT auf, wird nach 3 Patienten Cisplatin um 5 mg/m? KOF gesteigert. KOF:
Korperoberfliche.

Studienziele:
Ziel der vorliegenden Phase-I-Studie (innerhalb der Radiochemotherapie mit
Cetuximab) ist die Dosisfindung (MTD = maximal tolerable Dosis) fiir Cisplatin
durch eine konventionelle Dosiseskalation, beginnend bei 20 mg/m? KOF in
wochentlicher Gabe. Sekundére Endpunkte der Phase-I-Studie sind die Ermittlung
der dosislimitierenden Toxizitdt (DLT), die Rate des objektiven Tumoransprechens
sowie die Raten des progressionsfreien (lokal/ regiondr und systemisch- fern)

Uberlebens und des Gesamtiiberlebens nach 1, 2 und 5 Jahren.

Primdres Ziel der Phase-II-Studie ist die Bestimmung der Rate des
progressionsfreien (lokal) Uberlebens nach 2 Jahren. Sekundire Endpunkte der

Phase-II- Studie sind das progressionsfreie Uberleben nach 1 und 5 Jahren und das
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Gesamtiiberleben nach 1, 2 und 5 Jahren, die Rate des objektiven Tumoran-

sprechens und die Bestimmung der Toxizitét.

Erwartet wird eine Steigerung des lokalen progressionsfreien Uberlebens von 10%
gegeniiber einer herkdmmlichen Radiochemotherapie (Cisplatin + 5-FU). Dies soll zudem
mit einer deutlichen Verringerung der Akuttoxizitidten, vor allem der Mukositis, aber auch
der spezifischen, chemotherapieassoziierten hidmatologischen Nebenwirkungen erreicht
werden. Bisher wurden elf ménnliche Patienten von 09/2005 bis 10/2006 in die Phase-I-
Studie eingeschlossen. Das mittlere Alter betrug 53 Jahre (Spanne 44 bis 62 Jahre) und der
Karnofsky Performance Status 90 bis 100%. Die Tumorlokalisationen lagen bei drei
Patienten im Oropharynx, bei vier Patienten im Hypopharynx und bei weiteren vier
Patienten im Larynx. Die Stadienzuordnung war verteilt mit einem Patienten im Stadium
III und 10 Patienten 1im Stadium IV, mit T3 ein Patient, T4 zehn Patienten, N1 ein Patient
und N2/3 zehn Patienten. Zwei Patienten fielen vor Beginn schon aus der Studie (ein
Patient wegen kurz davor diagnostiziertem Zweitkarzinom und ein Patient wegen
Cetuximab-abhéngiger allergischer Reaktion Grad 2 bei loading dose). Wéhrend der
Therapiephase erlitt ein Patient eine Magenperforation in Radiotherapiewoche 3 und wurde
nach erfolgter chirurgischer Intervention ohne CET und CIS nur weiter bestrahlt. Bei acht
Patienten, die die volle Therapie erhalten hatten, traten folgende akute Toxizitidten Grad 3-
4 auf: akneiformer Ausschlag Grad 3 (2 Patienten), Mukositis Grad 3 (3 Patienten),
Dysphagie Grad 3 (2 Patienten), radiogene Dermatitis Grad 3 (1 Patient) und Neutropenie
Grad 3 (1 Patient). Bis Dosisstufe III mit Cisplatin 35 mg/m* KOF wurde keine DLT
erreicht. Die Nachbeobachtungszeit war fiir die Responsebeurteilung noch zu kurz. Die
endgiiltigen Ergebnisse der Phase-I-Studie mit Responseraten werden Mitte 2007 erwartet.
Die ersten Ergebnisse liegen bereits in Abstract-Form vor und werden zum Jahreskongress
der Deutschen Gesellschaft fiir Radioonkologie (DEGRO) im Juni 2007 vorgestellt, Kuhnt
et al. 2007b.
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3 Optimierung der Radiotherapietechnik zur Nebenwirkungsreduktion

Radiogene Spitfolgen der Normalgewebe bleiben ein gro3es Problem der Strahlentherapie
im Kopf-Hals-Bereich und tragen in erheblichem Mafle zu einer immer noch schlechten
Akzeptanz der Therapie bei, obwohl die Risiken einer modernen Bestrahlungsbehandlung
vergleichsweise gering und schwere Komplikationen selten geworden sind. Dennoch gibt
es langfristige, den Patienten meist auch sehr belastende Nebenwirkungen, so die quélende
Mundtrockenheit, die Xerostomie, die als Folge einer Hyposalivation aus dem radiogenen
Speicheldriisenfunktionsausfall entsteht. Die Xerostomie schriankt nicht nur erheblich die
Lebensqualitdt ein wegen der Unfahigkeit, bestimmte Speisen essen zu kénnen, sondern
sie kann auch die Berufsfahigkeit stark behindern, z.B. in ,sprechenden® Berufen wie
Lehrer. Weiterhin ist belegt, dass die Hyposalivation die radiogene Karies der Zahnhilse
mit verursacht. FEine Senkung dieser radiogenen Karies durch Schonung der
Speicheldriisen sowie der normalen mikrobiellen Mundflora kann zweifelsfrei die Rate an
Zahnextraktionen mit nachfolgenden, schwerwiegenden infizierten Osteoradionekrosen
vermindern (Eisbruch et al. 2001, Eisbruch et al. 2003a, Gernhardt et al. 2001, 2003, Grotz
et al. 2001). Die Vermeidung der Xerostomie bedeutet fiir die Patienten deshalb eine
wesentliche psychosoziale Entlastung, konnen sie doch nach Abklingen der
Akutnebenwirkungen wieder ungestort essen und schlucken. Die danach eintretende
Gewichtszunahme wiére ein weiterer Erfolg der erhaltenen Speichelfunktion. Die
Bestrebungen der Forschung sollten sich daher auch auf die weitere Verbesserung der
Bestrahlungstechniken zum Schutz der Speicheldriisen und Mundschleimhaut fokussieren.

Im nachfolgenden Kapitel sollen Losungsansitze zu diesem Thema aufgezeigt werden.

Jede Strahlentherapie im Kopf-Hals-Bereich fiihrt zur dosisabhiingigen Verdnderung des
quantitativen Speichelflusses und der Speichelqualitit, u.a. des pH-Wertes, der
Pufferkapazitit und Besiedlung mit der pathogenen Mundflora Lactobacillus und
Streptokokkus mutans (Attin et al. 1999, Beer et al. 2002). Der Speichel wird von den drei
groflen Mundspeicheldriisen (Glandula parotis, Glandula submandibularis und Glandula
sublingualis) sowie von mehreren hundert kleinen Speicheldriisen in der gesamten Mund-/
Pharynxschleimhaut produziert. Téglich werden etwa 1 - 1,5 Liter Speichel gebildet. Die
kleinen Speicheldriisen in der Mund- und Pharynxschleimhaut lassen sich bei der
Bestrahlung von Mundhdhlen-und Oropharynxkarzinomen leider nicht schonen, da sie Teil
des mukosalen Zielvolumens sind. Von den grofen Speicheldriisen kann die Glandula

submandibularis ebensowenig ausgespart werden, da sie inmitten des Levels I liegt. Die
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Schonung der Glandula sublingualis dagegen ist eher moglich, doch triagt diese Driise nur
einen sehr kleinen Teil zur Gesamtspeichelmenge bei. Die Hauptbemiihungen zur
Speicheldriisenschonung wihrend einer Radiotherapie konzentrieren sich deshalb auf die
grofite Speicheldriise, die Glandula parotis, die, von Ausnahmen abgesehen, nicht Teil des
Zielvolumens ist oder zumindest aufgrund ihrer anatomischen Lagebeziehungen zu den
Lymphknotenstationen meistens nur am Rand des Zielvolumens liegt. Doch mit der
alteren, liblichen Radiotherapietechnik, die im Wesentlichen auf der Basis der 2D-Technik
beruht, wurden Karzinome der Mundhohle, des Oropharynx sowie des Larynx-
/Hypopharynx-Bereiches iiber laterale Photonen-und Elektronenfelder bestrahlt, die eine
Schonung der Glandulae parotideae nicht zulieS, weil die Driisen automatisch im
Zielvolumen integriert waren. Das Resultat war ein vollstindiges Sistieren des

Speichelflusses mit katastrophalen Folgen fiir die Patienten.

Aus diesem Grund wurde eine neue 3D-Konformationsbestrahlung (3D-RT) bei Kopf-
Hals-Tumoren entwickelt und gegeniiber dlteren 2D-Bestrahlungstechniken so optimiert,
dass eine messbare Reduktion der Dosisbelastung an den Parotiden resultierte. Nédhere
Ausfiihrungen und der Vergleich mit Vorteilen der entwickelten Technik, insbesondere im
Schutz der Risikoorgane Riickenmark und Glandulae parotideae, gegeniiber dlteren
Techniken, sieche Kuhnt et al. (2006c). Die neu entwickelte 3D-Technik wird in Abb. 8

schematisch dargestellt.

L b — Ry 4
_— ) : ——— L 3 1 & a
__________ ::---__*r.-?-_--_--__--_-- | y .""._L*,"f'> fﬁg‘

Abb. 8: Schematische Feldanordnung (links) und Isodosenplot (rechts) der komplexen 3D-
Konformationstechnik. ~ Die Zahlen 1 bis 6 geben die Stehfelder und die
Einstrahlrichtungen an, das Feld 7 (blaue gestrichelte Linie) beschreibt das
Pendelfeld mit Auslastung im Retropharyngealraum. Die farbigen Linien im rechten
Bild bezeichnen das jeweilig eingeschlossene Volumen mit der gleichen applizierten
Dosis (Isodosen) in Prozent. Die orangefarbene Linie umfafit 107%, die zweite griine
Linie 95% und die erste hellblaue Linie 90% der verschriebenen Dosis im PTV
(diinne rote Linie).
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Die 3D-Technik kombiniert eine komplexe Stehfeld- mit einer Pendelbestrahlung. Im
Planungsbeispiel zeichnet sich die komplexe 3D-RT durch eine inhomogene
Dosisverteilung besonders in der kontralateralen Parotis aus, und sie ist in den Parametern
Dmin- und Dpean-Parotis den dlteren 2D-Techniken signifikant iiberlegen, so dass
insbesondere die Dpean-Parotis kontralateral mit 32,6 Gy unterhalb der angenommenen

TD50 von 37 Gy lag, Abb. 9 (Kuhnt et al. 2005a).

— 48 Gy

Abb. 9: Isodosenplots axial (links) und coronare 3D- Rekonstruktion (rechts) der alten 2D-RT-
Technik mit lateralen Photonen- und Elektronenfeldern (obere Reihe) und der neuen
3D-RT (untere Reihe). Deutlich erkennbar ist die Schonung des oberen Pols der
rechten Parotis sowie die fast vollstindige Schonung der gesamten linken Glandula
parotidea (gelbe Markierungen) durch die 3D- RT.

Ein Funktionserhalt der so geschonten kontralateralen Glandula parotis wire mit solch
einer Dosisverteilung demnach moglich (Beer et al. 2002). Die neu entwickelte komplexe
3D- konformale Bestrahlungstechnik hat den Vorteil der guten Reproduzierbarkeit und
kann auch mit den flichendeckend verfligbaren Planungs- und Bestrahlungsausstattungen
iiberall angewendet werden. Sie bietet sich prinzipiell fiir alle Kliniken an, die nicht {iber
ein IMRT-Equipment verfiigen. Selbst fiir Kliniken, die nur 10 — 20 % ihrer Kopf-Hals-
Patienten mit der aufwindigeren IMRT-Technik behandeln, alle anderen Patienten aber

traditionell, wére die entwickelte 3D-Bestrahlungstechnik eine gute Alternative.
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Zur Priifung der Wertigkeit der neu entwickelten 3D-konformalen Radiotherapie (3D-RT)
mit Sicht auf die tatsdchlich zu erhaltenen Speichelfliefraten wurde sie der alten
konventionellen Radiotherapietechnik (2D-RT) gegeniibergestellt. Die Untersuchungen zur
Quantitdt und Qualitdt des Speichels im Vergleich beider Bestrahlungstechniken liefen
prospektiv.  gemeinsam in einem Projekt mit der Universititspoliklinik fiir
Zahnerhaltungskunde und Parodontologie der Martin-Luther-Universitidt Halle-Wittenberg
anhand bis dato relevanten Parametern der Speicheltestung (Kuhnt et al. 2005a). Es
wurden zur besseren Vergleichbarkeit von Dosis und Fraktionierung nur postoperative
Patienten eingeschlossen, die eine normfraktionierte Radiotherapie mit 2 Gy bis

mindestens 54 Gy erhielten.

Die Mundtrockenheit, Xerostomie, tritt bei Hyposalivation im hoheren Senium, als
Nebenwirkung von ca. 400 Arzneimitteln sowie bei verschiedenen Allgemein-
erkrankungen auf. Das einzige objektive Verfahren zum Nachweis einer Xerostomie ist die
sialometrische Bestimmung der SpeichelflieBrate. In der Literatur sind ml/min als Einheit
iiblich. Referenzbereiche wurden definiert, um den Grad der Einschrinkung klassifizieren
zu konnen. Die unterschiedlichen Angaben in der Literatur resultieren dabei aus
veranderlichen biologischen Einflussfaktoren, wie Alter, Geschlecht, psychischer Zustand,
Hydratationsgrad, biologischer Rhythmus, Driisengrof3e und Lichtexposition. Das Ergebnis
sind inter- und auch intraindividuelle Schwankungen der SpeichelflieBrate. Unter
Einhaltung von standardisierten Bedingungen konnen jedoch reproduzierbare Messungen
erzielt werden. Nach Dawes et al. (1987) werden folgende Referenzbereiche fiir vier

verschiedene FlieBratengruppen vorgeschlagen, Tabelle 3:

Tabelle 3: Referenzbereiche der SpeichelflieBraten und Einteilung in vier Gruppen nach
Dawes et al. (1987).

Ruhespeichel stimulierter Speichel
Hypersalivation > 1 ml/min > 3.5 ml/min
Normosalivation 0,25 — 1 ml/min 1,0 — 3,5 ml/min
Hyposalivation 0,1 — 0,25 ml/min 0,5 - 0,1 ml/min
Xerostomie < 0,1 ml/min < 0,5 ml/min

Im Zeitraum von 04/2002 bis 09/2003 konnten 32 Patienten mit malignen Tumoren im
Kopf-Hals-Bereich fiir die Untersuchung rekrutiert werden. Bei allen Patienten erfolgten
die Messungen der SpeichelflieBraten vor Beginn der Bestrahlung, nach 3 Wochen unter

der Behandlung sowie 1, 6 und 12 Monate nach Abschluss der Radiotherapie. Mittels
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Reizspeichelmethode (stimulierte SpeichelflieBrate) wurde der Speichelfluss durch Kauen
auf einer geschmacksneutralen Paraffinkapsel (Vivadent®) angeregt, in einem Messbecher
iiber 5 Minuten gesammelt und die Menge nach dem Aufziehen in einer Einwegspritze in
Milliliter abgelesen. Die Angabe der Speichelfliefrate erfolgte in ml/5Smin. Patienten mit
alter 2D-RT hatten zu Beginn der Radiatio im Mittel etwas hohere, aber nicht signifikant
unterschiedliche SpeichelflieBraten als Patienten mit 3D-RT (4,3 + 2,4 vs. 3,6 + 2,1
ml/5Smin, p < 0,39). Uber den gesamten Untersuchungszeitraum lag der Speichelfluss unter

moderner 3D-RT etwas oberhalb dem der 2D-RT, siehe Abb. 10.

—4— 2D- RT -8~ 3D-RT

Speichelfluss (ml’ Smin)

0 X I -

PraRT Mitte RT Ende RT 1 6 12
Zeit (Monate)

Abb. 10: SpeichelflieBraten in ml/5Smin der beiden Techniken iiber einen Zeitraum von 12
Monaten. Die FlieBraten mit moderner 3D-Konformationstechnik liegen im gesamten
Untersuchungsverlauf {iber denen der alten 2D-Technik.

Patienten, die mit 3D-RT und Tumorlokalisation im Hypopharynx/Larynx bestrahlt
wurden, wiesen signifikant niedrigere gemittelte Dpyean-Werte beider Parotiden auf als
Patienten der 2D-RT bei gleicher Lokalisation. Im Gegensatz dazu lagen die gemittelten
Dmean-Werte fiir beide Parotiden bei Tumorlokalisation in Hohe der Mundhdhle-/
Oropharynx unabhingig von der Radiotherapietechnik gleich hoch, dso konnte hier die
3D-RT keine Senkung der gemittelten Dyean-Parotisdosen erreichen. Des Weiteren wurden
die SpeichelflieBraten aller Patienten, die mit moderner 3D-RT behandelt wurden, getrennt
nach Tumorlokalisation untersucht. Patienten mit Lokalisation im Larynx/ Hypopharynx
hatten iiber den gesamten Beobachtungszeitraum von 12 Monaten im Mittelwert hohere
Speichelflussraten als Patienten mit einem Tumor im Mundhdhlen-/ Oropharynxbereich.

Einen Monat nach Abschluss der Radiotherapie konnte sogar ein signifikant hdherer

33



SpeichelflieBratenwert mit 2,5 £ 1,9 vs. 0,73 = 0,75 ml/Smin (p = 0,026) gemessen werden,
zu einem Zeitpunkt, an dem {iblicherweise die Patienten die niedrigsten Werte aufweisen.
Die giinstigeren gemittelten Dpean-Werte beider Parotiden mit 3D-RT bei Hypopharynx-
/Larynxkarzinomen resultierten gegeniiber Patienten mit Mundhohlen-/ Oropharynx-
karzinomen logischerweise aus der Tatsache, dass sich das Boostvolumen anatomisch
unterhalb der Region der Ohrspeicheldriisen befand und somit nur ein geringer Teil der

Boostdosis zur gesamten Parotisdosis beitrug.

Aber auch der Schutz nur einer Speicheldriise konnte die SpeichelflieBraten positiv
beeinflussen. Wurden die Gruppen anhand der Dyean-Parotis nach dem niedrigeren Wert
beider aufgetragen, so konnten bei Dpean-Dosen <25 Gy im gesamten Verlauf bis zu 24
Monaten nach Beendigung der Radiotherapie die hochsten SpeichelflieBraten registriert

werden, siche Abb. 11 (Kuhnt et al. 2006d).

—— - 25 Gy ™ 26- 37 Gy —* > 38 Gy

Speichelfluss {ml/'Smin)

u T T T T J‘ T T -
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Zeit (Monate)

Abb. 11: Speichelfliefraten in ml/5Smin von Patienten wihrend und nach der kurativen
Radiotherapie im Kopf-Hals-Bereich mit 3D-Technik {iber den Zeitraum von 24
Monaten. Die Gruppenbildung erfolgte nach dem kleinsten Dyea-Wert beider
Parotiden. Konnte eine Parotis eine Dyea-Dosis < 25 Gy erhalten, so fielen die
Speichelfliefraten nur flach ab und erholten sich nach 24 Monaten leicht. Der
Ausgangswert konnte jedoch nicht wieder erlangt werden. Lag die Dye.p-Parotis tiber
38 Gy, fiel die Speichelfliefrate am stidrksten ab und es konnte keine wesentliche
Verbesserung der SpeichelflieBrate nach 24 Monaten mehr erhoben werden.

Als ein weiteres wichtiges Ergebnis der Untersuchung konnten unter Anwendung der 3D-
RT zudem verminderte Grad 3-Mukositiden und Pharyngitiden registriert werden (Daten

hier nicht dargestellt). Dies kdnnte zum einen durch die partielle Aussparung von Arealen

34



der Mundschleimhaut, aber zum anderen auch durch die erhaltene Spiilfunktion des
Speichels erkldrbar sein, was als eine weitere, positive Folge der leicht hoheren
Speichelfliefraten anzusehen wire. Auch Wendt et al. (2006) konnten mit einer
intensititsmodulierten Radiotherapie (IMRT) diesen Zusammenhang belegen. Zur
Vermeidung bzw. Reduzierung der Xerostomie sowie der Mukositis enoralis/ Pharyngitis
ergeben sich im Wesentlichen zwei Ansatzpunkte: Finerseits konnen neuere
Bestrahlungsmethoden, wie die intensititsmodulierte Radiotherapie (IMRT) oder schon
der konsequente Einsatz von 3D-Bestrahlungstechniken, gezielt Areale der
Mundschleimhaut und der Speicheldriisen schonen und damit die physiologische
Mundflora sowie den Speichelfluss besser erhalten. Andererseits konnte medikamentos auf
die Regeneration wie den Schutz der Schleimhdute und Speicheldriisen mit Amifostin®,
EGF-oder Keratinozytenwachstumstaktor (Palifermin®) schon wéhrend der Radiotherapie
eingewirkt werden (Kostler et al. 2001, Marks 1997, Plevova 1999). Diese Substanzen

werden derzeitig noch in Phase-III-Studien tberpriift.

