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2 Einleitung

2.1 Kopf-Hals-Tumoren

Als Kopf-Hals-Tumoren wird eine Gruppe von Neoplasien bezeichnet, die sich
im Mund-, Nasen- und Rachenraum sowie im Hals entwickeln. Hierzu gehéren
Tumoren der Mundhdhle, der Lippen, des Zahnfleisches, der Zunge, des
Gaumens, des Kehlkopfes, des Rachens, der Speicheldriisen, der Nasen- und
Nasennebenhthlen sowie des Mittelohrs. Die malignen Neoplasien werden
dabei in Abhéngigkeit von ihrem Ursprungsgewebe in die von der Schleimhaut
ausgehenden Karzinome, die vom Stutz- und Bindegewebe ausgehenden
Sarkome und die vom lymphatischen Gewebe stammenden Lymphome

eingeteilt.

Diese Malignome kénnen zusatzlich histologisch untersucht werden, um eine
genauere Differenzierung zu ermdglichen. Mit einem Anteil von circa 90% ist
das Plattenepithelkarzinom (Englisch: squamos cell carcinoma of the head and
neck = SCCHN) der am haufigsten zu findende maligne Tumor im Kopf- und
Halsbereich (Duvvuri and Myers 2009).

Kopf-Hals-Tumoren sind in Deutschland bei Mannern die am sechsthaufigsten
vorkommenden Tumoren und machen 5% aller Tumorerkrankungen aus. Bei
Frauen sind nur 2% aller neuen Krebserkrankungen Kopf-Hals-Tumoren
(Statistisches-Bundesamt 2007). Dieser Geschlechterunterschied der Pravalenz
wird durch die h&ufigere Belastung von Mannern mit den Risikofaktoren
Rauchen und Alkohol erklart. Weltweit gesehen sind Kopf-Hals-Tumoren der
sechsthaufigst vorkommende Tumor (Duvvuri and Myers 2009). Es erkranken
vorwiegend &ltere Menschen im Alter zwischen 55-65 Jahren (Robert-Koch-
Institut 2008). Im Jahr 2006 verstarben in Deutschland 6311 Menschen an

Kopf-Hals-Tumoren (Becker and Holzmeier 2006).

Die Entstehung dieser Tumoren ist multifaktoriell bedingt. Als auslosende
Faktoren gelten insbesondere Tabak und hochprozentiger Alkohol, aul3erdem
auch virale Infektionen, radioaktive und UV-Strahlen sowie krebsfordernde
Chemikalien. Auch ein niedriger sozialer Status erhdht das Erkrankungsrisiko
(Conway et al. 2008). Nach einer neueren Studie scheint auch eine Infektion mit



dem humanen Papillomavirus (HPV) Ursache fur ein erhodhtes Erkrankungs-
risiko zu sein (Chaturvedi et al. 2008).

Die Therapie eines Kopf-Hals-Tumors richtet sich zum einen nach der
Lokalisation des Tumors (Mundhohle, Larynx usw.) zum anderen nach der
TNM-Klassifikation. Mit Ausnahme von Nasopharynxkarzinomen wird in der
Regel zunachst eine operative Entfernung des Karzinoms angestrebt. Das
Ausmald der Operation ist dabei von der Tumorlokalisation, der damit
zusammenhangenden Gefal3- und Lymphversorgung und der GroRRe des
Tumors abhangig. Bis auf einige wenige Ausnahmen besonders kleiner und
lokalisiert wachsender Karzinome wird die operative Therapie durch eine
Radiotherapie, seltener durch eine Chemotherapie oder beide erganzt, die
sowohl pra- als auch postoperativ durchgefuhrt werden kénnen. Insbesondere
bei Tumoren des Nasopharynx ist die Strahlentherapie, bei fortgeschrittenen
Karzinomen des Hypopharynx eine Kombination von Strahlentherapie und
Chemotherapie Mittel der Wahl, da in diesen Fallen eine Operation aufgrund
der anatomischen Enge nicht durchfihrbar ist.

2.2 Hypoxie und Radiotherapie

Ein wesentliches Problem bei der Therapie von Plattenepithelkarzinomen der
Kopf-Hals-Region mittels Strahlentherapie stellen die hypoxischen Areale im
Tumorgewebe dar, die im Durschnitt 20-25% des Gesamttumorvolumens
betragen (Vaupel et al. 2007). Als Hypoxie bezeichnet man den Abfall des
Sauerstoffpartialdruckes (pOz) im Gewebe unter 7 mmHg (Vaupel 2004, 2008).
In gesundem physiologisch oxygenierten Gewebe finden sich im Vergleich dazu
pO,-Werte von 20 - 60 mmHg (Normoxie) (Richter and Feyerabend 2002
S.75). Man unterscheidet zwei grundlegende Arten der Hypoxie: Eine
diffusionsbedingte, haufig als “"chronisch® bezeichnete und eine
perfusionsbedingte, oftmals "akut" genannte (Abb. 2-1). Dartber hinaus wurden
auch bereits eine anamisch bedingte Hypoxie und eine durch erhohten
zellularen Sauerstoffverbauch entstehende Hypoxie beschrieben (Vaupel et al.
2001). Zu einer diffusionsbedingten Hypoxie kommt es, wenn die Entfernung
der Tumorzellen vom versorgenden Blutgefal3 die kritische Distanz von 70 pm



Uberschreitet (Vaupel et al. 2001). Ab einer relativ konstanten Entfernung von
100 - 150 pm nimmt der Sauerstoffpartialdruck dann so stark ab, dass die
Tumorzellen nekrotisch werden (Horsman 1998). Auf diese diffusionsbedingte
Art der Hypoxie wurden Thomlinson und Gray bereits 1955 bei Arbeiten mit
histologisch aufgearbeiteten Lungentumoren aufmerksam (Thomlinson and
Gray 1955). Im Jahr 1979 beschrieb Brown erstmals die Existenz einer zweiten,
akuten Tumorhypoxie, die spater durch Chaplin bestétigt wurde (Brown 1979;
Chaplin et al. 1987). Ihre Ursache liegt in einer strukturellen und funktionellen
Abnormitat der versorgenden Blutgefal3e, einem vortibergehendem Stopp des
Blutflusses durch z.B. Thromben und einem erhdhten Gewebedruck (Chaplin et
al. 1987; Vaupel et al. 2001).
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Abbildung 2-1: Schematische Darstellung von diffusionsbedingter und perfusionsbedingter
Hypoxie; dunkel gefarbte Zellen sind hypoxisch, helle Zellen normoxisch (Horsman 1998)

Weitere Faktoren die eine Hypoxie verursachen kénnen sind, wie oben bereits
erwahnt, unter anderem eine Andmie mit Hamoglobinspiegeln von unter 10 -12
g/dl sowie der erhthte Sauerstoffbedarf der sich schnell teilenden Tumorzellen
(Vaupel et al. 2001; Vaupel and Harrison 2004).

Das therapeutische Problem der Sauerstoffmangelversorgung ist die dadurch
erhohte Strahlenresistenz dieser Tumoren. Darauf, dass die Oxygenierung
eines Gewebes offensichtlich eine Auswirkung auf dessen Strahlensensibilitat

hat, wurde man international erstmals 1936 aufmerksam. Mottram beobachtete



damals an bestrahlten Tumorschnitten verstarkte Strahlenschaden in der Néahe
der Tumorkapillaren, den vermeintlich besser oxygenierten Teilen des Tumors,
wohingegen vermeintlich schlechter versorgte, den Kapillaren fern gelegene
Areale, geringere Strahlenschaden aufwiesen (Mottram 1936). Dieser
beobachtete Effekt ist heute unter dem Begriff Sauerstoffverstarkungsfaktor
(Oxygen Enhancement Ratio = OER) bekannt. Er gibt das Verhaltnis der
Strahlendosis von anoxischen zu aeroben Zellen an, bei dem die gleiche
Anzahl an Zellen abgetotet wird. Der Verstarkungsfaktor ist zum einen von der
verwendeten Strahlung abhéngig, zum anderen variiert er je nach
Zellzyklusphase. Bei Gamma- oder Rontgenstrahlung liegt der OER bei 2,5 - 3,
bei Neutronen nur noch bei 1,6 und bei Alpha-Teilchen bei 1 (Richter and
Feyerabend 2002 S.76). Das bedeutet, dass bei Gamma- oder
Rontgenstrahlung unter anoxischen Bedingungen im Gegensatz zu aeroben
Verhéltnissen eine 2,5 - 3 mal héhere Strahlendosis notig ist, um die gleiche
Anzahl an Zellen abzutéten (Sauer 2006 S.52; Vonkadich 2009 S.66).

Diese erhohte Strahlenresistenz von hypoxischen Tumorzellen beruht auf
direkten wie indirekten Effekten des fehlenden Sauerstoffs. Der direkte Effekt
der Hypoxie fuhrt zu einer verminderten Fixierung der durch Bestrahlung
entstandenen DNA-Radikale, was eine Verminderung der strahlenbedingten
DNA-Schaden zur Folge hat. Indirekte Effekte sind Anderungen der
Genexpression, des Genoms und des Proteoms mit den Folgen einer erhéhten
Geninstabilitdit und Entdifferenzierung der Zellen, was wiederum zu einer
erhohten Proliferation von resistenteren Zellen und zu einer Steigerung der
Aggressivitat des Tumors fuhrt. Dies wird durch die erhéhte Expression von
Wachstumsfaktoren (z.B. VEGF) und Proteasen und die Erhéhung der Anzahl
der sich in der GO-Phase befindlichen Tumorzellen bzw. deren Verbleib in der
G1/S-Phase verstarkt (Vaupel and Harrison 2004; Harrison and Blackwell 2004;
Molls 2001; Brown 2002). In mehreren Studien wurde bestatigt, dass diese
Veranderungen im Tumor mit einem erhéhten Risiko der Metastasierung und
Rezidivneigung sowie einer schlechteren Prognose einhergehen (Brizel et al.
1996; Brizel et al. 1997; Stadler et al. 1999; Nordsmark et al. 2005).

Um die hypoxischen Areale eines Tumors zu quantifizieren, hat sich in den

letzten Jahren die Verwendung von 2-Nitroimidazolen durchgesetzt, die
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irreversibel an Zellen, deren Sauerstoffpartialdruck unter 10 mmHg liegt,
binden. Beispiele fur derartige 2-Nitroimidazole sind Pimonidazol, Misonidazol,
EF5 und NITP. So konnte mittels Gabe von Pimonidazol in (in vitro) Studien
eine Vorhersage beziglich des Ansprechens einer Strahlentherapie bei Kopf-
Hals-Tumoren gegeben werden (Kaanders et al. 2002). Besondere klinische
Bedeutung bei der Erkennung von Hypoxie kommt der Verbindung von
Misonidazol mit dem positronenemittierenden °F ([*®F]MISO) zu. Die
abgegebenen Positronen kdnnen nach Bindung des Misonidazols an
hypoxische Zellen mit Hilfe eines PET gemessen werden ([**F]MISO - PET).
Mehrere Studien stellten einen Zusammenhang zwischen mittels PET
gemessener geringerer Aufnahme von [*®F]MISO und besserem Ergebnis der
Strahlentherapie bei Kopf-Hals-Tumoren fest (Eschmann et al. 2005; Hicks et
al. 2005; Thorwarth et al. 2005).

2.3 Das System der Plasminogenaktivierung, sein Zu-
sammenhang mit Hypoxie und seine prognostische

Relevanz

Das Plasminogenaktivierungssystem (PAS) ist ein komplex aufgebautes
System mit einer Vielzahl von Aufgaben und kann durch unterschiedliche
Faktoren aktiviert werden. Im Folgenden sei insbesondere auf das PAS vom
Urokinasetyp, seine Bedeutung bei Tumorinvasion und Metastasierung sowie
sein Zusammenhang mit Hypoxie eingegangen. Es beinhaltet die
Serinproteasen Plasmin, den Plasminogenaktivator vom Urokinasetyp (uPA),
die Serpininhibitoren alpha2-anti-Plasmin, die Plasminogenaktivator-Inhibitoren
Typ 1 (PAI-1) und Typ 2 (PAI-2) sowie den uPA-Rezeptor uPAR.

Die Aktivierung und Deaktivierung der einzelnen Komponenten des PAS
unterliegt einem Kreislauf, der im Folgenden in seinen fur die Zellinvasion
wichtigsten Funktionen dargestellt wird (Abb. 2-2). Zuné&chst wird von den
Zellen eine Vorstufe von uPA (pro-uPA) gebildet und an der Zelloberflache
sekretiert. Dort bindet es an die in der Zellmembran verankerten uPAR und wird

mittels Spaltung einer Peptidbriicke durch Plasmin oder Kathepsin B in uPA



umgewandelt. Der neu entstandene uPA/uPAR-Komplex aktiviert seinerseits
die Umwandlung von inaktivem Plasminogen in aktives Plasmin. Dieser
uPA/UPAR-Komplex kann anschlielend mittels zuvor durch Vitronectin
aktivierten PAI-1 inhibiert werden, wodurch seine Plasminkatalysierung
gestoppt wird. Der neu gebildete PAI-1/uPA/uUPAR-Komplex wird daraufhin in
die Zelle internalisiert und recycelt (Cubellis et al. 1990; Andreasen et al. 1997;
Stoppelli 2002).

Recycling

Signaltransduktion

-

VN/u-PAR
Endozytose — y

Bindung

. Interaktion mit
Integrinen

PAI-1/

uPA/uPAR
Plasminogen

PAI-1/VN

Plasmin

Abbauprodukte

Abbildung 2-2: PAS-Kreislauf, modifiziert von Andreasen et al. (Andreasen et al. 1997);
VN: Vitronectin, ECM: Extrazellulare Matrix

Fur die Zellinvasion von gro3er Bedeutung ist dabei das produzierte Plasmin,
da es zum einen den Abbau von Fibronectin, Laminin, Vitronectin und
Proteoglykanen, zum anderen die Aktivierung von den Kollagenabbau
bewirkenden Metalproteasen zur Folge hat (Dano et al. 1985; Mazzieri et al.
1997; Ramos-DeSimone et al. 1999). Somit kommt Plasmin eine entscheidende
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Rolle beim Abbau der ECM zu, der sowohl fir die Migration von Tumorzellen
als Voraussetzung einer Metastasierung, als auch fur die lokale

Tumorausbreitung von Relevanz ist (Duffy et al. 1999).

Zusatzlich zu dem plasminvermittelten Abbau der extrazellularen Matrix (ECM)
initiiert schon die Bindung des pro-uPAs an den uPAR eine Vielzahl von
Mechanismen, z.B. Interaktionen mit Integrinen, die gesteigerte Expression von
Wachstumsfaktoren und die Vitronectin-uPAR-Bindung, die ebenfalls einen
Degradationseffekt auf die ECM haben (Andreasen et al. 1997). FiUr das
Ausmald des Tumorwachstums, der lokalen Invasion und der Metastasierung ist
jedoch laut mehreren tbereinstimmenden Studien die Menge an katalysiertem
Plasmin der limitierende Faktor (Andreasen 2007).

