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Einleitung 1

1  Einleitung

1.1  Allgemeines

Weltweit stellt das Mundhohlenkarzinom eine der am haufigsten vorkommenden Krebser-
krankungen dar. (Shah & Gil, 2009) Ungefihr 90 % der bosartigen Tumoren der Mund-
hohle haben ihren Ursprung im Epithelgewebe und werden als orale Plattenepithelkarzi-

nome klassifiziert. (Rivera 2015; Mascitti et al, 2018)

Die Prognose der an einem oralen Plattenepithelkarzinom erkrankten Personen ist trotz lau-
fender Fortschritte in der Krebsprivention und im therapeutischen Vorgehen nach wie vor
schlecht, was hédufig in einem zu spiten Diagnosezeitpunkt begriindet liegt. (Rivera 2015;
Mascitti et al, 2018) Die unveridnderte Sterberate von 145 000 Erkrankten pro Jahr iiber das
letzte Jahrzehnt bestétigt diesen Sachverhalt. (Grobe et al, 2014; Panzarella et al, 2014; Ri-
vera 2015)

Momentan stellen die klinische Untersuchung der Mundhdhle und die histologische Kon-
trolle des entnommenen suspekten Gewebes den Goldstandard in der Diagnostik des oralen
Plattenepithelkarzinoms dar. (Fuller et al, 2015) Jedoch ist es das Ziel in der aktuellen
Krebsforschung, weniger invasive und kostengiinstigere Methoden zu finden, die die
Krebserkrankung besser beurteilbar machen und eine Uberwachung beziiglich des Tumor-
wachstums und therapeutischen Ansprechens ermdglichen. (Siravegna et al, 2017; Wang
et al, 2017) In diesem Zusammenhang werden die Probeentnahme und die Analyse von
nicht festem biologischem Gewebe wie Blut als gering invasive, ergidnzende Diagnosein-

strumente in Betracht gezogen. (Dionne et al, 2015; Fuller et al, 2015; Aro et al, 2017)

Die Entstehung von Karzinomen wird durch DNA-Mutationen verursacht. (Stadler et al,
2010) Diesbeziiglich ist bemerkenswert, dass Veranderungen der DNA sowohl in geneti-
schen als auch in epigenetischen Strukturen durch Biomarker wie zirkulierende Tumorzel-
len (CTCs) oder zirkulierende Tumor-DNA (ctDNA) aufgezeigt werden kdnnen. Diese
konnen in biologischen Fliissigkeiten wie Blut, Serum, Plasma, Pleurafliissigkeit, Urin und

Speichel gefunden werden. (Kaczor-Urbanowicz et al, 2017)
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Der Vorteil in der Bewertung dieser Tumormarker aus einer Liquid-Biopsie liegt darin,
dass zu mehreren Zeitpunkten ein Echtzeitbild des Tumors und seiner Metastasen generiert
wird. Weiterhin werden dabei Informationen iiber die Belastung des Korpers durch den
Tumor gewonnen und es konnen frithzeitig Hinweise auf eine Therapieresistenz oder ein

Tumorrezidiv gegeben werden. (Di Meo et al, 2017)

Es konnte gezeigt werden, dass bei an einem oralen Plattenepithelkarzinom erkrankten Per-
sonen an der Invasionsfront zum umgebenden Weich- und Knochengewebe das epitheliale
Protein avp6 in den Tumorzellen vermehrt exprimiert wird. (Nieberler et al, 2017) Dieses
Integrin wird als Markerprotein der epithelial-mesenchymalen Transition (EMT) angese-
hen, der auch eine groB3e Bedeutung bei der Aussaat der Tumorzellen ins Blutgefdl3system
zugeschrieben wird. (Thiery, 2002; Kalluri & Weinberg, 2009) In der vorliegenden Arbeit
wird als Hypothese angenommen, dass f6-mRNA, die fiir die 6-Untereinheit des Integrin-
Dimers avB6 kodiert, bei Personen mit oralem Plattenepithelkarzinom im Blutplasma in
erhdhter Konzentration vorhanden ist. Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurden Blutpro-
ben von 55 Personen mit der Diagnose eines oralen Plattenepithelkarzinoms auf das Vor-
handensein der Expression der B6-mRNA analysiert und mit dem 6-mRNA-Expressions-
level in Blutproben von 33 gesunden Personen verglichen. Dariiber hinaus wurde unter-
sucht, ob ein Zusammenhang zwischen der Tumorausdehnung nach TNM-Klassifikation

und dem Expressionslevel der mRNA der 6-Untereinheit im Blutplasma besteht.

Kriterien wie eine einfache Handhabung, moglichst niedrige Kosten, ein niedriger Invasi-
onsgrad und eine geringe Beeintrachtigung der erkrankten Personen sind wesentliche Fak-
toren bei der Etablierung einer geeigneten Fritherkennungsmethode. Da der Nachweis von
im Blut zirkulierenden Tumormarkern als Screening-Methode diese Anforderungen erfiillt,
scheint die Darstellung von mRNA der 6-Untereinheit des Integrin-Dimers avB6 im
Plasma der Erkrankten eine aussichtsreiche Moglichkeit zu sein, um einen Tumor- und

Verlaufsparameter zu gewinnen.
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1.2  Das Mundhohlenkarzinom
1.2.1  Epidemiologie

Das orale Plattenepithelkarzinom ist ein bosartiger Tumor der Mund-Kiefer-Gesichts-Re-
gion mit einer hohen Inzidenzrate. In Deutschland betrdgt die Anzahl der Neuerkrankten
jéhrlich circa 10 000. (Wolff et al, 2021) Weltweit verzeichnet das orale Plattenepithelkar-
zinom eine jdhrliche Inzidenz von circa 600 000 und ist urséchlich fiir 1 bis 2 % der To-

desfille aller Krebserkrankungen. (Ferlay et al, 2015)

Karzinome des Rachens und der Mundhéhle stellen eine heterogene Gruppe maligner Neu-
bildungen dar. Dabei finden sich zu etwa 90 % Plattenepithelkarzinome und daneben circa

5 % Adenokarzinome der Speicheldriisen.

Ungefihr 5 % aller bosartigen Tumoren finden sich in der Mundhohle mit den Regionen
des Vestibulum oris, des nicht keratinisierten Lippenrots, der Innenwangen, des Alveo-
larfortsatzes, des retromolaren Dreiecks, der vorderen zwei Drittel der Zunge, des harten

Gaumens, der Vorderflache des weichen Gaumens und des Mundbodens.

Laut Angaben des Robert-Koch-Instituts haben sich seit dem Jahr 2000 die Inzidenz- und
Mortalititsraten fiir Malignome von Mundhdhle und Rachen nicht wesentlich verdndert.
(Kaatsch et al, 2013) Beim weiblichen Geschlecht ist hinsichtlich der Inzidenz eine leichte
Zunahme zu verzeichnen, wobei Méanner immer noch hiufiger an einem oralen Plattenkar-
zinom erkranken. Unter allen malignen Tumorerkrankungen steht das Plattenepithelkarzi-
nom der Mundhdohle beim ménnlichen Geschlecht auf Platz 7. (Saarbriicken, 2006) Je nach
Kultur und Geografie zeigen Erkrankungs- und Sterberaten der betroffenen Personen mit
Mundhohlenkarzinomen eine starke Variation. (Sankaranarayanan et al, 1998) Bemerkens-
wert sind die starken regionalen Unterschiede besonders bei Méannern innerhalb Deutsch-
lands: In Siiddeutschland oder Schleswig-Holstein ist die Sterberate nur halb so hoch wie

in Mecklenburg-Vorpommern.

Das mittlere Alter bei Erkrankung betrigt bei Frauen 62 und bei Mannern 58 Jahre. Dass
Mainner durchschnittlich vier Jahre frither und insgesamt hdufiger an malignen Mundhdh-
lenkarzinomen erkranken, ist mit deren hdufigerem Tabak- und Alkoholkonsum assoziiert.

(Saarbriicken, 2006; Lang et al, 2002)



Einleitung 4

1.2.2  Atiologie

Bei den meisten Krebserkrankungen der Mundhdhle scheint die kanzerogene Wirkung auf
die Mukosazellen und deren DNA zu iiber 60 % von dulleren Faktoren auszugehen. (Ka-

demani, 2007; Sankaranarayanan et al, 1998)

Tabak- und Alkoholkonsum sind die Risikofaktoren mit der grofiten Bedeutung fiir die
Entstehung eines Mundhdhlenkarzinoms. Das Erkrankungsrisiko ist bei Rauchern gegen-
iiber Nichtrauchern um ein Sechsfaches erhoht. Dabei ist anzumerken, dass die Kombina-
tion aus iiberméfBigem Alkoholkonsum und Rauchen das Risiko um den Faktor 30 erhoht.
(Bagnardi et al, 2001; Talamini et al, 2002) Hochprozentiger Alkohol dient als Losungs-
mittel fiir Kanzerogene, die im Rauch der Zigaretten enthalten sind. (Miller, 1974; Rodri-
guez et al, 2004; Vokes et al, 1993) Der orale Genuss von beispielsweise Kautabak stellt
einen weiteren Risikofaktor dar. (Critchley et al, 2003) Ebenfalls ein begiinstigender Faktor
ist eine einseitige, vitaminarme Erndhrung mit {iberdurchschnittlichem Fleischverzehr bei
einem gleichzeitig geringen Verzehr von Gemiise und Obst. (Bosetti et al, 2002; Bosetti

et al, 2003; Levi et al, 2000; Oreggia et al, 2001)

Auch eine mangelhafte Mundhygiene mit Plaques oder bakterieller Besiedlung und chro-
nische mechanische Irritationen durch schlecht sitzenden Zahnersatz konnen die Entste-

hung eines Mundhohlenkarzinoms fordern. (Schwenzer & Ehrenfeld, 2011)

Fiir Krebserkrankungen im Nasen-Rachen-Raum kann auch eine Beteiligung von Viren
ursdchlich sein; der Nachweis von humanem Papilloma-Virus (HPV) im Serum ist mit ei-
nem gesteigerten Risiko sowohl flir das Mundhohlen- als auch fiir das Pharynxkarzinom
assoziiert. (Cruz et al, 2002; Dahlstrom et al, 2003; Herrero et al, 2003) In einschldgigen
Studien konnte Hochrisiko-HPV-DNA in der Mundhohle von an einem oralen Plat-
tenepithelkarzinom erkrankten Personen mit einem Anteil zwischen 4 und 43 % nachge-
wiesen werden (Saraiya et al, 2015; Hiibbers & Akgiil 2015; Yete et al, 2018; Ndiaye et al,
2014). Es spielt vor allem der Hochrisiko-HP-Typ 16 eine zentrale Rolle. Hingegen wurden
in oralen Platenepithelkarzinomen nur selten andere Hochrisiko-Typen wie HPV 18 festge-

stellt. (Syrjénen et al, 2011; Isayeva et al, 2012; Lingen et al, 2013)
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Weiter konnen genetische Einflussfaktoren die Entstehung von oralen Plattenepithelkarzi-
nomen begiinstigen. Momentan existiert noch keine Screening-Methode, die den Nachweis
dieser Risikofaktoren sichert. (Zheng Z et al, 2001; Elahi et al, 2002; Elahi et al, 2003;
Cheng et al, 2002, Zheng Y et al, 2001)

Das Konzept der squamosen intraepithelialen Neoplasie (SIN) wird nach der World-
Health-Organization-Einteilung der Kopf-Hals-Karzinome von 2005 auf Vorlduferlisio-
nen des oralen Plattenepithelkarzinoms angewandt. Der SIN-Dysplasiegrad wird in niedrig,
méfBig und hochgradig differenziert. (Macfarlane et al, 1992; Department of Dental Ser-
vices Royal College England, 1994; Harris et al, 2016) Der veraltete Begriff Karzinoma in
situ mit einem Entartungsrisiko von 90 % wurde in dieser Nomenklatur durch die Bezeich-

nung hochgradige intraepitheliale Neoplasie ersetzt. (Harris et al, 2016)

Leukoplakien konnen sich in ein Karzinom umwandeln. Unter leukoplaken Lésionen der
Mundschleimhaut werden weillliche, nicht abwischbare Verdnderungen verstanden, die
kein anderes Geschehen als Ursache haben. (Axell, 2001; Van der Waal & Scully, 2011)
Eine bestehende Leukoplakie sollte in regelméBigen Abstéinden kontrolliert werden und es
sollten gegebenenfalls Probebiopsien zur histologischen oder zytologischen Untersuchung
genommen werden, um bei hochgradig dysplastischen Verdnderungen das betroffene Areal

komplett zu entfernen.

1.2.3  Klinik

Wurde bei einer Person eine Lédsion der Mundschleimhaut diagnostiziert, die nach zwei
Wochen noch nicht abgeheilt ist, gilt dies grundsétzlich als verdichtig und jede haus- oder-
zahnirztliche  Praxis  sollte die  direkte  Uberweisung der  betroffenen
Person zu einem Spezialisten zur weiteren Abkliarung einleiten. Verdnderungen der Mund-
schleimhaut mit Gewebeiiberschuss oder -defekt, aber auch Verhdrtungen mit Verdanderun-
gen der Kolorierung konnen auf die Anwesenheit eines Plattenepithelkarzinoms hinweisen.
(Wolff et al, 2021) Beim oralen Plattenepithelkarzinom wird zwischen zwei Wachstums-
mustern unterschieden: Das exophytische Wachstumsmuster zeichnet sich durch eine un-
regelméBige und hockerige Oberflachenbeschaffenheit aus, hingegen spricht ein zentral

gelegenes Ulkus mit einem marginalen Randwall flir ein endophytisches Wachstum.
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Zusitzlich konnen sich weiBlliche (leukoplakische) Auflagerungen zeigen, die haufig aus
einer Keratinisierung resultieren. Oberflachliche Lésionen oder kndtchenformige Epithel-
verdickungen zeigen sich eher in einem initialen Stadium, wihrend es in der spédten Phase
zu einer grofBfldchigen Ausbreitung oder zu zapfenférmigem Tiefenwachstum kommen

kann.

Besonders haufig betroffene Bereiche im Mund sind der Zungenrand (22 %) und der Mund-
boden (36 %), wobei sich 80 % der oralen Plattenepithelkarzinome im Unterkiefer finden

und nur 5 % im Oberkieferbereich lokalisiert sind.

Ein orales Plattenepithelkarzinom kann sich klinisch unterschiedlich présentieren; initial
kann der beschriebene Befund von Zahnlockerungen oder Lymphknotenschwellungen im
Halsbereich begleitet sein. Schreitet das Tumorwachstum voran, kann es zu funktionellen
Einschriankungen wie Schluckbeschwerden, einer eingeschrinkten Mundo6ffnung und
Sprach- oder Kaustorungen kommen. Aus der Knocheninvasion kann eine spontane Frak-
tur resultieren oder der Tumor durchbricht die &uBlere Haut und wird als Wunde im Ge-
sichtsbereich sichtbar. Oft entwickeln sich starke, in Kopf- und Halsregion ausstrahlende
Schmerzen. Trotz unauffilligen klinischen Befunds kommt es knapp bei der Halfte aller
Patienten bei der Erstdiagnose zu einem Befall der Halslymphknoten. (Byers et al, 1998;
Coatesworth & MacLennan, 2002; Nieuwenhuis et al, 2002; Akhtar et al, 2007; Cole &
Hughes, 1997; Crean et al, 2003; Hao & Tsang, 2002; Henick et al, 1995; Kligerman et al,
1994; McGuirt et al, 1995a; O’Brien et al, 2000; Smith et al, 2004; Spiro et al, 1996) Pri-
mére Fernmetastasen treten beim oralen Plattenepithelkarzinom nur selten auf; sie sind am
héufigsten in Lunge, Leber und Knochenmark lokalisiert. (Schwenzer & Ehrenfeld, 2011)
Bei einem multilokuldren Tumor sind zu einem bestimmten Zeitpunkt gleich mehrere Be-

reiche in der Mundhohle befallen.

Weiterhin sind B-Symptomatiken wie die ungewollte Gewichtsabnahme, néchtliches
Schwitzen, Miidigkeit, Appetitlosigkeit oder Fieber Symptome, die eine weiterfithrende
diagnostische Abklarung notwendig machen. Bei den in Tabelle 1 aufgefiihrten klinischen
Symptomen ist bei einem Fortbestehen iiber zwei Wochen eine Vorstellung beim Facharzt
zeitnah zu veranlassen. (Hollows et al, 2000; Jones et al, 2002; Pitiphat et al, 2002; Filipits
etal, 2011)
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Tabelle 1: Symptome des Plattenepithelkarzinoms der Mundhdéhle
[nach (Pitiphat et al, 2002; Wolff et al, 2021)]

unklare Zahnlockerungen zervikale Schwellungen

starker Mundgeruch (Foetor ex ore) Veranderungen der Okklusion
Erythroplakie/Leukoplakie eingeschriankte Zungenbeweglichkeit
Taubheitsgefiihl Probleme beim Sprechen

unklare Blutungen Ulzerationen/Schleimhautdefekte
dauerhaftes Fremdkorpergefiihl Schwellungen in der Mundhdhle
Schmerzen eingeschrinkte Mundo6ffnung

1.2.4  Diagnostik

Erste karzinomverdichtige Risikofaktoren konnen bereits im Anamnesegesprich eruiert
werden. Besonders bei der Nikotin- und Alkoholanamnese sollte diesbeziiglich genau

nachgefragt werden.

Inspektorisch ist auf Lokalisation, GroBe, Kolorierung, Oberflichenbeschaffenheit, Ver-
schieblichkeit, Konsistenz und Abgrenzung zur Umgebung zu achten. Derbe, harte,
schlecht verschiebliche Tumore sind palpatorisch stets karzinomverdichtig. Bei der Erst-
vorstellung der betroffenen Person mit Verdacht auf ein orales Plattenepithelkarzinom ist
die Palpation der submandibuléren, zervikalen, nuchalen und supraclaviculiren Lymph-
knoten beidseitig immer durchzufiihren. Eine Biopsie zur Sicherung des Befunds und zur
pathologischen Diagnostik ist im Rahmen des Tumor-Stagings unerlésslich, da die Thera-
pieempfehlung und somit die Prognose aus dem Ergebnis des Stagings resultieren. (Fortin
et al, 2001; Spiro et al, 1999; Weijers et al, 2002) Die Tumorbiopsie sollte erst nach der
Bildgebung mit Kontrastmittel erfolgen, da es durch die Probeentnahme zu lokalen Blu-
tungen und Gewebeirritationen kommen kann, die das Kontrastmittelverhalten beeinflus-
sen. In der Regel wird das Gewebe durch eine Inzisionstherapie mit dem Skalpell aus der
Peripherie des Tumors gewonnen; eine Entnahme aus dem nekrotischen Zentrum ist zu
vermeiden. (Wolff et al, 2021) Der Ausschluss eines zeitgleich vorhandenen Zweitkarzi-

noms im Pharynx- oder Larynxbereich sollte durch eine Spiegeluntersuchung innerhalb der
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priméren Diagnostik erfolgen. (Day & Blot, 1992; Day et al, 2003; De Vries et al, 1986;
Kramer et al, 2004) AusschlieBlich im Falle eines auffilligen spiegelbildlichen oder radio-
logischen Befunds wird die Durchfiihrung einer endoskopischen Untersuchung notwendig.
(Chow et al, 2009; Fielding et al, 2010; Kesting et al, 2009a; Kesting et al, 2009b; Lee et al,
2010; Takenaka et al, 2009)

1.2.4.1 Bildgebung

Zur Uberpriifung des Zahnstatus und beziiglich einer Strahlentherapie sollte vor der spezi-
fischen Tumortherapie im Rahmen der zahnédrztlichen Basisdiagnostik eine Panorama-
Schichtaufnahme angefertigt werden. (Leslie et al, 1999; Vidiri et al, 2007; Vidiri et al,
2010; Wolff et al, 2021) Eine Computertomographie (CT) oder Magnetresonanztomogra-
phie (MRT) gehdren beim radiologischen Primér-Staging zur Standarddiagnostik. Eine
Uberlegenheit einer gegeniiber der jeweils anderen Methode wurde nicht belegt (Bolzoni
et al, 2004; Van Cann et al, 2008; Wiener et al, 2006). Beide Diagnostikinstrumente bieten
eine ausreichende Darstellung der Gewebestrukturen beziiglich der Tumorausdehnung oder
Knocheninvasion. (Kaanders & Hordijk 2002; Leslie et al, 1999; Vidiri et al, 2010; Vidiri
et al, 2007; Woolgar & Triantafyllou, 2005) Die MRT bietet bei zu erwartenden Metallar-
tefakten durch Zahnersatz eine bessere Darstellung des Primérkarzinoms im oralen Be-
reich. Keine signifikant verbesserte diagnostische Aussagekraft wird durch die Anwendung
mehrerer Untersuchungsmethoden (CT, MRT, Positronen-Emissions-Tomographie(PET)-
CT) erreicht. (Gu et al, 2010) Zusétzlich sollte entweder ein konventionelles Thorax-Ront-
gen oder ein Thorax-CT durchgefiihrt werden, da mit hoherem T-Stadium auch die Auftre-
tenswahrscheinlichkeit eines sekundiren Lungentumors steigt. (Andrle et al, 2009; Kaan-
ders & Hordijk, 2002) In fortgeschrittenem Tumorstadium ist die Fluorodesoxyglucose
(FDG)-PET/CT zur Detektion von Fernmetastasen (Lunge, Leber, Nebennieren) geeignet;
in der priméren Diagnostik zur Beurteilung der lokalen Ausdehnung des oralen Tumors hat
sie hingegen keinen Stellenwert. (Goerres et al, 2005; Seitz et al, 2009) Die Sonographie
gilt als Standardmethode bei der Untersuchung der Halslymphknoten, allerdings ist ihre
Zuverlassigkeit aufgrund der niedrigen Spezifitit gering. (To EW et al, 2003) Bei der Be-
urteilung der Halsregion auf Lymphknotenmetastasen zeigen CT und MRT eine dhnliche
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diagnostische Genauigkeit und eine Uberlegenheit gegeniiber der klinischen Untersuchung.
(Van den Brekel et al, 1993) Bei grolen Lymphknoten im CT und MRT kann die Feinna-
delbiopsie oder die FDG-PET als zusétzliches Diagnoseinstrument fungieren. (Stokkel
et al, 2000; Adams et al, 1998) AuBlerdem sollte zum Ausschluss moglicher abdomineller

Metastasen eine Oberbauchsonographie durchgefiihrt werden.

1.2.4.2  Stadieneinteilung und TNM-Klassifikation

Die Grofe, die Ausdehnung und die Graduierung eines Plattenepithelkarzinoms im Mund-
bereich werden nach der TNM-Klassifikation beschrieben. Maligne Tumoren sollen im
Rahmen des Tumor-Stagings anhand ihrer klinischen, apparativen, histologischen und zy-
tologischen Beurteilung kategorisiert werden. Dadurch kann die Tumortherapie besser ge-
plant und die Prognose beziiglich kurativen beziehungsweise palliativen Verlaufs kann ab-
geschitzt werden. Der Franzose Pierre Denoix erarbeitete das TNM-Klassifikationssystem
in den Jahren 1943 bis 1952 zur Stadienbestimmung von bosartigen Tumoren. Seit 1950
wird diese Klassifizierung von der Union international contre le cancer (UICC) verwendet.
Im Jahr 1997 hat die UICC eine internationale Systematik festgelegt, die eine globale Ver-
einheitlichung ermoglicht. Die Klassifikation erfolgt entweder bezogen auf den Tumor-

durchmesser in cm oder auf die Infiltration von benachbartem Gewebe.
Die Zuordnung der Malignome wird nach drei Hauptkriterien vorgenommen:
e Tumor (T)

GroBe und Expansion (Nachbarschaftsbeziehung) des primédren Karzinoms

e Node (N)
Fehlen oder Vorhandensein von lokalen oder regionidren Lymphknotenmetastasen

e Metastasis (M)
Fehlen oder Vorhandensein von peripheren Metastasen

Daraus ergibt sich das TNM-System. Die Stadieneinteilung erfolgt mit den romischen Zif-
fern 0, I, I, IIT und IV (siehe Tabelle 2).

Nach der Expansion von Krebszellen in die lymphleitenden Wege und die Blutgefilie, dem

Einwachsen von Tumorzellen in Gewebe, das den Nerv umgibt (perineurale Invasion), oder
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dem Fehlen oder Vorhandensein von Residualtumorgewebe nach der Operation ist zusétz-

lich zur TNM-Klassifikation eine weitere Einteilung moglich:

Tabelle 2: TNM-KIlassifikation des oralen Plattenepithelkarzinoms nach UICC
[nach (Wolff et al, 2021)]

TumorgroBe TX  Primértumor nicht beurteilbar
(T) TO Fehlender Hinweis fiir primédren Tumor
Tis  Carcinoma in situ

Tl GroBte Ausdehnung des Tumors kleiner gleich 2 cm,
Invasionstiefe kleiner gleich 5 mm

T2 GroBte Ausdehnung des Tumors kleiner gleich 2 cm,
Invasionstiefe groBer 5 mm und kleiner gleich 10 mm oder
Tumor groBer 2 cm aber kleiner gleich 4 cm und
Invasionstiefe kleiner gleich 10 mm

T3 GroBte Ausdehnung des Tumors grofer 4 cm oder jeder
Tumor mit einer Invasionstiefe groler 10 mm

T4 Tumor wéchst in benachbartes Gewebe ein
Lymphknotenbefall NX  Regionale Lymphknoten nicht beurteilbar

(N) NO  Keine regionalen Lymphknotenmetastasen nachweisbar

N1 Metastase in einzelnem gleichseitigem Lymphknoten bis 3
cm und kein extranodales Wachstum

N2a Metastase in einzelnem gleichseitigem Lymphknoten bis 3
cm und extranodales Wachstum; oder Metastase in
einzelnem gleichseitigem Lymphknoten 3 bis 6 cm und
kein extranodales Wachstum

N2b  Metastasen in multiplen gleichseitigen Lymphknoten,
keiner groBer als 6 cm und kein extranodales Wachstum

N2c¢ Metastasen in bilateralen oder kontralateralen
Lymphknoten, keiner grofer als 6 cm und kein
extranodales Wachstum

N3a Metastase in einzelnem Lymphknoten grofler als 6 cm und
kein extranodales Wachstum
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N3b Metastase in einzelnem gleichseitigem Lymphknoten
grofler 3 cm und extranodales Wachstum; oder Metastase
in mehreren gleichseitigen, gegenseitigen oder beidseitigen
Lymphknoten, davon mindestens eine mit extranodalem
Wachstum oder Metastase in einem einzelnen
gegenseitigen Lymphknoten, kleiner gleich 3 cm und
extranodales Wachstum

Fernmetastasen MX  Fernmetastasen nicht beurteilbar
M) MO Fernmetastasen nicht nachweisbar

M1 vorhandene Fernmetastasen

Lymphbahnen LO Keine Lymphgefifinvasion

(L) L1 LymphgeféBinvasion

Blutgefafle VO  Keine Veneninvasion

V) V1  Mikroskopisch nachweisbare Veneninvasion

V2  Makroskopisch nachweisbare Veneninvasion

Perineurale Invasion Pn0  Keine Perineurale Invasion

(Pn) Pnl  Perineurale Invasion nachweisbar

Extrakapsulére ECE- Kein extrakapsuldres Wachstum von

Ausdehnung Lymphknotenmetastasen

(ECE) ECE+ Extrakapsuldres Wachstum von Lymphknotenmetastasen
Residualtumor RO  Residualtumor nicht nachweisbar

(R) R1 Mikroskopisch nachweisbarer Residualtumor

R2 Makroskopisch nachweisbarer Residualtumor

RX  Vorhandensein von Residualtumor nicht beurteilbar

Dariiber hinaus kann die Beschreibung des Karzinoms durch kleingeschriebene Préfixe er-

génzt und spezifiziert werden. In Tabelle 3 werden diese definiert.

Tabelle 3: Definition der Priifixe
[nach (Wolff et al, 2021)]

a nach Autobiopsie
C klinisch erstelltes Staging
p postchirurgisch, das heif3t in pathologischer Untersuchung

r weist auf das Staging eines Rezidivtumors hin
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durch Ultraschalluntersuchung

nach neoadjuvanter Chemotherapie

Durch den Certainty-Index (Sicherheitsfaktor) wird die Genauigkeit der Diagnostik im

TNM-System angegeben. Die Legende fiir diesen ist in Tabelle 4 angefiihrt.

Tabelle 4:

Certainty-Index (Sicherheitsfaktor)
[nach (Wolff et al, 2021)]

Sicherheitsfaktor C1

©)

C2
C3
C4
Cs

Basisdiagnostik (inklusive konventioneller Rontgen-Diagnostik)

spezielle Untersuchungsmethoden (Biopsie, Ultraschall, CT)

Ergebnisse der chirurgischen Exploration (Biopsie)

Erkenntnisse nach chirurgischem Eingriff

Erkenntnisse nach Autopsie

Die Klassifikation der American Joint Committee on Cancer (AJCC) legt den Grad der

Tumorausdehnung gemédf der T-, N- und M-Formel zugrunde (siche Tabelle 5).

Tabelle S: Stadieneinteilung der American Joint Committee on Cancer
[nach (Wolff et al, 2021)]
Stadium T-Klassifikation N-Klassifikation M-Klassifikation
0 Tis NO MO
I T1 NO MO
II T2 NO MO
I T1, T2 N1 MO
oder T3 NO, N1 MO
IVa T1-3 N2 MO
oder T4a NO0-2 MO
IVb T4b jedes N MO
oder jedes T N3 MO
Ve jedes T jedes N Ml
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1.2.43  Grading

Weiter ist die Beurteilung der Morphologie des Karzinomgewebes bedeutend bei der Klas-
sifizierung des Tumors. Diese wird innerhalb einer histopathologischen Untersuchung be-
stimmt. Das dafiir bendtigte Gewebe stammt entweder aus einer praoperativ durchgefiihr-
ten Biopsie oder aus einem intraoperativ erstellten Schnellschnitt des Tumors. Die Abwei-

chung des Tumorgewebes von normalem, gesundem Gewebe wird als Grading bezeichnet.

Eine Karzinomzelle ist umso bosartiger, je weniger ausdifferenziert sie ist und je weniger
sie gesundem Gewebe dhnelt. Aggressive Tumoren wachsen und rezidivieren schneller und
bilden friiher Metastasen. Die Anzahl der Mitosen, die Vielgestaltigkeit der Zellen, der
Zellreichtum, das Vorhandensein von Nekrosen sowie die Relation von Zellen zur Inter-

zellularsubstanz innerhalb des Karzinomgewebes dienen als Grundlage zur Beurteilung.

