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1 Einleitung

1.1 Problemstellung

Anders als bei anderen Tumorentitdten, wie zum Beispiel bei Lymphomen oder dem
Mammakarzinom, gibt es bei den Kopf-Hals-Tumoren bis jetzt noch keine aussagekraftigen
prognostischen Marker bzw. Marker, die standardmaRig zur Therapieentscheidung
herangezogen werden kénnen.

Dass Faktoren wie der vasendotheliale Wachstumsfaktor VEGF, das Bradykinin, die
Sphingosinkinase oder auch das Humane Papillomavirus eine Rolle in der Angiogenese bzw. in
der Tumorgenese spielen, wurde in zahlreichen Studien gezeigt. Es scheint jedoch noch nicht
vollstandig geklart zu sein, wie diese Faktoren zusammenspielen, bei welcher Tumorlokalisation
sie eine besonders groRe Rolle spielen, was sie prognostisch aussagen und ob bzw. wie man
das Wissen um diese Faktoren in die Therapieentscheidung mit einbeziehen sollte, um ein
signifikant besseres Gesamtiiberleben zu gewahrleisten. Aulerdem stellt sich die Frage, ob
durch Viren ausgeloste Tumoren eher als Untergruppe der Kopf-Hals-Tumoren anzusehen sind
oder ob sie eine eigene Tumorentitdt darstellen. In diesem Zusammenhang ware interessant
aufzudecken, ob sich diese beiden durch verschiedene Mechanismen ausgeldsten
Karzinomtypen hinsichtlich der Angiogenese ahnlich verhalten, oder sich auch hierin

unterscheiden.

1.2 Klinik der Plattenepithelkarzinome im Kopf-Hals-Bereich

1.2.1 Anatomische Zuordnung, Klassifizierung und Stadieneinteilung

Zu den Kopf-Hals-Malignomen zahlen definitionsgemall Tumoren von Lippe, Speicheldrise,
Mundhdéhle, Larynx, Oropharynx, Nasopharynx, Hypopharynx, Nase und Nasennebenhdéhlen und
auflerem Ohr. In dieser Arbeit werden lediglich Plattenepithelkarzinome der Mundhdhle, des Oro-

und Hypopharynx sowie des Larynx erfasst.

Zu den Plattenepithelkarzinomen der Mundhoéhle gehéren Tumoren der Zunge bis zu den
Papillae vallatae, des Mundbodens, der Wangenschleimhaut, der Retromolargegend, des harten

Gaumens und der Schleimhaut des Alveolarfortsatzes.
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Abb.1: Einteilung des Pharynx in Naso-, Oro- und Hypopharynx
(modifiziert nach Geene FL et al., 2002)

Die Begrenzungen des Nasopharynx werden definitionsgemaf nach kranial durch die Choanen
und nach kaudal zum Oropharynx hin durch die freie Hinterwand des Gaumensegels gebildet. In
diesem Abschnitt findet sich meist respiratorisches Epithel und viel lymphatisches Gewebe,
weshalb auch so genannte lymphoepitheliale Karzinome den Grofiteil (ca. 70%) der Tumoren im
Nasopharynx ausmachen (Strutz et al., 2001). Aus diesem Grund wurden Nasopharynxtumore
aus unserer Studie ausgeschlossen.

Die Nasopharynx-Karzinome werden unter anderem mittels der WHO-Klassifikation histologisch

eingeteilt.
WHO-KIlassifikation Ehem. Terminologie

Typ 1 Plattenepithel-Karzinom Plattenepithel-Karzinom
Typ 2 Nicht verhornendes Karzinom Karzinom in Transition

nicht lymphatisch

lymphatisch Lymphoepitheliales Karzinom (Regaud)
Typ 3 Undifferenziertes Karzinom Anaplastisches Karzinom

nicht lymphatisch

lymphatisch Lymphoepitheliales Karzinom (Schmincke)

Tab.1: Klassifikation der Nasopharynx-Karzinome
(Geene et al., 2002)

Der Oropharynx schlief3t nach allgemeiner Definition den Zungengrund, die Tonsillen und den
Gaumenbogen einschlief3lich der Uvula und der Rachenwande ein. Er schlielt sich nach kaudal

an den Nasopharynx an und reicht bis zur Epiglottisspitze und den Valleculae. An erster Stelle



stehen hier Malignome, die vom lymphatischen Gewebe der Tonsillen ausgehen (Strutz et al.,
2001).

Der Hypopharynxschlauch schlie3t sich nach kaudal an den Oropharynx an und reicht von der
Oberseite des Zungenbeins bzw. den Valleculae bis zur Unterseite der Cartilago cricoidea und
endet am Osophaguseingang. Tumoren der folgenden Strukturen sind dem Hypopharynx
zugeordnet: Malignome der Fossae piriformes, der lateralen oder posterioren Pharynxwand
sowie der Postcricoidregion (Strutz et al., 2001).

Der Larynx wird in einen glottischen, einen supra- und einen infraglottischen Raum unterteilt,
wobei der glottische Raum von der Rima vestibuli bis zur Rima glottidis reicht, der supraglottische
Raum vom Aditus laryngis bis zu den Taschenfalten und der infraglottische Raum von der Rima
glottidis bis zum inferioren Rand des Ringknorpels reicht (Strutz et al., 2001).

Alle Plattenepithelkarzinome des HNO-Bereiches werden mittels der TNM-Klassifikation
eingeteilt, die durch die International Union Against Cancer UICC etabliert und immer wieder
revidiert und aktualisiert wurde. ,T“ steht fur Primartumor, ,N* fir Lymphknotenmetastase, ,M“ fiir
Fernmetastase. Die T- und N-Einteilungen unterscheiden sich je nach Lokalisation des
Primartumors, die M-Einteilung gilt gleichermalen fir alle Kopf-Hals-Tumore (Gospodarowicz et
al., 2004).

TX Der Primartumor kann nicht beurteilt werden

TO Kein Primartumor nachweisbar

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumordurchmesser <2cm

T2 Tumordurchmesser >2cm, aber <4cm

T3 Tumordurchmesser >4cm

T4 Tumor infiltriert Nachbarstrukturen, beispielsweise durch den Knochen, in die extrinsische
Zungenmuskulatur, den Sinus maxillaris und/oder in die Haut

Tab.2: Primartumor (T) der Mundhéhle
(Sobin und Wittekind, 2010)

TX Der Primartumor kann nicht beurteilt werden

TO Kein Primartumor nachweisbar

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor bleibt auf Nasopharynx begrenzt

T2 Tumor infiltriert das Oropharynxgewebe und/oder die Fossa nasalis

T2a ...mit parapharyngealer Infiltration

T2b ...ohne parapharyngeale Infiltration

T3 Tumor infiltriert benachbarten Knochen und/oder die Nasennebenhdhlen

T4 Tumor mit intrakranieller Extension und/oder Beteiligung von Hirnnerven, der Fossa
infratemporalis, des Hypopharynx oder der Orbita

Tab.2: Primartumor (T) des Nasopharynx
(Sobin und Wittekind, 2010)



TX Der Primartumor kann nicht beurteilt werden

TO Kein Primartumor nachweisbar

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumordurchmesser < 2cm

T2 Tumordurchmesser > 2cm, aber < 4cm

T3 Tumordurchmesser > 4cm

T4 Tumorausbreitung in benachbarte Strukturen, beispielsweise in die Mandibula, die Mm

pterygoidei, den harten Gaumen, die tiefe Zungenmuskulatur, den Larynx

Tab.4: Primartumor (T) des Oropharynx
(Sobin und Wittekind, 2010)

TX Der Primartumor kann nicht beurteilt werden

TO Kein Primartumor nachweisbar

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor auf eine Struktur begrenzt, Durchmesser < 2cm

T2 Tumor infiltriert mehr als eine Hypopharynxstruktur oder Gberschreitet die Mittellinie oder
misst im Durchmesser > 2cm, aber < 4cm; Keine Fixation des Hemilarynx;

T3 Tumordurchmesser > 4cm oder Fixation des Hemilarynx

T4 Tumorausbreitung in benachbarte Strukturen, beispielsweise in die Cartilago thyroidea oder

cricoidea, die Arteria carotis, die Halsweichteile, die pravertebrale Faszie, die Mm
pravertebrales, die Glandula thyroidea oder den Osophagus

Tab.5: Primartumor (T) des Hypopharynx
(Sobin und Wittekind, 2010)

NX Regionale Lymphknotenmetastasen kénnen nicht beurteilt werden

NO Keine regionalen LK-Metastasen nachweisbar

N1 Solitdre LK-Metastase, Durchmesser < 3cm

N2a Solitdre LK-Metastase, Durchmesser > 3cm, aber < 6cm

N2b Multiple ipsilaterale LK-Metastasen, Durchmesser < 6cm

N2c Multiple bilaterale oder kontralaterale LK-Metastasen, Durchmesser < 6cm
N3 LK-Metastase in mindestens einem LK, Durchmesser >6cm

Tab.6: Lymphknotenmetastasen (N) mit Primartumor in der Mundhdéhle
(Sobin und Wittekind, 2010)

NX Regionale Lymphknotenmetastasen kdnnen nicht beurteilt werden

NO Keine regionalen LK-Metastasen nachweisbar

N1 Unilaterale LK-Metastase(n) oberhalb der Fossa supraclavicularis, Durchmesser < 6cm

N2 Multiple bilaterale oder kontralaterale LK-Metastase(n) oberhalb der Fossa
supraclavicularis, Durchmesser < 6cm

N3a LK-Metastase(n), Durchmesser > 6cm

N3b Ausbreitung bis in die Fossa supraclavicularis

Tab.7: Lymphknotenmetastasen (N) mit Primartumor in der Mundhdéhle
(Sobin und Wittekind, 2010)

NX Regionale Lymphknotenmetastasen kdnnen nicht beurteilt werden

NO Keine regionalen LK-Metastasen nachweisbar

N1 Unilaterale ipsilaterale LK-Metastase, Durchmesser < 3cm

N2a Unilaterale ipsilaterale LK-Metastase, Durchmesser > 3cm aber < 6cm

N2b Mehrere ipsilaterale LK-Metastasen, Durchmesser > 3cm aber < 6cm

N2c Bilaterale oder kontralaterale LK-Metastasen, Durchmesser > 3cm aber < 6cm
N3 LN-Metastase(n), Durchmesser > 6cm

Tab.8: Lymphknotenmetastasen (N) mit Primartumor im Oropharynx
(Sobin und Wittekind, 2010




NX

Regionale Lymphknotenmetastasen kénnen nicht beurteilt werden

NO Keine regionalen LK-Metastasen nachweisbar

N1 Unilaterale ipsilaterale LK-Metastase, Durchmesser < 3cm

N2a Unilaterale ipsilaterale LK-Metastase, Durchmesser > 3cm aber < 6cm

N2b Mehrere ipsilaterale LK-Metastasen, Durchmesser > 3cm aber < 6cm

N2c Bilaterale oder kontralaterale LK-Metastasen, Durchmesser > 3cm aber < 6cm
N3 LN-Metastase(n), Durchmesser > 6cm

Tab.9: Lymphknotenmetastasen (N) mit Primartumor im Hypopharynx
(Sobin und Wittekind, 2010)

MX Fernmetastasen konnen nicht beurteilt werden
MO Keine Fernmetastasen nachweisbar
M1 Fernmetastasen nachweisbar

Tab.10: Fernmetastasen (M) mit Primartumor im Kopf-Hals-Bereich
(Sobin und Wittekind, 2010)

Fir alle Pharynxtumore existiert neben der TNM-Klassifikation auch eine Stadieneinteilung, die

sich jedoch an der TNM-Klassifikation orientiert (s. Tab.11).

Stadien Nasopharynx Stadien Mundhohle, Oropharynx,
Hypopharynx

Stadium 0 Tis NO MO

Stadium [ Tl NO MO Stadium 0 Tis NO MO

Stadium ITA T2a NO MO Stadium I T1 NO MO

Stadium IIB T2b NO-1 MO Stadium II T2 NO MO

Stadium III Tl N2 MO

T3 NO-2 MO Stadium IVA TI1-3 N2 MO
Stadium IVA  T1-4 NO0-3 MO0 T4a  NO-2 MO
Stadium IVB  Tl1-4 N3 MO Stadium IVB  T1-4 N3 MO
Stadium IVC  T1-4 N1-3 Ml T4b NO-3 MO

Stadium I11 T1-2 NO-1 MO

T2a N2 MO T3 N1 MO

T2b N2 MO

Stadium IVC TI1-4 NO-3 Ml

Tab.11: Stadieneinteilung der Pharynxtumoren
(nach Sobin und Wittekind, 2010)

Die histomorphologische Malignitéatsgraduierung gilt fir alle Lokalisationen von Plattenepithel-

Malignomen im Kopf-Hals-Bereich:

Grad 1/hoch differenziert Das Karzinomgewebe zeigt Ahnlichkeiten zu

ausdifferenziertem  Plattenepithel —mit  haufiger
Verhornung und gut identifizierbaren
Interzellularbricken. Die zellulare Pleomorphologie ist
gering, Mitosen sind selten, atypische Mitosen fehlen.



Grad 2/maRig differenziert Die  Hornbildung ist geringer  ausgebildet,
Interzellularbricken sind kaum nachweisbar, es liegt
eine hohere Kernpleomorphologie und eine hohere
Mitoserate vor.

Grad 3/niedrig differenziert Zeichen einer plattenepithelialen Differenzierung
liegen nur sparlich vor. Die Kernpleomorphologie ist
hochgradig, die mitotische Aktivitat sowie die Anzahl
atypischer Mitosen sind hoch.

(Mast G et al., 2009)

1.2.2 Molekularpathologie der Tumorentstehung bei Plattenepithelkarzinomen

Die molekulare Grundlage fur die Entstehung von Plattenepithelkarzinomen besteht in der
Mutation verschiedener Tumorgene, wobei mutagene Agenzien Veranderungen an Onkogenen
und Tumorsuppressorgenen hervorrufen.

Der Verlust der Chromosomenregion 9p21 mit nachfolgender Inaktivierung des p16-Gens lasst
sich schon sehr friih im Verlauf der Tumorgenese nachweisen und stellt die haufigste genetische
Veranderung bei der Karzinogenese von Kopf-Hals-Tumoren dar (Jares et al. 1997; Jares et al.,
1999). Die Amplifikation anderer Onkogene wie beispielsweise des epidermalen
Wachstumsfaktorrezeptors EGFR wurde bei 6-25% der Kopf-Hals-Tumoren beschrieben
(Fracchiolla et al., 1995; Freier et al., 2003; van Oijen et al., 1998).

Ein haufiges Ereignis ist auch die Mutation von Tumorsuppressorgenen, wie beispielsweise dem
p53-Gen, welches auf Chromosom 17p13 lokalisiert ist. Diese Mutation konnte bei etwa 50% der
Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom der Kopf-Hals-Region nachgewiesen werden (Nadal
et al., 1995; Nadal et al., 2003; Oijen et al., 2000). Daraus resultiert eine genetische Instabilitat
und man geht davon aus, dass die Mutation relativ frih in der Genese von
Plattenepithelkarzinomen passiert (Caamano et al. 1993; Nagpal et al., 2003).

Auch eine Aktivierung von Onkogenen findet statt, so etwa die Amplifikation von Cyclin D1, die
bei einem Drittel der Tumorpatienten mit einem Plattenepithelkarzinom beobachtet wurde und mit
einer eher fortgeschrittenen Erkrankung assoziiert ist (Jares et al., 1994; van Oijen et al., 1998).
Histologisch bestehen die Schleimhaute aus einem mehrschichtigen Epithel, das teilweise auch
verhornt sein kann. Erste makroskopische Veranderungen kénnen nicht wegwischbare, weile
und fleckige Schleimhautlasionen (Leukoplakien) sein, die keiner anderen Erkrankung
zugeordnet werden kdénnen. Einfache Leukoplakien kdnnen dysplastische Veranderungen
zeigen, wenn Schichtungsanomalien und Zell- oder Kernatypien auftreten. Sie sind dann als
Prakanzerosen einzuordnen, auf deren Basis haufig Plattenepithelkarzinome entstehen
(Forastiere et al., 2001).
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Abbildung 2: Entstehung von Plattenepithelkarzinomen
(modifiziert nach Califano et al.,1996 und Forastiere et al.,2001)

1.2.3 Epidemiologie und Risikofaktoren

Weltweit stellen Kopf-Hals-Malignome die flnfthaufigste Tumorerkrankung dar (Sturgis et al.,
2004). In der Bundesrepublik Deutschland standen sie im Jahr 2002 sogar an vierter Stelle der
Tumor-Neuerkrankungsraten, wobei der relative Anteil an allen Krebsleiden bei 4,8% lag. Bei
Méannern lag der Anteil der HNO-Tumore dabei mit 7,3% insgesamt weit hdher als bei Frauen
(2,1%) (Statistisches Bundesamt, 2003).

Fir die Entitdt der Mundhdhlen- und Rachenmalignome wurde in der BRD im Jahr 2003 eine
rohe Inzidenz von 19,5/100.000 bei Mannern und 6,6/100.000 bei Frauen berechnet. Bei
Larynxtumoren haben Manner (Inzidenz 7,6/100.000) in Relation zu Frauen (Inzidenz
0,9/100.000) sogar ein gut 7-fach hoheres Risiko zu erkranken. Dementsprechend differieren
auch die Mortalitdtsraten zwischen Mannern und Frauen erheblich. Wahrend im Jahr 2003
durchschnittlich 9,3 von 100.000 Mannern an Mundhdhlen- und Rachentumoren verstarben,
waren es bei Frauen nur etwa 2,5. Auch an Larynxtumoren verstarben deutlich mehr Manner
(3,4/100.000) als Frauen (0,4/100.000) (Robert-Koch-Institut, 2003). Relativ. zu der
Neuerkrankungsrate lag die Gesamtmortalitat (Sterbefélle pro Neuerkrankungen) der Manner mit
HNO-Tumoren im Jahr 1998 bei 51%, bei Frauen bei 39%. Der Grund fur diese relativ hohe
Mortalitdt mag daran liegen, dass mehr als zwei Drittel der Patienten mit HNSCC bei
Erstdiagnose bereits an einem fortgeschrittenen Tumorstadium leiden (Lang et al., 2002).
Betrachtet man die verschiedenen Lokalisationen der Kopf-Hals-Tumoren, stellen die
Larynxtumoren in Deutschland insgesamt den groften relativen Anteil dar, gefolgt von
Malignomen des Oropharynx, der Zunge und der Mundhdéhle. Auch hier unterscheiden sich die
Haufigkeiten je nach Geschlecht. Wahrend bei Mannern die relative Anzahl an Larynxtumoren
hervorsticht, liegen bei Frauen Zungen- und Oropharynxmalignome vorne (Tumorzentrum
Midnchen, 2009).