Die Daten der Heidelberger Arbeitsgruppe von Miinter et al. (2007) zum direkten
Vergleich der Speicheldriisenfunktionen, gemessen mit der Speicheldriisenszintigraphie,
zwischen einer 3D-Konformationsbestrahlung mit zusédtzlichem Radioprotektor
Amifostin® und einer intensititsmodulierten Radiotherapie (IMRT) allein, wurden
kiirzlich verdffentlicht. In dieser Arbeit konnte ein klarer Vorteil fiir die IMRT mit Blick
auf die zu erreichende Funktionsleistung der Speicheldriisen und Schonung der
Mundschleimhaut aufgezeigt werden. Diese Daten belegen aber auch, dass eine an die
Halslymphknoten-Level-Klassifikation der Kopf-Hals-Chirurgie adaptierte Radiotherapie

mehr und mehr fiir die Reduzierung der Nebenwirkungen an Bedeutung gewinnen wird.

Intensititsmodulierte Radiotherapie (IMRT)

Das Verfahren der intensititsmodulierten Radiotherapie (IMRT) wurde vor circa 20 Jahren
in Deutschland entwickelt. Die erste klinische Anwendung erlangte sie 1997 jedoch in
Nordamerika. Obwohl schédtzungsweise in Deutschland bereits 5 000 Patienten damit
behandelt wurden, steht diese Methode noch immer nur wenigen Zentren zur Verfiigung
(Thilmann et al. 2006). Mit diesem Verfahren konnen exaktere Dosisverteilungen in
besonders kritischen Regionen, vor allem bei konkav geformten Zielvolumina um das
Riickenmark/ Hirnstamm bei paraspinaler Tumorausdehnung, durch eine prézisere
Anpassung der Strahlenfelder an diese unregelmiflig geformten Zielvolumina erreicht

werden. Diese hohe Konformation (Formung der Isodosen an das 3D-Zielvolumen) wird
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durch die Applikation von vielen kleinen Einzelfeldern aus unterschiedlichen
Einstrahlrichtungen  erreicht. Dabei wird der Grundsatz der homogenen
Dosisquerverteilung  iiber ein Feld verlassen. Durch die sog. ,inverse
Bestrahlungsplanung® wird es moglich, exakt die Dosis fiir die Tumorregion (und darin
integriert verschiedene Volumina je nach Risiko der Tumorausbreitung) festzulegen und
Hochstdosiswerte (entweder Dmax oder Dpean) fiir die Risikoorgane besonders streng zu
definieren. Das Planungsprogramm optimiert dann die Dosisverteilung fiir Tumor und
Risikoorgane an das vorgegebene 3D-Volumen. Die Abb. 12 zeigt den Planungsvergleich
einer konventionellen 3D-Konformationstherapie und einer IMRT eines Patienten mit
Hypopharynxkarzinom. Besonders deutlich sichtbar wird die exaktere Konformitédt um das

Zielvolumen und die Schonung der Parotiden mit IMRT.

Volume [%]
100.0

—— 30-RT
- - - KonRad-IMRT

0o 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 850 EEIEIDHSE[GYi

Abb. 12: CT-Bestrahlungsplaung eines Hypopharynxkarzinoms. Isodosenverteilung eines 3D-
RT-Planes (links) gegeniiber eines optimierten IMRT-Planes (rechts) in der oberen
Bildreihe. Deutlich wird die bessere Konformitdt der Isodosen an das PTV und die
Aussparung beider Glandulae parotideae im IMRT-Plan sichtbar. Im unteren Bild
Darstellung der DVHs. Die gestrichelten Linien geben die optimierten
Dosisverteilungen fiir das PTV (rot), die beiden Parotiden (lila) und das Riickenmark
(gelb) an, berechnet mit KonRad® und importiert in Oncentra Master-Plan® Version
1.5. Gut sichtbar ist die Schonung der beiden Glandulae parotideae durch die IMRT
(Linksverschiebung der DVH).
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Die Abbildung 13 stellt am Beispiel eines Nasennebenhdhlenkarzinoms besonders gut die
Moglichkeit der Aussparung der beiden Glandulae parotideae und die Schonung der
Mundhéhle mit IMRT dar.

Abb. 13: Die linke Abbildung zeigt eine coronare Rekonstruktion und die rechte eine axiale
Schicht in Hohe der beiden Glandulae parotideae (rechte Parotis lila, linke Parotis rot
markiert) eines IMRT-Planes beim Nasennebenhdhlenkarzinom. Deutlich werden die
Aussparung der beiden Speicheldriisen und die Schonung der Mundhoéhle durch die
IMRT sichtbar.

Die entsprechenden gerétetechnischen Voraussetzungen (Linearbeschleuniger Oncor® der

Fa. Siemens) und die physikalisch- planerischen Vorarbeiten wurden in der Klinik fiir

Strahlentherapie der Martin-Luther-Universitdt Halle-Wittenberg geleistet, so dass die

IMRT seit Januar 2007 auch in den Routinebetrieb gelangte. Die Untersuchungen zur

Uberpriifung des angenommenen Uberlegenheitsvorteils der IMRT gegeniiber der 3D-

Konformationsradiotherapie hinsichtlich SpeichelflieBraten und Schleimhauttoxizitit

laufen derzeitig in einem begleitenden Forschungsprojekt an unserer Universititsklinik und

werden durch die Deutsche Krebshilfe gefordert.

Bildgefiihrte Radiotherapie (image-guided radiotherapy - IGRT)

Zunehmend wird in der modernen Bestrahlungsplanung zur Definition des
Planungszielvolumens nicht nur die anatomisch-morphologische Struktur der Tumoren
durch die konventionelle Bildgebung der Computertomographie (CT) herangezogen,
sondern auch die verbesserten Weichteilkontraste der Magnetresonanztomographie (MRT)
genutzt, siche Abb. 14. Diese besondere Form der Bestrahlungsplanung, ,,image guided
radiotherapy* (IGRT) genannt, wird zunehmend auch in der Strahlentherapie der Martin-

Luther-Universitit Halle-Wittenberg in der Routinebehandlung eingesetzt.
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Abb. 14:

Plattenepithelkarzinomrezidiv der Nasennebenhohlen mit Infiltration der linken
Orbita. Zustand nach Vortherapie mit einer simultanen Radiochemotherapie in
kurativer Intention. Zwei axiale Schichten aus einer Fusion des Planungs-
computertomogramms mit einem T1-gewichteten, kontrastmittelunterstiitzten MRT.
Die linke Abbildung zeigt die Moglichkeit der genaueren Definition von
Risikoorganen (Augen, Sehnerven, Chiasma, Hirnstamm, Arteria carotis rechts,
Temporallappen rechts) im MRT durch den wesentlich hheren Weichteilkontrast.
Im rechten Bild kann diese bessere Weichteilkontrastierung zur praziseren Definition
des Rezidivtumorvolumens (roter Kreis) im zu behandelnden PTV genutzt werden.

Die prézisere Definition von Tumorvolumen und Risikoorganen kann die Mdglichkeit

eroffnen,

sogar eine Zweitbestrahlung der Rezidivregion mit kurativer Dosis

durchzufiihren, ohne eventuell eine schwerwiegende radiogene Komplikation zu riskieren.

Die Abb.

Abb. 15:

15 zeigt den dazugehorigen IMRT- Plan.

Plattenepithelkarzinomrezidiv der Nasennebenhdhlen (siche Abb. 14) mit Infiltration
der linken Orbita nach kurativer simultaner Radiochemotherapie. Zwei axiale
Schichten aus dem Planungscomputertomogramm mit den dazugehorigen Isodosen
der IMRT. Das gelbe Volumen stellt den Hochdosisbereich in der Rezidivregion dar
und die griinen und blauen Isodosen belegen den relativ steilen Dosisabfall zum
umliegenden gesunden Gewebe.
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Zudem konnen zusidtzlich Informationen der Zellphysiologie durch Detektion
charakteristischer, pathologisch-gesteigerter tumoraler Glukoseaufnahme in der
Positronenemissionstomographie (PET) iiber Fusion in die Radiotherapieplanung direkt
integriert werden. Die Fusion gelingt durch Anwendung komplizierter Matching-
Algorithmen zur Anpassung der verschiedenen Untersuchungsdaten. Diese molekulare
Ebene der Bildgebung liefert detaillierte Informationen des Tumorzellstoffwechsels (z.B.
Glukosestoffwechsels mit '*Fluoro-Desoxyglukose), die zur Optimierung einer besseren
Konformitdt des Planungszielvolumens nutzbar gemacht werden kénnen (Schwartz et al.

2005a), siche Abb. 16 modifiziert nach Kelloff et al. (2005) und Weissleder (1999).

[nbna| [ miDNA | Genomische
e Bildgebung
|

Proteine

' l | l

| Struktur ‘ ‘ Enzyme ‘ ‘ Rezeptoren ‘ ‘ Kanéle |

| Physiologie | ‘ Metabolismus | Molekulare

Bildgebung
— —
|
Verbessere Biologische Spezifischer
Orsauflosung - Bestrahlungsplanung _ Tumorstoffwechsel

Abb. 16: Die Optimierung der biologisch-medizinischen Bestrahlungsplanung durch die
Implementierung von MRT und PET zur Basis-CT. Die MRT /MR-Spektroskopie
und die PET erlauben durch Einsatz spezifischer Tracer neben der hohen
Ortsauflosung, eine Darstellung von Tumorstoffwechselaktivitdten sowie speziellen
Mikromilieubedingungen, wie z.B. von Hypoxie- oder Nekrosezonen und damit eine
exaktere Bestrahlungsplanung. So konnen durch Fokussierung hoherer Dosen in
kritische Tumorregionen eine Steigerung der Tumorkontrollwahrscheinlichkeit - TCP
und durch Minimierung der Zielvolumina Normalgewebe besser geschont werden.

Die Abb. 17 zeigt eine axiale Schicht einer Fusion eines Basis-Planungs-CT mit einem
'8Fluoro-Desoxyglukose ('*FDG)-PET eines Patienten mit Nasopharynxkarzinom im
Stadium T2bN2bMO0. Von besonderem Wert sind die nachgewiesenen pathologischen
Glukosespeicherungen in  den  tumorinfiltrierten  Halslymphknoten, die bei

Nasopharynxkarzinomen besonders hdufig auftreten. Durch die prizise Detektion ist es
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moglich, nur die tumorbefallenen Lymphknoten (nicht alle > 1 cm vergréferten
Lymphknoten) mit in das Boostvolumen zu integrieren, was zur Reduktion von

Nebenwirkungen beitragt.

CT+ PET PET Scan axial

Abb. 17: Fusion des Basis-Planungs-Computertomogramms mit *FDG-PET. Nachweis einer
tumorinfiltrierten Halslymphknotenmetastase im Level II B links.

Durch den zusitzlichen FEinsatz geeigneter zielgerichteter Tracer fiir die PET oder auch
MRT (z.B. mit dem ['®F] Fluoromisonidazol (E-MISO)-PET, *”®‘Cu-Diazetyl-bis(N*-
Methylthiosemicarbazone (ATSM)-PET oder durch die ,,Blood oxygenation level
dependent” (BOLD)-MRT) lassen sich fiir die Strahlentherapie besonders problematische
Zonen innerhalb der Tumoren (Hypoxiezonen) detektieren (Padhani et al. 2007). Mit der
intensitdtsmodulierten Radiotherapie (IMRT) konnte innerhalb dieser Problemzonen eine
prizise  Dosissteigerung  platziert ~ werden, ohne eine  Erhoéhung  von

Normalgewebereaktionen zu provozieren (Chao et al. 2001a).

Der Einsatz molekularer Methoden kann zudem zur besseren bildlichen Auflésung
subklinischer Krankheitsmerkmale, z.B. von priamalignen Vorstufen oder Friihformen
maligner Erkrankungen (Einschluss auch dieser Gebiete in die Radiotherapie), sowie zur
Bildgebung des Verlaufes oder Erfolges der antineoplastischen Therapie/ Radiotherapie
beitragen. Sollte die Therapie keine Response am Tumor erwirken oder sich sogar ein
Progress unter der laufenden Radiotherapie abzeichnen, konnte bereits frithzeitig z.B. eine

operative Therapie eingeleitet werden.
Normalgewebekomplikationswahrscheinlichkeit (NTCP) der Parotis

Die klinische Radiobiologie beschiftigt sich mit den Beziehungen zwischen einer

verabreichten Strahlendosis und der entsprechenden biologischen Anwort des Tumors und
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der sich im Strahlengang befindlichen Normalgewebe. Dabei hdangt das Reaktionsverhalten
des Normalgewebes von therapiebedingten Parametern, wie Dosis pro Fraktion,
Dosisleistung oder Gesamtradiotherapiezeit, sowie von patientenbezogenen individuellen
Parametern, wie Diabetes mellitus oder arterieller Hypertonie, ab (Herrmann et al. 2006).
Die Bestimmung der Dosis-Wirkungs-Parameter basiert hiufig auf einer empirischen
Bestimmung des Schadens als Funktion der Strahlendosis und setzt die Kenntnis von
spezifischen Dosis-Wirkungsparametern fiir das geschidigte Organ voraus (Kutcher et al.
1991). Mithilfe kontinuierlich {iber den Bestrahlungsverlauf quantitativ bestimmbarer
Variablen (biologische Schadensparameter) kann aus deren Verdnderung unter steigender
Strahlendosis in einem Organ die Wahrscheinlichkeit der zukiinftigen Schidigung
vorausberechnet werden. So wird z.B. anhand der aus klinischen Untersuchungen
gewonnenen SpeichelflieBraten eines Patienten die NTCP der Mundspeicheldriisen
ermittelt. Exemplarisch wurde dies in unserem Patientengut fiir das Risikoorgan Parotis bei
den Bestrahlungen im Kopf-Hals-Bereich betrachtet (Kuhnt et al. 2005a). Sagowski et al.
(2003) konnten am Rattenmodell eine eindeutige Dosis-Zeit-Funktions-Beziehung der
radiogenen Schiddigung von Speicheldriisen nachweisen. Hoéhere Einzeldosen (im
klinischen Gebrauch > 2 Gy) verursachen gewiinscht hohere ZellabtGtungsraten an
klonogenen Tumorzellen, aber auch unerwiinschte Reaktionen an den Normalgeweben.
Damit Untersuchungen zur NTCP vergleichbarer werden, entwickelte Niemierko (1997)
das sog. Equivalent-Uniform-Dose (EUD)-Konzept, was zunidchst eine komplexe
Dosisverteilung in eine 2 Gy / Fraktion-Dosisverteilung transformiert. Zudem steht die
Wahrscheinlichkeit von Strahlenfolgen eines Organs in Abhdngigkeit zum malgeblich
bestrahlten Volumen, zur Dosisverteilung im bestrahlten Volumen, zur intrinsischen
Strahlenempfindlichkeit, zur Reparaturkapazitit, zum FEinfluss zusitzlich schidigender
Noxen, wie Chemotherapie, und zu der speziellen Vernetzung kleinster funktioneller
Einheiten (functional sub-units = FSU), die innerhalb eines Organes oder Gewebes die
Funktion aufrecht erhalten. Diese FSU konnen z.B. in Serie (seriell) verschaltet sein, so
dass bei einer vollstindigen Stérung einer Untereinheit die nachfolgenden Einheiten
funktionell ausfallen. Die in der Weise verschalteten Organe besitzen also einen sehr
kleinen Volumeneffekt. Das klassische Beispiel hierfiir ist die radiogene Myelitis mit
Lahmung abwirts der Schidigung. Parallel vernetzte Organe dagegen, wie die Leber,
kompensieren partielle radiogene Stérungen durch die Funktionsiibernahme nicht gestorter
Einheiten. Viele Gewebe besitzen jedoch einen gemischten seriellen und parallelen Aufbau

(Emami et al. 1991).
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Fiir das Risikoorgan Parotis, mit einer weitgehend parallelen Organstruktur, werden
gegenwirtig in der Literatur unterschiedliche mittlere Toleranzdosen (TD) angegeben, da
diese u.a. von der Messmethode der SpeichelflieBraten sowie von den angewendeten
Berechnungsmodellen abhingig sind (Emami et al. 1991, Gregoire 2005). Die
Inhomogenitit der Daten hingt wahrscheinlich auch damit zusammen, dass die Parotis als
paariges Organ komplizierter in die Modelle zu involvieren ist als ein singuldres Organ.
Zudem ist davon auszugehen, dass die Speicheldriise hinsichtlich  ihres
Reaktionsverhaltens auf ionisierende Strahlung Charakteristika eines frith-, aber auch
spatreagierenden Organs besitzt, was die besondere Wichtigkeit fiir den Zeitpunkt der
Speichelmessung und der Implementierung in ein Berechnungsmodell unterstreicht. In der
Literatur wird ein a/B- Wert von 3 fiir die Speicheldriisen angegeben (Herrmann 2006).
Die bisher publizierten Dosis-Wirkungs-Beziehungen der Schidigung der Glandulae
parotideae lassen annehmen, dass die Toleranzdosen (TD) 5/5 und 50/5 niedriger liegen als
frither vermutet wurde. Heute wird ein tempordrer Ausfall nach Bestrahlung aller
Speicheldriisen unter Normfraktionierung mit 2 Gy bei Dosen von 10 - 20 Gy und eine auf
Dauer bleibende Verdnderung bei Dosen > 25 Gy auf das gesamte Organ angenommen

(Herrmann 2006).

Die Radioxerostomie stellt wegen ihrer spezifischen Entstehung eine eigene
Krankheitsentitét dar, wobei die Abldufe der Schdadigung in ihren Einzelheiten noch immer
nur liickenhaft verstanden werden (Konings et al. 2005, Nagler 2002). Die Klinik verlauft
in der Regel zweiphasig:

Initial (Tag 1-60) zeigt sich unter Radiatio eine akute Sialadenitis mit
Permeabilititserhohungen der Endothelzellen periduktuldrer Kapillaren fiir Wasser, eine
cholinerge Rezeptoraktivierung (z.B. Muskarin-M3-Rezeptor) und nachfolgend ein
periduktulir-interstitielles Odem, was sich in einer Schwellung der Driise duBert (Konings
et al. 2005). Das Odem komprimiert mechanisch kleine Speicheldriisenginge mit der Folge
einer obstruktiven Sialadenitis mit Destruktion von Gangepithelien. Als besonders
strahlensensibel erweisen sich serdse Driisenazini. Bei hoherer Strahlendosis zeigen sich
dann auch Verdanderungen an den mukdsen Driisenendstiicken.

Nach circa 120 Tagen findet sich als chronische Strahlenfolge eine progrediente
interstitielle Fibrose mit Degeneration und Atrophie von Driisenazini, Nerven, Gingen und
schlieBlich eine Fibrose kleiner GefdBe. Trotz Ahnlichkeiten zu Sialadenitiden anderer
Atiologien, finden sich auch spezifische radiogene Verinderungen, wie die drastische

Azinuszell-Verminderung (Apoptose von Progenitorzellen und Stammzellen), Kernatypien
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in verbliebenen, gestdrten Azinuszellen und duktalen Zellen und der Nachweis von
"interlobular septa containing cells" (Harwood et al. 1973). Die serose Glandula parotis ist
bei diesen Prozessen am stirksten betroffen, gefolgt von den {iibrigen Speicheldriisen
(Nagler et al. 2002). Auch an den kleinen Mundspeicheldriisen finden sich gleichartige
Reaktionen (Eichhorn et al. 1993).