Die UICC teilt das Karzinomgewebe in drei, in der erweiterten Variante in vier Grade ein:

GX Der Differenzierungsgrad des Tumorgewebes ist nicht bestimmbar.

G1 Gut differenzierte Karzinome éhneln in ihrer histopathologischen und
zytologischen Beschaffenheit den gesunden Plattenepithelzellen, das heif3t, es
zeigt sich eine hiufige Verhornung mit differenzierten Interzellularbriicken und
wenigen Mitoseraten. Atypische Mitosen und zelluldre Pleomorphien zeigen sich
nicht.

G2 Die histologische Abweichung vom urspriinglichen Gewebe findet sich haufig bei
miBig differenzierten Karzinomen. Die Verhornung ist weniger ausgepragt und
die Anzahl der Interzellularbriicken sinkt. Kernpleomorphie und Mitoserate
steigen.

G3  Schlecht differenzierte Karzinome zeigen kaum Merkmale einer
plattenepithelialen Differenzierung. Eine stark ausgepréigte Kernpleomorphie und
steigende Mitoseraten mit atypischen Mitosen sind diagnoseweisend.

G4 Das Tumorgewebe ist undifferenziert.

Um therapeutisch und prognostisch optimal zu handeln, hat das Grading eine grof3e Bedeu-
tung. Der Grad des Gradings korreliert mit der Aggressivitit des Tumors. In Tabelle 6 wer-

den die Stufen der Differenzierung des Tumors zusammengefasst.
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Tabelle 6: Differenzierungsgrad des Tumorgewebes
[nach (Wolff et al, 2021)]

Grading (G) Gl Gute Differenzierung
G2 MaiBige Differenzierung
G3 Schlechte Differenzierung
G4 keine Differenzierung erkennbar
GX Differenzierung nicht beurteilbar

1.2.5  Therapie

Zu Beginn der Therapie von an einem oralen Plattenepithelkarzinom erkrankten Personen

steht eine moglichst genaue Diagnosestellung. (Poh et al, 2008)

Mit dem Ziel eines kurativen Therapieergebnisses stehen mehrere Behandlungsoptionen
zur Verfiigung. Die behandelnden Personen miissen zusammen mit den Erkrankten zwi-
schen einer alleinigen chirurgischen Therapie, einer alleinigen Strahlentherapie, einer kom-
binierten Strahlen- und Chemotherapie oder einer Kombination aus allen drei Varianten

entscheiden.

Die Behandlung des oralen Plattenepithelkarzinoms ist grundsétzlich von einer Vielzahl
von Faktoren abhingig. Der allgemeine gesundheitliche Zustand der erkrankten Person,
der kurative oder palliative Therapieansatz, die postoperativ folgenden funktionellen und
dsthetischen Einschrankungen und die Lokalisation sowie Ausdehnung des Tumors sind
relevante Aspekte, die bei der Therapieplanung genau mit den Betroffenen zu besprechen
und abzuwigen sind. Dabei ist darauf zu achten, dass die erkrankte Person vor Behand-
lungsbeginn wiederholt und umfassend iiber die einzelnen Optionen und postoperativen
Funktionsstorungen aufgeklért wird. Es sollten langfristige Ziele gesetzt werden, zu denen
die lokale Tumorkontrolle, ein zufriedenstellendes &dsthetisches Ergebnis, die Gewahrleis-
tung einer moglichst hohen Lebensqualitét, sowie Funktionserhalt von Artikulation, Pho-
nation, Kauen und Schlucken zéhlen. (Humphris et al, 2001a; Humphris et al, 2001b; Ne-
well et al, 2004)
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Diese Ziele werden am ehesten durch die Zusammenarbeit eines interdisziplindren Teams
aus der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie, Hals-Nasen-Ohren-Heilkunde, Pathologie,
Radiologie, Onkologie und Strahlentherapie erreicht. Notwendig ist vor dem Operations-
termin aullerdem die Kontrolle des Zahnstatus durch die hauszahnérztliche Praxis, um héu-
fig wahrend der Tumorbehandlung vorkommenden Komplikationen wie Strahlenkaries,

Zahnverlust und Osteoradionekrose vorzubeugen. (Epstein, 1998; Denis et al, 2003)

1.2.5.1  Chirurgische Verfahren

Vordergriindiges Ziel bei der Behandlung des Mundhohlenkarzinoms ist die Resektion des
vollstdndigen Karzinoms im Gesunden. Deshalb gilt die chirurgische Tumorresektion als
Mittel der ersten Wahl. Kann bei der operativen Resektion kein tumorfreier Resektionsrand
erreicht werden, verschlechtert sich die Prognose deutlich. (Kovacs, 2004; Loree & Strong,
1990; Parsons et al, 1997) Folgt in diesen Féllen eine Nachresektion mit einem R0O-Ergeb-
nis, kann die lokale Tumorkontrolle nachweislich verbessert werden. (Bailey et al, 2001)
Deshalb ist es von grofler Bedeutung, dass der Tumor als En-bloc-Resektat mit einem Si-
cherheitsabstand von mindestens 1 ¢cm in allen drei Dimensionen entfernt wird. (Haddad &
Shin, 2008) Um einen tumorfreien Resektionsrand sicherzustellen, empfiehlt sich die
Durchfiihrung einer intraoperativen Schnellschnittuntersuchung. In der histopathologi-
schen Aufbereitung des Préiparats sollte eine Distanz von 3 bis 5 mm zwischen Absetzungs-
rand und Tumor darstellbar sein, um dieses als RO-Préparat einstufen zu konnen. (Rogers
et al, 2009) Der histopathologische Befund sollte Informationen {iber Tumorlokalisation,
makroskopische Tumorgréf3e, Tumorhistologie nach World Health Organization, Invasi-
onstiefe, Invasion in Blut- und Lymphgefidf3e oder angrenzende Strukturen, pT-Klassifika-

tion und R-Status enthalten.

Aktuell existieren keine aussagekriftigen evidenzbasierten Studien, die die Uberlegenheit

der chirurgischen Therapie gegeniiber der Strahlentherapie bestitigen. (Wolff et al, 2021)

Nach S3-Leitlinie zum Mundhohlenkarzinom wird daher empfohlen, die Wahl zum opera-
tiven Vorgehen nach individuellen Kriterien, beispielsweise der Tumorresektabilitét, dem
Wunsch und dem allgemeinen Gesundheitszustand der erkrankten Person sowie den aus

der Operation resultierenden funktionellen Beeintrichtigungen, zu treffen.
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Die operativen Zugangswege sind transoral, transfazial, transzervikal oder eine Kombina-
tion daraus. Nach Moglichkeit sollten bei operationsfdahigen betroffenen Personen und re-
sektablen Mundhohlenkarzinomen die Resektion des Tumors und die Rekonstruktion in-
nerhalb eines chirurgischen Eingriffs erfolgen. Eine Kombination aus Operation und Strah-
lentherapie empfiehlt sich vor allem bei Erkrankten mit fortgeschrittenem Tumorstadium.

(Dos Santos et al, 2001; Johansen et al, 2000; Rodgers et al, 1993)

Bei fehlender Invasion des Tumors in den Knochen sollte die Kontinuitét des Unterkiefers
erhalten bleiben. Ist dies nicht moglich, sollte durch eine Kastenresektion der Innenspange
die Funktion der Mandibula bestmoglich gewéhrleistet werden. (Brown et al, 2002; Wolff
et al, 2004; Guerra et al, 2003; Namaki et al, 2004) Bei Unterkiefersegmentresektionen

wird die Kontinuitdt durch Knochentransplantate wiederhergestellt. (Rogers et al, 2004)

Neck-Dissection

In den meisten Féllen eines oralen Plattenepithelkarzinoms beinhaltet das Therapiekonzept
neben der chirurgischen Resektion des Tumors die Ausrdumung der Halslymphknoten. Die
Beurteilung der zervikalen Lymphknoten vor der Operation kann als klinisch unauffillig,
suspekt oder hoch verdichtig erfolgen. Bemerkenswert ist hierbei, dass in circa 30 % der
Fille eine okkulte Metastasierung im histopathologischen Befund des Tumorpriparats ge-
funden wird, obwohl der urspriingliche Befund innerhalb der préoperativen Diagnostik mit
Hilfe von Ultraschall, CT und MRT zuvor als unverdédchtig (cNO) eingestuft worden ist.
(Crean et al, 2003; O’Brien et al, 2000; McGuirt et al, 1995; Smith et al, 2004)

Die erkrankte Person sollte dariiber aufgeklirt werden, dass der Verzicht auf die praventive
zervikale Lymphknotenausrdumung zu einer verschlechterten Prognose fiihrt, auch wenn
die Neck-Dissection zu einem spéteren Zeitpunkt doch noch erforderlich ist (Salvage Neck-
Dissection) und auch durchgefiihrt wird. (McGuirt et al, 1995; Fakih et al, 1989; Van den
Brekel et al, 1998)

Das Committee for Neck-Dissection Classification der American Head and Neck Society
hat 2002 eine einheitliche Gliederung der zervikalen Lymphknoten vorgenommen. Hierbei

werden die Halslymphknoten nach Robbins in sechs Level unterteilt (siche Tabelle 7).
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Tabelle 7: Lymphknotenlevel
[nach (Robbins et al, 2002)]

Level Bezeichnung

anatomische Begrenzung

IA/IB  submentale/submandibulire Knoten

ventral und dorsal des vorderen
Digastrikusbauches

ITA/TIB obere jugulidre Lymphknotengruppe

ventral und dorsal der Vena jugularis

I mittlere jugulére zwischen Hohe des Zungenbeins und
Lymphknotengruppe Membrana cricothyroidea
v untere jugulidre Lymphknotengruppe zwischen Hohe der Membrana

cricothyroidea und Clavicula

VA/VB hinteres Halsdreieck

zwischen Sternocleidomastoideus und
Trapezius oberhalb und unterhalb des
Omohyoideus

VI anteriore prétracheale
Lymphknotengruppe

zwischen Hohe des Hyoids und Jugulum

Bei der elektiven Neck-Dissection liegt der Lymphknotenstatus préoperativ als cNO-Be-

fund vor, hingegen gibt es bei der kurativen Neck-Dissection aufgrund von Voruntersu-

chungen bereits Anzeichen fiir eine lymphogene Metastasierung. Es werden hierbei die

betroffenen Lymphknoten und — je nach Ausdehnung und Staging — zusétzliche Lymph-

knotengruppen uni- oder kontralateral entfernt. In Tabelle 8 sind die Varianten der

Halslymphknotenausrdaumung dargestellt.

Tabelle 8: Nomenklatur der Halslymphknotenausriumung

[nach (Robbins et al, 2002)]

Klassifikation Abkiirzung  Charakteristika

radikale Neck- RND Ausrdumung der Level -V

Dissection Entfernung folgender nichtlymphatischer
Strukturen:

- Nervus accessorius
- Vena jugularis interna
- Musculus sternocleidomastoideus

modifizierte radikale MRND Ausrdumung der Level I-V unter Erhalt einer
Neck-Dissection oder mehrerer nichtlymphatischer Strukturen
(siche RND)
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selektive Neck- SND Ausrdumung von weniger Leveln als [-V,
Dissection meist prophylaktisch Level I-III

erweiterte radikale ~ ERND Ausrdumung weiterer Lymphknotengruppen,
Neck-Dissection zum Beispiel Glandula parotidea,

oder weiterer nichtlymphatischer Gewebe,
zum Beispiel Arteria carotis interna

Da Mundhéhlenkarzinome meist in die Level I bis III metastasieren, wird die Ausrdumung
dieser Bereiche standardméfig empfohlen. Nur in 1 % der Fille findet sich eine Ausdeh-

nung bis zu Level V. (Shah et al, 1990; Byers et al, 1988; Jin et al; 2008)

Der Goldstandard bei unverdidchtigem Lymphknoten-Staging ist deshalb die selektive
Neck-Dissection der Level I bis III. (Dias et al, 2001; Ho et al,1992; McGuirt et al, 1995;
Wolfensberger et al, 2001) Die Entscheidung dafiir ist unabhéngig von der Tumorgrofie zu

treffen.

Dieses Vorgehen wurde in einschldgigen Studien bestitigt, da bei unauffilligem Lymph-
knotenstatus keine Unterschiede zwischen der selektiven, der modifizierten radikalen und
der radikalen Neck-Dissection aufgezeigt wurden. (Yu et al, 2006; Spiro et al, 1996; Leon
et al, 2001)

Die Tatsache, dass jedes vierte bis fiinfte orale Plattenepithelkarzinom okkult metastasiert,
rechtfertigt die Indikation zur selektiven Neck-Dissection selbst bei einem initialen Primér-

befund. (Van den Brekel et al, 1998; McGuirt et al, 1995; Fakih et al, 1989)

Bei Zungenkarzinomen wird zusétzlich die Lymphknotenausrdumung des Level IV emp-
fohlen, da diese hdufig in die untere juguldre Lymphknotengruppe metastasieren. (Byers

etal, 1997)

Eine Metastasierung des Levels IIb findet nur selten statt; da sie meistens bei Zungenkar-
zinomen auftritt, ist eine Ausrdumung dieses Levels bei lingualem Befall unbedingt erfor-
derlich. (Corlette et al, 2005; Elsheikh et al, 2005; Lim et al; 2004) Bei Mundbodenkarzi-
nomen mit praoperativer NO-Situation kann hingegen eventuell darauf verzichtet werden.

(Santoro et al, 2008)
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Bei einem Mundhohlenkarzinom des Oberkiefers im Bereich des harten Gaumens oder des
Alveolarfortsatzes kann eine Neck-Dissection der Level I bis III umgangen werden, vo-
rausgesetzt die Tumorgréfe T1 konnte histologisch bestitigt werden, es liegt klinisch und
radiologisch ein Lymphknotenstatus NO vor, die Invasionstiefe liegt unter 3 mm und eine

Nachkontrolle kann in geringen Abstinden ermoglicht werden. (Wolff et al, 2021)

Bei unauffilligem Lymphknotenstatus hat die Neck-Dissection auch diagnostisch grof3e
Bedeutung. Die entfernten Lymphknotengruppen werden intraoperativ histologisch durch
Schnellschnitte in der Pathologie untersucht. Bei nachgewiesener Metastasierung wird die
Neck-Dissection ipsilateral auf die Bereiche IV und V und kontralateral auf die Bereiche I

bis IIT erweitert. (Iype et al, 2008; Liaw et al, 2006)

Ob nach der operativen Tumorresektion eine Bestrahlung oder Radiochemotherapie er-

folgt, hangt ebenfalls vom histopathologischen Ergebnis der Lymphknotenausraumung ab.

In kontrollierten Studien wurde diesbeziiglich angedeutet, dass die Biopsie des Sentinel-
Lymphknotens der elektiven Neck-Dissection beziiglich der Aufdeckung von Lymphkno-
tenmetastasen gleichbedeutend ist. (Liu et al, 2017) Hinsichtlich der postoperativen Le-
bensqualitdt, der Komplikationsrate und der funktionellen Einschriankungen verzeichnet
die Wichterlymphknoten-Biopsie sogar Vorteile, weshalb sie sich noch vor den konventi-
onellen Ausrdumungen bei kleinen transoral resektablen Mundhdhlenkarzinomen ohne
Notwendigkeit eines transzervikalen Zugangs zur zuverldssigen Beurteilung des Lymph-

knotenstatus eignet. (Moya-Plana et al, 2018)

Betrigt die Invasionstiefe des Karzinoms mehr als 4 mm, zeigt sich oftmals ein gleichsei-

tiger Befall der Halslymphknoten. (Byers RM et al, 1998)

Eine beidseitige Lymphknotenausrdumung ist bei zunehmender Tumorgrofe, beim Nach-
weis mehrerer ipsilateraler Lymphknotenmetastasen und bei schlecht differenziertem Tu-
morgewebe notwendig. AuBBerdem stellen die Diagnose eines Mundbodenkarzinoms oder
ein Tumor im Mittellinienbereich meist ebenfalls eine entsprechende Indikation dar. (Bootz

et al, 2008)

Besteht prdoperativ der Verdacht einer lymphogenen Metastasierung, wird eine modifi-

zierte radikale Neck-Dissection empfohlen (Patel et al, 2008; Rapoport et al, 2007), da die
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Lebensqualitdt durch das Belassen des Nervus accessorius wesentlich erhalten werden
kann. (Inoue et al, 2006; Laverick et al, 2004) Dieses Vorgehen ist in der Tatsache begriin-
det, dass sich in einschldgigen Studien die modifizierte selektive Neck-Dissection beziig-
lich der Tumorkontrolle als genauso zuverldssig erwiesen hat wie die radikale Neck-Diss-

ection. (Kohler et al, 2010; Patel et al, 2008)

Wihrend des chirurgischen Eingriffs wird die Neck-Dissection vor der eigentlichen Tumo-
rentfernung durchgefiihrt. Durch die Anlage einer voriibergehenden Tracheotomie wird das
Freihalten der Atemwege sichergestellt, insbesondere bei zu erwartenden operationsbe-

dingten Schwellungen.

Ein postoperatives Risiko nach einer Neck-Dissection stellt die Dysfunktion des Ramus
marginalis, eines Astes des Nervus facialis, dar. Daraus konnen anhaltende Asymmetrien
im Mundwinkelbereich resultieren, da die Funktion des Musculus depressor labii inferioris
oder des Musculus depressor anguli oris durch eine intraoperative Nervenschidigung be-
eintrachtigt werden kann. Allerdings kann diese Komplikation durch die Kombination aus
einer optimalen Schnittfiilhrung etwa 2,5 cm unterhalb des Unterkieferrands mit einem
wihrend des chirurgischen Eingriffs durchgefiihrten Nervenmonitorings meist vermieden
werden. Klagt der Patient {iber Schluck- und Sprachbeschwerden oder tiber Geschmacks-
ausfdlle — auch nachdem sich unmittelbare operations- und schwellungsbedingte Ein-
schrinkungen reduziert haben —, kann es intraoperativ zu einer Hypoglossus- oder Lingu-
alislasion gekommen sein. Eine der hdufigsten operationsbedingten Komplikationen ist die
Schédigung des Nervus accessorius. Damit geht fiir den Patienten die Funktionseinschrén-
kung einher, den Arm in der Schulter {iber 90° anzuheben. (Pagedar & Gilbert, 2009). Be-
steht die Notwendigkeit, das Level IV oder V auszurdumen, kann es in 2 bis 5 % der Fille
zu einer Chylusfistel kommen. Dabei wurde der Eintritt des Ductus thoracicus in den linken
Venenwinkel eingeengt, woraus durch Elektrolyt- und Fliissigkeitsverschiebungen ein le-
bensgefahrlicher Volumenmangel resultieren kann. (Gregor, 2000) Dartiber hinaus kann es
wie bei allen groBeren operativen Eingriffen auch bei einer Neck-Dissection zu Wundhei-

lungsstorungen oder Infektionen kommen.
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Defektdeckung und Rekonstruktion

Die Resektion ausgedehnter Primértumore verursacht hdufig volumindse Gewebedefekte,
die meist nicht direkt verschlossen werden konnen. Deshalb ist die Planung eines rekon-
struktiven Konzepts innerhalb der chirurgischen Therapie unbedingt erforderlich. In die-
sem Zusammenhang sollten der gesundheitliche Zustand sowie die zu erwartende &stheti-
sche und funktionelle Verbesserung gegen den operativen Aufwand und die Beeintrichti-

gung der betroffenen Person abgewogen werden. (Suh et al, 2004)

Die Rekonstruktion des Gewebedefekts durch einen mikrovaskuldren Gewebelappen gilt
momentan als Mittel der ersten Wahl. (Chiarini et al, 2002; Hayden et al, 1999; Makitie
et al, 2003)

Wesentliche Ziele des Gewebeersatzes sind das Erreichen einer bestmoglichen Lebensqua-
litdt, der Erhalt oder die Wiederherstellung ausreichender Kau-, Sprech- und Schluckfunk-
tionen und ein zufriedenstellendes dsthetisches Ergebnis. Gewebedefekte im Oberkiefer-
und Orbitabereich werden durch Defektprothetik oder Epithetik versorgt. (Wolff et al,
2021)

Die intra- und extraoral durch die Tumorresektion entstandenen Defekte konnen durch un-
terschiedliche Verfahren versorgt werden. Wéhrend kleine Gewebedefekte oftmals direkt
verschlossen werden kdnnen oder abheilen, kommen bei groBflachigen Rekonstruktionen
meist autogene Gewebetransplantationen wie lokale Lappenplastiken, freie Haut-,
Schleimhaut- oder Knochentransplantationen, muskelgestielte Transplantate oder mikro-

chirurgisch anastomosierte Transplantate zum Einsatz.

1.2.5.2  Strahlentherapie

Sofern ein kuratives Behandlungsziel verfolgt wird, kann die Strahlentherapie zur Verbes-
serung der lokalen Tumorkontrolle entweder allein oder in Kombination mit einer Chemo-
therapie eingesetzt werden. Eine neoadjuvante Bestrahlung erfolgt in den Wochen vor der
Operation, eine adjuvante Bestrahlung findet danach statt. In einer palliativen Situation
konnen die Symptome durch eine alleinige Chemotherapie gelindert werden. Indikationen

fiir eine Radio- oder Radiochemotherapie sind ein ausgedehntes T-Stadium (T3/T4), die
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lokale R1- oder R2-Situation ohne erfolgte Nachresektion, ein zu geringer Sicherheitsab-
stand, eine Invasion in Gefdlle oder Nerven oder ein nachgewiesener Befall der zervikalen
Lymphknoten. (Bernier et al, 2004) Die ionisierende Strahlung kann entweder extern tiber

die Haut oder intern durch implantierbare Katheter in den Tumor appliziert werden.

Die Gesamtdosis der Strahlentherapie kann je nach Anwendung unterschiedlich verab-
reicht werden. Die konventionelle Fraktionierung sieht eine Bestrahlung fiinfmal wochent-
lich mit einer Einzeldosis von 1,8 bis 2,0 Gy vor, um eine Gesamtdosis von 70 Gy zu er-
reichen. In meist palliativen Situationen kommt die Hypofraktionierung mit hohen Einzel-
dosen von tiber 2 Gy zum Einsatz. Bei der Hyperfraktionierung wird die Einzeldosis hin-
gegen bei hiufigerer Anwendung reduziert, die Gesamtdosis kann dadurch bis zu einem
wochentlichen Maximum von 10 Gy gesteigert werden. Bei der akzelerierten Bestrahlung
ergibt sich eine Erh6hung der wochentlichen Gesamtdosis bei gleichzeitiger Reduktion der
Behandlungszeit. Bei alleinig durchgefiihrter priméar perkutaner Bestrahlung zeigten neuere
Metastudien eine bessere lokale Tumorkontrolle und eine signifikante Verbesserung des
Gesamtiiberlebens bei der alternativen Fraktionierung (Hyperfraktionierung beziehungs-
weise Akzelerierung), verglichen mit der konventionellen Fraktionierung. Vor allem fiir
erkrankte Personen unter 50 Jahren wird bei alternativer Fraktionierung ein lingeres Uber-

leben prognostiziert. (Bourhis et al, 2006; Glenny et al, 2010)

Die Gesamtbehandlungszeit sollte moglichst kurz und ohne Unterbrechung gestaltet wer-
den, um die Gefahr der Repopulierung und eine Verschlechterung der lokalen Tumorkon-

trolle zu vermeiden. (Jacobsen et al, 2007; Robertson et al, 1998)

Neben der Wirkung auf den Tumor kommt es durch die Radiotherapie auch zu strahlenbe-
dingten Nebeneffekten auf umgebende Strukturen. Die Strahlentoxizitit beschriankt somit
die Gesamtdosis der Strahlenbehandlung trotz maximalen Gewebeschutzes; dabei wird
eine Klassifizierung von Grad 1 bis 4 (1 = mildeste Toxizitét, 4 = stirkste Toxizitét) vor-

genommen. (Cox et al, 1995; The National Cancer Institute, 2006)

Die Gesamtdosis, die Einzeldosis und die Lange der Therapie sind die Hauptfaktoren, die
die Wirkung der Strahlenbehandlung auf das Karzinom und dessen umgebende Strukturen

beeinflussen.
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Dass die Brachytherapie (implantierbare Bestrahlungsquelle) eine bessere Tumorkontrolle
oder eine gesteigerte Gesamtiiberlebensrate gegeniiber der perkutanen Radiotherapie auf-
weist, ist wissenschaftlich nicht belegt. (Wolff et al, 2021) Zur Vermeidung von strahlen-
bedingten Komplikationen sollte eine maximale Gesamtdosis von 65 Gy nicht iiberschrit-

ten werden. (Mazeron et al, 1990)

Die intensitditsmodulierte Radiotherapie (IMRT) verfolgt das Ziel, strahlenbedingte Neben-
wirkungen bei gleichzeitig guter Tumorkontrolle zu reduzieren, indem die Dosis im Be-

reich der Ohrspeicheldriise reduziert und das Auftreten einer Xerostomie verringert wird.

(Chao et al, 2001)

Eine Xerostomie bezeichnet eine starke Mundtrockenheit, verursacht durch die Bestrah-
lung im Bereich der Ohrspeicheldriisen. Eine hdufige Komplikation bei Bestrahlungen im
Kopf- und Halsbereich ist die Mukositis. Dabei werden die Schleimhiute inklusive der
Mukosa so stark geschédigt, dass der Schluckakt und die Nahrungsaufnahme aufgrund star-
ker Schmerzen nur noch eingeschrinkt mdglich sind. In dieser Situation kann eine tempo-
rire perkutane endoskopische Gastrostomie(PEG)-Sonde angebracht werden, um weiterhin
einen ausreichenden Erndhrungszustand zu gewéhrleisten. (Cox et al, 1995) Eine optimale
Zahn- und Mundpflege sind zur Behandlung oder Prophylaxe einer Mukositis notwendig.
Die Sanierung des Zahnstatus vor dem Beginn einer Strahlentherapie und der Einsatz einer
Fluoridierungs- oder Distanzschiene wihrend der Bestrahlung sollen der Entstehung einer
Strahlenkaries entgegenwirken. (Denis et al, 2003; Epstein et al, 1998) Bei 5 % aller im
Kopf-Hals-Bereich bestrahlten Personen kann es zu einer Osteoradionekrose des Kiefer-
knochens kommen. Diese Komplikation ist schwerwiegend, da eine Infektion der Nekrose
zum Verlust des Knochens flihren kann, was eine aufwendige chirurgische Sanierung not-
wendig macht. (Wolff et al, 2021) Liegt der tumorbefallene Knochen innerhalb des Strah-
lenfelds, ist das Risiko fiir eine Osteoradionekrose deutlich erhdht. (Crean et al, 2003; Tong
et al, 1999; Turner et al, 1996)

1.2.5.3 Radiochemotherapie

Die Kombination aus Strahlen- und Chemotherapie bei Plattenepithelkarzinomen der

Kopf-Hals-Region fiihrt laut einschléigigen Studien zu einem Uberlebensvorteil von 17 %.
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Junge Betroffene (< 60 Jahre) zeigen sogar eine Rate von 22 bis 24 % und profitieren somit
am meisten von dieser Therapie. (Bernier et al, 2004; Pignon et al, 2000) Die alleinige
Chemotherapie stellt keine geeignete Option fiir eine kurative Therapie dar. (Wolff et al,
2021)

Meist wird die Chemotherapie nach der operativen Tumorresektion parallel zur Strahlen-
therapie durchgefiihrt (adjuvante Radiochemotherapie). Die Fiinf-Jahres-Gesamtiiberle-
bensrate verbessert sich bei erkrankten Personen mit einem nichtmetastasierten Kopf-Hals-
Karzinom bei einer neoadjuvant durchgefiihrten Chemotherapie mit Cisplatin und 5-Flu-
oruracil (5-FU) gegeniiber der alleinigen Operation statistisch signifikant um 5 %; die
Kombination aus Bestrahlung und Chemotherapie konnte sowohl bei operablen als auch
bei nicht operablen Tumoren eine Verbesserung der Fiinf-Jahres-Uberlebensrate von 8 %
erzielen. Zusdtzlich wurde bei der Kombinationstherapie die Tumorkontrolle ebenfalls um

8 % verbessert. (Pignon et al, 2000)

Auf der einen Seite erzielt die Kombinationstherapie Uberlebensvorteile, auf der anderen
Seite steigert sie strahlenbedingte Nebenwirkungen. Dazu zdhlen eine negative Auswir-
kung auf die Blutbildung, eine verstarkte Mukositis und hidufigere Zahnschdden wie Strah-
lenkaries. (Luukkaa et al, 2002; Denis et al., 2003; Calais et al, 1999; El-Sayed et al, 1996;
Fountzilas et al, 2004; Henk et al, 2003)

Die postoperative Radio- oder Radiochemotherapie ist vor allem bei knappen Resektions-
rdndern im Gesunden (Resektionsrand < 5 mm), extrakapsuldrem Tumorwachstum, einem
fortgeschrittenen Tumorstadium, multiplem Lymphknotenbefall oder Gefa3- oder Nerve-
ninfiltration indiziert. (Bernier 2004; Bernier, 2007) Das Gesamtiiberleben nach 3 Jahren

ist in diesen Situationen signifikant erhoht. (Huang et al, 1992)

Monozentrische Studien konnten aufzeigen, dass bei kleinen, oberflachlichen Mundhoh-
lenkarzinomen eine Heilung nicht nur operativ, sondern auch strahlentherapeutisch mog-

lich ist. (Rodgers et al, 1993; Iyer et al, 2004)

Eine Kombination aus Radiochemotherapie und Operation sollte bei kurativen Mundhdh-
lenkarzinomen im fortgeschrittenen Stadium stattfinden, jedoch nicht im initialen. (Rod-

gers 1993)
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Die Radiochemotherapie sollte nach Mdglichkeit in spezialisierten Zentren durchgefiihrt

werden, um die erwéhnten Komplikationen zu verringern. (Wolff et al, 2021)

Die postoperative Strahlentherapie sollte moglichst bald nach der Operation begonnen wer-
den und spitestens 11 Wochen nach der Tumorresektion beendet sein. Dabei sollte bei
mittlerem Risiko eine konventionell fraktionierte Therapie gewahlt werden, wobei eine Ge-
samtdosis von 54 bis 60 Gy in 27 bis 30 Fraktionen in einem Zeitraum von 5,5 bis 6 Wo-
chen appliziert wird. Bei erhohten histopathologischen Risikokriterien fiir ein Tumorre-
zidiv sollte die postoperative Bestrahlung mit 66 Gy in 33 Fraktionen iiber 6,5 Wochen
erfolgen. (Bernier et al, 2004; Sanguineti et al, 2005)

1.2.5.4 Palliativtherapie

In einer palliativen Situation ist die Tumorerkrankung so weit fortgeschritten, dass eine
chirurgische Resektion nicht mehr mdglich ist und zugleich durch eine Strahlentherapie
kein kurativer Therapieerfolg mehr erwartet werden kann. In manchen Fillen limitiert der
Allgemeinzustand der erkrankten Person den Behandlungsplan, wobei diese gesundheitlich

nicht in der Lage ist, einen operativen Eingriff oder eine Strahlentherapie zu iiberstehen.