Lokalisation Manner (%) Frauen (%) Durchschnitt (%)
Larynx 26,1 13,2 19,65
Oropharynx 16,4 19,2 17,8
Zunge 12,9 19,3 16,1
Mundhéhle 14,3 15,7 15,0
Hypopharynx 17,7 10,2 13,95
Speicheldriise 2,4 7,3 4,85
Nase und NNH 2,2 4.9 3,55
Nasopharynx 2,2 3,7 2,95
AuReres Ohr 0,6 1,6 1,1
Lippe 0,6 1,2 0,9
Sonstiges 4.6 3,7 4,15
Gesamt 100 100 100

Tab.12: Prozentualer Anteil der einzelnen Tumorentitdten an allen Kopf-Hals-Malignomen in
der Bundesrepublik Deutschland 1998 (die in dieser Arbeit untersuchten Malignome sind farblich markiert)
(Tumorzentrum Muinchen, 2009)

Die Hauptrisikofaktoren fur die Entstehung von Karzinomen im Kopf-Hals-Bereich sind der
Tabak- und Alkoholkonsum. Dabei haben sowohl Raucher, die nicht gleichzeitig Alkohol
konsumieren, als auch Alkoholiker (bei mehr als drei alkoholischen Getranken pro Tag), die keine
Raucher sind, ein erhdhtes Risiko, an Oro- und Hypopharynxkarzinomen sowie Larnxkarzinomen
zu erkranken (Hashibe et al., 2007). Bei dem gleichzeitigen Konsum von Tabak und Alkohol,
potenziert sich das Risiko sogar. So haben Blot et al. bei Patienten, die gleichzeitig Raucher und
Alkoholiker waren, ein 35-fach erhohtes Risiko festgestellt, an Mundhéhlen- und Pharynxtumoren
zu erkranken (Blot et al., 1988).

Maura Gillison hat mit ihrem Forschungsteam im Jahr 2000 einen weiteren bedeutenden
atiologischen Faktor, vor allem fir die Entstehung von Mundhéhlen- und Oropharynxtumoren,
entdeckt: Das Humane Papillomavirus 16 (HPV16), das Uber den oralen Geschlechtsverkehr
Ubertragen werden kann. Seitdem gilt die Infektion mit dem HPV16 - und damit auch diese
Sexualpraktik - als Risikofaktor bei HNO-Tumoren und ist vor allem verantwortlich fiir Karzinome
der Tonsillen und des Zungengrundes bei Patienten, die weder rauchen noch Alkohol trinken
(Gillison et al., 2000). Die Inzidenz HPV-assoziierter Tumoren im Kopf-Hals-Bereich nahmen in
den letzten Jahrzehnten stark zu, was wahrscheinlich an dem sich verdndernden
Sexualverhalten liegt (Chaturvedi et al., 2008). Des Weiteren fand Gillison einen Zusammenhang
zwischen dem Marihuana-Konsum und der HPV-Infektion (Gillison et al., 2008).

Daneben gelten die Exposition gegenliber Metallstduben, Farben, Diesel und Benzin als
Risikofaktoren fur Larynxkarzinome (Brown et al.,, 1988). Auch Menschen mit schlechter
Mundhygiene scheinen ein erhdhtes Risiko fur HNO-Tumoren zu haben (Elwood et al., 1984).
Dieses Risikoprofil gilt jedoch nicht fir die Nasopharynxkarzinome. Hier scheinen Tabak und
Alkohol keine Rolle zu spielen. Vielmehr gelten die Infektion mit EBV, verschiedene

Umweltfaktoren wie zum Beispiel der Verzehr von gesalzenem Trockenfisch und die genetische



Pradisposition also erhohtes Risiko, an einem Nasopharynxkarzinom zu erkranken (Chan et al.,
2004).

1.2.4 Diagnostik

Fir die Diagnostik eines Tumors im Hals-Nasen-Ohren-Bereich sind eine ausfiihrliche Anamnese
und korperliche Untersuchung unerlasslich.

Es sollte eine gezielte Risikoanamnese bezlglich des Alkohol- und Tabakkonsums erfolgen,
sowie nach tumorbedingten klinischen Symptomen gefragt werden. Normalerweise besteht bei
der Arztkonsultation bereits mindestens ein Symptom, was bedeutet, dass sich der Tumor bei
Erstdiagnose meist bereits in Stadium |l befindet (Mashberg A et al., 1995).

Die korperliche Untersuchung umfasst die Inspektion, Palpation und flexible oder starre
Endoskopie mit Biopsieentnahme. Neben dem Primarbefund wird ein besonderes Augenmerk auf
den Lymphknotenstatus und den Ausschluss von Zweittumoren gerichtet, denn mindestens 50%
der symptomatischen Patienten haben bereits eine Lymphadenopathie (Mashberg et al., 1981),
was die Therapie und Prognose entscheidend beeinflusst. Alverez et al. fanden zudem bei ca.
11% der Patienten mit HNO-Tumoren ein Zweitkarzinom, davon befanden sich die meisten
Zweittumore entweder ebenfalls im HNO-Bereicht (47%), in der Lunge (32%) oder im Osophagus
(11%) (Alvarez et al., 2006).

Bei bestehendem Verdacht auf ein malignes Geschehen liefern die bildgebenden Verfahren wie
Sonographie, Réntgen, CT, MRT und PET-CT weitere Informationen zum Primartumor, sowie zu
Lymphknoten- und Fernmetastasen.

Die Sonographie wird mit einem 5-13 MHz Schallkopf durchgeflihrt und eignet sich gut zur
Beurteilung von Zunge, Mundboden und mdéglicher GefaRinfiltration sowie zur Beurteilung der
zervikalen Lymphknoten. Die Sonographie kann auch — neben dem Roéntgen Thorax — bei der
Suche nach Fernmetastasen hilfreich sein, wobei bei ausgedehnten Tumoren (T3,T4) das CT
des Thorax und des Abdomens den Standard darstellt (Lutz et al., 2009).

Mit Hilfe der Spiral-CT mit Kontrastmittelinjektion lassen sich der Primartumor sowie die
Lymphknoten artefaktarm und suffizient darstellen. Es sollte somit jeweils vor Therapiebeginn im
Rahmen der Diagnostik und nach Abschluss der Wundheilung bzw. drei Monate nach Abschluss
einer konservativen Therapie zur Kontrolle des Therapieerfolgs eine CT durchgefiihrt werden
(Lutz et al., 2009).

Die MRT ist zwar aufgrund der langeren Untersuchungszeit Artefakt-anfalliger, bietet jedoch
einen besseren Weichteilkontrast und erlaubt eine Differenzierung zwischen Narbe, Tumor und
Odem sowie zwischen nekrotischem und vitalem Gewebe (Lutz et al., 2009).

Seit dem Jahr 2001 steht auch die Kombination der Positronenemmissionstomographie mit der

Computertomographie, kurz PET-CT, flr das Staging sowie die Kontrolle des Therapieerfolges



zur Verfigung. Vor allem posttherapeutisch macht die PET-CT eine Differenzierung zwischen
Narbengewebe und Rezidiv einfacher und auch LK-Metastasen, die morphologisch unauffallig
sind, werden bei dieser Untersuchung erkannt. Eine Schwache dieser Methode liegt in falsch-
positiven Ergebnissen bei Entzindung, sowie einer schlechten Beurteilbarkeit bei Diabetikern
(Lutz et al., 2009).

Naturlich spielt auch die Histologie eine entscheidende Rolle. Praoperativ soll der Tumorverdacht
bestatigt werden, postoperativ kénnen genauere Angaben zum Tumor bezuglich seiner
Ausdehnung, Infiltrationstiefe, Differenzierungsgrad, regionalen Metastasen und Infiltration von

Lymph- und BlutgeféaRen sowie einer mdglichen Kapseluberschreitung gemacht werden.

1.2.5 Therapie

Die Therapie der Kopf-Hals-Tumore wird je nach Tumorstadium und Einschatzung der
Gesamtsituation des Patienten mit kurativer oder palliativer Zielsetzung geplant. Hierbei gilt es,
sich fur einen primar operativen oder konservativen Therapieansatz zu entscheiden, wobei in der
heutigen Zeit meist ein multimodales Vorgehen bevorzugt wird. Dabei richtet sich das Augenmerk
nicht nur auf den Primartumor, sondern ebenfalls auf eventuelle Lymphknoten- oder in selteneren
Fallen Fernmetastasen. Neben dem Ziel, das Uberleben und die Symptome des Patienten zu
verbessern, spielt vor allem die Erhaltung der Lebensqualitat, die aus der weitgehenden
Wiederherstellung der Funktionalitit und Asthetik resultiert, eine groRe Rolle in der
Therapieplanung (Pouget-Schors et al., 2009).

Entscheidet man sich flr ein primar operatives Vorgehen, so stehen hier die offene OP und die
Operation mit Hilfe des CO,-Lasers zur Verfligung.

Bei der offenen, operativen Versorgung wird bei der vollstindigen Resektion eines
Plattenepithelkarzinoms derzeit ein Sicherheitsabstand von ca. 1cm empfohlen, bei Resektion
kleiner, auf die Stimmlippen begrenzter Tumoren werden 1-3mm als ausreichend betrachtet. Die
Tumorfreiheit der Resektionsrander kann mittels intraoperativer Schnellschnittdiagnostik
uberpruft werden, so dass gegebenenfalls nachresiziert werden kann (Schuler et al., 2009).
Vorteile der offenen Chirurgie gegeniiber der Laserchirurgie sind vor allem die bessere Ubersicht
und die kurzere Operationsdauer (Dellian, 2009).

Die Laserchirurgie mit dem CO,-Laser wurde in den 1970er Jahren das erste Mal von Jako und
Strong in der Mikrochirurgie des Larynx eingesetzt (Strong et al., 1972). Es wurde gezeigt, dass
die Ergebnisse bei geeigneten Fallen, wie zum Beispiel bei friihen supraglottischen
Larynxkarzinomen oder Karzinomen der Stimmlippen, mit denen der offenen Chirurgie
vergleichbar sind (Ambrosch, 1998; Steiner, 1993). Entscheidender Vorteil des Lasers im
Vergleich zu offenen Operation ist das geringere Trauma und damit die bessere allgemeine
Vertraglichkeit (Dellian, 2009).
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Plattenepithelkarzinome des Pharynx und Larynx sind zudem prinzipiell als strahlensensible
Tumoren anzusehen und in frthen Tumorstadien (T1-2, NO) gelten die Operation und die
fraktionierte Strahlentherapie als gleichwertig (Emami et al., 1998; Mendenhall et al., 1998).

Bei Patienten mit fortgeschrittenen Karzinomen wird die Radiotherapie aber vor allem fir
Hochrisikopatienten  (extranodal spread, multiple Lymphknotenmetastasen, positive
Resektionsrander) postoperativ zur Bestrahlung des ehemaligen Tumor- sowie des
Lymphabflussgebietes eingesetzt, was die lokoregionale Tumorkontrolle und die
Gesamtlberlebenszeit signifikant zu verbessern scheint (Lundahl et al., 1998). Dabei ist die
kombinierte Radiochemotherapie der alleinigen Strahlentherapie Uberlegen: Es konnte eine
langere Rezidivireiheit, eine bessere lokoregionale Kontrolle und ein langeres Gesamtuberleben
nachgewiesen werden (Cooper et al., 2004).

Neben dem Primartumor konnen auch die eventuellen Lymphknotenmetastasen chirurgisch
exzidiert werden. Die radikale Neck Dissection (ND), zu welcher neben der
Lymphknotenausraumung auch die Entfernung der V. jugularis int., des M.
sternocleidomastoideus und des N. accessorius gehort, wurde von Crile das erste Mal vor gut
100 Jahren beschrieben (Crile, 1906). Inzwischen wird in den meisten Fallen die weniger radikale
»funktionelle Neck Dissection“ bevorzugt, bei der die Muskeln, der N. accessorius und die V.
jugularis geschont werden. Beim N+-Hals wird auch vermehrt die ,selektive Neck Dissection®
durchgefihrt, bei der nur einzelne Lymphknotengruppen entfernt werden, um ein
Ubertherapieren zu vermeiden und das Funktionsdefizit sowie die Komplikationsraten so weit wie
mdglich zu vermindern (Harish, 2005).

Die Neck dissection wird bei klinisch oder bildgebend nachweisbaren Lymphknoten in
therapeutischer Absicht, bei diagnostisch inapparenten Lymphknoten im Rahmen des operativen
Stagings als diagnostische bzw. auch als prophylaktische Malknahme durchgeflhrt, da das
Risiko einer subklinischen oder okkulten LK-Beteiligung besteht. Hierbei orientiert man sich an
einem visuell-schematischen Einteilungssystem in Levels, das urspriinglich auf den Vorschlagen
des Head and Neck Service at Sloan Kettering Memorial Cancer Center’s beruht. Das aktuell
meist verwendete System wurde von der American Head and Neck Society / Amarican Academy

of Otolaryngo- Head and Neck Surgery erarbeitet und beinhaltet 6 Level (Cornelius et al., 2009).
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Abb.3: Level der Halslymphknoten
(Harish, 2005)

1.2.6 Prognosefaktoren

Der Lymphknotenstatus stellt einen der wichtigsten prognostischen Parameter fur die
Uberlebenszeit nach Diagnosestellung dar (Zatterstrom et al., 1991). Sowohl die Anzahl der
positiven Lymphknoten als auch die Lokalisation beeinflussen die Prognose. Je mehr
Lymphknoten befallen sind, je weiter kaudal die Lymphknotenmetastasen angesiedelt sind, bzw.
je weiter die Entfernung der Metastasen vom Sentinel-Lymphknoten ist, desto schlechter ist die
Prognose (Mamelle et al., 1994). Auferdem verschlechtert der ,extranodal spread“ (ENS), eine
Uberschreitung der LK-Kapsel, sowie der Nachweis einer perineuralen Infiltration die Prognose
signifikant (Shingaki et al., 2003; Woolgar, 2005).

Des Weiteren gilt die Lokalisation des Primartumors als prognostischer Faktor. Tumoren der
Mundhdéhle und des Larynx scheinen allgemein besser differenziert als Tumoren des Pharynx.
Das unterschiedliche Grading wiederum korreliert mit dem Lymphknotenbefall und hat folglich

Einfluss auf die Prognose (Roland et al., 1992).

Auch die Tumordicke bzw. die Invasionstiefe wurde in mehreren Studien als prognostischer
Parameter bestatigt. Anhand von frihen Zungenkarzinomen wurde gezeigt, dass sich mit
zunehmender Tumordicke die Wahrscheinlichkeit auf Lymphknotenmetastasen erhéht, was

wiederum die Prognose verschlechtert (O-charoenrat et al., 2003; Fukano et al., 1997).
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Im Moment sind zusatzlich prognostische Marker wie EGFR, Cox-2, VEGF, Cyclin D, p53 etc.
von wissenschaftlichem Interesse. Die Bedeutung ist jedoch bis jetzt aufgrund widersprichlicher

Ergebnisse und immer neuen Erkenntnissen noch weitgehend unklar (Réper et al., 2009).

1.3 Tumorangiogenese

Der Begriff ,Angiogenese“ bzw. ,Neovaskularisation® ist definiert als das Wachstum und die
Entwicklung neuer KapillargeféaRe. Angiogenese spielt eine zentrale Rolle im Wachstum und der
Entwicklung von normalem Gewebe, aber natirlich auch bei pathologischen Prozessen wie der
Tumorentwicklung (Folkman, 1971).

Im Normalgewebe wird der Ruhezustand durch eine prazise Kontrolle des Gleichgewichts von
Angiogeneseinhibitoren und -aktivatoren sichergestellt. Dabei stabilisieren Perizyten die Gefalke
und vermitteln die Inhibition der Endothelproliferation. Im Tumor allerdings ist die Regulation
beeintrachtigt und die Angiogeneseprozesse kdnnen nicht mehr abgeschaltet werden.
Infolgedessen werden kontinuierlich neue Gefalle (Neogefale) gebildet (Bergers et al., 2003).
Die Entwicklung der meisten Tumoren erfolgt zunachst ohne die Bildung von neuen Blutgefalen.
Mit der Zunahme der Tumormasse steigen jedoch Nahrstoff und O2-Bedarf an, so dass eine
GefaRneubildung erforderlich wird. Der Ubergang in die Angiogenesephase (sog. ,Angiogenic
Switch®) stellt einen wesentlichen Schritt in der Karzinogenese dar und findet normalerweise
statt, wenn der Tumordurchmesser 0,5-2mm Uberschreitet (Folkman, 1990). Den
entsprechenden Stimulus zur Einleitung der Angiogenesephase stellt der durch die sinkende O2-
Konzentration im Tumor induzierte Hypoxie-empfindliche Faktor (HIF; hypoxia-inducible factor)
dar. Dieser |6st die Expression einer Reihe von Genen, wie der NO-Synthase und VEGF-A, aus
(Pugh et al., 2003).

Stimulatoren

VEGF, bFGF,
@ IL-8, u.a.
Thrombospondin-1, O

Angiostatin,
Interferon, u.a.

Inhibitoren

Abb.4: Angiogenetic Switch“: Uberwiegen die Angiogenesestimulatoren gegeniiber den
Angiogeneseinhibitoren, kommt es zum ,Angiogenetic Switch“ und somit zur Angiogenese.
(modifiziert nach Bergers et al., 2003)
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Solide Tumoren sind auf eine Gefallversorgung angewiesen, um einen Durchmesser von 0,5-
2mm Uuberschreiten zu kénnen (Folkman, 1990). Dafir werden entweder praexistente Gefale
verandert (,Ko-option®) (Holash et al., 1999) oder das Wachstum von neuen Gefal3en induziert
(-Angiogenese®) (Carmeliet, 2000). Dies umfasst das endotheliale Zellwachstum, die Migration
und die kapillare Morphogenese und wird von zahlreichen Wachstumsfaktoren reguliert, die von
den Tumorzellen in die lokale Umgebung abgegeben werden.

Die Morphologie von Tumor- und Normalgefaflen unterscheidet sich gravierend. Tumorgefalie
sind unregelmafRig geformt, chaotisch und sind nicht in arterielle oder vendse Gefalle
untergliedert, sondern besitzen Eigenschaften von beiden GefaRtypen. AuRBerdem sind die
GefalRe poros, so dass Hamorrhagien und ein erhdhter interstitieller Druck resultieren. Auch der
normale Blutfluss im Tumor ist gestort (Ryschich et al., 2002; Bergers et al., 2003; Jain, 2003).
Der normalerweise enge Kontakt von Endothelien und Perizyten ist in Tumoren geldst (Benjamin
et al., 1999; Morikawa et al., 2002; Jain, 2003). Die Ursache der GefaRanomalien scheint in
einem Ungleichgewicht der Angiogenesefaktoren zu liegen (Bergers et al., 2003; Jain et al.,
2000).

normales Tumorgefal
Kapillargefal

"

Abb.5: Aufbau von NormalgefaRen und Tumorgefalen:

In normalen Kapillaren ziehen Perizyten entlang der Gefalie
und bilden Fortsatze aus, die mit dem Gefaendothel in engem
Kontakt stehen. In TumorgefaRen sind Perizyten dagegen nur
locker mit den Endothelzellen assoziiert, ihre Fortsatze weisen
vom Gefal weg.

(modifiziert nach Morikawa et al., 2002)

Im Verlauf der Tumorgenese kommt es durch genetische Veranderungen in Tumorzellen zu einer
Aktivierung von Onkogenen und zu einer Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen. Diese
Mutationen fihren dann zur gesteigerten Expression und Freisetzung von Angiogenese
stimulierenden Faktoren, v.a. von VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), und somit zur
Initiierung der GefaRbildung (Kerbel et al., 2002).
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Neben dem Tumorwachstum stellen Blutgefale auch einen Weg fir eine mdgliche
Metastasierung dar, denn durch eine hohe Kapillardichte wird die hamatogene Aussaat
erleichtert (Weidner et al., 1991).