Die klinischen Speichelfliefparameter unserer Untersuchung stammen alle von Patienten
aus der Klinik fiir Strahlentherapie, die in Zusammenarbeit mit der Universitétspoliklinik
flir Zahnerhaltungskunde und Parodontologie der Martin-Luther-Universitdt Halle-
Wittenberg einer kurativen Radiotherapie im Kopf-Hals-Bereich unterzogen wurden.
Anhand der Dosis-Volumen-Histogramme (DVHs), die regelhaft wihrend einer CT-
Planung erstellt werden, wurden Dosismaximum (Dpax), Dosisminimum (Dpin) und
Dosismittelwert (Dmean) iIn Gy der rechten und linken Parotis getrennt voneinander fiir die
Gesamtbehandlung bestimmt. Im Anschluss wurden die beiden Mittelwerte halbiert und
der Wert als die mittlere Parotisdosis (Dmean-Parotis) des Patienten definiert. Da die in der
Literatur von Eisbruch et al. (2003b) oder auch von Roesnik et al. (2001) bisher fiir die
Ohrspeicheldriise angegebenen Daten stark variierten, wurde versucht, anhand der eigenen
Daten zunichst auf der Basis des ,,Mean dose“-Modells nach LYMAN mit Hilfe der
Maximum-Likelihood-Schitzung die Dosis-Wirkungsparameter zu bestimmen (Gerlach et
al. 2005, Lyman & Wolbarst 1989). Das LYMAN-Modell (1989) wird allgemein durch 3
Dosiswirkungsparameter (m, TD50, n) charakterisiert. Setzt man den volumenabhéngigen

Parameter n = 1, so ldsst sich das Modell wie folgt modifizieren:

.Mean dose“-Modell (Spezialfall des LYMAN Modells)
(I/m * [(Dean —TD50mean) TD50mean] )

NTCP= 1/C2p * dexp(-x2/2) dx
-¥

mit
n
Dmean =( Snj* Dil/n)
i
Die Dyean definiert die mittlere Parotisdosis, TD50,eqn die Toleranzdosis, bei der der

NTCP- Wert 50% betrdgt, wenn das gesamte Organ mit dieser Dosis homogen bestrahlt

wiirde, und m den Anstieg der Funktion bei TD50,yean. Das ?; stellt das Relativvolumen

jedes Dosisintervalls D;i im differenziellen Dosis-Volumen-Histogramm dar. Die
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Schitzung der beiden noch in dem Modell enthaltenen Parameter m und TDS50ean

erfolgte durch die Bestimmung des Maximums der
Log-Likelihood-Funktion
N
LL =& {ep; * In[NTCP;(m,TD50,p,cqn(V=1))] + (1-ep;) * In [1 = NTCP;(m,TD50,1,000(V=1)]}

i=1
fiir bindre Verteilungen auf der Basis der NELDER-MEAD-Simplexmethode. N beschreibt
die Anzahl der untersuchten Patienten und ep den biologischen Endpunkt (Schaden ,;ja*:

epj = 1, Schaden ,,nein“: ep; = 0). Da nur stets die Gesamtspeichelmenge gemessen werden

konnte, wurden die aus den DVHSs der beiden Parotiden ermittelten Dyean-Werte halbiert
und zur Berechnung verwendet. Fiir die Bestimmung der Konfidenzintervalle wurde das
Profile-Likelihood-Verfahren gewihlt. Als strahlentherapeutisch verursachte Komplikation
(ep) wurde entsprechend der WHO-Klassifikation eine posttherapeutische
Speichelreduktion auf < 25% zur AusgangsspeichelflieBrate betrachtet, wobei fiir den
posttherapeutischen Untersuchungszeitpunkt der Wert 4 Wochen nach Abschluss der

Radiotherapie gewéhlt wurde.

In den gewihlten Dosisintervallen wurden zunehmend Schiden (nach WHO-

Klassifikation Verminderung der SpeichelflieBrate auf < 25% des Ausgangswertes) der

Glandulae parotideae mit Anstieg des gemittelten Dpesn-Wertes beider Parotiden

beobachtet, Tabelle 4.

Tabelle 4: In den Dosisintervallen (Intervallbreite 10 Gy) registrierte Schiden (Verminderung
der Speichelfliefrate < 25% des Ausgangswertes) an den Glandulae parotideae

unter Angabe der gemittelten der Dye.- Werte beider Parotiden nach der Methode
der kleinsten Abweichungsquadrate.

Dosisintervall Gemittelter D pean- Anzahl der Patienten
(Gy) Wert beider mit Schaden (i) zu
Parotiden gesamter Patientenzahl
(Gy) (n) im Dosisintervall
(i/m)
0-10 - -
10-20 16,7 0/1
20-30 27,5 0/2
30-40 33,6 3/8
40-50 434 4/5
50-60 53,9 5/7
60-70 61,9 3/3

Die TD50 in diesem Modell wurde bei circa 37 Gy ermittelt, siche Abb. 18. Alle Patienten,

die eine mittlere Dpean-Dosis der Parotiden < 30 Gy erhielten, blieben ohne funktionellen
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Schaden, was die klinischen Daten von Eisbruch et al. (2003b), Miinter et al. (2004) und
Roesink et al. (2001) stiitzen wiirde. Im Rahmen der interdisziplindren Zusammenarbeit
konnte eine Diplomarbeit an das Institut flir Informatik der Martin-Luther-Universitit
Halle-Wittenberg vergeben werden (Lambeck 2006). Ziel dieser Arbeit war es, ein
Computerprogramm zu entwickeln, dass es gestattet, allgemein die Dosis-Wirkungs-
Parameter fiir die gegenwartig diskutierten NTCP-Modelle, deren statistische Signifikanz
und die Giite der Anpassung experimenteller Schadigungsdaten (goodness of fit) an die
Modelle, zu bestimmen. Die Abb. 18 gibt die NTCP-Werte, ermittelt mit dem ,,Mean
dose“-Modell, bestimmt mittels Likelihood-Schitzung, in unserem Patientengut mit dem

Computerprogramm an.
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Abb. 18: NTCP-Fit mit Maximum-Likelihood-Schitzung und 95% Konfidenzintervall ()
anhand von 32 Patienten. TD50 = 37,9 (31,6,...,46,9); m = 0,38 (0,2,...,1,54); n =
0,92 (0,..., <15).

Die Ergebnisse unserer Untersuchung, aufgefiihrt im Kontext der Literaturdaten, siche
Tabelle 5, modifiziert nach Gregoire (2005). Wir konnten anhand des ,,Mean dose“-
Modells eine hohere TD50 fiir die Parotis als die anderen Arbeitsgruppen ermitteln. Ein
Unterschied, der eventuell mit dem relativ frithen Zeitpunkt der Schadensermittlung
mithilfe der SpeichelflieBwerte schon nach 4 Wochen zusammenhidngen kann. Zur
Uberpriifung dieser Hypothese haben wir weitere Untersuchungen vorgesehen, die bei
einem grofleren Stichprobenumfang Berechnungen nach 6, 12 und 24 Monate ab Ende der
Radiotherapie valide zulassen. AuBlerdem gehen in das ,,Mean dose“~-Modell nicht alle zu
beriicksichtigenden Parameter ein, so dass unter Einbeziehung eines a/f = 3 sowie der

parallelen Organstruktur eine Korrektur der TD50 nach unten zu erwarten wiére.
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Tabelle 5: Radiotherapietoleranz der Glandula parotis, Tabelle modifiziert nach Gregoire (2005).

Autor Radio therapie- Methode zur Berechnungs- TD50 Parotis/
technik Messung der modell Zeit der Messung
Parotisfunktion
Eisbruch et al. 3D-RT und Ruhe- und NTCP-Lyman 26 Gy/ 1 Jahr
(1999) IMRT Reizspeichel
Chao et al. 3D-RT und Ruhe- und Exponential 32 Gy/ 6 Monate
(2001b) IMRT Reizspeichel
Saarilahti et al. IMRT Ruhe- und Logistisches | 25,5 Gy/ 6 Monate
(2005) Reizspeichel Modell
Bussels et al. 3D-RT Szintigraphie Logistisches 20 Gy/ 6 Monate
(2004) Modell
Kuhnt et al. 3D-RT Reizspeichel ,,Mean dose” | 37 Gy/ 4 Wochen
(2005a) Modell

Anhand von klinisch zu erhebenden Parametern, wie SpeichelflieBraten oder EGF-Spiegel
im Speichel (Daten nicht dargestellt), die iiber einen ldngeren Zeitraum bei den Patienten
bestimmt werden, kdnnten zusétzlich noch Aussagen iliber das Reparaturpotential der
Organe getroffen werden. Sechs und 12 Monate nach Radiotherapie waren unsere
ermittelten SpeichelflieBraten zum Ausgangswert immer noch stark vermindert. Bei Dpean-
Dosen iiber beide Parotiden > 38 Gy lagen die SpeichelflieBraten weit darunter. Eine
Erholung war erst dann nachweisbar, sobald die Dpean-Parotis < 25 Gy auch nur einer
Glandula parotis erreicht wurde, auch wenn die andere Driise Dyean-Dosen > 45 Gy erhielt
(Kuhnt et al. 2006d). Li et al. (2007) belegten ebenfalls einen klinisch registrierbaren
Erholungseftekt iiber die Zunahme der SpeichelflieBrate (gemessen mit stimulierter
SpeichelflieBmethode) nach zwei Jahren bei Schonung nur einer Parotisdriise unter Dyean-
Dosen < 25 Gy bei 3D-RT oder IMRT, wobei keine Schadenserholungen bei Dyean-Parotis
> 40 Gy eintraten. Die Ergebnisse der Literatur werden damit immer homogener, so dass
nunmehr die Empfehlung abgeleitet werden kann, dass eine Dmean-Parotis < 25 Gy nicht
iiberschritten werden darf, um die Driise noch mit einer Wahrscheinlichkeit von 50%

dauerhaft funktionstiichtig zu halten.

Anhand unserer Daten ist die Glandula parotis ein weitgehend parallel-geschaltetes Organ
mit einem relativ hohen Volumeneffekt. Hier ist es durchaus sinnvoll, auch nur kleine
Partialvolumina innerhalb des

Organs zu schonen und damit eine akzeptable

Organfunktion aufrecht zu erhalten. Die Ergebnisse zeigen aullerdem, dass die Methode
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der Schadensermittlung mittels stimulierter Speichelmessung durchaus geeignet ist, Dosis-
Wirkungs-Beziehungen an den Glandulae der Mundhohle aufzustellen. Inwieweit eine
simultan zur Radiotherapie applizierte Chemotherapie einen weiteren Schaden an den
Speicheldriisen hervorruft, ist nicht ausreichend untersucht. Ein schidlicher additiver
Effekt ist nicht auszuschlieBen und soll in einer Nachfolgestudie in unserer Arbeitsgruppe

untersucht werden.

Das NTCP-Programm ist auch eine wichtige Hilfe bei den eingeleiteten Untersuchungen
zur Wertigkeit von Radioprotektiva, wie z.B. Amifostin® oder Palifremin®, die die
Strahlungsempfindlichkeit des gesunden Normalgewebes verringern helfen sollen, oder zur
Uberpriifung der verbesserten Speicheldriisenschonung durch den Einsatz der IMRT an der
Klinik fiir Strahlentherapie der Martin-Luther-Universitdt Halle-Wittenberg. Unabhéngig
von ihrem medizinischen Einsatzgebiet miissen Programme zur Erstellung von Kosten-
Nutzen-Analysen von Therapien entwickelt werden. Durch die Einbeziehung von
patientenbezogenen Risikofaktoren und den aus den angewandten Therapieverfahren zu
erwartenden akuten und chronischen Toxizititen lassen sich die lebenslangen
Gesamtbehandlungskosten vorausberechnen. So koénnen sich letztendlich die zunichst
kostenintensiveren modernen Radiotherapiemethoden giinstiger im Kosten-Nutzen-
Vergleich zu dlteren Verfahren erweisen, weil sie einerseits die Heilungsraten erhohen und
andererseits die Nebenwirkungsraten verringern helfen kdnnen und somit weniger Kosten
fiir die Rezidiv-/Palliativtherapie oder zur Linderung der meist chronisch verlaufenden, die
Patienten aber sehr belastenden Folgeschidigungen anfallen. Diese wirtschaftlichen
Aspekte der Therapieentscheidung werden zukiinftig eine immer bedeutendere Rolle
spielen. Nur klinische Phase-IlI-Studien mit dem eindeutigen Uberlegenheitsnachweis
moderner Techniken werden die Kostentrager iiberzeugen konnen, die hohen Investitionen
und Behandlungskosten auch in der Fliche zu iibernehmen, um sie moglichst allen

betroffenen Patienten zukommen zu lassen.
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4 Tumornekrosevolumen, ein pridiktiver Faktor fiir das Uberleben

Ein wesentlicher Schwerpunkt der klinischen Forschung der Klinik und Poliklinik fiir
Strahlentherapie der Martin-Luther-Universitdt Halle-Wittenberg lag in den letzten Jahren
auf dem Gebiet der Tumoroxygenierung von Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-
Bereich. Wichtige Daten zur Bedeutung des tumorbiologischen Faktors Tumorhypoxie fiir
die Prognose von Kopf-Hals-Tumoren konnten erhoben werden (Becker et al. 2000,
Nordsmark et al. 2005). Eine Vielzahl prognostisch wichtiger Faktoren mit Einfluss auf
den Krankheitsverlauf konnte in den letzten Jahren fiir die Plattenepithelkarzinome im
Kopf-Hals-Bereich aus multivariaten Analysen gewonnen werden. Im Wesentlichen
handelt es sich um die bekannten, etablierten Parameter, wie die patientenbezogenen
Faktoren Alter oder Geschlecht, therapieassoziierte Faktoren, wie z.B. der
Resektionsstatus, und tumorbezogene Faktoren, wie der TNM-Status. Seit geraumer Zeit
werden zunehmend auch tumorbiologische Faktoren fiir die Prognoseabschitzung

bedeutsam, siche Tabelle 6.

Tabelle 6: Derzeitig belegte etablierte und potentiell relevante Prognosefaktoren von
Plattenepithelkarzinomen im Kopf- Hals- Bereich.

Prognosefaktoren Grad der
Etablierung

Patientenbezogene Faktoren

- Alter etabliert

- Geschlecht etabliert

- Karnofsky-Performance-Status etabliert

- prither. Hb- Wert etabliert
Therapiebezogene Faktoren

- Operation (Resektionsstatus) ctabliert

- Lymphknotendissektion etabliert

- Radiotherapie (Dosis, Zeit, Fraktionierung) etabliert

- Radiochemotherapie etabliert
Tumorbezogene Faktoren

- Tumorlokalisation etabliert

- Tumorausdehnung (T) etabliert

- Tumorausbreitung (N+M) etabliert

- Grading etabliert
Tumorbiologische Faktoren

- Hypoxie etabliert

- p53-Mutation potentiell relevant

- EGFR-Uberexpression potentiell relevant

- Intrazelluldre Signalwege potentiell relevant

- pH potentiell relevant

- Gefalidichte potentiell relevant

- Nekrosen potentiell relevant
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Andere Messwerte (Faktoren), zum Zeitpunkt der Erstdiagnose abgenommen, besitzen
dariiberhinaus auch mafgeblichen Einfluss auf die Therapiemodalitit. Sie werden als
pradiktive Faktoren, manchmal auch als Surrogatmarker, bezeichnet. Einige Faktoren
konnen sowohl einen prognostischen als auch priadiktiven Wert besitzen. Faktoren, die
dem Evidenz-Level I zugehoren wollen, miissen ihre biologische Rationale in klinischen,
prospektiv- randomisierten Studien eindeutig belegen und miissen mit einfachen und

verlasslichen Methoden nachweisbar sein.

Es liegen ausreichende Daten der Literatur {iber Patienten mit Plattenepithelkarzinomen im
Kopf-Hals-Bereich vor, die besagen, dass ein groBles Tumorvolumen (Primértumor +
Lymphknotenmetastasen) ein ungiinstiger prognostischer Faktor fiir das krankheitsfreie
sowie das Gesamtiiberleben ist (Dubben et al. 1998, Gilbert et al. 1987, Mendenhall et al.
2003). Ab einem Tumorvolumen von 35 cm?® kann eine alleinige Radiotherapie dieses
Volumen nicht mehr kontrollieren (Johnson et al. 1995). Zudem konnten klinische
Untersuchungen belegen, dass intratumorale, milieubedingte Faktoren, wie die Expression
von Proliferationsmarkern oder Markern der Vaskularisation, ebenfalls einen moglichen
prognostischen wie pradiktiven Wert besitzen (Gasparini et al. 1995). Der Tumorgewebe-
oxygenierungsstatus (pO,) ist ein mittlerweile gesicherter, unabhéngiger prognostischer
Faktor fiir Tumoren im Kopf-Hals-Bereich. Hypoxische Tumoren besitzen eine hohere
Aggressivitdit im Wachstumsverhalten mit vermehrter Ausschiittung sauerstoffabhdngiger
Proteine (z.B. Hypoxie-induzierender Faktor-la (HIF-la), VEGF oder p53), was mit
vermehrter genetischer Instabilitdt verbunden ist (Vaupel 2004). Retrospektiv gewonnene
Ergebnisse aus unserer Universitdtsklinik von Bache et al. (2006) belegen, dass eine
erhohte tumorale Hypoxie, die aus einer Kombination von Messungen mit dem endogenen
Hypoxiemarker Osteopontin, der pO,-Histographie, der immunhistochemischen
Bestimmung von HIF-1a und der Carboanhydrase IX (CAIX) bestimmt wurde, bei Kopf-
Hals-Tumorpatienten mit einem signifikant schlechteren Gesamtiiberleben korreliert.
Andererseits ist eine ausgepragte Tumorhypoxie auch ein pradiktiver Faktor, der nicht nur
etwas liber Tumorprogression und Metastasierung aussagt, sondern eine schlechtere lokale
Kontrolle nach einer perkutanen Strahlentherapie bedingt (Stadler et al. 1999). Generell
werden die zugrundeliegenden pathophysiologischen Prozesse, ein hypoxisches
Mikroenvironment innerhalb eines Tumors entstehen zu lassen, wohl immer noch nicht
ausreichend verstanden, wenn man von den gesicherten Mechanismen der beeintriachtigten
intratumoralen Sauerstoffverteilung sowie von dem verdnderten Sauerstoffverbrauch

einmal absieht. Der quantitative Wert des Tumor-pO, wird von einer ganzen Anzahl
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Tumor- und Patienten-individueller Parameter bestimmt, wie der tumoralen Gefal3dichte,
vaskuldren Abnormitdten, intratumoralen Druckgradienten, der Mischung von
akuter/chronischer Andmie, dem intratumoralen Blutfluss, der Sauerstoffsittigung des
Blutes oder des Blutvolumens. Aber der Tumor-pO; ist weitgehend unabhéngig von der

TumorgréBe oder dem Tumorgrading (Rockwell 1997).

Uber die letzten Jahre wurden groBe Anstrengungen unternommen, Methoden zu
entwickeln, die den Oxygenierungsstatus eines Tumors zuverldssig messen konnen. Die
gegenwirtig verfligbaren Techniken konnen in direkt-invasive Methoden (z.B. Eppendortf-
pO2-Histographie), in direkt-non-invasive ([18F] F-MISO- PET) sowie in indirekt-non-
invasive Methoden mit Einsatz endogener Marker (z.B. Osteopontin oder Carboanhydrase
IX) eingeteilt werden (Padhani et al. 2007, Tatum et al. 2006). Zur Messung des Gewebe-
pO, wird die direkt-invasive Methode mit dem Eppendorf-pO,-Histographen als
,,Goldstandard“-Methode betrachtet, obwohl diese Methode mehrere Nachteile fiir eine
flichendeckende Routineanwendung besitzt. Zunéchst spricht die betridchtliche Invasivitit
des Verfahrens gegen einen Einsatz auBlerhalb von klinischen Studien. Das manuelle
Einstechen der Elektrode ist schmerzhaft und konnte theoretisch durch die mechanische
Reizung des Tumors ein moglicher Weg fiir eine Tumorzellverschleppung sein. Bei einer
zu fordernden vollstindigen Aufarbeitung des gesamten Tumorvolumens ist die Messung
zu zeitintensiv, wobei auch viele Tumor- und Metastasenlokalisationen einer Messung
entgehen kdnnen, weil sie anatomisch von auen unzugénglich sind. Hauptséachlich wegen
dieser Nachteile fand diese Methode an unserer Klinik keinen weiteren Einsatz bei der
Untersuchung der Mikromilieus von Kopf-Hals-Tumoren. Generell kann man wohl {iber
alle derzeitig gebrduchlichen Methoden zur Messung der intratumoralen Hypoxie sagen,
dass keine der verfligbaren Methoden ideal in Bezug auf klinische Anwendbarkeit,
Kostengiinstigkeit und Genauigkeit der Vorhersage ist. Weil aber nicht allein das Wissen
iiber die Tumoroxygenierung (Anzahl der Tumorzellen mit Sauerstoffmangel), sondern
auch der energetisch-metabolische Zustand der Zellen (hypoxische vitale Zellen mit
ausreichender Glukosezufuhr oder hoher anaerober Glykolyse und avitalen Nekrosen) fiir
die Wirksamkeit der Radiotherapie bedeutend ist, wurde versucht, einen anderen Parameter
zu finden, der als prognostischer und eventuell pradiktiver Faktor (Surrogatmarker des
Therapieansprechens) fiir die Krankheitsverlaufsvorhersage dienen kann und iiberall

anwendbar, zuverldssig und technisch einfach zu messen ist.

Thomlinson & Gray (1955) waren die ersten, die die Radioresponse von Tumoren mit der

Lange der Diffusionsstrecke des Sauerstoffes zwischen Kapillare und der Tumornekrose in
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Zusammenhang brachten. Sie folgerten daraus, dass sich um die Nekrosezone hypoxische
Tumorzellen anordnen, die eine hdhere Radioresistenz besitzen, da aufgrund des
Sauerstoffmangels sich die Radiolyse des Wassers vermindert und somit die indirekte
Strahlenwirkung sinkt. Spétere experimentelle Daten konnten dann unzweifelhaft belegen,
dass innerhalb und um hypoxische Tumorareale verstarkt Nekrosen existieren (Ljungkvist
et al. 2002). Neueste Untersuchungnen bestitigen, dass intratumorale Nekrosen die
Aktivierung von Genen, z.B. eine Uberexpression von HIF-la, LDHS5 und GLUTI
(erhohte intratumorale Azidose mit gesteigertem Glukosemetabolismus zu Laktat) sowie
VEGEF, das zur gesteigerten Neoangiogenese fiihrt, begiinstigen (Koukourakis et al. 2004,
2006).