Eine palliative Situation liegt vor, wenn bei einem lokoregionalen Rezidiv eine Salvage-
Therapie aufgrund eines stark vorgeschidigten Operationsgebiets infolge vorausgegange-
ner radikaler chirurgischer oder konservativer Eingriffe nicht mehr moglich ist, bereits
Fernmetastasen vorliegen oder der Allgemeinzustand der erkrankten Person stark herabge-

setzt ist.

Betroffene, die sich in einer palliativen Situation befinden, sollten friihzeitig professionell
unterstiitzt werden, da die Erkrankung in diesem Stadium meist von psychischen und phy-

sischen Problemen begleitet wird.

Die krankheitsassoziierten Beeintridchtigungen konnen bei inkurablen Mundhdhlenkarzi-

nomen durch palliative, chirurgische oder radiologische Maflnahmen reduziert werden.

Die Steigerung der Lebensqualitit durch eine palliative Chemotherapie, verglichen mit al-
leinigen supportiven Mallnahmen, konnte bisher wissenschaftlich nicht belegt werden. Bei

Erkrankten mit einem inkurablen Kopf-Hals-Karzinom konnte bei der Durchfiihrung einer



Einleitung 26

Chemotherapie mit palliativem Therapieansatz eine Ansprechrate von 10 bis 35 % erzielt

werden. (Awwad et al, 2002; Bachaud et al, 1996; Bernier et al, 2005)

Laut der randomisierten Phase-III-Studie Extreme gilt bei erkrankten Personen in palliati-
vem, aber gutem Allgemeinzustand die Kombinationstherapie aus platinbasierter Chemo-
therapie mit 5-Fluorouracil und dem gegen Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR)
gerichteten Antikorper Cetuximab als Goldstandard. Eine Erhaltungstherapie mit Cetuxi-
mab sollte nach 4 bis 6 Zyklen dieser Kombinationstherapie bei Ausbleiben einer Progres-
sion angeschlossen werden. (Vermorken et al, 2008) Hingegen sollte bei Betroffenen in
einem reduzierten Allgemeinzustand eine Kombinationstherapie mit hoher Toxizitdt nach
Moglichkeit vermieden werden — vielmehr wird eine Monotherapie empfohlen. (Bonner
et al, 2006) Bei einer Therapie mit hochdosiertem Cytarabin zusammen mit Cisplatin be-

ziehungsweise 5-FU wurde eine Ansprechrate von 57 % festgestellt. (Jelic et al, 2002)

Bei ausbleibender Wirksamkeit einer platinhaltigen Erstlinientherapie stellt ein Check-

point-Inhibitor eine Zweitlinientherapieoption dar.

Die Anwendung einer Kombination aus mehreren Zytostatika erhoht die Ansprechrate, die
Uberlebensrate bleibt unverindert und die Toxizitit auf den gesamten Korper und insbe-
sondere auf das Blutbildungssystem erhoht sich. (Awwad et al, 2002; Bachaud et al, 1996;
Bernier et al, 2005)

Evidenzbasierte Studien, die eine effiziente Behandlungsoption beim inkurablen oralen
Plattenepithelkarzinom bestétigen konnten, existieren auch nicht fiir die palliative Strah-

lentherapie.

Laut einer einschldgigen klinischen Studie fiihrt die Anwendung einer palliativen Strahlen-
therapie mit 20 Gy in 5 Sitzungen iiber 5 Tage bei 55 % der an einem unheilbaren, fortge-
schrittenen Kopf-Hals-Tumor Erkrankten zu einer langfristigen Verbesserung der Symp-

tome. (Mohanti et al, 2004; Stevens et al, 2011)

Verspricht die palliative Therapie durch chirurgische Intervention die Tumorverkleinerung,
die Symptomlinderung, die Schmerzreduktion, die Verbesserung der Atmung oder die Ver-

hinderung einer Arrosionsblutung, ist sie in jedem Fall gerechtfertigt.



Einleitung 27

Die Kontrolle der palliativen Situation und der Systemtherapie sollte durch regelméBige
Schnittbildgebung im Abstand von 6 bis 12 Wochen erfolgen, um bei Bedarf einen zeitna-

hen Therapiewechsel auf eine wirksame Zweitlinientherapie planen zu kénnen.

1.2.5.5 Rezidivtherapie

Jede flinfte erkrankte Person mit einem oralen Plattenepithelkarzinom erleidet im Verlauf
der Erkrankung ein lokoregionales Tumorrezidiv, das hdufig in eine palliative Situation
fiihrt. Als Therapie kann eine erneute Operation (Salvage-Operation) durchgefiihrt werden;
zusitzlich konnen die Betroffenen eine Radio- oder Radiochemotherapie erhalten. Wéchst
das Rezidiv lokoregional, ist resektabel und fand bei der Erstdiagnose schon eine Strahlen-
therapie oder Operation statt, sollte eine Salvage-Operation angestrebt werden. Die Re-
zidiv-Operation sollte in einem spezialisierten chirurgischen Zentrum mit ausreichender
Erfahrung in umfangreichen Rekonstruktionen und mit Anschluss an eine intensivmedizi-

nische Abteilung durchgefiihrt werden. (Goodwin 2000; Agra et al, 2003)

Fiir das Mundhohlenkarzinom ergab sich in einer Metaanalyse ein Fiinf-Jahres-Gesamt-
iiberleben von 43,4 % bei operativer Rezidivresektion und vorausgegangener Bestrahlung.
(Goodwin, 2000) Mit zunehmendem Stadium des Tumorrezidivs nimmt das krankheitsfreie
Uberleben ab und die Anzahl an Komplikationen zu. (Goodwin, 2000; Agra et al., 2003)
Ist das Rezidiv nicht resektabel oder wiirde ein chirurgisches Vorgehen die Lebensqualitit
stark einschranken, wird als therapeutisches Vorgehen oftmals eine Radio- oder Radioche-
motherapie empfohlen, da bei vorherigem, ausschlieflich chirurgischem Vorgehen eine
hohe Tumordosis gewéhlt werden kann. In kleineren Studien konnte eine Fiinf-Jahres-
Uberlebensrate von 9 bis 20 % bei einer 11 bis 50 % besseren Tumorkontrolle verzeichnet
werden, die zusétzlich signifikant verbessert werden konnte, wenn die zweite Bestrahlung
mit mehr als 50 Gy durchgefiihrt wurde. (Haraf et al, 1996) Bei einem vorbestrahlten Re-
zidivgebiet kann eine erneute Bestrahlung durchgefiihrt werden. Von einer Brachytherapie
mit 60 Gy als Monotherapie profitieren vor allem erkrankte Personen mit frith diagnosti-
zierten Tumorrezidiven (T1NO und T2NO0) oder mit Zweitkarzinomen in einem vorbestrahl-
ten Bereich. Dies zeigt sich anhand des Fiinf-Jahres-Gesamtiiberlebens von 30 % und der

lokalen Tumorkontrolle von 69 bis 80 %. (Peiffert et al, 1994) Die Mitbestrahlung des
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umgebenden lokalen Gewebes verursacht in 9 bis 18 % der Fille Strahlenspétschiden, die
komplikationsreich verlaufen konnen. Nach einer Zweitbestrahlung wurde bei 41 % eine
Muskelfibrose im Halsbereich beobachtet, bei ebenfalls 41 % kamen Mundschleim-
hautnekrosen vor, bei 30 % entstand ein Trismus und bei 11 % zeigten sich letale Kompli-

kationen. (Haraf et al, 1996; Ohizumi et al, 2002)

Im Falle eines Rezidivs sollte die Therapieentscheidung des individuellen Falls interdiszip-
linér in einem Tumorboard diskutiert werden. Das Stadium des Tumorrezidivs, die Resek-
tabilitdt, vorausgegangene Therapien und die therapeutischen Erfolgsaussichten sind ent-
scheidungsfindende Faktoren. Die betroffene Person und die Angehorigen sollten ausfiihr-
lich liber die Behandlungsrisiken und die Prognose von operativen und konservativen The-
rapieoptionen sowie iiber die eventuelle Einschrankung der Lebensqualitit informiert wer-
den. Nach histopathologischer Befundsicherung und Re-Staging sollte unter Riicksicht-
nahme auf den Allgemeinzustand und unter Einbeziehung des personlichen Willens des
Patienten eine moglichst passende Therapie ausgewihlt werden. Auch die Option einer

Palliativtherapie sollte in Erwdgung gezogen werden. (Wolff et al, 2021)

1.2.6  Prognose

Fiir eine Prognose beziiglich des Krankheitsverlaufs eines oralen Plattenepithelkarzinoms
ist die Einteilung des Tumors laut TNM-Klassifizierung und dem sich daraus ergebenden

UICC-Stadium von entscheidender Bedeutung.

Prognostisch von grofler Relevanz ist der Lymphknotenstatus. Diesbeziiglich ist es sinn-
voll, zwischen NO und N1 zu unterscheiden. (Layland et al, 2005) Bei Vorhandensein von
Lymphknotenmetastasen (N1 bis N3) sinkt die Uberlebensrate um 50 %, bei einer beidsei-
tigen Metastasierung um weitere 25 %. (Jayachandran & Sachdeva 2012)

Tumordurchmesser, -volumen und -dicke stellen weitere entscheidende Faktoren beziiglich
der Prognose dar. (Plataniotis et al, 2004; Woolgar, 2006) Uberschreitet die Dicke des Tu-
mors 4 mm, ist dies mit einer ungiinstigeren Prognose assoziiert. (Carinci et al, 1998; Nishi-
maki et al., 2002; O’Brien et al., 2003b) Hat das Karzinom bereits systemisch Metastasen

gestreut, versterben die meisten Patienten innerhalb eines Jahres. Zusammenfassend lésst
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sich daraus schliefen: Je hoher die TNM-Klassifizierung ausfillt, desto schlechter ist die
Prognose. (Carinci et al, 1998; Nishimaki et al, 2002; O’Brien et al, 2003b)

Der Einfluss des Gradings auf die Prognose ist fraglich. Innerhalb eines Karzinoms liegen
Bereiche unterschiedlicher Wachstumstendenz, wodurch sich auch Unterschiede im Diffe-
renzierungsgrad ergeben. Hieraus resultiert die Schwierigkeit, dass sich der Differenzie-
rungsgrad einer Probebiopsie praoperativ erheblich von dem des histologisch untersuchten
Tumorresektionspréparats unterscheiden kann. Deshalb ist die Aussagekraft des Differen-
zierungsgrads des Exzisiongewebes praoperativ beziiglich der Prognose gering. (Schwen-

zer & Ehrenfeld, 2011)

Spindelzellige und basaloide Karzinome zeigen eine wesentlich schlechtere Prognose im
Vergleich zu papilldren und verrukdsen Formen. (Huber et al, 2011) Bei unklarem Status
des Resektionsrands, bei grolen Tumoren, gegebenenfalls sogar mit Einwachsen in Blut-
und Nervengefifle, bei Lymphknotenmetastasen von iiber 3 cm im Durchmesser oder bei
beidseitiger lymphogener Metastasierung kommt es zum gehduften Auftreten eines Re-
zidivs. (Ang et al, 2001; Hinerman et al, 2004; McMabhon et al, 2003; Woolgar et al, 2003)
Weiterhin gehen die Ruptur der Kapsel und eine daraus resultierende extrakapsuldre Inva-
sion von Lymphknotenmetastasen (ECI) mit einem erhohten Risiko fiir die Ausbildung ei-

nes lokalen Rezidivs oder von Fernmetastasen einher. (Greenberg et al, 2003a)

Auch das Einsprossen der Tumorzellen in Lymph- und Blutgefidf3e ist von hoher prognos-
tischer Relevanz. Daraus ergeben sich ein gehduftes Vorkommen an Rezidiven und Fern-
metastasen sowie eine prognostische Verschlechterung. (McMahon et al, 2003; Woolgar

& Triantafyllou, 2005)

1.3 Tumorwachstum und Metastasierung

Seit Jahrzehnten stehen auf Platz 2 der hdufigsten Todesursachen nach Herz-Kreislauf-Er-
krankungen bosartige Krebserkrankungen. (Statistisches Bundesamt, 2018) Die Entste-
hung eines Malignoms wird multifaktoriell verursacht. So kénnen Komponenten wie eine
erhohte Strahlenbelastung, chronische Infektionen, eine positive Familienanamnese oder

eine unglinstige Erndhrung zu einer Mutation der DNA fiihren. Dadurch wird eine Stérung
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des genetischen Zellprogramms verursacht, was das Wachstum eines Tumors induzieren

kann. (Nowell, 1976)

Tumoren sind komplexe Strukturen, bestehend aus Tumorzellen und dem umgebenden Ge-
webe. Thre Entstehung erfolgt in mehreren Schritten, die in sechs Anderungen der Zellphy-

siologie beschrieben werden: (Hanahan & Weinberg, 2000; Konntongkaew, 2013)

e unbegrenzte Replikation

e unkontrollierte Produktion von Wachstumsfaktoren

e Resistenz gegeniiber wachstumshemmenden Signalen
e Umgehung der Apoptose

e Aktivierung der Angiogenese

e Gewebeinvasion und Metastasierung.

Diese sechs Prozesse sind auch als Hallmarks of Cancer bekannt und wurden nachtrdglich

um einen weiteren Faktor, die genetische Instabilitdt, ergéinzt. (Negrini et al, 2010)

Die Gewebeinvasion und die Metastasierung sind die bedeutendsten Merkmale der Malig-
nome. Durch den Verlust der Zell-Zell-Kontakte, die Neustrukturierung der extrazelluldren
Gewebematrix und die Migration der Tumorzellen wird die Gewebeinvasion ermdglicht.
Der komplexe Prozess der Metastasierung erfolgt in mehreren Schritten (sieche Abbil-
dung 1). Beginnend mit dem Verlust der Kontakte zu den Nachbarzellen durchbricht die
metastasierende Zelle die extrazelluldre Matrix (EZM), es kommt zur Intravasation eines
Blutgefifes, Zirkulation im Blut und Extravasation an einem entfernten Ort, an dem durch
Stimulation der Neoangiogenese das Wachstum einer Metastase ausgeldst werden kann.

(Valastyan & Weinberg, 2011)
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Abbildung 1: Schritte bei der Metastasierung

1. Dissemination und Migration: Karzinomzellen 16sen sich aus dem Ge-
webeverbund und durchbrechen die extrazellulire Gewebematrix, 2. In-
travasation: Penetration des Endothels und Eintritt in das Blutgefé3system,
3. Zirkulation im Gefal3, 4. Extravasation: Austritt aus dem Zirkulations-
system in das Zielorgan, 5. Proliferation und Ausbildung einer Metastase

Eigene Skizze
angelehnt an: http://geb.uni-giessen.de/geb/voll-
texte/2019/13985/pdf/LammertAngela 2019 01 21.pdf

Zellen enden in der Apoptose, wenn der Anschluss an die Blutversorgung iiber 100 pm
betrigt. Dies verdeutlicht, dass die Angiogenese essenziell fiir die Entstehung von Meta-
stasen ist. Sobald der Tumor eine Grofle von wenigen Millimetern erreicht hat, wird die
Angiogenese induziert, um die Versorgung des Tumors mit Nihrstoffen und Sauerstoff
sicherzustellen. (Koontongkaew, 2013; Folkman, 2002) Lokalisation, Grofe, Dicke und
Invasionstiefe des primdren Karzinoms beeinflussen das Metastasierungsmuster, das sich
entlang der anatomischen Lymphabflusswege ausbreitet. (Pagedar et al, 2009; Ferlito et al,
2009) Meist haben zervikale Lymphknotenmetastasen ihren Ursprung in epithelialen Kar-

zinomen des Kopf-Hals-Bereichs.
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Die oralen Plattenepithelkarzinome wachsen dabei invasiv destruierend iiber die Basal-
membran hinaus und metastasieren vorzugsweise lymphogen und hdmatogen in Lymph-
knoten, Knochen, Gehirn, Leber oder die kontralaterale Korperhilfte. (Scully & Bagan,
2009)

Besonders in hohen Tumorstadien (T3 oder T4) und bei Lymphknotenbeteiligung (beson-
ders auf Level IV) kommt es bei 4 bis 33 % der Patienten mit oralem Plattenepithelkarzi-

nom zur Ausbildung von Fernmetastasen. (De Bree et al, 2000; Warner & Cox, 2003)

Eine vollstindige Kldrung des Prozesses der Metastasierung und der Invasion auf moleku-

larer Ebene besteht bisher nicht.

Metastasen des oralen Plattenepithelkarzinoms konnen auf Basis bestimmter Merkmale

klassifiziert werden.

Diese Einteilung erfolgt in Makrometastasen, die unter dem Lichtmikroskop erkennbar
sind, und Mikrometastasen (< 2 mm), die bei der initialen Diagnostik leicht iibersehen wer-

den konnen. (Ferlito et al, 2008)

Als Lymphknotenmetastase wird bei einer krebskranken Person ein tastbarer Nodus be-
schrieben. Dabei erfolgt eine Einteilung in Entwicklungsstufen, wobei die intranodale Me-
tastasierung unter die Stufen I bis IV gefasst wird und die Stufen V bis VII die extranodale

Metastasierung beschreiben. (Wenzel & Koch, 2004)

Die Darstellung eines weiteren Unterschieds ist die Lokalisation der Metastase im Halsbe-
reich. Dabei werden die Regionen des Halses in Level unterteilt, die in Tabelle 7 bereits

definiert wurden. (Robbins es al, 2002)

1.4 Epithelial-mesenchymale Transition
Die EMT lésst sich in drei Subtypen unterteilen. (Kalluri & Weinberg, 2009)

Bei Typ 1 hat die EMT eine entscheidende Bedeutung fiir die Embryonalentwicklung, au-

Berdem fiir die Organogenese und die Differenzierung des Neuralrohrs.
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Bei Typ 2 ist die EMT an Entziindungs-, Wundheilungs- und Gewebedegenerationsvor-
géngen beteiligt. Um nach Trauma oder Infektion geschéddigtes Gewebe zu ersetzen, indu-

ziert sie die Fibroblastenaktivierung.

Typ 3 kommt in neoplastischen Zellen vor. Diese invasieren, metastasieren und bilden die
Voraussetzung fiir ein destruierendes Tumorwachstum, nachdem sie die Typ-3-EMT

durchlaufen haben.

Bei Typ 3 findet ein Vorgang statt, bei dem sich Tumorzellen vom primiren Karzinom
trennen konnen, um in umliegende Strukturen und die Peripherie einzuwandern. (Thiery,
2002; Kalluri & Weinberg, 2009) Bei diesem Prozess erfolgt die Transformation von
Epithelzellen in Zellen mit mesenchymalen Merkmalen; sie wird auch als Phdnotyptransi-
tion bezeichnet. (Griinert et al, 2003; Thiery & Sleeman, 2006) Bei der EMT kommt es zur
Reduktion der epithelialen und zur Steigerung der mesenchymalen Zellmerkmale, was der
Zelle die Wanderung in entfernte Gewebe ermdoglicht. (Voulgari & Pintzas, 2009) Die
mesenchymalen Zellen sind zur gesteigerten Migration und Invasion befahigt und kénnen
als weiteres Malignitidtsmerkmal eine Resistenz gegen Apoptose aufweisen. Demnach ist

die EMT ein entscheidender Vorgang bei der Metastasierung.

Damit eine zirkulierende Zelle am Zielort als Metastase anwachsen kann, wird der umge-
kehrte Prozess notig, die mesenchymale-epitheliale Transformation. (Thiery & Sleemann,

2006; Griinert et al, 2003)

Manche Karzinomzellen erhalten einen kompletten mesenchymalen Phénotyp, andere be-
halten einen Teil ihrer epithelialen Eigenschaften. Fiir die Karzinomentstehung sind die
Angiogenese und die epitheliale Zellproliferation entscheidende Faktoren. (Hanahan &

Weinberg, 2000)

In der Embryonalentwicklung senken ektodermale Zellen die Expression von epithelialen
interzelluldren Verbindungsmolekiilen wie E-Cadherin und verlieren somit ihre epithelia-
len Merkmale. Dadurch wird es den Zellen moglich, die Basalmembran zu durchbrechen
und in umgebende mesenchymale Strukturen auszuwandern. Dieser Vorgang findet ebenso
bei der Metastasierung von Tumorzellen statt. Bisher ist ungeklért, an welcher Stelle der

Metastasierungskaskade die EMT von Bedeutung ist. Da an der Invasionsfront der
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primdren Karzinome Gene produziert werden, die mit der EMT assoziiert sind, wird ange-
nommen, dass durch die Phiinotyp-Anderung der Zellen ein Durchbruch der Basalmembran
gelingt. (Brabletz et al, 2005) Eine weitere Moglichkeit wire die Beteiligung der EMT am
Intra- oder Extravasationsprozess. (Griinert et al, 2003) Die EMT aktivierend wirken tran-
skriptionelle Repressoren wie die Transkriptionsfaktoren Snail, Slug, Twist sowie Goose-
coid und das Forkhead-Box-Protein C2 (FOXC2) sowie Mitglieder der Familie der Zink-
finger-Homoodoménentranskriptionsfaktoren wie ZEB1 und ZEB2. (Hartwell et al, 2006;
Kokudo et al, 2008; Mani et al, 2007; Medici et al, 2008; Shi & Massague, 2003; Thiery,
2002) Durch diese Transkriptionsfaktoren wird die Expression des membranassoziierten
Anheftungsmolekiils E-Cadherin reduziert, gleichzeitig wird die Produktion von mesen-
chymalen Faktoren wie Vimentin gesteigert. E-Cadherin ist ein bedeutendes Merkmal des
epithelialen Phinotyps (Spaderna et al, 2008; Yang & Weinberg, 2008), bei dessen Verlust
es den Zellen erleichtert ist, in die EMT einzutreten und ein invasives Wachstum zu ver-

folgen. (Kim et al, 2002; Thiery, 2002)

Die Induktion der EMT in den unterschiedlichen Zellen ist zum einen abhingig von Sig-
nalmolekiilen wie extrazelluldr regulierten Kinasen (ERK), mitogenaktivierten Protein-
kinasen (MAPK), Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3K), Akt, Smads, Ras homolog Family
Member B (RhoB), B-Catenin, Lymphocyte Enhancer-binding Factor (LEF), Rat Sarcoma
(Ras) und c-Fos, zum anderen von Zellmembranmolekiilen, beispielsweise Integrinen wie
B4, a5B1 und avp6. (Tse & Kalluri, 2007) Bei der EMT-Aktivierung hat der Verlust der
Zell-Zell-Verbindungen und der Integrin-Interaktion mit der EZM eine groe Bedeutung.
(Gupta et al, 2005; Hartwell et al, 2006; Mani et al, 2008; Mani et al, 2007; Taki et al, 2006;
Weinberg, 2008; Yang et al, 2006; Yang & Weinber, 2008) Der Transforming Growth Fac-
tor Beta (TGF-) bindet an den TGF-B-Rezeptor und aktiviert so die EMT. (Derynck et al,
2001) Eine zweite Moglichkeit erfolgt {iber die autokrine Aktivierung von TGF-f3, das p38-
MAPK und RhoA aktiviert. Zuvor wurde TGF-f3 durch avp6 aktiviert. (Bhowmick et al,
2001a und 2001b) Der TGF- aktiviert die Transkriptionsfaktoren Snail, Slug, SIP1 und
E12, die zur Reduktion der E-Cadherin-Produktion fiihren. (Medici et al, 2008) Es wurde
eine umgekehrte Korrelation zwischen der Expression von E-Cadherin und Snail sowie der

Prognose von an einem Mamma- oder oralen Plattenepithelkarzinom Erkrankten gezeigt.
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(Blanco et al, 2002; Yokoyama et al, 2001) Daraus resultiert, dass die Einleitung der EMT
mit der Expression von Marker-Genen wie avB6-Integrin in Zusammenhang gebracht wer-
den kann; das Integrin avf6 stellt eine Verbindung der Karzinomzellen zu umgebenden

Strukturen her und aktiviert Zellsignale wie TGF-f.

In der vorliegenden Arbeit wird als Hypothese angenommen, dass bei der Invasion von
epithelialen Karzinomzellen ins umgebende Gewebe an der Invasionsfront av6 produziert
wird. (Nieberler et al, 2017) Danach erfolgt die Intravasation der Tumorzellen in ein Blut-
gefd3, worauthin die Zellen im Blutkreislauf zirkulieren. Gegenstand dieser Arbeit ist es
daher, zu iiberpriifen, ob B6-mRNA, die fiir die f6-Untereinheit des epithelial assoziierten
Integrin-Dimers avp6 kodiert, im Plasma der Erkrankten mit einem oralen Plattenepithel-
karzinom nachzuweisen ist. Da Blut aus mesenchymalen Bestandteilen besteht, sollte $6-
mRNA im Plasma gesunder Personen nicht vorzufinden sein. (Campbell & Reece, 2003)
Sollte sich diese Arbeitshypothese bestétigen, konnte B6-mRNA in Zukunft als moglicher

diagnostischer Tumor- und Verlaufsparameter eingesetzt werden.

1.5 Zirkulierende Tumorzellen

Bereits 1869 beschrieb Ashworth die Existenz zirkulierender Tumorzellen (Circulating Tu-
mor-Cells [CTC]) bei krebskranken Personen in seinen Publikationen iiber Untersuchun-
gen mit dem Blut Verstorbener. (Ashworth, 1869) Diese Zellen wurden 1934 erstmals im
Blut lebender erkrankter Personen nachgewiesen. (Pool & Dunlop, 1934)

Da die Tumorstreuung meist himatogen stattfindet, steigt das Interesse an der Erforschung
der CTCs — deren Bedeutung sowohl als potentieller Marker in der Tumoriiberwachung als
auch als therapeutischer Angriffspunkt wird zunehmend erkannt. (Plaks et al, 2013) Die
CTCs beschreiben eine Zwischenstufe in der Tumorstreuung, weshalb in ihrer Analyse ein
grof3es Potential als sogenannte Liquid-Biopsie bei Krebserkrankungen gesehen wird. Die
Zellen hierfiir konnen aus einer menschlichen Blutprobe isoliert werden, deren Gewinnung
unkompliziert und gering invasiv ist. In einschldgigen Studien zur Entdeckung und Mes-
sung von CTCs wurde festgestellt, dass eine starke Assoziation zwischen hohen CTC-Le-

veln und einer Abnahme des progressionsfreien und des Gesamtiiberlebens bei
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Krebserkrankungen besteht. (Pantel & Alix-Panabieres, 2013) Zirkulierende Tumormarker
konnen moglicherweise als Vorhersageparameter in der individuellen Krebstherapie ihren
Einsatz finden (Lianidou & Markou, 2011), auBerdem kénnen durch Mehrfachmessungen
der CTCs die Prognose und die Behandlungseffizienz der Therapie liberwacht werden.
(Gorges & Pantel, 2013; Schwarzenbach et al, 2011) Die groBite Bedeutung hat allerdings
die Tatsache, dass CTCs noch vor Sicherung der Malignitét des Tumors in entfernten Or-
ganen nachgewiesen wurden. (Rhim et al, 2012) Pro ml Serum sind 1 bis 7 Tumorzellen
nachweisbar oder pro 10°bis 10® normaler Blutzellen eine Tumorzelle. (Garcia-Olmo et al,
2000) Durchschnittlich gehen bei Karzinomen zehn Zellen pro Gramm Tumorgewebe pro

Tag in den Blutkreislauf {iber. (Carmeliet & Jain, 2000)

Diese geringen Mengen zeigen, dass das groBte technische Problem in der Isolierung der
Zellen aus dem Blut besteht. Bislang sind mehr als vierzig Methoden entwickelt worden,

um zirkulierende Tumorzellen erfolgreich zu isolieren und somit auch zu charakterisieren.

(Parkinson et al, 2012)

Ein geeignetes Screening-Verfahren ist hierbei von groBer Bedeutung, da durch die Erken-
nung eines Malignoms in einem frithen Stadium der tddliche Verlauf der Erkrankung oft-
mals verhindert werden kann. Die Bestimmung von zirkulierenden Zellen in Korperfliis-
sigkeiten, die mit dem Tumor assoziiert sind, dient inzwischen bei vielen Tumorerkrankun-
gen als unkomplizierte Methode zur Frithdiagnostik. Oftmals ist nur eine Blutabnahme n6-
tig, was die Akzeptanz bei den erkrankten Personen gegeniiber aufwendigeren diagnosti-

schen Methoden wie Rontgen oder MRT erhoht.