Da die Tumorangiogenese eine so grof’e Rolle in der Tumorproliferation darstellt, gehen die
Forschungsbestrebungen dahin, geeignete Substanzen zur deren Hemmung zu entwickeln. Es
existieren bereits zahlreiche Untersuchungen Uber antiangiogene Substanzen. Nach intensiver
Forschung und Weiterentwicklung wurde im Laufe der letzten 20 Jahre ein humanisierter
Antikérper gegen VEGF, das Bevacizumab, entwickelt. In mehreren klinischen Studien (Miller et
al., 2007; Hurwitz et al., 2004; Sandler, 2007) konnte die Wirksamkeit von Bevacizumab
nachgewiesen werden, so dass diese Substanz inzwischen in Kombination mit einer
Chemotherapie zur Therapie unter anderem des Kolon- und des Mammakarzinoms zugelassen

ist.

1.3.1 VEGF und VEGF-Rezeptoren

Vasculo-Endothelial-Growth-Factor (VEGF)

Einer der wichtigsten Uberlebens- und Wachstumsfaktoren des GefaRendothels ist VEGF, der

Vasculo-Endothelial-Growth-Factor, der 1989 isoliert und charakterisiert wurde (Ferrara et al.,
1989; Tischer et al., 1989).

VEGEF ist ein Heparin-bindendes Glykoprotein, das von verschiedenen Zellarten sezerniert wird.
Es ist ein Uber eine Disulfidbriicke verbundenes Dimer mit einer GréRe von 36-46 kDa (Plate et
al., 1997). Beim Menschen gibt es funf Isoformen des VEGF, die durch alternatives Splicen der
MRNA aus demselben Gen entstehen: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D und den Placenta-
Growth-Factor PIGF (Tischer et al., 1989; Houck et al., 1991).

VEGEF flhrt zu einer Induktion der GefaR-Neubildung, der Endothelzell-Proliferation und Migration
und zu einer Inhibition der Apoptose. Dadurch spielt VEGF eine wichtige Rolle bei der Regulation
und Koordinierung der Angiogenese (Ferrara et al., 1997). AuRerdem fiihrt VEGF auch zu einer
Vasodilatation, z.B. durch die Stimulation der NO-Synthase in Endothelzellen (Katoh et al., 1995).
SchlieRBlich konnte gezeigt werden, dass der bereits 1983 durch Senger et al. entdeckte
vaskulare Permeabilitatsfaktor (VPF), der zu einer erhdhten Gefalidurchlassigkeit flihrt, identisch
mit dem Vasculo-Endothelialen Wachstumsfaktor ist (van der Flier et al., 2000).

Die Expression von VEGF wird durch sehr viele verschiedene externe Faktoren beeinflusst. Die
wichtigsten Einflussfaktoren auf die VEGF-Expression sind Hypoxie, Hypoglykdmie und
verschiedene Zytokine oder aktivierte Onkogene, wobei Hypoxie und Hypoglykamie die starksten
Stimulatoren der VEGF-Expression sind (Shweiki et al., 1992). Zu den Zytokinen, die die VEGF-
Produktion stimulieren, gehdren z.B. der Fibroblast-Growth-Factor-4 (FGF-4), der Platelet-
Derived-Growth-Factor (PDGF), und der Tumor-Nekrose-Faktor a (TNFa) (Deroanne et al.,
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1997; Finkenzeller et al., 1997; Ryoto et al., 1996). Die Inaktivierung von Tumor-Suppressor-
Genen, wie z.B. p53, ist ein weiterer Mechanismus, der zu einer Uberexpression von VEGF fiihrt
(Vanmeir et al., 1994).

Eine irregulare VEGF-Expression selbst kann durch die vermehrte Gefal3bildung und damit eine
verbesserte Durchblutung zur Entwicklung von Tumoren beitragen. VEGF beeinflusst in
markanter Weise jedoch nicht nur das primare Tumorwachstum, sondern auch dessen
Metastasierung (Asano et al., 1995). Wird eine Amplifizierung von VEGF in Karzinomzellen
nachgewiesen, erhdht sich die Streuungswahrscheinlichkeit signifikant (Claffey et al., 1996;
Glade-Bender et al., 2003).

VEGF-Rezeptoren

Kurz nach der Entdeckung des vasculo-endothelialen Wachstumsfaktors wurden auch dessen

Rezeptoren identifiziert (Viasman et al., 1990). Diese Rezeptoren sind durch sieben
Immunglobulin-artige Domanen in ihrem extrazellularen Anteil und einer Tyrosinkinase
spaltenden Domane im intrazellularen Anteil charakterisiert und kdnnen deshalb als Untergruppe
der Tyrosinkinase-Rezeptoren angesehen werden (De Vries et al., 1992; Terman et al., 1992;
Fournier et al., 1997).
Beim Menschen finden sich drei Rezeptoren, die zur Familie der VEGF-Rezeptoren gehéren:

* VEGFRH1, auch Fit-1 (De Vries et al., 1992),

* VEGFRZ2, auch KDR oder Flk-1 (Terman et al., 1992) und

* VEGFRS3, auch Fit-4. Der letzte wird nur in Lymphgefaf3en exprimiert und bindet VEGF-C

und —D (Jussila et al., 1998).

VEGFR1 und VEGFR2 werden vorwiegend auf Endothelzellen exprimiert. Besonders der VEGF-
Rezeptor-2 scheint wichtig fir die Induktion der Endothelzellproliferation zu sein, wie durch die
Herstellung von VEGF-Mutanten, die entweder an VEGFR1 oder -2 binden kdnnen, gezeigt
wurde (Keyt et al., 1996). Zu den Liganden des in dieser Arbeit untersuchten VEGFR2 gehdren
vor allem VEGF-A, aber auch die prozessierten reifen Formen von VEGF-C, VEGF-D und VEGF-
E. VEGFR2 wird sowohl von vaskularen als auch von lymphatischen Endothelzellen exprimiert
(s. Abbildung 6).
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Abb.6: Effekte am VEGFR-2-Rezeptor (Flk-1/KDR)
Dargestellt sind die wichtigsten Effekte des VEGF, die durch den VEGFR-2 vermittelt werden
(modifiziert nach Hicklin et al., 2005)

1.3.2 Sphingosinkinase und Sphingosin-1-Phosphat

Sphingosinkinase (SphK)

Die Sphingosinkinase katalysiert die Ubertragung einer Phosphatgruppe von ATP auf (Dihydro-)
Sphingosin, wodurch (Dihydro-)Sphingosin-1-Phosphat gebildet wird, was den ersten Schritt im
Katabolismus der Sphingolipide darstellt. Im Menschen wurden zwei verschiedene Isoformen der
Sphingosin-Kinase (SphK) identifiziert, SphK1 und SphK2 (Kohama et al.,, 1998). Beide
generieren Sphingosin-1-Phosphat (S1P) aus Sphingosin, wobei die in dieser Arbeit untersuchte
SphK1 eine etwa 10-fach grofiere spezifische Aktivitat aufweist (Liu et al., 2000). In der Zelle
scheinen beide Isoformen jedoch gegensatzliche Rollen zu spielen: Der SphK1 wurde eine
Uberlebens- und (Endothel-)proliferationsférdernde Wirkung nachgewiesen, die SphK2 scheint

die Apoptose zu verstarken (Maceyka et al., 2002).
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Abb.7: S1P-Biosynthese und Abbau

Die Sphingosinkinase Uberfihrt Sphingosin in Sphingosin-1-Phosphat. Dieses wird entweder durch die
S1P-Phosphatase dephosphoryliert oder durch die S1P-Lyase gespalten und so abgebaut und inaktiviert.
(Aus: Pyne et al., 2000)

Die SphK1 ist im inaktiven Zustand vor allem zytosolisch lokalisiert, wird jedoch bei Aktivierung
durch Phosphorylisierung zur Plasmamembran transloziert. Demnach geht die Lokalisation der
SphK1 an der Plasmamembran einher mit ihren Uberlebens- und proliferationsférdernden
Wirkungen, die bei nicht phosphorylierter SphK1 nicht besteht (Pitson et al., 2005).
Die Aktivierung der Sphingosinkinase erfolgt durch verschiedene Wachstums-Faktoren,
Uberlebens-Faktoren und Zytokine, wie beispielsweise

- Platelet-Derived-Growth-Factor (PDGF) (Olivera et al., 1993),

- Epidermal Growth Factor (EGF) (Meyer zu Heringdorf et al., 1999),

- Tumor Necrosis Factor-a (TNF-a) (Xia et al., 1998) und

- Adenosintriphosphat (ATP) (Alemany et al., 1999)

Sphingosin-1-Phosphat (S1P) und Rezeptoren

Die S1P-vermittelte Zellmigration, Proliferation, Morphogenese und das Zelliberleben beruhen
auf der Interaktion von S1P mit den G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCRs) EDG-1
(Endothelial Differentiation Gene 1), EDG-3, EDG-5, EDG-6 und EDG-8 (siehe Abbildung 6)
(Pyne et al., 2002).
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Abb.8: Verschiedene Wirkungsweisen von S1P (Sphingosin-1-Phosphat) am Beispiel des EDG1-
Rezeptors (Endothel-Differenzierungs-Gen-Rezeptor 1)
(modifiziert nach BioCarta: http://cgap.nci.nih.gov/Pathways/BioCarta/h_edg1Pathway)

Untersuchungen an S1P-Rezeptoren offenbarten, dass die Bindung von S1P an EDG-1 die
Migration und Chemotaxis der Zelle stimuliert und die Angiogenese reguliert (English et al., 1999;
Wang et al., 1999). Es konnte beispielsweise gezeigt werden, dass Uber S1P-Rezeptoren (hier:
EDG-5) die GTPasen Rac (Ras-related C3-botulinum toxin substrate) und Rho (Ras homology)
aktiviert oder gehemmt werden kénnen (Lee et al., 1999; Okamoto et al., 2000). Diese vermitteln
in Zielzellen eine chemotaktische Antwort, was erklart, dass S1P auf viele Zelltypen migratorisch
wirkt.

Im Zusammenhang mit der Rac-gekoppelten Zellmigration weist der EDG-1-Rezeptor einige
Besonderheiten auf. So stimuliert er unter anderem die Proteinkinase B (= Akt), welche wiederum
den EDG-1- Rezeptor phosphoryliert. Die Phosphorylierung ist letztendlich fir die Rac-
Aktivierung erforderlich (Lee et al., 2001).

Fir alle Rezeptorsubtypen ist eine Signaltransduktion Uber das inhibitorische Gai/o-Protein
beschrieben worden, welche eine proliferative Wirkung auf Zielzellen vermitteln, indem sie die
MAPK (=ERK 1/2) stimulieren (Pebay et al., 2001).

Uber eine Aktivierung des PI3K/Akt/Proteinkinase B-Weg zeigte S1P seine antiapoptotische
Wirkung in endothelialen Zellen (Limaye et al., 2005). AulRerdem wird die Aktivitdt des
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Transkriptionsfaktors NFkB durch erhdhtes S1P stimuliert, welcher ebenfalls die Apoptose
hemmt (Malinin et al., 1997; Wang et al., 1998) (s. Abbildung 8).

1.3.3 Bradykinin und Bradykinin-Rezeptoren

Bradykinin
Das Nonapeptid Bradykinin (BK) (Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg) entsteht unter anderem

bei Gewebeverletzung durch im Kdrper ubiquitadr vorhandene proteolytische Enzyme (Kallikreine)
aus Plasma- und Gewebskininogenen. Durch das freigesetzte BK werden verschiedene
physiologische wie pathogene Reaktionen ausgeldst: Nach lokaler subkutaner Injektion von
Bradykinin lassen sich beispielsweise samtliche Reaktionen einer lokalen Entzindung
beobachten, namlich Erwarmung, Rétung, Hitze, Schmerz und Schwellung (Ueno et al., 1998).
Neben der Entzindungssymptomatik =zeigt BK auch starkste vasodilatatorische und
bronchokonstriktorische Eigenschaften (Antonio et al., 1962; Simke et al., 1967). Dies lasst sich
wohl damit erkldren, dass Endothelzellen nach Inkubation mit Bradykinin vermehrt Prostaglandin
I2 und Stickstoffmonoxid (NO) produzieren (Wachtfogel YT et al., 1993). Beide Substanzen
verstarken den vasodilatatorischen Effekt von Bradykinin und sind gleichzeitig starke Inhibitoren
der Plattchenaggregation, so dass Bradykinin — freigesetzt aus Kallikrein - einen indirekt
hemmenden Effekt auf die Thrombozytenaggregation hat. Bradykinin wird durch
endothelstandige Peptidasen und Plasmapeptidasen wie Carboxypeptidase N und Angiotensin
Converting Enzym (ACE) abgebaut (Taylor-McCabe et al., 2001).

Bradykinin-Rezeptoren

Regoli und Mitarbeiter fanden und charakterisierten zwei BK-Rezeptoren, BKB1R und BKB2R,
die beide G-Protein gekoppelte Rezeptoren sind und zunachst Uber ihre Struktur-
Funktionsbeziehung ihrer Agonisten und Antagonisten charakterisiert wurden (Blaukat et al.,
1999). Die beiden Rezeptor-Subtypen bestehen jeweils aus sieben transmembrandsen Helices
(Menke et al., 1994). Nach ihrer Aktivierung wird durch die Phospholipase C, gekoppelt an G-
Protein, Inositol-3-Phosphat (IP3) hydrolysiert oder Arachidonsaure durch die Phospholipase A2
freigesetzt (Bascands et al., 1993).

Der BKB1-Rezeptor reagiert starker auf die Bradikinin- und Kallidin-Metabolite desArg9-BK und
Lys-desArg10-Kallidin, die proteolytisch durch die Arginin-Carboxypeptidase entstehen, wahrend
der BKB2-Rezeptor starker auf die Kinine selbst reagiert (Regoli et al., 1993; Rizzi et al., 1997;
Faussner et al., 1999) (s. Abb.9).
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B1: desArg10-Kallidin > desArg9-Bradykinin > Kallidin > Bradykinin
B2: Kallidin > Bradykinin > desArg10-Kallidin > desArg9-Bradykinin

Abb.9: Wirkstarke der Kinine und ihrer Metabolite
an den unterschiedlichen Bradykininrezeptorsubtypen

Wahrend der BKB2-Rezeptor nahezu ubiquitdr vorkommt, wird der Kinin BKB1-Rezeptor unter
naturlichen Bedingungen nur in einer sehr geringen Anzahl exprimiert und wird erst nach
Gewebeverletzung hochreguliert. Schanstra konnte zeigen, dass der Transkriptionsfaktor Nuclear
Factor kappa B (NF-kB) eine Schlisselrolle in der inflammatorischen Antwort des Immunsystems
darstellt, der durch BKB1-Agonisten wie desArg10-Kallidin aktiviert wird und gleichzeitig an der
Regulation des Kinin BKB1-Rezeptors beteiligt ist (Schanstra et al., 1998).

Zum einen flihrt also die Gewebsverletzung direkt, zum anderen fuhrt aber auch die Inkubation
von Gewebe in vitro oder in vivo mit proinflammatorischen Mediatoren wie LPS oder Zytokinen
(IL1B, IL2, IL8, TNF-a) zu einer vermehrten Kinin BKB1-mRNA-Expression (Ni et al., 1998).

Die BKB2-Rezeptor-Stimulation hat neueren Forschungen zufolge auch einen Einfluss auf die
beiden anderen hier beschriebenen (Tumor-) Angiogenese-Faktoren.

So scheint durch eine Stimulierung des BKB2-Rezeptors das S1P-Level intrazellular zu steigen.
Dies lie® sich mit einem SphK-Inhibitor blocken, so dass der Schluss naheliegt, dass durch
Agonisierung des BKB2-Rezeptors die Sphingosinkinase-Aktivitat steigt (Blaukat et al., 2001).
Auch gibt es Hinweise darauf, dass S1P selbst eine Rolle bei der BKB2-vermittelten MAPK-
Aktivierung spielt (Drube et al., 2000).

Daneben scheint durch die BK-vermittelte Aktivierung des BKB2-Rezeptors die Produktion von
VEGF zu steigen. So zeigten lkeda et al., dass in Kinin-defizienten Ratten der VEGF-Spiegel
deutlich geringer war als in Ratten mit normalem Kinin-Anteil. Durch BKB2-Antagonisierung

konnte der Anteil an VEGF in zweiteren gesenkt werden (lkeda et al., 2004).

1.4 Faktoren der Tumorgenese: HPV-16 und p16

Humanes Papillomavirus 16 (HPV16)

Es ist inzwischen schon langer bekannt, dass das Humane Papillomavirus kausal an der
Entstehung von Zervixkarzinomen beteiligt ist, weshalb das Virus auch schwerpunktmaRig fur
das gynékologische Fach erforscht wurde und wird. Aus diesem Grund sollen einige Fakten zum
Zervixkarzinom bei bestehender HPV-Infektion vorangestellt werden, die auch Rickschlisse auf

HPV-Infektionen im Kopf-Hals-Bereich zulassen kénnen.
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In Deutschland erkranken jahrlich etwa 6200 Frauen an einem invasiven Karzinom der Zervix
uteri. Bei den Krebserkrankungen der Frau steht das Zervixkarzinom damit bundesweit an elfter
Stelle, weltweit stellt es sogar das zweithaufigste Malignom der weiblichen Bevdlkerung dar
(Baseman et al., 2005; Robert Koch-Institut und die Gesellschaft der epidemiologischen
Krebsregister in Deutschland e. V., 2008).

Das Virus wird Uber Geschlechtsverkehr bzw. Oralverkehr Ubertragen, weshalb es vorwiegend im
Genitalbereich, im Oropharynx und in der Mundhoéhle zu HPV-assoziierten Karzinomen kommt
(Gillison et al., 2000). Die Pravalenz der HPV-Infektion in der weiblichen Bevdlkerung variiert
international zwischen 2% und 44% (Baseman et al., 2005). Eine genaue Eingrenzung der
Pravalenz fallt schwer, da sie abhangig vom Alter der Studienteilnehmer, von der Sensitivitat des
DNA-Nachweises sowie der soziokultureller Herkunft starken Schwankungen unterworfen ist
(Gross et al., 2008; de Sanjosé et al., 2007). AuRerdem verlaufen die meisten HPV-Infektionen
transient und kdnnen nach ca. 4 bis 20 Monaten spontan ausheilen (Trottier et al., 2006). Eine
Nachbeobachtungsstudie an 147 HPV-infizierten US-amerikanischen Studentinnen zeigte
beispielsweise, dass nur bei 16% der Infizierten drei bis zwdlf Jahre spater eine persistierende
Infektion nachgewiesen werden konnte (Sycuro et al., 2008).

Betrachtet man die Pravalenz typspezifischer HPV-Infektionen, dominiert das in dieser Arbeit
untersuchte HPV16, das bis zu 25% aller genitalen Infektionen mit Humanen Papillomviren
verursacht (Munoz et al., 2003).