Das kontrastmittelunterstiitzte CT stellte sich als sehr gut geeignet fiir die Detektion von
Tumornekrosen heraus (King et al. 2004, Merritt et al. 1997). Insbesondere Kopf-Hals-
Tumoren besitzen hadufig nekrotische Zonen. Diese konnen als Hypodensititen visuell im
kontrastmittelverstarkten CT identifiziert werden, sieche auch Abb. 1. In der vorliegenden
Untersuchung wurde dieses einfache und leicht reproduzierbare Verfahren benutzt, die
Nekrose innerhalb der makroskopisch sichtbaren Tumoren auf der Basis eines
routineméfigen, kontrastmittelunterstiitzten CT-Untersuchungsprotokolls nachzuweisen
und auf ihren prognostischen sowie pradiktiven Wert zu priifen (Kuhnt et al. 2005b).
Retrospektiv wurden 51 Patienten mit histologisch gesicherten, lokal fortgeschrittenen,
nicht-fernmetastasierten Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich, die zwischen
09/1998 und 09/2002 in der Universititsklinik fiir Strahlentherapie der Martin-Luther-
Universitdt Halle-Wittenberg radiotherapiert wurden, in eine Studie zur Untersuchung von
Tumorvolumen (TV) und tumoralem Nekrosevolumen (NV) eingeschlossen. Alle
Patienten hatten zur Stagingdiagnostik und Feststellung der primiren Inoperabilitit ein
Kontrastmittel-CT (150 ml Ultravist 300 Schering, Deutschland) von der Kopf-Hals-
Region mit einem Multislice-Spiral-CT-Scanner (Somatom Plus S, Fa. Siemens,
Deutschland) erstellt bekommen. Der Durchmesser aller makroskopisch sichtbaren
Tumorbereiche wurde anhand der Ellipsoidformel kalkuliert (Volumen [cm?] = 1/6 x d1 x
d2 x d3 mit dem jeweils grofften orthogonalen Durchmesser (d) der drei Dimensionen).
Das gesamte Tumorvolumen wurde als Summe der Einzelvolumina berechnet
(Primédrtumor und Halslymphknoten mit einem Durchmesser grofer als lcm). Das
Volumen der intratumoralen Nekrose wurde nach dem gleichen Verfahren berechnet und
definiert als fokales Gebiet mit niedriger Kontrastierung mit oder ohne umgebenden

Kontrastmittelrandsaum, wie durch King et al. (2004) beschrieben. So wurden die zentrale
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Nekrose und alle kleinen, isolierten Herde der Nekrosen innerhalb der Priméirtumoren oder
Lymphknoten gemessen. In unserer Untersuchung konnte bei insgesamt 83% aller
Patienten prétherapeutisch eine im CT sichtbare Nekrose nachgewiesen werden. Dies deckt
sich mit Daten, die an Chemotherapiepatienten mit Kopf-und Hals-Karzinomen erhoben
wurden, nach denen Plattenepithelkarzinome dieser Lokalisation besonders hédufig zur
intratumoralen Nekrotisierung neigen (Chua et al. 1997, Munck et al. 1991). Mit
steigendem Tumorvolumen stieg auch in unserer Untersuchung das Nekrosevolumen an,

was signifikant miteinander korrelierte.

Die Daten von Kuhnt et al. (2005b) wurden mit den frilheren Messdaten der
intratumoralen pO;-Bestimmung und den daraus ermittelten hypoxischen Subvolumina
(Volumen an pO,-Werten < SmmHg), iiberwiegend an den gleichen Patienten gewonnen,
verglichen (Dunst el al. 2003). Die Abb. 19 belegt den gleichgerichteten Zusammenhang
zwischen steigendem TV und hypoxischem und nekrotischem Subvolumen. Es war somit
moglich, dass intratumorale Nekrosezonen auch Hypoxiezonen oder umgekehrt bedingen
konnten. Dies liel sich kiirzlich in einer experimentellen Arbeit an Zervixkarzinomen

ebenfalls bestitigen (Sakata et al. 2006).
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Abb. 19: Korrelation von Tumorvolumen zu intratumoralem hypoxischen Subvolumen (Bild
links) und Tumorvolumen zu intratumoralem Nekrosevolumen (Bild rechts). Mit
groBer werdendem Tumorvolumen steigen sowohl die Tumorhypoxie als auch die
Tumornekrosevolumina an.

Einschrinkend muss jedoch bemerkt werden, dass die Eppendorf-pO;-Histographie nicht
zwischen vitalen hypoxischen und avitalen nekrotischen Zellen unterscheiden kann und es
nicht mit der vorliegenden Untersuchung moglich war, den direkten Vergleich der Zonen
mit Hypoxie und den Regionen mit der im CT-sichtbaren Nekrose aufgrund der zeitlichen

Verschiebung zu erzielen. Nur iiber den indirekten Analogieschluss kann gefolgert werden,
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dass ein gleichgerichteter Zusammenhang zwischen Tumorhypoxie und Tumornekrose

existieren muss.

Zwischen dem Auftreten der Nekrose und der T-Kategorie konnte mit p < 0,79 keine
signifikante Korrelation gesichert werden. Dies bestitigten die Untersuchungen zum
Tumor-pO,, der zwar ebenfalls mit der TumorgroBe zunimmt, aber schon bei kleinen
Tumoren oder in mikroskopischen Invasionszonen vorkommen kann und somit weitgehend
als unabhingig von der Tumorgrofe gilt (Rockwell 1997). Der tendenziell bestitigte
Zusammenhang zwischen Nekrose und héheren N2/3-Kategorien (p < 0,06) belegt die
besondere Aggressivitit von Kopf-Hals-Tumoren, deren Charakteristikum es ist, frithzeitig
in regiondre Lymphknoten zu metastasieren. In der multivariaten Cox-Regressionsanalyse
der Daten von Kuhnt et al. (2005b) war das grofle intratumorale Nekrosevolumen ein
wichtiger negativer prognostischer Faktor fiir das krankheitsfreie Uberleben jener
Patienten, die nur mit einer alleinigen Radiotherapie behandelt wurden. Somit konnte der
Parameter intratumorale Nekrose ein Kofaktor fiir die erhdhte Unempfindlichkeit
gegeniiber ionisierender Strahlung von Kopf-Hals-Tumoren sein. Patienten ohne diesen
sich als nachteilig herausgestellten mikromilieubedingten Risikomarker wiesen dagegen
ein wesentlich lingeres krankheitsfreies Uberleben auf, was im Einklang mit Grabenbauer
et al. (1998) steht. Das Tumorvolumen als prognostischer Faktor verfehlte nur knapp das
Signifikanzniveau, trotzdem war der Trend sichtbar, dass grole TV mit der Radiotherapie
allein nicht zu kontrollieren sind (mit Kontrolle vs. Riickfall lokal/systemisch 32,3 + 19,8
cm?® vs. 73,7 + 66,4 cm?; p = 0,18). Wurden jedoch die Patienten unserer Untersuchung
einer intensiven kombinierten Radiochemotherapie mit Cisplatin unterzogen, so stellte das
intratumorale Nekrosevolumen keinen negativen prognostisch-signifikanten Faktor fiir das

krankheitsfreie Uberleben mehr dar, siche Tabelle 7.

Tabelle 7 Tumor- und Nekrosevolumen sowie das gut kontrastmittelperfundierte
Subvolumen bei Patienten mit oder ohne Rezidivnachweis (6rtlich bzw. fern).

mit mit p- Wert

Tumorkontrolle Rezidiv

- RT ohne Cisplatin N=5 N=12
gesamtes Tumorvolumen 323+198cm® | 73,7+ 66,4 cm? 0.18
nekrotisches Tumorvolumen 0,7+ 1,0 cm? 16,3 + 19,0 sz 0.003
gut perfundiertes Volumen (TV-NV) 31,6 £ 198 cm® | 31,8 %222 cm 1.00

- RT mit Cisplatin N=20 N=14
nekrotisches Tumorvolumen 11,6 £17,5 cm? 13,6 £17.6 cm? 0.80
gut perfundiertes Volumen (TV-NV) 54,0+ 44,7 cm® | 52,3 +36.6 cm’ 0.90
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Daraus lieBe sich ableiten, dass in Gebieten mit Tumornekrose ein additiver
Wirkungseffekt von Radiotherapie und cisplatinhaltiger Chemotherapie besteht. So
scheinen vor allem Patienten mit intratumoralen Hypoxie- oder Nekrosezonen, unabhéngig
vom T- oder N-Stadium, von dieser intensiven radiochemotherapeutischen Behandlung zu
profitieren. Grabenbauer et al. (1998) konnten zwar wie wir den negativen Einfluss des
hohen Nekrosevolumens auf das krankheitsfreie Uberleben nachweisen, jedoch es gelang
thnen nicht zu zeigen, dass der Einsatz einer simultanen Chemotherapie zur Radiotherapie

das Nekrosevolumen signifikant besser kontrollieren kann.

In einer weiteren experimentellen Untersuchung (mehr dazu im Kapitel 7) haben wir die
Tumor-pO,-Werte < 5 mmHg mit Parametern der endogen-mitochondrialen Atmung
(OXPHOS), pritherapeutisch gewonnen aus Biopsien der Plattenepithelkarzinome,
korreliert (Kuhnt et al. 2002). Dabei konnte die massiv gestorte Komplex-I-Atmung der
OXPHOS mit Verminderung der state3,,; und SRPR (Succinat-bezogene Pyruvatatmung)
der Tumoren zweifelsfrei belegt werden. Dabei war der Komplex-I-Defekt unabhéngig
vom Tumor-pO,, was eine generelle Stérung der mitochondrialen OXPHOS belegt, die

milieuunabhéngig bei diesen Tumoren vorlag.

Die Beziehung zwischen intratumoraler Nekrose und schlechterem Gesamtiiberleben
konnte auch aus Daten einer groflen Multizenterstudie an Ewing-Sarkom-Patienten
eindrucksvoll belegt werden (Ahrens et al 1999). Zur weiteren Bestitigung dieses
Zusammenhanges wire bei dem Wissen iiber die relativ einfache Messung mit den Geréten
der heutigen CT-Generation, die dufBerst prizise Untersuchungsmoglichkeiten (3D-
Rekonstruktion und Volumetrie mittels moderner Software) bieten, die Detektion von

Tumornekrosen als pradiktiver Marker in groen klinischen Studien sehr zu empfehlen.
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5 Metabolisch-respiratorische Storungen in Tumoren

5.1 Mechanismen der metabolischen Verschiebung

Mitochondrien sind halbautonome Zellorganellen, die eine zentrale Rolle als Ausloser von
Proliferation und Apoptose oder Nekrose spielen. Seit Anfang des 20. Jahrhunderts wurden
unter anderem durch Otto Warburg die Vorgidnge der Zellatmung mehr und mehr erforscht
(Warburg 1956a,b). Zunidchst wurde nur die oxidative Phosphorylierung (OXPHOS) von
ADP zu ATP als Hauptaufgabe der Mitochondrien angesehen. Storungen des
Zellstoffwechsels wurden danach iiber pathologische Verminderungen der zytosolischen
Phosphorylierungspotentiale erklart, die zu Verminderungen der ATP- nutzenden
Reaktionen fithren. Die mitochondriale Funktion wird durch eine groBe Anzahl
biochemischer Reaktionen gesteuert und bringt die Mitochondrien in eine
Schliisselposition fiir das Leben. So ist der funktionelle Zustand der Mitochondrien eng mit
zelluldrer Arbeitsfahigkeit, Zelltod oder Tumorgenese verkniipft (Augenlicht & Heerdt
2001, Seppet et al. 2007). AuBer Zweifel steht der Zusammenhang zwischen
Mitochondrienfunktion, Phosphorylierungspotential und Zellarbeit, Abb. 20. Bei
gehemmter Mitochondrienfunktion sinkt der ATP-Spiegel der Zelle, also das
Phosphorylierungspotential, und die Ca**-Pumpen sind nicht mehr in der Lage, das Ca*
aus dem Zytosol in den Extrazellularraum oder in das endoplasmatische Retikulum zu
pumpen. Dadurch steigt das zytosolische Ca®', was eine Dysregulation des
Zellstoffwechsels auslost, denn viele Stoffwechselreaktionen werden iiber die Ca®'-
Konzentration gesteuert. Dieser Zustand, nach Gellerich als zelluldre energetische
Depression (cellular energetic depression - CED) bezeichnet, ist pathologisch und kann
den mitochondrialen Zelltod bewirken (Gellerich et al. 2003). Je nach Betrachtungsweise
werden bis zu sechs verschiedene zum Zelltod filhrende Mechanismen unterschieden, wie
Apoptose, Autophagie, zytoplasmatischer Zelltod, Onkose, Ca**-induzierter Zelltod und
Poly(ADP-ribose)polymerase (PARP) abhdngiger Zelltod (Seppet et al. 2007). Von der
grofBen Komplexitdt dieser Wege abgesehen, haben sie alle eine Gemeinsamkeit, ndmlich
die Mitbeteiligung von Mitochondrien, ausgenommen die extrinsische Apoptose und die
Autophagie. Deshalb wurde von Gellerich vorgeschlagen, die Zelltodwege, bei denen die
Mitochondrien mitwirken, als den ,,mitochondrialen Zelltod* (mtZT) zu bezeichnen, was
also weit liber die urspriinglich von Vieira & Kroemer (1999) vorgeschlagene Definition
des mtZT hinausgeht, die nur die mitochondrial vermittelte Apoptose umfasste (Seppet et

al. 2007). Wie in Abb. 20 dargestellt, wird der mtZT durch Funktionsstorungen der
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Mitochondrien, die zum Zustand des energetischen Tiefstandes (cellular energetic

depression - CED) fiihren, ausgelost (Trumbeckaite et al. 2001, 2003, Vahsen et al. 2004).
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Abb. 20: Mitochondrialer Zelltod. Verschiedene mitochondriale und nicht-mitochondriale
Mechanismen verursachen liber Funktionsstorungen der Mitochondrien den Zustand
des energetischen Tiefstandes (CED), der durch verminderte ATP/ADP-Quotienten
und ansteigendem Ca2+zytos01isch charakterisiert ist. Den Mitochondrien widerfahrt die
Permeability Transition (PT) und die Zelle stirbt eines nekrotischen Zelltodes. Wird
nur die Aulenmembran permeabilisiert, treten Apoptose-induzierende Faktoren (AIF
oder Cytochrom c) aus. Beide Wege sowie alle Mitochondrien-involvierte
Zelltodmechanismen werden als mitochondrialer Zelltod bezeichnet. Als zentrales
pharmakologisches Target bieten sie Angriffspunkte fiir die Tumortherapie
(Beschleunigung des mitochondrialen Zelltodes) oder die Therapie degenerativer
Erkrankungen (Verlangsamung des Zelltodes), Abbildung mit freundlicher
Genehmigung von Herrn PD Dir. rer. nat. F.N. Gellerich.

Den initialen Schritt dabei stellt eine Funktionsstorung der Mitochondrien dar, die
mitochondriale (z.B. Mutationen des mt-Genoms), aber hauptsédchlich nicht-mitochondriale
Ursachen (zytotoxische Proteine, Ischdmie, Intoxikation, Channelopathie, metabolische
Blocks, Medikamente, oxidativer Stress) haben kann. Alle diese Storungen vermindern die
Kapazitit der oxidativen Phosphorylierung (OXPHOS) und verursachen so den CED, der
durch verminderte Phosphorylierungspotentiale und erhohtes Ca2+zytoso1isch charakterisiert
ist. Bel Dauer dieses Zustandes kann es zur irreversiblen Permeability Transition (PT) und
zum nekrotischen Zelltod kommen. Bei Permeabilisierung der mt-Auflenmembran
(mitochondrial outer membrane permeability - MOMP) tritt dagegen Apoptose ein, die
jedoch noch ein lidngeres Intaktsein des Energiestoffwechsels voraussetzt. Da sowohl die
PT als auch die MOMP umschriebene, wenn auch noch nicht vollstindig aufgeklarte
pathobiochemische Reaktionen darstellen, fiir die es einerseits Inhibitoren, wie

Cyclosporin A (CsA) und Apoptose-inhibierende Proteine, aber auch andererseits
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Aktivatoren gibt, handelt es sich hier um zentrale pharmakologische Targets, welche
grundsitzlich die Moglichkeit eréffnen, die mitochondrialen Zelltodwege ein- oder

abzuschalten (Bredesen et al. 2006, Green & Kroemer 2004).

In der iiberwiegenden Mehrzahl weisen maligne Tumoren einen stark erhéhten
Glukoseumsatz auf, der von einer Hemmung der Zellatmung begleitet wird. Erstmals
wurde dieses Phidnomen von Herbert G. Crabtree (1929) beschrieben und nach ihm
,,Crabtree-Effekt bezeichnet. Anderen Autoren gelang es, dieses Phidnomen ebenso in
Normalzellen nachzuweisen, was als aerobe Glykolyse bezeichnet wird, denn
normalerweise wird die Glykolyse durch eine funktionierende aerobe Atmung unterdriickt
(Pasteur-Effekt). Der zugrundeliegende Mechanismus des Crabtee-Effektes ist weiter
umstritten. So wurde die Konkurrenz zwischen Glykolyse und Atmung um ADP oder
anorganisches Phosphat, Verinderungen des intrazelluliren pH, Anderungen der
Dichtigkeit der mitochondrialen Membranen, die vermehrte Expression der
Glykolyseenzyme, spezifische Lageverdnderungen von Enzymen (z.B. HK-II-Bindungen)
und die Kalziumaufnahme als urséchlich angesehen (Bustamante et al. 1981, Chance &
Hess 1959, Evtodienko et al. 1994, Ibsen et al. 1960, Koobs 1972, Mathupala et al.
2001,1997, Packer & Golder 1960, Pedersen et al. 2002, Teplova et al. 1993). Sicherlich
konnte bei Tumoren, neben speziellen anderen Mechanismen, die Konkurrenz der
Mitochondrien und der Glykolyse um das verfligbare ADP eine bedeutende Rolle spielen,
wenn die Tumormitochondrien hinreichend funktionell geschddigt wiren. Der
metabolische Ubergang zum Tumorstoffwechsel wird durch spezifische Onkogene, wie
RAS, Src, HER-2/Neu, myc oder dem Tumorsuppressor-Gen p53 kontrolliert (Dang &
Semenza 1999, Fantin et al. 2006, Matoba et al. 2006). Die Aktivierung von RAS, Src und
HER-2/neu stabilisiert das Hypoxie-induzierende-Faktor-1a-Protein (HIF-1a), das die
Glykolyseenzyme hoch und den Pyruvatdehydrogenase (PDH)-Komplex herunterreguliert,
wihrend myc das Laktatdehydrogenase-A-Isoenzym (LDH-A) hochreguliert (Fantin et al.
2006). Das Wildtyp-p53 kontrolliert die Expression der mitochondrialen COX2-
Untereinheit und mutiertes p53 bewirkt dessen Suppression. Im Ergebnis fiihren solche
Veridnderungen zu einer verminderten OXPHOS-Aktivitdt und zum Auftreten der areroben
Glykolyse (Donahue et al. 2001). HIF-1a bewirkt u.a. eine verstirkte GefaBbildung, was
der Tumorhypoxie entgegenwirken soll, aber durch Erythropoetinbildung die Migration
von Tumorzellen fordern kann (Lester et al. 2005). Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a)
stimuliert die Sauerstoffradikalen-Bildung (ROS), was die gefillbildende Wirkung des
HIF-1a verstirkt (Haddad & Land 2001). Die mitochondriale ROS-Bildung erhoht
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moglicherweise die Mutationsrate der mtDNA, fiihrt zu funktionellen Stérungen an
Komplex I und Komplex I1I und kann abnormal hohe Membranpotentiale (DY ) auslosen,
was durch Hemmung DY -verbrauchender Reaktionen, wie der FoF;-ATPase, infolge einer
vermehrten Expression des Inhibitorprotreins IF; oder die Hoch-Regulation des
Entkopplerproteins (UCP) verursacht werden kann (Boitier et al. 1995, Capuano et al.
1996, Chen 1988, Petros et al. 2005, Ray & Ray 1997, Tan et al. 2004). Im Ergebnis
kommt es durch die erhdhten Membranpotentiale zu einer sich verstirkenden ROS-

Bildung (Korshunov et al. 1997).