Bei Kopf-Hals-Karzinomen ist bisher keine geeignete Screening-Methode zum Nachweis
oder zur Fritherkennung der Krebserkrankung bekannt. (Kujan et al, 2006) Dabei steht das
Ziel im Vordergrund, einen geeigneten Marker zu detektieren, der auch als Verlaufspara-
meter eingesetzt werden kann, um ein Rezidiv zu erkennen oder die Tumorausdehnung zu
prognostizieren. Ziel dieser Arbeit ist es, zu iiberpriifen, ob die Expression der 6-mRNA
des Integrin avB6 im Plasma der Erkrankten gegeniiber Gesunden erhoht ist und ob sich

eine Korrelation zu Parametern der Grof3e und Aggressivitit des Tumors ergibt.
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1.6 Integrin avB6 als im Blut zirkulierender Tumormarker

Integrine gehdren zur Gruppe der Zelloberflachenrezeptoren (Cell Adhesion Molecules
(CAMs)) und spielen eine bedeutende Rolle sowohl bei den physiologischen Zell-Zell-
Verbindungen als auch beim Kontakt zwischen Tumorzellen und den umgebenden Struk-
turen. Integrine treten mit Komponenten wie Fibronectin, Kollagen oder Laminin in Kon-
takt. Sie sind entweder Teil der EZM oder befinden sich in frei 16slicher Form im Blut-
plasma. Eine Signaliibermittlung — sowohl in der Zelle als auch auBlerhalb — wird durch
diese Zellverbindungen {iber Integrine ermdglicht, wodurch ebendiese an Zellfunktionen
wie Zelliiberleben, Gewebedifferenzierung und -wachstum beteiligt sind. (Lock et al,

2008)

Integrine sind heterodimere Glykoproteine (135 Kilodalton (kD)) der Zellmembran, die aus
je einer a- und einer B-Untereinheit zusammengesetzt sind. Die beiden Untereinheiten sind
iiber eine nichtkovalente Bindung miteinander verkniipft. Der kurze, ins Zytoplasma rei-
chende Fortsatz der Integrine besteht aus circa vierzig Aminosduren. (Van der Flier & Son-
nenberg, 2001) Die Bindung erfolgt intrazellulér an einen Komplex aus Proteinen, bei-
spielsweise Talin, Vinculin, Actinin und Filamin. (Critchley, 2000) Durch Integrinrezepto-
ren wird ein fokaler rezeptorvermittelter Kontakt zwischen den Aktinfasern des Zytoske-
letts und der EZM geschaffen. Diese Verbindungen befinden sich in einem Prozess sténdi-
gen Umbaus und sind unter anderem fiir die Zellmigration notwendig. Fiir die fokalen Kon-
takte sind zum einen Konstruktionsproteine wie Filamin oder Vinculin, zum anderen Re-
gulierungsproteine wie die Focal Adhesion Kinase (FAK) von groBler Bedeutung. (Petit &
Thiery, 2000) Die Spezifitit fiir bestimmte Bindungsstellen an der EZM wird durch unter-
schiedliche Kombinationen der a- und B-Untereinheit festgelegt. Integrine beeinflussen
Prozesse wie Metastasierung und Angiogenese, Genexpression und Signalweiterleitung,
Zellwachstum und -vermehrung, Proliferation der Apoptose und Gewebeinvasion. Daraus
lasst sich folgern, dass sie eine bedeutende Funktion bei der Tumorentstehung einnehmen.

(Varner & Cheresh, 1996)

Nur in physiologischer Verbindung zur EZM ist den Epithelzellen Teilung und Wachstum
moglich; im Falle der Verbindungsunterbrechung zwischen Zelle und Matrix kommt es zur

Anoikis, einem programmierten Zelluntergang, vergleichbar mit der Apoptose. (Frisch &



Einleitung 38

Francis, 1994) Die Wiederherstellung der Verbindung zur EZM und somit eine Resistenz
gegen Anoikis kann durch Expressionsanderung von Oberfldchenintegrinen realisiert wer-
den. Aus diesen Vorgingen geht hervor, dass Integrine den Tumorzellen ein Uberleben in

einer unphysiologischen Umgebung ermdglichen, zum Beispiel im Blut.

Integrine kommen zwar ubiquitdr im Korper vor, die Expression von avf6 ist allerdings
auf epitheliale Gewebe begrenzt. Wihrend avp6 in differenzierten epithelialen Geweben
nur in geringen Mengen exprimiert wird, kann es innerhalb der Karzinogenese, aber auch
bei Entziindungs- und Wundheilungsprozessen, iiberexprimiert vorgefunden werden.

(Breuss et al, 1995)

AuBer bei Mamma-, Lungen- und Kolonkarzinomen findet sich avp6 als das am haufigsten
iiberexprimierte Integrin bei epithelialen Malignomen vor allem bei oralen Plattenepithel-
karzinomen. (Arihiro et al, 2000; Smythe et al, 1995; Agrez, 1996; Breuss et al, 1995;
Jones et al, 1997)

Die Fihigkeiten des avf6 entsprechen den sechs Anderungen der Zellphysiologie nach Ha-
nahan und Weinberg: (Margadant & Sonnenberg, 2010)

e Selbstversorgung mit Wachstumsfaktoren: Induktion des TGF-B1-Signalwegs fiihrt
zur vermehrten Produktion von avf6 und dies wiederum zur erneuten Aktivierung
von TGF-B1

e Resistenz gegeniiber wachstumshemmenden Signalen und Umgehung der
Apoptose: Signalweitergabe zwischen Zytosol und EZM sowie Hemmung der
Apoptose

¢ Gewebeinvasion und Metastasierung: Zunahme von Migration und Invasion der
Zellen durch Aktivierung von Matrix-Metalloproteinase 3/9 und Plasminogenakti-
vator Urokinase

e unbegrenzte Replikation: Aktivierung der Zellproliferation

reduzierte Expression von E-Cadherin im Rahmen der EMT

Daraus lésst sich schlieBen, dass Tumorentstehung, Gewebeinvasion und Metastasierung

durch die De-novo-Expression von av36 beeinflusst werden.
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1.7  Ziel dieser Arbeit und Fragestellung

Die Idee hinter dieser Arbeit ist es, im Blut zirkulierende Bestandteile herauszufiltern, die
mit dem Tumor in der Mundhdhle assoziiert werden konnen. Hierzu wurde eine Blutprobe
von 55 Personen mit einem bekannten oralen Plattenepithelkarzinom genommen, um im
Plasma die mRNA der f6-Untereinheit des Integrin avf36 zu detektieren. Dieses ist epithe-
lialen Ursprungs. Da Blut aus Komponenten mesenchymalen Ursprungs besteht, wird das
Vorkommen der mRNA der 6-Untereinheit des Integrin av6 physiologisch im Blut nicht
erwartet. Gelingt die Isolation der mRNA der $6-Untereinheit aus dem Plasma einer Blut-
probe eines Erkrankten, konnte dies einen Hinweis auf den malignen Prozess im epithelia-
len Gewebe der Mundschleimhaut geben. Um aufzuzeigen, dass sich avf6 als potentieller
Tumormarker eignet, soll iiberpriift werden, ob die f6-mRNA des Integrin av36 im Plasma
mit dem Vorhandensein eines oralen Plattenepithelkarzinoms korreliert und ob dabei Riick-
schliisse auf die Tumorausdehnung und damit die Prognose moglich sind. Eine erhohte
Expression von mRNA der B6-Untereinheit des Integrin avB6 im Plasma des Bluts kann
ein Hinweis darauf sein, ob eine Migration der Tumorzellen bereits stattgefunden hat und

wie weit die Tumorausdehnung fortgeschritten ist.

Ziele der vorliegenden Doktorarbeit sind:

1. Nachweis der mRNA der B6-Untereinheit des Integrin avf6 im Blutplasma der Er-
krankten

2. Vergleich der Expressionslevel von mRNA der f6-Untereinheit des Integrin avp6 im
Blutplasma: Personen mit diagnostiziertem oralen Plattenepithelkarzinom gegeniiber

gesunden Personen

3. Uberpriifung einer Korrelation des Expressionslevels von B6-mRNA des Integrin avp6
mit der GroBe des Tumors anhand der TNM-Klassifikation: gesonderte Betrachtung
der Gruppen T, N, G und R

4. Unterschiede im Expressionslevel der mRNA der $6-Untereinheit des Integrin av36 im
Blutplasma der Erkrankten in Korrelation zum AJCC-Stadium
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1  Verbrauchsmaterial

Tabelle 9: Verbrauchsmaterial

Pipettenspitzen 1-10 pl

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen 2—200 pl

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Cellstar-Tube 50 ml

Greiner GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Pipettenspitzen 50-1000 pl

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

2-Mercaptoethanol

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ethanol (EtOH)

Merck, Darmstadt, Deutschland

LightCycler®FastStart DNA Master SYBR
Green I reaction mix

Roche, Mannheim, Deutschland

Proteinkinase K

Dako Deutschland, Hamburg, Deutschland

RNase-free DNase Set

Quiagen, Hilden, Deutschland

Rneasy®Protect Mini Kit

Quiagen, Hilden, Deutschland

SuperScriptTM First Strand Synthesis
System fiir Reverse-Transkriptase-
Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Phosphat Buffered Saline (PBS), pH = 7,4

Gibco, Karlsruhe, Deutschland

Biocoll Separating Solution

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland

RNAlaterTM, RNA Stabilization Reagent

Quiagen, Hilden, Deutschland

Wasserstoffperoxid 30 %; H.O»

Merck, Darmstadt, Deutschland

Eppendorf-Tubes 1,5 ml

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf-Tubes 2 ml

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf-Mikrokiivette

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

EDTA-Monovette®,
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
KE/9 ml

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Safety-Multifly®-Kaniile 21G, 0,8 x 19 mm

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Venenstauer Jetpull®

Peil®, Bad Nauheim, Deutschland

Kodan-Spray, Hautdesinfektion farblos

Schiilke & Mayr GmbH, Norderstedt
Deutschland
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Glycerinaldehy-3-phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH)

Quiagen, Hilden, Deutschland

Integrin avp6 (ITG B6)

Quiagen, Hilden, Deutschland

2.1.2  QGerite

Tabelle 10:  Gerite

BioPhotometer plus

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf MiniSpin®plus

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf Reference®Pipetten 0,5-10 pl

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf Reference®Pipetten 10-100 ul

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf Reference®Pipetten 100-1000 pl

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

LightCycler®1.0 Real-time Detection
System Miccra D-9

Roche, Mannheim, Deutschland

ThermoStat plus

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf Centrifuge 5810R

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Vortexer Reax top (Vibrationsschiittler)

Heidolph Instruments GmbH, Schwabach,
Deutschland

2.1.3  Kommerzielle Kits

Tabelle 11: Kommerzielle Kits

Kit

Hersteller

RNase-free DNase Set

DNase I, RNase-frei (lipophilized)
RDD-Puffer

RNase-freies Wasser

Quiagen

RNeasy Mini Kit
Sammelgefile (1,5 und 2 ml)
RLT-Puffer

RW1-Puffer

Quiagen
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Kit Hersteller

RPE-Puffer (Konzentrat)
RNase-freies Wasser

SuperScript First-Strand Synthesis System Roche
10 mM dNTP-Mix (Desoxyribonucleotid-Mix)

Random Hexamers

Diethylpyrocarbonat (DEPC)-treated Water (RNase-freies Wasser)

10 x RT buffer® (Reaktionspuffer)

25 mM MgClI2

0,1l M DTT

RNase OutTM (RNase-Inhibitor)

SuperScriptTM II RT (Reverse Transkriptase)

LightCycler®FastStart DNA Master SYBR Green | Roche
LightCycler®FastStart Enzyme

LightCycler®FastStart Reaction Mix SYBR Green

MgCl,Stock Solution, 25 mM

Water, PCR Grade

® Registrated trademark, ™ Trademark

Es wird keine Gewihr fiir die Angaben libernommen.

2.2 Methoden

2.2.1 Patientenkollektiv

Es wurden 55 Personen in die Studie eingeschlossen, bei denen zuvor ein priméres Plat-
tenepithelkarzinom der Mundhohle diagnostiziert worden war. Parallel und im Anschluss
daran wurden 33 Blutproben von Gesunden inkludiert, um darzustellen, dass die mRNA
der B6-Untereinheit des Integrin avf6 im Blut der gesunden Personen in vergleichsweise
geringerer Konzentration vorlag. Die Studie inkludiert nur volljéhrige Personen. Bei den
erkrankten Studienteilnehmenden wurde im Zeitraum zwischen dem 01.09.2015 und dem
31.12.2016 an der Klinik und Poliklinik fiir Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie des Kli-
nikums rechts der Isar der Technischen Universitét eine operative Tumorresektion in Voll-
narkose durchgefiihrt. Je nach Grunderkrankung und Tumorausdehnung erfolgten eine ein-
oder beidseitige Lymphknotenausrdumung im Halsbereich sowie eine primére beziehungs-

weise sekundire Rekonstruktion des resezierten Gewebes.
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Die Ethikkommission der Medizinischen Fakultdt der Technischen Universitidt Miinchen
hat die klinische Studie genehmigt. Diese entspricht in der Durchfiihrung den Regularien
der Deklaration von Helsinki. Uber ihre Teilnahme an der Untersuchung wurden die Stu-
dienteilnehmenden schriftlich und miindlich aufgekldrt. Die schriftliche Einverstandniser-

kldrung wurde von ihnen unterschrieben.

2.2.2  Probengewinnung

Es wurde am Tag vor dem operativen Eingriff bei jedem Erkrankten eine vendse Blutent-
nahme durchgefiihrt; die erkrankten Personen mussten hierfiir nicht niichtern sein. Das Blut
wurde jeweils aus der Armvene entnommen und in entsprechenden Monovetten gesam-
melt. Es wurden hierfiir EDTA-R6hrchen (Sarstedt Monovette®, Niimbrecht, Deutschland)
mit einem Fiillungsvolumen von 9 ml verwendet. Innerhalb von 60 Minuten nach der Blut-
entnahme wurden 9 ml Blut aus dem EDTA-R6hrchen zusammen mit 9 ml PBS-Ldsung
(Gibco, Karlsruhe, Deutschland) und 9 ml Biocoll Separating Solution (Biochrom GmbH,
Berlin, Deutschland) in ein Cellstar-Tube (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland) mit einem Fiillungsvolumen von 50 ml gegeben. Dieser Mix wurde bei 20 °C
fiir 15 Minuten in der Eppendorf-Zentrifuge 5810R (Eppendorf AG, Hamburg, Deutsch-
land) bei 900 g auf Programm 2 zentrifugiert. Nach der Zentrifugation befanden sich am
Boden des Tubes die festen Blutbestandteile (Erythrozyten) und dariiber das Blutplasma.
An der Grenzschicht zwischen roten Blutkérperchen und dem Blutplasma befand sich der
Buffy-Coat, der etwa 1 % der Blutprobe ausmacht. Er besteht hauptsdchlich aus weillen
Blutkorperchen und Blutplattchen (siehe Abbildung 2).
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<— 1) PLASMA
~55%

—~ <— 2) BUFFY COAT
e <1%

ERYTHROZYTEN
~45%

Abbildung 2: Blutkomponenten nach der Zentrifugation

1. Plasma: Fliissige Bestandteile des Bluts aus Wasser, Mineralsalzen und
Proteinen (55 %), 2. Buffy-Coat: im Deutschen als Leukozytenfilm be-
zeichnete Grenzschicht zwischen Erythrozyten und Blutplasma, bestehend
aus Leukozyten und Thrombozyten (< 1 %), 3. Erythrozyten (45 %)

Eigene Skizze,
angelehnt an: https://de.wikipedia.org/wiki/Buffy-Coat

Der Buffy-Coat wurde im Anschluss abpipettiert und in ein neues Cellstar-Tube gegeben.
Dieses wurde bis zur 50-ml-Markierung mit PBS aufgefiillt und bei 4 °C fiir 5 Minuten bei
300 g auf Programm 6 erneut zentrifugiert. Am Boden des Tubes bildete sich ein kleines
Zellpellet; dieses sollte erhalten bleiben, wobei die darauf liegende Fliissigkeit abgeschiittet
wurde. Darauthin wurde das Tube erneut bis 50 ml mit PBS-Losung aufgefiillt und das
Substrat wiederum bei 4 °C fiir 5 Minuten bei 300 g auf Programm 6 zentrifugiert. Die
Fliissigkeit wurde entfernt, das Pellet pipettiert und mit 500 ul RNAlater™ (Quiagen, Hil-
den, Deutschland) sowie 500 pl PBS in einem Eppendorf-Réhrchen bei —80 °C im Gefrier-
schrank gelagert.

2.2.3  Isolation von Gesamt-RNA aus Zellen des Buffy-Coats
2.2.3.1 Grundlagen der RNA-Isolierung

Die eigentliche Isolation wurde unter Verwendung von Reaktionskits durchgefiihrt. Bei

diesen handelt es sich um kommerziell vertriebene Kits, die die notwendigen Substanzen
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und Reagenzien fiir die RNA-Isolation, Komplementdre-DNA(cDNA)-Umschreibung und
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) beinhalten. Fiir die vorliegende Untersuchung wurden
das Rneasy® Protect Mini Kit von Quiagen, das SuperScript First-Strand Synthesis System
von Invitrogen und das LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green I von Roche ver-

wendet. Die Vorgehensweise wird im folgenden Abschnitt kurz erlédutert.

Die RNA-Isolationsmethode besteht aus drei grundlegenden Schritten: Zunichst werden
innerhalb der Zelllyse zelluldre Bestandteile aufgetrennt. In einem zweiten Schritt werden
zelluldre Nukleasen inaktiviert und in einem dritten Schritt erfolgt die Aufbrechung der zu

isolierenden Nukleinsduren.

Ein gebriuchliches Verfahren ist die Sdulenchromatographie, die auch im Rahmen dieser

Arbeit zur Anwendung kam. Sie wird im Folgenden kurz beschrieben.

2.2.3.2  Saulenchromatographie

Bei der Sidulenchromatographie haften zu isolierende Nukleinsiduren an eine feste Matrix
an. Das Problem der unvollstindigen Phasentrennung wird umgangen. In der vorliegenden
experimentellen Arbeit wurden Sdulen verwendet, die die RNA durch eine Siliziummatrix
binden, da die negativ geladenen Nukleinsduren mit hoher Affinitdt an die positiv gelade-
nen Siliziumpartikel binden (sieche Abbildung 3). Durch intensive Waschschritte konnen
die nun fest gebundenen Nukleinsduren gereinigt werden. Im Anschluss findet die Elution
der Nukleinsduren mit destilliertem Wasser oder Tris-EDTA(TE)-Puffer statt. (Tan &
Yiap, 2009)
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1) Nukleinséduren

S ——
2) NV

3) Silizium-Matrix

Abbildung 3: Séulenchromatographie

1. Negativ geladene Nukleinsduren: binden mit hoher Affinitét an die po-
sitiv geladenen Siliziumpartikel, 2. Natriumionen: Funktion als Kationen-
briicke, 3. Siliziummatrix

Eigene Skizze,
angelehnt an: https://en.wikipedia.org/wiki/Spin_column-based nu-
cleic_acid_purification

2.2.3.3 Ribonukleasen

Die als Einzelstrang vorliegende RNA reagiert besonders empfindlich gegeniiber abbauen-
den Enzymen, den sogenannten Ribonukleasen (RNasen). In praktisch jeder lebendigen
Zelle kommen RNasen vor, die RNA in ihrer endo- und exonukleolytischen Aktivitét ein-
schrianken konnen. Die RNasen besitzen eine hohe Stabilitdt. Durch ihre Tertidrstruktur,
die durch vier Disulfidbriicken stabilisiert wird, ist es dem Enzym nach Erhitzen oder De-
naturieren moglich, schnell zu renaturieren. Auflerdem bendtigen RNasen kaum Cofakto-
ren und konnen in einem breiten pH-Bereich arbeiten. Die Denaturierung der RNA durch
RNasen muss wihrend und nach der Préparation vermieden werden, deshalb sollte die
RNase-Aktivitdt limitiert werden. Es werden die extrinsische und die intrinsische RNase-

Aktivitdt unterschieden. Erstere geht vor allem von dufleren Quellen der RNase-



Material und Methoden 47

Kontamination aus, beispielsweise von den Reagenzien selbst oder den Gerdtschaften, aber
auch von der menschlichen Haut oder dem Speichel. Bei der intrinsischen RNase-Aktivitét
wird die Kontamination von der Zelle selbst ausgelost; intrazellulire RNasen werden zum

Beispiel bei der Lyse der Zellen freigesetzt.

Verschiedene Ribonukleaseinhibitoren wie Dieethylpyrocarbonat (DEPC) werden beno-
tigt, um die RNase-Aktivitét zu verhindern. Zur Beeintrachtigung der RNase-Aktivitét bin-
det DEPC kovalent an primére und sekunddre Amine. Zu diesem Zweck werden Stammlo-
sungen und Puffer mit dem RNase-Inhibitor DEPC versetzt. Das DEPC hat auch eine starke
Bindung zum in der RNA enthaltenen Adenosin und kann dadurch zu einer chemischen
Modifikation durch Carboxymethylierung von Adenylresten fiihren. Dadurch wird die Nut-
zungsfahigkeit der RNA fiir beispielsweise eine PCR eingeschrinkt. Durch Erhitzen im
Autoklav fiir 15 Minuten wird DEPC deshalb vor seinem Einsatz quantitativ zersetzt. (Far-

rell, 2009)

Mit der RNA in Berithrung kommende Materialien miissen also vor dem Arbeiten mit der
RNA autoklaviert oder mit RNase-Inhibitoren gereinigt werden. Alle Schritte in der RNA-
Hood miissen daher mit Tragen von Handschuhen und Mundschutz durchgefiihrt werden
und Sprechen wéhrend der Arbeitsschritte ist zu vermeiden. Durch Zugabe von 0,1 %
DEPC (starker RNase-Inhibitor) kann das am Ende zur Aufnahme der RNA bendtigte Was-

ser autoklaviert werden.

2.2.3.4 Durchfiihrung der RNA-Isolierung mit Rneasy® Protect Mini Kit

Die Isolierung erfolgte unter Verwendung des RNeasy® Protect Mini Kits (Quiagen, Hil-
den, Deutschland), das eine rasche Aufreinigung von RNA-Molekiilen verspricht. Alle
Schritte wurden, wie in Abbildung 4 dargestellt, laut Herstellerangaben durchgefiihrt.

Auf einer Silikon-Gel-Membran erfolgte die selektive Bindung von RNA. Ein spezielles
Puffersystem ermoglicht die Anheftung von RNA mit einer Lénge von {iber 200 Basenpaa-
ren und einem Gewicht von bis zu 100 pg; vor allem die aus liber 200 Basenpaaren beste-
hende mRNA wird herausgefiltert. Durch die Zugabe von Ethanol werden Kontaminatio-
nen effizient entfernt und es wird eine verbesserte Anhaftung der RNA an die Membran

geschaffen. Alle Arbeitsschritte wurden wihrend der RNA-Isolierung auf Eis durchgefiihrt.
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Nach der Entnahme der Proben aus der Lagerung bei —80 °C wurden diese sofort auf Eis
gesetzt und langsam aufgetaut. Danach wurden die Proben in der Eppendorf MiniSpin plus
(Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) bei Raumtemperatur (RT) fiir 5 Minuten bei
2100 rpm zentrifugiert.

Nach der Zentrifugation wurde das Zellpellet am Boden des Eppendorf-Réhrchens behalten
und das Medium abgesaugt. Der Probe wurden nun 350 ul RLT-Puffer aus dem
Rneasy®Protect Mini Kit zugegeben. Vor der ersten Nutzung wurden zu je 1 ml des RLT-
Puffers 10 ul 2-Mercaptoethanol (Roth, Karlsruhe, Deutschland) hinzupipettiert. Hierbei
verstirkt B-Mercaptoethanol den Zellaufschluss und fiihrt zu einer zusétzlichen Inhibition
der RNasen. Auf die 350 pl RLT-Puffer wurden 350 ul 70-prozentiges EtOH (Merck,
Darmstadt, Deutschland) gegeben und durch Pipettieren wurden die Fliissigkeiten vorsich-
tig vermischt. Nach kurzer Aufbereitung im Vortexmischer wurden 700 pl jeder Probe auf
eine Rneasy-Mini-Séule (aus dem Rneasy® Protect Mini Kit) iiberfiihrt, die in einem 2-ml-
Eppendorf-Collection-Tube platziert wurde. Im Anschluss wurde die Probe fiir 15 Sekun-
den auf 10 000 rpm zentrifugiert; die durchgelaufene Fliissigkeit (unten im Collection-
Tube) wurde verworfen. Darauthin wurden 350 pl Buffer-RW1 in die Rneasy-column ge-
geben und bei RT 15 Sekunden bei 10 000 rpm zentrifugiert. Das entstandene Eluat wurde
ebenfalls verworfen. Danach erfolgte der DNase-Verdau zur Beseitigung genomischer
DNA. Dazu wurde der DNase-I-Incubation-Mix (80 pl) hergestellt, indem in einem neuen
Eppendorf-Réhrchen 70 ul RDD-Puffer aus dem RNase-free DNase Kit (Dako, Hamburg,
Deutschland) mit 10 pl DNase-I-Losung (Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland) vorsich-
tig durch leichtes Schwenken des Eppendorf-Tubes gemischt wurden. War die DNase-I-
Losung nicht vorrdtig, musste sie vorher aufbereitet werden, indem 550 pl RNase-freies
H>0 in das Gefdll mit der DNase aus dem RNase-free DNase Set (Quiagen, Hilden,
Deutschland) in Pulverform injiziert wurden. Das Gemisch wurde danach eine Minute lang
gerollt. Die angebrochene DNase wurde gekennzeichnet und bei —20 °C im Kiihlschrank
gelagert. Der DNase-I-Incubation-Mix (80 pl) wurde direkt auf die Rneasy®Silica-Gel-
Membran der Rneasy-column pipettiert und bei 25 °C fiir 15 Minuten inkubiert. Anschlie-
Bend wurden 350 pl Waschpuffer-RW1 in die Rneasy-column gegeben und 15 Sekunden
bei 10 000 rpm zentrifugiert. Nach Verwerfen des Unterstands erfolgten die Zugabe von je
500 ul RPE-Puffer aus dem Rneasy® Protect Mini Kit und eine erneute Zentrifugation fiir
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15 Sekunden bei 10 000 rpm. War das Buffer-RPE (aus dem Rneasy Mini Kit) noch unge-
Offnet ist, musste es vor der ersten Verwendung gemil3 Herstellerangaben mit 100 % EtOH
verdiinnt werden. Im letzten Waschschritt wurden erneut 500 pl RPE-Puffer hinzugegeben
und es erfolgte die Zentrifugation der Proben fiir 2 Minuten bei 10 000 rpm, bevor die
durchgelaufene Fliissigkeit und das Collection-Tube verworfen wurden. Die Rneasy-co-
lumn wurde in ein neues Collection-Tube gestellt. Im Anschluss daran wurde bei voller
Zentrifugengeschwindigkeit (circa 13 000 rpm) 60 Sekunden lang zentrifugiert, um die
Rneasy-Membran zu trocknen. Zum Herauswaschen der RNA wurde die Rneasy-column
in ein neues 1,5-ml-RNase-free-Collection-Tube gesetzt. Danach wurden 30 pul Rnase-free
Water (aus dem Rneasy Protect Mini Kit) direkt auf die Rneasy-Membran pipettiert, 3 Mi-
nuten bei RT inkubiert und fiir 60 Sekunden bei 10 000 rpm zentrifugiert. Die Losung aus
dem Eppendorf-Réhrchen wurde schlieBlich erneut auf den Filter pipettiert und der Vor-
gang wurde wiederholt. Der komplette Prozess wird nochmals in Abbildung 4 veranschau-

licht.
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1) Zellpellet aus BUFFY COAT

2) Auflésung / Homogenisierung

3) Ethanol hinzufugen

4) Bindung von RNA/
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Abbildung 4: Prozedur RNeasy Mini Kit

1. Zellpellet aus Buffy-Coat, 2. Auflésung/Homogenisierung, 3. Ethanol
hinzufiigen, 4. Bindung von RNA/Aufschluss von DNA, 5. Waschschritte,
6. Eluieren, 7. Gewinn von konzentrierter RNA

Eigene Skizze,
angelehnt an: https://en.wikipedia.org/wiki/Spin_column-based nucleic_a-
cid purification

2.2.3.5 Photometrische Messung des RNA-Gehalts

Von der durchgelaufenen Fliissigkeit (RNA-Solution) wurde 1 pl mit 49 pl PBS in eine
Mikrokiivette gegeben. Dabei ist eine Blasenbildung prinzipiell zu vermeiden. Gleichzeitig

wurden 50 ul PBS als Blindprobe separat pipettiert. Der Eppendorf-Bio-Photometer wurde
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eingeschaltet und das Programm ssDNA ausgewihlt. Zundchst wurde dann eine Leermes-
sung mit 50 pl PBS durchgefiihrt, bevor mit 49 pl PBS plus 1 ul RNA-Probe die eigentliche
Sample-Messung erstellt wurde. Der RNA-Gehalt wurde im Photometer bestimmt, wobei

der gemessene Wert in pg/ml angezeigt wurde und in pg/pl umgerechnet werden musste.

Die RNA wurde nun in entsprechend gekennzeichneten Tubes bei —80 °C langerfristig ge-
lagert. Fiir den tiglichen Gebrauch und bei zeitnaher Verwendung ist auch eine Lagerung

bei —20 °C moglich.

2.2.4  Umschreibung der isolierten RNA in cDNA

2.2.4.1 Grundlagen der cDNA-Umschreibung

Damit die isolierte RNA fiir eine PCR verwendet werden kann, muss sie in cDNA umge-
schrieben werden. Mit Hilfe von cDNA koénnen Gene isoliert und charakterisiert werden.
Dazu wird ein Enzym, die reverse Transkriptase (RT), verwendet, mit dem bei der In-vitro-
Synthese der Poly-A-Schwanz der mRNA genutzt wird, um diese mit Hilfe eines soge-
nannten Oligo-dT-Primers in cDNA umzuschreiben. Nach Auflosen des RNA-DNA-Dop-
pelstrangs kann der entstandene cDNA-FEinzelstrang in eine Doppelstrang-DNA tiberfiihrt
werden. Eine cDNA enthilt weder Promotoren noch Introns, sondern nur den transkribier-

ten Bereich eines Gens. (Nordheim & Knippers, 2001)

2.2.4.2  Durchfiihrung der cDNA-Umschreibung mit SuperScript™ First-
Strand Synthesis System fiir RT-PCR

Die gewonnene RNA wurde mit Hilfe des SuperScript™ First Strand Synthesis Systems

fiir RT-PCR (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) in cDNA umgeschrieben. Mit dem Su-

t™ First Strand Synthesis System kann aus gereinigter Poly-(A)-RNA oder aus

perScrip
kompletter RNA (enthélt auch Transfer-RNA (tRNA) und ribosomale RNA (rRNA)) Ein-
zelstrang-cDNA hergestellt werden. Nach der Synthese kann die cDNA mit Hilfe spezieller
Primer im Rahmen einer PCR amplifiziert werden. Die Einzelstrang-cDNA-Synthese-Re-
aktion wird von SuperScriptll-Reverse-Transkriptase katalysiert. Die RNase-H-Aktivitit,

die die mRNA wihrend der Einzelstrangreaktion herabsetzt, wird durch das Enzym
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SuperScriptll reduziert. Die Wirkung von SuperScriptlI-RT wird unwesentlich von rRNA
oder tRNA beeinflusst, weshalb das Enzym genutzt werden kann, um die Synthese von
cDNA aus kompletter RNA durchzufiihren. Es verfiigt iiber eine hohe thermische Stabilitét

und kann Temperaturen iiber 50 °C ausgesetzt werden.

Nach der Entnahme der RNA-L6sung aus der Lagerung bei —80 °C wurde diese auf Eis

gestellt und langsam aufgetaut.