Das PAS ist auch an vielen physiologischen Vorgangen beteiligt. Die wichtigste
Funktion hierbei ist sein Mitwirken bei der Blutgerinnung und der Fibrinolyse.
Durch Plasmin werden Thromben per Fibrinspaltung aufgelést und die dadurch
enstandene vorubergehende Hypoxie wieder beseitigt. Die Aktivierung des PAS
oder zumindest sein Zusammenhang mit Hypoxie schien daher naheliegend.
Aufgrund verschiedener Studien ist inzwischen bekannt, dass Hypoxie
unterschiedliche Wirkungen auf das PAS hat. So konnte gezeigt werden, dass
sowohl die Mengen von uPAR und PAI-1, nicht jedoch die uPA-Menge, durch
Hypoxie erhdht werden. Fir uPA wurden unter Hypoxie entweder konstante
oder sogar erniedrigte Spiegel festgestellt (Graham et al. 1999; Kietzmann et al.
1999; Weinmann et al. 2002; Schilling et al. 2007; Sprague et al. 2007; Bayer et
al. 2008).

Die Kklinische Relevanz der Rolle des PAS beim ECM-Abbau, der
Metastasierung und der Tumorinvasion konnte zunéchst bei Patientinnen mit
Brustkrebs gezeigt werden. 1988 konnte erstmals nachgewiesen werden, dass
hohe uPA-Spiegel mit einem kirzeren krankheitsfreiem Intervall und einer
geringeren Uberlebensrate einhergehen (Duffy et al. 1988; Duffy et al. 1990).
Dies wurde in der Folge durch verschiedene ahnliche Studien bestatigt, so dass
heute ein hoher uPA-Spiegel als ein wichtiger prognostischer Marker bei
Brustkrebs gilt (Foekens et al. 1992; Spyratos et al. 1992; Ferno et al. 1996).

Die klinische Relevanz des uPA-Spiegels wurde inzwischen auch fir viele
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andere Krebsarten wie z.B. das kolorektale Karzinom oder Magenkrebs erkannt
(Duffy et al. 1999). Durch mehrere Studien wurde dartberhinaus
nachgewiesen, dass bei vielen Krebsarten neben uPA Uberraschenderweise
auch hohe PAI-1-Werte signifikant mit einer schlechteren Prognose
einhergehen (Nekarda et al. 1994; Harbeck et al. 2000; Duffy and Duggan
2004; Hundsdorfer et al. 2005; Binder and Mihaly 2008). Der Mechanismus,
weshalb der uPA-Inhibitor PAI-1 zu einer schlechteren Prognose flhrt, ist bisher
nicht bekannt. Hypothesen dazu sind in den Reviews von Andreasen und
Binder zu finden (Andreasen 2007; Binder and Mihaly 2008).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass dem PAS iber die vermehrte
Bereitstellung unterschiedlicher Komponenten wie z.B. uPAR, uPA, PAI-1, eine
wichtige Rolle beim Wachstum, der Invasion und der Metastasierung
verschiedenster Tumoren zukommt. Die Erhéhung mancher dieser
Komponenten (uPA, PAI-1) kann auf das Vorliegen hypoxischer Areale im
Tumor zuruckgefuhrt werden und geht mit einer schlechteren Prognose der
davon betroffenen Patienten einher.

2.4 Die Rolle von VEGF beim Tumorwachstum, sein
Zusammenhang mit Hypoxie und seine prognostische

Relevanz
Der vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF), oft auch als VEGF-A

bezeichnet, ist ein Glykoprotein der Familie der Blutplattchen-
Wachstumsfaktoren (PDGF), zu der auch noch die Wachstumsfaktoren PIGF,
VEGF-B, VEGF-C und VEGF-D gehtren (Ferrara and Davis-Smyth 1997).
VEGF bindet an zwei VEGF-Rezeptoren (VEGF-Rezeptor 1 + 2), die von
GefalRendothelzellen expremiert werden (Thomas 1996). VEGF ist aus der
Reihe der Wachstumsfaktoren das einzige endothelspezifische Mitogen, dem
daher bei der Entstehung neuer Blutgefal3e die zentrale Rolle zukommt
(Nishida et al. 2006). Dieser, als Angiogenese bezeichnete Vorgang, hat eine

grol3e Bedeutung in der embryonalen Entwicklung, beim Erwachsenen spielt er
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Uberwiegend eine Rolle bei der Wundheilung und der Fortpflanzung (Folkman
and Shing 1992).

Eine der wesentlichsten Voraussetzungen fur das Tumorwachstum ist die
Versorgung der Zellen mit ausreichend Nahrstoffen und Sauerstoff. Ab einer
Tumorgréf3e von ca. 2mm kann diese nicht mehr durch umliegende Blutgefal3e
gewahrleistet werden, es kommt zum sogenannten angiogenic switch was
bedeutet, dass der Tumor fortan eigenstandig ihn versorgende Blutgefalie
entwickelt (Folkman 1972; Arbiser et al. 2002; Carmeliet 2005). Dieser Prozess
wird Uber eine Hochregulation der VEGF-Genexpression mittels
verschiedenster Faktoren, wie z.B. TNF, PDGF, EGF, IL-1, TGF-3, Azidose und
vor allem auch Hypoxie, vermittelt (Ferrara 1999). Das dadurch neu gebildete
VEGF stimuliert in der Folge die Aussprossung neuer Blutgefalle aus
nahegelegenen Kapillaren, die wiederum die ausreichende Versorgung des
Tumorgewebes gewabhrleisten sollten (Bergers and Benjamin 2003). Dass dies
jedoch nicht der Fall ist, liegt an strukturellen und funktionellen Unterschieden
zwischen normalen physiologischen Blutgefafen und denen von Tumoren. Es
wurde gezeigt, dass Tumoren eine abnorme, gewundene und dilatierte
GefaRarchitektur mit vielen blind endenden Gefal3en und eine erhdhte
Gefallpermeabilitat aufweisen. Infolge dessen kommt es erneut zu einer
insuffizienten Versorgung des Tumors mit Nahrstoffen und Sauerstoff, was Uber
oben genannte Faktoren wiederum zu einer erhdhten VEGF-Genexpression
fuhrt (Carmeliet 2005). Neben dieser Neovaskularisation schitzt VEGF neu
gebildete BlutgefalRe mittels Induktion sogenannter Apoptoseinhibitoren wie z.B.
Bcl-2 und Survivin und tragt so noch effektiver zum Tumorwachstum bei (Tran
et al. 1999; Harmey and Bouchier-Hayes 2002).

In mehreren Studien wurde nachgewiesen, dass Hypoxie eine erhdhte
Expression von VEGF und auch seinem Rezeptor nach sich zieht (Shweiki et
al. 1992; Rossler et al. 1999; Ziemer et al. 2001). Die hypoxiebedingte
Regulation von VEGF erfolgt dabei Uber HIF-1a, einem durch Hypoxie
induzierbaren Faktor, der eine gesteigerte VEGF-Expression bewirkt (Forsythe
et al. 1996). Ob dieser erhthten Expression eine prognostische Relevanz
zukommt, ist derzeit unklar. Diesbezlgliche Forschungsergebnisse variieren,

auch wenn die Mehrzahl der Ergebnisse einen Zusammenhang vermuten |asst.
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So konnten diverse Forschungsgruppen bei speziellen Tumoren eine
Korrelation zwischen der VEGF-A-Expression und der Prognose nachweisen,
z.B. fir SCCHN (O-charoenrat et al. 2001; Kyzas et al. 2005), Lungenkrebs
(Niki et al. 2000), kolorektalem Karzinom (Andre et al. 2000; George et al. 2001,
Wilson et al. 2007) und mehreren gynakologischen Krebsarten (Frumovitz and
Sood 2007). Andere Forschungsergebnisse wiederum zeigten Kkeinen
Zusammenhang mit der Prognose, dem Grading oder etwa dem Erfolg einer
Strahlentherapie (Ellis et al. 1998; Decaussin et al. 1999; Aebersold et al. 2000;
Nishida et al. 2004).

2.5 Zusammenhang des Plasminogenaktivierungs-

systems mit VEGF

1990 konnte erstmals durch eine Gruppe um Rifkin festgestellt werden, dass
zwischen den Bestandteilen des PAS und VEGF ein Zusammenhang besteht.
Deren Experimente zeigten, dass VEGF in der Lage ist, die uPA-Expression zu
induzieren (Rifkin et al. 1990). Dass auch PAI-1 mittels VEGF induzierbar ist,
wurde spater durch eine andere Forschungsgruppe beobachtet (Pepper et al.
1991). Diese Ergebnisse legten erstmals die Vermutung nahe, dass uPA und
PAI-1 auch eine Rolle in der Angiogenese spielen kdnnten. Als es vor wenigen
Jahren einer Forschergruppe gelang mittels immunhistochemisch geféarbter
Schnitte von Brustkarzinomen nachzuweisen, dass PAI-1 nicht nur allein von
Myofibroblasten, sondern auch von Endothelzellen exprimiert wird und dies
spater auch in Kolonkarzinomen festgestellt werden konnte, hat sich diese
Vermutung bestatigt. Zudem lag es nahe anzunehmen, dass die vermutete
Rolle von PAI-1 in der Angiogenese bedeutender sei als zunachst erwartet
worden war (Offersen et al. 2003; lllemann et al. 2004). Weiter wurde
beobachtet, dass in Nacktmausen, die kein fur PAI-1 kodierendes Gen tragen,
die Neoangiogenese stark reduziert ist (Bajou et al. 1998; Devy et al. 2002;
Maillard et al. 2005). Auch wenn die exakte Rolle des PAI-1 bei der Entstehung
neuer Blutgefal3e noch ungeklart ist, werden derzeit zwei Alternativen diskutiert.
Zum einen wird vermutet, dass PAI-1 die ECM vor allzu groRem Abbau schitzt

und damit ein fur die Endothelzellmigration und den GefaRaufbau notwendiges
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Gerust aufrecht erhalt (Bajou et al. 2001). Andererseits ist auch eine uber
komplexe Interaktionen gesteuerte Regulation der Adh&sions-, Migrations- und
Wachstumseigenschaften der Endothelzellen denkbar (Pepper 2001). Die
prognostische Relevanz der gefundenen Korrelationen zwischen Teilen des
PAS und VEGF ist bisher kaum untersucht worden. Die wenigen Studien lassen
in Fallen kombiniert erhéhter Werte des PAS mit erhéhten VEGF-Werten jedoch
eine Uberwiegende Korrelation mit einer schlechteren Prognose vermuten
(Konno et al. 2001; Hjortland et al. 2004; Meo et al. 2004; Terada et al. 2005).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Wechselwirkungen des PAS
mit VEGF wesentlich zur Neoangiogenese beitragen und lhre Expression

mitunter Auswirkungen auf die Prognose verschiedener Tumoren hat.

2.6 Fragestellung der Arbeit

Die vorliegende Arbeit untersucht die Auswirkungen von fraktionierter
Bestrahlung auf die Expression und Lokalisation von uPA, PAI-1 und VEGF in
Plattenepithelkarzinomen von Kopf-Hals-Tumoren. Hierzu wurden drei
verschiedene  Plattenepithelkarzinomlinien  (HNSCC) in  Nacktméause
transplantiert und nach dortigem Tumorwachstum mittels unten beschriebener
Methoden untersucht. Folgende Fragen sollten mit Hilfe dieser Experimente
geklart werden:

1. Andert sich wahrend der Bestrahlung die Expression von uPA, PAI-1
und/oder VEGF wund Iasst sich ein Zusammenhang mit der
Strahlenresistenz (TCDs) erkennen?

2. Andert sich wahrend der Bestrahlung die Lokalisation von uPA, PAI-1
und/oder VEGF wund I&sst sich ein Zusammenhang mit der
Strahlenresistenz (TCDso) erkennen?

3. Lassen die gewonnenen Daten das Ansprechen einer Strahlentherapie
vorhersagen und somit Marker erkennen, die eine anpassbare Therapie

erlauben?
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3 Material und Methoden

3.1 Antikorper

Die beiden wesentlichen Nachweisverfahren fur die uPA, PAI-1 und VEGF-
Proteinmengen dieser Arbeit, die Immunhistochemie und der Double-Antibody-
Sandwich-ELISA, arbeiten nach einem grundsatzlich identischen Prinzip. In
beiden Fallen werden Proteine mit Hilfe einer mdglichst spezifischen Antikdrper-
Antigen-Reaktion gebunden und spéter mittels Zugabe eines Chromogens

sichtbar gemacht.

Antikérper (Immunglobuline) bestehen jeweils aus zwei identischen leichten
sowie zwei identischen schweren Ketten (Abb. 3-1). Sowohl leichte als auch
schwere Ketten besitzen eine konstante und eine variable Region. Die
Immunglobuline sind aufgrund ihrer unterschiedlichen physikochemischen und
biologischen Eigenschaften der konstanten Domanen der schweren Ketten in
funf Hauptklassen eingeteilt (IgG, IgM, IgA, IgD, IgE). Diese kénnen anhand
geringer Unterschiede in der Aminosauresequenz des konstanten Teils weiter

in Unterklassen gegliedert werden.

variabel konstant
Nte Kette
N schwere Kette

C
i - COOH
Vy - ‘ ‘
: Cha Chs
1 COOH
AL
NH, ‘

NHZ 4

T 1 ]
I

Fab Fc
Antigenbindung Effektorfunktion

Abbildung 3-1: Struktur des Immunglobulinmolekils (Duale Reihe, medizinische Mikrobiologie)

Die leichten Ketten bestehen aus jeweils zwei als Lambda oder Kappa
bezeichneten Ketten. Schwere und leichte Ketten sind tber Disulfidbricken
verbunden, wodurch die Immunglobuline ihre typische Form eines Ypsilons
erhalten. Durch Aufspaltung mittels Papain erhalt man zwei identische Fab-
Fragmente, die fur die Antigenbindung verantwortlich sind und ein Fc-Fragment,

das fir die Effektorfunktion des Immunglobulins zustandig ist. Der amino-
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terminale, in seiner Aminosauresequenz variable Teil des Fab-Fragments tragt
hierbei die Antigenbindungsstellen. Man nennt diese Bindungsstellen Paratope.

Sie reagieren mit den Epitopen des Antigens gegen das sie gerichtet sind.

Man unterscheidet weiter Antikérper monoklonalen und polyklonalen
Ursprungs. Ein monoklonaler Antikdrper stammt aus einem einzelnen Klon von
Plasmazellen. Er richtet sich nur gegen ein spezifisches Epitop des Antigens,
wohingegen ein von mehreren Plasmazellklonen erstellter polyklonaler

Antikdrper mit verschiedenen Epitopen des Antigens reagieren kann.

Die bei der Immunhistochemie dieser Arbeit verwendeten Kaninchen-Antikdrper
gegen uPA und PAI-1 waren polyklonalen Ursprungs. Bei den Farbungen
gegen VEGF wurde zunachst ein monoklonaler, im weiteren Verlauf der Arbeit

ebenfalls ein polyklonaler Kaninchen-Antikorper verwendet.