5.2 Metabolische OXPHOS- Storungen in Plattenepithelkarzinomen

Im Speziellen ist der Energiemetabolismus von Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-
Bereich bislang wenig untersucht worden. Da die Bestimmung hypoxischer Marker und
der Mikromilieubedingungen von Kopf-Hals-Tumoren einen Schwerpunkt der klinischen
Forschung der Strahlentherapie der Martin-Luther-Universitit Halle-Wittenberg darstellt,
lag es nahe, auch pathobiochemische Untersuchungen zur Mitochondrienfunktion an
diesen Tumoren durchzufiihren. Es wurde ein fachiibergreifendes Projekt in
Zusammenarbeit mit dem Muskellabor der Universititsklinik fiir Neurologie, dem Institut
fiir Pathologie und der Universititsklinik fiir Hals-, Nasen-, Ohrenheilkunde, Kopf- und
Halschirurgie der Martin-Luther-Universitidt Halle-Wittenberg gestartet. Zunéchst galt es,
mitochondriale Eigenschaften experimenteller Tiertumoren zu iiberpriifen, ehe mit der
Untersuchung an Plattenepithelkarzinomen aus dem Kopf-Hals-Bereich begonnen werden

konnte.

Zur Untersuchung des zelluldren Energiestoffwechsels stehen mehrere Methoden zu
Verfiigung. Die ,state of the art“-Technik ist die hochauflosende Respirometrie (high-
resolution respirometry) in Verbindung mit der multiplen Substrat-Inhibitor-Titration
(Gellerich et al. 2003, Gnaiger 2003, Kuhnt et al. 2007), bei der man den mitochondrialen
Sauerstoffverbrauch in Abhédngigkeit vom frei einstellbaren metabolischen Zustand direkt
mit polarographischen Sauerstoffsensoren (Clark-Elektroden) messen kann, siche Abb. 21.
Diese Methode erlaubt, kleine Organismen, Gewebeproben, Zellen oder gar isolierte
Mitochondrien funktionell zu untersuchen, wie z.B. Hirn, Herzmuskulatur, quergestreifte
Skelettmuskelzellen (Gellerich et al. 1999, Kunz et al. 1993, Mazat et al. 1997, Seppet et
al. 2007, Sperl et al. 1997, Veksler et al. 1987). So wurde die ,,skinned fiber*“-Technik zur
Detektion von Funktionsdefiziten an Skelettmuskel- und Herzmitochondrien verschiedener

Spezies, wie Mensch von Letellier et al. (1992) und Sperl et al. (1997), Ratte von Veksler
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et al. (1987), am Kaninchen von Trumbechaite et al. (2003) und am Schwein durch Wicke
et al. (2003) etabliert. Der Vorteil dieser Technik besteht insbesondere darin, dass liber 90%
der im Muskel vorhandenen Mitochondrien erfasst werden, was bei der Untersuchung
heterogener Populationen wichtig ist (Larsson & Luft 1999). Wie der Name der Methode
,skinned fiber* sagt, werden eigentlich Muskelfasern mit Saponin ,,gehdutet”. Da jedoch
Tumoren keine Muskel-dhnliche Struktur besitzen, musste die Ubertragbarkeit dieser

Technik auf die Untersuchung von Tumoren und Schleimhautproben zuvor gepriift werden.
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Abb. 21: Multiple Substrat-Inhibitor-Technik mit hochauflésender Respirometrie (blauer
Fluss) und Methode der Spektrophotometrie zur Ermittlung der Succinat-bezogenen
NADH-Oxidation (SRNO, roter Fluss). Durch Stimulation der Atmungskette liber
Zugabe von Substrat und ADP erhélt man die state-3-Atmung fiir Pyruvat. Die nach
Zusatz von Cytochrom ¢ erreichbare stationdre Atmung ist etwas erhdht, was einen
kleinen Defekt in der AuBenmembran anzeigt, denn bei intakter AuBenmembran
beobachtet man keine Anderung. Durch Zugabe von Rotenon wird Komplex I
irreversibel gechemmt und die Atmung minimal. Succinat stimuliert die Atmung {iber
die Succinatdehydrogenase und man erhdlt die Komplex-II-abhéngige Atmung.
Carboxyatractylosid (CAT) hemmt den ADP-Eintritt in die Mitochondrien und man
misst die nicht-phosphorylierende Atmung. Schlielich blockiert Antimycin A den
Komplex III irreversibel. Inkubation des permeabilisierten Tumorgewebes (10 mg /
Messkammer) in 1,86 ml Medium. Zugaben Substrat: 10 mM Pyruvat, 2 mM Malat;
ADP: 2 mM Adenosindiphosphat; Cyt ¢: 7 uM Cytochrom c; Rot: 5 uM Rotenon;
Suc: 10 mM Succinat; CAT: 0,2 mM Carboxyatractylosid; Ant A: 5 uM Antimycin
A.  AM: AuBlenmembran; IM: Innenmembran; LILIII und COX:
Atmungskettenkomplexe; (8/43): Anzahl der mtDNA-kodierten Untereinheiten/
Anzahl der Gesamtuntereinheiten von Komplex I.
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Nach positiv abgeschlossenen Machbarkeitspriifungen am Modelltumor der Ratte, dem
R1H-Rhabdomyosarkom, und an Tumorzelllinien wurde die ,,skinned fiber*“-Technik auf

humane Gewebeproben iibertragen und in ,,skinned tissue*“-Technik dafiir umbenannt
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(Kuhnt et al. 2007). Gleiches gelang fiir die hochauflosende Respirometrie (high-
resolution respirometry) in Verbindung mit der multiplen Substrat-Inhibitor-Titration
(Kuhnt et al. 2007, Kuhnt et al. 2004). Da fiir die Plattenepithelkarzinome aus dem Kopf-
Hals-Bereich bereits klinische Daten zum Mikromilieu vorlagen, bot es sich zwangsldufig
an, die experimentellen Daten ebenso bei diesen Patienten zu erheben. Verdnderungen
respiratorischer Funktionen von Tumormitochondrien kdnnen jedoch nur sicher detektiert
werden, wenn man deren Ausgangsgewebe zur Gegeniiberstellung mit den gleichen
Methoden priifen kann. Von malignen Tumoren aus dem Kopf-Hals-Bereich wissen wir,
dass sie aus pramalignen Vorstufen der Schleimhaut im Sinne einer malignen Progression
hervorgehen (Califano et al. 1996). Deshalb sollte untersucht werden, ob sich bereits die
Mitochondrienfunktion  der prdmalignen  dysplastischen  Schleimhdute eines
Tumorpatienten von der maligner Tumoren und den Schleimhduten Gesunder

unterscheidet (Qu 2004).

Intraoperativ wurden von fiinf ménnlichen Patienten (mittleres Alter: 60 Jahre, Spanne 52-
69 Jahre) mit einem histopathologisch gesicherten Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-
Bereiches Gewebeproben aus dem Tumor, aus der unmittelbar in Tumorndhe befindlichen
dysplastischen Schleimhaut, der dem Tumor gegeniiberliegenden Schleimhaut sowie aus
dem normalen Mundepithel gewonnen, Abb. 22. Ein kleiner Teil der Proben wurde sofort
in flissigem Stickstoff eingefroren und dort bis zur mtDNA-Analyse und den
enzymatischen Untersuchungen aufbewahrt. Die Kontroll-Proben aus normaler
Mundschleimhaut wurden von fiinf Personen (drei Manner und zwei Frauen, mittleres
Alter 30 Jahre) anldsslich einer Tonsillektomie wegen einer akuten Pharyngotonsillitis
entnommen. Fiir diese Patienten bestanden zumindest klinisch keine Hinweise auf eine
mitochondriale Erkrankung. Die Studie wurde von der Ethik-Kommission der Martin-
Luther-Universitiat Halle-Wittenberg genehmigt und alle Patienten erteilten schriftlich ihre

Zustimmung zur Untersuchung.

Platten epithel
harsinee

Abb. 22: Entnahmeorte der Proben eines Tumorpatienten.
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Es gelang fiir humane Plattenepithelkarzinome aus dem Kopf-Hals-Bereich, wie schon fiir
das R1H- Rhabdomyosarkom der Ratte, die Gewebe mechanisch mit Kaniilen zu
zerkleinern und die Zellwdnde mit Saponin zu permeabilisieren, ohne dabei die
Mitochondrien zu schiddigen (Kuhnt et al. 2007, Qu 2004). Die Tabelle 8 zeigt die
wichtigsten respirometrischen Parameter der Plattenepithelkarzinome im Vergleich zur

Mukosa von Tumorpatienten und Kontroll-Mukosa Gesunder.

Tabelle 8: Respiratorische Eigenschaften in Plattenepithelkarzinomen, Mukosa von Tumor-
patienten und Kontroll-Mukosa von Patienten ohne Karzinomnachweis. Die
Atmungsraten wurden gemessen mittels ,,skinned tissue“- Technik unter state-3-
und -4- Bedingungen mit Antimycin A mit 10 mM Pyruvat/ 2mM Malat oder 10
mM Succinat/ Rotenon. Die Messwerte werden angegeben in "[nmol Oy/min/mg
Gewebe] oder in ’[pmol Oymin/U/ CS], Die Aktivitit wurde angegeben in U/g
Gewebe im Mittelwert + Standardabweichung. Wert * mit p<0,05 signifikant
different verglichen zum Plattenepithelkarzinom oder Mukosa vom
Tumorpatienten zur Kontroll- Mukosa.

Plattenepithel Mukosa von Kontroll-
karzinom Tumorpatienten Mukosa
(n=5) (n=5) (n=5)
“State 3py, 0.43+0.17 0.19+0.1 0.40 + 0.25
? State 3p,, /CS 90.0 + 35.4# 74.7+48.9 140.7+47.9
State 3s,c 0.43+0.24 0.28 +0.12 0.31 +0.21
? State 3, /CS 86.7+25.5 91.5+25.0 111.7+52.1
"CAT 0.23 +0.09 0.13 + 0.04 0.15+0.06
"Leak 0.071 + 0.03# 0.012+0.01 0.004 = 0.003
SRPR [%] 80.0+ 13 # 83+ 11# 135+18
RCI,y, 1.49+0.45 # 1.30+0.37 # 2.46 + 0.46
RCly, 1.66 + 0.66 1.93 + 0.80 1.61 +0.19
CS(U/mg) 4.93 + 1.83# 2.9+ 1.65 3.19+1.33

Im Plattenepithelkarzinom wurde eine signifikant hohere Citratsynthase (CS)- Aktivitét
gegentiber der Kontroll-Mukosa gemessen. Die SRPR, bezogen auf die CS, war dagegen
signifikant in den Plattenepithelkarzinomen sowie im Mukosagewebe der Tumorpatienten
gegeniiber der Kontroll-Mukosa reduziert. Der RClpy; der Kontroll-Mukosa war signifikant
gegeniiber den Plattenepithelkarzinomen und der Tumorpatienten-Mukosa erhéht. Der

RClIs,¢ der Kontroll-Mukosa war nur wenig im Vergleich zum Plattenepithelkarzinom mit
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103% und der Tumorpatienten-Mukosa mit 119% verdndert. Die state-4-Atmung, die
Protonen-Leaks der Innenmembran anzeigt, war signifikant different in den
Plattenepithelkarzinomen versus Kontroll-Mukosa erhoht. Im Gegensatz dazu war die
Leak-Atmung der Kontroll-Mukosa sehr niedrig und nur diskret in der Tumorpatienten-
Mukosa erhoht, aber die Leak-Atmung der Plattenepithelkarzinome signifikant gegeniiber
der Kontroll-Mukosa gesteigert, was als ein Hinweis fiir die Undichtigkeit der
Innenmembran in Tumormitochondrien gelten konnte. Der Cytochrom-c-Test wurde
verwendet, um die Dichtigkeit der mitochondrialen AuBenmembran auch unter
Saponinbehandlung nachzuweisen. Die AuBenmembranen der Plattenepithelkarzinome
zeigten sich weitgehend unempfindlich gegeniiber der Saponisierung. Eine Ileichte
Erh6hung und somit der Nachweis eines vermehrten Austrittes von Cytochrom c lie8 sich

schon in der Mukosa von Tumorpatienten nachweisen, siche Tabelle 9.

Tabelle 9: Cytochrom-c-Test zur Priifung der Dichtigkeit der Mitochondrienaulenmembran.
Die Atmungsraten wurden gemessen vor state 3py, und nach state 3pycyc durch
Zugabe von 19 uM Cytochrom c. Die Messwerte werden angegeben in
nmolO»/min/mg Feuchtgewicht als Mittelwert + Standardabweichung. State 3pyrcytc
wurde bezogen auf die state 3py, zur Berechnung des Cytochrom-c-Effekts.

State 3py, State 3pyr.cytc Cyt.c-Effekt [%]
Plattenepithelkarzinom 0,43+0.17 0,42 +0.18 98,5+ 10
(n=5)
Tumorpatienten-Mukosa 0,20+ 0,10 0,27 £0,12 145 £ 32
(n=5)
Kontroll-Mukosa 0,32 + 0,05 0,56 + 0,30 166 + 66
(n=5)

Die hochste Undichtigkeit der Aufenmembran wiesen die Kontroll-Schleimhéute auf.
Allerdings war bei diesen auch die Standardabweichung relativ hoch. Die Abb. 17 gibt
einen Uberblick iiber Mitochondrienmenge und die relativen Enzym-Aktivititen von
Plattenepithelkarzinomen, Tumorpatienten-Mukosa und der Kontroll-Mukosa. Die CS-
Aktivitdit stieg von Kontroll-Mukosa in Richtung Tumorpatienten-Mukosa und
Tumorgewebe an. Die relativen Aktivititen der Komplex [+, Komplex [I+III, SDH und
COX waren im Wesentlichen in den beiden Geweben Plattenepithelkarzinom und
Kontroll- Mukosa gleich. Die PGI-Aktivitit zeigte gegentiber der Kontroll-Mukosa eine
signifikante Steigerung in den Plattenepithelkarzinomen (+72%) sowie in der

Tumorpatienten- Mukosa (+307%). Die hochste LDH-Aktivitdit wurde in den

62



Plattenepithelkarzinomen (+304%) sowie in der Tumorpatienten-Mukosa (+163%) zur

Kontroll-Mukosa gefunden, siche Abb. 23.
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Abb. 23: Verdnderung [%] der respirometrischen und glykolytischen Parameter von
Plattenepithelkarzinom und tumorbenachbarter Schleimhaut gegeniiber der
Normalmukosa von Kontrollpatienten (Referenzwert in 0-Ebene). Die CS war im
Plattenepithelkarzinom und in der tumorbenachbarten Schleimhaut gegeniiber der
Kontroll- Mukosa von Nichttumorpatienten erhéht, was fiir einen hoheren Gehalt an
Mitochondrien dieser beiden Gewebe gegeniiber der Kontroll-Mukosa spricht und
moglicherweise einen Kompensationseffekt bei gestorter Komplex-I-Atmung
darstellt. Die state 3, die SRPR und der RClpy, waren im Plattenepithelkarzinom
und in der tumorbenachbarten Schleimhaut signifikant erniedrigt. Der RClg, stieg in
beiden Geweben leicht an. Lediglich die CAT war in den Tumoren zur Kontroll-
Mukosa erhoht und in der tumorbenachbarten Schleimhaut erniedrigt. Die
Glykolyseenzyme LDH und PGI waren gegeniiber der Kontroll-Mukosa signifikant
erhoht. Der negative Cytochrom-c-Test und die erhohte Leakatmung (iiber 400%)
sprechen flir eine vermehrte Dichtigkeit der MitochondrienauBenmembran sowie fiir
eine Undichtigkeit der Mitochondrieninnenmembran in den Tumoren als ein
mogliches Zeichen einer vermehrten Apoptoseresistenz. Untersucht wurden Tumoren
von n= 5 Patienten mit n = 10 Einzelansédtzen und n= 15 Enzymmessungen. Werte
mit *# waren im Plattenepithelkarzinom und in der Tumorpatienten-Mukosa und
Werte mit* nur im Plattenepithelkarzinom mit p < 0,05 signifikant verschieden zur
Kontroll-Mukosa.

Wir haben zusdtzlich die Komplex-I-abhdngigen Mitochondrieneigenschaften vom
Gewebe-pO, von Plattenepithelkarzinomen gepriift (Kuhnt et al. 2002). Dabei konnte kein
Zusammenhang der Komplex-I-abhingigen Atmung zur Gewebehypoxie gefunden
werden, was fiir eine mikromilieuunabhéngige Schéddigung der Mitochondrien spricht,

siche dazu auch Kapitel 6.

Durch die genannten Voruntersuchungen am Experimentaltumor der Ratte konnte belegt

werden, dass die Vitalitdt der Mitochondrienfunktion nicht durch die Vorbehandlungen
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beeintrachtigt wurde (Kuhnt et al. 2007). Zwei Kriterien konnen fiir die Unversehrtheit der
Mitochondrien herangezogen werden: Der respiratorische Kontroll-Index (RCI) fiir
Pyruvat, dem Hauptsubstrat der Mitochondrien, beschreibt in Verbindung mit der
Leakatmung die Intaktheit der mitochondrialen Innenmembran und der Cytochrom-c-Test
beurteilt die Dichtigkeit der mitochondrialen AuBenmembran. Letzterer Test wurde z.B.
urspriinglich fiir den Nachweis einer frithen ischdmischen Schidigung von Mitochondrien
im Herzgewebe eingesetzt (Gellerich et al. 2000, Kay et al. 1997). Gellerich et al. (2000)
verwendeten ihn jedoch auch, um zu zeigen, dass eine ischdmische Schiadigung der
mitochondrischen Auflenmembran mit einer unspezifischen Freigabe von Cytochrom c¢
einhergeht. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnten zeigen, dass es wihrend der
Permeabilisation der untersuchten Tumoren nicht zu einer Freisetzung von Cytochrom ¢
kommt, was somit eine priaparationsbedingte Schidigung der Mitochondrien ausschlief3t.
Dagegen bei der Normalmukosa von  Kontroll-Patienten wurden Leaks in der
mitochondrialen AufBlenmembran nachgewiesen. Demnach scheint die mitochondriale
Auflenmembran im Schleimhautgewebe empfindlicher gegen eine Permeabilisierung zu
sein als Tumor, Muskel oder Herz. Eine dhnliche Sensibilitidt wurde auch im Skelettmuskel
von Schweinen konstatiert (Wicke et al. 2003). Wir haben zum Schutz der mt-
AuBenmembran den mechanischen Druck der Kaniilen auf die Schleimhéute stark
vermindert und konnten so den Cytochrom-c-Ausstrom verhindern. In der Normalmukosa
fanden wir gegeniiber den Tumoren und der Mukosa von Tumorpatienten deutlich erhchte
RCI-Werte, was bedeutet, dass die mitochondrialen Hauptfunktionen wéhrend des
Vorganges des Enthdutens nicht verdndert wurden. Die hohen RClIy,-Werte waren eine
Folge der stark verminderten Leakatmung in der Normalmukosa. Auch in der Mukosa der
Tumorpatienten war die Leakatmung vermindert. Jedoch war in dieser die aktive Atmung
nicht so hoch wie in der Normalmukosa, was wahrscheinlich schon die Folge einer

beginnenden Komplex-I-Schiddigung war und verminderte RCI erzeugte.

Die Intaktheit der auBBeren Membran ist von grof3er Bedeutung fiir die Kompartimentierung
von Stoffwechselprodukten innerhalb des Intermembranraumes und Voraussetzung fiir den
ADP-Transport in die Mitochondrien. Wie in Abb. 19 dargestellt, geht die Zelle deswegen
bei Leaks in der &duBeren Mitochondrienmembran in energetische Depression iiber
(Gellerich et al. 2002b, Seppet et al 2007). Der Zustand der mitochondrialen
AuBlenmembran ist aber auch fiir die mitochondrial ausgeldste Apoptose bedeutsam, denn
durch austretendes Cytochrom ¢ wird die Caspasenkaskade stimuliert und die Zelle geht in

Apoptose liber. Zusitzlich haben die Leaks in der AuBenmembran einen direkten Einfluss
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auf die OXPHOS-Kapazititen, denn durch den Cytochrom-c-Austritt nehmen die

maximalen Atmungsraten ab.