Die RNA- beziehungsweise Primer-Losung wurde nach Herstellerangaben in RNase-freien
1,5-ml-Tubes vermischt (siche Tabelle 12). Jede Komponente wurde vor Gebrauch kurz
gemischt und zentrifugiert. Die bendtigte Menge fiir 1 pg RNA kann prinzipiell nach pho-
tometrischer Bestimmung der Konzentration der gewonnenen RNA berechnet werden;

1 pg RNA wurde diesbeziiglich durch den ermittelten photometrischen Wert dividiert.

Beispiel:
lpg/ 1,6 pg/ul =0,625 pl — Dieser Wert wurde dann fiir Sample 1 1 ng RNA verwendet.

Tabelle 12: RNA-/Primer-Mischungsverhiltnisse

Komponente Probe No-RT-Kontrolle = RNA-Kontrolle
RNA-Probe (1 pg) x ul x pl -
Kontroll-RNA - - 1 pl

10 mM dNTP-Mix 1 pl 1 pl Il
Random Hexamer 1 pl 1-5 pl 1-5 pl

DEPC-treated Water bis 10 pl auffiillen bis 10 pl auffiillen  bis 10 pl auffiillen

Maximal wurde die Menge von 8 pl RNA verwendet. Dabei wurde kein DEPC-behandeltes
Wasser (DEPC-treated Water) beigefiigt, da das Volumen dieser Probe bereits 10 pl betrug.

Bei 8 ul RNA wurde beispielsweise ein Ansatz, wie er in Tabelle 13 angefiihrt ist, fiir den

Primer-Mix verwendet:
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Tabelle 13: RNA-/Primer-Mischungsverhiltnisse bei 8 ng RNA
Komponente Ansatz: 1 x Ansatz: 3 x
RNA 8 ul 24 ul

10 mM dNTP-Mix 1 ul 3ul
Random Hexamer 1 ul 3ul

Pro Probe wurde 1 pg RNA mit 1 pl ANTP-Mix sowie dem Primer, 1 pl Random Hexamers
(50 ng/pul), zusammengegeben. Danach erfolgte die Auffiillung der Probe mit DEPC-trea-
ted Water bis 10 pl. Alle Komponenten wurden aus dem SuperScript™ First Strand Syn-
thesis System fiir RT-PCR entnommen. Nachdem der Primer-Mix hergestellt worden war,
erfolgte die Inkubation des Reaktionsansatzes fiir 5 Minuten bei 65 °C, bevor alle Rohrchen

wenigstens eine Minute auf Eis gestellt wurden.

Danach wurde der Master-Mix hergestellt (siche Tabelle 14). Pro Ansatz wurden dafiir je
2 pul 10 x RT-Buffer, je 4 pl 25 nM Magnesiumchlorid (MgClz), je 2 pl 0,1 M 1,4 Dithio-
threit (DTT) und je 1 ul RNase OUT™ verwendet. Alle Komponenten wurden in einem
Eppendorf-Rohrchen zum Reaktions-Mix zusammengefiigt und dem SuperScript™ First
Strand Synthesis System fiir RT-PCR entnommen. Dabei wurde immer 0,5-fach mehr Re-

aktions-Mix hergestellt, um geniigend Reserve zu erhalten.

Tabelle 14:  Master-Mix-Mischungsverhiltnisse

Komponente Ansatz: 1 x Ansatz: 2,5 x
10 x RT-Buffer 2 ul Sul

25 nM MgCl, 4 ul 10 pl

0,1 M DTT 2 ul Sul
RNaseOUT 1 ul 2,5 ul

Um die Menge des bendtigten Reaktions-Mix zu berechnen, wurde folgende Formel ver-

wendet:

Formel fur Reaktions-Mix:

Ansatz x (Probenzahl + 0,5) - ul der Komponente
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Pro Einfachansatz des RNA-Primer-Mix wurden 9 pul Master-Mix zugegeben. Der Inhalt
der Eppendorf-Réhrchen wurde gemischt und anschlieend kurz zentrifugiert. Danach
wurde der Ansatz bei 25 °C fiir 2 Minuten inkubiert und 1 pl Super-Script-II-RT (50U/ul)
aus dem SuperScript™ First Strand Synthesis System fiir RT-PCR wurde je Tube hinzu-
gefiigt. Bei einer Nachbestellung liegt SS II in 4-facher Konzentration (200 U/ul) vor, dem-
entsprechend wurde eine 1:4-Verdiinnung durchgefiihrt. Das heil3t, dass 0,25 ul statt 1 ul
Super-Script 11 zugegeben wurden. Es erfolgte eine erneute Inkubation bei 25 °C fiir 10
Minuten, danach bei 42 °C fiir 50 Minuten und schlieflich bei 70 °C fiir 15 Minuten. Im
Anschluss wurden die R6hrchen wiederum zentrifugiert, um danach 1 pl RNase H je Tube
zu pipettieren. AbschlieBend wurde die Inkubation bei 37 °C fiir 20 Minuten fortgesetzt.
Die Proben wurden bei —20 °C bis zur Weiterverwendung der cDNA gelagert.

Zusammenfassend besteht die cDNA-Umschreibung damit aus vier Schritten:

1. Denaturierung: 1 bis 8 ul RNA, 0 bis 7 ul DEPC-Wasser und 1 pl Random Hexamer
werden 5 Minuten bei 65 °C inkubiert und anschlieBend eine Minute auf Eis gela-

gert.
2. Annealing: nach Pipettieren des Master-Mix Inkubation bei RT fiir 2 Minuten

3. cDNA-Synthese: zunédchst Inkubation bei RT fiir 10 Minuten, dann bei 42 °C fiir
50 Minuten

4. Schlussreaktion: Beenden der Reaktion bei 70 °C fiir 15 Minuten

2.2.5 Polymerase Kettenreaktion

2.2.5.1 Grundlagen der Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Bei der PCR werden definierte DNA-Abschnitte enzymatisch amplifiziert. Fiir einen Re-

aktionsansatz wird Folgendes benotigt:

e amplifizierende DNA

e Nukleotid-Mix: dient als Substrat

e zwei Primer: hier GAPDH und ITG B6

e DNA-Polymerase: hier die TAQ-Polymerase
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Die gezielte Vermehrung spezifischer DNA-Abschnitte aus einem Gemisch von DNA-Mo-
lekiilen wird durch die Methode der PCR ermdglicht. Die Primer flankieren eine Nukleo-
tidsequenz auf dem Sense-Strang und eine andere auf dem Antisense-Strang des zu ampli-
fizierenden DNA-Abschnitts. Erst nach erfolgter Anhaftung der Primer beginnt die Repli-
kation durch die zugegebene DNA-Polymerase, indem diese die Strange mit freien Nukle-
otiden auffiillt (Elongation). Die Primer entsprechen der Komplementirsequenz, sodass
ihre Anlagerung an der gewiinschten Stelle der DNA ermdoglicht wird. Die Denaturierung
wird bei Temperaturen um 95 °C erreicht, wobei es zur Auftrennung der beiden DNA-
Strange kommt. Erst danach ist die Anlagerung moglich. Meist werden 30 bis 40 Zyklen
von Denaturierung, Annealing und Elongation durchgefiihrt. Die einzelnen Schritte miissen
bei unterschiedlichen Temperaturen erfolgen. Dazu wird eine hitzestabile DNA-Poly-
merase benoétigt, die fiir ihre Arbeit Nukleotide und Magnesiumionen erfordert. Die PCR
findet im Thermocycler statt — mit diesem Gerit ist eine exakte Temperaturregulierung
moglich. Das Prinzip der Vervielfdltigung von DNA-Abschnitten durch PCR ist in Abbil-
dung 5 dargestellt.



Material und Methoden 56

1) Urspriingliche DNA
LT T LEFEELE 8) Amlfikation 72°C

P Beginn 1. ZYk/us

\/ N 4) Primerpaar /

Abbildung 5: PCR-Zyklus

1. Urspriingliche DNA, 2. Beginn erster Zyklus, 3. Denaturierung bei
94 °C, 4. Primerpaare, 5. Annealing bei 60 °C, 6. TAQ-Polymerase, 7.
Einzelne Nukleinsduren, 8. Amplifikation bei 72 °C, 9. Beginn zweiter

Zyklus

Eigene Skizze,
angelehnt an: https://www.uni-bielefeld.de/teutolab/fachorientiert/bio-

technologie/Arbeitsmaterial/ PCR-Zyklus

2.2.5.2 Weiterentwicklung zur quantitativen Real-Time-RT-PCR:
Umstellen der PCR auf SYBR Green und Real Time

Unter einer RT-PCR wird die Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion verstan-
den. Hinsichtlich der Durchfiihrung einer RT-PCR wird zwischen zwei Vorgehensweisen
unterschieden: Two-Step-RT-PCR und One-Step-RT-PCR. In dieser Arbeit wurde die
Two-Step-RT-PCR angewendet. Dabei wird zuerst die cDNA-Erststrangsynthese mit RNA
als Template durchgefiihrt. Dieser Vorgang wurde bereits unter Punkt 2.2.4.2 im Detail
beschrieben. Eine Probe der reversen Transkription wird dann einer nachfolgenden PCR

zugefiihrt, sodass die neu gebildete cDNA als Template dient. Somit ergeben sich zwei
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separate Reaktionen, wobei jeweils die Umgebungsbedingungen optimal an die eingesetz-

ten Enzyme angepasst werden konnen.

Das Prinzip der Real-Time-PCR entspricht im Wesentlichen der exponentiellen DNA-Ver-
vielfaltigung der konventionellen PCR. Thermocycler ermoglichen eine Real-Time-PCR
oder eine Real-Time-RT-PCR. Die PCR-Produkte kdnnen direkt bei ihrer Bildung in Echt-
zeit erfasst werden. Es existieren mehrere Optionen, um die Produkte wihrend der Reaktion
zu kennzeichnen. Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Markierung mit Hilfe des DNA-
bindenden Fluoreszenzfarbstoffs SYBR Green I. In Kombination mit SYBR Green I und
einem entsprechenden Reagenz konnen kostengiinstige, unmodifizierte Primer-Paare ein-
gesetzt werden, wodurch eine schnelle und preiswerte Assay-Entwicklung moglich wird.
In einer Standard-PCR sollte vorher iiberpriift werden, wie spezifisch die unmodifizierten
Primer-Paare binden. Durch dieses Verfahren wird eine genaue Messung der Ausgangs-
oder Zielnukleinsdure ermoglicht. Die Bestimmung der Fluoreszenz erfolgt in jedem
durchlaufenen Zyklus; dabei verhilt sich die Intensitdt der Fluoreszenz proportional zur
PCR-Produktmenge. So konnen Riickschliisse auf die Menge der Zielnukleinsidure gezogen
werden. Die Messung und die Auswertung der mRNA-Expressionslevel erfolgten mit dem
LightCycler von Roche mit einem Temperaturprofil sowie anschlieBender Schmelzkur-

venanalyse des Amplifikats zur Uberpriifung der Spezifitit der PCR-Produkte.

In der quantitativen Real-Time-PCR wird zwischen der absoluten und der relativen Form
unterschieden. Wiahrend bei der absoluten Quantifizierung die Messung der tatséchlichen
Menge des Zielgens erfolgt, wird bei der relativen Quantifizierung die Zielsequenz zu einer
Referenzsequenz zahlenmiBig ins Verhéltnis gesetzt, beispielsweise zu einem Housekee-

ping-Gen.

2.2.5.3 Relative Quantifizierung

Die Beurteilung des Verhéltnisses der Zielgene zur Anzahl von endogenen Referenztran-
skripten ist Gegenstand der relativen Quantifizierung. In dieser Arbeit wurde eine relative
Quantifizierung angewendet. Ein Gen-Transkript, dessen Signal einen Ausgleich in der Va-
riation der Ausgangsmenge der eingesetzten RNA schaffen kann, ermdglicht eine interne

Kontrolle. Hierfiir werden beispielsweise Haushaltsgene wie GAPDH, Actin oder Tubulin
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eingesetzt, die in allen Proben zu gleichen Anteilen enthalten sind. Die Vervielfdltigung
von Ziel- und Referenzmolekiil erfolgte aus der gleichen Probe. Danach wurde die Menge
des Referenzmolekiils zum zu untersuchenden Gen ins Verhéltnis gesetzt. Ein solcher Men-
genvergleich erlaubt die Beurteilung der Expressionsdnderung des Zielgens. Die relative
Quantifizierung ist allerdings nur moglich, wenn die Expression des Housekeeping-Gens
trotz unterschiedlicher Gewebearten und Umgebungsbedingungen konstant bleibt.

(Jansohn & Rothhimel, 2012)

Normierung beschreibt den Mengenvergleich mit den Haushaltsgenen. Die Wahl der ge-
eigneten internen Kontrolle ist hierbei von groBer Bedeutung, da die Gesamtauswertung

auf diesem Signal beruht. (Lehmusvuori, 2013)

2.2.5.4 Herstellung von Standards

Mittels externer Standards erfolgt die absolute Quantifizierung von Transkriptmengen ei-
nes Gens. Als Standardreihen kénnen Verdiinnungsreihen von In-vitro-Transkripten fun-
gieren, die in der Regel aus fiinf Stufen bestehen. Die Durchfiihrung einer Vervielfaltigung
von Standards und der zu quantifizierenden Ziel-Nukleinsdure in getrennten Reaktionen ist
hierbei eine Voraussetzung. Danach erfolgt die Festlegung der entsprechenden Werte des
Cycle-Thresholds (Ct) (Schwellenwert-Zyklus) fiir die Standards und die unbekannten Pro-
ben. Durch die Ct-Werte und die erstellten Standardkurven kann dann die urspriingliche
Menge der Transkripte berechnet werden. Die Zyklusanzahl, die notwendig ist, um einen
zuvor definierten Grenzwert im Signal der vervielfdltigten DNA zu iiberschreiten, wird als
Ct-Wert bezeichnet (Jansohn & Rothhdmel, 2012) Fiir verwendete Primer und das GAPDH
wurden Standard-Verdiinnungsreihen gebildet. Nach Herstellerangaben wurden die Proben
mit Hilfe des Rneasy® Protect Mini Kit (Quiagen, Hilden, Deutschland), des RNase-free
DNase Kit (Dako, Hamburg, Deutschland), der Proteinkinase K (Dako, Hamburg, Deutsch-
land) und dem SuperScriptTM First Strand Synthesis System fiir RT-PCR (Invitrogen,
Karlsruhe, Deutschland) behandelt. Im Anschluss erfolgte die photometrische Bestimmung
der DNA-Konzentration. Standardkurven wurden aus den Verdiinnungsreihen von 1:100

bis 1:100 000 produziert.
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2.2.5.5 Durchfiihrung gRT-PCR mit LightCycler® 1.0
Real-Time Detection System

Die qRT-PCR wurde mit dem LightCycler®1.0 Real-Time Detection System (Roche,
Mannheim, Deutschland) durchgefiihrt. Vorbereitend fiir die PCR wurde der Arbeitsplatz
fiir 15 bis 20 Minuten mit UV-Licht bestrahlt, um eine mdgliche DNA-Kontamination zu
vermeiden. Wéhrenddessen wurde iiberpriift, ob alle Reagenzien in ausreichender Menge
fiir die PCR vorhanden sind. Eventuell muss dabei SYBR-Green neu angesetzt werden.
Dazu werden 10 pl aus la (enthélt Polymerase) zum kompletten Inhalt von 1b (enthélt
einen Mix aus dNTPs und Puffer) pipettiert und vorsichtig gemischt. Die cDNA der Proben
und die benétigten Komponenten wurden aus der Lagerung bei —20 °C entnommen und
auf Eis langsam aufgetaut, die Reagenzien und Proben wurden wéhrend des Arbeitens dun-
kel auf Eis gelagert. Der Master-Mix wurde nach dem Ansatz in Tabelle 15 fiir das Ziel-
Gen 6, das Haushaltsgen GAPDH und die Kontrollen zubereitet. Hierzu wurden je nach
Reaktionsansatz LightCycler® FastStart DNA Master SYBR Green I (Roche, Mannheim,
Deutschland), GAPDH, Forward und Reserve Primer (0,5 mM), MgCI2 sowie RNase-
freies Wasser zu einem Gesamtvolumen von 18 pl vermischt. Die PCR-Ansétze wurden in
drei Eppendorf-Réhrchen hergestellt, die Komponenten wurden entsprechend der in Ta-

belle 15 aufgefiihrten Reihenfolge zugegeben.

Tabelle 15: Master-Mix mit ITG B6, GAPDH und Primer A/B

1 X je Ansatz Master-Mix fiir Master-Mix Master-Mix
Kontrollen in pl ITG B6 in pnl GAPDH in pl

H>O 12,4 13,4 13,4
MgCl, 1,6 1,6 1,6
Human ITG B6 1 1 -
Human GAPDH - - 1
Primer A 1 - -
Primer B 1 - -
SYBR-Green 2 2 2

Gesamtvolumen 18 18 18
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Das anzusetzende Volumen wurde berechnet, indem die einzelnen Mengenangaben mit der
erforderlichen Anzahl der Proben multipliziert wurden. Zudem wurde jeweils eine Reserve
addiert. Danach wurden die Glaskapillaren mit einer Pinzette im Zentrifugen-Adapter bei
Nummer 1 beginnend in aufsteigender Reihenfolge platziert, der Adapter wurde vorher im
Kiihlschrank gelagert. Dabei war darauf zu achten, dass sich dieser wihrend des Pipettie-
rens nicht auf RT erwérmt. Von dem Ansatz wurden 18 pul in jede Kapillare pipettiert (nach
circa 8-mal Pipettieren wurde die Pipettenspitze gewechselt). Danach wurden 2 ul cDNA
der asservierten Probe hinzupipettiert, was ein Endvolumen von 20 pl pro Probe ergab.
Von den Standardproben wurden 2 pl in die Kapillaren 1 bis 4 pipettiert und diese wurden
sofort mit dem entsprechenden Stopfen verschlossen. Nach den Standards ab Nummer 5
wurden die darauffolgenden Kapillaren mit dem ITG B6-Master-Mix befiillt. Pro Probe
wurden jeweils zwei Kapillaren befiillt, danach wurden wieder zwei pro Probe mit dem
GAPDH-Master-Mix versehen. Die letzten drei Kapillaren wurden mit 18 pl Master-Mix
befiillt, in die No-Template-Control-Kapillare wurden zusétzlich anstelle der cDNA 2 ul
HO pipettiert. In die Negativkontrolle wurde nichts weiter pipettiert und in die Positivkon-
trolle wurden 2 pl einer beliebigen Probe gegeben. Immer direkt nach dem Befiillen wur-
den die Glaskapillaren mit dem entsprechenden Stdpsel durch Verwendung einer Pinzette
verschlossen. Die Glaskapillaren wurden in der Tischzentrifuge (Eppendorf) bei 3000 rpm
fiir 15 Sekunden zentrifugiert, damit sich die Proben nach unten absenken konnten. Danach
wurden LightCycler, Computer und Drucker eingeschaltet. Die Glaskapillaren wurden vor-
sichtig bei Nummer 1 beginnend und ohne einen Platz freizulassen ins Karussell des
LightCyclers transferiert. Dabei wurde kontrolliert, ob der Fiillungsstand aller Kapillaren
identisch war und die Negativkontrolle einen niedrigeren Fiillungsstand aufwies. Das Ka-
russell wurde nun in den LightCycler eingesetzt, wobei das horbare Einrasten sichergestellt
werden musste. Am Computer wurde das Programm LightCycler 3Front Screen gedffnet
und auf Run eingestellt. Danach wurden open experiment file und start selftest ausgewéhlt.
Unter edit sample wurden die maximale Besetzung und die einzelnen Proben eingetragen
und zum Schluss wurde das Programm durch die Eingabe von sample done nach dem Al-

gorithmus in Tabelle 16 gestartet.
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Tabelle 16:  Algorithmus der qRT-PCR

Prozess Zeit in Sekunden Temperatur in °C Zyklen
Enzyminduktion 600 95 1
Denaturierung 15 94

Annealing 10 60 40
Amplifikation 10 72

Schmelzkurvenanalyse 15 65 20
Abkiihlung 30 40 1

Am Ende jeder Vervielfaltigung erfolgte die Aufzeichnung von Schmelzkurven, um die
RegelmaiBigkeit der cDNA-Fragmente zu kontrollieren. Nach jedem Annealing wurde die
Fluoreszenz bestimmt und es fand ein Vergleich der gemessenen Werte mit einer Referenz-
kurve statt. Bei jeder Probe wurde das Haushaltsgen GAPDH zur Normierung aufgezeich-
net. AuBBerdem wurden jeweils vier cDNA-Standards einer davor hergestellten Verdiin-
nungsreihe mitbestimmt. Mit Hilfe der Standardkurven erfolgte die relative Quantifizie-
rung. Eine Negativ- und eine Positivkontrolle sowie eine No-Template-Control wurden als
weitere Proben mitbestimmt. Es wurde eine Zweifachbestimmung der Proben durchge-
fiithrt.

2.2.6  Statistische Auswertung

Mit Hilfe des statistischen Programmpakets IBM SPSS Statistics (Version 26.0; IBM, Ar-
monk, USA) wurde der statistische Bericht erstellt und ausgewertet. Mittelwert, Stan-
dardabweichung (SD), Median, Minima und Maxima wurden fiir die deskriptive Statistik
berechnet. Tests zur statistischen Signifikanz wurden vorgenommen und entsprechend ge-
kennzeichnet. Alle p-Werte sind zweiseitig. Um die statistischen Signifikanzunterschiede

anzugeben, wurde der p-Wert von < 0,05 eingefiihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Daten der erkrankten Personen

3.1.1 Geschlecht der erkrankten Personen

In Tabelle 17 ist die geschlechtliche Verteilung in der Gruppe der erkrankten und gesunden
Personen beschrieben. Werden die 55 erkrankten Personen betrachtet, die in der Studie
inkludiert waren, waren mehr Mianner betroffen — insgesamt waren 60 % der Erkrankten

maénnlich, 40 % waren weiblich.

In der Gruppe der Gesunden, die 33 Personen umfasste, war die Geschlechterverteilung
gegenldufig: Nur 36,4 % der nicht erkrankten Personen waren Ménner, hingegen 63,3 %

Frauen.

Tabelle 17:  Geschlechterverteilung in der Gruppe der erkrankten und gesunden

Personen
Gruppe ménnlich weiblich Gesamt
Erkrankte 33 22 55
% in Gruppe 60,0 % 40,0 % 100,0 %
Gesunde 12 21 33
% in Gruppe 36,4 % 63,6 % 100, 0 %
Gesamt 45 43 88
% in Gruppe 51,5 % 48,9 % 100,0 %

3.1.2  Alter der erkrankten Personen

Wird die Gruppe der 55 erkrankten Personen beziiglich des Alters beurteilt (siche Tabelle
18), ergibt sich ein mittleres Erkrankungsalter von 63,05 Jahren mit einem Haufigkeitsgip-
fel bei 64 Jahren. Die jiingste betroffene Person war 29 Jahre, die dlteste 88 Jahre alt.

In der Kontrollgruppe mit 33 gesunden Personen betrug das durchschnittliche Alter 46,88
Jahre; am hiufigsten kam die Altersgruppe um die 39 Jahre vor. Die SD war mit 18,493
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bei den Gesunden gegeniiber 13,362 bei den Erkrankten erhoht. In der Kontrollgruppe be-

trug das Alter der jiingsten Person 22 Jahre, die élteste Person hatte ein Alter von 80 Jahren.

Tabelle 18:  Altersverteilung in der Gruppe der erkrankten und gesunden
Personen

Gruppe N Mittelwert SD Median Minimum Maximum

Erkrankte 55 63,05 13,362 64,00 29 88

Gesunde 33 46,88 18,493 39,00 22 80

Insgesamt 88 56,99 17,281 60,00 22 88

Sowohl die Mittelwerte und Mediane als auch die Abbildungen 6, 7 und 8 zeigen auf, dass

die erkrankten Personen durchschnittlich élter waren als die gesunden.

Gruppe der Erkrankten
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Abbildung 6: Altersverteilung der erkrankten Personen

Der Altersgipfel lag in der Gruppe der Erkrankten zwischen 60 und 70
Jahren. Um das vierte Jahrzehnt gab es kaum Erkrankte. Insgesamt war zu
beobachten, dass es in einem Alter unter 30 oder iiber 80 Jahren wenige

Erkrankungen gab.
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Abbildung 7: Altersverteilung der gesunden Personen

Die meisten gesunden Personen hatten zum Zeitpunkt der Blutabnahme
ein Alter zwischen 30 und 35 Jahren, nur wenige waren in einem Alter
unter 30 oder iiber 80 Jahre.
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20

Alter

Erkrankte Gesunde

Abbildung 8: Darstellung der Altersverteilung bei den Erkrankten versus den
Gesunden als Boxplot-Diagramm

Der Median ist durch die Horizontale innerhalb der Box beschrieben, die
obere Horizontale entspricht der 75%-Perzentile, die untere Horizontale
entspricht der 25%-Perzentile. Der Messbereich ist als vertikale Linie
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dargestellt. Die Abbildung zeigt auf, dass das mittlere Alter mit Anfang 60
bei den Kranken deutlich iiber dem der Gesunden (40 Jahre) lag.

In einem direkten Vergleich der prozentualen Haufigkeit erkrankter Frauen und Ménner
pro Lebensdekade zeigt sich, dass in der vorliegenden Studie keine Frau an einem oralen
Plattenepithelkarzinom in einem Alter unter der fiinften Lebensdekade erkrankt ist, bei den
Mainnern gab es auch Erkrankungsfille in einem Alter zwischen der zweiten und der vierten

Lebensdekade (siehe Abbildung 9).
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Abbildung 9: Graphische Darstellung der geschlechtsbezogenen Altersverteilung
der Erkrankten

Es zeigen sich bei den erkrankten Personen zwei Erkrankungsgipfel in der
Altersgruppe zwischen 51 und 60 Jahren und in der Altersgruppe zwischen
71 und 80 Jahren, bei den méinnlichen Betroffenen hingegen lag der Al-
tersgipfel zwischen 61 und 70 Jahren.

Tabelle 19 verdeutlicht, dass das mittlere Alter der Frauen in der Gruppe der Erkrankten
deutlich iiber dem der Ménner lag. Das heif3t, dass die Ménner in einem durchschnittlich
jingeren Alter erkrankt sind als die Frauen. In der Kontrollgruppe verhilt es sich gegen-
laufig (siehe Tabelle 20): Das mittlere Alter der Ménner lag hier deutlich unter dem der

Frauen.
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Tabelle 19:  Geschlechtsbezogene Altersverteilung der Erkrankten

Erkrankte N Mittelwert SD Median Minimum Maximum
Mainner 33 59,82 14,286 63,00 29 86
Frauen 22 67,91 10,341 69,50 52 88

Tabelle 20:  Geschlechtsbezogene Altersverteilung der Gesunden

Gesunde N Mittelwert SD Median Minimum Maximum
Maénner 12 51,58 17,625 49,50 31 77
Frauen 21 44,19 18,854 34,00 22 80

3.2 Haufigkeiten der kategorialen Variablen

Bei allen erkrankten Personen, die in die Studie inkludiert wurden und bei denen ein Tag
vor der Operation eine Blutabnahme vorgenommen wurde, wurde der Tumor nach Mdog-
lichkeit vollstdndig entfernt und histopathologisch klassifiziert. Nicht bei jedem Erkrankten
konnten alle Klassifikationen (T, N, M, L, V, Pn, R, G) bestimmt werden.

Die Kategorien (T, N, G, R) des Klassifizierungssystems wurden separat betrachtet.
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3.2.1

Tumor
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Abbildung 10: Hiufigkeitsverteilung des T-Stagings bei Personen mit einem oralen

Plattenepithelkarzinom

Nach der histopathologischen Untersuchung des eingesendeten Tumorpré-
parats verzeichneten 38,2 % Prozent der erkrankten Personen das Tu-
morstadium T4. Am zweithdufigsten kam das Tumorstadium T2 mit einem
prozentualen Anteil von 32,7 an den Erkrankten vor. Das Tumorstadium
T1 kam bei 18,2 % aller Betroffenen vor. Am seltensten trat das Tumorsta-
dium T3 mit 5,5 % auf. Bei einer erkrankten Person wurde in der histopa-
thologischen Untersuchung festgestellt, dass es sich bei dem Resektions-
préparat nur um eine Vorstufe eines Karzinoms - ein sogenanntes Carci-
noma in situ — handelte. Bei einem Erkrankten konnte das Tumorstadium
nicht beurteilt werden, bei einer weiteren betroffenen Person wurden keine
Angaben zur Tumorklassifikation gemacht. Dies entsprach jeweils einer
Haufigkeit von 1,8 %.
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3.2.2  Nodal-Status
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Abbildung 11: Haufigkeitsverteilung des N-Stagings bei Personen mit einem oralen
Plattenepithelkarzinom

Bei 45,5 % der untersuchten erkrankten Personen konnte keine Lymph-
knotenbeteiligung in der histopathologischen Untersuchung nachgewiesen
werden. Das Stadium N2, unterteilt in N2a, N2b und N2c¢, fand sich mit
30,9 % am zweithdufigsten, das Stadium N1 trat hingegen nur bei 12,7 %
aller erkrankten Personen auf. Am seltensten kam das Stadium N3 mit 1,8
% vor. Bei 5,5 % aller Erkrankten war der regionale Lymphknotenstatus
histopathologisch nicht beurteilbar. Bei zwei erkrankten Personen (3,6 %)
waren keine Angaben zum Lymphknotenstatus dokumentiert.
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3.2.3  Grading
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Abbildung 12: Hiufigkeitsverteilung des Gradings bei Personen mit einem oralen
Plattenepithelkarzinom

Betrachtet man das Patientenkollektiv beziiglich des Differenzierungsgra-
des des Tumors, lag das Stadium G2 mit 70,9 % am haufigsten vor und G3
war mit 20,0 % am zweithdufigsten vertreten. Gut differenziert im Stadium
G1 war der Tumor nur bei 7,3 % aller Erkrankten und schlecht differen-
ziert im Stadium G4 bei 1,8 %.
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3.2.4 Resektionsrand
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Abbildung 13: Hiufigkeitsverteilung der Beurteilung des Resektionsrands bei
Personen mit einem oralen Plattenepithelkarzinom

Betrachtet man das Kollektiv der Erkrankten beziiglich des Zustands des
postoperativen Resektionrands, konnte bei 56,4 % aller erkrankten Perso-
nen histopathologisch kein Tumorgewebe am Resektionsrand nachgewie-
sen werden. Bei je 12,7 % wurde entweder Tumorgewebe nachgewiesen
oder der Resektionsrand konnte nicht beurteilt werden. Dies entsprach ei-
ner Haufigkeit von 25,4 %. Bei 18,2 % der betroffenen Personen wurden
keine Angaben zum Zustand des Tumorrands gemacht.