3.2 Tumormodell

Das Tumormodell wurde im Rahmen einer Kooperationsarbeit von der Klinik
und Poliklinik fur Strahlentherapie und Radioonkologie der medizinischen
Fakultat Carl Gustav Carus der TU Dresden entwickelt (Rosner et al. 2004).

3.2.1 Tiere

Das Tumormaterial stammt von 7-14 Wochen alten, sowohl weiblichen als auch
mannlichen NMRI  (nu/nu) Nacktméusen (Experimentelles Zentrum,
Medizinische Fakultat Carl Gustav Carus der TU Dresden). Die Tiere wurden
bei einer konstanten Temperatur von 26°C, einer Luftfeuchtigkeit von 60% und
bei einem 12h-Tag-Nacht-Rhythmus gehalten. Gefittert wurde eine Diat mit

handelstblichem Futter fir Labortiere sowie Wasser nach Belieben.

3.2.2 Zelllinien

Die Xenografttumore wurden aus drei etablierten Plattenepithelkarzinom-
zelllinien des Kopf- und Halsbereichs produziert (Yaromina et al. 2007). UT-
SCC-15 und UT-SCC-14 (University Turku Squamous Cell Carcinome 15 und

14) stammen aus dem Labor von Prof. Grénman der Universitat Turku,
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Finnland. FaDupp hingegen ist kéauflich erwerbbar (LGC Standards GmbH,
Wesel, Deutschland).

UT-SCC-15 ist ein relativ differenziert wachsender (G1), keratinisierender

Primartumor der Zunge eines 51-jahrigen Mannes.

UT-SCC-14 ist ein maRig differenziert wachsender (G2), nicht keratinisierender
Rezidivtumor der Zunge, der nach Operation und Bestrahlung einem 25-

jahrigem Mann entnommen wurde.

FaDupp (Sublinie der Zelllinie FaDu ATCC HTB-43 [Amercian Type Culture]) ist
ein malRig differenziert wachsender (G3), nicht keratinisierender Prim&rtumor

des Hypopharynx eines 56-jahrigen Mannes.

3.2.3 Transplantationsschema
Um das Immunsystem der Mause zusatzlich zu supprimieren und damit eine
geringere Absto3ungsreaktion zu erhalten, wurden die Tiere jeweils zwei Tage
vor der Tumortransplantation mit 4 Gy ganzkorperbestrahlt (200kV, 1,3 Gy/min,
0,5 mm Cu-Filter). Eine Ubersicht tiber das Schema der Transplantation gibt
Abbildung 3-2.

Transplantationsschema
Zelikultur

Generation F1
(Achselhshle)

Generation F2
{Rlcken)

Cryostock

Generation Cryo |
(Riocken)

Generation Cryo |
(Riicken)

Experimentalkoho Wy Experimentalkohorts B

(Hinterbeir) n  (Hinterbein) (Hinterbein)

Tumorkonstanz
untersuchungen

Abbildung 3-2: Tumortransplantationsschema nach Rosner et.al. (Rosner et al. 2004)

18



Zunéchst wurden 107 Tumorzellen aus Zellkultur in die rechte Achselhdhle der
Tiere transplantiert (Generation F1). Nach ausreichendem Wachstum wurden
diese Tumoren dann auf den Rucken verpflanzt (Generation F2). Aus den
enstandenen Tumoren wurde ein umfangreicher Cryostock erstellt. Von den
Cryostocks ausgehend wurden erneut die Ricken der Tiere mit dem Tumor
geimpft (Generation Cryo 1 + 2). Diese wiederum wurden letztlich auf die
Hinterbeine der Mause transplantiert und dort bis zum Tumorendvolumen
(Durchmesser von ca. 7mm) belassen. Wahrend des Transplantationsvorgangs
wurden fur jede Generation Tumorkonstanzuntersuchungen durchgefuhrt.
Diese beinhalteten die Messungen der Tumorverdoppelungszeit in vivo,
histologische Untersuchungen, DurchfluBzytometrien und die Isoenzym-
bestimmungen der LDH des Tumorgewebes zum Ausschluss eines

Maustumors.

3.2.4 Bestrahlungsschema

Nach Erreichen der erwiinschten Groéfl3e der Tumore (Durchmesser von 7mm)
wurden diese nach dem unten grafisch dargestellten Schema fraktioniert (2 Gy
/Bestrahlungssitzung) bestrahlt (Abb. 3-3).

IO S S
AN IRAAEARINALEL

EEEEEE IR I RN
0 4 6 13 20 ;\(days)»

Abbildung 3-3: Bestrahlungsschema der Xenografttumore

Um die Strahlenresistenz eines experimentellen Maustumors zu bestimmen
wird Ublicherweise die Gesamtdosis in Gray angegeben, bei der in 50% der
Féalle mit einer lokalen Tumorkontrolle zu rechnen ist (TCDsp = Tumor-
Kontrolldosis) (Yaromina et al. 2007). Diese Dosis variiert von Tumor zu Tumor
und korreliert, wie in 10 Plattenepithelkarzinomlinien (inklusive der drei in dieser
Studie untersuchten Tumorlinien) nachgewiesen, mit dem Ausmaf} der

hypoxischen Areale in diesem (Yaromina et al. 2005; Yaromina et al. 2006).
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Eine hohe Gesamtdosis bedeutet, dass es sich um einen strahlenresistenten,
eine niedrige Gesamtdosis, dass es sich um einen strahlensensiblen Tumor
handelt. Von den in dieser Arbeit verwendeten Tumorlinien besitzt UT-SCC-15
die niedrigste (TCDsp = 35 Gy), UT-SCC-14 eine mittlere (TCDso = 44 Gy) und
FaDupp die htéchste (TCDsp = 62 Gy) Strahlenresistenz.

3.2.5 Weiterverarbeitung der bestrahlten Schnitte
Nach gewinschter, fraktioniert verabreichter Gesamtbestrahlungsdosis (O, 6,
10, 20, 30 Gy) wurden die Tumoren entnommen, in flissigem Stickstoff
schockgefrostet und nach dem in der Grafik dargestellten Schema geschnitten
(Abb. 3-4). Die Tumoren wurden dabei in einzelne Segmente eingeteilt, aus
denen jeweils 16 serielle, 10um dicke Gefrierschnitte gefertigt wurden. Beim
Schneidevorgang wurden die Schnitte durchnummeriert, die erste Zahl der
Nummerierung stand dabei fur das Segment, die zweite fur die Nummer des
Schnitts (zum Beispiel stand die Nummer 2/4 fir den vierten seriellen Schnitt

aus dem zweiten Segment).

m

N
A

— —— 2/1-2116 ﬁ\
A \

i,
A

Segment 3 —— 3M -3/16

USW. /

Tumorstuck fur Lysate

Abbildung 3-4: Schnittmuster fir die Weiterverarbeitung der Tumore

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Schnitte der Segmente 2 und 3 zur Farbung
verwendet. Schnitthummer /2 wurde jeweils fir die PAI-1-, Nummer /3 fur die
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VEGF- und Nummer /4 fir die uPA-Farbung verwendet. Die Schnitte mit der
Nummer /5 wurden zumeist als Negativkontrollen verwendet. Der untere Teil
des Tumors (siehe Abb. 3-4: Tumorstlick fur Lysate) wurde zur Herstellung der

im folgenden beschriebenen Tumorlysate verwendet.

3.3 Tumorlysate

3.3.1 Herstellung der Tumorlysate
Die Tumorlysate wurden mit Hilfe eines Dismembrators hergestellt, der unter
Zuhilfenahme einer Mahlkugel durch hochfrequentes Schiitteln ein Zermahlen
harter Proben (hier gefrorene Tumorstiicke) bewirkt.

Zu Beginn der Herstellung wurde ein Stander fur Cryordhrchen auf —80°C
gekuhlt. AnschlieRend wurden die Cryoréhrchen aus dem —80°C Kiuhlschrank
entnommen und sofort in flussigem Stickstoff gelagert. Es folgte das Wiegen
der Tumorstiicke sowie die Platzierung einer zuvor auf Trockeneis gekihlten
rostfreien Mahlkugel aus Stahl in jedem Cryorohrchen. Jeweils vier
Cryorohrchen wurden dann aus dem flissigen Stickstoff genommen, in den
Cryoréhrchen-Behélter gesteckt und auf dem Dismembrator festgeschraubt.
Nach Verschluss des Sicherheitsglases wurde der Behalter im Dismembrator
bei 2500Hz fir 30s geschuttelt. Den jetzt zerstoRenen Tumorstickchen wurde
daraufhin 26,6ul raumtemperierten TBST/g Tumor zugegeben. Danach wurden
die Rohrchen fir 16 Stunden bei 4°C rotiert. Am zweiten Tag folgte das
Zentrifugieren der Reaktionsgefal3e bei 4°C und 14000rpm (ca. 10000 g) fir 10
Minuten. Nach dem Sammeln der Losungen wurden diese auf jeweils drei
ReaktionsgefalRe aliquotiert und bei —80°C gelagert.

3.3.2 Proteinbestimmung und Nachweis von uPA, VEGF und
PAI-1-Konzentrationen mittels ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay)

Das Prinzip der ELISA-Farbung ist dem der immunhistochemischen Farbung
sehr ahnlich (Abb. 3-5). Der wesentliche Unterschied ist lediglich, dass anstatt

der AEC-L0Osung ein anderes Substrat zur Farbreaktion verwendet wird.
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Die bei der Proteinbestimmung und den ELISAs verwendeten Materialien sind

in der nachfolgen Tabelle 3-1 aufgelistet.

Tabelle 3-1: Reagenzien und Materialien Proteinbestimmung und ELISAs

Reagenz bzw. Material

Quelle

IMUBIND® uPA ELISA Kit (Product No.
894)

American Diagnostica inc., Stamford, CT,
USA

IMUBIND® Tissue PAI-1 ELISA Kit
(Product No. 821)

American Diagnostica inc., Stamford, CT,
USA

DuoSet ELISA Development Kit fur
humanes VEGF (Cat. Nr. DY293B)

R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, USA

BCA Protein Assay Kit

Pierce, Rockford, IL, USA

Tween 20 (zu Synthese)

Merck Schuchardt OHG, Hohenbrunn,

Deutschland

Triton X-100

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

TBS (Tris Buffered Saline)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

96-Well-Mikrotiterplatte: Nunc F96
Microwell™ Plates Maxisorp

Thermo Fischer Scientific (Nunc GmbH &
Co. KG), Langenselbold, Deutschland

3.3.2.1 Proteinbestimmung

Um die Konzentration von uPA, PAI-1 und VEGF in den Tumorproben
errechnen zu kénnen war es notwendig, den Proteingehalt der jeweiligen
Lysate zu kennen. Das Prinzip der Proteinbestimmung beruht auf zwei
voneinander unabhéngigen Reaktionen. Im alkalischen Milieu wird Cu®* durch
Proteine zu Cu’* reduziert (Biuret-Reaktion). Jeweils ein entstandenes Cu'*-lon
bildet mit zwei

hinzugegebenen Molekilen Bicinchoninsaure (BCA) einen

Chelatkomplex, welcher sich in einer lila Farbe darstellt.

Zu Beginn des Versuchs wurde zunachst der Albumin-Standard mit TBST auf
die gewilnschten Konzentrationen verdinnt. Die zu bestimmenden Proben
wurden standardmafig im Verhéltnis 1:5 verdiinnt. Nach dieser Vorbereitung
wurden 50ul Standard oder Probe pro Loch auf die 96-Well-Mikrotiterplatten
aufgetragen. Danach wurden zusatzlich pro verwendetem Loch 200ul der frisch
hergestellten AB-Losung (BCA Protein Assay Kit) zugegeben. Die Platten
wurden daraufhin bei Raumtemperatur Giber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag

22



wurde die Proteinkonzentration mit Hilfe eines Photometers (BioTek EL808,
Firma BioTek Instruments GmbH, 74177 Bad Friedrichshall, Deutschland) bei
einer Wellenlange von 550nm gemessen. Die Proteinkonzentration der Proben
wurden vom ELISA-Reader automatisch von der Standardreihe ausgehend

berechnet.

3.3.2.2 uPA-und PAI-1-ELISA

Am ersten Tag des Versuchs wurden auf die, bereits von american diagnostica
mit einem uPA- bzw. PAI-1-Antikdrper beschichteten, 96-Well-Mikrotiterplatten
pro verwendetem Loch 100ul uPA- bzw. PAI-1-Standard oder verdinntes
Tumorlysat aufgetragen. Die Platten wurden dann tber Nacht bei 4°C in einer
feuchten Kammer inkubiert. Am zweiten Tag wurden die Platten nach
viermaligem Waschen mit Waschpuffer (0,1% Triton X-100 in PBS) mit
100pl/Loch des Nachweis-Antikorpers fur eine Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert. Es folgte erneut viermaliges Waschen mit Waschpuffer. Danach
wurde je Loch 100ul des verdinnten Enzymkonjugats zugegeben und neuerlich
eine Stunde bei RT inkubiert. Nach erneutem viermaligem Waschen mit
Waschpuffer folgte die Zugabe von 100ul Substrat pro verwendetem Loch flr
eine Inkubationszeit von 20 Minuten. Nach dieser Zeit wurde die Reaktion mit
der Zugabe von 50pul Stopplésung (0,5N H,SO4) gestoppt. Die Farbung wurde
unmittelbar nach Zugabe der Stopplosung in einem ELISA-Lesegerat (BioTek
EL808, Firma BioTek Instruments GmbH, Kocherwaldstrasse 34, 74177 Bad
Friedrichshall, Deutschland) bei 450nm gemessen.

3.3.2.3 VEGF-ELISA
Am ersten Tag des Versuchs wurden 100pl/Plattenloch des mittels PBS auf
1,0pg/ml verdinnten Capture-Antikdrpers auf die Platte aufgetragen und bei RT
Uber Nacht inkubiert. Am zweiten Tag folgte zunéchst ein dreimaliges Waschen
der Platte mittels Waschpuffer (0,05 % Tween®20 in PBS). Danach wurden
300pl Reagenzverdinner (1% BSA in PBS, filtriert) zugegeben und bei RT ein
bis zwei Stunden inkubiert. Nach neuerlichem dreimaligem Waschen mit
Waschpuffer wurden 100pul verdiinnte Probe bzw. Standard pro Well zugegeben
und bei RT zwei Stunden inkubiert. Danach wurde nach nochmaligem

dreimaligem Waschen mit Waschpuffer 100pl des Detektions-Antikdrpers pro
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Well zugegeben und nochmals fur zwei Stunden bei RT inkubiert. Es folgte
dreimaliges Waschen mit dem Waschpuffer sowie die Zugabe von 100ul/Well
1:200 in Reagensverdinner verdiinnter Streptavidin-Meerrettichperoxidase.
Bei Dunkelheit und RT folgte eine Inkubation von 20 Minuten. Hiernach wurde
die Platte dreimalig mit Waschpuffer gewaschen, worauf die Zugabe von
100pl/Well Substratlosung sowie eine Inkubation von 20 Minuten bei RT und
Dunkelheit erfolgte. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 50ul/Well
Stopplosung gestoppt. Die Farbung wurde unmittelbar nach Abstoppen der
Reaktion in einem ELISA-Lesegerat (BioTek EL808, Firma BioTek Instruments
GmbH, 74177 Bad Friedrichshall, Deutschland) bei 450nm gemessen.