Ahnlich, wie bei den ,,skinned fibers* der Muskeln, bleibt bei der biologischen Bewertung
der Atmungsraten die Unsicherheit der in den permeabilisierten Tumorproben vorhandenen
Mitochondrienmenge (Gellerich et al. 2002a, Seppet et al 2007). Folglich werden
Parameter bendtigt, die unabhéngig von der Mitochondrienzahl aussagekriftig sind. Der
Quotient aus Komplex-I-abhéngiger Atmung (state 3py;) und Komplex-II-abhéngiger (state
3suc) Atmung (SRPR in %) ist ein von der Mitochondrienmenge unabhingiger Parameter,
der auch den Vergleich in ein und derselben Probe erlaubt. Er betrdgt normalerweise circa
120% in den ,,skinned fibers®“ der menschlichen Skelettmuskeln, des menschlichen
Herzens, des Méusegehirns oder des Mausehippocampus (Gellerich et al. 2002a, Laterveer
et al. 1996). In den Zelllinien eines Leiomyosarkoms (Ergebnisse nicht gezeigt), im
menschlichen Plattenepithelkarzinom aus dem Kopf-Hals-Bereich, in der dysplastischen,
das heiflt prikanzerds verdnderten Schleimhaut von Tumorpatienten, sowie im
Rattenrhabdomyosarkom konnten sehr massive Funktionsdefizite mit Absinken dieser
SRPR detektiert werden. Die Defizite waren hauptsidchlich durch die verminderte
Komplex-I-abhingige Atmung in allen Tumorgeweben, was sich auch in verminderten
SRPR (< 100%) zeigte, ausgeldst. Damit stehen diese Ergebnisse in Ubereinstimmung
mit den Resultaten von Simonnet et al. (2003) und Lichtor & Dohrmann (1986). Beide
Arbeiten nutzten dafiir aber enzymatische bzw. chromatographische Techniken. In unserer
Arbeit konnte fiir die Normalmukosa der Mundhohle eine SRPR von circa 135%
nachgewiesen werden, was den Werten flir Skelettmuskel dhnlich wire. Dennoch ist der
SRPR-Wert von der metabolischen Ausstattung des Gewebes abhéngig und betrédgt z.B. bei
Leber und Niere der Ratte nur 28% und 53%. In beiden Geweben liegt also die Komplex-I-
abhingige Atmung viel niedriger als die Komplex-II-abhéngige Atmung. Die Ursache st
sicherlich eine verminderte Komplex-I-Ausstattung als Zeichen einer Anpassung der
Mitochondrienfunktion an spezielle metabolische Erfordernisse in diesen Organen.
Deshalb ist es wichtig, dass bei respirometrischen Untersuchungen in Tumoren fiir den
direkten Vergleich die respirometrischen Parameter der entsprechenden Ausgangsgewebe
oder die der pramalignen Vorstufen mit gemessen werden. Bei einigen mitochondrial-
bedingten Erkrankungen und wihrend des Alterns gelang es zu zeigen, dass die SRPR sich
verringert (Chen et al. 2004, Khuchua et al. 1994, Gellerich et al. 2003). Im menschlichen
Skelettmuskel bei Patienten mit chronisch progressiver externer Ophthalmoplegie (CPEO)

verringerte sich die SRPR mit der abnehmenden Aktivitit des Komplexes I in Korrelation
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mit zunehmenden Deletionen der mtDNA (Gellerich et al. 2002a). Im Herzen und im
Skelettmuskel bei alternden Fisher- Ratten konnte ebenso die Reduzierung der SRPR mit

abnehmender Tétigkeit von Komplex I gezeigt werden (Chen et al. 2004).

Wie in Abb. 23 dargestellt, nahm in den Plattenepithelkarzinomen und der
tumorbenachbarten  Schleimhaut die  Mitochondrienmenge, gemessen an der
Citratsynthaseaktivitit (CS), gegeniiber der Normalmukosa von Kontrollpatienten um 80
bzw. 30% zu. Parallel trat eine noch stirkere Zunahme der Glykolyseaktivitdt auf. Im
Gegensatz dazu fanden wir in einigen vorldufigen Messungen keine verdnderten
Aktivititen der Atmungskettenkomplexe I[+III, II+III, IV, und der SDH (Daten nicht
gezeigt), was aber wahrscheinlich infolge Materialmangels auf der geringen Zahl der
Messungen beruhte. Da aber bei den oben erwdhnten respirometrischen Messungen der
flinf Patienten in den Tumoren relative Verminderungen an Komplex-I-Aktivitit gefunden
wurden, konnen wir annehmen, dass dies auch bei unseren Tumorproben in den
photospektrometrischen Messungen der Fall ist. Zudem wurden im Muskellabor bei sehr
verschiedenen Erkrankungen signifikante Korrelationen zwischen der SRPR und der

relativen Komplex-I-Aktivitdt gefunden (Seppet et al. 2007)

Hochinteressant ist die erhohte Stabilitdit der Plattenepithelkarzinommitochondrien
gegeniiber der Cytochrom-c-Freisetzung, die als ein neuer Mechanismus der Anti-
Apoptose-Strategie angesehen werden konnte. Da die Mitochondrien der Tumoren und der
normalen Schleimhaut wéhrend der Permeabilisierung der Zellmembranen einem
dhnlichen mechanischen Stress ausgesetzt werden, ist die signifikant verminderte
Stimulation durch Zusatz von Cytochrom c ein deutliches Zeichen fiir eine groflere
Stabilitdt der AuBlenmembran der Tumormitochondrien, was einer innerhalb der intakten
Tumorzelle verminderten Freisetzung von Cytochrom c¢ und einer demnach auch

verminderten Apoptoseneigung entsprechen konnte.

5.3 Metabolische OXPHOS-Storungen und mtDNA-Mutationen

Schon seit geraumer Zeit werden Verdanderungen der mitochondrialen Gene als Teil der
Tumorgenese angesehen (Hobermann 1975). Tumorgenese und Alterung (Seneszenz)
verbinden viele Gemeinsamkeiten. Chinnery et al. (2002) sowie Elson et al. (2001) haben
die Hypothese der ,,relaxed replication* fiir die Akkumulation der mtDNA-Mutationen
postuliert. Bekanntlich akkumuliert die mtDNA mehr Schidden genotoxischer Agenzien als
die nDNA. In Tumorzellen liegen hunderte homoplasmatischer Verdnderungen der

mitochondrialen Gene vor. Die Fusion zweier Tumorzelllinien, bei denen sich ein
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mitochondriales Genom einer Zelllinie schneller replizieren kann als das der anderen, fiihrt
zum Ubergewicht des ersteren und mdglicherweise zum Wachstumsvorteil, also zu einem
Selektionsvorteil (Polyak et al. 1998, Richard et al. 2000). Diesen funktionell-relevanten
Selektionsvorteil einzelner Tumorzellen in verschiedenen Tumor- Environments (z.B.
Hypoxie) konnten Dunbar et al. (1995) herstellen. Dagegen haben Untersuchungen von
Coller et al. (2001) anhand eines mathematischen Modells zeigen konnen, dass die
anwesenden homoplasmatischen mitochondrialen Mutationen der mtDNA das Resultat
lediglich zufidlliger Aussonderungen mutierter Genome vieler Zellgenerationen in der
Tumorentwicklung darstellen. Sie beschreiben, dass Akkumulationen von mehreren
tausend Mutationen der mtDNA existieren, die Mehrzahl von ihnen jedoch funktionell und
physiologisch stumm bleibt und nur eine Minderheit fiir die Tumorgenese an Bedeutung

gewinnt.

Jedes Mitochondrium enthélt mehrere Kopien seines Genoms. Obgleich die Zahl der
Mitochondrien pro Zelle mit der Zellart schwankt, enthilt eine einzelne Zellart gewdhnlich
eine ziemlich konstante Kopienzahl der mtDNA. Wéhrend der Befruchtung werden die
Mitochondrien durch das Zytoplasma der Oozyten iibertragen. So ist das mitochondriale
Genom vom Kerngenom dadurch unterschieden, dass es einem streng miitterlichen
Erbmuster folgt. Innerhalb einer Zelle ist die mtDNA-Reproduktion halbautonom und
nicht mit der S-Phase des Zellzyklus synchronisiert. Dennoch scheinen die beiden
genetischen Systeme der nDNA und mtDNA eng miteinander verbunden zu sein, wobei
vieles bisher noch wunklar ist. Obgleich das Mitochondrium das notwendige
Instrumentarium enthdlt, sein Genom fiir die insgesamt 13 mitochondrial kodierten
Proteine zu replizieren, werden die anderen iiber 900 Proteine durch die nDNA kodiert und
in die Mitochondrien importiert. Durch verschiedene spezifische Eigenheiten ist die
mtDNA sehr anfillig gegen mutagene Einfliisse. Vor allem oxidativer Stress durch ROS
16st eine Zunahme der Mutationen in der mtDNA aller alternder Zellen aus, so dass es
wahrscheinlich ist, dass dieser Prozess auch im Kontext der Krebsentstehung und anderer
Krankheiten relevant ist. Dies belegen Experimente, die durch die Zufuhr oxidativer
Agenzien die Karzinogenese einleiteten und durch Antioxidantien wieder hemmen konnten
(Beckman et al. 1994). Da jede Zelle viele Mitochondrien mit mehrfachen Kopien der
mtDNA enthilt, ist es moglich, dass der Wildtyp und die durch Mutation entstehenden
Variationen der mtDNA koexistieren konnen. Dies wird als Zustand der Heteroplasmie
bezeichnet. Schoeler et al. (2005) wiesen den Einfluss mutierter mtDNA auf die OXPHOS
in Zellen mit verschiedenen Heteroplasmiegraden nach. Wiahrend der Zellteilung werden

die Mitochondrien nach dem Zufallsprinzip auf die Tochterzellen verteilt. Uber die Zeit

67



kann so der Anteil der durch Mutation entstehenden Variationen der mtDNA innerhalb der
Zelle schwanken. Der Wildtypanteil kann auch vollstdndig verschwinden und der Zustand
der Homoplasmie der Mutante ist erreicht. So kann der ausgeldste Proteinfunktionsverlust
durch eine Mutation abhingig von dem Anteil der durch Mutation entstehenden Variation

der mtDNA schwanken. Dieser Effekt trigt zu den verschiedenen Phénotypen bei.

Multiple somatische mtDNA-Mutationen lieen sich in verschiedenen Tumortypen, z.B.
dem hepatozelluliren Karzinom, dem Uteruszervixkarzinom oder dem Mammakarzinom
nachweisen (Pejovic et al. 2004, Rosson & Keshgegian 2004, Tamori et al 2004, Zhu et al.
2004). Als Ausloser dieser mtDNA- Mutationen wurden UV-Strahlung bei lichtinduzierten
Hauttumoren, chemische Verbindungen bei Harnblasenkarzinomen oder Viren in
hepatozelluldren Karzinomen angesehen (Boitier et al 1995, Chen et al. 2004, Tamori et al.
2004, Yang et al. 2004). In der Literatur wird zudem diskutiert, dass homoplasmatische
mitochondriale Mutationen nicht nur in den malignen Tumoren, sondern auch in Zellen der
sie umgebenden Fliissigkeiten vorkommen. Zhu et al. (2005) bewiesen dies bei
Adenokarzinomzellen von Brustkrebspatientinnen und den Fliissigkeitsaspiraten der
laktierenden Mamma. Kirches et al. (2002) gelang Gleiches fiir Hirntumoren und Liquor
zu zeigen. Letztere fanden auch Hinweise, dass diesen Mutationen eventuell auch eine
prognostische Bedeutung zukommt. So verschwanden sie nach einem Zeitraum von 6
Monaten aus den Zellen des Liquors, sofern sich die Patienten in kompletter Remission

befanden. Im Rezidivfall oder bei Tumorpersistenz blieben diese Mutationen bestehen.

Nachweislich sind pathologische mtDNA-Mutationen wichtig im Prozess des Alterns von
postmitotischen Zellen (Michikawa et al. 1999). Etwa 1 - 5 % des Sauerstoffes werden
wiéhrend der Elektroneniiberginge in der OXPHOS zu freien Radikalen umgewandelt, wie
z.B. Wasserstoffperoxide am Komplex I und III und lassen die Atmungskette zum
Entstehungsort der reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) werden. Das Fehlen oder das nicht
effizient genug arbeitende Fehlererkennungs- und Reparaturvermogen (Polymerase
Gamma durch stindige Neusynthese mit hoher Fehlerquote belastet), die Nihe zum
Entstehungsort der freien Radikale und der fehlende Histonenschutz bedingen eine 10 - 20-
fach hohere Mutationsanfilligkeit der mtDNA im Vergleich zur nDNA (Ozawa 1999,
Sawyer & Van Houten 1999). Da sich Mitochondrien weitgehend unabhéngig vom
Zellzyklus vermehren und die mtDNA eine Halbwertszeit von nur wenigen Tagen oder
Wochen besitzt, wird sie ofter repliziert als die nDNA, was letztendlich zu einer hoheren
Fehlerrate im mtDNA-Genom fiihren muss. Somatische mtDNA-Mutationen konnen somit

zumeist als adaptive oder Anpassungsverdnderungen an neue Umgebungen gedeutet

68



werden (Brandon et al. 2006). Mit voranschreitendem Alter oder vermehrter Einwirkung
von exogenen Noxen werden somatische mtDNA-Mutationen in allen postmitotischen
Zellen akkumuliert, es steigt die ROS-Fraktion, es kommt zur zunehmenden Verminderung
der Antioxidationssysteme und dies alles fiihrt in der Summe zur verminderten ATP-
Synthese-Leistung. Der Alterungsprozess ist eng an die Entstehung auch von bdsartigen
Tumoren gekniipft (Singh 2004). Die mtDNA-Mutationen konnten der Funktion nach
onkogenen Charakter (Tumorinitiator und -Promotor) tragen, der iiber eine pathologisch

hohe ROS-Erzeugung durch die Atmungskettenkomplexe verstarkt wird.

Im Gegensatz dazu gelang es Taylor et al. (2003), schon in Stammzellen normaler
Diinndarmkrypten in hohem Mall mtDNA-Mutationen zu belegen. Sie fanden zudem, dass
Mutationen in strukturell wichtigen tRNA-Genen vorhanden waren, die den nachfolgenden
biochemischen Defekt (COX-Defizienz) erkldren konnten. Mit der Alterung der
Stammzellen nahmen die Verdnderungen zu, ein Phdnomen was bisher nur an
postmitotischen Zellen belegt werden konnte. Das Vorhandensein der mtDNA-Mutationen
schon in Stammzellen der Krypten konnte ein Hinweis sein, so die Autoren, dass die
Mutationen schon vor der Entwicklung eines Darmkrebses existent sind. Ein
Zusammenhang zwischen spezifischen mtDNA-Keimbahnmutationen und Karzinogenese
ist demnach moglich. Doch konnten die mtDNA-Veridnderungen auch eine Adaptation an
wechselnde Lebensrdume der Individuen (Klimabedingungen) darstellen, die in sich die

Préadisposition fiir bestimmte Krebsarten tragen (Brandon et al. 2006).

Califano et al. (1996) beschrieben erstmalig die maligne Progression der nDNA {iber
pramaligne Léasionen auch fiir Karzinome im Kopf-Hals-Bereich. Amplifizierte
chromosomale Regionen konnen dominante Onkogene darstellen, wahrend deletierte
Regionen vor allem Tumorsuppressor-Gene enthalten konnen. Die Genexpressions-
Mikroarry-Technologien haben es moglich gemacht, dass eine sehr schnelle Identifizierung
tausender nukledrer Gene und deren Produkte detektiert werden konnen, die fiir die
Tumorprogression notwendig sind. Dabei lieB sich zeigen, dass viele Mutationen mit
Einfluss auf die Transkription sehr frithe Ereignisse im Verlauf der Malignisierung von
Kopf-Hals-Tumoren darstellen. Invasive Tumoren und primaligne Schleimhédute wiesen
mehr als 300 mutierte nukledre Gene (up- oder down-reguliert) im Vergleich zur normalen
Mukosa auf, wobei nur 23 unterschiedliche Genmutationen registriert wurden, wenn das
pridmaligne Gewebe mit malignen Tumoren verglichen wurde (Ha et al. 2003). Diese
Mutationen betrafen insbesondere Gene mit Verdnderungen der Zytokeratin-Expression,

Verdnderungen der Zelladhédsionsmolekiile, des MAP-Kinaseweges sowie Zytokin-
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dnderungen einschlieBlich der VEGF-Uberexpression. Bei Patienten mit Plattenepithel-
karzinomen im Kopf-Hals-Bereich korreliert die Héufigkeit der Mutation des
Tumorsuppressorgenes p53 mit den Alkohol- und Rauchgewohnheiten (Altieri et al. 2004,
Cancado et al. 2001). Daneben wurden fiir die Kopf-Hals-Tumoren Viren als &tiologisch
bedeutsam gefunden, z.B. das Epstein-Barr-Virus (EBV) fiir die Entwicklung des
Nasopharynxkarzinoms und humane Papillomaviren (HPV) in 11% fir
Mundhéhlenkarzinome (Dahlgren et al. 2004, Dietz et al. 2004). Viren sowie liberméBiges
Rauchen und Alkohol wirken durch erh6hten endogen-oxidativen Stress auf nDNA und
mtDNA. Es gelang der Beweis, dass auf oxidativen Stress die Mitochondrien und die
mtDNA zahlenmdfig zunehmen und dies eine Erwiderung im Sinne einer Anpassung
darstellt, da die mitochondrialen Funktionen von Normalmukosa iiber Dysplasie bis hin
zum Karzinom im Kopf-Hals-Bereich absinken (Kim et al. 2004, Lee et al. 2000). Der
Gehalt an mtDNA erlaubt den direkten Riickschluss auf die Anzahl an Mitochondrien in
der Zelle (Simonet et al. 2002). Durch eine spezifische Beschreibung der Verdnderungen
der mtDNA im Sinne von Biomarkern konnten eventuell einige, unterschiedliche klinische
Fragestellungen in der Behandlung von Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich,
wie z.B. liber das Voranschreiten pramaligner Léasionen, das Vorhandensein oder Fehlen
von Karzinomrezidiven, die Vorhersage des klinischen Outcomes oder die Identifizierung

der mtDNA, als ein spezifisches Target auch fiir die Therapie formuliert werden.

Der funktionelle Zusammenhang zwischen nDNA-und mtDNA-Integritit in der
Kanzerogenese der primalignen Schleimhéute zu Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-
Bereich ist ungeniigend beleuchtet. Mutationen dieser beiden Genome konnen Ursache
spezieller Defekte der Atmungskette sein. Dies ist bei einer Vielzahl primarer
mitochondrialer Enzephalomyopathien zweifelsfrei schon belegt worden (DiMauro &
Schon). In der Literatur gibt es Hinweise, dass auch in Plattenepithelkarzinomen des Kopf-
Hals-Bereiches somatische mtDNA-Mutationen auftreten (Ha et al. 2002). Da allein acht
Proteinuntereinheiten des Komplexes I mtDNA-kodiert sind, konnten diese Mutationen als
eine mogliche Ursache fiir die Komplex-I-Defizienz angesehen werden. Aus diesem Grund
sollte versucht werden, in den Plattenepithelkarzinomen aus dem Kopf-Hals-Bereich
mtDNA-Mutationen zu finden, die eventuell Ursache fiir die hohe, zuvor zweifelsfrei

belegte Komplex-I-Defizienz wéren.

Um die Funktionsbedeutung auch spezifischer mtDNA-Mutationen und ihre Rolle in der
Krebsentwicklung von Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich zu untersuchen,

bedurfte es einer vollstindigeren Analyse der gesamten mtDNA, da es bisher nicht
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gelungen war, spezifische Mutationen diesen Tumoren zuzuordnen. In der vorliegenden
Arbeit wurden deshalb alle 16 569 Basenpaarungen der mtDNA der Plattenepithel-
karzinome in allen fiinf Tumorproben (siche Abb. 22 in Abschnitt 5.2) systematisch durch
Sequenzierung, analog Taylor et al. (2001), untersucht. Die Analyse erfolgte mittels
Sequenzierungskit BigDyeTerminator Version 3.1 im Zentrum fiir Medizinische
Grundlagenforschung (ZMG) der Martin-Luther-Universitit Halle-Wittenberg. Es wurde
die gesamte Basenfolge der mtDNA analysiert und mit der ,,Standardsequenz der
revidierten Cambridge Referenzfolge (rCRS)" der MITOMAP Datenbank verglichen
(Mitomap- Datenbank, Andrews et al. 1999). Alle detektierten Nukleotid-Substitutionen
der Tumoren wurden durch die Sequenzierung der identischen Bruchstiicke aus dem
dysplastischen Epithel desselben Patienten iiberpriift. Lag auch in der dysplastischen
Schleimhaut derselbe SNP vor, wurden dann die mtDNA-Proben des normalen, nicht-
neoplastischen Epithels des Mundes im selben Fragment dieses Patienten sequenziert. Die
identifizierten Mutationen/ Polymorphismen (SNP) wurden mit der MITOMAP-Datenbank
und mit zwei weiteren Datenbanken, der MtDB-Human Mitochondrial Genome Database
und der Human Mitochondrial Genome Polymorphism Database, abgeglichen. Der
Nachweis von mtDNA-Deletionen konnte nicht erfolgen. Bei den fiinf Tumorpatienten

wurde systematisch nach folgendem Algorithmus vorgegangen, Abb. 24.