Zusatzlich zu der bereits seit Uber 30 Jahren etablierten Sekundarpravention durch zytologische
Kontrollen wurde vor ca. viereinhalb Jahren mit Einfiihrung der prophylaktischen Vakzine
Gardasil® als Primarpravention ein zweites Standbein in der Vorbeugung HPV-induzierter
Erkrankungen geschaffen. Der Impfstoff wurde im September 2006 als erster prophylaktischer
Impfstoff zur Verhinderung von HPV-Infektionen flr die Mitgliedslander der Europaischen Union
(EU) zugelassen und ist seitdem auch auf dem deutschen Arzneimittelmarkt erhaltlich (EPARs
for authorised medicinal products for human use. Product Overview Gardasil®. London, Great
Britain: European Medicines Agency, 2010). Daten zur Dauer des Impfschutzes ergaben sich aus
Nachbeobachtungen in verschiedenen Effektivitatsstudien. Derzeit kann fir einen Impfschutz mit
100%iger Effektivitat eine Dauer von mindestens funf Jahren angegeben werden (Villa et al.,
2006).

Diese Impfung ist bis jetzt aber nur zur Primarpravention von Zervixkarzinomen zugelassen. Im
Jahr 2000 entdeckten Maura Gillison et al. jedoch schlieB3lich auch den kausalen Zusammenhang
zischen der HPV-Infektion und Kopf-Halstumoren. So wird sich zukiinftig natirlich die Frage
stellen, ob eine Impfung auch in diesem Falle einen Benefit bringen wirde.

Das Humane Papillomvirus ist ein DNA-Virus und gehért zur Familie der Papovaviridae, welche
die Genera Papillomavirus und Polyomavirus umfasst. Medizinische Bedeutung haben aus dieser
Familie jedoch nur die Papillomviren. Das HPV besteht aus einem 8 Kilobasen grof3en, 500kD

schweren, ringférmigen Genom. Die darauf kodierten Proteine werden nach ihren
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Expressionsphasen in frihe (early genes: E1-E8) und spate (late genes: L1, L2) Gene unterteilt
und bewirken die DNA-Replikation, Genexpression und die Virusausreifung. Durch die Wirkung
der Proteine E6 und E7 treten die ausgereiften Epithelien aus der G0-Phase wieder in den
Zellzyklus ein. Daraus resultieren auch die transformierenden Eigenschaften und die onkogene
Potenz, insbesondere der Virustypen 16 und 18. Die Strukturproteine L1 und L2 werden im
Rahmen der aktiven Infektion synthetisiert und bilden die eigentliche Virushulle aus. Innerhalb
der Proteinsequenzen von L1 existieren Strukturen, die typspezifisch sind, wodurch eine genaue

Einteilung und Zuordnung der einzelnen HPV-Typen mdglich ist (McMurray et al., 2001).
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Abb.10: Schematische Organisation (linearisiert) des HPV16-Genoms
E bezeichnet friihe (Early) Genprodukte, L steht fiir die Produkte der spaten (Late) Gene. Die aufgetragene
Skala zeigt die Grof3e der einzelnen Abschnitte in Kilobasen (kb). (nach McMurray et al., 2001)

Viren kénnen sich nur innerhalb von Zellen vermehren, da sie auf den Replikationszyklus der
zelleigenen DNA angewiesen sind. Papillomviren dringen durch Mikrolasionen in das Gewebe ein
und infizieren dort die Basalzellen. Nach der Erstinfektion verbleibt das Virus zunachst Uber einen
langeren Zeitraum intrazelluldr. Die infizierte Zelle enthalt zwar die Virusgene, diese werden aber
vorerst nicht in die menschliche DNA integriert und somit nicht exprimiert. Diese als "latente
Infektion" bezeichnete, klinisch nicht relevante Phase kann Monate bis Jahre andauern. Die
Griinde fiir den Ubergang einer latenten in eine aktive, und damit klinisch relevante Infektion,
sind noch nicht abschlieRend geklart. Der Ubergang von episomal gelegener Virus-DNA zur
Integration ins menschliche Genom scheint schlie8lich eine tumordése Entartung der Zelle zu

ermoglichen (zur Hausen et al., 1994).
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Abb.11: Interaktion der HPV16 und p16 Proteine mit dem Zellzyklus
E7 inaktiviert pRb, welches normalerweise die Produktion von p16 inhibiert.
Klussmann et al. (Aus: http://www.uhrmacherinstitut.de/index.php?id=644)

Vor allem die HPV-Typen 16 und 18 sind mit einem invasiven malignen Wachstum assoziiert
(Lorincz et al., 1992). Durch die Infektion mit dem onkogenen Virus werden Expression und
Vermehrung viraler Proteine in den Basalzellen initiiert. Das Virusgen E6, welches das
gleichnamige Protein E6 kodiert, wird mit Zunahme der Differenzierung der Epithelzellen
vermehrt produziert und bindet und inaktiviert das zellulare Tumorsuppressor-Protein p53
(Hubbert et al., 1992). Das Protein E7 bildet einen Komplex mit dem Rb-Protein, das ebenfalls
als Tumorsuppressor-Protein wirkt. Auerdem bindet E7 an Zyklin-Kinase-Inhibitoren (p21) und
fuhrt so zur Produktion von inaktivem Rb-Protein. All das fihrt dazu, dass die

Wachstumshemmung in den HPV befallenen Zellen ausbleibt (siehe Abb.11) (Boyer et al., 1996).

Protein p16

Protein p16, ein Tumorsuppressorprotein aus 156 Aminosauren und einem Molekulargewicht von
16 kDa, ist ein Zyklin-abhangiger Kinase-4-Inhibitor, der die im G1-Zyklus vorkommenden Zyklin-
D abhangigen Kinasen Cdk4 und Cdk6 hemmt. So wird das Retinoblastomprotein (pRB) nicht
phosphoryliert, und damit der Ubergang in die S-Phase des Zellzyklus verhindert (Serrano et al.,
1993; Ruas et al., 1998). Erfahrt das INK4a-Gen, das p16 kodiert, eine Mutation oder Deletion
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und wird p16 dadurch nicht mehr oder nur fehlerhaft hergestellt, kann dies ein unkontrolliertes
Wachstum bedeuten und so zur Tumorentstehung pradestinieren (Herman et al., 1995).

Das in der HPV-16-DNA kodierte Protein E7 fuhrt wie oben beschrieben zu einer Inaktivierung
des pRB, welches selbst wiederum ein negativer Regulator der p16-Expression ist. Dies konnte
bereits fur an HPV-16 infizierte Oropharynxtumoren nachgewiesen werden. Die Assoziation
zwischen einer Infektion mit HPV16 und einer Uberexpression von p16 in den Tumoren war
sogar so deutlich, dass Klussmann et al. den p16-Status bei oropharyngealen Karzinomen als

Surrogatmarker fur eine Infektion mit HPV vorschlugen (Li et al., 1994; Klussmann et al., 2003).

1.5 Zielsetzung der Studie

Ziel dieser Arbeit soll es sein, drei unterschiedliche Fragestellungen zu beantworten: Zum Einen
soll versucht werden, eine Aussage hinsichtlich der prognostischen Aussagefahigkeit der hier
untersuchten Faktoren zu treffen. Dies geschieht sowohl durch Identifizierung, Quantifizierung
und Korrelation der untersuchten Angiogenese- bzw. Tumorgenesefaktoren untereinander, als
auch durch Korrelation der Faktoren im Tumorgewebe mit den klinisch-pathologischen
Merkmalen der Patienten.

Des Weiteren stellt sich die Frage, ob HPV-induzierte Plattenepithelkarzinome als eigene
Tumorentitat gegenuber den durch Noxen wie Zigaretten- und Alkoholkonsum ausgeldsten
Plattenepithelkarzinomen angesehen werden sollten, oder ob sie eher als Untergruppe derer
einzuordnen sind.

Die dritte interessante Frage, der sich diese Arbeit anzunahern versucht, stellt das
Angiogeneseverhalten bei HPV-assoziierten im Gegensatz zu Noxen-assoziierten Tumoren dar:
Es gilt zu klaren, ob es hier einen signifikanten Unterschied gibt oder ob die beiden durch
unterschiedliche Mechanismen ausgelésten Karzinome &ahnlichen Wachstumsmustern

hinsichtlich der Angiogenese folgen.

2 Material

21 Lésungen, Gebrauchsgegenstinde und Gerate

Gebrauchslésungen

Name Hersteller
Antikdrper-Verdunnungslésung Dako

Aqua ad injectabile Delta Select
Citrat-Monohydrat Sigma

Natriumchlorid NaCl Karl Roth GmbH&Co. KG
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Natriumhydroxid NaOH
Normal goat serum 5%
TRIS-Puffer C4H11NO3
Wassrige Eosinlésung 1%

Wasserstoffperoxid H,O,

Kits
Name

Diaminobenzidin (DAB)-Substratkit,
bestehend aus Chromogen
und Substratpuffer ,DCS-Chromoline*

Nachweissystem Polylink, AP
Peroxidase-Kit
Polymer-HRC ICH Kit

DNA Probe Hybridization/
Detection System in Situ Kit

Primarantikorper und Proben
Name
Anti-Bradykinin-Rezeptor Typ 1
Anti-Bradykinin-Rezeptor Typ 2
Anti-p16

Anti-SphK1

Anti-VEGFR-2

HPV-16 DNA

Gebrauchsgegenstande

Name

Marabu-Fixogum Rubber Cement
Objekttrager ,SuperFrost® Plus®

Parafilm M laboratory film

Pipettenspitzen ep T.I.P.S. LoRetention

Serologische Pipetten 10ml
Standard Reaktionsgefal® 3810

Gerite

Name

Bildbearbeitungsprogramm AxioVision 4.5

Kochplatte AFK EKP-1500.1E CC

Karl Roth GmbH&Co. KG
Dako

Karl Roth GmbH&Co. KG
Apotheke des Klinikums MRI
Karl Roth GmbH&Co. KG

Hersteller

DCS Innovative Diagnostic-Systeme

BioGenex
DCS Innovative Diagnostic-Systeme
DCS Innovative Diagnostic-Systeme

Maxim Biotech

Hersteller

United States Biological
United States Biological
United States Biological
Imgenex

Cell Signaling Technology

Maxim Biotech

Hersteller

Marabu Farben

R. Langenbrinck Labor- und Medizintechnik

Pechiney Plastic Packaging (Chicago)
Eppendorf Deutschland

Sarstedt Aktiengesellschaft & CO
Eppendorf Deutschland

Hersteller
Carl Zeiss
AFK



Macro, fur Pipetten 0,1-100 ml, griin
Magnetruhrer RCTbasic

Mikroskop Axioplan2 Imaging
Mikroskop Video-Kamera MC-3255
Paraffin Streckbad TFB35
pH-Meter pH323

Pipetten Research (variabel)
Reagenzglasschuttler REAX top
Rotationsmikrotom HM355S
Schnellkochtopf Vitavit comfort
Schiittler IKA-Vibrax-VXR
Trockenschrank Modell 400
Waage Sartorius basic

Wasserbad Typ 1003

Zentrifuge Centrifuge 5415 D

2.2 Patientenkollektiv

Labomedic

IKA Labortechnik

Carl Zeiss

Sony AVT Horn
Meditec Medizintechnik
WTW, Nova Analytics
Eppendorf Deutschland
Heidolph

Ingenium AG

Fissler

IKA Labortechnik
Memmert

Sartorius Mechatronics
GFL mbH
Eppendorf-Netheler-Hinz GMBH

Die Gewebeproben von insgesamt 180 Patienten mit primaren Plattenepithelkarzinomen der
Mundhdhle (n=33), des Oropharynx (n=58), des Hypopharynx (n=33) und des Larynx (n=56)
wurden im Rahmen des Sander-Projektes und des BMBF-Projektes (Bundesministerium fir
Bildung und Forschung) im Zeitraum von 1993 bis 1997 aus Operationspraperaten (Exstirpation
des Primartumors, funktionelle oder radikale Neck dissection ein- oder beidseitig und normales
Plattenepithel) gewonnen. Alle Patienten wurden entweder im Klinikum rechts der Isar der
Technischen Universitat Minchen oder in der Universitatsklinik fir Hals-Nasen-Ohrenheilkunde,
Kopf- und Halschirurgie der Universitat Regensburg operiert.

Diese beiden Projekte unterschieden sich lediglich in der Standardtherapie: Eine ausschlieRlich
chirurgische Therapie wurde bei Uberwiegend nicht metastasierten Tumoren gewahit (Sander
Projekt), wahrend in 75% der Falle zusatzlich zur Operation eine postoperative konventionelle
Radiatio bei Patienten mit fortgeschritteneren, metastasierten, resektablen Tumoren bevorzugt
wurde (BMBF-Projekt).

Zum Vergleich wurde aulierdem tumorfreies Normalgewebe der Patienten als Vergleichsgewebe
untersucht. Die histologische Aufarbeitung der Operationspraparate (Haupttumor,
Normalgewebe, Halslymphknoten) erfolgte durch das Institut fir Pathologie des Klinikums rechts

der Isar der TU Minchen. Die Nachbeobachtungszeit betrug 13,5 Jahre.
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Die Patientendaten beinhalten folgende Informationen:

Laborparameter
CRP

Risikofaktoren

Alkohol
Nikotin

Tumor

Grading

Metastasen
Primarlokalisation

pN

pM

pT

Resektionsstatus
Rezidive

Tod als Krankheitsfolge
Therapie
Tumorstadium
Zweittumoren
Krankheitsbedingter Tod

Patientendaten

Geburtstag
Geschlecht
Zeit bis zum eingetretenen Tod

3 Methoden

3.1 Immunhistochemie

Die Farbungen wurden an Gewebeproben von 180 Patienten mit HNSCC durchgefuhrt, die aus
zwei Zentren (Universitatskliniken Minchen und Regensburg) gesammelt wurden. Es wurde von
jedem Patienten versucht, Gewebe aus Tumor- und Normalgewebe des Kopf-Halsbereiches und
— falls vorhanden — aus Lymphknotenmetastasen zu gewinnen. Die Gewebeproben wurden in
der so genannten ,tissue microarray“-Technik aufgearbeitet, die es erlaubt, pro Paraffinblock

deutlich mehr verschiedene Gewebeproben einzubetten (Kononen et al., 1998).
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3.1.1 Vorbereitung der Priaparate

1. Schneiden der Blocke

Vor dem Schneiden der Paraffinblécke werden diese auf einer Kuhlplatte heruntergekihlt, um
das Paraffin zu harten und dinne Schnitte moéglich zu machen. Es werden mit Hilfe des
Rotationsmikrotoms 1,5um dicke Schnitte hergestellt.

Um Faltenbildung zu vermeiden, werden die Schnitte einige Minuten auf die Oberflache eines
42°C warmen Wasserbades gelegt und anschlieBend auf einen Objekttrager aufgezogen. Zum
Trocknen werden die Schnitte zunachst ca. 15 Minuten auf eine Warmeplatte (40°C) gelegt und

anschlieRend Uber Nacht bei 56°C im Ofen getrocknet.

2. Entparaffinierung und Rehydrierung

Da sich Antikérper nur im entparaffinierten Gewebe detektieren lassen und eventuelle
Paraffinreste unspezifisch angefarbt werden kdnnten, musste das Paraffin vollstandig entfernt
werden. Dies geschieht in einem 30-mindtigen Xylolbad (1. Xylolbad: 10 Minuten, 2. Xylolbad: 10
Minuten, 3. Xylolbad: 10 Minuten). In einer absteigenden Alkoholreihe werden die Praparate
anschlieBend rehydriert, beginnend bei Isopropanol bis zum 70%igen Ethanol (1.
Isopropanolbad: 5 Minuten, 2. Insopropanolbad: 5 Minuten, 96%iges Ethanolbad: 5 Minuten,

70%iges Ethanolbad 5 Minuten) und schlieflich in destilliertem Wasser Gberfihrt.

3. Antigendemaskierung

Durch hitzeinduzierte Antigendemaskierung konnen Epitope vom Antikorper erkannt werden. Die
durch die Formalinfixierung verursachten Proteinvernetzungen kénnen durch das Kochen der
Schnitte in einer Kalzium-prazipitierenden L&sung (Citratpuffer pH 6,0) wieder aufgehoben
werden.

Die Schnitte werden im Dampfkochtopf 7 Minuten lang in 2 Litern Citratpuffer pH 6,0 gekocht und

im Anschluss 5 Minuten lang in TRIS-Puffer gewaschen.

4. Hemmung der endogenen Peroxidase

Eine hinzugegebene Peroxidase wird an spaterer Stelle die Anfarbung des Chromogen-
Substratkomplexes katalysieren. Um sicherzustellen, dass nur die berechnete Menge an
Peroxidase fir die Reaktion verantwortlich ist und um falsch-positive Ergebnisse zu verhindern,
muss vorher die endogene Peroxidase gehemmt werden. Diese befindet sich vermehrt in
Erythrozyten, Granulozyten und Mastzellen und hat eine wichtige Aufgabe in der Eliminierung
von freien Radikalen und Schwefelwasserstoff (Loffler et al., 2007).

Um die endogene Peroxidase zu hemmen, werden die Schnitte 15 Minuten lang in 3%igem H,0,
inkubiert. Dazu wird das urspringlich 30%ige H,O, im Verhaltnis 1:10 mit TRIS-Puffer verdinnt.

Die Mischung wird wahrend der Inkubation mit Aluminium-Folie abgedeckt, um eine Zersetzung
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des lichtempfindlichen Schwefelwasserstoffs zu verhindern. AnschlieRend werden die Schnitte

3x2 Minuten in TRIS-Puffer gewaschen.

5. Blockierung mit Ziegenserum

Da der Sekundarantikérper von der Ziege stammt, werden die Proben vor der Inkubation mit dem
Primarantikdrper 30 Minuten lang mit 5%igem Ziegenserum blockiert. So lassen sich
unspezifische Bindungen vermeiden. Dazu wird das Serum zundchst mit TRIS-Puffer auf 5%

verdunnt.

3.1.2 Prinzip und Ablauf der histochemischen Farbung

Die hier verwendete Avidin-Biotin-Komplex-Methode (ABC-Methode) wurde von Hsu et al. als
eine Methode beschrieben, deren Vorteil eine aulRerordentlich hohe Sensitivitat ist und mit der
die Anwendung von Avidin und Biotin in immunbiologischen Untersuchungen weite Verbreitung

und Popularitat gewann (Hsu et al., 1981).

1. Primarantikdrper

Zunachst werden je ca. 200ul des Primarantikdrpers in der jeweils am besten geeigneten
Verdinnung (in DAKO Antikérperverdiinnungslésung) auf die Proben gegeben und eine Stunde
lang bei Raumtemperatur, oder alternativ Uber Nacht bei 4°C, inkubiert. Dieser Primarantikdrper

bindet die spezifischen Antigene, die spater sichtbar gemacht werden sollen.