3.4 Tumorschnitte

3.4.1 Histologische Aufarbeitung der Tumorschnitte nach der

Labeled-Streptavidin-Biotin-Methode (LSAB)

Die LSAB (Labeled-Streptavidin-Biotin-Methode) ist die heutzutage am
haufigsten eingesetzte immunhistochemische Farbemethode. Ziel ist es,
Antigene in der Oberflachenstruktur des Zielgewebes zu identifizieren und
darzustellen. Dies ermdglicht in der Pathologie zum Beispiel die Erkennung und
Bestimmung von Tumoren in Biopsien von Patienten. Abbildung 3-5 zeigt eine

schematische Darstellung der LSAB-Farbemethode.

Das Prinzip dieser Farbemethode beruht auf einer hohen Affinitat von
Streptavidin gegeniuber Biotin (Vitamin H). Ein Streptavidin-Meerrettich-
peroxidase-Enzymkonjugat bindet hierbei an den biotinylierten
Sekundarantikdrper, der zuvor eine Verbindung mit dem Primarantikdrper
eingegangen ist. Letztlich wird der Antikdrper-Enzymkonjugat-Komplex durch
die Zugabe eines in Substrat geldsten Chromogens, hier AEC-L6sung, und der
darauffolgenden enzymatischen Reaktion rotbraun gefarbt (Abb.3-5). Um keine
zuséatzliche Farbung durch endogene Peroxidase zu erhalten, wird diese zuvor

mit Hilfe einer 3%igen H,O,-LAsung inaktiviert.
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Abbildung 3-5.: Schematische Darstellung der LSAB-Farbemethode

Eine Ubersicht der fur die LSAB verwendeten Antikorper, Losungen und

Reagenzien findet sich in den nachfolgenden Tabellen 3-2, 3-3 und 3-4.

Tabelle 3-2: 1.Antikdrper

1.Antikorper Quelle Wirtstier | Verdinnung | Inkubationsdauer
+ Medium + Temp.
Nijmegen Kaninchen 1:900 1h RT
UPA-IgG Laboratory, Ziegenserum
(PAK) 6500 HB
P Nijmegen,
Niederlande
Nijmegen Kaninchen 1:150 1h,RT
PAI-1-IgG Laboratory, Ziegenserum
(PAK) 6500 HB
P Nijmegen,
Niederlande
LabVision, Kaninchen 1:100 (m) U/N, 4°C
V('fn(?FA'}%G 47790 Fremont, 1:400 (p)
P CA 94539, USA Ziegenserum
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Tabelle 3-3: 2.Antikorper

2.Antikorper Quelle Wirtstier | Verdinnung | Inkubationsdauer
+ Medium + Temp.
Biotinylated Vector Ziege 1:200 30 min, RT
anti-Rabbit AK Laboratories BSA
Burlingame, CA
94010 USA

Die Antikdrper wurden durchgehend bei entweder 4°C (VEGF-IgG-AK,
Biotinylierter anti-Kaninchen Antikdrper) oder bei —20°C (uPA-IgG-AK, PAI-1-
IgG-AK) gelagert.

Tabelle 3-4: Reagenzien und Material

Reagenz bzw. Material Quelle
Aceton Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
PBS tablets (Phosphate Buffered Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Saline)
Peroxid Block Zytomed Systems, Berlin, Deutschland
Blocking Solution (SuperBlock) Zytomed Systems, Berlin, Deutschland
ZytoChemPlus (HRP) Anti-Rabbit Kit ZytomedSystems, Berlin, Deutschland
BSA (Immunhistochemical Grade) Vector, Burlingame, CA, USA
AEC (3-Amino-9-Ethylcarbazol) ZytomedSystems, Berlin, Deutschland

Substrate Kit

Mayers Hamalaunlésung Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Aqueous Mount (Mounting Medium) ZytomedSystems, Berlin, Deutschland
Deckglaser 22x22 mm Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Objekttrager 76x26 mm Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Farbegestell fir Objekttrager ZytomedSystems, Berlin, Deutschland
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Im folgenden sind die Reaktionsschritte der LSAB-Farbemethode einzeln
beschrieben.

LSAB-Reaktionsschritte:

- Auftauen und Trocknen der Schnitte bei Raumtemperatur fir 10 min

- Fixierung in 4°C kaltem Aceton fur 10 min
Durch die Fixierung wird mittels Koagulation und Quervernetzung von
Proteinen eine Konservierung der Antigene erreicht.

- Trocknung bei Raumtemperatur fir 5 min

- Rehydrierung in PBS fiir 10 min

- Inkubation mit jeweils 2 Tropfen Peroxidase-Block pro Schnitt
Dieser Schritt bewirkt eine Blockierung der im Schnitt vorhandenen
endogenen Peroxidase. Somit ist sichergestellt, dass es spater bei
Zugabe des HRP-Konjugats nicht zu einer zusatzlichen Umsetzung des
Chromogens (durch die endogene Peroxidase) und somit einer
verstarkten Farbreaktion kommit.

- Waschen der Schnitte in PBS fur 2 x 10 min

- Inkubation mit jeweils 2 Tropfen Blocking Solution (SuperBlock) pro
Schnitt
Durch die Zugabe dieser Blockierungslosung wurde mittels eines
enthaltenen Proteins die unspezifische Bindung der Antikérper und somit
letztlich eine Hintergrundfarbung verhindert.

- Inkubation mit dem ersten Antikbrper und der jeweils in Tabelle 3-2
angegebenen Verdinnung und Dauer
Fir die spatere Auswertung der Schnitte war es wichtig eine maoglichst
gut zu unterscheidende Abstufung der Farbreaktion zu erzielen. Um dies
zu erreichen wurde in zuvor durchgefiihrten Probefarbungen fir jeden
Antikorper die optimale Verdinnung ermittelt. Da sowohl die Mengen der
vorhandenen Proteine als auch die Bindeeigenschaften der Antikdrper
selbst stark variierten, kam fur jeden Antikdrper eine eigene Verdinnung
zum Einsatz.

- Waschen der Schnitte in PBS fur 2 x 10 min

- Platzierung der Objektrager im speziellen Farbegestell fir Objektrager

- Inkubation mit dem zweiten Antikorper fir 30 min
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- Waschen der Schnitte in PBS fur 2 x 5 min

- Inkubation der Schnitte mit jeweils 3 Tropfen der HRP-Konjugatlésung
fur 20 min

- Waschen der Schnitte in PBS fuir 2 x 5 min

- Inkubation der Schnitte mit AEC-LAsung fur 5 min

- Waschen der Schnitte in PBS fur 2 x 5 min

- Gegenfarbung der Schnitte mit Hamatoxylin (Mayers Hamalaunlésung)
furls

- Waschen der Schnitte mit flie3endem Leitungswasser

- Eindecken der Schnitte mit Aqueous Mount

- Abdecken der Schnitte jeweils mit einem Deckglas

- Trocknung der Schnitte bei Raumtemperatur tiber Nacht

3.4.2 Auswertung der Tumorschnitte

Die Intensitat und die prozentuale Menge der gefarbten Zellen in den
immunhistochemisch gefarbten Schnitten wurde mittels eines zuvor
festgelegten Punkteschemas ausgewertet. Primar angefarbte Strukturen sowie
die Lokalisation der gefarbten Zellen im Schnitt wurden ebenfalls Gber ein zuvor
festgelegtes Schema ermittelt. Zur Auswertung wurde ein Lichtmikroskop
Axioskop 2 plus mit den Objektiven Plan-Neofluar 10x/0,30 und 20x/0,50 der
Firma Zeiss verwendet. Die Fotos wurden mit Hilfe der Kamera AxioCam MRc5
sowie dem Computerprogramm Axiovision AxioVs40 V4.6.3.0 erstellt (Carl
Zeiss Imaging Solutions GmbH, 81379 Munchen).

Der Auswertung von Intensitdt und Menge der Farbung lag folgendes in Tabelle

3-5 dargestelltes Schema zu Grunde:

Tabelle 3-5: Auswertungsschema Intensitat und Menge

Intensitat der Farbung Menge der gefarbten Zellen im vitalen
Tumorgebiet

0 keine 0 0%

1 sehr schwach 1 <10%

2 schwach 2 10-25%

3 mittel 3 25-50%

4 stark 4 50-80%

5 sehr stark 5 80-100%
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Zur Auswertung der priméar gefarbten Strukturen sowie der Lokalisation

gefarbter Zellen wurden folgende Abklrzungen verwendet (Tabelle 3-6):

Tabelle 3-6: Auswertungsschema Farbung und Lokalisation

Farbung = primar angefarbte Strukturen

Lokalisation der gefarbten Zellen im
Tumorschnitt

T Tumorzellen P Peripherie
(Zytoplasma)
S Stroma S Stroma umgebend
EZR Extrazellularraum T Tumorzellverbund
E Endothelzellen Tn um Nekrose
Tk in keratinisierenden
Tumornestern

Zusatzlich wurde noch auf eventuelle Hintergrundfarbung der Schnitte geachtet

und diese entweder mit stark, mittel oder gering bis keine beurteilt.

3.5 Zusatzliche Materialien

Alle zusatzlich verwendeten Materialien werden in der folgenden Tabelle

aufgelistet (Tabelle 3-7).

Tabelle 3-7: Zusatzliche Materialien

Eppendorf Research Pipette 1ul, 2,5,
10pl, 200ul, 2000ul

Eppendorf Zentrale, Hamburg,
Deutschland

Eppendorf Multipette plus

Eppendorf Zentrale, Hamburg,
Deutschland

Biohit Proline 50 Mehrkanalspipette 300l

Biohit Deutschland GmbH, Rosbach v. d.
Hohe, Deutschland

Eppendorf epT.l.P.S. Standard
Pipettenspitzen 0,5-20ul, 20-300ul,
50-1000pl

Eppendorf Zentrale, Hamburg,
Deutschland

Sarstedt Pipettenspitzen 200ul gelb

Sarstedt AG & Co., NUmbrecht,
Deutschland

Eppendorf Combitips plus 0,1ml, 1ml,
10ml

Eppendorf Zentrale, Hamburg,
Deutschland

Falcon Glaspipette Serological Pipet 1ml,
2ml, 5ml, 20ml, 50ml

Becton Dickinson France S.A.S BD, Le
Pont-de-Claix, Frankreich

Eppendorf Safe-Lock Tubes 1,5/ 2 ml

Eppendorf Zentrale, Hamburg,
Deutschland

Eppendorf Standard Reaktionsgefal}
3810X 1,5 ml

Eppendorf Zentrale, Hamburg,
Deutschland

Nalgene Cryoware Cryogenic Vials

Thermo Fisher Scientific, Roskilde,
Danemark
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TPP Zentrifugenréhrchen 15ml konisch TPP AG, Trasadingen, Schweiz
Falcon BlueMax 50ml conical tube Becton Dickinson France S.A.S BD, Le
Pont-de-Claix, Frankreich
B.Braun Omnifix 50ml Spritze B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland
TPP Spritzen- / Syringe-Filter 0,22 um TPP AG, Trasadingen, Schweiz
Zentrifuge Mikro 22 R Andreas Hettich GmbH & Co0.KG,
Tuttlingen,
Deutschland
Zentrifuge Heraeus Fresco 17 Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, USA
Schittelapparat mit Kreisbewegungen hilab.de, E. Baghini, Diisseldorf,
GFL-3017 Deutschland
Ohaus AS60 Analytical Standard Waage Ohaus, Pine Brook, NJ, USA
Sempercare Edition Handschuhe Semperit Technische Produkte
Gesellschaft m.b.H., Wien, Osterreich

3.6 Statistik

Die Datenbank fir diese Arbeit wurde mit Hilfe des PC-Programms Microsoft
Excel 97 und 2007® (Microsoft Corporation) erstellt. Die statistische Auswertung
der erhobenen Daten erfolgte mit dem Statistikprogramm SPSS 10.0° (SPSS
Software Inc.). Zum Vergleich der jeweiligen Werte unter Bestrahlung mit den
Ausgangswerten wurde ein T-Test verwendet, um Korrelationen zwischen zwei
variablen Werten aufzuzeigen verwendeten wir den Korrelationskoeffizient nach
Pearson. Als generelles Signifikanzniveau wurden folgende Werte definiert: Ein
Wert von p < 0,05 wird als signifikant angenommen, Werte von p > 0,05
hingegen als nicht signifikant. In den folgenden Abbildungen sind die im T-Test
gefundenen signifikanten Anderungen in Konzentration, Intensitat und Menge
der Antigene (p < 0,05) mit einem Stern (*) gekennzeichnet, besonders
signifikante (p < 0,01) mit zwei Sternen (**) und hdchst signifikante (p < 0,001)
mit drei Sternen (***). Die Sterne tragen hierbei die Farbe ihrer zugehorigen
Tumorlinie. Die Abbildungen und Tabellen wurden mittels Word 2007®, Excel
2007® und PowerPoint 2007® (Microsoft Corporation) erstellt.
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4 Ergebnisse

4.1 Tumorlysate
Insgesamt standen 163 Tumorsticke zur Verflgung, die allesamt lysiert
wurden. Hiervon entfielen jeweils 54 Proben auf die Tumorlinie UT-SCC-15, 56

auf UT-SCC-14 und 53 Tumorstiicke stammten von der FaDupp-Linie.

In die Ergebnisse und die statistische Auswertung wurden nur Tumorproben
aufgenommen fur die jeweils alle drei (uPA, PAI-1, VEGF) Antigen-
konzentrationen ermittelt werden konnten. Dies gelang leider nicht immer, da
besonders bei hochbestrahlten Tumorstiicken die Menge an gewonnenem
Tumorlysat aufgrund von grofRen nekrotischen Arealen wiederholt nicht
ausreichte, um im ELISA-Test eine geeignete Probenkonzentration wéahlen zu

kdénnen.

In die endgtltige Auswertung gingen 145 Tumorproben ein. Tabelle 4-1 zeigt

ihre Verteilung nach Tumorlinien sowie der jeweiligen Bestrahlungsdosis.

Tabelle 4-4-1: Verteilung der in die Auswertung eingehenden Tumorlysate nach Bestrahlung und

Zelllinie
Gesamt- Anzahl pro Bestrahlungsdosis
anzahl in Gy

n 0 6 10 20 30
UT-SCC-15 49 13 12 10 8 6
UT-SCC-14 48 9 10 13 11 5
FaDupp 48 11 13 8 10 6
Gesamt 145 33 35 31 29 17

Mittels ELISA-Test wurden die Antigenkonzentrationen im Tumorlysat der drei
Zelllinien, inklusive der Mittelwerte und Standardabweichungen bei
unterschiedlichen Bestrahlungsdosen ermittelt. Die folgenden Abbildungen
zeigen die Ergebnisse fur uPA (Abb. 4-1), PAI-1 (Abb. 4-2) und VEGF (Abb. 4-
3) aller drei Tumorlinien bei jeweils 0, 6, 10, 20 und 30 Gy. Es wird die
dazugehorige Trendlinie (Korrelationskoeffizient nach Pearson) in der der

Tumorlinie entsprechenden Farbe dargestellt (gestrichelte Linie). Im T-Test
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ermittelte signifikante Konzentrationséanderungen unter  steigenden
Bestrahlungsdosen werden als Sterne in der jeweiligen Tumorfarbe dargestellt

(zur Erklarung siehe auch 3.6).