‘ Vollstiindige Sequenzierung mtDNA ‘

~ ~N

Mutation zur rCRS keine Mutation zur rCRS
(MITOMAP) (MITOMAP)

L \

gleiches Fragment der Fragment aus Schleimhaut im Tumor-

Schlcimhaut aus Tumor- nah- und -fernbereich wird nicht bendtigt
nahbereich untersuchen

i

| gleiche Mutation

i

gleiches Fragment der
Schleimhaut aus Tumor-
fernbereich untersuchen

Abb. 24: Sequenzierungsalgorithmus des vollstindigen mtDNA-Genoms der fiinf Platten-
epithelkarzinome aus dem Kopf-Hals-Bereich. Wurde im Vergleich zur rCR-Sequenz
der MITOMAP-Datenbank eine Nukleotidsubstitution (SNP) registriert, wurde
zundchst das entsprechende Fragment aus der tumornahen Mundschleimhaut, dann
das aus der tumorferneren Schleimhaut sequenziert.
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So konnten zundchst in den fiinf Tumor-mtDNAs insgesamt 118 SNPs gegeniiber der
rCRS der MITOMAP-Datei registriert werden. In fast ausschlieBlicher Mehrheit waren alle
Verdanderungen der Tumoren homoplasmatischen Charakters, was zundchst fiir eine
schnelle Selektion von mutierter mtDNA sprechen konnte. Der Basenaustausch C4336T
(tRNA GIn-Gen) lag bei einem Patienten mit einem Heteroplasmiegrad von 50% vor. Die

Abb. 25 zeigt den Fall eines Nukleotid-Austausches G15613A im Plattenepithelkarzinom

im Vergleich zur rCRS.
G15613A
Sequenz '
MITOMAP GGAGGCGTCC

Abb. 25:  Ausschnitt aus der Basensequenz der mtDNA eines Patienten mit
Plattenepithelkarzinom. Substitution der Base A durch Base G an der Nukleotid-
Position 15 613 der mtDNA. Es liegt keine pathologene Mutation vor, sondern ein
bereits bekannter Polymorphismus aus der Datenbank MtDB-Human
Mitochondrial Genome Database.

Die zur rCRS abweichenden Nukleotidpositionen aller fiinf Plattenepithelkarzinome fasst
die Tabelle 10 zusammen. Anhand der Literatur scheint es zwei Eigenschaften von
mtDNA-Verdnderungen im Krebs ungeachtet der Tumorart zu geben. Erstens sind die
héufigsten Punktmutationen mit Substitutionen der Basen A zu G und C zu T (Penta et al.
2001). Die hier untersuchten Tumoren wiesen zu 23% (20/85) SNPs von A zu G, zu 16%
(14/85) von C zu T und ebenfalls 22% (18/85) Austausche von G zu A sowie 26% (22/85)
Austausche von T zu C auf. Somit machten die in der Literatur hdufig beschriebenen SNPs
in den untersuchten Plattenepithelkarzinomen 39% aus. Zweitens war auch in unserer
Untersuchung, analog zu den Daten der Literatur, die D-loop-Region der haufigste Ort der
Verdanderungen (Ha et al. 2002). Dies lieB sich auch in den untersuchten
Plattenepithelkarzinomen mit 51/85 (60%) bestitigen. Jedoch konnten alle detektierten
SNPs in zwei weiteren mtDNA-Datenbanken (MtDB-Human Mitochondrial Genome
Database, Human Mitochondrial Genome Polymorphism Database) als hiufig

vorkommende, stille Polymorphismen aufgespiirt werden. Keiner dieser Polymorphismen
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lieB3 sich als Frame shift-, Nonsense- oder als Missense-Mutationen nachweisen. Somit

konnten wir nicht eine pathologische Mutation einer Tumor-mtDNA belegen.

Tabelle 10: Single-Nukleotid-Polymorphismen der mtDNA der fiinf Plattenepithel-
karzinomproben im Vergleich zur rCRS. Die grau unterlegten Polymorphismen
betreffen Regionen kodierend fiir den Komplex 1. Anhand der mtDNA-Basenfolge
kénnen die Patienten nach Herrnstadt et al. (2002) bestimmten Haplogruppen
(Personen in Lebensrdumen) in Europa zugeordnet werden. Alle Patienten besitzen
typische Polymorphismen der Position 11 719 und 14 766 der Haplogruppe H mit
den weiterfithrenden Single-Nukleotid-Polymorphismen G4769A, G1438A, 750A,
G8860A und G15326A fiir die Haploguppe H2 (Polymorphismen gelb unterlegt).
MITOMAP Database *Http://www.mitomap.org, MtDB-Human Mitochondrial Genome
Database**Http://www.genpat.uu.se/mtDB/mainframe.htm, Human Mitochondrial Genome
Polymorphism Database ***Http:/www.giib.or.jp/mtsnp/index_e.shtm.

Patient 1 Patient 2 Patient 3 Patient 4 Patient 5
Kehlkopf- Mundhéhlen- Kehlkopf- Tonsillen- Tonsillen-
karzinom karzinom karzinom karzinom karzinom
D1-loop C15914A ** C16519T ** A15928G** C16093T ** C16519T **
C16224T ** C16126T ** T16192C **
T16266C ** T16236C ** G16235A **
C16311T ** T16294C ** T16270C **
C16519T ** T16296C ** C16304T **
C16304T **
C16519T **
D2- loop G73A * G263A * G73A * G73A * C152T *
Cl146T * 309 7C-9C *(75%) | G263A * T150C * G263A *
C152T * 309 7C-8C *(25%) | 309 7C-8C * G263A * 309 7C-9C *
G263A * 315 5C-6C 315 5C-6C * 315 5C-6C *
T315C * T317C ** T317C **
T324C ** C477T **
128 A709G * G750A* G709A* G750A* G750A*
G750A * G1438A* G750A* G1438A* G1438A*
G1438A * A930G**
G1438A*
16S GI811A** A3010G * A1888G ** G2706A* A3010G*
G2706A* G2706A* C3197T*
ND1 G3480A*
ND2 C4561T ** G4769A* G4769A* G4769A* G4769A*
G4769A* A5460G*
CO1 T7028C* T7028C* A6179G*
T7028C*
CO2 7768 A-G *
ATPase8
ATPase6 G8860A* G8860A* A8637G* G8860A* G8860A*
A9055G** G8860A*
GI180A**
CO3 C9698T ** A9966G ** A94T7TG**
C9716T**
ND3
ND4L G10550A**
ND4 A11719G * G11812A%** G10978A** C11864T **
NDS5S A12372G * A12372G *
ND6 T14167C ** G14233A%** C14182T **
A14560G *
CytB T14766C * G15326A* A14905G * T14766C* G15326A*
C14798T * G15326A * G15326A * G15613A **
G15326A * G15607A **
A15803G *
Nicht C4336T **50% C10463T ** A5824 *
kodierende G8291A* G12308A *
Region G12308A*
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Anhand der mtDNA-Basenfolge konnen alle Menschen u.a. nach Herrnstadt et al. (2002)
bestimmten Haplogruppen (Menschen in Lebensrdaumen) weltweit zugeordnet werden.
Alle untersuchten Patienten besallen typische Polymorphismen der Position 11719 und
14766 der Haplogruppe H mit den weiterfilhrenden Single-Nukleotid-Polymorphismen
G4769A, G1438A, 750A, G8860A und G15326A fiir die Haplogruppe H2, so dass hier
keine typischen Tumormutationen, sondern Normvarianten ohne pathologisches Korrelat
vorlagen. Somit waren auch die restlichen 33/118 (28%) der detektierten Single-Nukleotid-

Polymorphismen ebenfalls nicht mehr bedeutend fiir eventuelle pathologische Funktionen.

In der Literatur wurden gehduft Deletionen in Tumoren beschrieben und bestimmten
Tumorentititen zugeordnet (Penta et al. 2001). Doch unsererseits wurden dazu keine
Untersuchungen  ausgefithrt und eine Klidrung bleibt somit fiir unsere
Plattenepithelkarzinome unbeantwortet. In der Literatur wird zudem unisono von einer
iberméfBig hohen Mutationsrate der mtDNA im Vergleich zur nDNA im Prozess des
Alterns oder der Krebserkrankung ausgegangen. Im Durchschnitt konnten wir bei den fiinf
Plattenepithelkarzinomen 17 mtDNA-Polymorphismen pro Patient (0,1% der gesamten
mtDNA) nachweisen. Moglicherweise war unsere Untersuchungsmethode nicht sensitiv
genug, Mutationen mit geringem Heteroplasmiegrad aufzuspiiren. Dass es sich bei den
Verdanderungen eindeutig um Polymorphismen und nicht um pathogene Mutationen
handelt, konnte das identische Auftreten in den Tumor-nahen als auch Tumor-fernen
Schleimhéuten belegen. Alle Patienten gehdren dem mit 50% in Europa hiufigen Haplotyp
H an. Bestimmte Haplotypen konnen fiir die Sukzeptabilitit einer Erkrankung eine Rolle
spielen (Chinnery et al. 2002). Ob der wiederum seltenere Haplotyp H2 eine besondere
Empfindlichkeit gegeniiber mutagenen Noxen darstellt und somit bei ithm gehéuft
Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches vorkommen, kann aufgrund unserer
Untersuchung an nur 5 Patienten nicht beantwortet werden. Um die pathogene Rolle von
mtDNA-Polymorphismen eindeutig belegen zu konnen, miissten zukliinftig

weiterreichendere Untersuchungen folgen.

In welchem AusmaB nun die mtDNA-Verdnderungen auch zu den multiplen
Funktionsédnderungen der OXPHOS in Tumoren beitragen, gelang bisher noch nicht
endgiiltig zu kldren. Abu-Amero et al. (2005) konnten die Haufung somatischer mtDNA-
Mutationen mit einem funktionellen Komplex-I-Defekt in humanen Schilddriisen-
karzinomzelllinien korrelieren. Dem stehen die Resultate von Bourges et al. (2004)
entgegen, die bei ND4- und ND5-Defekten sowie auch in rho®-Zellen keine wesentlichen

Komplex-I-Funktionsstérungen im Vergleich zu Normalzellen fanden. Es konnte lediglich
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eine reduzierte Komplex-Membranverankerung in Abwesenheit der hydrophoben
Komplex-I-Anteile belegt werden. Scheubel et al. (2002) fanden fiir den geschéidigten
Herzmuskel (Normalzellen) und Meierhofer et al. (2006) fiir Nierenzellkarzinome heraus,
dass die Down-Regulation der Atmungskettenkomplexfunktion fiir Komplex I nicht mit
spezifischen mtDNA-Mutationen korrelierte. In der vorliegenden Untersuchung lieBen sich
fir Komplex-I-kodierende mtDNA-Abschnitte bei einem Patienten insgesamt sechs
Polymorphismen, bei drei Patienten drei Polymorphismen und bei einem Patienten eine
Veranderung belegen. So kann jedenfalls fiir die untersuchten Plattenepithelkarzinome
nicht von einem mtDNA-mutationsbedingten Funktionsausfall fiir Komplex I
riickgeschlossen werden. Dies spricht dafiir, dass die meisten somatischen mtDNA-
Mutationen in kodierenden Regionen in Tumorgeweben iiberwiegend stille oder
apathologische Polymorphismen darstellen und nukledre DNA-Mutationen fiir die Defekte
im Komplex I entscheidender sind (Shoubridge 2001). So bestehen Verbindungen in
Familien mit autosomal dominat vererbtem Paragangliom zwischen einem Komplex-II-
Funktionsdefizit und einer Mutation der nDNA im Abschnitt SDHC, der fiir Komplex II
(der Komplex II wird ausschlieflich nDNA-kodiert) kodiert (Baysal et al. 2000).
Nonsense- und Missense-Mutationen wurden des Weiteren in der Untereinheit SDHD,
11923, bei Patienten mit familidren, aber auch sporadischen Phidochromozytomen

gefunden (Gimm et al. 2000).

Moglicherweise von besonderem Interesse flir die Tumortherapie ist der Einfluss von
mtDNA-Mutationen auf die Wirkung von Zytostatika. So besitzen Zellen mit Mutationen
der COX- und der ND-Untereinheit nachweislich eine Resistenz mit Apoptosearrest auf
die Zytostatika Cisplatin und 5-FU (Ohta 2006). Bei Austausch der mutierten
Mitochondrien (Mutanten mit homoplasmatischer Mutation fiir COX-Untereinheit I in
Cybridzellen) gegen Normalmitochondrien (Mitochondrien mit Wild-Typ-mtDNA)
konnten die Medikamente wieder die Apoptose einleiten. Somit stellen solche mtDNA-
Mutationen negative pradiktive Faktoren fiir das Ansprechen auf eine Induktions-
Chemotherapie bei Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich dar. Eine PCR mit
Sequenzierung (Gen-Chip-Analyse) konnte vor einer geplanten intensiven oder
neoadjuvanten Chemotherapie mit Cisplatin/5-FU resistente Patienten selektieren und die
primdre simultane Radiochemotherapie bei diesen Patienten von vornherein z.B. mit

Paclitaxel, dass am Zytoskelett der Zelle wirkt, indizieren.
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6 Zusammenfassung

Jedwede radiotherapeutische Behandlung im funktionell und &sthetisch sehr sensiblen
Kopf-Hals-Gebiet fiihrt durch ein ausgedehntes Tumorwachstum, aber auch durch eine
radikal-operative Therapie zu korperlich-funktionellen Einschrinkungen und kosmetischen
Defekten, die psychisch und physisch die Patienten erheblich beeinflussen konnen. Deshalb
sollte vor jeder Therapieentscheidung Radikalitit und Funktionalitit sorgfaltig
gegeneinander abgewogen werden und sich das Vorgehen nicht allein an der kurativen
Zielstellung, sondern sich auch am hochstmoglichen Erhalt an Lebensqualitidt orientieren.
In den letzten Jahren hat sich neben den Fortschritten in den operativen
Behandlungstechniken vor allem auf dem Gebiet der Strahlentherapie inklusive der
immensen Erweiterung der Mdglichkeiten der systemischen Chemo- oder Targeted-
Therapien die Chance auf Heilung auch fiir Patienten mit fortgeschrittenen Kopf-Hals-

Tumoren vergrofert.

Die vorliegende Arbeit sollte anhand von Originalpublikationen den aktuellen Stand der
Forschung mit Darstellung der eigenen Ergebnisse zur multimodalen Therapie von lokal
fortgeschrittenen, inoperablen Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich darlegen.
Das Forschungsspektrum betraf klinische Studien zur Wertigkeit der simultanen
Radiochemo-/Targeted-Therapie, Untersuchungen zum prognostischen und pridiktiven
Wert der Tumormikromilieumarker Hypoxie und Nekrose sowie die Moglichkeiten der
Verbesserung der Strahlentherapie zur Senkung radiogener Therapiefolgen an den
Speicheldriisen. Neben diesen klinischen Studien sollten auch erste, z.T. noch nicht
verdffentlichte, eigene Ergebnisse der experimentellen Forschung zum metabolisch-
respiratorischen Status von Plattenepithelkarzinomen und deren spezifische Unterschiede

zu ihren Normalgeweben dargestellt werden.

Neuere Studien geben Hinweise, dass bei lokal fortgeschrittenen, primér inoperablen
Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich der Einsatz von unkonventionellen
Fraktionierungsregimen mit der simultanen Gabe von Chemotherapiesubstanzen der
neueren Generation, z.B. der Taxane, der Uberlebensvorteil gegeniiber einer alleinigen
Radiatio 20 bis 30% betragen kann. Eigene Forschungsergebnisse einer klinischen Phase-
I/II-Studie  konnten belegen, dass eine intensivierte Radiochemotherapie die
Tumorkontroll- und Gesamtiiberlebensraten weiter erhohen kann. Eine Phase-III-Studie

zur Sicherung dieser Ergebnisse wird im Jahr 2007 in Deutschland initiiert. Leider ist zu
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befiirchten, dass der Einsatz noch wirksamerer Zytostatika in Kombination mit einer
Radiotherapie die Regenerationsfahigkeit der Schleimhiute im Mund- und Rachenbereich
iibersteigt. Bereits jetzt werden vermehrt schmerzhafte, langanhaltende Mukositiden
beobachtet, die die orale Nahrungsaufnahme der Patienten so stark behindern, dass die
PEG-Sondenernidhrung sogar iiber lingere Zeit zwingend fortgesetzt werden muss. Auch
fiihrt die Anwendung solcher intensiven simultanen Radiochemotherapieregime oft zu
einer vital bedrohlichen Knochenmarktoxizitit. Aus diesem Grund wurden Versuche
unternommen, die Kombinationsbehandlung zu modifizieren und neue Substanzen zu
implementieren, die zielgerichtet ithre Zytotoxizitdt nur auf die Tumoren fokussieren und

die Normalgewebe weitgehend schonen.

Der zusitzliche Einsatz von chiméren, monoklonalen Antikorpern (wie Cetuximab) aus der
Gruppe der Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKI), hauptsidchlich gerichtet gegen den erbBI-
Rezeptor, in Kombination mit Radiochemotherapie stellt eine neue, vielversprechende
Therapieoption dar. Im Jahre 2005 konnte die Studienleitung der einzigen europdischen,
multizentrischen Phase-I/II-Studie zu diesem Thema iibernommen werden. In dieser Studie
wird die wochentliche Cisplatindosis gepriift, die zu einer simultanen Cetuximab-Gabe und
einer HART appliziert werden kann. Die ersten Ergebnisse der Phase-I-Studie belegen
zumindest die gute Vertraglichkeit der Behandlung. Responseraten liegen bisher noch
nicht vor. Die Nebenwirkungen der Behandlung besitzen ein weitaus geringeres toxisches
Potential als intensive Radiochemotherapien. Weitere klidrende Studien iiber die Rationale
und mogliche, bisher aber noch unbekannte Langzeitnebenwirkungen dieser

Substanzklasse miissen in Zukunft erfolgen.

Zudem erlauben die modernen Moglichkeiten der Strahlentherapie, wie die 3D-
Konformationbestrahlung oder die IMRT, eine verbesserte Dosisverteilung mit hoherer
Dosiskonformitdt im Tumor zu erreichen sowie im Gegenzug auch das gesunde
Normalgewebe im Strahlengang besser zu schiitzen. Sie sollten insbesondere eingesetzt
werden, um die fiir die Patienten sehr quélende, lebenslang anhaltende Therapiefolge der
Xerostomie wirksam zu vermindern. Die theoretische Annahme, dass durch die
Vermeidung der radiogenen Xerostomie auch die Folgekomplikationen an den Zdhnen und
Kieferknochen gesenkt werden konnen, muss in Phase-III-Studien {iiberpriift werden.
Gegeniiber den Kostentrdgern kann die initial zwar kostenintensivere Therapie der 3D-
Konformationstherapie oder der IMRT eindeutig dadurch argumentativ gerechtfertigt
werden, dass unter anderem durch die Verhinderung von z.T. gravierenden Langzeitfolgen

spatere Zusatzkosten gespart werden konnten.
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Eine hoher Anteil von Hypoxie- und Nekrosezonen in Plattenepithelkarzinomen des Kopf-
Hals-Bereiches konnten als unabhéngige, prognostisch ungiinstige Mikromilieufaktoren fiir
das krankheitsfreie Uberleben identifiziert werden, denn die intratumorale Nekrose kann
moglicherweise als ein Kofaktor fiir die erhohte Unempfindlichkeit gegeniiber
ionisierender Strahlung von Kopf-Hals-Tumoren gelten. Erst die simultane Chemotherapie
zur Radiatio half das krankheitsfreie Uberleben signifikant bei den Patienten zu verbessern,
die mit diesen negativen Mikromilieufaktoren belastet waren. So sollte insbesondere bei
diesen Patienten die wirkungsvollere Kombinationbehandlung empfohlen werden. Die
Detektion der intratumoralen Nekrose gelingt heutzutage ohne vermehrten Aufwand mit
der Durchfithrung der kontrastmittelunterstiitzten Computertomographie, die ohnehin eine
obligate Standarduntersuchung vor jeder Therapieentscheidung bei histologisch
bewiesenen Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich ist. Mit dieser Methode kann
der prognostische und zugleich priadiktive Wert der Tumornekrose auch fiir das
Gesamtiiberleben der Patienten relativ leicht in zukiinftigen klinischen Studien iiberpriift
werden, um Risikokollektive pratherapeutisch sicher zu detektieren, weil nur diese
Patienten maximal von einer intensiveren, simultan-kombinierten Radiochemotherapie

profitieren werden.

Seit Otto Warburg ist das Wissen tiber die Atmung von Tumorzellen immens erweitert
worden. Vielfdltige Untersuchungen der mitochondrialen Medizin haben ebenso zu einem
grolen Detailwissen beigetragen. Im Verlauf der Tumorgenese ersetzt die Glykolyse
hiufig die aerobe Atmung (Warburg-Effekt). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
konnten zeigen, dass Mitochondrien von humanen Plattenepithelkarzinomen aus dem
Kopf-Hals-Bereich ~ charakteristische,  deutlich-verminderte = Komplex-I-abhdngige
Atmungsraten aufweisen, die wiederum mit einer reduzierten Apoptoseneigung
einhergehen. Diese Anti-Apoptoseneigung in Tumoren konnte aus der besonderen
Dichtheit der mitochondrialen Aulenmembran gegeniiber ausstrémendem Cytochrom ¢ in
Verbindung mit der Erhéhung der Leckatmung der mitochondrialen Innenmembran
(Entkopplung) abgeleitet werden. Dies konnte eine Erkldrung fiir den Ersatz der aeroben
Atmung durch Glykolyse in malignen Tumoren bieten. Diese Umstellung koénnte dann als
Schutzmechanismus der Tumorzelle vor der mitochondrial-getriggerter Apoptose gelten,

da die Glykolyse nicht in die Apoptosekaskaden eingreifen kann.