Weitere kategoriale Variablen:

LymphgefaBinfiltration, perineuronale Invasion, extrakapsuldres Wachstum
Bei der Klassifizierung des Tumors wurden zu den kategorialen Variablen Lymphgefafin-
filtration (L), perineurale Invasion (Pn) und extrakapsuldre Tumorausdehnung (ECE) bei
einem Teil der erkrankten Personen Angaben gemacht (siehe Tabellen 21, 22 und 23). Beim
prozentual groften Anteil der Erkrankten in dieser Studie wurde beziiglich der Variablen
L, Pn und ECE keine Klassifizierung dokumentiert. Die Klassifizierung der verbliebenen
Félle wird der Vollstindigkeit halber dennoch angefiihrt. In 5,5 % aller Félle konnte keine
Ausbreitung der Krebszellen ins Lymphbahnsystem nachgewiesen werden, bei 20 % der

Studienteilnehmenden hatte bereits eine Ausbreitung von Krebszellen in die Lymphbahnen



Ergebnisse 71

stattgefunden. Ein Befall der Nervenbahnen wurde bei 14,5 % nachgewiesen. Bei 21,8 %
der 55 erkrankten Personen wurde dokumentiert, dass keine extrakapsuldre Ausdehnung
von Lymphknotenmetastasen stattgefunden hatte. Bei 14,5 % hingegen wurde ein extraka-
psuldres Wachstum der Lymphknotenmetastasen bestitigt. Zur Invasion ins vendse Blut-
gefaBsystem wurden keine Angaben gemacht. Bei keinem der 55 Erkrankten wurde eine

Fernmetastasierung dokumentiert.

Tabelle 21:  LymphgefaBlinfiltration

Lymphbahninfiltration Anzahl %
LO 3 5,5
L1 11 20
k. A. 41 74,5

Tabelle 22: Perineuronale Invasion

perineuronale Invasion Anzahl %
Pnl 8 14,5
k. A. 47 85,5

Tabelle 23:  Extrakapsulire Ausdehnung von Lymphknotenmetastasen

ECE Anzahl %
ECE- 12 21,8
ECE+ 8 14,5

k. A. 35 63,7
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AJCC-Stadium

Im AJCC-Code werden die unterschiedlichen Variablen des Klassifizierungssystems ge-
meinsam beurteilt, wie in Abbildung 14 veranschaulicht wird. Bis auf eine Ausnahme
konnte jede der erkrankten Personen nach dem AJCC-Code einer entsprechenden Gruppe

zugeordnet werden.

60
50,9
50
40
L 30
D
S
T 18,2
® 9 ,
T 14,6
10,9
10
1,8 1,8 1,8
0
0 I I IVA VB KA.
AJCC-Stadium

Abbildung 14: Haufigkeitsverteilung des AJCC-Stadiums bei Personen mit einem
oralen Plattenepithelkarzinom

Der grofite Teil der erkrankten Personen wurde mit 50,9 % der Gruppe
IVA nach AJCC zugeordnet, am zweithdufigsten fanden sich Erkrankte in
der Gruppe II mit 18,2 %. Die wenigsten wurden der Gruppe I mit 14,6 %
beziehungsweise der Gruppe III mit 10,9 % zugeordnet. Je eine erkrankte
Person (1,8 %) wurde der Gruppe 0 und der Gruppe IVB zugeordnet. Eine
weitere betroffene Person (1,8 %) konnte aufgrund unvollstindiger Anga-
ben keiner Gruppe zugeteilt werden.

3.3 Expressionsanalyse der B6-mRNA

3.3.1 Definition der Expression der f6-mRNA

Wie unter Punkt 1.6 beschrieben, wird dem Integrin av36 eine entscheidende Rolle bei der
Tumorentstehung und Metastasierung zugeschrieben. Es stellte sich die Frage, inwieweit

die mRNA der B6-Untereinheit des Integrin avp6 als Tumormarker eingesetzt werden
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kann. Da die B6-Untereinheit ausschlielich mit av als Dimer vorkommt, fungiert ihr Nach-
weis als Surrogatmarker fiir das Integrin-Dimer avf6. Um die f6-mRNA im Blut bezie-
hungsweise aus im Blut zirkulierenden Zellen zu quantifizieren, wurde ein Verhidltniswert
herangezogen. Die GAPDH gilt als Housekeeping-Protein und wird in jeder Zelle expri-
miert. Nach Normierung durch Division der errechneten Kopienzahl des Target-Gens (6-
mRNA) durch die Kopienzahl des Housekeeping-Gens (GAPDH) erfolgte eine Quantifi-
zierung der unterschiedlichen Expression des untersuchten Gens in den verschiedenen Stu-
diengruppen. Dieser Verhéltniswert spiegelt die hohere Expression der B6-mRNA gegen-
tiber dem GAPDH wider.

3.3.2 Darstellung der Einzelmesswerte der Expression von f6-mRNA
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Abbildung 15: Graphische Darstellung der Einzelmesswerte im Bereich von 0 bis
250

Gegeniiberstellung der einzelnen Messwerte der Expression von [(6-
mRNA der erkrankten und der gesunden Personen. Aus dieser Darstellung
geht hervor, dass in beiden Gruppen das Expressionslevel von 6-mRNA
bei zahlreichen Messungen nur knapp iiber 0 lag; der grofte Teil der Mes-
sungen bewegte sich bei einem Expressionslevel zwischen 0 und 1. In der
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Gruppe der Erkrankten lag das Expressionslevel von B6-mRNA bei eini-
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Abbildung 16: Graphische Darstellung der Einzelmesswerte im Bereich von 0 bis 20

Gegentiberstellung der einzelnen Messwerte der Expression von [6-
mRNA der erkrankten und der gesunden Personen in einem vergroferten
Ausschnitt. Dieser ermdglicht eine detailliertere Beurteilung der Einzel-
messwerte. Auch aus dieser Darstellung geht hervor, dass in beiden Grup-
pen das Expressionslevel von B6-mRNA bei zahlreichen Messungen
knapp iiber 0 lag; bei den Erkrankten bewegte sich das Expressionslevel
bei 35 (63,6 %) der Personen zwischen 0 und 0,99, hingegen zeigten bei
den Gesunden nur 28 (84,8 %) der Teilnehmenden einen Wert zwischen 0
und 0,99. Es zeigten 20 (36,4 %) der Erkrankten ein Expressionslevel von
B6-mRNA grofler oder gleich 1, bei den Gesunden waren es nur 5 (15,2
%).

Tabelle 24 stellt die Expression von f6-mRNA von Erkrankten und Gesunden gegeniiber.
Bei den Erkrankten bewegte sich das Expressionslevel bei 35 (63,6 %) der Teilnehmen-
den in einem niedrigen Bereich unter 1, bei den Gesunden war dies bei 28 (84,8 %) der
Versuchspersonen der Fall. In einem mittleren Expressionsbereich lagen 9 (16,4 %) der
Erkrankten und 4 (12,1 %) der Gesunden. Es waren 9 (16,4 %) der Erkrankten und nur

einer (3,1 %) der Gesunden in einem hohen Messbereich zwischen 5 und 99,9. Zwei
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Erkrankte hatten sehr hohe Expressionswerte in einem Bereich tiber 100, keiner der Ge-

sunden hatte einen sehr hohen Wert.

Tabelle 24:  Tabellarische Gegeniiberstellung der Einzelmesswerte

Expression Niedrig Mittelhoch Hoch Sehr hoch
f6-mRNA 0 bis 0,99 1 bis 4,99 5 bis 99,9 GroBer 100
Krank 35 (63,6 %) 9 (16,4 %) 9 (16,4 %) 2 (13,6 %)
Gesund 28 (84,8 %) 4 (12,1 %) 1 (3,1 %) 0

Sowohl aus Abbildung 15 und 16 als auch aus Tabelle 24 geht hervor, dass das Expressi-
onslevel bei den Erkrankten deutlich héaufiger (36,4 %) in einem mittleren bis sehr hohen
Bereich liegt als bei den Gesunden (15,2 %). Ein Wert groBer oder gleich 1 konnte folglich
als Prognoseparameter herangezogen werden und auf das Vorhandensein eines oralen Plat-

tenepithelkarzinoms oder eines Tumorrezidivs hinweisen.

3.3.3  Deskriptive Werte zur Expression der 6-mRNA

In diesem Abschnitt werden die deskriptiven Werte zum Expressionslevel der f6-mRNA
dargestellt, wobei beide Gruppen betrachtet werden. Dazu werden Hiufigkeits- und Ver-

teilungstabellen sowie entsprechende Graphiken prasentiert.

In Tabelle 25 sind die deskriptiven Werte zum Expressionslevel von f6-mRNA, nach

Gruppen getrennt, zusammengefasst.

Tabelle 25:  Deskriptive Werte zum Expressionslevel von B6-mRNA, getrennt

nach Gruppen
Gruppe N Mittelwert SD Median Minimum Maximum
Erkrankte 55 12,5195 44,53535 0,3174 0,0 236,91
Gesunde 33 0,6664 1,81225 0,1221 0,0 10,24

Gesamt 88 8,0746 35,57512 0,1940 0,0 236,91
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3.3.4  Darstellung der Expression von 6-mRNA als Boxplot-Diagramm
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Abbildung 17: Boxplot-Diagramm zur Darstellung der Expression von B6-mRNA
bei erkrankten und gesunden Personen

Bei dieser Ansicht liegt der Fokus auf der Verteilung der einzelnen Mess-
werte. Leichte, aber unbedenkliche Abweichungen wurden in der Graphik
mit einem Punkt gekennzeichnet, die Sternchen stellen die extremen Mess-
abweichungen dar.
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3.3.5  Graphische Darstellung des Medians der Expression von f6-mRNA
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Abbildung 18: Graphische Darstellung des Medians von Erkrankten versus
Gesunden

Der Mittelwert kann durch Extremwerte verzerrt werden. In der vorliegen-
den Arbeit war die Beurteilung des Medians daher wesentlich, da dieser
durch extreme Abweichungen weniger stark beeinflusst wird als der Mit-
telwert. Diesbeziiglich geht aus der Abbildung hervor, dass der Median bei
den Erkrankten mit 0,3174 hoher war als bei den Gesunden mit 0,1221,
wenngleich die Unterschiede beim Mittelwert (12,5195 versus 0,6664)
deutlicher ausgeprigt waren. Diese grofle Differenz zwischen beiden
Gruppen ist auf die extremen Ausreiller im Messbereich zuriickzufiihren.

3.4 Induktive Auswertungen

Die einzelnen Fragestellungen werden im Folgendem statistisch untersucht. Dazu werden

entsprechende SPSS-Outputs vorgestellt und interpretiert.

Der Wert 0,05 als Signifikanzniveau wurde fiir alle aufgefiihrten statistischen Tests ver-
wendet. Es galt dabei als nicht erreicht, wenn ein p-Wert groBBer als 0,05 ermittelt wurde.
Ein hochsignifikantes Ergebnis lag vor, wenn der p-Wert unter 0,01 lag, von signifikanten
Resultaten wurde bei p-Werten zwischen 0,01 und 0,05 ausgegangen. Werte, die zwischen

0,05 und 0,1 lagen, wurden als schwach signifikante Ergebnisse bezeichnet. (Eckey, 2006)
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3.4.1 Unterschiede beim Expressionslevel von B6-mRNA zwischen den
Gruppen

Wie unter 3.3 beschrieben wurde, lagen bei der Expression von B6-mRNA in beiden Grup-
pen mehrere extreme Ausreiler vor. Um zu iiberpriifen, ob signifikante Unterschiede im
Expressionslevel von B6-mRNA zwischen Erkrankten und Gesunden vorlagen, wurde der
Mann-Whitney-U-Test eingesetzt. Dabei wurde der gesamte Datensatz beider Gruppen ge-
poolt und in eine Rangfolge gebracht. Mit diesen Rangdaten wurde weiterverfahren, indem
die Rdnge 1—n gebildet wurden. AnschlieBend wurden die Daten separat je Gruppe betrach-
tet. Es wurden jeweils Rangsummen erstellt und per Signifikanztest wurde untersucht, ob
ein Unterschied im Expressionslevel von f6-mRNA zwischen den Gruppen vorlag. Die
Rangsummen entschieden demnach iiber die Hohe des p-Werts. Daraus resultierte folgen-

der Output:

Tabelle 26:  Rangbildung in der Gruppe der Erkrankten und Gesunden

Gruppe N mittlerer Rang Rangsumme
Erkrankte 55 49,75 2736,00
Gesunde 33 35,76 1180,00
Gesamt 88

Tabelle 27:  Statistik fiir Test* Gruppe

Mann-Whitney-U 619,000
Wilcoxon-W 1180,000
Z —2,487
Asymptomatische Signifikanz (zweiseitig) 0,013

& Gruppenvariable: Gruppe

Aus Tabelle 26 geht hervor, dass die Gruppe der Erkrankten einen hoheren mittleren Rang
erhielt als die der Gesunden, was bereits auf einen signifikanten Unterschied hindeutete.
Hinsichtlich des statistischen Nachweises der Unterschiede zwischen den Erkrankten und

den Gesunden kann Tabelle 27 betrachtet werden. Besonderes Augenmerk lag hier bei der
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Auswertung auf der asymptomatischen Signifikanz — mit dieser wurde der p-Wert wieder-
gegeben. War er niedriger als 0,05, wurde von einem statistisch signifikanten Unterschied
ausgegangen. In diesem Fall war er mit 0,013 deutlich niedriger als 0,05, woraus geschlos-
sen wurde, dass die Erkrankten signifikant hohere Werte in der Expression von f6-mRNA

aufwiesen als die Gesunden.

3.4.2  Altersunterschied zwischen den Gruppen

Da beim Alter keine extremen Abweichungen vorhanden waren, konnte zur Untersuchung
entsprechender Unterschiede der t-Test verwendet werden. Er wird prinzipiell eingesetzt,
um Mittelwertunterschiede zwischen zwei normalverteilten Stichproben zu untersuchen.
Die Normalverteilung und die Varianzhomogenitit der Daten sind Voraussetzungen zur
Durchfiihrung eines t-Tests. Gepriift werden diese mit dem Levene-Test, mit dem unter-
sucht wird, ob die Mittelwerte beider Stichproben identisch sind (siche Tabelle 28). Ist ein
grof3er Unterschied in den Stichprobenumfingen gegeben, wird der Welch-Test eingesetzt,
der robuster gegeniiber stark unterschiedlichen Stichprobengroflen ist, wobei damit aber

trotzdem dieselbe Fragestellung untersucht wird. (Hedderich & Sachs, 2018)

Tabelle 28:  Gruppenstatistiken zum Alter

Gruppe N Mittelwert SD Standardfehler
des Mittelwerts

Erkrankte 55 63,05 13,362 1,802

Gesunde 33 46,88 18,493 3,219

Tabelle 29:  Test bei unabhéngigen Stichproben

Levene-Test
der Varianz-
gleichheit t-Test fiir die Mittelwertgleichheit

95-%-
Sig Konfidenzintervall
(2- mittlere Standardfehler der Differenz
F Sig. t df seitig) Differenz der Differenz  untere obere
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Alter: 12,093 0,001 4,748 86 0,000 16,176 3,407 9,404 22,948
Varianzen

gleich

Varianzen 4,385 52,154 0,000 16,176 3,689 8,774 23,578
ungleich

Der Levene-Test wird auch als Varianzhomogenitdt bezeichnet, da mit diesem iiberpriift
wird, ob die Streuung in beiden Gruppen gleich ist, was als Voraussetzung fiir die Anwen-
dung des t-Tests gilt. Ist der p-Wert beim Levene-Test signifikant, sind die Varianzen nicht
gleich und die untere Zeile wird zur weiteren Interpretation verwendet. Um die Varianzho-
mogenitit auszugleichen, wird eine sogenannte Welch-Korrektur durchgefiihrt. Sind die
Varianzen gleich, wird die obere Zeile interpretiert. Hierbei handelt es sich dann um den
tatsdchlichen t-Test. Wie aus Tabelle 29 hervorgeht, war der Levene-Test im vorliegenden
Fall signifikant, was bedeutet, dass die Varianzen nicht gleich waren und die untere Zeile
interpretiert wurde. Zudem wird ersichtlich, dass der p-Wert des t-Tests hochsignifikant
war (p <0,001). Es bestand demnach ein deutlicher Unterschied zwischen den beiden

Gruppen beziiglich des Alters — die Gesunden waren signifikant jlinger.
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3.4.3  Ergebnisse der Korrelationen

3.4.3.1 Deskriptive Darstellung der Faktorstufen

In den Tabellen 30 bis 34 sind die Faktorstufen AJCC-Code, Tumor, Nodal-Status, Grading
und Resektionsrand deskriptiv angefiihrt.

Tabelle 30:  Deskriptive Werte zur Expression von 6-mRNA bezogen auf AJCC-

Code
AJCC-
Code N Mittelwert SD Median Minimum Maximum
0 1 19,7663 0,00 19,7663 19,77 19,77
I 8 0,3432 0,60142 0,0789 0,00 1,77
II 10 2,7868 5,19448 0,8229 0,00 16,86
I 6 0,6760 1,25663 0,1756 0,01 3,22
IVA 28 22,4098  61,13548 0,3533 0,01 236,91
IVB 1 4,1003 0,00 4,1003 4,10 4,10
Gesamt 54 12,7039  44,93233 0,3085 0,00 236,91

Tabelle 31:  Deskriptive Werte zur Expression von 6-mRNA bezogen auf

Tumorstadium

Tumor N Mittelwert SD Median Minimum Maximum
Cis 1 19,7663 0,00 19,7663 19,77 19,77
T1 10 0,6149 1,05963 0,1379 0,00 3,22

T2 18 14,9400 52,18542 0,4118 0,00 223,00
T3 3 6,6419 11,38728 0,0844 0,05 19,79
T4a 21 17,6658 53,87640 0,3174 0,01 236,91
TX 1 0,2667 0,00 0,2667 0,27 0,27

Gesamt 54 12,7039 44,93233 0,3085 0,00 236,91
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Tabelle 32:  Deskriptive Werte zur Expression von 6-mRNA bezogen auf Nodal-
Status
Nodus N Mittelwert SD Median Minimum Maximum
NO 25 2,4414 5,05421 0,1843 0,00 19,77
N1 7 34,4622 89,27930 0,3174 0,01 236,91
N2b 12 10,9901 25,78807 0,3444 0,07 89,97
N2c 5 46,0856 98,94412 0,2318 0,05 223,00
N2a 1 4,1003 0,00 4,1003 4,10 4,10
NX 3 0,4555 0,69472 0,0942 0,02 1,26
Gesamt 53 12,6424 45,36002 0,2995 0,00 236,91
Tabelle 33:  Deskriptive Werte zur Expression von B6-mRNA bezogen auf
Grading
Grading N Mittelwert SD Median Minimum Maximum
1 4 9,3345 10,43828 8,6938 0,18 19,77
2 39 7,9515 35,65944 0,2318 0,00 223,00
3 11 31,0067 73,27109 2,2897 0,09 236,91
4 1 0,0504 0,00 0,050 0,05 0,05
4
Gesamt 55 12,5195 44,53535 0,3174 0,00 236,91
Tabelle 34:  Deskriptive Werte zur Expression von B6-mRNA bezogen auf
Resektionsrand
Resektionsrand N Mittelwert SD Median Minimum Maximum
RO 31 2,9595 5,78366 0,2318 0,00 19,79
R1 7 35,2418 88,94400  2,2897 0,01 236,91
RX 7 45,9880 84,72550 1,2434 0,01 223,00
Gesamt 45 14,6745 48,99432  0,3174 0,00 236,91
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3.4.4  Korrelation zwischen Expression von 6-mRNA und Faktorstufen
(AJCC-Code, T, N, G)

Eine Korrelation dient als Zusammenhangsmaf flir metrische und ordinal skalierte Merk-
male. Der Koeffizient nach Spearman wird eingesetzt, wenn ordinal skalierte sowie nicht
normalverteilte metrische Merkmale vorliegen. Bei diesem Verfahren wird nicht der ur-
spriingliche Datensatz verwendet, sondern mit den vorhandenen Daten werden Ringe ge-
bildet. Im Datensatz lagen mehrere ordinale Daten vor, weshalb diese in eine Rangfolge
gebracht werden konnten. Diesbeziiglich wurde gepriift, ob ein Zusammenhang mit dem
Expressionslevel von B6-mRNA vorlag. Da sich die Daten teils ordinal, teils mit starken

Abweichungen zeigten, wurde zur Untersuchung die Spearman-Korrelation verwendet.

Tabelle 35: Korrelationen zwischen Expression von B6-mRNA und Kategorien
(AJCC-Code, G, T, N) nach Spearman-Rho

Spearman-Rho AJCC-Code Korrelationskoeffizient 0,227
Sig. (2-seitig) 0,100
N 54
Spearman-Rho Grading Korrelationskoeffizient 0,066
Sig. (2-seitig) 0,631
N 55
Spearman-Rho Tumor Korrelationskoeffizient 0,095
Sig. (2-seitig) 0,497
N 53
Spearman-Rho Nodus Korrelationskoeffizient 0,258
Sig. (2-seitig) 0,070
N 50

Ob ein Zusammenhang statistisch signifikant ist, 14sst sich anhand von Sig. beurteilen.
Hierbei handelt sich um den p-Wert zum Korrelationstest. Belduft sich dieser Wert auf
unter 0,05, wird von einem statistisch signifikanten Zusammenhang gesprochen. Die Be-
urteilung des Vorzeichens des Korrelationskoeffizienten (r) ldsst auf die Art des Zusam-
menhangs schlieen. Positive Korrelationskoeffizienten sprechen fiir einen gleichgerichte-

ten Zusammenhang, bei negativen Vorzeichen besteht ein gegengerichteter
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Zusammenhang. Die Werte befinden sich immer zwischen —1 und +1. Die Korrelation ist
schwach ausgeprigt, wenn der absolute Wert niedriger als 0,5 ist, und stark, wenn er iiber
0,8 liegt. Werte dazwischen sprechen fiir einen mittelstarken Zusammenhang. Die Inter-
pretation von r ist nur sinnvoll, wenn eine statistische Signifikanz gegeben ist. (Fahrmeir

etal., 2016)

Aus Tabelle 35 geht hervor, dass keiner der p-Werte niedriger als 0,05 ist. Daraus konnte
geschlossen werden, dass keine statistisch signifikanten Zusammenhédnge zwischen den
Variablen (AJCC, G, T, N) und dem Expressionslevel von f6-mRNA vorlagen. Das heif3t,
dass Variablen, die ein fortgeschrittenes Stadium der Tumorerkrankung definieren, nicht
automatisch zu hoheren Werten in der Expression von f6-mRNA gefiihrt haben. Beim No-
dal-Status war der p-Wert mit 0,07 allerdings schwach signifikant; je hoher die Stufe der
Variable N war, desto hoher war demnach tendenziell auch das Expressionslevel von 6-

mRNA.

3.4.4.1 Korrelation zwischen Expression von B6-mRNA und dem Zustand
des Resektionsrands

Die oben aufgefiihrten Korrelationen enthielten ordinale Variablen. Zur Untersuchung der
dichotomen Variable Resektionsrand wurde wieder der Mann-Whitney-Test angewendet

(siche Tabellen 36 und 37).

Tabelle 36: Rangbildung Resektionsrand

Resektionsrand N mittlerer Rang Rangsumme
RO 31 18,94 587,00
R1 7 22,00 154,00
Gesamt 38

Tabelle 37:  Statistik fiir Test* Resektionsrand
Mann-Whitney-U 91,000
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Wilcoxon-W 587,000
Z —0,659
Asymptomatische Signifikanz (2-seitig) 0,510
Exakte Signifikanz [2*(1-seitige Sig.)] 0,530°

3 Gruppenvariable: Resektionsrand, ™ nicht fiir Bindungen korrigiert

Der p-Wert war mit p = 0,510 eindeutig nichtsignifikant, es bestand demnach kein Zusam-
menhang zwischen dem Zustand des Resektionsrandes und der Hohe des Expressionslevels

von B6-mRNA (siehe Tabelle 37).

3.4.4.2 Korrelation zwischen Expression von B6-mRNA und Alter

Aufgrund der Ausreiller wurde bei der Untersuchung des Zusammenhangs zwischen Alter
und Expressionslevel von B6-mRNA wieder der Spearman-Rho-Test angewendet (siche

Tabelle 38).

Tabelle 38: Korrelationen zwischen Expression von B6-mRNA und Alter nach
Spearman-Rho

Spearman-Rho Alter Korrelationskoeffizient 0,014
Sig., (2-seitig) 0,897
N 88

Tabelle 39: Korrelationen zwischen Expression von B6-mRNA und Alter,
getrennt nach Gruppen, nach Spearman-Rho

Spearman-Rho Erkrankte Alter Korrelationskoeffizient —-0,192
Sig., (2-seitig) 0,159
N 55
Spearman-Rho Gesunde Alter Korrelationskoeffizient —-0,010
Sig., (2-seitig) 0,957

N 33
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Es bestand kein Zusammenhang zwischen dem Alter und dem Expressionslevel von 6-

mRNA, da sich keine signifikanten p-Werte zeigten (siche Tabelle 39).
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4  Diskussion

Die Inzidenz der bosartigen Neubildungen im Mund- und Rachenraum betrug 2016 nach
Schitzungen des Robert-Koch-Instituts 13 900. Die Plattenepithelkarzinome der Mund-
hohle hatten dabei einen Anteil von 87 %. Im Jahr 2017 belief sich die Sterberate der
Frauen auf 1402, die Mortalitdt der Ménner war mit 3963 Féllen mehr als doppelt so hoch.
(Robert-Koch-Institut, 2019) Diese Zahlen verdeutlichen, dass es sich hierbei um eine
schwerwiegende und gesundheitspolitisch relevante Erkrankung handelt. Obwohl heute
moderne Therapieoptionen zur Behandlung eines oralen Plattenepithelkarzinoms bestehen,
hat sich an der nach wie vor schlechten Prognose wenig verdndert. Es ist inzwischen be-
kannt, dass der Diagnosezeitpunkt und das Tumorstadium die Aussicht auf Heilung stark
beeinflussen. Methoden und Diagnoseinstrumente, die die frithe Erkennung einer bosarti-
gen Verdnderung der Mundschleimhaut ermdglichen, spielen dabei eine grof3e Rolle. Das
Ziel dieser Arbeit war es, zu untersuchen, ob es gelingt, aus der Blutprobe einer erkrankten
Person ein RNA-Isolat des Tumorintegrin avf6 zu gewinnen. In weiteren Schritten wurde
dieses einer cDNA-Umschreibung und einer PCR zugefiihrt, um die Hohe der Expression
des Integrin im Blut erkrankter und nichterkrankter Personen zu vergleichen. Ob sich dieser
Ansatz als Diagnoseinstrument eignet, soll im Folgenden durch eine kritische Betrachtung
der Ergebnisse und die Bewertung der Funktionsweise der beschriebenen Methode beurteilt

werden.

4.1 Kollektiv der erkrankten Personen

4.1.1  Geschlecht der erkrankten Personen

In der Literatur wurde bestétigt, dass die an einem oralen Plattenepithelkarzinom erkrank-
ten Personen hdufiger dem ménnlichen Geschlecht angehdren als dem weiblichen. Dies
wurde auch im Ergebnisteil dieser Arbeit aufgezeigt: Unter den erkrankten Personen waren
in dieser Studie 60 % Minner und 40 % Frauen, was ein Verhiltnis von 3:2 darstellt. Ahn-
liche Ergebnisse wurden in der Literatur gefunden. In dieser wird berichtet, dass 64 % der
erkrankten Personen Ménner sind und 36 % Frauen (El-Husseiny et al, 2000), oder es zeigte

sich ein Verhiltnis von 55 % Mainnern zu 45 % Frauen. (Razavi et al, 2012) In einer
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weiteren Studie wird von einer geschlechtlichen Verteilung von 59 % Minnern und 41 %
Frauen berichtet. (Keski-Séntti et al, 2008) Lohler und Gerstner kommen mit 57 % erkrank-

ten Ménnern und 43 % erkrankten Frauen auf ein dhnliches Ergebnis. (Lohler et al, 2014)

Daraus lésst sich schlieBen, dass das Resultat dieser Arbeit beziiglich der geschlechtlichen
Verteilung gut durch Erkenntnisse anderer einschldgiger Studien belegt werden kann. Der
Anteil betroffener Frauen zeigt eine steigende Tendenz (Reddy et al, 2010), die wahr-
scheinlich im zunehmenden Zigaretten- und Alkoholkonsum beim weiblichen Geschlecht
begriindet liegt. Somit hat sich das Verhéltnis betroffener Manner zu Frauen von 10:1 auf

3:1 verlagert. (Kademani 2007)

Zudem finden sich Studien, in denen ebenfalls hiufiger Ménner an einem oralen Plat-
tenepithelkarzinom erkrankt waren als Frauen. Das Verhéltnis ist dabei mit 4:1 allerdings
stark auf die Seite des ménnlichen Geschlechts verlagert. (Pericot et al, 2000; Kessler et al,

2007)

Ein davon abweichendes Ergebnis wurde mit einem prozentualen ménnlichen Anteil von
92 % zu einem prozentualen weiblichen Anteil von 8 % ebenfalls in der einschlégigen Li-
teratur vorgefunden. (Schwager et al, 2000) In der Studie von Keski-Séntti lag hingegen
ein ausgewogenes Verhiltnis mit 41 erkrankten Mannern und 39 erkrankten Frauen vor.

(Keski-Séantti et al, 2006)

4.1.2  Alter der erkrankten Personen

In dieser Arbeit waren die ménnlichen erkrankten Personen durchschnittlich 59,81 Jahre
alt und die weiblichen erkrankten Personen 67,9 Jahre. Daraus wurde ersichtlich, dass die
Mainner in einem durchschnittlich jiingeren Alter an einem Plattenepithelkarzinom erkrankt
sind als die Frauen. Dieses Ergebnis kann durch einschligige Studien bestétigt werden.
Beispielsweise lag in einer Untersuchung nach Kruse und Bredell das durchschnittliche
Alter der ménnlichen erkrankten Personen bei 61,04 Jahren, die Frauen waren mit im
Schnitt 65,36 Jahren alter. (Kruse et al, 2011) Diese Tendenz findet sich auch in der Studie
von Schwager und Nebel: Das mittlere Alter der Ménner lag hier bei 55,1 Jahren, das mitt-

lere Alter der Frauen bei 56,6 Jahren. (Schwager et al, 2000) Ein Grofteil der erkrankten



Diskussion 89

Personen gehorte den Altersgruppen von 51 bis 55 und 55 bis 60 an. In der vorliegenden
Arbeit wurde dieses Ergebnis bestétigt, wobei der Altersgipfel der weiblichen erkrankten
Personen innerhalb der Altersgruppe von 51 bis 60 Jahren und der Altersgruppe von 71 bis
80 Jahren zu finden war, jener der médnnlichen Studienteilnehmenden lag hingegen in der

Gruppe von 61 bis 70 Jahren.