4.1.1 uPA

Der folgenden Abbildung kann man fir jede Tumorlinie die uPA-Konzentration
(Mittelwert +/- SEM) bei unterschiedlichen Bestrahlungsdosen entnehmen (Abb.
4-1). Ebenso wird die Korrelation zwischen uPA-Werten und steigenden

Bestrahlungswerten dargestellt.

uPA

—a— UT-SCC-15
—e—UT-SCC-14

18 —s— FaDuDD
16
R2 = 0,0009
o 14 r =0,031
E 10 1 : b= 0.836
c’ 3
i 10 R2 = 0,0588
38 r=0,047
% 5 p=0,746
4 R2=0,1276
r=-0,357
2 p =0,013
0 T T T T 1
0 6 10 20 30
Gy

Abbildung 4-1: Korrelation zwischen den mittleren uPA-Konzentrationen der drei Tumorlinien und
der Bestrahlungsdosis; *p 0,05, **p £ 0,01, **p < 0,001

Zunachst untersuchten wir ob zwischen den Bestrahlungsdosen der
Tumorlinien und den uPA-Werten eine Korrelation besteht. Bei den Proben der
Tumorlinie FaDupp konnte eine signifikante (p = 0,013), jedoch schwache
Korrelation der uPA-Konzentration mit den jeweiligen Strahlendosen
nachgewiesen werden. Hohere Bestrahlungsdosen korrelierten hierbei mit
niedrigeren uPA-Werten. Die Tumorlinien UT-SCC-14 und UT-SCC-15 zeigten

keinerlei signifikante Korrelation zwischen Bestrahlungsdosen und uPA-Werten.

Bei der weiteren statistischen Auswertung der erhobenen uPA-Werte konnte

mittels T-Test bei keiner der drei Tumorlinien eine signifikante Verdnderung
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beim Vergleich von bestrahlten und unbestrahlten Proben gefunden werden

(Tabelle 4-2).
Tabelle 4-2: T-Test der uPA-Konzentration der drei Zelllinien

p-Werte Ovs. 6 Gy Ovs. 10 Gy 0vs. 20 Gy 0 vs. 30 Gy

(T-Test)
UT-SCC-15 0,761 0,489 0,324 0,40
UT-SCC-14 0,301 0,404 0,704 0,812

FaDupp 0,349 0,745 0,515 0,092
4.1.2 PAI-1

Der folgenden Abbildung kann man fur jede Tumorlinie die mittlere PAI-1-
Konzentration (Mittelwert +/- SEM) bei unterschiedlichen Bestrahlungsdosen
entnehmen (Abb. 4-2). Ebenso wird die Korrelation zwischen den PAI-1-Werten

und steigenden Bestrahlungswerten dargestellt.

PAI-1
—+— UT-SCC-15
—e—UT-SCC-14 e 0.0122

—#— FaDuDD % r=0,529
p < 0,001

10000 ~

R2=0,3904
r=0,209
p =0,149

100 -

R2 = 0,329
r=-0,234
p=0,11

PAI-1 ng/mg

Abbildung 4-2: Korrelation zwischen den mittleren PAI-1-Konzentrationen der drei Tumorlinien und
der Bestrahlungsdosis; Logarithmische Darstellung; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001

Bei den Proben der Tumorlinie UT-SCC-14 konnte eine signifikante (p < 0,001)

Korrelation der PAI-1-Konzentration mit den jeweiligen Strahlendosen

nachgewiesen werden (Abb. 4-2). Bei hohen Bestrahlungsdosen stieg hier die
ermittelte PAI-1-Menge stark an. Die Tumorlinien FaDupp sowie UT-SCC-15

33



zeigten keinerlei signifikante Korrelation zwischen PAI-1-Konzentrationen und
Bestrahlungsdosen. Bei der weiteren statistischen Auswertung der erhobenen
PAI-1-Daten ergaben sich beim T-Test signifikante Veranderungen (p < 0,05)
zwischen unbestrahlten und bestrahlten Tumoren fir UT-SCC-15, UT-SCC-14
und FaDupp (Tabelle 4-3).

Tabelle 4-3: T-Test der PAI-1-Konzentration der drei Zelllinien

p-Werte Ovs. 6 Gy Ovs. 10 Gy 0vs. 20 Gy 0 vs. 30 Gy
(T-Test)
UT-SCC-15 0,253 0,05 0,042 0,193
UT-SCC-14 0,039 0,291 0,074 0,002
FaDupp 0,01 0,079 0,423 0,034
4.1.3 VEGF

Der folgenden Abbildung kann man fur jede Tumorlinie die VEGF-Konzentration
(Mittelwert +/- SEM) bei unterschiedlichen Bestrahlungsdosen entnehmen (Abb.
4-3). Ebenso wird die Korrelation zwischen den VEGF-Werten und steigenden

Bestrahlungswerten dargestellt.

VEGF
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Abbildung 4-3: Korrelation zwischen den mittleren VEGF-Konzentrationen der drei Tumorlinien und
der Bestrahlungsdosis; *p < 0,05, **p 0,01, **p < 0,001
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Bei den Proben der Tumorlinie UT-SCC-14 konnte eine signifikante (p < 0,001)
Korrelation der VEGF-Konzentration mit den jeweiligen Strahlendosen
nachgewiesen werden (Abb. 4-3). Hohe Bestrahlungsdosen gehen bei dieser
Tumorlinie mit erhéhten VEGF-Werten einher. Die Tumorlinien UT-SCC-15 und
FaDupp zeigten keinerlei signifikante Korrelation zwischen VEGF-

Konzentrationen und Bestrahlungsdosen.

Die weitere statistische Auswertung der VEGF-Daten ergab signifikante
Veranderungen zwischen unbestrahlten und bestrahlten Proben fur die
Tumorlinien UT-SCC-15 und UT-SCC-14 (p < 0,05). FaDupp zeigte keinerlei

signifikante Verdnderungen (Tabelle 4-4).

Tabelle 4-4: T-Test der VEGF-Konzentration der drei Zelllinien

p-Werte Ovs. 6 Gy Ovs. 10 Gy 0 vs. 20 Gy 0 vs. 30 Gy
(T-Test)
UT-SCC-15 0,018 0,005 0,06 0,162
UT-SCC-14 0,057 0,013 0,000 0,011
FaDupp 0,24 0,227 0,221 0,143

4.1.4 Weitere Statistik

Im weiteren Verlauf der statistischen Auswertung wurde nach Korrelationen der
Antigene untereinander gesucht. Im Rahmen dieser Auswertung konnte
statistisch nachgewiesen werden, dass bei allen drei Tumorlinien die
Konzentrationen von VEGF mit denen von PAI-1 signifikant korrelierten (UT-
SCC-15 p < 0,001; UT-SCC-14 p < 0,001; FaDupp p = 0,002) (Abb. 4-4).
Dargestellt sind alle erhobenen Einzelwerte der jeweiligen Tumorlinie sowie
deren Trendlinien, die sich aufgrund der logarithmischen Skalen als leicht

gebogen zeigen.

35



VEGF + PAI-1 Korrelation
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Abbildung 4-4: Korrelation der VEGF- und der PAI-1-Konzentrationen; Einzelwerte und Trendlinien
dargestellt; logarithmische Darstellung

Weitere signifikante Korrelationen zwischen uPA und PAI-1 sowie uPA und
VEGF konnten nur fur FaDupp nhachgewiesen werden (p < 0,001) (Abb. 4-5, 4-

6).

uPA + PAI-1 Korrelation
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Abbildung 4-5: Korrelation der uPA- und PAI-1-Konzentrationen; Einzelwerte und Trendlinien
dargestellt; logarithmische Darstellung
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VEGF + uPA Korrelation

10000 4 AuT-scc-15 R2=0,0273
@ UT-SCC-14 " r=0,165
® FaDuDD A p=0.257
? 1000 - $EN0 "o R2 = 0,0037
= o @ r=-0,061
o p =0,618
S 100 - o °
LL R2=02138
O r=0,462
|-|>J 10 - p < 0,001
1 T T 1
0,1 1 10 100

uPA ng/mg

Abbildung 4-6: : Korrelation der VEGF- und uPA-Konzentrationen; Einzelwerte und Trendlinien
dargestellt; logarithmische Darstellung

4.2 Tumorschnitte

4.2.1 Allgemeines

Insgesamt wurden circa 1200 histologische Schnitte gefarbt, die allesamt
mikroskopisch untersucht wurden. In die endgultige Auswertung flossen 803
Schnitte ein (n = 803), deren Verteilung auf die jeweilige Tumorlinie der
folgenden Tabelle zu entnehmen ist (Tabelle 4-5). Die Herstellung und die

Verarbeitung der Tumorschnitte wurde unter Punkt 3.4 ausgiebig dargestellt.

Tabelle 4-5: Verteilung der in die Auswertung eingehenden Tumorschnitte nach Bestrahlung und

Zelllinie
Gesamt- Anzahl pro Bestrahlungsdosis
anzahl in Gy

n 0 6 10 20 30
UT-SCC-15 272 78 72 61 44 17
UT-SCC-14 277 65 78 75 40 19
FaDupp 254 69 78 45 46 16
Gesamt 803 212 228 181 130 52
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Alle drei Tumorlinien zeigten wiederholt Schnitte die deutlich blasser als der
Durchschnitt erschienen. Zugrunde lag eine generell geringere Farbaufnahme
dieser Schnitte wahrend des Farbevorgangs. Dies trat vor allem bei Schnitten
der FaDupp-Zelllinie auf, seltener bei UT-SCC-14 und UT-SCC-15. Eine
Ursache hierfir konnte nicht gefunden werden, so dass dieses Phanomen wohl
am ehesten durch &uBBere Einflisse wahrend des stdranfalligen

Schneidevorgangs zu erklaren ist.

Zudem fanden sich in allen drei Tumorlinien zum Teil Schnitte die trotz geringer
bzw. gar keiner Vorbestrahlung groRe nekrotische Areale zeigten und daher
aufgrund der wenigen vitalen Zellen schwierig zu beurteilen waren. In diesen
Schnitten sowie zusétzlich bei den hochbestrahlten (20 bzw. 30 Gy)
Tumorschnitten flossen daher haufig nur sehr wenige Tumorzellen in die

Bewertung ein.
4.2.2 Histologie

4.2.2.1 Lokalisation der Farbung
Es sei zunachst darauf hingewiesen, dass sich der Terminus "Lokalisation” in
dieser Arbeit stets auf die ortliche Anordnung der gefarbten Strukturen im

Tumorschnitt bezieht.

Die folgenden Abbildungen zeigen Farbungen der Proteine uPA (Abb. 4-7),
PAI-1 (Abb. 4-8) und VEGF (Abb. 4-9) unter verschiedenen Bestrahlungsdosen.
Es wurde bei jeder Tumorlinie darauf geachtet bei den unterschiedlichen
Farbungen den jeweils gleichen Bereich des Tumorschnitts zu fotografieren, um

einen bestmoglichen Vergleich der Farbungen zu erméglichen.

Auf die Darstellung der mit 30 Gy Gesamtdosis bestrahlten Schnitte wurde
verzichtet, da diese allesamt grol3e nekrotische Areale zeigten und somit ein

aussagekréaftiger Vergleich nicht moglich war.
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Abbildung 4-7: Histologische Darstellung der uPA-Farbung der drei Tumorlinien unter
verschiedenen Bestrahlungsdosen; 63-fache VergroRRerung

PAI-1

0 Gy 6 Gy 10 Gy 20 Gy

Abbildung 4-8: Histologische Darstellung der PAI-1-Farbung der drei Tumorlinien unter
verschiedenen Bestrahlungsdosen; 63-fache Vergréf3erung
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Abbildung 4-9: Histologische Darstellung der VEGF-Farbung der drei Tumorlinien unter
verschiedenen Bestrahlungsdosen; 63-fache VergréfRerung

In den Tabellen und Abbildungen dieses Abschnitts wurden die
unterschiedlichen Lokalisationen der gefarbten Strukturen und Kombinationen
aus ihnen wie folgt abgekirzt: Tumorzellverbund (T), Peripherie (P), Stroma

(S), um nekrotisierte Areale gelegen (T,), um/in Keratinnestern (Ty).
uPA

Bei Betrachtung der uPA-Farbungen zeigte sich ein deutliches Farbemuster, im
Sinne einer gut abgrenzbaren Anfarbung des Zytoplasmas von Tumorzellen,
die in allen drei untersuchten Tumorlinien deutlich zu erkennen war. Bei UT-
SCC-15 und FaDupp kam es vereinzelt zusétzlich zur Anfarbung einiger

weniger stromaler Zellen.

Die Lokalisation der uPA-Farbung betreffend zeigten sich bei allen drei

Tumorlinien deutliche Unterschiede:

UT-SCC-15 zeigte eine vorwiegend in der Peripherie der Tumoren lokalisierte

sowie bei geringen Bestrahlungsdosen (0 - 10 Gy) teils auch eine das Stroma

40



(S) als Randsaum umgebende Farbung. Zusatzlich fanden sich mit
RegelmaRigkeit auch gefarbte Strukturen im Tumorzellverbund sowie in
manchen Schnitten eine sowohl in der Peripherie als auch im Tumorzellverbund
auftretende Farbung. In der folgenden Abbildung wird die prozentuale
Verteilung der Lokalisationen bei unterschiedlichen Bestrahlungsdosen der
Tumorlinie UT-SCC-15 deutlich gemacht (Abb. 4-10).

Lokalisation uPA UT-SCC-15
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Abbildung 4-10: Prozentuale Verteilung der Lokalisation von uPA-geférbten Zellen der UT-SCC-15-
Zelllinie; P = Peripherie, T = Tumorzellverbund, S = Stroma

Bei UT-SCC-14 fanden sich, unabhangig von der Strahlendosis, gefarbte
Strukturen vor allem in den vom Tumorzentrum aus gesehen peripher
gelegenen Bereichen der Schnitte. Bei Tumoren die mit 0 bis 10 Gy bestrahlt
wurden farbten sich zudem um das Stroma gelegene Strukturen und bildeten
haufig einen Randsaum um das Stutzgewebe. In der folgenden Abbildung ist
die prozentuale Verteilung der unterschiedlichen Lokalisationen bei
zunehmender Bestrahlungsdosis in der Tumorlinie UT-SCC-14 erkennbar (Abb.
4-11).
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Lokalisation uPA UT-SCC-14
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Abbildung 4-11: Prozentuale Verteilung der Lokalisation von uPA-gefarbten Zellen der UT-SCC-14-
Zelllinie; P = Peripherie, T = Tumorzellverbund, S = Stroma

FaDupp zeigte im Gegensatz zu den beiden anderen untersuchten Tumorlinien
eine beinahe ausschlie3lich im Tumorzellverbund gelegene Lokalisation der
Farbung. Die bei UT-SCC-14 gefundene auffallige Farbung um die stromalen
Strukturen fand sich hier in keinem Schnitt. In der Abbildung wird die
prozentuale  Verteilung der  Lokalisationen  bei  unterschiedlichen

Bestrahlungsdosen der Tumorlinie FaDupp deutlich gemacht (Abb. 4-12).
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Abbildung 4-12: Prozentuale Verteilung der Lokalisation von uPA-gefarbten Zellen der FaDupp-
Zelllinie; P = Peripherie, T = Tumorzellverbund, S = Stroma
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PAI-1

PAI-1 farbte bei den drei Tumorlinien vorwiegend die fibroblastaren Zellen des
Tumorstromas sowie die extrazellulare Matrix des Tumors. Selten fanden sich

bei UT-SCC-15 und UT-SCC-14 auch einige wenige angefarbte Tumorzellen.