2. Sekundarantikorper

Nach anschlieRendem Waschen in TRIS-Puffer (3x2 Minuten), um unspezifische Reaktionen zu
vermeiden, werden die Proben mit je 2-3 Tropfen eines biotinylierten Sekundarantikérpers 30
Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert. Der Sekundarantikérper bindet an den Fc-Teil des
Primarantikérpers und wirkt somit in dem Fall als Antigen. Durch den Sekundarantikérper wird
zum Einen eine Verstarkung des Signals erreicht, da mehrere Sekundarantikérper an den
Primarantikérper binden kénnen. Auf’erdem kann das daran gekoppelte Biotin im nachsten
Schritt vom Streptavadin-Peroxidase-Komplex erkannt werden, welcher schlieBlich die
Farbreaktion auslost. Biotin selbst ist ein wasserlésliches Vitamin (Vitamin H), welches als
Wachstumsfaktor in sehr geringen Mengen in jeder Zelle vorhanden ist. Eine relativ hohe
Biotinkonzentration findet man auch in Leber-, Nieren-, Nebennieren und Tumorgeweben (Moss
etal., 1971).
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3. Streptavadin-Peroxidase-Komplex

Nach erneutem Waschen (3x2 Minuten in TRIS-Puffer) werden die Schnitte 30 Minuten lang mit
je 2-3 Tropfen Streptavadin-Peroxidase-Komplex bei Raumtemperatur inkubiert. Dabei bindet
Biotin mit sehr groRBer Affinitdt an (Strept-)Avidin und wird dadurch inaktiviert. Diese nicht
kovalente Bindung verlauft sehr schnell und wird als eine der starksten natirlichen Bindungen
betrachtet (s. Abb.12)

Streptavadin-

Biotin Peroxidase

Biotin-gekoppelter
Polylink-
Sekundirantikorper

Antigen-
spezifischer
Primarantikorper

Antigen

Probe

Abb.12: Darstellung der indirekten immunhistochemischen Antikérperdetektion

4. DAB-Chromogen

Nach erneutem Waschen der Proben (3x2 Minuten in TRIS-Puffer) wird ein Tropfen des 3,3-
Diaminobenzidin (DAB)-Chromogens mit 1ml Pufferlésung verdiinnt und auf die Proben
aufgetragen. Das mit Strepavidin verknlpfte Enzym Meerrettichperoxidase oxidiert das vorher
fast farblose DAB (Diaminobenzidin). Das entstehende, unldsliche Indaminpolymer verursacht
die Braunfarbung, die eine Aussage Uber Lokalisation und Dichte der gesuchten Antigene nun
moglich wird.

Mittels Blickdiagnosik wird die Lange der Inkubationszeit festgelegt, die hier jeweils 2 Minuten
betragt. Um die Reaktion zu stoppen, werden die Schnitte in TRIS-Puffer ca. 10 Minuten lang

gewaschen.
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5. Gegenfarbung und Entwasserung

Die Gewebeschnitte werden schlieRlich mit Hamatoxylin gefarbt und unter flieRendem Wasser
differenziert, wodurch die Zellkerne sichtbar werden.
AnschlieBend werden die Schnitte in aufsteigender Alkoholreihe entwédssert und Uber Nacht

luftgetrocknet.

Spezielle histochemische Farbungen von p16, VEGFR-2, BKB1R und BKB2R

Fir die immunhistochemischen Farbungen aller dieser Faktoren — bis auf die Sphingosinkinase —

wird das Standardprotokoll (s.0.) verwendet. Lediglich das Verdinnungsverhaltnis der Antikdrper
variiert.

- Fur die Detektion von p16 wird der p16-Antikorper im Verhaltnis 1:500 verdunnt.

- Auch der VEGFR-2-Antikdrper wird im Verhaltnis 1:500 verdunnt.

- Der B1-Rezeptor-Antikdrper wird im Verhaltnis 1:50 verdinnt.

- Der Antikorper gegen den B2-Rezeptor-Antikrper wird im Verhaltnis 1:100 verdunnt.

Spezielle histochemische Farbung der Sphingosinkinase

Auch fir die histochemische Farbung der Sphingosinkinase wird zunachst nach
Standardprotokoll (s.0.) vorgegangen. Da jedoch die Etablierung des SphK-Antikdrpers an
Nebennierengewebe vorgenommen wurde, das einen hohen Gehalt an endogenem Biotin
aufweist, muss das endogene Biotin zusatzlich geblockt werden. Hierzu wird der Avidin-Biotin-
Block verwendet, mit dem nach der Inkubation mit H,O, die Gewebeschnitte jeweils 10 Minuten
mit zwei verschiedenen Reagenzien bei Raumtemperatur inkubiert werden. Zwischen den beiden
Schritten werden die Schnitte grindlich in deionisiertem Wasser gewaschen.

Mit dem im Verhaltnis 1:300 verdinnten Antikérper gegen die Sphingosinkinase werden die
Gewebeschnitte nach Standardprotokoll inkubiert.

Die Detektion erfolgt mit dem ,Super Sensitive™ Polymer-HRP Detection System“ von
BioGenex, das mit einer Non-Biotin-Polymer-Technologie arbeitet. Hierbei wird der sekundare,
mit Poly-HRP-Reagenz konjugierte Antikorper, an den primaren Antikdrper gebunden und dann
durch das DAB-Chromogen sichtbar gemacht. Das erste Reagenz dieses Systems (,Super
Enhancer Reagent’) wird bei Raumtemperatur 20 Minuten auf den Schnitten belassen, diese
anschlieRend grundlich mit TRIS-Puffer gespllt, um danach mit dem zweiten Reagenz (,Poly-
HRP-Reagent“) 30 Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert zu werden. Nach erneutem
grundlichem Waschen wird das DAB-Chromogen in der Verdiinnung nach Standardprotokoll 3

Minuten lang auf den Gewebeschnitten belassen.
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3.2 In-situ-Hybridisierung des HPV16

3.21 Vorbereitung der Priaparate

1. Vorbereitungen analog zur Immunhistochemie

Genauso wie zur Vorbereitung der Praparate fir die immunhistochemische Farbung, werden die
zu hybridisierenden Gewebeproben mit einer Dicke von 1,5um geschnitten, entparaffiniert und
rehydriert, sowie 7 Minuten lang im Dampfkochtopf in Citratpuffer gekocht (siehe oben unter 3.2.1
Vorbereitung der Praparate Schritte 1 bis 3). Erst die Hemmung der endogenen Peroxidase

unterscheidet sich etwas vom Immunhistochemie-Protokoll:

2. Hemmung der endogenen Peroxidase

Das Prinzip ist dasselbe wie oben beschrieben, jedoch wird in diesem Fall Proteinase K zur
Hemmung der endogenen Peroxidase verwendet. Die Gewebeproben werden 10 Minuten lang
bei Raumtemperatur inkubiert, danach grundlich in destillietem Wasser gewaschen und
anschlieRend in aufsteigender Alkoholreihe dehydriert und getrocknet (15 Minuten bei

Raumtemperatur).

3.2.2 Prinzip und Ablauf der Chromogen-In-Situ-Hybridisierung CISH

1. Denaturierung der DNA-Sonde

Die Chromogen-In-Situ-Hybridisierung (CISH) erfolgt mittels einer zur HPV-16-DNA

komplementaren DNA-Sonde (DNA-Probe/Hybridization buffer), welche mit Biotin markiert

wurde. Da diese zunachst doppelstrangig vorliegt, wird sie bei 95°C finf Minuten lang denaturiert

und danach sofort auf Eis gelagert.

2. Hybridisierung

Auf einen Objekttrager werden je 30ul der DNA-Sonde pipettiert und das Deckglas aufgelegt.
Wenn der Schnitt frei von Luftblasen ist, werden die Rander mit Fixogum luftdicht abgeschlossen.
Die Denaturierung der doppelstrangigen HPV-DNA erfolgt bei 95°C fur 10 Minuten, die
anschlieRende Hybridisierung bei 37°C Uber Nacht. Bei der Hybridisierung kann sich nun die
komplementare Sonden-DNA mit der DNA des HPV-16 verbinden.

Die nach diesem Schritt noch ungebundene Sonde durch ein 5-minltiges Bad bei 37°C in

5%igem ,Protein block buffer‘, sowie mehrmaliges Waschen (2 mal 3 Minuten) ausgeschwemmt.

3. Detektion
Die Detektion erfolgt nach demselben Prinzip wie bei der Immunhistochemie (siehe 3.1.2 Schritte

3-5). Hier werden die Schnitte 20 Minuten lang mit je 2-3 Tropfen Streptavadin-Alkalische
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Phosphatase (AP)-Komplex bei Raumtemperatur inkubiert. Dabei bindet das an der DNA-Sonde
befindliche Biotin an (Strept-)Avidin. Nach 5-minutigem Waschen in phosphatgepufferter
Salzlésung (PBS) kann die markierte DNA schlief3lich durch Zugabe eines Tropfens BCIP/NBT-
Chromogen (5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat in Verbindung mit Nitroblau-Tetrazoliumchlorid)
angefarbt werden. Das Enzym Alkalische Phosphatase (AP) hydrolysiert nun einerseits BCIP
unter Abspaltung von Phosphat zu 5-Brom-4-chlor-Indolyl, welches anschlieBend durch den in
der Luft vorhandenen Sauerstoff zum tiefblauen Farbstoff 5,5'-Dibrom-4,4'-dichlor-indigo oxidiert
wird. AuRerdem reduziert Alkalische Phosphatase NBT zum ebenfalls blaufarbigen Di-
Formazanfarbstoff (Lewis et al., 1987). Mittels Blickdiagnosik wird die Lange der Inkubationszeit
festgelegt, die hier circa 10 Minuten betragt. Um die Reaktion zu stoppen, werden die Schnitte in
destilliertem Wasser 3x2 Minuten lang gewaschen.

Die Durchfihrung der Chromogen-In-Situ-Hybridisierung wurde durch das Routinelabor des
Institutes fur Pathologie am Klinikum Rechts der Isar vorgenommen (verwendetes Gerat:

Farbeautomat Ventana Benchmark XT, Roche).

3.3  Auswertung der Gewebefarbungen

Fur die Auswertung der immunhistochemischen Farbungen wurde zunachst die Intensitat unter
dem Mikroskop und durch Vergleich mit der Negativprobe bewertet und jeweils 0 bis 3 Punkte

vergeben:

0 Punkte = ,keine Anfarbung*
1 Punkt = ,leichte Anfarbung®
2 Punkte = ,mittelgradige Anfarbung*
3 Punkte = ,starke Anfarbung®

Da bei der Chromogen-In-Situ-Hybridisierung von HPV-16 lediglich ,HPV-negativ® und ,HPV-
positiv* unterschieden wird, wird hier die Intensitat nicht verschlisselt.

Der Anteil positiv angefarbter Zellen der Gewebeproben wurde sowohl bei den
immunhistochemischen Farbungen, wie auch bei der In-Situ-Hybridisierung mit 0 bis 4 Punkten

verschlisselt:

0 Punkte = 0% der Zellen

1 Punkte = <10% der Zellen

2 Punkte = 10%-29% der Zellen
3 Punkte = 30%-59% der Zellen
4 Punkte = 60%-100% der Zellen
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Hierbei wurden im Tumorgewebe und Gewebe der Lymphknotenmetastasen lediglich die
Tumorzellen bericksichtigt, beim Normalgewebe die Epithelzellen.

Bei der In-Situ-Hybridisierung wurde nur der Anteil der angefarbten Zellen betrachtet (s.o0.), so
dass hier bei HPV-positiven Gewebeproben der Gesamtscore zwischen 1 und 4 liegt,
beziehungsweise als ,negativ* oder ,positiv‘ gewertet wird. Hierbei wurden nur Hybride als positiv
gewertet, bei denen die HPV-DNA im Zellkern enthalten war.

Zur Ermittlung des Gesamtscores flir die immunhistochemischen Farbungen wurden die Punkte
von Intensitat und Zellzahl der angeférbten Zellen addiert, so dass dieser bei positiver Farbung
zwischen 2 und 7 liegt. Zur statistischen Auswertung der Immunhistochemie wurde der so
erhaltene Score auf ,gering®, ,mittelgradig“ und ,hochgradig“ minimiert, wobei ein Score von 0-3
als geringgradig, von 4-5 als mittelgradig und von 6-7 als hochgradig zusammengefasst.

Die gefarbten histologischen Schnitte wurden von mir, sowie von zwei Pathologen unabhangig

voneinander ausgewertet und der Mittelwert zu weiteren Berechnung herangezogen.

3.4 Statistische Analyse

Die immunhistochemischen Farbungen wurden nach oben erklartem Prinzip mittels eines Scores
klassifiziert, alle anderen Parameter (Grading, Tumorstaging, Alkohol- und Zigarettenkonsum
etc.) wurden semiquantitativ nach jeweils definierten Kriterien in Gruppen aufgeteilt.

Alle Tests wurden mit SPSS Statistics (Version 19) explorativ durchgefihrt, das
Signifikanzniveau wurde auf 95% festgelegt, so dass Werte mit p<0,05 als signifikant bewertet
wurden.

Es wurden insgesamt 180 Falle in die Tests eingeschlossen, wobei nicht alle Daten bei allen
Patienten vorlagen. Analysiert wurde die Frage nach signifikanten Unterschieden in der
Expression der Parameter in verschiedenen Gewebearten desselben Patientengutes. Hierzu
wurde der T-Test flr verbundene Stichproben gewahlt.

Aullerdem wurden verschiedene Parameter untereinander und mit Patientendaten korreliert, eine
eventuelle Signifikanz wurde hierbei mit dem Chi-Quadrat-Test berechnet. Fir die
Uberlebenszeitanalyse, abhéngig von verschiedenen Parametern, wurde eine Kaplan-Meier-
Kurve erstellt. Es wurden hierfir das 95%-Konfidenzintervall, das mediane Uberleben sowie die

Signifikanz (mit dem Logrank-Test) errechnet.
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4 Ergebnisse
41 Allgemeine Statistik

Daten/Tumorbefunde Anzahl Anzahl (% der Bekannten)
Geschlecht gesamt 180 100,00
maénnlich 164 91,11
weiblich 16 8,89
Primérlokalisation bekannt 180 100,00
Mundhéhle 33 18,33
Oropharynx 58 32,22
Hypopharynx 33 18,33
Larynx 56 31,11
TNM-Klassifikation
pT bekannt 176 100,00
pT1 21 11,93
pT2 66 37,50
pT3 48 27,27
pT4 41 23,30
pN bekannt 180 100,00
pNO 94 52,22
pN1 23 12,78
pN2a 2 1,11
pN2b 41 22,78
pN2c 20 11,11
Grading bekannt 180 100,00
G1 10 5,56
G2 110 61,11
G3 60 33,33
Therapie bekannt 178 100,00
Operation 44 2472
Operation & Strahlentherapie 134 75,28
Resektionsstatus bekannt 122 100,00
RO 118 96,72
R1 4 3,28
Zweittumor bekannt 175 100,00
nein 135 77,14
ja 40 29,63
Rezidiv bekannt 175 100,00
Nein 144 82,29
Ja 31 17,71

Tab. 13: Klinisch-pathologische Daten und Befunde von 180 Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren
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Das Kollektiv umfasst insgesamt 180 Falle, von denen der Grolteil (91,1%) mannlich ist. Das

Alter bei Erstdiagnose liegt im Durchschnitt bei 51 Jahren. Es finden sich 32,2% der

Primartumoren im Oropharynx, 31,1% im Larynx, 18,3% im Hypopharynx und 18,3% in der

Mundhohle.

Primarlokalisation
[CJ Oropharynx
CLarynx
B Mundhohle
[CIHypopharynx

Abb.13: Verteilung der Primarlokalisationen

Die meisten Patienten (64,8%) hatten bei Erstdiagnose maRig fortgeschrittene Primartumoren

(T2 und T3), 48% wiesen Lymphknotenmetastasen auf und Fernmetastasen konnten bei keinem

der Patienten gesichert werden. Ein Grofteil der Karzinome (61%) waren mit einem Grad 2

maRig differenziert.

37



100
60— 80
% % 60
S 40 N
& 2
a0-
20 & 41]
[41] s m
0 | I I 0 T T T
T1 T2 T3 T4 NO N1 N2a N2b  N2c
T-Stadium N-Stadium
Abb.14: Verteilung der T-Stadien Abb.15: Verteilung der N-Stadien
120
100
80
=
8
g 60 10
40
20
f1o]
0 T I
G1 G2 G3
Grading

Abb.16: Verteilung der G-Stadien

Sowohl die mittlere TumorgréRe, als auch der Differenzierungsgrad und der Lymphknotenstatus
variieren mit der Primarlokalisation. Mundhdhlenkarzinome sind hierbei im Mittel am kleinsten
und sind am besten differenziert. Bei Hypopharynxkarzinomen verhalt es sich umgekehrt: sie
sind im Mittel am grofiten und am schlechtesten differenziert. Auch weisen
Mundhdéhlenkarzinome deutlich weniger Lymphknotenmetastasen auf als Hypopharynxkarzinome
(p<0,01) (siehe Abb.17). Betrachtet man die Rezidivhaufigkeit von Tumoren verschiedener
Primarlokalisationen, so zeigen sich bei Mundhdéhlenkarzinomen am haufigsten Rezidive, in

absteigender Reihenfolge bei Oropharynx-, Hypopharynx- und Larynxtumoren seltener.
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Abb. 17: Mittleres T-, G- und N-Stadium bei unterschiedlicher Priméarlokalisation

Die Therapie bestand in 25% der Falle in der alleinigen Operation, die anderen drei viertel der
Patienten erhielten eine zusatzliche Strahlentherapie. Patienten, die eine alleinige Radiatio
bekamen, wurden aus der Studie ausgeschlossen. Der Resektionsstatus lag in 96,7% bei RO.
Ca. 30% der Patienten wiesen einen Zweittumor auf, 70,9% erlitten ein Lokalrezidiv. Die
Uberlebenszeit nach Erstdiagnose lag im Mittel bei 7,3 Jahren.

Drei viertel der Patienten waren zum Zeitpunkt der Erstdiagnose alkoholabhangig, im Mittel

wurden 1,64 Liter Bier pro Tag getrunken. 73% der Patienten waren Raucher.

Betrachtet man die Uberlebenskurven, so zeigt sich, dass vom Gesamtkollektiv der Patienten
knapp 70% nach 5 Jahren noch leben und so per definitionem als ,geheilt“ gelten, wobei nur
Todesfélle beachtet werden, die durch die Tumorerkrankung bedingt waren. Man sieht jedoch
auch, dass gerade nach der definierten ,Heilung® die Uberlebenskurve noch einmal steil abfallt
und erst ca. 10 Jahre nach Erstdiagnose flach wird. Insgesamt sterben ca. 60% der Patienten an

ihrer Tumorerkrankung, wobei die Halfte in den ersten 5 Jahren und die andere Halfte in den
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folgenden 5 Jahren versterben. 10 Jahre nach Erstdiagnose leben also nur noch ca. 40% der

Patienten.

100%—

80%

60%—

Kumulatives Uberleben

40%

T T T T T T
0,0 2,5 5,0 7.5 10,0 12,5

Uberlebenszeit (Jahre)

Abb. 18: Gesamtiiberlebensfunktion
(Median: 7,4 Jahre; 95%-Konfidenzintervall: 5,1-9,6)

Das Gesamtuberleben ist im untersuchten Kollektiv jedoch von einigen Faktoren mehr oder
weniger erheblich abhangig:

Zunachst einmal hat die Primarlokalisation Einfluss auf das Uberleben. Patienten mit einem
Hypopharynxkarzinom hatten demnach die schlechteste Prognose, Patienten mit einem

Karzinom der Mundhéhle die insgesamt beste (siehe Abb. 19).