Nur wenige Studien widersprechen den Erkenntnissen dieser Arbeit. In der Untersuchung
von Pellitteri wird das mittlere Alter unter den Ménnern mit 61,7 Jahren angegeben, die
erkrankten Frauen sind mit durchschnittlich 58,5 Jahren hingegen jiinger. (Pellitteri et al,
1997) Diese Studie bezieht sich auf Daten, die zwischen 1987 und 1992 erhoben wurden,
und stellt eine seltene Abweichung in der geschlechtlichen Altersverteilung bei einem ora-
len Plattenepithelkarzinom dar. In vielen Arbeiten wird bei der Betrachtung des mittleren
Erkrankungsalters nicht zwischen den Geschlechtern unterschieden, stattdessen wird das
mittlere Alter der Gruppe angegeben, in der sich die meisten erkrankten Personen befinden.
Ein mittleres Erkrankungsalter ab 50 oder ilter als 65 Jahre (Shiboski et al, 2000) sowie
um die 55 Jahre findet sich hierbei am hiufigsten. (El-Husseiny et al, 2000; Kessler et al,
2007) Das mittlere Alter der erkrankten Personen, unabhéngig vom Geschlecht, tendiert zu
immer niedrigeren Werten. Dies verdeutlichen die Ergebnisse einer Studie von Pericot und
Escriba, in der ein groBBer Anteil der Teilnehmenden (42,9 %) 55 Jahre alt war und nur ein
geringer Anteil bereits das 65. Lebensjahr liberschritten hatte. (Pericot et al, 2000) In einer
weiteren Untersuchung wird sogar ein mittleres Alter um das 30. Lebensjahr bei der Erster-
krankung beschrieben. (Shiboski et al, 2000) Dies konnte in zunehmenden Risikofaktoren
wie frithzeitigem Nikotin- und Alkoholkonsum sowie in einer steigenden Anzahl HPV-
Infizierter begriindet liegen. Die Tendenz, in einem jiingeren Alter zu erkranken, wurde in
einer Studie aus dem Jahr 2013 belegt. Dabei entsprach das mittlere Erkrankungsalter der
Mainner anndhernd dem der Frauen. (Diajil et al, 2013; Lohler et al, 2014)
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4.2  Tumor und Metastasen

4.2.1 Staging

Bei der Betrachtung der Tumorgréfe hatten 18,2 % der erkrankten Personen das Stadium
T1, 32,7 % das Stadium T2; das Stadium T3 war mit 5,5 % vertreten und T4 mit 38,2 %.
Bei den restlichen 5,4 % wurden keine Angaben zur TumorgroB3e gemacht oder diese war
nicht beurteilbar. Beim Nodal-Status zeigte sich eine Verteilung von 45,5 % (NO) > 30,9
% (N2) > 12,7 % (N1)> 1,8 % (N3). Bei 9,1 % war der Lymphknotenstatus nicht beurteil-
bar oder es existierten keine Angaben zum Befall der Lymphknoten. Beim Grading zeigten
70,9 % der Erkrankten méBig differenzierte Tumore mit dem Stadium G2 noch vor dem
Stadium G3, das 20 % der erkrankten Personen aufwiesen. Das Stadium G1 war nur bei
7.3 % der Studienteilnehmenden zu finden und undifferenzierte Tumoren mit dem Stadium
G4 zeigten nur 1,8 % der erkrankten Personen. Bei 56,4 % bestand histologisch kein Nach-
weis eines Residualtumors. Mikroskopisch konnte zu 12,7 % Tumorgewebe am Resekti-
onsrand gefunden werden, makroskopisch zeigte sich in keinem der Fille ein Residualtu-
mor. Bei 30,9 % der Versuchspersonen existierten keine Angaben zum Resektionsrand
oder der Status des Resektionsrands konnte nicht beurteilt werden. Bei 20 % der erkrankten
Personen waren die Lymphgefiae infiltriert. Ein Befall der Nervenbahnen wurde bei
14,5 % aller Teilnehmenden nachgewiesen. Bei 21,8 % der 55 erkrankten Personen wurde
dokumentiert, dass keine extrakapsuldre Ausdehnung von Lymphknotenmetastasen statt-
gefunden hatte, bei 14,5 % konnte hingegen ein extrakapsuldres Wachstum der Lymphkno-
tenmetastasen bestétigt werden. Zur Invasion ins vendse Blutgefdfsystem wurden keine
Angaben gemacht. Bei keinem der 55 erkrankten Personen war eine Fernmetastasierung

dokumentiert.

Die Klassifizierung nach den hiufigsten Komponenten des TNM-Systems — T, N und G —
wird in der einschldgigen Literatur vielfach vorgenommen. Hingegen werden die Variablen

M, R, und L nur selten erfasst und demnach auch nur selten ausgewertet.

Es finden sich in der Literatur Resultate von 44,4 % (T1) > 21,3 % (T2) > 17,0 % (T4) >
8,5 % (T3). (Girardi et al, 2013) In der Studie nach Akhter et al. entspricht die Reihenfolge
T2 > T1 > T3 > T4. (Akhter et al, 2011) Eine Datenerhebung aus dem Jahr 2011 brachte
folgendes Ergebnis: 46,6 % (T1), 29,8 % (T2), 5,6 % (T3) und 18,4 % (T4). (Gerber et al,
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2011) In einer weiteren Studie wird von 35 % (T2), 29 % (T1), 27 % (T3) und 9 % (T4)
gesprochen (Joo et al, 2013) Haufig findet sich in der Literatur eine Reihenfolge wie T1 >
T2 > T4 > T3. In der vorliegenden Arbeit wurde hingegen der prozentual gro3te Anteil mit
38,1 % von T4 gebildet, T1 hatte mit 18,1 % einen eher geringen Anteil. Auch in der Studie
nach Kessler hat T4 den groBten prozentualen Anteil an allen Stadien. (Kessler et al, 2007)
Die Ergebnisse dieser Arbeit spiegeln die Tendenz in der Vergangenheit wider, wonach bei
einem Grofteil der an einem oralem Plattenepithelkarzinom erkrankten Personen erst ein
verspéteter Arztkontakt stattfand und demnach auch das Tumorleiden in einem fortge-
schrittenen Krankheitsstadium (T4) therapiert wurde. (Vokes et al, 1993) Hiufigere zahn-
arztliche Kontrolluntersuchungen und ein sensibilisierter Patient fithren dazu, dass viele

Tumoren schon im Stadium T1 oder T2 entdeckt und therapiert werden.

Beziiglich des N-Stagings wird in der Literatur angefiihrt, dass 36,2 % der Erkrankten das
Stadium N1 aufwiesen, weniger das Stadium N2 und nur 3,4 % der Betroffenen das Sta-
dium N3 zeigten. (Pericot et al, 2000) In weiteren Studien hingegen wird der prozentual
groBte Anteil vom Stadium NO gebildet, danach folgen N2 und N1 und zuletzt N3. (Linton
et al, 2013) Diese Tendenz zeigte sich auch in dieser Arbeit mit einem NO-Anteil von
45,5 % vor dem N2-Stadium mit 30,9 %, gefolgt vom N1-Stadium mit 12,7 % und zum
Schluss N3 mit 1,8 %. Eine andere Untersuchungsreihe lieferte ebenfalls den prozentual
groBten Anteil bei NO mit 59 %, gefolgt von N1 mit 21 %, N2 mit 19 % und zuletzt N3 mit
1 %. (Lietal, 2013)

Zudem finden sich in der Literatur Ergebnisse beziiglich der Differenzierung des Karzi-
nomgewebes, wobei 60,7 % der erkrankten Personen ein G2-Stadium zeigten, 23,6 % ein
G3-Stadium und nur 15,7 % ein G1-Stadium. (Gerber et al, 2011) Poeschl und Russmueller
kommen zu Resultaten mit einer prozentualen Haufigkeit von 57 % der Erkrankten im Sta-
dium G2, 22 % der Betroffenen im Stadium G3 und 21 % der erkrankten Personen im
Stadium G1. (Poeschl et al, 2011) Auch in den Studien nach Keski-Santti et al. ist das Sta-
dium G2 der am héufigsten vorkommende Differenzierungsgrad. (Keksi-Santti et al, 2007)
Diese Angaben aus der Literatur entsprechen der Reihenfolge dieser Arbeit mit 70,9 %
(G2) > 20 % (G3) > 7,3 % (G1) > 1,8 % (G4). Das hier aufgefiihrte Stadium G4, bei dem

das Tumorgewebe schlecht differenziert ist, wird in zahlreichen Studien jedoch nicht
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beriicksichtigt. Es gibt allerdings auch Untersuchungen, in denen eine abweichende pro-
zentuale Verteilung mit einem G2-Stadium von 46 % beschrieben wird, gefolgt von einem
G1-Stadium mit 44 % und einem niedrigen G1-Stadium von 10 %. (Akhter, et al, 2011)
Wie im Ergebnisteil der vorliegenden Arbeit beschrieben wurde, ist die haufigste prozen-
tuale Verteilung beziiglich der Tumordifferenzierung die Reihenfolge G2 > G1 > G3. (Joo
et al, 2013) Daraus kann gefolgert werden, dass sich bei der Diagnosestellung am héufigs-

ten ein Tumor im G2-Stadium findet.

Anders als zum T-, N- und G-Staging finden sich zu den kategorialen Variablen — M, R
und L — wenige Angaben in der Literatur. Die Haufigkeit von Fernmetastasen ist laut einer
Studie von Kessler und Grabenbauer gering. (Kessler et al, 2007) Dies entspricht dem Er-
gebnis dieser Arbeit, wonach bei keinem der 55 Patienten Fernmetastasen bekannt waren.
In der Studie von Garden wird der prozentuale Anteil eines R1-Stadiums als gering ange-
geben; dies bestétigt auch das Resultat dieser Arbeit mit einem R1-Stadium von 12,7 %.
(Garden et al, 2004) Weiter wird in einer einschlidgigen Studie die Lymphbahninvasion mit
einem Anteil von 8,33 % beschrieben (Joo et al, 2013), in einer weiteren belief sich die
Lymphgefiinvasion sogar auf 34,8 % (Jones et al, 2009). Das L1-Stadium in dieser Arbeit

lag mit einem Anteil von 20 % zwischen diesen Werten.

Aus diesen Literaturangaben kann geschlussfolgert werden, dass bei einem GroBteil der
oralen Plattenepithelkarzinome kein Residualtumor am Resektionsrand nachzuweisen ist,
Fernmetastasen nur in wenigen Féllen diagnostiziert werden und eine Lymphgefa3beteili-
gung ebenfalls selten vorkommt. Dieser Sachverhalt spiegelt die Tendenz der Ergebnisse

dieser Arbeit wider.

4.3  Zirkulierende Tumorintegrine in der Karzinomdiagnostik

43.1 Stellenwert der Methode im klinischen Kontext

Ein individuell auf die erkrankte Person abgestimmtes Behandlungskonzept stellt eine der
grofiten Herausforderungen in der Therapie maligner Tumorerkrankungen dar und ist
gleichzeitig Voraussetzung fiir eine moglichst hohe Lebensqualitit und einen optimalen

Allgemein- und Gesundheitszustand der Betroffenen wihrend der Krankheitsphase.
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(Doroshow & Parchment, 2008; Kuhlman & Wensing, 2006) Inzwischen wurden viele Tu-
morgene auf molekularer Ebene erforscht und die Angriffspunkte der Pharmaka in der
Krebstherapie sind teilweise bekannt. (Kan et al, 2010) Aus diesem Grund ist es notwendig,
eine Krebserkrankung in einem moglichst frithen Stadium zu diagnostizieren, um den Be-
troffenen eine gezielte Tumortherapie anbieten zu konnen, was in einem fortgeschrittenen
Stadium der Erkrankung oftmals nicht mehr mdglich ist. Um dieses Ziel zu realisieren,
gewinnt die Isolierung von Tumorzellen aus dem peripheren Blut erkrankter Personen
(CTC) zunehmend an Bedeutung und ist Fokus der Krebs- und Arzneimittelforschung.
(Maheswaran et al, 2008) Das Isolieren und Zdhlen der peripheren Tumorzellen birgt das
Potential eines prognostischen Tumormarkers, der Hinweise auf das Tumorstadium und
das Ansprechen der erkrankten Personen auf die individuelle Therapie liefern kann. (Dotan
et al, 2009; Krebs et al. 2010) Ein Vorteil der sogenannten Liquid-Biopsie liegt darin, dass
durch die Probeentnahme und Untersuchung von fliissigen biologischen Substanzen (bei-
spielsweise Blut) ein weniger invasives Diagnoseinstrument als bei der klassischen, hdufig

in Narkose durchgefiihrten Gewebebiopsie geschaffen wird.

Uber die letzten Jahre wurden zahlreiche Methoden zur Gewinnung und Z#hlung der zir-
kulierenden Tumorzellen erforscht und entwickelt. (Hou et al, 2011) Eine der erfolgreichs-
ten davon ist die immunomagnetische Trennung. Bei dieser erfolgt die positive Selektion
der CTCs durch Antikorper, die vom Tumor exprimierte Epithelial-Cell-Adhesion-
Molecule-Antigene erkennen. (Christofanilli et al, 2004) Da eine Korrelation zwischen An-
hiaufungen von CTCs und einem steigenden metastatischen Potential bekannt ist, werden
bei Cluster-Chip-Methoden sich verzweigende Mikrofluss-Klappen genutzt, die die Cluster
der CTCs aus dem langsam flieBenden Blut filtern. (Sarioglu et al, 2015) Filtrationsmetho-
den wie CTC-iChip konnen erfolgreich Non-CTCs wie rote Blutkorperchen entfernen.
(Ozkumur et al, 2013) Wahrend alternative Methoden mittels Mikrofluss-Chips die CTCs
nach GréBe und Verformbarkeit in entsprechenden Kammern sortieren (Riahi et al, 2014),
werden bei anderen Methoden Membranfilter herangezogen, um die CTCs nach der Grof3e
zu isolieren. (Desitter et al, 2011) Auch PCR-Methoden spielen bei der Isolierung der pe-
ripheren Tumorzellen eine grof3e Rolle (Iakovlev et al, 2008) und wurden in dieser Arbeit

zum Nachweis der mRNA der f6-Untereinheit des Tumorintegrin av6 eingesetzt.
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Bis dato wurden zahlreiche Studien zur Etablierung eines geeigneten Tumormarkers in der

Diagnostik des oralen Plattenepithelkarzinoms durchgefiihrt.

In einer Untersuchung von Rai und Ahmed wurde gezeigt, dass die Expression von N-
Cadherin umso hoher ist, je schlechter der Tumor differenziert ist. Deshalb wird N-Cadhe-
rin als moglicher Tumormarker diskutiert. (Rai & Ahmed, 2019) Bei der EMT verlieren
die epithelialen Zellen ihre Zellpolaritit und ihre Verbindungen zu benachbarten Zellen.
Bei diesem Vorgang werden sie in mesenchymale Zellen mit der Fahigkeit zur Migration
und Invasion umgewandelt. Vor allem die adhdrenten Zellverbindungen sichern die Gewe-
beintegritit und die Zellpolaritét; die Cadherine als Transmembranmolekiile spielen dabei
eine groBe Rolle, wobei E-Cadherin von den epithelialen Zellen und N-Cadherin von den
mesenchymalen Zellen exprimiert wird. (Spaderna et al, 2008; Yang & Weinberg, 2008)
Da Karzinomzellen die EMT durchlaufen und das Transmembranprotein N-Cadherin dabei

relevant ist, wird ihm ein potentieller Wert als Tumormarker zugeschrieben.

In einer Studie von Tada et al. wurden zirkulierende Tumorzellen, die durch Mikrofilter
isoliert wurden, auf die Expression epithelialer Marker (Epithelial Cell Adhesion Molecule,
MET, Cytokeratin-19, EGFR) mittels RT-qPCR untersucht. Bei 64 % der 44 Patienten mit
einem diagnostizierten oralen Plattenepithelkarzinom konnte mindestens einer der epithe-
lialen Faktoren nachgewiesen werden. Die CTC-positiven Proben wurden an weiteren Ge-
nen wie SNAI;, VIM und CD274 untersucht. Der Nachweis zirkulierender Tumorzellen kor-
relierte mit einer hoheren Therapieresistenz, hdufigeren Lokalrezidiven und einem kiirze-
ren progressionsfreien Uberleben. Vor allem der Nachweis von MET in den CTCs korre-
lierte mit einem verkiirzten progressionsfreien Uberleben, hingegen zeigten CDa74-positive
CTCs ein verlidngertes progressionsfreies Uberleben. Aus der Studie ging damit hervor,
dass das in der Genexpression der zirkulierenden Tumorzellen charakterisierte molekulare

Profil zahlreiche klinische Faktoren beeinflusst. (Tada et al, 2020)

Weiterhin wurde von Mazumder der Einsatz von zirkulierenden Micro-RNAs (MiRNAs)
als nichtinvasive Biomarker fiir Mundhoéhlenkarzinome untersucht. Die MiRNAs sind ei-
ner der bedeutendsten Bestandteile der zellfreien Nukleinsduren, die in den meisten Kor-
perfliissigkeiten vorkommen. Demnach eignen sich die MiRNAs mir-371, mir-150, mir-21

und mir-7d als potentielle Tumormarker. Wéhrend das vermehrte Vorkommen von mir-
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134, mir-146a und mir-338 mit dem Vorhandensein von Metastasen korreliert, zeigte sich
bei einer erhdhten Konzentration von mir-21 und mir-7d signifikant hdufiger eine Resistenz
gegeniiber einer Chemotherapie. Trotz der vielversprechenden Aussicht, zirkulierende
MiRNAs zukiinftig als Tumormarker einsetzen zu konnen, bleibt es herausfordernd, deren
exakte Steuerung zu entschliisseln, bevor sie als zielorientiertes Diagnoseinstrument ein-

gesetzt werden konnen. (Mazumder et al, 2019)

Es konnte keine Studie identifiziert werden, in der das Integrin avf6 als zirkulierender Tu-
mormarker in der Diagnostik des oralen Plattenepithelkarzinoms untersucht wurde. In der
vorliegenden Arbeit wurde die Funktion der mRNA der B6-Untereinheit des Integrin avp6
als prognostischer Marker untersucht, um die Mdglichkeiten zu optimieren, ein orales Plat-
tenepithelkarzinom zukiinftig frither und genauer zu diagnostizieren, und gleichzeitig einen

geeigneten Marker zur Therapieliberwachung zu etablieren.

Es ist bereits bekannt, dass bei malignen Tumoren wie Kolon-, Lungen-, Zervikal-, Ovarial-
oder Pankreaskarzinomen eine Uberexpression des Integrin avB6 vorliegt. Von gesunden
Organen wird das Integrin avf36 nur in geringer oder nicht messbarer Menge exprimiert.
(Bandyopadhyay & Raghavan, 2009) Deshalb wird die erhdhte Expression von mRNA der
6-Untereinheit des Integrin avf6 als prognostischer Faktor bei erwidhnten Tumorerkran-
kungen betrachtet und korreliert mit dem Vorhandensein von malignen Prozessen und einer

schlechten Prognose. (Bates et al, 2005; Hazelbag et al, 2007)

4.3.1.1 Bedeutung der zirkulierenden Tumorgene fiir die erkrankten
Personen

Eine gute Prognose mit einem kurativen Behandlungsausgang ist von einer frithen Diagno-
sestellung und einer geringen Tumorausdehnung abhingig. Liegt bei einer Person der Ver-
dacht eines oralen Plattenepithelkarzinoms nahe, wird diese meist an eine Fachklinik fiir
Mund-Kiefer- und Gesichtschirurgie weitergeleitet, um den Befund eines oralen Plat-
tenepithelkarzinoms beziehungsweise die Differentialdiagnose zu bestétigen. Die Tumor-
suche erfolgt durch Anamnese, klinische Untersuchung, Bildgebung und Gewebeprobeent-
nahme. Wird der Verdacht bestitigt, kann anhand der diagnostischen Mittel eine vorldufige

Klassifizierung des Tumors erfolgen. Diese wird mit dem Prifix ¢ gekennzeichnet, da sie
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klinisch vor der groen Tumoroperation erstellt wird. Wird das Staging durch die Bestim-
mung eines Tumormarkers ergéinzt, ist eine Blutabnahme unter ambulanten Bedingungen
ausreichend, um das Probenmaterial zu gewinnen. Das Ergebnis liefert eine erste Orientie-
rung beziiglich des Verdachts. Ein ungewdhnlich hoher Wert kann darauf hinweisen, dass
sich das Tumorwachstum bereits in einem fortgeschrittenen Stadium befindet und weitere
MaBnahmen moglichst schnell eingeleitet werden sollten. Insbesondere nach erfolgter The-
rapie wiirden die betroffenen Personen von einem im Blut zirkulierenden Verlaufsparame-
ter profitieren. Die am Nachsorgeprogramm Teilnehmenden kdnnen ambulant iiberwacht
werden, indem in regelmiBigen Abstinden Blut abgenommen und darin der Tumormarker

bestimmt wird. Ein erhohter Wert kann friihzeitig auf ein Tumorrezidiv hinweisen.

Allerdings kann es bei der Bestimmung des Tumorintegrin auch zu falsch positiven Werten
kommen. Insbesondere bei unbekannten Entziindungsprozessen im Korper kann der Wert
ebenfalls erhoht sein. Die Annahme, an einem fortgeschrittenen Tumorleiden erkrankt zu
sein, flihrt bei den Betroffenen im Falle eines falsch positiven Ergebnisses zu einer schwe-
ren psychischen Belastungssituation und kann das Vertrauen in die Therapie und das Nach-

sorgeprogramm schwichen.

4.3.1.2  Zirkulierende Tumorgene als diagnostisches Mittel fiir die
behandelnde Person

Die Erstvorstellung einer Person mit Verdacht auf ein orales Plattenepithelkarzinom erfolgt
oftmals in der haus- oder zahnérztlichen Praxis, dabei kann es zu Fehlinterpretationen eines
auffilligen Schleimhautbefunds kommen. Der Betroffene stellt sich mit einem Fremdkor-
pergefiihl oder Schmerzen vor und die veridnderte orale Schleimhautirritation wird als gut-
artig eingestuft. Deshalb werden oft keine weiteren diagnostischen Schritte unternommen
und es erfolgt eine Wiedereinbestellung der betroffenen Person zur Verlaufskontrolle. In
einer Kontrolluntersuchung zu einem spateren Zeitpunkt ist die orale Schleimhautverénde-
rung immer noch vorhanden oder hat sich bereits ausgedehnt. Wertvolle Zeit geht verloren,
in der eine Therapie bereits hdtte begonnen werden kdnnen, und der Diagnosezeitpunkt
verzogert sich damit um einige Wochen oder sogar Monate. Die ambulanten Behandler in

einer Hauszahnarztpraxis empfinden es als voreilig, die betroffene Person wegen einer
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harmlos erscheinenden Schleimhautverdnderung mit Tumorverdacht in eine Fachklinik zu
iiberweisen. Hingegen stellt es einen einfachen diagnostischen Handlungsschritt dar, eine
Blutabnahme durchzufiihren und die Blutprobe an ein Fachlabor weiterzuleiten, in dem
diese auf zirkulierende Tumormarker untersucht werden kann. Je nach Ergebnis wird eine
Weiteriliberweisung der betroffenen Person in eine Fachklinik eingeleitet oder es erfolgt die
Beobachtung des Befunds mit Wiedereinbestellung in wenigen Wochen. Der Tumormarker
im Blut stellt ein direkt ambulant anwendbares wegweisendes Diagnoseinstrument dar und
kann die Rate der Karzinome mit schlechter Prognose aufgrund hoher TNM-Klassifikation

zum Diagnosezeitpunkt reduzieren.

4.3.1.3 Bedeutung der zirkulierenden Tumorgene fiir die Klinik

Der Einsatz eines Tumormarkers, der mit der Optimierung des Behandlungserfolgs bei den
erkrankten Personen, mit dem rechtzeitigen Erkennen von Rezidiven und mit einer Reduk-
tion von langen Krankenhausaufenthalten einhergeht, hat zum vordergriindigen Ziel, den

Betroffenen ein bestmogliches Therapiekonzept zu bieten.

Liegt der Verdacht eines oralen Plattenepithelkarzinoms nahe, kommt es iiblicherweise zur
Uberweisung in eine Fachklinik, um das Staging-Programm im ambulanten Rahmen durch-
zuftihren. Je fortgeschrittener das Stadium der Tumorerkrankung ist, desto aufwendiger
und umfassender ist das Therapiekonzept — angefangen bei einem grofen operativen Ein-
griff mit Tumorentfernung und einer umfangreichen rekonstruktiven Sanierung bis hin zu
einer langen Nachbehandlungszeit mit Bestrahlung und Rehabilitation. Pro Liegetag der
erkrankten Person entstehen Kosten. Die Etablierung eines Diagnoseinstruments, das die
Messung eines Tumormarkers beinhaltet, der in einer ambulant durchgefiihrten vendsen
Blutabnahme gewonnen wird, kann dazu beitragen, orale Plattenepithelkarzinome sowie
deren Rezidive in einem frithen Stadium zu diagnostizieren. Stationire Krankenhausauf-
enthalte konnen damit verkiirzt und hohe Kosten durch lange Liegezeiten reduziert werden,
da die Behandlung eines oralen Plattenepithelkarzinoms in einem frithen Stadium weniger

invasiv und seltener mit Komplikationen verbunden ist.

Demgegeniiber kann sich durch den Einsatz eines Tumormarkers auch eine gegenldufige

Tendenz abzeichnen: Etabliert sich in Zukunft die Abnahme des Tumorintegrin bei
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Verdacht auf ein orales Plattenepithelkarzinom als ErstmaBnahme, kann es dabei auch zu
gehduftem Auftreten falsch positiver oder negativer Testergebnisse kommen. Um nach wie
vor eine zuverldssige Diagnose stellen zu konnen, wird deshalb das bewihrte Staging-Ver-
fahren beibehalten. Der Tumormarker wird als zusitzliche MaBnahme bestimmt, ohne den
Staging-Prozess nachhaltig zu verdndern oder zu optimieren. Vielmehr fallen durch die
Bestimmung des Tumorintegrin weitere Kosten an. Die Untersuchung stellt einen zeitauf-
wendigen Prozess dar, in dem mehrere Arbeitsschritte hintereinander durchgefiihrt werden
miissen und teure Verbrauchsmaterialien erforderlich werden. Deshalb erfordert das Ver-

fahren zur Bestimmung eines Tumormarkers einen kostspieligen Aufwand.

4.4 Methode und Technik

4.4.1  Kiritische Aspekte bei der Probengewinnung und -aufbereitung

Bevor eine Methode als diagnostisches Routineverfahren etabliert werden kann, wird eine
kritische Betrachtung der methodischen Aspekte beziiglich der Probengewinnung und Auf-
bereitung vorausgesetzt. In diesem Abschnitt werden die Vermeidung moglicher Fehler-
quellen bei der Probeentnahme und das korrekte Vorgehen bei den einzelnen Arbeitsschrit-

ten, etwa bei der RNA-Isolierung, der cDNA-Umschreibung und der PCR, diskutiert.

4.4.1.1 Blutentnahme

Das verwendete Plasma wurde bei der Gruppe der erkrankten Personen am Vortag der Ope-
ration durch eine Venenpunktion entnommen, die ausschlieBlich fiir diese Studie erfolgte.
Bei der Kontrollgruppe wurde es teils in einer zusitzlichen Monovette im Rahmen einer
Routineblutentnahme und teils ebenfalls in einer separaten Venenpunktion gewonnen. Die
Kontamination der Blutprobe mit epithelialen Zellen ist am wahrscheinlichsten, wenn zu-
erst das Serumrohrchen zur RNA-Isolierung abgenommen wurde, wie es in beiden Grup-
pen teilweise der Fall war. Die Verunreinigung der Blutentnahme durch Hautzellen kann
eine Ursache fiir falsch positive Ergebnisse sein. (Gilbey et al, 2004) Die erh6hte Expres-
sion von mRNA der 6-Untereinheit des Integrin avp36, gerade auch in den Blutproben der

gesunden Probanden, kann durch dieses Vorgehen verursacht worden sein. Bei zuklinftigen
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Studien sollte diesem Fehler vorgebeugt werden, indem bei der Blutentnahme zur RNA-

Isolierung das erste Rohrchen verworfen wird.

4.4.1.2 Gewinnung des Buffy-Coats

Die RNA-Isolierung erfolgte vor allem aus dem Buffy-Coat. Dazu wurden durch Zentrifu-
gation die Erythrozyten vom Blutplasma getrennt; dazwischen entstand eine diinne Schicht
aus Leukozyten und Thrombozyten, die als Buffy-Coat bezeichnet wird. Nach Moglichkeit
sollte ausschlieBlich der Buffy-Coat pipettiert werden, um diesen nach einigen Reinigungs-
schritten in einem Gemisch aus RNA-Later und PBS bei —80 °C zu lagern und zu einem
spateren Zeitpunkt der RNA-Isolierung zuzufiihren. Das Pipettieren des Buffy-Coats stellt
einen herausfordernden Arbeitsschritt dar, da dieser als diinne Schicht iiber den Erythrozy-
ten schwimmt und durch die Pipettenspitze rote Blutzellen aufgewirbelt werden kdnnen.
Die Trennung von den zelluldren Bestandteilen ist allerdings fiir eine erfolgreiche RNA-
Extraktion eine Voraussetzung, da die Erythrozyten beim Tieffrieren zur kompletten Hé-
molyse gebracht werden. Bei diesem Vorgang setzen sich Enzyme aus den roten Blutkor-
perchen frei und konnen ihrerseits wieder die RNA abbauen oder deren Isolierung verhin-

dern. (Enders, 2020)

4.4.1.3 RNA-Isolierung

Durch die Zirkulation von Proteinen im Blut ist die RNA-Isolation aus Plasma oder Serum
gegeniiber anderen Medien schwieriger. (El-Hefnawy et al, 2004) Die zur RNA-Isolierung
eingesetzten Puffer werden durch die Pufferkapazitit der Proteine beeinflusst und in ihrer
Arbeitsleistung folglich eingeschrankt. In dieser Arbeit erfolgte die RNA-Isolierung mit
RNeasy®-Mini-Sdulen. Die Ribonukleinsduren absorbieren ab einer Linge von 200 Ba-
senpaaren an einer speziellen Silicamembran, die sich innerhalb der Séulen befindet. Die
Effizienz dieser Absorption steigert sich mit zunehmender Grof3e der gefilterten Molekiile.
Die zirkulierende RNA liegt in Teilen fragmentiert vor. Daraus kann gefolgert werden, dass
die fragmentierten Ribonukleinsduren erschwert in der Silicamembran gebunden werden
und daraus ein Nachteil bei der RNA-Préparation entsteht. Laut El-Hefnawy kann die

groBte effektive Ausbeute fragmentierter Plasma-RNA durch eine Prizipitation innerhalb
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einer Phenol-Chloroform-Extraktion erzielt werden. Die hier verwendete Membran aus Si-
lica fiihrte jedoch nach vorliegenden Ergebnissen zu einer deutlich geringeren Ausbeute.