Der Prozess der malignen Progression von Karzinomen aus pridmalignen Vorstufen konnte
zuvor auch fiir die Kopf-Hals-Tumoren nachgewiesen werden. Durch den besonderen

chronischen Einfluss exogener Noxen, wie dem iiberméfBigen Gebrauch von Tabak und
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Alkohol, zeichnen sich die Kopf-Hals-Tumoren durch eine ,,Feldkanzerisierung® der
Mund-und Pharynxschleimhaut aus, was bedeutet, dass diese pramalignisierten Gebiete
hiufig Ausgangspunkte fiir Zweitkarzinome oder fiir Rezidive sind. In der vorliegenden
Arbeit gelang es, bereits in prdmalignen Lésionen gleichgerichtete OXPHOS-Defekte zu

belegen, was fiir einen unumkehrbaren Prozess einer Malignisierung dieser Zellen spricht.

Schon seit geraumer Zeit werden Verdnderungen der mitochondrialen Gene als Teil der
Tumorgenese angesehen. Tumorgenese und Alterung (Seneszenz) verbinden viele
Gemeinsamkeiten. Vor allem oxidativer Stress durch reaktive oxygene spezies (ROS) 16st
eine Zunahme der Mutationen der mtDNA aller alternder, postmitotischer Zellen aus, so
dass es wahrscheinlich ist, dass dieser Prozess auch im Kontext der Krebsentstehung und
anderer Krankheiten relevant ist. Multiple somatische mtDNA-Mutationen lielen sich in
verschiedenen = Tumortypen, z.B. dem  hepatozelluliren = Karzinom, dem
Uteruszervixkarzinom oder dem Mammakarzinom nachweisen. Als Ausloser dieser
mtDNA- Mutationen wurden vor allem exogene Noxen, wie z.B. UV-Strahlung bei
lichtinduzierten Hauttumoren, chemische Verbindungen bei Harnblasenkarzinomen oder
Viren in hepatozelluldren Karzinomen angesehen. Viren sowie liberméafliges Rauchen und
Alkohol wirken durch erhdhten endogen-oxidativen Stress auf nDNA und mtDNA. In der
vorliegenden Arbeit gelang der Beweis, dass auf oxidativen Stress die Mitochondrien und
die mtDNA zahlenmiBig zunehmen und dies eine Erwiderung im Sinne einer Anpassung
darstellt, da die mitochondrialen Funktionen von Normalmukosa iiber Dysplasie bis hin
zum Karzinom im Kopf-Hals-Bereich absinken. Zudem konnen Mutationen dieser beiden
Genome (n- und mtDNA) Ursache spezieller Defekte der OXPHOS sein. Da allein acht
Proteinuntereinheiten des Komplexes I mtDNA-kodiert sind, konnten diese Mutationen als
eine mogliche Ursache fiir die zuvor nachgewiesene Komplex-I-Defizienz angesehen
werden. Um die Funktionsbedeutung spezifischer mtDNA-Mutationen und ihre Rolle in
der Krebsentwicklung von Plattenepithelkarzinomen 1m Kopf-Hals-Bereich zu
untersuchen, wurde eine vollstandigere Analyse der gesamten mtDNA vorgenommen. Alle
detektierten Nukleotid-Substitutionen der Tumoren wurden durch die Sequenzierung der
identischen Bruchstiicke aus dem dysplastischen Epithel desselben Patienten iiberpriift.
Lag auch in der dysplastischen Schleimhaut derselbe Polymorphismus vor, wurden dann
die mtDNA-Proben des normalen, nicht-neoplastischen Epithels des Mundes im selben
Fragment dieses Patienten sequenziert. In der Arbeit konnten keine pathogenetischen
Mutationen in den Geweben gefunden werden. Alle detektierten Verdnderungen

entsprachen hiufigen Polymorphismen ohne jegliche direkte Relevanz zu den detektierten
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Funktionsstorungen. Es gelang jedoch Polymorphismen zu identifizieren, die dem
Haplotyp H2 der Menschen in Europa entsprechen. Bekannt ist eine Sukzeptabilitit einiger
Haplotypen fiir eine Krankheitsentstehung. Ob der H2-Subtyp besonders empfindlich
gegeniiber exogenen Noxen mit daraus verstarkt resultierender Krebsentstehung ist, konnte
anhand unseres geringen Stichprobenumfanges nicht geklirt werden. Weitere
Untersuchungen der mitochondrialen Membranen, der OXPHOS, der nukledren und
mitochondrialen DNA von Tumoren miissen die noch immer zahlreichen ungeklirten
Zusammenhdnge zwischen den spezifischen Defizienzen, den verdnderten
Stoffwechselwegen und der besonderen Resistenz gegen Apoptosesignalen zu ihren

Ausgangszellen kldren.
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Thesen

Krebserkrankungen des Kopf-Hals-Bereiches umfassen &tiologisch und
histologisch sehr verschiedene bosartige Neubildungen der Lippe, Mundhdhle,
Nasen- und Nasennebenhohlen, des gesamten Pharynx und Larynx einschlielich
der Tumoren der Speicheldriisen. Das Mundhohlen- und Rachenkarzinom ist in
Deutschland mit einer altersstandardisierten Inzidenz von circa 17 / 100 000
Einwohner die siebthdufigste Krebsneuerkrankung bei Ménnern, hingegen stehen
diese Tumoren bei den Frauen mit der Inzidenz von circa 4 / 100 000 Einwohner
im Jahre 2002 an flinfzehnter Stelle. Exogene Noxen, wie das Rauchen und hoher
Alkoholkonsum, gelten als Hauptrisikofaktoren. Uber 90% aller Karzinome im

Kopf-Hals-Bereich sind histologisch Plattenepithelkarzinome.

Die Strahlentherapie ist neben der Operation die wichtigste Therapieoption in der
Behandlung von Kopf-Hals-Tumoren und eine der effektivsten Methoden,
Tumorzellen zu vernichten. Das therapeutische Vorgehen richtet sich nach der
TNM-Klassifikation der UICC und den daraus abgeleiteten Stadien. Circa 60% der
Tumoren in den Lokalisationen Mundhohle, Oropharynx, Larynx und Hypopharynx
werden in den UICC-Stadien III und IV A,B registriert. Die krankheitsfreien
Uberlebensraten nach 5 Jahren, vor allem ab UICC-Stadium IV A, liegen unter

32% und sind leider damit mehr als unbefriedigend.

Scheidet aus tumorbiologischen oder funktionellen Griinden eine kurative
chirurgische Therapie bei lokal fortgeschrittenen Kopf-Hals-Tumoren der UICC-
Stadien III und IV A,B aus, gilt die definitive, simultane Radiochemotherapie als
Behandlung der Wahl. Nur die simultane Gabe einer Chemotherapie zur
Bestrahlung von lokal fortgeschrittenen, nicht-resektablen Plattenepithel-
karzinomen ist, verglichen zu allen anderen Modglichkeiten der
Chemotherapieapplikation (neoadjuvant, adjuvant, sequenziell), mit einer deutlich
besseren lokalen Kontrolle und einer signifikanten Erh6hung des Gesamtiiberlebens
verbunden. Trotz dieser Fortschritte in den letzten Jahren gelang es bisher fiir lokal
fortgeschrittene, inoperable Plattenepithelkarzinome im Kopf-Hals-Bereich weder
fiir die Radio- noch fiir die simultane Radiochemotherapie einen allgemeingiiltigen

Standard zu definieren.
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Anhand neuer metaanalytischer Daten kann die simultane Gabe des Medikamentes
Cisplatin, ein Medikament der 1. Zytostatikageneration, zu einer hyperfraktioniert-
akzelerierten Radiotherapie (HART) als gesicherte Therapieempfehlung fiir lokal
fortgeschrittene, primédr-inoperable Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-

Bereiches ausgesprochen werden.

Mit Verbesserung der lokoregiondren Kontrolle durch effektive, simultane
Radiochemotherapieregime, die ein ldngeres lokoregionidres, rezidivfreies
Uberleben ermdglichen, nimmt aber die Hiufigkeit der Fernmetastasierung zu.
Dieser systemischen Mikrometastasierung frithzeitig begegnen zu kdnnen, wurden
neue Medikamentenkombinationen, z.B. Taxan-basierte Schemata mit hoher
Dosierung als neoadjuvante Chemotherapie eingesetzt. Phase-III-Studien miissten
folgen, um die Wertigkeit einer Taxan-basierten Induktion im Hinblick auf ein
verbessertes Uberleben durch Senkung der Fernmetastasenraten eindeutig belegen

zu konnen.

Eine andere Option, die Therapiewirkung am Tumor zu verstirken, ist die
Intensivierung der Radiatio durch radiosensibilisierende Substanzen. Fiir Patienten
der inoperablen UICC-Stadien III und IV A,B konnte innerhalb einer eigenen
Phase-I/II- Studie die dosisdichte Gabe von Cisplatin + Paclitaxel in simultaner
Kombination mit einer hyperfraktioniert-akzelerierten Radiotherapie (HART) eine
Verbesserung der 5-Jahres-Uberlebensrate auf 50% erbringen. Die Absenkung der
Fernmetastasierungsrate auf 10%, die damit deutlich unter der bislang bestétigten
Zahl von 25 - 30% liegt, tragt dazu bei. Die dariiber aufgetretenen aullerordentlich
hohen Akuttoxizititen an Mundschleimhaut und Knochenmark erlauben es aus

heutiger Sicht nicht, diesen Weg der Therapieoptimierung weiter zu verfolgen.

Ein neuer, interessanter Ansatz flir die Therapie maligner Tumoren bringt die
Blockade der EGFR-Signaliibertragungswege. Der Uberexpression von
Wachstumsfaktorrezeptoren auf der Tumorzelloberfliche, im Besonderen die der
erbB1-4-Gruppe auch bei Kopf-Hals-Tumoren, wird eine prognostische Wertigkeit
zugeschrieben. Aus préklinischen Untersuchungen ist bekannt, dass die gesteigerte
EGFR-Expression eine der bedeutendsten Indikatoren fiir eine Radioresistenz
maligner transformierter Zellen in vitro als auch in vivo ist. Durch die Blockade
von erbB- Rezeptoren kann in Tumorzellen eine derartige Radioresistenz

uberwunden werden. Eine Reihe von Hemmern aus zwei bisher bekannten
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1.

Kategorien, zum einen monoklonale erbB-Rezeptor-Antikorper (mAK) und zum
anderen mehr oder weniger rezeptorspezifische, kleinmolekulare Tyrosinkinase-
Inhibitoren (TKI), haben ihre Wirksamkeit bereits in der klinischen Behandlung

einiger menschlicher Karzinome gezeigt.

Die meiste klinische Erfahrung im molekularen Targeting besteht bisher mit dem
rekombinanten, chiméren, monoklonalen Antikoérper C225 (Cetuximab, Erbitux®).
Die Vertraglichkeit dieses Antikorpers ist aullerordentlich gut. Ein Synergismus der
Wirkungen kann durch die Kombination von Strahlentherapie, Chemotherapie und
eines EGFR-Blockers angenommen werden. Die ersten eigenen Ergebnisse der
multizentrischen  Phase-I/II-Studie  einer  hyperfraktioniert-  akzelerierten
Radiotherapie kombiniert mit niedrig-dosiertem Cisplatin und Cetuximab konnte
bisher die gute Vertrdglichkeit der Behandlung bestdtigen. Die Ergebnisse des

Tumoransprechens werden Mitte 2007 erwartet.

Radiogene Spétfolgen der Normalgewebe bleiben ein grofles Problem der
Strahlentherapie im Kopf-Hals-Bereich und tragen in erheblichem Mafle zu einer
immer noch schlechten Akzeptanz der Therapie bei, obwohl die Risiken einer
modernen  Bestrahlungsbehandlung vergleichsweise gering und schwere
Komplikationen selten geworden sind. Dennoch gibt es langfristige, den Patienten
meist sehr belastende Nebenwirkungen, wie die quidlende Mundtrockenheit
(Xerostomie), die als Resultat der Hyposalivation infolge des radiogenen
Speicheldriisenfunktionsausfalles  entsteht. So  konzentrieren  sich  die
Hauptbemiihungen speziell auf die Speicheldriisenschonung der Glandulae
parotideae, die, im Gegensatz zu den anderen groflen Kopfspeicheldriisen, zumeist

nicht Teil des Zielvolumens sind und somit potentiell geschiitzt werden kdnnten.

Eine neue 3D-Radiotherapietechnik wurde entwickelt, die eine komplexe Stehfeld-
mit einer Pendelbestrahlung kombiniert und somit in der Lage ist, eine inhomogene
Dosisverteilung in der ipsilateralen Parotis zu erzeugen und eine konsequente
Schonung der kontralateralen Driise zuzulassen. Diese Technik kann
deutschlandweit, flichendeckend in der Routinebehandlung von Kopf-Hals-

Tumoren eingesetzt werden.

Das einzige objektive Verfahren zum Nachweis einer Xerostomie ist die

sialometrische Bestimmung der SpeichelflieBrate. Zur Priifung der Wertigkeit der
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neu entwickelten 3D-konformalen Radiotherapie (3D-RT) mit Sicht auf die
tatsidchlich zu erhaltenden SpeichelflieBraten wurde sie der alten konventionellen
Radiotherapietechnik  (2D-RT)  gegeniibergestellt.  Tendenziell lag die
SpeichelflieBrate aller Patienten mit 3D-Konformationstechnik (3D-RT) iiber dem
gesamten Beobachtungszeitraum hoher als bei Patienten, die mit A&lterer,

konventioneller Technik (2D-RT) therapiert wurden.

Mithilfe kontinuierlich iiber den Bestrahlungsverlauf quantitativ bestimmbarer
Variablen (biologische Schadensparameter) kann aus deren Verdnderung mit
steigender Strahlendosis in einem Organ die Wahrscheinlichkeit der zukiinftigen
Schiadigung vorausberechnet werden (Normalgewebekomplikationswahrschein-
lichkeit - NTCP). Fiir das Risikoorgan Parotis werden gegenwirtig in der Literatur
inhomogene Werte fiir die Toleranzdosis mit 50% Schadenswahrscheinlichkeit
(TD50) angegeben. Eine einfache und reproduzierbare Messmethode ist die
Bestimmung der Salivation mittels Reizspeichelmessung. Die in unserem
Patientengut mit dem ,,Mean dose‘‘-Modell bestimmte TD50 wurde bei circa 37 Gy
ermittelt. Mittlere Dpean-Dosen der Parotiden < 30 Gy verhindern einen
funktionellen Schaden nach WHO-Klassifikation. Ein weitgehend irreparabler
Schaden fiir die Parotis konnte fiir Werte > 40 Gy belegt werden.

Maligne Tumoren in vivo zeichnen sich durch ein als chaotisch bezeichnetes
GefaBnetz mit einer starken Inhomogenitdt der Durchblutung, der Sauerstoff- und
Glukoseversorgung sowie des Sdure-Basenhaushaltes aus. Fiir das Ansprechen der
Tumoren auf eine Radiotherapie sind neben Histologie und Tumorvolumen auch

sauerstoffabhéngige Faktoren bedeutsam.

Der Tumorgewebeoxygenierungsstatus (pO;) ist ein mittlerweile gesicherter,
unabhidngiger prognostischer Faktor fiir Tumoren im Kopf-Hals-Bereich.
Hypoxische Tumoren besitzen eine hohere Aggressivitit im Wachstumsverhalten
mit vermehrter Ausschiittung sauerstoffabhidngiger Proteine (z.B. Hypoxie-
induzierenden Faktor-la, VEGF oder p53), was mit vermehrter genetischer
Instabilitdt verbunden ist. Zudem ist eine hohe tumorale Hypoxie auch ein
wichtiger pradiktiver Faktor, der nicht nur etwas iiber Tumorprogression und
Metastasierung aussagt, sondern auch eine schlechtere lokale Kontrolle nach einer

alleinigen perkutanen Strahlentherapie bedingt.
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Uber die letzten Jahre wurden groBe Anstrengungen unternommen, Methoden zu
entwickeln, die den Oxygenierungsstatus eines Tumors zuverldssig bestimmen
konnen. Zur Messung des Gewebe-pO, wird die direkt-invasive Methode mit dem
Eppendorf-pO,-Histographen immer noch als ,,Goldstandard““~-Methode betrachtet,

obwohl diese Methode mit mehreren Nachteilen behaftet ist.

Insbesondere  Kopf-Hals-Tumoren besitzen nekrotische Zonen, die als
Hypodensititen im kontrastmittelverstirkten CT identifiziert werden konnen.
Experimentelle Daten konnten belegen, dass innerhalb und um hypoxische
Tumorareale auch Nekrosen existieren. Die Nekrose ist vergesellschaftet mit einem
sauren pH-Wert, einem hohen Laktatanteil aus der aeroben Glykolyse und zeigt das
Vorhandensein defekter Tumormitochondrien an. In unserer Untersuchung war eine
signifikante Verbindung zwischen der im CT sichtbar vorhandenen, spontanen
Tumornekrose und hoheren N-Stadien belegbar. Zudem korrelierte ein ansteigendes

Tumorvolumen mit héheren hypoxischen Sub-und Nekrosevolumina.

Die intratumorale Nekrose lie sich ebenso wie die hohe tumorale Hypoxie als ein
ungiinstiger prognostischer Faktor bei Patienten, die nur mit einer alleinigen
Radiotherapie behandelt wurden, nachweisen. Sobald die Patienten einer intensiven
radiochemotherapeutischen Kombinationsbehandlung unterzogen wurden, schied
das intratumorale Nekrosevolumen als signifikanter Faktor fiir das krankheitsfreie
Uberleben aus. Somit erweist sich die intratumorale Nekrose zusitzlich als ein
pradiktiver Faktor, der mit einer Kombinationsbehandlung positiv beeinflusst

werden kann.

Seit langem ist die zentrale Rolle der Mitochondrien als Ausldser von Proliferation
und Apoptose im Zellstoffwechsel bekannt. Die Kennzeichnung von Unterschieden
hinsichtlich der mitochondrischen Eigenschaften in Tumoren und prdmalignen
Vorstufen zu Normalzellen und dem funktionellen Zusammenhang zwischen
nDNA- und mtDNA-Integritdt kdnnte ein weiterer Schritt im Verstindnis des

Tumormetabolismus bedeuten.

Die multiple Substrat-Inhibitor-Titration erbringt im Tumorgewebe zuverldssige
Ergebnisse beziiglich der OXPHOS-Funktion. Im humanen Plattenepithelkarzinom
aus dem Kopf-Hals-Bereich, in der dysplastischen Schleimhaut von

Tumorpatienten sowie laut eigener Voruntersuchungen auch im RIH-
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Rattenthabdomyosarkom  konnten  spezifische = Funktionsdnderungen im
Atmungskettenkomplex I mit einer Absenkung der SRPR unter 100% analysiert
werden. Dabei konnte kein Zusammenhang zwischen der Komplex-I-abhdngigen
Atmung zur  Gewebehypoxie  gefunden  werden, was fiir eine
mikromilieuunabhingige Schiadigung der OXPHOS sprechen konnte. Zudem
konnte eine Zunahme der glykolytischen Kapazitit fiir die Plattenepithelkarzinome
und in der Tumorpatienten-Mukosa konstatiert, nicht aber in der Mukosa von

tumorfreien Patienten gemessen werden.

Eine Anti-Apoptoseneigung in Plattenepithelkarzinomen konnte aus der besonderen
Dichtheit der mitochondrialen Aullenmembran gegeniiber ausstromendem
Cytochrom c in Verbindung mit der Erh6hung der Leckatmung der mitochondrialen
Innenmembran (Entkopplung) abgeleitet werden. Dies konnte eine Erkldrung fiir
den Ersatz der aeroben Atmung durch Glykolyse in malignen Tumoren bieten.
Diese Umstellung konnte dann als Schutzmechanismus der Tumorzelle vor der
mitochondrial-getriggerten Apoptose gelten, da die Glykolyse nicht in die

Apoptosekaskaden eingreifen kann.

Die detektierten mtDNA-Verdnderungen lieBen sich alle als nicht-pathogene
Polymorphismen ohne jegliche direkte Relevanz auf die Komplex-I-Defizienz
identifizieren. Es gelang jedoch Polymorphismen zu identifizieren, die dem
Haplotyp H2 der Menschen in Europa entsprechen. Bekannt ist eine Sukzeptabilitat
einiger Haplotypen fiir eine Krankheitsentstehung. Ob der H2-Subtyp besonders
empfindlich gegeniiber exogenen Noxen mit daraus verstirkt resultierender
Krebsentstehung ist, kann anhand unseres geringen Stichprobenumfanges nicht

geklart werden.
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