Primarlokalisation
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Abb. 19: Uberlebenszeit in Abhangigkeit von der Priméarlokalisation
Mundhéhle (Median: 8,3 Jahre; 95%-Konfidenzintervall: 5,7-11,0)
Oropharynx (Median: 8,3 Jahre; 95%-Konfidenzintervall: 3,9-12,6)
Hypopharynx: (Median: 4,9 Jahre; 95%-Konfidenzintervall: 0,3-9,5)
Larynx: (Median: 7,4 Jahre; 95%-Konfidenzintervall: 4,1-10,6)
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AuBerdem hangt die Prognose signifikant vom T-Stadium - also der GréRRe des Primartumors —
ab: Je kleiner der Tumor initial war, desto mehr Patienten Uberlebten ihre Krebskrankheit
(p=0,014) (s. Abb.20). Allerdings ist die Auswirkung beim multivariaten Testen mit den
zusatzlichen Parametern ,Lymphknotenstatus® und ,Rezidivrate“ nicht mehr signifikant, so dass
davon ausgegangen werden muss, dass die TumorgroRe zunachst diese Faktoren beeinflusst,

die jedoch dann einen hochsignifikanten Einfluss auf das Gesamtiberleben zeigen.

T-Stadium
T
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Abb. 20: Uberlebenszeit in Abhangigkeit von der TumorgréRRe (T-Stadium)
T1 — zu wenige Falle
T2 (Median: 9,6 Jahre; 95%-Konfidenzintervall: 8,2-11,0)
T3 (Median: 7,3 Jahre; 95%-Konfidenzintervall: 5,3-9,2)
T4 (Median: 4,9 Jahre; 95%-Konfidenzintervall: 1,7-8,0)

Wie bereits erwahnt, stellt man beim Analysieren des N-Stadiums einen Unterschied im
Gesamtlberleben fest: Je niedriger das initiale N-Stadium, desto besser die Prognose, wobei die
Unterschiede zwischen NO und N2b (p=0,03) sowie NO und N2c¢ (p=0,01) als statistisch
signifikant bis hoch signifikant zu werten sind.

Was besonders auffallt, ist die Form der Kurven (s. Abb.21): Patienten mit
Lymphknotenmetastasen sterben vor allem in den ersten 5 Jahren nach Erstdiagnose, bei
metastasenfreien Patienten verstirbt der Grofdteil erst zwischen dem 5. Und 10. Jahr nach

Erstdiagnose.
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Abb. 21: Uberlebenszeit in Abhangigkeit vom Lymphknotenstadium
NO (Median: 9,6 Jahre; 95%-Konfidenzintervall: 6,6-12,7)
N1 (Median: 9,9 Jahre; 95%-Konfidenzintervall: 3,8-16,0)
N2a — zu wenige Falle
N2b (Median: 2,9 Jahre; 95%-Konfidenzintervall: 0,7-5,0)
N2c (Median: 3,5 Jahre; 95%-Konfidenzintervall: 0,0-7,4)

SchlieBlich spielen noch der Differenzierungsgrad und das Auftreten eines Lokalrezidivs eine
Rolle fiir das Uberleben der Patienten (s. Abb.22). Je geringer der Tumor differenziert ist, desto
schlechter scheint die Diagnose zu sein (p=0,14) (s. Abb.23). Betrachtet man das Vorhandensein
eines Lokalrezidivs, so gehen die Uberlebenskurven weit auseinander (p<0,01). Patienten mit
einem Lokalrezidiv haben nur eine ca. 40%ige Chance, die ersten 5 Jahre nach Erstdiagnose zu

Uberleben und somit die definitionsgemafe ,Heilung“ zu erreichen.

100%— Grading
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Uberlebenszeit
Abb. 22: Uberlebenszeit in Abhangigkeit von der Differenzierung
G1 - zu wenige Falle

G2 (Median: 8,7 Jahre; 95%-Konfidenzintervall: 5,1-12,3)
G3 (Median: 6,3 Jahre; 95%-Konfidenzintervall: 4,8-7,8)
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Abb. 23: Uberlebenszeit in Abhangigkeit von Rezidiven
Kein Rezidiv (Median: 9,7 Jahre)
Lokalrezidiv (Median: 1,4 Jahre; 95%-Konfidenzintervall: 0,7-2,2)

Rauchen hat keinen Einfluss auf die Prognose, so dass Raucher und (lebenslange) Nichtraucher
eine nahezu identische Kaplan-Mayer-Kurve aufweisen. Allerdings sterben starkere Alkoholiker
frGher, als Patienten, die nur wenig Alkohol (0-1Liter Bier/d) tranken, wenn sie auch nicht
signifikant kirzer lebten (s. Abb.24). Da nur ein einziger Patient des Kollektives Wein und ein
anderer zusatzlich Schnaps trank, wurde die statistische Auswertung anhand des ,géngigeren®

Bierkonsums vorgenommen.
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Abb. 24: Mittlere Uberlebenszeit in Abhéngigkeit vom Alkoholkonsum
0-11 Bier/d (Median: 8,4 Jahre; 95%-Konfidenzintervall: 5,9-11,0)
>1l Bier/d (Median: 6,3 Jahre; 95%-Konfidenzintervall: 4,5-8,2)
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4.2 Spezielle Statistik der einzelnen Parameter
421 HPV16

Im Tumorgewebe sind im Durchschnitt deutlich mehr Zellen mit dem HPV16 infiziert als im
Normalgewebe. Insgesamt konnte bei 24,2% der HNSCC das Virus nachgewiesen werden. In
den Lymphknotenmetastasen wurden weniger infizierte Zellen nachgewiesen als im
Normalgewebe (p=0,13) (s. Abb. 25).

0,57

0,47

0,3

Mittelwert

0,2+

0,1+

Normalgewebe Lymphknoten Tumor

Abb. 25: Mittlere HPV16-Infektionsrate in verschiedenen Gewebearten

LR LI

Abb. 26: HPV16-positives Tumorgewebe (63fach vergroRert)

44



HPV16-positive Karzinome verteilen sich wie folgt auf die verschiedenen Primarlokalisationen:
43,5% der HPV16-positiven Zellen finden sich in Oropharynxkarzinome, 30,4% in
Mundhdhlenkarzinomen, 21,7% in Larynxkarzinomen und 4,3% in Hypopharynxkarzinomen.
Vergleicht man die Rezidivrate von HPV16-positiven mit HPV16-negativen HNSCC, so zeigt sich
bei positiven eine deutlich Hoéhere Rate von 40,9% im Gegensatz zu HPV-negativen Tumoren
von 15,5% (p=0,01).

50

40
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20 40,91

Anzahl der Rezidive (%)
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o T T
negativ positiv

HPV-16-Status im Tumorgewebe

Abb. 27: Rezidivquote in Abhangigkeit vom HPV16-Status

AuBBerdem korreliert der HPV16-Status signifikant positiv mit dem Lymphknotenstatus. Generell
findet sich bei HPV16-positiven Tumoren ein héheres Lymphknotenstadium (p=0,03).

Vergleicht man HPV16-positive mit HPV16-negativen Kopf-Hals-Tumoren, so zeigt sich bei der
Auswertung von insgesamt 93 Fallen ein besseres Gesamtlberleben bei Patienten mit HPV16-

negativen Tumoren (siehe Abbildung 28, p=0,27).
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Abb. 28: Uberleben in Abhangigkeit vom HPV16-Status
HPV-negativ (Median: 7,4 Jahre; 95%-Konfidenzintervall: 4,3-10,4)
HPV-positiv (Median: 5,2 Jahre; 95%-Konfidenzintervall: 1,7-8,7)

4.2.2 p16
p16 ist in Lymphknotenmetastasen ca. doppelt so stark exprimiert wie in Normalgewebe. In

Tumorgewebe ist es sogar mehr als 3-fach so stark exprimiert (s. Abb. 29)

4

Mittlere Expression von p16
(%)
1

2,49

T
Normalgewebe Lymphknoten Tumorgewebe
Gewebeart

Abb. 29: Mittlere Expression von p16 in verschiedenen Gewebearten
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Lymphknotenmetastase Tumorgewebe

Abb. 30: p16-Antikérperfarbung in Lymphknotenmetastase und Tumorgewebe (VergréRerung 20-fach)

Es konnte ein negativ proportionaler Zusammenhang zwischen der p16-Expression im
Tumorgewebe und dem Nikotinkonsum (p=0,014) sowie dem Alkoholkonsum (p=0,05) dargestellt
werden (s. Abb. 31).
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Abb. 31: Zusammenhang zwischen der Expression v. p16 in Tumorgewebe und Tabak- bzw. Bierkonsum
* 1=niedrige Expression (Score 0-3); 2=mittelgradige Expression (Score 4-5); 3=hochgradige Expression (Score 6-7)

Betrachtet man die Uberlebensprognose in Abhangigkeit vom p16-Expressionsstatus, so zeigt
sich tendenziell eine schlechtere Prognose bei héherer Expression (s. Abb. 32, p=0,12). Hierbei

wurden alle Kopf-Hals-Tumoren zusammengefasst. Betrachtet man nur die einzelnen
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Tumorlokalisationen getrennt voneinander, so zeigt sich das gleiche Ergebnis fir jede einzelne
Tumorlokalisation. Besonders deutlich ist der Unterschied bei Mundhdhlen- und
Oropharynxkarzinomen, auch wenn die geringe Fallzahl der einzelnen Lokalisationen fir eine

hochsignifikante Aussage zu gering ist.
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Uberlebenszeit (Jahre)
Abb. 32: Uberleben in Abhangigkeit vom p16-Status
Niedriggradig exprimiert -

Mittelgradig exprimiert (Median: 9,4 Jahre)
Hochgradig exprimiert (Median: 6,2 Jahre; 95%-Konfidenzintervall: 5,4-7,0)

4.2.3 BKB1R
BKB1R ist in Tumorgewebe deutlich héher exprimiert als in Normalgewebe (p<0,01), die

Expression in Lymphknotenmetastasen lbersteigt sogar diejenige von Tumorgewebe.

Mittlere Expression von BKB1R

i T
Normalgewebe Lymphknoten-  Tumorgewebe
metastase

Abb. 33: Mittlere BKB1R-Expression in verschiedenen Geweben
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Lymphknotenmetastase

Abb. 34: BKB1R-Antikdrperfarbung in Lymphknotenmetastase und Tumorgewebe (VergroRerung 20-fach)

Aufgrund dieses Ergebnisses wurde die BKB1R-Expression im Tumor (p=0,24) und in

Lymphknotenmetastasen (p=0,67) mit dem Lymphknotenstatus verglichen. Hier ergab sich

jedoch kein signifikanter Zusammenhang.

AuBerdem zeigte sich, dass der BKB1-Rezeptorstatus in groReren Tumoren tendenziell hdher ist
als in Tumoren mit niedrigerem T-Status (p=0,09).

Nachdem BKB1R normalerweise in entziindetem Gewebe hochreguliert wird, wurde die
Expression des Rezeptors mit dem CRP-Wert im Serum (vor Therapie) verglichen. Hier konnte
ein signifikant positiver Zusammenhang gezeigt werden (p=0,045, s. Abb.35). Je hdher die
BKB1R-Expression im Gewebe, desto héher war der mittlere CRP-Wert im Serum: bei geringer

Rezeptorexpression lag der mittlere CRP-Wert bei ca. 10, bei hoher Expression war der mittlere

CRP-Wert fast drei mal so hoch (27,5).
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Abb. 35: CRP-Mittelwert in Abhangigkeit von der BKB1R-Expression im Tumorgewebe
* 1=niedrig exprimiert (Score 0-3); 2=mittelgradig exprimiert (Score 4-5); 3=hochgradig exprimiert (Score 6-7)
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Weiterhin konnte gezeigt werden, dass 5 Jahre nach Erstdiagnose noch deutlich mehr Patienten
mit hoher BKB1R-Expression als mit geringem Expressionsniveau Uberlebt hatten (s. Abb. 36).
Allerdings hatte die Hohe der BKB1R-Expression 10 Jahre nach Erstdiagnose keinen Einfluss
mehr auf die Prognose, weshalb die Uberlebensunterschiede auch nicht statistisch signifikant
sind (p=0,3). Vor allem wahrend der ersten zwei Jahre nach definitionsgemaRer ,Heilung® fallt die

Uberlebenskurve der Patienten mit hoch exprimiertem BKB1R steil ab.
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Abb. 36: Uberlebenskurve in Abhangigkeit der BKB1R-Expression im Tumorgewebe
Mittelgradig exprimiert (Median: 2,6 Jahre; 95%-Konfidenzintervall: 1,6-3,9)
Hochgradig exprimiert (Median: 1,3 Jahre; 95%-Konfidenzintervall: 1,2-1,3)

Diese Ergebnisse lieRen vermuten, dass Patienten mit einem héheren CRP-Wert auch ein
besseres Gesamtiberleben zeigen wirden. Dies ist jedoch nicht der Fall. Es zeigt sich eher die
Tendenz zu einem etwas schlechteren Gesamtiberleben, je héher der CRP-Wert gemessen

wurde.

4.2.4 BKB2R

BKB2R ist in allen Gewebearten eher hoch exprimiert, wobei der Rezeptor im Tumorgewebe im
Mittel am hochsten exprimiert ist, die Unterschiede sind statistisch signifikant (p<0,01) (s. Abb.
37)
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Abb 37: Mittlere BKB2R-Expression in verschiedenen Geweben

Lymphknotengewebe

Abb. 38: BKB2R-Antikdérperfarbung in Lymphknoten- und Tumorgewebe (VergroRerung 20-fach)

Betrachtet man die Kaplan-Meier-Kurve, so zeigt sich — ahnlich wie bei der BKB1R-Expression —
zunachst ein Unterschied im Uberleben zugunsten der Patienten mit héhergradiger BKB2R-
Expression, so dass die Uberlebenskurven nach 5 Jahren deutlich auseinander liegen. Allerdings
versterben die Patienten mit hochgradiger BKB2R-Expression vermehrt nach dem
definitionsgemafRen Zeitpunkt der Heilung und 10 Jahre nach Diagnosestellung leben nur noch
40% der Patienten, unabhangig von der BKB2R-Expression im Tumorgewebe. Aus diesem

Grund ist der Uberlebensunterschied auch nicht statistisch signifikant (p=0,5).
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Abb. 39: Uberlebenskurve in Abhangigkeit der BKB2R-Expression im Tumorgewebe
Mittelgradig exprimiert (Median: 6,0 Jahre; 95%-Konfidenzintervall: 4,5-7,5)
Hochgradig exprimiert (Median: 8,4 Jahre; 95%-Konfidenzintervall: 5,6-11,3)

Allerdings korreliert sowohl der Lymphknotenstatus (p=0,002) als auch der Differenzierungsgrad
(p=0,04) signifikant mit der Héhe der BKB2R-Expression im Tumorgewebe, so dass bei hoch
exprimiertem BKB2R weniger Lymphknotenmetastasen bestehen, die Differenzierung jedoch

schlechter ist.

4.2.5 VEGFR2

Vergleicht man die mittlere Expression von VEGFR2 in den verschiedenen Geweben, so zeigt
sich Uberall eine eher hohe Expression. Die Unterschiede sind minimal, wobei die Expression
von VEGFR2 im Gewebe von Lymphknotenmetastasen im Mittel am geringsten ausgepragt ist (s.
Abb. 40)

Mittelwert der VEGFR2-Expression
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w
w
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Abb 40: Mittlere VEGFR2-Expression in verschiedenen Geweben
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-

Tumorgewebe

Abb. 41: VEGFR2-Antikdrperfarbung in Lymphknoten- und Tumorgewebe (Vergrofierung 20-fach)

Betrachtet man die verschiedenen Kaplan-Meier-Kurven, so zeigt sich kaum ein Unterschied
zwischen Patienten mit mittel- und hochgradiger VEGFR2-Expression. Eine Kurve fir Patienten
mit geringgradiger VEGFR2-Expression lasst sich nicht erstellen, da es nur vereinzelte Falle mit
geringer Expression gibt. Auch Falle mit mittelgradig ausgepragter VEGFR2-Expression sind
deutlich seltener als Falle mit hochgradiger Expression, so dass die Aussagefahigkeit der

Uberlebenskurve eingeschrankt zu werten ist (p=0,78).
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Abb. 42: Uberlebenskurve in Abhangigkeit der VEGFR2-Expression im Tumorgewebe
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4.2.6 SphK1

Shingosinkinase-1 findet sich in Tumorgewebe hochsignifikant starker exprimiert als in
Normalgewebe (p<0,01), sowie im Gewebe der Lymphknotenmetastasen deutlich starker als im
Normalgewebe (p=0,07, s. Abb. 43)
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Abb. 43: Mittlere SphK1-Expression in verschiedenen Geweben
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Abb. 44: SphK1-Antikérperfarbung in Lymphknoten- und Tumorgewebe (VergroRerung 20-fach)

Auch wenn die SphK1 in Tumorgewebe deutlich héher exprimiert ist, als in Normalgewebe, so
zeigt sich jedoch kein Unterschied im Uberleben der Patienten bei verschieden starker SphK1-

Expression im Tumorgewebe. Die Uberlebenskurven decken sich beinahe (s. Abb. 45)
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Abb. 45: Uberlebenskurve in Abhangigkeit der SphK1-Expression im Tumorgewebe
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Niedriggradig exprimiert (Median: 6,3 Jahre; 95%-Konfidenzintervall: 2,0-10,6)
Mittelgradig exprimiert (Median: 7,1 Jahre; 95%-Konfindenzintervall: 5,9-8,3)
Hochgradig exprimiert (Median: 7,5 Jahre; 95%-Konfidenzintervall: 4,5-10,6)

4.3 Zusammenhange zwischen den einzelnen Tumorparametern

Faktor 1 Faktor 2 Signifikanzniveau Korrelationskoeffizient r

HPV16 BKB1R 0,02 0,251
P16 0,39
VEGFR2 0,11
SphK1 0,39
BKB2R 0,39

P16 BKB1R 0,006 0,303
BKB2R 0,022 0,251
VEGFR2 0,019 0,269
SphK1 0,12
HPV16 0,39

BKB1R VEGFR2 0,015 0,254
HPV16 0,02 0,251
p16 0,006 0,303
SphK1 0,27
BKB2R 0,29

BKB2R p16 0,022 0,251
SphK1 0,001 0,317
VEGFR2 0,66
HPV16 0,39
BKB1R 0,29

SphK1 BKB2R 0,001 0,251
BKB1R 0,27
VEGFR2 0,81
HPV16 0,39
p16 0,12

VEGFR p16 0,019 0,269
BKB1R 0,015 0,254
HPV16 0,11
BKB2R 0,66
SphK1 0,81

Tab.21: Zusammenhange zwischen einzelnen gemessenen Parametern
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HPV16

Korreliert man den HPV-Status mit den anderen in dieser Arbeit untersuchten Parametern, so
zeigt sich lediglich mit dem Bradykinin-1-Rezeptor ein signifikanter, in diesem Falle positiver,
Zusammenhang: Bei HPV16-positiven Tumoren ist der BKB1R im Mittel signifikant hdher
exprimiert als in HPV16-negativen Tumoren (p = 0,02, s. Abb. 46).