Die angefarbten Zellen lagen bei den gegen PAI-1 gefarbten Schnitten
ausschlie8lich im Tumorverbund, der Peripherie des Tumors oder einer

Kombination aus beidem.

UT-SCC-15 zeigte bei unbestrahlten Tumoren ein ausgeglichenes Mafl}
zwischen singularer Farbung der Peripherie und einer Kombination aus
Farbung von Peripherie und Tumorverbund. Bei héheren Strahlendosen fand
sich eine deutliche Zunahme der Kombination aus Peripherie- und
Tumorverbundfarbung im Vergleich zur alleinigen peripheren Farbung. Die
folgende Abbildung verdeutlicht dies, indem die prozentuale Verteilung der
Lokalisationen der PAI-1-Farbung bei unterschiedlichen Bestrahlungsdosen der
Tumorlinie UT-SCC-15 dargestellt wird (Abb. 4-13).

Lokalisation PAI-1 UT-SCC-15
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Abbildung 4-13: Prozentuale Verteilung der Lokalisation von PAI-1-gefarbten Zellen der UT-SCC-15-
Zelllinie; P = Peripherie, T = Tumorzellverbund

Bei UT-SCC-14 zeigte sich bei unbestrahlten Schnitten vorwiegend PAI-1-
Farbung im Tumorverbund und in der Peripherie. Bei hoheren Strahlendosen
verschob sich die Lokalisation der Farbung zunehmend Richtung Peripherie, bis
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bei hochbestrahlten Schnitten (30 Gy) ausnahmslos eine Anfarbung in der
Peripherie des Tumors zu finden war. In der folgenden Abbildung ist die
prozentuale Aufteilung der Lokalisation der PAI-1-Farbung bei zunehmender

Bestrahlungsdosis in der Tumorlinie UT-SCC-14 erkennbar (Abb. 4-14).

Lokalisation PAI-1 UT-SCC-14
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Abbildung 4-14: Prozentuale Verteilung der Lokalisation von PAI-1-geféarbten Zellen der UT-SCC-14-
Zelllinie; P = Peripherie, T = Tumorzellverbund

FaDupp zeigte bereits bei unbestrahlten und leicht bestrahlten Tumoren eine
vorwiegende Farbung in der Peripherie des Tumors, bei hochbestrahlten (20
und 30Gy) fand sie sich ausschlief3lich dort. In der folgenden Abbildung wird die
prozentuale Verteilung der Lokalisationen der PAIl-1-Farbung bei
unterschiedlichen Bestrahlungsdosen der Tumorlinie FaDupp veranschaulicht
(Abb. 4-15).
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Abbildung 4-15: Prozentuale Verteilung der Lokalisation von PAI-1-geférbten Zellen der FaDupp-
Zelllinie; P = Peripherie, T = Tumorzellverbund

Die PAI-1-Anfarbung von ausschlief3lich im Tumorverbund gelegener Strukturen
ohne zusatzliche Farbung in der Peripherie nahm bei allen drei Zelllinien eine

untergeordnete Rolle ein.
VEGF

Bei der Farbung der Schnitte auf VEGF wurde festgestellt, dass der Antikdrper
neben dem humanen VEGF auch Strukturen des Wirtstiers anfarbte. Mittels
einer Farbung mit gegen Mausgewebe gerichteten Antikbrpern konnte jedoch
nachgewiesen werden, dass es sich bei den gefarbten Strukturen nicht um

Mausgewebe handelt, sondern um mausspezifisches VEGF.

Die VEGF-Farbung =zeigte bei 63-facher VergroRerung ein Uber den
Tumorzellverbund verteiltes, gepunktetes Muster. Bei 126-facher Vergrol3erung
konnte man unter dem Mikroskop haufig fingerartige Ausziehungen dieser
punktférmigen Farbung erkennen. Als vorwiegend gefarbte Strukturen zeigten
sich bei den drei Zelllinien die Tumorzellen (Zytosol), Anteile der extrazellularen
Matrix und gelegentlich Endothelzellen bzw. die im Stroma gelegenen
fibroblastaren Zellen.

Bei UT-SCC-15 fand sich tberwiegend eine Lokalisation der VEGF-Farbung im
Tumorverbund. Unter geringen Bestrahlungswerten von 0 und 6 Gray sowie
auch bei 30 Gray fiel zusatzlich eine Farbung in keratinisierenden Tumor-

zellbereichen auf. Haufig fand sich die intensivste Farbung dieser Schnitte in
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diesen Keratinnestern. Da es sich jedoch um zumeist fraglich vitale
Tumorzellbereiche handelte, mussten diese Bereiche nicht selten von der
Bewertung ausgeschlossen werden. In der folgenden Abbildung wird die
prozentuale Verteilung der Lokalisationen der VEGF-Farbung bei
unterschiedlichen Bestrahlungsdosen der Tumorlinie UT-SCC-15 gezeigt (Abb.
4-16).

Lokalisation VEGF UT-SCC-15
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Abbildung 4-16: Prozentuale Verteilung der Lokalisation von VEGF-geféarbten Zellen der UT-SCC-
15-Zelllinie; T = Tumorzellverbund, T, = um Nekrose gelegen, Tk = in keratinisierten Tumornestern
gelegen

UT-SCC-14 zeigte zwar ebenfalls eine Farbung im Tumorzellverbund, jedoch
war diese im Vergleich zu den beiden anderen Zelllinien geringer. Die
hauptséachliche Farbung fand sich hier in Bereichen in denen vitale Tumorzellen
von bereits nekrotischen Arealen umgeben waren. Zusatzlich erschien diese
Farbung im Vergleich zur sich im Tumorverbund findenden gepunkteten
Farbung eher gleichmalig und flachiger, wenn auch scharf begrenzt. Dies fiel
nur bei geringen Bestrahlungswerten von 0 bis 10 Gy auf. Die prozentuale
Verteilung der Lokalisation der VEGF-Farbung fur UT-SCC-14 ist der folgenden
Abbildung zu entnehmen (Abb. 4-17).
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Abbildung 4-17: Prozentuale Verteilung der Lokalisation von VEGF-gefarbten Zellen der UT-SCC-
14-Zelllinie; T = Tumorzellverbund, T, = um Nekrose gelegen, Tk = in keratinisierten Tumornestern
gelegen

Bei FaDupp zeigte sich die Lokalisation der VEGF-Farbung beinahe
ausschlief3lich im Tumorverbund. In der folgenden Abbildung ist die prozentuale
Verteilung der Lokalisationen der VEGF-Farbung bei unterschiedlichen

Bestrahlungsdosen der Tumorlinie FaDupp dargestellt (Abb. 4-18).
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Abbildung 4-18: Prozentuale Verteilung der Lokalisation von VEGF-gefarbten Zellen der FaDupp-
Zelllinie; T = Tumorzellverbund, T, = um Nekrose gelegen, Tx = in keratinisierten Tumornestern
gelegen
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4.2.2.2 Intensitat der Farbung
Als Intensitat wurde die Starke der Farbwiedergabe im histologischen Schnitt
bezeichnet. Je starker sich diese uUber den Schnitt gemittelt darstellte, umso
hoher wurde die Intensitat bewertet. Eine Darstellung des Bewertungsschemas
findet sich unter Punkt 3.4.2.

uPA

In der Intensitat der uPA-Farbung lie3 sich bei allen drei Tumorlinien mit
zunehmender Bestrahlungsdosis ein Anstieg erkennen (Abb. 4-19). Steigende
Bestrahlungsdosen korrelierten hierbei signifikant (p < 0,001) mit einer
Intensitatszunahme der uPA-Farbung. Die Mittelwerte von UT-SCC-14 lagen
hierbei geringfligig hoher als die von UT-SCC-15. FaDupp zeigte im Vergleich
mit UT-SCC-15 und UT-SCC-14 die geringste Intensitat der Farbung.
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—e—UT-SCC-14 *%x p =0,001
—#— FaDuDD R2 =0,8884
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Abbildung 4-19: Vergleich der Intensitat der uPA-Farbung der drei Zelllinien; *p < 0,05, **p < 0,01,
***p 0,001

Bei der weiteren statistischen Auswertung der erhobenen Werte (T-Test) zeigte
sich bei FaDupp und UT-SCC-15 bereits beim Vergleich von unbestrahlten mit
10Gy-bestrahlten Schnitten ein signifikanter Anstieg der Intensitat (p < 0,05).
Vergleicht man die unbestrahlten mit den 20 bzw. 30 Gy bestrahlten Schnitten,
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findet sich bei allen drei Zelllinien ein signifikanter Anstieg der Intensitat (p <
0,05) (Tabelle 4-6).

Tabelle 4-6: T-Test der Intensitat der uPA-Farbung der drei Zelllinien

p-Werte Ovs. 6 Gy Ovs. 10 Gy 0vs. 20 Gy 0 vs. 30 Gy
(T-Test)
UT-SCC-15 0,17 0,049 0,011 0,000
UT-SCC-14 0,414 0,051 0,001 0,01
FaDupp 0,11 0,033 0,000 0,007
PAI-1

In der Intensitat der PAI-1-Farbung fiel auf, dass die Werte der FaDupp-Zelllinie
deutlich unter denen der beiden anderen Zelllinien lagen. Haufig kam es hier zu
Uberhaupt keiner oder aber nur sehr schwachen Anfarbung von Strukturen.
Dies steht in Kongruenz zu den aus den Tumorlysaten gewonnen Daten (siehe
4.1.2).

Die Werte der Linien UT-SCC-15 und UT-SCC-14 lagen im Durchschnitt bei
einer mittelstarken Anfarbung, wobei UT-SCC-15 im Vergleich leicht intensivere
gefarbte Strukturen zeigte. Eine signifikante Korrelation zwischen zunehmender
Bestrahlungsdosis und der Intensitat konnte hier nicht gezeigt werden (Abb. 4-
20).
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Abbildung 4-20: Vergleich der Intensitat der PAI-1-Farbung der drei Zelllinien; *p < 0,05, **p < 0,01,
***p < 0,001

Bei der weiteren statistischen Auswertung der erhobenen Werte (T-Test) zeigte
sich in UT-SCC-14 ein signifikanter Abfall der Intensitat beim Vergleich
unbestrahlter mit 20Gy-bestrahlten Schnitten (p < 0,05). FaDupp zeigte keinerlei
signifikanten Anstiege oder Abfalle in der Intensitat der Schnitte, wohingegen
UT-SCC-15 beim Vergleich unbestrahlter mit 10 und 20 Gy bestrahlten
Schnitten einen signifikanten Anstieg (p < 0,05) zeigte (Tabelle 4-7).

Tabelle 4-7: T-Test der Intensitat der PAI-1-Farbung der drei Zelllinien

p-Werte 0 vs. 6 Gy Ovs. 10 Gy Ovs. 20 Gy O vs. 30 Gy
(T-Test)
UT-SCC-15 0,022 0,046 0,283 0,933
UT-SCC-14 0,66 0,428 0,027 0,04
FaDupp 0,649 0,764 0,54 0,039
VEGF

In der Intensitat der Farbung zeigte sich fur VEGF eine durchwegs schwache
bis mittelstarke Anfarbung Uber alle drei Zelllinien (Abb. 4-21). Die Werte von
UT-SCC-15 lagen hierbei leicht Giber denen von FaDupp und UT-SCC-14. Eine
signifikante Korrelation (p = 0,003) zwischen steigender Bestrahlungsdosis und

der Intensitat der VEGF-Farbung konnte fur FaDupp nachgewiesen werden.
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Abbildung 4-21: Vergleich der Intensitat der VEGF-Farbung der drei Zelllinien; *p < 0,05, **p < 0,01,
***p < 0,001

Bei der weiteren statistischen Auswertung der erhobenen Werte (T-Test)
zeigten sich bei keiner der drei Zelllinien signifikante Anstiege oder Abfélle in

der Intensitat der Farbung (Tabelle 4-8).

Tabelle 4-8: T-Test der Intensitat der VEGF-Farbung der drei Zelllinien

p-Werte Ovs. 6 Gy Ovs. 10 Gy 0 vs. 20 Gy 0 vs. 30 Gy
(T-Test)
UT-SCC-15 0,481 0,57 0,682 0,225
UT-SCC-14 0,651 0,352 0,601 0,397
FaDupp 0,78 0,151 0,013 0,189

4.2.2.3 Menge der Farbung

Um die Menge der Farbung zu ermitteln, wurde der prozentuale Anteil
angefarbter Tumorzellen an allen vorhandenen vitalen Tumorzellen im Schnitt
bestimmt. Der geschéatzte Prozentwert wurde dann mittels dem in 3.4.2

dargestellten Schema bewertet.

uPA

Wie schon die Intensitat, so nahm auch die Menge der mittels uPA gefarbten

Strukturen bei allen drei Zelllinien mit hoherer Bestrahlung zu. Ebenso fand sich
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eine signifikante Korrelation (p < 0,001) zwischen steigenden Bestrahlungs-
dosen und der Menge an uPA-Farbung. FaDupp zeigte im Vergleich zu UT-
SCC-14 und UT-SCC-15 hierbei, aquivalent zur Intensitat, eine etwas geringere
Menge an gefarbten Strukturen (Abb. 4-22).
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Abbildung 4-22: Vergleich der Menge der uPA-geférbten Zellen der drei Zelllinien; *p < 0,05,
**p £0,01, **p 0,001

Bei der weiteren statistischen Auswertung der erhobenen Werte (T-Test) zeigte
sich beim Vergleich der unbestrahlten mit den 20 bzw. 30 Gy bestrahlten
Schnitten in allen drei Zelllinien ein signifikanter Anstieg der Menge der Farbung
(p = 0,05). Bei UT-SCC-15 zeigte sich zudem ein signifikanter Anstieg beim
Vergleich der unbestrahlten mit den 10 Gy bestrahlten Schnitten (p < 0,05). In
FaDupp fand sich zusatzlich ein signifikanter Anstieg beim Vergleich von
unbestrahlten mit 6 Gy bestrahlten und von unbestrahlten mit 10Gy-bestrahlten
Schnitten (p < 0,05) (Tabelle 4-9).