(El-Hefnawy et al, 2004)

4.4.1.4 Photometrische Messung

Die Beurteilung der Qualitdt der gewonnenen RNA-Proben stellt generell eine Herausfor-
derung dar. Durch photometrische Messung kann die Reinheit des RNA-Materials beurteilt
werden, nicht jedoch der Grad der Degradierung. Zu diesem Zweck kann eine Elektropho-
rese durchgefiihrt werden, bei der sich bei ausreichender Qualitit des RNA-Isolats zwei
typische Banden auf dem Agarose-Gel zeigen (18S und 288S). Sie stehen fiir die rRNA, die
den prozentual groBBten Anteil unter den RNA-Fraktionen darstellt. Wenn die Banden 28S
und 18S in einem bestimmten Verhéltnis vorliegen, spricht dies fiir eine qualitativ hoch-
wertige RNA. (Schroeder et al, 2006) Das Verfahren der Gelelektrophorese kann allerdings
nicht als objektives Beurteilungsinstrument herangezogen werden, da es stark von der Ein-

schitzung des Untersuchers abhéngt.

Um den Grad der Degradierung des RNA-Isolats objektiv zu beurteilen kann eine chipba-
sierte Technologie eingesetzt werden. Durch Kapillarelektrophorese und laserinduzierte
Fluoreszenz werden die einzelnen Fragmente der RNA sichtbar gemacht und die RNA-

Qualitit kann reproduzierbar gemessen werden. (Bustin, 2002)

4.4.1.5 cDNA-Synthese

Verglichen mit der PCR sind die Reaktionen der cDNA-Umschreibung mit einer hheren
Fehlerwahrscheinlichkeit behaftet. Unterschiedlich starke Arbeitsleistungen der Primer,
mogliche Storvariablen in den biologischen Medien und die Sekundér- sowie Tertidrstruk-

tur der RNA beeinflussen die Effizienz der reversen Transkription.

Es gibt zahlreiche Optionen, um den Prozess einer erfolgreichen cDNA-Synthese zu opti-
mieren. In dieser Arbeit wurde die RNA vor der eigentlichen cDNA-Synthese durch eine
fiinfmintitige Inkubation bei 65 °C denaturiert. Dieses Vorgehen fiihrte zum Aufbrechen

von inter- und intramolekularen Sekundirstrukturen. Gelangt die zuvor denaturierte RNA
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in einen Reaktionspuffer zuriick, konnen insbesondere Stamm-Schleife-Strukturen abge-
baut werden. Durch eine geringe Konzentration an RNA und entsprechende Denaturie-
rungsvorginge werden intermolekulare Wechselwirkungen der RNA auch dauerhaft ge-
senkt. Demnach ldsst sich festhalten, dass die cDNA-Umschreibung an den Hairpin-Struk-

turen durch eine vorangehende RNA-Denaturierung erleichtert wird.

Die Reaktionstemperatur betrug im Rahmen dieser Arbeit 42 °C. Um die Denaturierung
der RNA-Sekundarstruktur zu verstirken, die Zugénglichkeit der RT im cDNA-Synthese-
prozess zu erhéhen und folglich die cDNA-Qualitét zu steigern, konnte die Reaktionstem-
peratur jedoch auf 50 bis 60 °C angehoben werden. Demgegeniiber nimmt die Enzymakti-
vitit mit steigender Temperatur ab, was eine geringere Ausbeute durch eine herabgesetzte
Arbeitsleistung der RT zur Folge hat. Da die Primer fiir die cDNA-Umschreibung meist
geringere Schmelztemperaturen aufweisen, l9sen sie sich von der RNA ab. Durch Durch-
fithrung der cDNA-Synthese mit einer RT, die eine starke Bindung zum cDNA-RNA-Hyb-

rid aufweist, kann diesem Problem entgegengewirkt werden. (Jansohn & Rothhémel, 2012)

44.1.6 PCR

Die PCR gilt als empfindlich. Eines der groften Probleme stellt die Kontamination der
Proben dar. Infolgedessen besteht die Gefahr, dass Primer vor und wéhrend der PCR un-
spezifisch hybridisieren und daraus falsch positive Ergebnisse resultieren. Die Probe kann
durch DNA-Partikel der im Labor titigen Personen, durch externe Faktoren wie ver-
schmutzte Arbeitsflaichen oder durch mikrobielle Keime kontaminiert werden. Um Verun-
reinigungen der DNA zu reduzieren, indem die unerwiinschten Partikel im Reaktionsansatz
abgebaut werden, kann dem PCR-Ansatz Uracil-N-Glykosylase hinzugefiigt werden.
(Pruvost et al, 2005) Diese baut allerdings auch PCR-Produkte ab, die Uracil enthalten, und

es kann dadurch zu falsch negativen Ergebnissen kommen. (Bacich et al, 2011)

Zahlreiche weitere Faktoren konnen zu Fehlern im Ablauf der PCR fiihren. So kdnnen sich
beispielsweise in der Verwendung einer ungeeigneten thermostabilen Polymerase, in zu
hohen oder zu niedrigen Konzentrationen von Substraten oder Produkten, in einer falschen

Primer-Sequenz, im Vorhandensein von Substrat-Inhibitoren oder in Abweichungen von
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der optimalen Arbeitstemperatur Fehlerquellen verbergen, die eine Stérung des PCR-Vor-

gangs zur Folge haben.

Die fiir eine PCR benétigte DNA-Polymerase kann vor allem aus thermophilen Bakterien
und Archaeen gewonnen werden. Da zahlreiche Polymerasen existieren, ist die Auswahl
der geeigneten DNA-Polymerase von grofler Bedeutung, um eine ausreichende Synthese-

menge zu gewahrleisten.

Von der Wahl der DNA-Sequenz der Primer ist die Annealing-Temperatur abhéingig. Da-
runter wird die Temperatur verstanden, bei der die Primer hybridisieren. Sie ist gew6hnlich
2 °C niedriger als die Schmelztemperatur der Primer. Die Herausforderung besteht darin,
eine Temperatur zu finden, bei der die Primer sowohl vollstindig hybridisieren als auch

moglichst spezifisch an die DNA-Sequenz binden.

Um moglichst optimale Bedingungen wéhrend der PCR zu gewihrleisten, sollten die Sub-
stratkonzentrationen innerhalb folgender Zielbereiche liegen. Dies entspricht einer Primer-
Endkonzentration von 0,1 bis 1 uM. Die dNTP-Konzentration sollte fiir jede der vier Basen
— Adenin, Guanin, Thymin und Cytosin — zwischen 100 und 1000 uM liegen, die DNA-

Konzentration pro Mikroliter des PCR-Ansatzes zwischen 1 und 20 ng.

Bei einer Temperatur von 95 °C denaturiert der DNA-Doppelstrang, danach kommt es zur
Primer-Hybridisierung bei entsprechender Annealing-Temperatur. Die Neusynthese der
DNA erfolgt zuletzt bei einem Temperaturoptimum der eingesetzten thermostabilen DNA-
Polymerase (ca. 70 °C). Um einen reibungslosen PCR-Ablauf zu gewéhrleisten, ist die Ein-
haltung der Temperaturzyklen mit Anpassung an das Arbeitsoptimum der verwendeten Pri-

mer und Polymerasen eine Voraussetzung.

Substanzen wie Heparin, Himoglobin, EDTA, Harnsiure und Melanin z&hlen zu den PCR-
Inhibitoren, indem sie die Arbeitsleistung der thermostabilen DNA-Polymerase beeintréch-
tigen. (Faber et al, 2013) In der vorliegenden Arbeit wurden die Proben aus Vollblut ge-
wonnen, das in einem EDTA-Rohrchen gesammelt wurde. Deshalb ist es moglich, dass
gerade die erwéhnten Inhibitoren in den PCR-Reaktionsansatz gelangt sind und ein falsch

negatives Ergebnis verursacht haben.
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Prinzipiell konnen sogenannte Hot-Start-Polymerasen wie die Platinum-Taq-Polymerase
eingesetzt werden, um die Spezifitit der Polymerasen zu erhdhen. Indem somit die Bindung
der Polymerase an unerwiinschte DNA-Sequenzen am Anfang des ersten Temperaturzyk-
lus gesenkt wird, reduziert sich auch die Bildung eines falschen Reaktionsprodukts. (Arezi
et al, 2003) Bei der Platinum-Taqg-Polymerase erfolgt die Hemmung durch Andocken eines
Antikorpers ans aktive Zentrum, der bei Temperaturen von 95 °C wieder zerfillt. (Paul
et al, 2010) Durch den Einsatz der Hot-Start-Polymerasen konnen falsch negative Ergeb-

nisse vermieden werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde fiir die quantitative Real-Time-PCR der DNA-bindende
Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green I verwendet. Dabei handelt es sich um ein Farbstoffmo-
lekiil, das sich hochspezifisch in die kleine Furche der DNA-Doppelhelix einlagert. Die
Kennzeichnung sequenzspezifischer Sonden ist bei dieser Methode nicht ndtig und die
Synthese somit deutlich kostensparender. Dies stellt einen Vorteil des Systems dar. Dass
der Nachweis mit SYBR Green I nur mit einer geringen Spezifitit gelingt, steht dem als
Nachteil gegeniiber. Da sich SYBR Green an doppelstringige DNA-Bestandteile anlagert,
bindet er auch an Primer-Dimere und nicht spezifische PCR-Produkte. Dieser Vorgang er-
hoht ebenfalls das Fluoreszenzsignal und fiihrt zu falschen Ergebnissen der Quantifizie-
rung. Die Spezifitdt von SYBR Green kann erhoht werden, indem spezielle SYBR-Green-
Kits (zum Beispiel QuantiTect® SYBR Green Kits, Quiagen) verwendet werden. Diese ent-
halten eine verbesserte Tag-DNA-Polymerase, die die Bildung von Primer-Dimeren und

unspezifischen PCR-Produkten reduziert. (Jansohn & Rothhdmel, 2012)

4.4.1.7  Auswahl der erkrankten und gesunden Studienteilnehmenden

Die Blutproben stammten von 55 kranken und 33 gesunden Personen. In der Gruppe der
an einem oralen Plattenepithelkarzinom erkrankten Personen befanden sich 33 Ménner und
22 Frauen, jene der gesunden Personen setzte sich aus 12 Méannern und 21 Frauen zusam-
men. Insgesamt war die Verteilung zwischen Ménnern und Frauen mit 45:43 ausgewogen.
Das mittlere Erkrankungsalter lag in der Gruppe der Erkrankten bei 63,05 Jahren mit einem
Median von 64 Jahren und in der Kontrollgruppe bei 46,88 Jahren mit einem Median von

39 Jahren. Insgesamt betrug das mittlere Erkrankungsalter 56,99 Jahre mit einem Median
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von 60 Jahren. Diese Zahlen verdeutlichen, dass die Verteilung der Studienteilnehmenden
beziiglich Anzahl, Geschlecht und Alter in der Gruppe der erkrankten Personen nicht der
Verteilung in der Kontrollgruppe entsprach. In der Kontrollgruppe befanden sich weniger
Personen und diese waren in einem durchschnittlich jiingeren Alter und mit einem gréBeren
Anteil des weiblichen Geschlechts. Die Personen in der gesunden Gruppe wurden von Mit-
arbeitenden der Arbeitsgruppe des Labors der Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie, im Fami-
lien- und Bekanntenkreis und im Rahmen eines Hausarztpraktikums rekrutiert. Da die Ver-
teilung beziiglich Anzahl, Geschlecht und Alter in der Gruppe der erkrankten Personen,
schwierig zu beeinflussen war, musste eine ausgewogene Verteilung beziiglich genannter
Parameter auf beide Gruppen iiber die Auswah der gesunden Personen gesteuert werden.
Bei einer Folgestudie mit dem Ziel, die Ergebnisse an einer grofBeren Kohorte zu iiberprii-
fen, muss deshalb auf eine gleichméBige Verteilung der Parameter Anzahl, Geschlecht und
Alter geachtet werden, um Einfliisse auf das Ergebnis durch diese Variablen zu reduzieren.
Im Spearman-Rho-Test wurde allerdings in beiden Gruppen kein signifikanter Zusammen-
hang zwischen dem Alter und dem Ergebnis festgestellt, sodass davon ausgegangen werden
kann, dass zumindest die Variable Alter das Ergebnis nicht entscheidend beeinflusst hat.
Dariiber hinaus handelt es sich bei der f6-Untereinheit des Integrin-Dimers av36 um ein
konserviertes Protein, dessen Nukleotidsequenz sich im Laufe einer groflen Zeitspanne nur
minimal verdndert und unabhédngig vom Lebensalter exprimiert wird. In einer erneuten Stu-
die sollte zwar auf eine Ausgeglichenheit beziiglich des biologischen Alters zwischen er-
krankten und gesunden Personen geachtet werden, es kann allerdings davon ausgegangen

werden, dass die Variable Alter das Ergebnis nicht signifikant beeinflusst.

4.5 Beurteilung der extremen Messabweichungen

4.5.1  Beurteilung der extremen Messabweichungen bei erkrankten
Teilnehmenden

Betrachtet man die graphische Darstellung der Einzelmesswerte (Abbildung 15 und Abbil-

dung 16) und vergleicht die TNM-Klassifikationen nach UICC der Studienteilnehmenden

mit einem sehr hohen Wert, fallen insbesondere drei extreme Messabweichungen auf. Die
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drei erkrankten Personen mit einem stark erhohten Wert wurden entsprechend der Stadien-
einteilung nach AJCC der Gruppe IV zugeteilt. In dieser Gruppe befindet sich die Tumo-
rerkrankung in einem fortgeschrittenen Stadium. Weiter zeigte sich bei diesen drei erkrank-
ten Personen eine Tumorgréfe T2 oder grofer und es waren mehrere, mindestens jedoch
ein Lymphknoten befallen. Zudem war das Tumorgewebe meist gering differenziert, dar-
iiber hinaus zeigte sich bei allen drei Teilnehmenden ein extrakapsuldres Tumorwachstum.
Folglich ist nicht nur die Tumorgrdfe ein Indikator fiir die erhdhte Expression der B6-
mRNA. Haufig zeigen gerade kleine Tumore, die einerseits nach der TNM-Klassifikation
dem Stadium T1 zugeordnet werden konnen, andererseits eine extrakapsuldre Infiltration
aufweisen, ein aggressives Wachstumsmuster. Das Expressionslevel von B6-mRNA kann
in Zukunft gegebenenfalls zusitzlich zur Beurteilung der Aggressivitit eines Tumors her-

angezogen werden.

4.5.2  Beurteilung der extremen Messabweichungen bei gesunden
Teilnehmenden

Es konnte nachgewiesen werden, dass das Integrin avp6 nicht nur innerhalb der Karzino-
genese liberexprimiert vorliegt, sondern dass auch ein Anstieg durch Infektionen wie Ent-
ziindungs- und Wundheilungsprozesse zu erwarten ist. (Breuss et al, 1995) Bei der Aus-
wahl in der Gruppe der gesunden Personen wurde darauf geachtet, dass bei der Rekrutie-
rung des Kollektivs weder chronische Erkrankungen noch akute Infektionen anamnestisch
erhoben wurden. Bei zwei Studienteilnehmenden mit einem stark erhdhten Wert der Ex-
pression von mRNA der B6-Untereinheit des Integrin avf36 konnte im Nachhinein eruiert
werden, dass entziindliche Prozesse in der Mundhohle stattgefunden hatten. Diese infekti-

Osen Vorginge konnen die stark erhohten Werte der gesunden Personen verursacht haben.
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5 Zusammenfassung

Seit im Blut von krebskranken Personen tumorspezifische Nukleinsduren entdeckt wurden,
werden zirkulierende Fragmente tumorassoziierter, genomischer DNA, von MiRNA und
von mRNA in Blutproben als Kontroll- und Verlaufsparameter bei der Betreuung von er-
krankten Personen als mogliche diagnostische Ergidnzung herangezogen.

Im Rahmen der vorliegenden experimentellen Studie wurden Methoden zur Isolation und
Quantifizierung der f6-mRNA untersucht. Diese kodiert fiir die f6-Untereinheit des In-
tegrin-Dimers avf6. Da diesem eine entscheidende Rolle bei der Tumorentstehung, Gewe-
beinvasion und Metastasierung zugesprochen wird, wurde in dieser Arbeit untersucht, ob
sich das Integrin als potentieller Tumormarker bei der Diagnostik und Nachsorge, der an
einem oralem Plattenepithelkarzinom erkrankten Personen, eignet. Es wurde auch analy-
siert, ob ein Zusammenhang zwischen freien Nukleinséuren dieses Integrin im Blutplasma
der Betroffenen und Prognosefaktoren des Tumors besteht.

Die mRNA-Isolierung erfolgte aus dem Blutplasma von 55 erkrankten Personen mit histo-
logisch gesichertem oralen Plattenepithelkarzinom und von 33 gesunden Personen. Der
Median des Expressionslevels der mRNA der f6-Untereinheit des Integrin-Dimers avp6
lag in der Gruppe der erkrankten Personen mit 0,3174 hoher als in der Gruppe der gesunden
Personen mit 0,1221. Bestitigt wurde dieser Unterschied bei Betrachtung des Mittelwerts;
hierbei ergab sich ein hoherer Wert von 12,5195 bei den Erkrankten gegeniiber 0,6664 bei
den Gesunden. Im Mann-Whitney-U-Test wurde ein signifikanter Unterschied im Expres-
sionslevel der B6-mRNA zwischen beiden Gruppen mit einem p-Wert von 0,013 bestétigt.
Da in der Gruppe der Personen mit einem oralen Plattenepithelkarzinom ein signifikant
erhohter Wert des Expressionslevels der B6-mRNA gegeniiber der Gruppe der Gesunden
vorlag, ldsst sich zusammenfassend festhalten, dass die mRNA der B6-Untereinheit des
Integrin av6 als Bestétigungs- und Verlaufsparameter in der Tumordiagnostik von Perso-
nen mit einem oralen Plattenepithelkarzinom zum Einsatz kommen kann. Das heif3t, dass
ein erhohter Wert der f6-mRNA bei der Tumorsuche auf das Vorhandensein eines oralen
Plattenepithelkarzinoms hinweisen kann. Weiterhin kann ein erhohtes Expressionslevel der
mRNA des Integrin avp6 in einer Kontrolluntersuchung nach erfolgter Therapie eines Erst-
karzinoms ein Tumorrezidiv als Ursache haben.

Um zu untersuchen, ob ein signifikanter Zusammenhang zwischen den Prognosefaktoren
TumorgroBe, Differenzierungsgrad des Tumors, Nodal-Status und Beschaffenheit des Re-
sektionsrands sowie AJCC-Stadium und dem Expressionslevel der im Blut zirkulierenden

f6-mRNA besteht, wurde der Spearman-Rho-Test eingesetzt. Bei den Parametern
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TumorgroBe, Differenzierungsgrad des Tumors, Beschaffenheit des Resektionsrands und
AJCC-Stadium wurde keine signifikante Korrelation bestdtigt. Mit einem p-Wert von 0,07
wurde ein schwach signifikanter Zusammenhang zwischen der Hohe der Expression der
6-mRNA und dem Nodal-Status festgestellt.

Prognostisch von groBler Relevanz ist der Lymphknotenstatus; bei Vorhandensein von
Lymphknotenmetastasen (N1-N3) sinkt die Uberlebensrate drastisch.

Vorausgegangene Studien zeigten auf, dass die Tumordifferenzierung und das T-Stadium
demgegeniiber eine herabgesetzte prognostische Bedeutung aufweisen.

Entsprechend dem pathologischen Befund wird mittlerweile ein GroBteil der konventionel-
len Plattenepithelkarzinome der Mundhdhle dem Stadium G2 mit einem méBigen Diffe-
renzierungsgrad zugeordnet, dies spiegelte sich auch in der vorliegenden Studie wider.
Weiter grenzen sich neben gering malignen Unterformen des oralen Plattenepithelkarzi-
noms hochgradig maligne Varianten ab, die unabhéngig von der Tumorgrdf3e ein aggressi-
ves und schnelles Wachstumsmuster aufzeigen konnen.

Umso interessanter ist das Ergebnis dieser Studie, das einen schwach signifikanten Zusam-
menhang zwischen der Hohe der Expression der f6-mRNA und dem Nodal-Status aufzeigt.
In Folgestudien sollte insbesondere diesem Ergebnis ein hoher Stellenwert zugeschrieben
werden und detaillierte Untersuchungen zu dargestellter Korrelation sollten durchgefiihrt
werden.

Um an die vorliegende Pilotstudie anzukniipfen, sollten gewonnene Ergebnisse in einem
anschlieBenden Projekt anhand eines groBeren Kollektivs iiberpriift werden. Dabei ist da-
rauf zu achten, dass die unter 4.4 beschriebenen Fehlerquellen reduziert werden und in der
Gruppe der gesunden sowie in der der erkrankten Personen eine dhnliche Verteilung be-
ziiglich Alter, Geschlecht und Anzahl der Studienteilnehmenden geplant wird. Dadurch
wird eine bessere Vergleichbarkeit der einzelnen Werte erreicht.

Heute eingesetzte modernste Hochdurchsatz-PCR-Verfahren konnen mit deutlich weniger
zeitlichem Aufwand hohe Fallzahlen generieren, sodass die Thematik dieser Studie in ei-

nem groferen Kollektiv an erkrankten und gesunden Personen verifiziert werden kann.
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6 Summary

Since tumor-specific nucleic acids were discovered in the blood of cancer patients, circu-
lating fragments of tumor-associated genomic DNA, microRNAs and mRNA in blood sam-
ples have been used as control and progression parameters in the care of cancer patients as
an option to complete the diagnostic picture.

My experimental study investigated methods for isolating and quantifying the B6-mRNA.
The B6-mRNA encodes the 36 subunit of the integrin dimer av6. Since this integrin is
thought to play a decisive role in tumor development, tissue invasion and metastasis, this
study examined the suitability of integrin as a potential tumor marker in the diagnosis and
follow-up of patients with oral squamous cell carcinoma. The study looked at whether there
is a correlation between this integrin’s free nucleic acids in the blood plasma of those af-
fected and the tumor’s prognostic factors.

The mRNA from the blood plasma of 55 patients with histologically confirmed oral squa-
mous cell carcinoma and 33 healthy patients was isolated. The median of expression level
of mRNA of the 36 subunit of the integrin dimer avp6 is higher in the group of diseased
patients (0.3174) than in the group of healthy subjects (0.1221). This difference was even
more pronounced when the mean was considered: a higher result of 12.5195 in the group
of diseased patients compared to 0.6664 in the group of healthy patients. The Mann-Whit-
ney U test confirmed a significant difference in the expression level of f6-mRNA between
the two groups with a p-value of 0,013.

Since the group of patients with oral squamous cell carcinoma showed a significantly
higher value in the expression level of 6-mRNA than the healthy group, the following
conclusion can be drawn: B6-mRNA of the integrin av6 may end up being used as a con-
firmatory and progression parameter in tumor diagnostics of patients with oral squamous
cell carcinoma. In other words, an elevated level of f6-mRNA in tumor screening may
indicate the presence of oral squamous cell carcinoma. Furthermore, tumor recurrence may
be the cause of an increased expression of integrin found in a check-up following therapy.
The Spearman’s Rho test was used to study whether there is a significant correlation be-
tween the prognostic factors tumour size, degree of differentiation of the tumour, nodal
status and nature of the resection margin and AJCC stage and the expression level of the
B6-mRNA circulating in the blood. No significant correlation was confirmed for the pa-

rameters tumour size, degree of differentiation of the tumour, nature of the resection margin
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and AJCC stage. With a p-value of 0,07, an only slightly significant relationship was found
between the level of expression of the B6-mRNA and the nodal-status.

Prognostically, the lymph node status is of great relevance; in the presence of lymph node
metastases (N1-N3), the survival rate decreases drastically.

Previous studies showed that the tumour differentiation and the T-stage had a reduced prog-
nostic significance in comparison.

For example, today almost all pathologists assign a conventional squamous cell carcinoma
of the oral cavity to stage G2 with a moderate degree of differentiation, which was also
reflected in the present study.

Furthermore, in addition to minor malignant subforms of the oral squamous cell carcinoma,
highly malignant variants are present which can show an aggressive and rapid growth pat-
tern irrespective of the size of the tumour.

The result of this study is all the more interesting as it only shows a slightly significant
relationship between the level of expression of the f6-mRNA and the nodal status. In future
follow-up studies, this result in particular should be given high importance and detailed
studies on this correlation should be carried out.

To carry on the research and build up on the results of this pilot study it will be useful to
verify results obtained in a larger patient population. When doing so, care should be taken
to reduce the sources of error described in 4.4 and to plan for a similar distribution in terms
of age, sex and number of test subjects (particularly in the healthy group) in order to make
the values more comparable.

Today’s state-of-the-art high-throughput PCR methods can generate high numbers of cases
with significantly less time required to verify this study’s topic in a larger group of ill and

healthy test persons.
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In der Auswertung verwendete Daten der Patienten und der gesunden
Probanden

Tabelle A 1: In der Auswertung verwendete Daten der an einem oralen
Plattenepithelkarzinom erkrankten Personen

Nummer Alter Geschlecht T N G R AJCC
1 49 m 2 4 2 8 IVA
2 72 w 2 1 2 8 11
3 53 W 2 0 2 0 II
4 74 m 2 3 2 8 IVA
5 57 m 2 8 3 0 II
6 80 m 3 0 4 0 11
7 49 m 4 1 3 0 IVA
8 49 m 2 3 2 0 IVA
9 54 m 9 9 3 9 9
10 75 W 4 4 2 8 IVA
11 29 m 4 3 2 9 IVA
12 63 m 4 8 2 1 IVA
13 42 m 1 1 2 0 11
14 66 m 2 0 2 0 II
15 66 m 8 1 2 9 11
16 56 W 1 0 2 0 I
17 64 m 4 4 2 0 IVA
18 84 W 1 8 3 0 I
19 29 m 4 3 3 8 IVA
20 77 m 4 0 2 1 IVA
21 48 m 1 0 2 0 I
22 58 W 4 3 3 0 IVA
23 79 W 2 0 2 0 II
24 66 m 4 0 2 0 IVA
25 72 W 4 0 2 9 IVA
26 71 m 2 0 2 0 II
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Tabelle A 2: In der Auswertung verwendete Daten der gesunden Probanden

Nummer Alter Geschlecht Nummer Alter Geschlecht
1 33 A4 18 64 W

2 26 w 19 49 w

3 40 m 20 59 m

4 33 A4 21 39 m

5 57 A4 22 71 A4

6 35 m 23 77 m

7 25 w 24 56 w

8 51 w 25 74 m

9 37 m 26 78 A4

10 22 A4 27 64 m

11 29 w 28 66 w

12 32 m 29 80 w

13 31 m 30 59 m

14 32 A4 31 25 w

15 34 A4 32 34 w

16 33 A4 33 72 m

17 30 w
Tabelle A 3: Legende zu Tabelle A1 und A2

Bezeichnung 0 1 2 3 4 5 8 9
T Cis T1 T2 T3 T4 Tx n.a.
N NO N1 N2a N2b N2c N3 Nx n.a.
G GO Gl G2 G3 G4 Gx n.a.
R RO R1 Rx n.a.
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Ergebnisse der Real-Time-PCR

Tabelle A 4: Ergebnisse der relativen real-time PCR der Erkrankten

Nummer ITG B6/ GAPDH Nummer ITG B6/ GAPDH
1 2.23E+02 29 1.84E-01
2 1.17E-02 30 3.00E-01
3 9.63E-04 31 1.82E-01
4 5.77E-01 32 1.98E+01
5 1.26E+00 33 4.21E-01
6 5.04E-02 34 3.24E+00
7 3.17E-01 35 2.37E+02
8 3.89E-01 36 4.51E+00
9 2.56E+00 37 1.24E+00
10 6.99E+00 38 1.24E-01
11 4.00E+00 39 4.61E-02
12 1.59E-02 40 5.24E-01
13 0 41 1.69E+01
14 9.93E-04 42 1.98E+01
15 2.67E-01 43 5.73E+00
16 5.68E-02 44 2.29E+00
17 2.32E-01 45 1.60E+01
18 9.42E-02 46 4.10E+00
19 9.00E+01 47 1.24E-01
20 7.96E-03 48 5.25E-02
21 1.77E+00 49 5.57E-03
22 1.54E-01 50 3.73E-02
23 4.02E-01 51 3.12E-03
24 6.81E-03 52 6.35E-02
25 6.42E-01 53 1.47E-01
26 3.53E+00 54 5.50E-02
27 8.44E-02 55 6.86E-02
28 1.62E+01
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Tabelle A 5: Ergebnisse der relativen real-time PCR der Gesunden

Nummer ITG B6/ GAPDH Nummer ITG B6/ GAPDH
1 9.57E-03 18 6.48E-04
2 2.50E-01 19 1.30E-04
3 1.20E-01 20 9.98E-04
4 1.79E-01 21 3.97E-02
5 1.61E+00 22 7.99E-05
6 2.43E-02 23 8.67E-01
7 5.53E-02 24 1.34E+00
8 3.84E-01 25 2.55E+00
9 2.87E-01 26 1.51E-01
10 8.03E-01 27 8.70E-02
11 1.13E+00 28 8.55E-03
12 8.81E-01 29 1.02E+01
13 1.63E-01 30 2.01E-04
14 1.22E-01 31 2.44E-03
15 2.04E-01 32 2.38E-02
16 3.53E-01 33 9.10E-02
17 9.34E-03
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