P16

Gleiches konnte an p16 beobachtet werden: In Tumorgewebe mit hoher p16-Expression wird im
Mittel signifikant mehr BKB1R exprimiert (p<0,01). Es zeigte sich zudem ein signifikanter
Zusammenhang zwischen der p16-Expression und BKB2R (p<0,01) sowie zwischen p16 und
VEGFR2 (p=0,02). Jedoch konnte in dieser Arbeit kein signifikanter Zusammenhang zwischen
HPV16 und p16-Expression gezeigt werden, bei Oropharynx- und Larynxkarzinomen war die
p16-Expression HPV-positiver Karzinome jedoch tendenziell groRer als bei HPV-negativen
Karzinomen (Oropharynx positiv: 2,1 negativ: 1,9; Larynxkarzinome positiv: 2,3 negativ: 1,9).
Betrachtet man die Expression von VEGFR2, so korreliert diese lediglich signifikant mit p16
(p=0,02).
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Abb. 46: Mittlere Expression des BKB1R in Tumorgewebe
in Abhangigkeit vom HPV16-Status und von der p16-Epression im Tumor

56



w
1
W
1

e

Mittlere Expression von p16*
i
1

Mittlere Expression von pl16*

Expression von BKB2R* Expression von VEGFR2*

Abb. 47: Mittlere Expression von p16 in Abhangigkeit von der BKB2R- und VEGFR2-Expression im
Tumorgewebe

BKB1R

Aulerdem wurde die BKB1R-Expression mit den anderen in dieser Arbeit untersuchten
Tumormarkern verglichen. Es konnte neben dem Zusammenhang mit HPV16 und p16 auch ein
signifikanter Zusammenhang zwischen der Expression von BKB1R und VEGFR2 (p=0,015)
gezeigt werden (s. Abb. 49).
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Abb. 48: Zusammenhang zwischen der Expression
von BKB1R und VEGFR2 in Tumorgewebe
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BKB2R und SphK

Neben dem signifikant positiven Zusammenhang zwischen BKB2R und p16, zeigt sich noch ein
hochsignifikant positiver Zusammenhang fur BKB2R mit der Sphingosinkinase-Expression
(p=0,001). Sphingosinkinase an sich korreliert mit sonst keinem hier gemessenen Faktor aul3er
dem BKB2-Rezeptor.

Vergleicht man nun zusammenfassend Tumor- und Normalgewebe, findet man im Tumorgewebe
insgesamt eine hohere mittlere Expression aller in dieser Arbeit untersuchten Parameter als im
Normalgewebe. Dies zeigt sich sehr deutlich vor allem bei p16, Sphingosinkinase, HPV16 und
BKB1R. Weniger ausgepragt sind die Unterschiede zwischen Normal- und Tumorgewebe bei
VEGFR2 und BKB2. Auch im Gewebe der Lymphknotenmetastasen zeigt sich meist eine hdhere
Parameterexpression als im Normalgewebe. Besonders auffallig ist hier das Expressionsmuster
von BKB1R: Hier ist die Expression im Lymphknoten noch héher als im Tumorgewebe.

Betrachtet man die prognostische Aussagekraft der einzelnen gemessenen Parameter, so muss
man feststellen, dass keiner dieser Parameter eine signifikante Aussage zuldsst. Allerdings
lassen sich deutliche Tendenzen darstellen. Der HPV16-Status nimmt wahrend der gesamten 12
gemessenen Jahre kontinuierlich Einfluss auf das Gesamtliberleben, wahrend mit der Hohe der
BKB1R- und BKB2R-Expression zwar die 5-Jahres-Uberlebensrate deutlich variiert, es nach 10
Jahren jedoch keinen nennenswerten Unterschied mehr zwischen den Uberlebenskurven gibt.
Die Hohe der p16-Expression nimmt vor allem Einfluss auf das Gesamtlberleben nach

definiertem Heilungszeitpunkt. VEGFR2 und SphK beeinflussen die Uberlebenskurven kaum.
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5 Diskussion

In dieser Arbeit soll zunachst einmal untersucht werden, ob die verschiedenen, in dieser Arbeit
untersuchten Faktoren jeweils eine prognostische Aussagefahigkeit besitzen bzw. sich auf die
Uberlebenskurven auswirken. Vor allem soll auch der Zusammenhang der einzelnen Parameter
mit dem Angiogeneseverhalten herausgearbeitet werden.

AuBBerdem soll beleuchtet werden, ob HPV16-positive Kopf-Hals-Tumore eine eigene Entitat
darstellen, was sich eventuell in der anderen Verteilung der Parameter, einer sich von de HPV16-
negativen HNSCC unterscheidenden Uberlebenskurve und einem anderen Risikoprofil der

betroffenen Patienten widerspiegelt.

51 Diskussion der Methodik

Zwar wurde das Kollektiv prospektiv erstellt und ist damit statistisch sehr gut auswertbar, jedoch
ist die retrospektive Aufarbeitung im rein immunhistochemischen Versuch als Methode sicherlich
diskutierbar. Zum einen sind Ergebnisse der Immunhistochemie grundsatzlich kritisch zu
betrachten, da sie von den durchfihrenden und auswertenden Personen abhangig sind und die
Ergebnisse so grofien subjektiven Schwankungen unterliegen kdnnen. AuRerdem ist ein Problem
der hier verwendeten Microarray-Technik, dass sich beim Schneiden der Paraffinblécke immer
wieder einzelne Arrays ablésen und somit einige Falle aus der Analyse herausfallen und die
Fallzahl variiert.

Um die Fehlerquote so gering wie mdglich zu halten, wurden die immunhilstochemischen
Farbungen von drei unabhangigen Personen beurteilt. Mithilfe der Erstellung eines Scores, der
die Intensitat und die Anzahl der angefarbten Zellen enthalt, wurde aullerdem versucht, die
Subijektivitdt so gering wie moglich zu halten.

Naturlich ist fixiertes Gewebe nicht in dem Sinne ,lebendig“, als dass man eine Entwicklung,
beispielsweise durch Behandlung mit verschiedenen Stimulatoren, zeigen koénnte. Rein
immunhistochemische Versuche sind eher geeignet, mdgliche Wege und Zusammenhange als
Ausgangspunkt fiir weitere Forschungen in einem groR3en Kollektiv darzulegen. Um diesen dann
nachzugehen, mussten zum einen weitere klinische Studien folgen, zum anderen
Grundlagenforschung im Sinne von Versuchen in der Zellkultur bzw. dem Tiermodell betrieben

werden.
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5.2 Allgemeine Beobachtungen

Bereits 1992 zeigten Roland et. al, dass die Lokalisation des Primartumors einen Einfluss auf die
Prognose hat. Sie untersuchten uber 2000 Falle, wobei Mundhdhlen- und Larynxkarzinomen
allgemein besser differenziert waren als Pharynxkarzinome und wahrscheinlich aufgrund dessen
eine bessere Prognose aufwiesen. Auch das mittlere Lymphknotenstadium war bei Patienten mit
Mundhdhlen- und Larynxkarzinomen geringer (Roland et al., 1992).

Auch mit dem hier untersuchten Kollektiv konnte gezeigt werden, dass sowohl das Grading als
auch das N-Stadium Einfluss auf die Prognose nahmen - je geringer differenziert das
Tumorgewebe war und je groRer und zahlreicher die Lymphknotenmetastasen, desto schlechter
war die Prognose. Betrachtet man die verschiedenen Primarlokalisationen, so zeigt sich in dieser
Arbeit die mit Abstand schlechteste Prognose fir Hypopharynxkarzinome, die beste fir
Mundhdhlen- und Larynxkarzinome. Vergleicht man nun die Differenzierungsgrade von
Tumorgewebe aus den verschiedenen Primarlokalisationen, so sind die Mundhdhlenkarzinome
im Mittel am besten differenziert, die Hypopharynxkarzinome am schlechtesten. Im Vergleich mit
lokalen Lymphknotenmetastasen zeigt sich ein dhnliches Bild: Hypopharynxkarzinome haben das
héchste N-Stadium, Mundhdhlenkarzinome das niedrigste. Diese Beobachtungen lassen den
Schluss zu, dass aufgrund schlechterer Differenzierung und eines hoheren N-Stadiums
Hypopharynxkarzinome das schlechteste Uberleben zeigen und umgekehrt
Mundhoéhlenkarzinome aufgrund der besten Differenzierung und der geringsten Neigung zu
Lymphknotenmetastasen das beste Outcome haben. Larynx- und Oropharynxkarzinome
bewegen sich dazwischen, sowohl beim Betrachten des Gradings, des N-Stadiums als auch in
der Prognose.

Vergleicht man die Tumorgrélien — also die T-Stadien — mit den verschiedenen Lokalisationen,
so erhalt man ein ahnliches Bild. Hypopharynxkarzinome sind bei Erstdiagnose im Schnitt am
groften, Mundhoéhlenkarzinome am kleinsten. Da das Tumorvolumen malfigeblich mit der
Prognose korreliert (O-charoenrat et al., 2003; Fukano et al., 1997) - so dass Patienten mit einem
eher kleinen Tumor weniger Lymphknotenmetastasen und eine bessere Uberlebenschance
aufweisen - kann auch dieser Zusammenhang ein entscheidender Faktor fir die unterschiedliche
Prognose bei unterschiedlichen Tumorlokalisationen sein.

Fukano und O-charoenrat postulierten, dass die schlechtere Prognose bei gréferen, und damit
tiefer ins Gewebe eindringenden Tumoren vor allem aufgrund des dadurch gréferen Risikos an
Lymphknotenmetastasen zusammenhangt. In dieser Arbeit kann gezeigt werden, dass Faktoren
wie TumorgrofRe, N-Stadium und Grading Einfluss auf die Prognose haben und dass Tumoren in
Primarlokalisationen mit schlechterer Prognose auch eine fir die Prognose ,schlechtere®
Zusammenstellung dieser Faktoren aufweisen. Welcher Faktor aber den groflten Einfluss auf ein
bessere oder schlechtere Prognose hat, lasst sich anhand dieser Daten nicht zeigen. Betrachtet

man die unterschiedlichen Uberlebenskurven, so ist die Differenz der Kurven jedoch bei den
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verschiedenen TumorgréRen am auffalligsten, was jedoch schlichtweg mit der spéateren
Diagnosestellung aufgrund von spater auftretenden Symptomen beispielsweise am Hypopharynx
zusammenhangen kann.

Aulerdem zeigen Patienten dieses Kollektivs — ahnlich wie auch andere Kollektive von Patienten
mit HNSCC - mit einem Lokalrezidiv ein deutlich schlechteres Uberleben als Patienten, die
rezidivfrei bleiben (vgl. Hauswald et al., 2011). Vergleicht man die Tumoren verschiedener
Primarlokalisationen nun hinsichtlich der Rezidivquote, so haben Uberraschenderweise die
Karzinome der Mundhéhle mit ca. 34% die héchste Rezidivrate und Hypopharynxkarzinome nur
eine Rezidivrate von 12,5%. Bei Larynxkarzinomen scheint es hier am seltensten Rezidive zu
geben. Dies ist sicherlich ein Mitgrund, warum die Uberlebenskurven der verschiedenen
Tumorlokalisationen nicht so enorm auseinander klaffen, wie man es nach vorangegangenen
Uberlegungen erwarten wiirde.

Es lasst sich zusammenfassen, dass in diesem Kollektiv die Primarlokalisation in
Zusammenschau mit der TumorgréoRe, dem Ausmall der Lymphknotenmetastasen, dem
Differenzierungsgrad sowie dem Auftreten von Rezidiven prognostisch bedeutend sind und zwar
in dem Sinne, dass eine groRere Tumorausdehnung, mehr und/oder groRere
Lymphknotenmetastasen, eine schlechtere Differenzierung und das Auftreten eines Rezidivs die
Prognose des Patienten verschlechtert, was sicherlich der Erwartung entspricht und mit ahnlicher

Literatur konform ist.

5.3 Prognostische Aussagekraft und Angiogeneseverhalten verschiedener
Tumorparameter
5.3.1 HPV16 und p16

Der kausale Zusammenhang zwischen der HPV16-Infektion und Zervixkarzinomen ist lange
bekannt. Im Jahr 2000 wurde durch Maura Gillison nun auch der Kausalzusammenhang
zwischen der lokalen Infektion mit dem Virus und Kopf-Hals-Tumoren nachgewiesen (Gillison et
al., 2000). Da in Oropharynxkarzinomen der gréfte Anteil an HPV-positivien Zellen gefunden
wurde und da der Primartumor HPV-positiver Lymphknotenmetastasen meist im Oropharynx
lokalisiert wurde, wird angenommen, dass vor allem Oropharynxkarzinome mit der Infektion
durch das Virus zusammenhangen (Gillison et al., 2008). Seitdem beschéaftigen sich etliche
Forschungsgruppen mit der Entstehung, Prognose und Therapie HPV16-assoziierter Kopf-Hals —
bzw. Oropharynxkarzinome.

So werden in der Literatur HPV16-positive Kopf-Hals-Tumore bzw. Tumore mit hochpositiver
p16-Expression allgemein als prognostisch giinstig beschrieben. Im Jahr 2010 veréffentlichte

Dayyani in ,Head and Neck Oncology“ eine Metaanalyse Uber 34 Studien seit 1980, die sich mit
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Kopf-Hals-Tumoren in Zusammenhang mit einer HPV-Infektion beschaftigt hatten (Dayyani et al.,
2010). Hier waren 21% der 5681 Kopf-Hals-Tumoren HPV-positiv, bei den meisten wurde der
Subtyp 16 nachgewiesen. Wurden lediglich die Oropharynxkarzinome betrachtet, so zeigte sich
hier sogar eine HPV-Pravalenz von 41%.

Die Assoziation zwischen einer Infektion mit HPV16 und einer Uberexpression von p16 in den
Tumoren wird als so deutlich beschrieben, dass Klussmann et al. den p16-Status bei
oropharyngealen Karzinomen sogar als Surrogatmarker fir eine Infektion mit HPV vorschlugen
(Li et al., 1994; Klussmann et al., 2003).

In dieser Arbeit konnte eine hdhere p16-Epression in HPV-positiven Oropharynx- und
Larynxtumoren nachgewiesen werden, der Zusammenhang war jedoch nicht als signifikant zu
werten. 24,2% der HNSCC waren HPV16-positiv, die Oropharynxtumore fir sich genommen
waren in 33,3% der Falle HPV16-positiv (bei einer Gesamtzahl von 30), was ungefahr mit der
Literatur vergleichbar ist. Da in 33 der 34 oben genannten Studien das Virus per PCR
nachgewiesen wurde, in dieser Arbeit jedoch die In-Situ-Hybridisierung durchgefihrt wurde, bei
der lediglich Zellen als positiv gelten, wenn die Virus-DNA sich im Zellkern befindet, kann dies
den etwas geringeren Prozentsatz der als HPV-positiven Tumore gewerteten Geweben erklaren
(Boy et al., 2006). Denn es ist bekannt, dass die meisten HPV-Infektionen transient verlaufen und
nach einigen Monaten ausheilen kdnnen bzw. dass nur bei einem kleinen Teil der Infizierten auch
nach einigen Jahren noch eine persistierende Infektion nachgewiesen werden kann (Trottier et
al., 2006 und Sycuro et al., 2008), denn erst der Ubergang von episomal in der Zelle gelegener
Virus-DNA zur Integration ins menschliche Genom scheint die tumordse Entartung zu
ermdglichen (zu Hausen et al., 1994).

Der positive Nachweis von HPV-DNA gilt weithin als prognostischer Marker flr langeres
Uberleben (Dayyani et al., 2010), wobei in den meisten Studien Patienten mit allen
verschiedenen Therapieregimen — also operative Therapie mit oder ohne adjuvante Radio-
(Chemo-)Therapie und primare Radio-(Chemo-)Therapie — eingeschlossen wurden. Die
Ergebnisse dieser Arbeit widersprechen jedoch denen der Literatur: Patienten des hier
untersuchten Kollektives, die HPV16-positiv waren, hatten eine weitaus schlechtere Prognose.
Auch wenn der HPV16-Status hier nicht signifikant mit dem p16-Status korreliert, so zeigt sich
doch ahnliche Tendenz fir p16-positive Tumoren: je héher p16 exprimiert war, desto schlechter
war das Gesamtliberleben. Auch dies widerspricht der Literatur. Eine mdgliche Erklarung hierfir
ware der Ausschluss primar bestrahlter Patienten von dieser Studie, denn in der Literatur wird
auch einheitlich beschrieben, dass HPV-positive Kopf-Hals-Tumoren zwar schlechter differenziert
sind und ein héheres N-Stadium aufweisen, jedoch besser auf Strahlentherapie und kombinierte
Strahlenchemotherapie ansprechen (Dayyani et al., 2010). Ahnliches konnte auch in dieser
Arbeit gezeigt werden: Es gab zwar keinen signifikanten Zusammenhang zwischen HPV-
positiven Tumoren und der Differenzierung, jedoch zeigten HPV-positive Tumore ein signifikant

hoheres N-Stadium (p=0,032) sowie mehr Rezidive (p=0,011) auf. Beides ist korreliert signifikant

62



mit einer schlechteren Prognose und kann so das schlechtere Uberleben HPV-positiver, nicht
primar bestrahlter Tumoren erklaren. Interessant ware nun, dieses Ergebnis mit dem Ergebnis

eines primar bestrahlten Kollektives zu vergleichen.

5.3.2 BKB1R

Zur prognostischen Aussagefahigkeit der Expression von BKB1R in Tumorgewebe gibt es
momentan keine Literatur. Dlamini und Bhoola untersuchten die Expression von BKB1R in
Osophagustumoren, konnten in ihrer Arbeit jedoch keine hohere Expression von BKB1R in
Tumorgewebe im Vergleich zu normalem Plattenepithel nachweisen (Dlamini et al., 2005). In
Prostatakarzinomen konnte dies aber gezeigt werden (Taub et al., 2003). AuRerdem scheint eine
erhohte BKB1R-Expression mit einer hdheren Invasivitat, beispielsweise bei dstrogenabhangigen
Mammakarzinomen, einherzugehen (Ehrenfeld et al., 2011). Olejek et al beschrieben zudem eine
héhere BKB1R-Expression in HPV-positiven Cervix-Karzinomen als im Normalgewebe (Olejek et
al, 2000).

In dieser Arbeit konnte eine signifikant héhere BKB1R-Expression in Plattenepithelkarzinomen
als im normalen Epithel des Kopf-Hals-Bereiches gezeigt werden, die sogar noch von der Héhe
der Expression in Lymphknotenmetastasen Uberstiegen wurde.

Die sehr hohe Expression in tumorbefallenen Lymphknoten, aber auch die hohe Expression in
Tumorgewebe an sich, koénnte darauf zurlickzuflhren sein, dass BKB1R vor allem in
entzindlichem Gewebe hochreguliert wird (Schanstra et al., 1998; Ni et al.,, 1998). Denn
Tumorzellen férdern durch Produktion von diversen proinflammatorischen Komponenten
Entzindungsreaktionen (Coussens et al., 2002). Diese These wurde auch von dem signifikant
positiven Zusammenhang zwischen BKB1R-Expression im Tumorgewebe und dem CRP-Wert im
Serum untermauert.