Tabelle 4-9: T-Test der Menge der uPA-Farbung der drei Zelllinien

p-Werte Ovs. 6 Gy Ovs. 10 Gy 0vs. 20 Gy 0 vs. 30 Gy
(T-Test)
UT-SCC-15 0,447 0,002 0,000 0,000
UT-SCC-14 0,048 0,229 0,000 0,000
FaDupp 0,015 0,000 0,000 0,000
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PAI-1

Es zeigte sich bei FaDupp eine im Vergleich mit UT-SCC-14 und UT-SCC-15
deutlich geringere Menge an gefarbten Zellen. Dies war bei durchwegs allen
Strahlendosen zu erkennen. UT-SCC-14 und UT-SCC-15 verhielten sich
nahezu identisch, wobei die Werte fir UT-SCC-14 konstant circa einen halben
Punkt unter denen von UT-SCC-15 lagen. Eine signifikante Korrelation
zwischen zunehmender Bestrahlungsdosis und einer steigenden Menge der
PAI-1-Farbung konnte fir UT-SCC-15 ( p < 0,001) und UT-SCC-14 (p < 0,01)

nachgewiesen werden (Abb. 4-23).

PAI-1

57 —A—UT-SCC-15

—e— UT-SCC-14 RZ = 82539
r=0,
—i#— FaDuDD p < 0,001

R2=0,7653
r=0,284
p<0,01

R2=0,2639
r=-0,104
p =0,325

Abbildung 4-23: Vergleich der Menge der PAI-1-Farbung der drei Zelllinien; *p < 0,05, **p < 0,01,
***p £ 0,001

Bei der weiteren statistischen Auswertung der erhobenen Werte (T-Test) zeigte
sich bei UT-SCC-15 und UT-SCC-14 ein signifikanter Anstieg der Menge
gefarbter Zellen beim Vergleich von unbestrahlten mit 20 bzw. 30 Gy
bestrahlten Schnitten (p < 0,05) (Tabelle 4-10). FaDupp zeigte bei
hdchstbestrahlten Tumoren (30 Gy) einen signifikanten Abfall in der Menge von
PAI-1 (p < 0,05).
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Tabelle 4-10: T-Test der Menge der PAI-1-Farbung der drei Zelllinien

p-Werte Ovs. 6 Gy Ovs. 10 Gy 0vs. 20 Gy 0 vs. 30 Gy
(T-Test)
UT-SCC-15 0,82 0,244 0,003 0,042
UT-SCC-14 0,974 0,987 0,022 0,061
FaDupp 0,882 0,808 0,545 0,034
VEGF

Die Menge der gefarbten Strukturen lag im Mittel bei einer Anfarbung von
knapp unter 10%. Mit zunehmender Bestrahlung zeigte sich bei allen drei
Zelllinien keine signifikante Zunahme an gefarbten Zellen. Es zeigten sich bei
FaDupp und UT-SCC-14 beinahe identische prozentuale Mengen angefarbter
Zellen, wohingegen UT-SCC-15 etwas geringere Mengen zeigte. Eine
signifikante Korrelation zwischen steigenden Bestrahlungsdosen und der
Menge an VEGF konnte fir FaDupp nachgewiesen werden (p < 0,001) (Abb. 4-
24).

VEGF
5 o —&—UT-SCC-15
—e—UT-SCC-14
4 1 —a—rFapupD
R2 = 0,7376
r= 0,396
p <0001
R? = 0,7361
r=0,198
b= 0055
R2 = 0,3381
r=0,047
- 0,664
0 , p
0 6 10 20 30

Abbildung 4-24: Vergleich der Menge der VEGF-Farbung der drei Zelllinien; *p < 0,05, **p < 0,01,
**n <0,001

Bei der weiteren statistischen Auswertung der erhobenen Werte (T-Test)
zeigten sich bei UT-SCC-14 und UT-SCC-15 keine signifikanten Anstiege oder

Abfélle in der Menge der gefarbten Strukturen. Bei FaDupp zeigte sich im
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Vegleich von unbestrahlten, mit 20 Gy bestrahlten Schnitten ein signifikanter

Anstieg der Menge an gefarbten Strukturen (p < 0,05) (Tabelle 4-11).

Tabelle 4-11: : T-Test der Menge der VEGF-Farbung der drei Zelllinien

p-Werte
(T-Test)

UT-SCC-14

Ovs. 6 Gy

0,449

Ovs. 10 Gy

0,937

Ovs. 20 Gy

0,379

Ovs. 30 Gy

0,227

i
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5 Diskussion

Kopf-Hals-Tumoren stellen mit 6% einen grofRen Anteil aller Tumorentitaten dar
(Duvvuri and Myers 2009). Ihre Behandlung mittels Radiotherapie gestaltet sich
aufgrund grof3er hypoxischer Areale indes oft schwierig. Durch die Hypoxie
werden unter anderem Faktoren des Plasminogenaktivierungssystems (uPA,
PAI-1) (Kietzmann et al. 1999; Weinmann et al. 2002; Schilling et al. 2007;
Sprague et al. 2007) und der Angiogenese (VEGF) (Shweiki et al. 1992;
Rossler et al. 1999; Ziemer et al. 2001) erhoht. Bisher ist jedoch nicht bekannt,
wie sich die Expression dieser Antigene im Verlauf einer Strahlentherapie
verhalt. Um dies genauer zu untersuchen, haben wir die Konzentrationen und
Lokalisationen von uPA, PAI-1 und VEGF in drei Kopf-Hals-Plattenepithel-

karzinomen wahrend einer fraktionierten Bestrahlung verfolgt.

5.1 Andert sich wahrend der Bestrahlung die Expression
von uPA, PAI-1 und/oder VEGF und lasst sich ein
Zusammenhang mit der Strahlenresistenz (TCDsp)

erkennen?

Zur Klarung dieser Frage haben wir die Expression der drei Antigene nach
jeweils 0, 6, 10, 20 und 30 Gy Bestrahlung mittels immunhistochemischer
Farbung der Tumorschnitte und mittels ELISA-Test der Tumorlysate gemessen.
Um festzustellen ob ein Zusammenhang der Antigenexpression mit der
Strahlenresistenz der Tumore besteht, verglichen wir die gewonnen
Expressionsdaten mit den von der AG Prof. Baumann gemessenen TCDso-
Daten. TCDsp beschreibt die Bestrahlungsdosis, bei der in 50% aller Falle mit
einer lokalen Tumorkontrolle zu rechnen ist (siehe auch 3.2.4). Fur die drei
Tumorlinien ermittelte die AG Prof. Baumann folgende TCDso-Daten: UT-SCC-
15 = 35 Gy, UT-SCC-14 = 44 Gy, FaDupp = 62 Gy (bisher unverdoffentlichte
Daten). Danach handelt es sich bei UT-SCC-15 um den strahlensensibelsten,
bei UT-SCC-14 um einen vergleichsweise strahlenresistenteren und bei FaDupp

um den deutlich strahlenresistentesten Tumor dieser Arbeit.
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Die aus den Tumorlysaten ermittelten Daten zeigten in den drei Tumorlinien ein
heterogenes Muster der uPA-Expression. Im Vergleich zu den bei unbestrahlten
Proben gemessenen Basalwerten wurden unter Bestrahlung deutliche
Veranderungen der Expression von uPA festgestellt. Auffallig war, dass fur die
Tumorlinie mit dem mittleren TCDsp-Wert (UT-SCC-14) durchwegs die hochste
uPA-Expression und fir die Tumorlinie mit dem hdchsten TCDso-Wert (FaDupp)
die niedrigste uPA-Expression gemessen wurde. Weiter fiel auf, dass UT-SCC-
15 und UT-SCC-14 eine uber die Bestrahlung leicht ansteigende bzw.
gleichbleibende uPA-Konzentration zeigten, wohingegen die Konzentration von
UPA in FaDupp nach zunachst leichtem Anstieg deutlich unter den
unbestrahlten Anfangswert (Basalwert) abfiel. Als Mal3 fur die Expression der
Antigene kann, neben den per ELISA gewonnen Daten aus den Lysaten, auch
die Menge und die Intensitat der Farbung der bearbeiteten Tumorschnitte
herangezogen werden. Da beide Faktoren zur Gesamtmenge des jeweiligen
Proteins beitragen war es wichtig, stets beide einzeln zu bewerten und in
Addition zu interpretieren. Fir uPA zeigte sich hierbei eine Uber alle drei
Tumorlinien steigende Expression bei htheren Bestrahlungswerten. Die schon
in den Lysaten gefundene Ordnung in Bezug auf die TCDso-Werte der
Tumorlinien wurde bestatigt: UT-SCC-14 hatte die hoéchsten, FaDupp die
durchwegs niedrigsten Werte an uPA. Die in den Tumorlysaten Uberwiegend
und in den Tumorschnitten durchwegs gefundene Expressionssteigerung wurde
auch in zahlreichen anderen Studien nachgewiesen (Sawaya et al. 1994;
Jadhav and Mohanam 2006; Kargiotis et al. 2008; Angenete et al. 2009). Im
Gegensatz dazu wurde allerdings eine mittels Tumorlysaten festgestellte
Abnahme der uPA-Expression in der FaDupp-Tumorlinie vorbeschrieben
(Richter et al. 1998).

Fir PAI-1 wurde anhand der Tumorlysate in UT-SCC-15 eine bis 10 Gy
steigende, bei hoherer Bestrahlung jedoch wieder leicht abfallende Expression
gemessen. In UT-SCC-14 haben wir unter Bestrahlung eine steigende und in
FaDupp eine zunachst ebenfalls steigende, im Rahmen weiterer Bestrahlung
dann aber auf den Ausgangswert oder darunter fallende PAI-1-Expression
ermittelt. Die Auswertung der Tumorschnitte zeigte im Bestrahlungsverlauf eine

Steigerung der PAI-1-Expression fur die Tumorlinien UT-SCC-15 und
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UT-SCC-14. Mehrere Studien weisen nach, dass fraktionierte Bestrahlung eine
Erhohung von PAI-1 nach sich ziehen kann (Zhao et al. 2001; Schilling et al.
2007; Bayer et al. 2008; Angenete et al. 2009; Scharpfenecker et al. 2009).
Interessanterweise fanden sich in FaDupp sowohl in den Tumorlysaten als auch
in den Tumorschnitten durchwegs sehr geringe PAI-1-Werte. Die Expression
nahm hier im Rahmen hoher Bestrahlung (30 Gy) ab. Vorbeschrieben ist in der
Literatur eine unter Bestrahlung zunehmende Menge an PAI-1 (Schilling et al.
2007; Milliat et al. 2008; Scharpfenecker et al. 2009; Artman et al. in press).
Eine mogliche Erklarung fur die hier abnehmende Expression konnte die
fortschreitende Reoxygenierung des an sich weniger hypoxischen FaDupp-
Tumors sein. Das durch die Reoxygenierung zusétzliche Sauerstoffangebot
wirkt einer erhéhten PAI-1-Expression entgegen und hebt so die bestrahlungs-
induzierte Erh6hung auf (Schilling et al. 2007). Wir konnten mit Hilfe der
statistischen Auswertung fur FaDupp die zuvor bereits gefundene Korrelation
zwischen den Basalwerten von uPA und PAI-1 nachweisen (Reilly et al. 1992)
und nach unserem Wissensstand erstmals so detailliert aufzeigen, dass diese

auch Uber die gesamte Dauer einer Bestrahlung Bestand hat.

Die VEGF-Expression zeigte in den Tumorlysaten unter Bestrahlung eine
deutliche Steigerung in den Tumorlinien UT-SCC-15 und UT-SCC-14, wobei sie
in UT-SCC-15 unter sehr hoher Bestrahlung (20 und 30 Gy) wieder abfiel, in
UT-SCC-14 jedoch stetig anstieg. In FaDupp konnte anhand der Tumorschnitte
ebenfalls eine deutliche Steigerung der VEGF-Expression wahrend Bestrahlung
nachgewiesen werden. In der Literatur finden sich durchwegs unterschiedliche
Angaben zum Expressionsverhalten von VEGF unter Bestrahlung. So stellten
einige Studien einen Anstieg der Expression fest (Hovinga et al. 2005; Brieger
et al. 2007), wahrend andere keine Veranderung (Gisterek et al. 2007) oder
aber eine Abnahme der Expression aufzeigten (Loven et al. 2008; Ria et al.
2008). Auch die VEGF-Werte aller drei Tumorlinien unserer Studie korrelieren
wie schon vorbeschrieben mit den PAI-1-Werten (Pepper et al. 1991).
Aul3erdem stellten wir fir FaDupp eine Korrelation zwischen der VEGF- und der
uPA-Expression fest. Dies untermauert die Vermutung, dass dem PAS im
Allgemeinen - und PAI-1 im Speziellen - auch eine wesentliche Rolle bei der

Angiogenese zukommt. Einen Zusammenhang zwischen der jeweiligen VEGF-
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Expression und den TCDsp-Werten der Tumorlinien haben wir im Rahmen

dieser Arbeit nicht festgestellt.

Vergleicht man die ermittelten Expressionsmengen der Tumorlysate und der
Tumorschnitte mit der Strahlenresistenz (TCDsp) der einzelnen Tumorlinien so
fallt am deutlichsten auf, dass die strahlenresistenteste Tumorlinie FaDupp in
den Messungen der uPA- und insbesondere der PAI-1-Expression gegeniber
den beiden anderen Tumorlinien deutlich zurtick lag. Einer unlangst
erschienenen Publikation unserer Arbeitsgruppe kann allerdings entnommen
werden, dass FaDupp bei hohem TCDso-Wert im Vergleich mit anderen
Tumorlinien Uberraschend wenig PAI-1 exprimiert (Bayer et al. 2008). Beim
Vergleich der beiden verbleibenden Tumorlinien miteinander zeigte sich eine
geringfugig héhere PAI-1-Expression bei dem strahlensensibleren UT-SCC-15.
Bei genauerer Betrachtung fallt jedoch auf, dass bei FaDupp unter hoher
Bestrahlung insbesondere die mittels ELISA gemessenen Konzentrationen aller
drei Antigene zuriickgingen, wohingegen UT-SCC-15 und UT-SCC-14 eine im
Vergleich zum Ausgangswert gleichbleibende oder ansteigende Expression
zeigten. Zusammenfassend betrachtet waren bei allen drei Antigenen unter
Bestrahlung deutliche Veranderungen in Ihrer Expression festzustellen, die
allerdings je nach Tumorlinie unterschiedlich ausfielen. Bezuglich der
Strahlenresistenz konnte kein eindeutiger Zusammenhang zwischen den
Tumorlinien beobachtet werden. Unter Berlcksichtigung der vermutlichen
Sonderstellung von FaDupp zeigte sich bei hohen Bestrahlungswerten jedoch
eine mdogliche Beziehung zwischen hohen Expressionswerten und hoher
TCDso. Dieser eventuelle Zusammenhang wird von uns derzeit mit Hilfe

weiterer Tumorzelllinien genauer untersucht.
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5.2 Andert sich wahrend der Bestrahlung die Lokalisation
von uPA, PAI-1 und/oder VEGF und lasst sich ein
Zusammenhang mit der Strahlenresistenz (TCDsp)

erkennen?

Um festzustellen ob sich wahrend einer Strahlentherapie die Ortliche
Lokalisation von gefarbten Strukturen im Tumor verandert, haben wir die
einzelnen Antigene nach jeweils 0, 6, 10, 20 und 30 Gy Bestrahlung

immunhistochemisch gefarbt und daraufhin untersucht.

Bei den uPA-Farbungen zeigte sich, wie in mehreren Studien vorbeschrieben,
als primar gefarbte Struktur aller drei Tumorlinien das Zytoplasma der
Tumorzellen (Andreasen et al. 1997; Yasuda et al. 1997; Harvey et al. 1999;
Hurd et al. 2007) im Sinne einer granuldren, teils auch flachig wirkenden
Farbung. Im Gegensatz dazu stellte sich die Lokalisation dieser Farbung im
Tumorschnitt jeweils unterschiedlich dar. UT-SCC-15 zeigte die Farbung
Uberwiegend in der Peripherie des Tumors, seltener im Tumorzellverbund.
Vereinzelt fanden sich bei geringen Strahlungsdosen auch das Stroma
umgebende gefarbte Zellen. Bei UT-SCC-14 zeigte sich bei geringen
Strahlungsdosen neben einer peripheren, ebenfalls eine das Stroma
umgebende Farbung, wohingegen bei héheren Dosen die Féarbung in der
Peripherie dominierte. Bei FaDupp fiel eine im Vergleich zu den beiden anderen
Tumorlinien deutlich zu unterscheidende Lokalisation der uPA-Farbung auf, die
sich beinahe ausschlief3lich im Tumorzellverbund darstellte. In Bezug auf die
Strahlenresistenz (TCDsp) kann daraus geschlossen werden, dass sich die nach
uPA gefarbten Strukturen bei strahlensensibleren Tumoren (UT-SCC-15)
bevorzugt in der Peripherie, bei strahlenresistenteren (FaDupp) vermehrt im

Tumorzellverbund, d.h. zentral gelegen, befinden.

Gefarbte Strukturen fur PAI-1 fanden sich, wie in anderen Studien auch, zum
Grofdteil in der ECM und in im Tumorstroma gelegenen Fibroblasten
(Andreasen et al. 1997; Yasuda et al. 1997). Diese Farbung war bei UT-SCC-
15 sowohl im Tumorverbund als auch in der Kombination von Tumorverbund
und Peripherie zu beobachten. Bei UT-SCC-14 und FaDupp fand sich eine

unter Bestrahlung zunehmende Lokalisation in der Peripherie des Tumors,
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einhergehend mit einer Abnahme der Farbung in der Kombination von
Tumorverbund und Peripherie. Mit steigender TCDso der Tumorlinien zeigte sich
die PAI-1-Farbung somit zunehmend in der Peripherie des Tumors. Dies wurde

umso ausgepragter je héher die Gesamtbestrahlungsdosis wurde.

Die VEGF-positiven Strukturen waren, wie erwartet und zuvor in anderen
Studien beschrieben (Ogata et al. 1996; Eisma et al. 1997), am vielfaltigsten
und reichten vom geféarbten Zytoplasma der Tumorzellen, Uber Endothelzellen,
bis hin zu Zellen in der ECM, wie z.B. Makrophagen. Die Lokalisation der
gefarbten Strukturen war Uber die drei Tumorlinien unterschiedlich verteilt. UT-
SCC-15 zeigte sie Uberwiegend im Tumorverbund und teils auch in den vom
Tumor gebildeten Keratinnestern, insbesondere bei den hochstbestrahlten
Tumoren. Bei UT-SCC-14 fielen neben der Lokalisation im Tumorverbund
insbesondere auch Farbungen neben nekrotisierten Arealen auf. In FaDupp war
die Farbung ausschlief3lich im Tumorverbund zu finden. Eine Anfarbung in der
Peripherie, dem expandierenden Teil des Tumors, war in keiner der Tumorlinien
zu beobachten. Aufgrund dieses Uberwiegend gleichen VEGF-
Lokalisationsmusters aller drei Tumorlinien konnte kein Zusammenhang mit den

TCDso-Werten gefunden werden.

Fasst man diese Beobachtungen zusammen so fallt auf, dass sich uPA sowohl
im Zentrum als auch in der Peripherie finden lasst, wohingegen PAI-1 vermehrt
in der Peripherie auftritt. Dies gilt insbesondere flr Tumore mit einer hoheren
TCDsy wie z.B. FaDupp, den strahlenresistentesten Tumor mit der
dementsprechend hodchsten TCDso. Das in Lewis-Lungenkarzinomen von
Skriver et al. und Kristensen et al. (Skriver et al. 1984; Kristensen et al. 1990)
vorbeschriebene Muster von uPA-Lokalisation in invasiven (peripheren) und
PAI-1-Lokalisation in nichtinvasiven (zentralen) Regionen konnte durch diese
Studie daher nicht bestatigt werden. In einer jlingeren Studie wurde jedoch
bereits nachgewiesen, dass das Lokalisationsmuster in  Tumoren
unterschiedlicher Herkunft deutlich variieren kann (Andreasen et al. 1997). Eine
Erklarung fur das in unserer Arbeit gefundene Muster der Lokalisation kdnnte
die Tatsache sein, dass PAI-1, neben seiner Fahigkeit uPA zu inaktivieren,
auch uber eine Reihe anderer tumorbiologischer Funktionen, z.B. in der

Angiogenese, verfugt. Um alle Funktionen ausfihren zu kénnen und damit ein
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bestmdgliches Tumorwachstum zu gewahrleisten, kdnnte es erforderlich sein,
eine Balance zwischen einer zu geringen und einer zu hohen PAI-1-Expression
zu finden. Unterstitzt wird diese Vermutung durch die bereits oben
beschriebene Korrelation zwischen der per ELISA gemessenen uPA- und PAI-
1-Expression in FaDupp (Abb. 4-5). Insgesamt gesehen veranderten alle drei
Antigene ihre Lokalisation wahrend der Bestrahlung jedoch nur geringfiigig.
Allerdings wurden die zu Beginn Uberwiegend gefundenen Lokalisationen unter
Bestrahlung verstarkt, wohingegen die seltener auftretenden Lokalisationen
unter Bestrahlung zumeist gleich blieben oder weiter abnahmen. Ein eventueller
Zusammenhang zwischen der Lokalisation und der TCDso der Tumorlinien
konnte nur fur uPA und PAI-1, nicht jedoch fir VEGF festgestellt werden. So
ging zum einen eine vermehrte Farbung im Tumorverbund (UPA), zum anderen
eine vermehrte Farbung in der Peripherie (PAI-1) mit einer erh6hten

Strahlenresistenz einher.

5.3 Lassen die gewonnenen Daten das Ansprechen einer
Strahlentherapie vorhersagen und somit Marker

erkennen, die eine anpassbare Therapie erlauben?

Fur die Behandlung von Kopf-Hals-Tumoren wére es von Vorteil vor Beginn
oder aber im Laufe der Therapie zu wissen, ob es sich bei dem zu
bestrahlenden Tumor um einen strahlenresistenteren oder strahlensensibleren
Typ handelt. Dann kodnnten individuelle Therapien erarbeitet werden, um
Patienten mit sensibleren Tumoren belastende Bestrahlungssitzungen und
Zusatztherapien wie z.B. adjuvante Chemotherapie zu ersparen bzw. bei
Patienten mit resistenteren Tumoren eine entsprechend aggressivere Therapie
anzuwenden. Als klinische Marker haben sich diesbezlglich bisher PAI-1 und in
geringerem Ausmald auch VEGF etabliert.

Der inzwischen fur viele Tumorentitaten als prognostischer Marker
angewendete PAI-1 zeigte in dieser Studie bei unbestrahlten Tumoren zunéchst
ein Muster, das von dem in der Literatur vorbeschriebenen leicht abweicht. Die
beiden strahlensensibleren Tumorlinien UT-SCC-15 und UT-SCC-14 zeigten
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deutlich hohere Werte als die strahlenresistentere FaDupp-Tumorlinie, wobei
UT-SCC-15 als strahlensensibelste Tumorlinie mit den hochsten PAI-1-Werten
Uberraschte. Bei hochbestrahlten Tumoren zeigten sich deutliche
Veranderungen, insbesondere beziglich UT-SCC-14 und UT-SCC-15, die das
nach vorangegangenen Studien zu erwartende Bild einer hoheren PAI-1-
Expression bei der strahlenresistenteren UT-SCC-14-Tumorlinie bestatigten.
FaDupp fiel bei starker Bestrahlung in seiner PAI-1-Expression noch weiter ab
und lag im Vergleich mit den beiden anderen Tumorlinien deutlich am
niedrigsten. Diese durchwegs niedrigen PAI-1-Werte der Tumorlinie FaDupp
sind mit Vorsicht zu bewerten da bekannt ist, dass diese Tumorlinie trotz hoher
TCDso nur sehr wenig PAI-1 exprimiert. Es kdnnte also sein, dass die bisher nur
bei unbestrahlten Tumoren bekannte Korrelation zwischen der TCDso eines
Tumors und den exprimierten PAI-1-Werten unter Umstanden erst bei
hochbestrahlten Tumoren auftritt. Um dies genauer zu ermitteln und PAI-1
gegenbenenfalls als Marker wahrend der Radiotherapie einzusetzen ist es
notwendig, weitere Tumorlinien und deren PAI-1-Expression unter fraktionierter
Bestrahlung zu untersuchen. Bis dies durch bereits laufende
Forschungsarbeiten unserer Arbeitsgruppe geklart ist, kbnnen weiterhin nur die
PAI-1-Werte bei unbestrahlten Tumoren als Prognosemarker fir das

Ansprechen einer Strahlentherapie verwendet werden.

VEGF betreffend konnte in dieser Arbeit mittels ELISA nachgewiesen werden,
dass wahrend einer Bestrahlung die strahlensensibleren Tumorlinien (UT-SCC-
15 und UT-SCC-14) im Gegensatz zum strahlenresistenten FaDupp signifikante
Expressionssteigerungen zeigten. Der zugrundeliegende Pathomechanismus
konnte Uber die vermehrte Neubildung von Gefal3en durch die héheren VEGF-
Konzentrationen vermittelt sein. Mehr Gefal3e fihren theoretisch zu einer
geringeren Tumorhypoxie und somit wiederum zu einer erhohten
Strahlensensibilitat. Diese Annahme steht im Widerspruch zu den im Vergleich
mit physiologischen Geféalien bereits beschriebenen strukturellen und
funktionellen Defiziten der neugebildeten Gefal3e. Dennoch lassen die hier
gewonnen Daten die Mdglichkeit offen, dass VEGF, insbesondere bei bereits
begonnener Strahlentherapie, ein Marker zur Beurteilung der Effektivitat der

Strahlentherapie sein konnte.
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Unseren Wissens zeigt diese Studie erstmals in dieser Genauigkeit untersuchte
Veranderungen des Expressionsmusters und der Lokalisation sowohl fur uPA,
PAI-1 als auch fur VEGF wahrend fraktionierter Bestrahlung. Die Interpretation
der gefundenen Veranderungen ist aufgrund der zu diesem Zeitpunkt relativ
wenigen untersuchten Tumorlinien nur bedingt aussagekraftig. Ein gesichertere
Aussage wird demnéachst moglich, wenn in unserer Arbeitsgruppe die Arbeit an

drei weiteren Tumorlinien abgeschlossen sein wird.

Aufgrund des sowohl in den Tumorlysaten als auch in den Tumorschnitten
erkennbaren "untypischen" Verhaltens der Tumorlinie FaDupp, sei hier auf
diese nochmals gesondert eingegangen. Auffallend sind zum einen die in
Bezug zur TCDsp durchwegs unverhaltnismallig niedrigen PAI-1-Werte zum
anderen der unter hoher Bestrahlung zu beobachtende mittels ELISA
gemessene Mengenabfall aller drei Antigene unter lhren Basalwert. Fur PAI-1
konnte auch in den Tumorschnitten ein Abfall an Intensitat und Menge der
gefarbten Strukturen unter Basalniveau beobachtet werden. Die Tatsache, dass
in FaDupp die mittels ELISA gemessenen PAI-1-Werte signifikant mit denen von
uPA und VEGF korrelieren erhartet, wie schon weiter oben beschrieben, die
Vermutung nach einer zentralen Rolle von PAI-1 in der Tumorbiologie auch
wahrend einer Strahlentherapie. Daher ist es durchaus denkbar, dass FaDupp
gerade aufgrund seiner schon zu Beginn aul3erst niedrigen PAI-1-Basalwerte,
ein unter Bestrahlung deutlich abgrenzbares Muster in der Antigenexpression
zeigt. Um genauere Aussagen treffen zu kdbnnen wére es winschenswert, das
Expressionsverhalten von uPA, PAI-1 und VEGF bei einem anderen Tumor mit
ahnlich niedrigen Basalwerten an PAI-1 zu untersuchen. Ergabe sich dabei ein
ahnliches Muster, kénnte man eventuell auch bei derartigen Tumoren eine

Aussage Uber ihr Verhalten im Laufe einer Strahlentherapie treffen.
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6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die Auswirkung von Radiotherapie auf die Expression
und Lokalisation von uPA, PAI-1 und VEGF in drei unterschiedlichen
Tumorlinien untersucht. Dies beinhaltete die immunhistochemische Farbung
angefertigter Tumorschnitte und deren mikroskopische Auswertung sowie
ELISA-Tests von Tumorlysaten. Zielsetzung war, etwaige Verdnderungen der
Antigenkonzentrationen und Lokalisationen und deren Korrelation zur
unterschiedlichen Strahlenresistenz der verwendeten Tumore festzustellen.
Daruiber hinaus wurde untersucht, ob die ermittelten Daten einen Marker
erkennen lassen, der das Ansprechen einer Strahlentherapie vorhersagen kann
und somit eine anpassbare Therapie ermdglicht. Insbesondere fir PAI-1 und
VEGF zeigten sich unter hoher Bestrahlung in zwei von drei Tumorlinien
deutliche Steigerungen ihrer Expression und die Ausbildung eines
Lokalisationsmusters, wie man es von unbestrahlten Tumoren kennt. So
konnten wir nachweisen, dass der strahlensensibelste Tumor zwar die zunachst
hdchste PAI-1 und VEGF-Expression aufzeigte, bei hoher Bestrahlung jedoch
im Vergleich zum strahlenresistenteren Tumor in seiner Expression abfiel.
Insbesondere in hochbestrahlten Tumorschnitten fand sich ein so nicht
vorbeschriebenes Muster der Lokalisation von uPA und PAI-1. uPA wurde
sowohl in invasiven als auch nichtinvasiven Regionen vorgefunden,
wohingegen PAI-1 eher in invasiven Arealen, also in der Peripherie der
Tumoren, beobachtet wurde. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass sich
sowohl das Muster der Expression von PAI-1 und VEGF als auch die
Lokalisation von uPA und PAI-1 im Laufe einer Strahlentherapie deutlich
verandern. Sollten die in dieser Arbeit ermittelten Ergebnisse durch die bereits
laufende Untersuchung von drei weiteren Tumorlinien bestétigt werden durfte
es maoglich sein, auch nach einer bereits begonnenen Strahlentherapie diese an

den jeweiligen Tumortyp anzupassen.
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