Betrachtet man nun die prognostische Aussagefahigkeit der BKB1R-Expression im
Tumorgewebe, so zeigt sich in dieser Arbeit ein deutlich besseres Uberleben bei hoherer
BKB1R-Expression als bei geringerer Expression. Dies - in Zusammenschau mit der
Abhangigkeit vom CRP-Wert - kdnnte den Schluss nahelegen, dass das Uberleben der Patienten
mit hoéherer BKB1R-Expression aufgrund einer moglicherweise starker ausgepragten
Entziindungsreaktion des Gewebes besser ist. Ein direkter Zusammenhang zwischen der
Uberlebenskurve und dem CRP-Wert im Serum der Tumorpatienten konnte hier jedoch nicht
gezeigt werden. Dieser These misste in weiteren Studien zur Uberlebenskurve in Abhangigkeit
von verschiedenen Entziindungsparametern nachgegangen werden.

Interessant erscheint auch die hier gezeigte signifikant positive Korrelation zwischen der BKB1R-
Expression und der Expression von HPV16 sowie p16. Auch dieser Zusammenhang scheint

bisher nicht untersucht worden zu sein, so dass viel Raum flir Spekulationen bleibt. Zum einen ist
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es denkbar, dass HPV16-induzierte HNSCC eher eine Entziindungsreaktion verursachen als
andere HNSCC. AuRerdem geht man davon aus, dass HPV16-assoziierte Karzinome sich vor
allem in lymphatischem Gewebe — also den Zungengrundtonsillen und den Gaumenmandeln —
finden, wo von Haus aus mehr Entzindungsreaktionen stattfinden als in anderem
Plattenepithelgewebe (Paz et al., 1997).

Weiterhin ist nicht auszuschlieRen, dass p16 oder durch die HPV16-Infektion hochregulierte
Faktoren wiederum die Expression von BKB1R férdern oder umgekehrt.

Es ware in diesem Falle also zum Einen noch zu klaren, ob eine Entziindungsreaktion mit daraus
folgender héherer BKB1R-Expression prognostisch zutraglich ist, wobei sicherlich auch weitere
Entzindungsparameter von Interesse waren. Zum anderen ware interessant, ob sich der positive
Zusammenhang zwischen Héhe BKB1R-Expression und HPV16-Infektion bzw. p16-Expression

in weiteren Studien bestatigt und welcher Mechanismus dem zugrunde liegt.

5.3.3 BKB2R

Es ist bekannt, dass der Bradykininrezeptor B2 ubiquitdr vorhanden ist und somit auch in
Normalgewebe regelmaflig nachzuweisen ist (Leeb-Lundberg et al., 2005). Auch in der
immunhistochemischen Farbung dieser Arbeit konnte der BKB2R sowohl in Normal-, als auch in
Tumor- und Lymphknotengewebe nachgewiesen werden. Es ergab sich ein signifikanter
Unterschied zwischen der Expression von BKB2R in Normal- und Tumorgewebe, wobei die
Expression im Tumorgewebe etwas hdher lag als in Normalgewebe (p<0,05). Dies wurde auch
von Zhang et al. bestatigt (Zhang et al., 2008), wobei auch diese Arbeitsgruppe einen
signifikanten Unterschied in der Expression von BKB2R zwischen Normal- und Tumorgewebe
nachweisen konnten (p=0,045).

Auch zeigen sich grofle Unterschiede im Expressionsverhalten von BKB2R im Tumorgewebe
zwischen verschiedenen Patienten. Betrachtet man die prognostische Signifikanz, so zeigt sich in
der Uberlebenskurve zunachst ein besseres Uberleben bei Patienten mit hochgradiger BKB2R-
Expression im Tumorgewebe, im Gegensatz zur mittelgradig ausgepragten BKB2R-Expression.
Allerdings verschmelzen beide Uberlebenskurven nach 10 Jahren, so dass am Ende des
Beobachtungszeitraumes kein Unterschied mehr zu erkennen ist. Dies erklart, warum der
Einfluss der BKB2R-Expression auf das Uberleben nicht statistisch signifikant ist.

Diese Ergebnisse stehen in leichtem Widerspruch mit der aktuellen Literatur. So wird
angenommen, dass Bradykininrezeptoren eine Rolle in der Tumorangiogenese spielen, diese
férdern und so das Tumorwachstum beglinstigen (Ilkeda et al., 2004; Emerich et al., 2001). Fir
Brustkarzinome konnte auRerdem nachgewiesen werden, dass bei Uberexpression von BKB2R
die Tumorzell-Proliferation gesteigert ist (Greco et al, 2005). Allerdings fehlen bisher Studien, die

den Einfluss verschieden ausgepragter BKB2R-Expression auf das Uberleben untersuchen.
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Vergleicht man in Tumorgewebe das Expressionsmuster von BKB2R mit verschiedenen anderen
Angiogenesemarkern, so zeigt sich ein hochsignifikant positiver Zusammenhang zwischen der
Hohe des BKB2R und der SphK (p<0,01) sowie ein auf dem 10-prozentigen Signifikanzniveau
signifikanter Zusammenhang zwischen der Expression von BKB2R und egfR. Auflierdem scheint
auch VEGFR bei starker Expression von BKB2R hochreguliert zu sein, wenn auch nicht
statistisch signifikant (p=0,112). Diese Beobachtungen gehen mit der Literatur konform und
unterstitzen die Aussage, dass BKB2R wesentlich an der Angiogenese beteiligt ist. Es wurde
bereits vor einigen Jahren beschrieben, dass die Bildung von Sphingosinkinase durch BKB2R-
Uberexpression stimuliert werden kann (Blaukat et al., 2001). AuRerdem wurde in einer Studie
gezeigt, dass Mause, die kein Bradykinin bilden kénnen, eine geringere Expression von VEGFR2
und damit auch ein schlechteres Tumorwachstum aufwiesen (Ykeda Y. et al., 2004).

Interessant ist vor allem die Beobachtung, dass sowohl BKB2R, als auch BKB1R signifikant mit
dem Tumorsupressor-Protein p16 korrelieren (p<0,05). Hierin kdnnte ein Grund fiir das bessere
Uberleben wahrend der ersten 5-7 Jahre bei Uberexpression von BKB2R oder BKB1R liegen:
Eventuell sind Bradykinin und seine Rezeptoren nicht nur an der Angiogenese und
Entzindungsreaktion beteiligt, sondern stimulieren die Expression von p16 und haben so eine
tumorsuppressive Wirkung. Ein solcher Zusammenhang konnte bis jetzt jedoch noch nicht
nachgewiesen werden.

AuRerdem zeigte sich ein hochsignifikant negativer Zusammenhang zwischen dem N-Stadium
und der Expression von BKB2R (p=0,002), so dass auch die geringe Metastasierung eine
Erklarung fir das zundchst bessere Uberleben der Patienten sein kann. Die schlechtere
Differenzierung bei hoher BKB2R-Expression (p=0,04) kénnte bei primar operierten Patienten

eine untergeordnete Rolle spielen.

5.3.4 VEGFR2

Der VEGF-Rezeptor-2 scheint besonders wichtig fir die Induktion der Endothelzellproliferation zu
sein, wie durch die Herstellung von VEGF-Mutanten, die entweder an VEGFR1 oder -2 binden
kénnen, gezeigt wurde (Keyt et al., 1996).

Allerdings konnte in dieser Arbeit kein signifikanter Unterschied in der Expression von VEGFR2
in Tumor- und Normalgewebe gezeigt werden (p=0,44). Zwischen der Expression von VEGFR2
in Normal- und befallenem Lymphgewebe konnte ein etwas gréRerer, wenn auch nicht
signifikanter Unterschied festgestellt werden (p=0,22), VEGFR2 war in allen Gewebearten eher
hoch exprimiert. In der Arbeit von Lalla et al. konnte jedoch ein signifikanter Unterschied
zwischen der VEGFR2-Expression in GefaRendothelzellen und Tumorzellen gezeigt werden, der
vor allem in der Intensitat bestand (Lalla et al., 2003). Auch konnte in dieser Arbeit kein

Zusammenhang zwischen erhdhter Expression von VEGFR2 und Tumorgrof3e,
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Lymphknotenmetastasen, Rezidivhaufigkeit oder dem Gesamtiberleben errechnet werden.
Zumindest ein Zusammenhang zum T-Stadium und der Prognose scheint jedoch als gegeben
angesehen zu sein, wobei in den meisten Studien der Wachstumsfaktor VEGF, und nicht ein
einzelner Rezeptor untersucht wurden (Kyzas et al., 2005).

Auch in einer Metaanalyse von 3 Studien konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen der
Hohe der VEGF-Expression und dem Gesamtiiberleben, nicht aber der Anzahl der
Lymphknotenmetastasen gezeigt werden (Kyzas et al., 2005). Allerdings wurde in der
Metaanalyse lediglich das 2-Jahres-Uberleben beriicksichtigt.

Betrachtet man den VEGFR2 in Zusammenschau mit den anderen hier untersuchten
Parametern, so fallt auf, dass sich eine signifikant positive Korrelation zwischen der Expression
von VEGFR2 und BKB1R bzw. p16, und ein tendenziell positiver Zusammenhang mit der
Expression von BKB2R und HPV16 zeigen. Es wurde bereits beschrieben, dass Bradykinin tber
den VEGF-Rezeptor zur Angiogenese anregen kann, denn im Gegensatz zu Wildtypmausen
konnte in Mausen ohne VEGF-Rezeptor durch Zugabe von Bradykinin die Angiogenese kaum
stimuliert werden (Sanchez et al., 2008). Es ware also durchaus mdglich, dass die Stimulation
des VEGF-Rezeptors Uber den Bradykinin-Bradykininrezeptor-Weg passiert und dass es eine

Interaktion zwischen beiden Rezeptoren gibt. Der genaue Mechanismus bleibt noch zu klaren.

5.3.5 SphK1

Es konnte hier eine hochsignifikante Uberexpression von SphK1 in Tumorgewebe im Vergleich
zu Normalgewebe nachgewiesen werden (p<0,01). Allerdings konnte kein positiver
Zusammenhang zwischen der Expression von SphK1 und der Tumorgréle oder dem
Differenzierungsgrad gezeigt werden. Logisch erscheint demnach, dass die Expression von
SphK1 auch kaum Einfluss auf die Prognose zeigte. So kann die SphK1 nicht als prognostischer
Marker gewertet werden. Allerdings konnte eine signifikant positive Korrelation zwischen der
Expression von SphK1 im Tumor und dem Lymphknotenstadium gezeigt werden. Uber diesen
Zusammenhang gibt es sehr wenig Literatur, allerdings wurde ein Zusammenhang bei
Mammakarzinomen beschrieben: SphK1 scheint einen von egfR unabhangigen Effekt auf die
Migration zu haben (Hart et al., 2005). Dies kénnte auch bei HNSCC der Fall sein und eine
Erklarung fir diesen positiven Zusammenhang sein.

Fur die SphK1 wurde bereits eine Uberlebens- und (Endothel-)proliferationsfordernde Wirkung
gezeigt (Maceyka et al., 2002). Diese These konnte untermauert werden durch signifikant
positive Korrelationen zwischen SphK1 und den Proliferationsfaktoren egfR (p=0,024), pAKT
(p=0,05) und pMAPK (p<0,01) im Tumorgewebe sowie dem Angiogenesefaktor BKB2R
(p=0,001). So scheint die Uberexpression von SphK1 im Tumorgewebe die Proliferation und

Angiogenese positiv zu beeinflussen. Die Zusammenhange zwischen der Expression von SphK1
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und egfR, pAKT und pMAPK wurden bereits in der Literatur beschrieben und gehen mit anderen
Beobachtungen und Thesen konform (Meyer zu Heringdorf et al., 1999; Nemoto et al., 2009).
Eine positive Korrelation zwischen SphK1 und BKB2R wurde bis jetzt nicht direkt untersucht,
allerdings gibt es Hinweise darauf, dass die Aktivierung des BKB2R die Aktivitat von SphK1
stimuliert (Blaukart et al., 2001). Worauf dieser Zusammenhang basiert, muss noch geklart

werden.

54 HPV16-induzierte Karzinome als eigene Tumorentitat

Verschafft man sich einen Uberblick tber die Literatur, die sich mit HPV16-positiven HNSCC
beschaftigt, so scheinen diese Tumoren eine eigene Entitat darzustellen.

Zunachst einmal scheint die Krankheit eher bzw. auch Patienten zu betreffen, die keine Noxen
wie Alkohol oder Tabak konsumieren. Dafiir scheint ein sexuell freizligigeres Verhalten ein
Risikofaktor zu sein, so dass Patienten, die mehrere Sexualpartner - vor allem Oralpartner -
angeben, haufiger betroffen zu sein (Gillison ML et al., 2008). Dies kénnte auch das Ansteigen
der Inzidenz von Tonsillenkarzinomen erklaren (Hammerstedt et al., 2006). Die Betroffenen sind
im Durchschnitt jinger und gehdren einer hdheren sozialen Schicht an. Aul3erdem sind vor allem
Patienten mit Oropharynx- und Mundhéhlenkarzinomen HPV16-positiv (Gillison ML et al., 2008).
HPV16-positive Tumoren scheinen allgemein schlechter differenziert und bei Erstdiagnose ein
hdéheres N-Stadium aufzuweisen, jedoch strahlen- und chemosensitiver zu sein als die Ubrigen
HNSCC (Dayyani et al., 2010; Fakhry et al., 2008).

Auch in dieser Arbeit bestatigt sich das Bild einer anderen Entitat HPV16-positiver HNSCC. HPV-
positive HNSCC waren etwas haufiger bei Nichtrauchern zu finden und auch das Alter der
Patienten mit HPV-positiven HNSCC lag bei Erstdiagnose etwa 2 Jahre unter dem der Patienten
mit HPV-negativen HNSCC. Alleine die Oropharynxkarzinome betrachtet, lag das Alter HPV-
positiver Tumorpatienten sogar 3 Jahre und 8 Monate unter dem der anderen Tumorpatienten.
Ein moglicher Grund fiir den Altersunterschied ware die hdéhere Aggressivitat der Tumorzellen,
die sich auch in diesem Kollektiv in einem héheren N-Stadium und einer héheren Rezidivquote
und — wie oben bereits erwdhnt — in der Literatur in einer schlechteren Differenzierung
niederschlagt.

Zusammenfassend kann man aufgrund des anderen Noxenumfelds, des unterschiedlichen
Patientengutes, des aggressiveren Tumorverhaltens und der besseren Ansprache auf Strahlen-
und Chemotherapie davon ausgehen, dass HPV-positive HNSCC eine eigene Tumorentitat

darstellen.
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5.5 Zusammenfassung und Ausblick

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass keiner der hier untersuchten Parameter, tber eine
Nachbeobachtungszeit von insgesamt 13,5 Jahren, eine signifikant prognostische Aussagekraft
besitzt. Eine Tendenz zur besseren Prognose lasst sich allerdings bei einem negativen HPV16-
Status sowie bei geringerer Auspragung von p16 zeigen. AuRerdem dauert es zunachst langer,
bis Patienten mit einer hohen Expression von BKB1R sowie BKB2R an ihrer Tumorerkrankung
sterben. Interessant ist, dass gerade die Expression ,typischer® Angiogenesemarker wie SphK1
und VEGFR2 keinen Einfluss auf die Uberlebenskurve zeigen.

Zwischen den einzelnen Angiogeneseparametern gibt es Zusammenhange, Uber die in der
Literatur schon langer spekuliert wird und die in dieser Arbeit untermauert werden konnten.
Genaue Interaktionsmechanismen sind allerdings bis jetzt kaum erforscht.

HPV16-positive Kopf-Hals-Karzinome sind sicherlich als eigene Tumorentitat zu werten, wenn
auch in dieser Arbeit keine Unterscheidung getroffen werden konnte zwischen HPV16-
induzierten Karzinomen und Karzinomen, bei denen lediglich das Virus intrazellular
nachgewiesen werden konnte. Entgegen der Annahme, dass HPV16-positive Kopf-Hals-Tumore
eine bessere Prognose aufweisen, zeigte sich hier bei einem Kollektiv primar operierter Patienten
eine gegenteilige Uberlebenskurve. Von Interesse ware sicherlich hier der Vergleich zur

Uberlebenskurve einer primar bestrahlen Population.
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6 Abkiirzungsverzeichnis

%

Abb
ABC-Methode
AP
ATP
BCIP
BMBF
BKB1R
BKB2R
CA
CEA
CISH
CRP
CT
CUP
DAB

dl

DNA
EBV
EGF
EGFR
ENS
ERK1/2
EU

Prozent

Abbildung

Avidin-Biotin-Complex Methode
Alkalische Phosphatase
Adenosintriphosphat
5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat
Bundesministerium fir Bildung und Forschung
Bradykinin-1-Rezeptor
Bradykinin-2-Rezeptor

Carcinom

Carcino-Embryonales Antigen
Chromogen-In-Situ-Hybridisierung
C-reaktives Protein

Computertomographie

Carcinom mit unklarem Primartumor
3,3-Diaminobenzidin

Deziliter

Desoxyribonucleid Acid (Desoxyribonukleinsaure)
Ebstein-Barr-Virus

Epidermal Growth Factor

Epidermal Growth Factor Receptor
Extranodal spread (Kapseliberschreitung)
Extracellular-regulated kinase 1 and 2

Europaische Union

Fragment crystallizable, der konstante Bereich eines Antikdrpers.

Fibroblast-Growth-Factor-4

VEGFR-2

VEGFR-3

gGT - gamma-Glutamyl-Transpeptidase
Glutamat-Oxalacetat-Transaminase
Glutamat-Pyramat-Transaminase
Hamoglobin

Hals-Nasen-Ohren

Head and neck squamous cell carcinomas
Humanes Papillomavirus

Kilo-Dalton
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LK
mg
MHz
mRNA
MRT
NBT
ND
NGF
NNH
NO
OoP
p16
p53
PBS
PDGF
PET
pH
PIGF
Rac
Rho
SCC
SphK

TNF-a
TNM
TRIS

VEGF
VEGFR
VPF

Kinase insert domain containing receptor (= VEGF-Rezeptor-2)

Liter

Lymphknoten

Milligramm

Megaherz

Messenger ribonucleid acid
Magnetresonanztomographie
Nitroblau-Tetrazoliumchlorid
Neck Dissection

Nerve Growth Factor
Nasennebenhdhlen
Stickstoffmonoxid

Operation

Protein 16

Protein 53

Phosphate buffered saline
Platelet-Derived-Growth-Factor

Positronenemmissionstomographie

Pondus Hydrogenii (lat. pondus = Gewicht; lat. hydrogenium = Wasserstoff)

Placenta-Growth-Factor

Ras-related C3-botulinum toxin substrate
Ras homology

Squamous cell carcinomas
Sphingosinkinase

Tumorgrolie

Lymphknotenstadium

Fernmetastasen
Tumor-Nekrose-Faktor a

Tumor, Node, Metastasis
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Unit

Vasoendothelial growth factor
Vasoendothelial growth factor receptor

Vaskularer Permeabilitatsfaktor
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