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Prolog

Der Geist der Medizin ist leicht zu fassen:
Ihr durchstudiert die gro™ und kleine Welt,
Um es am Ende gehn zu lassen,

Wie's Gott gefallt.

[Goethe, 1997, S.75]

Fir meine Familie.



1 Einleitung

“All diseases are in the last analysis reducible to disturbances, either active or passive, of
large or small groups of living units, whose functional capacity is altered in accordance
with the state of their molecular composition and is thus dependent on physical and

chemical changes of their contents.” [Baserga, 1971, S.iii]

Mehr als 150 Jahre nach Veréffentlichung dieser Zeilen aus der Hand Rudolf Virchows im
Jahre 1855 sind zahlreiche Forschungsgruppen rund um den Erdball damit beschaftigt,
diesem molekularpathologischen Ansatz gerecht zu werden. Es werden experimentell wie
klinisch Vorgange auf zellularer Ebene untersucht, die das Entstehen, die Ursachen und
die Folgen samtlicher Erkrankungen erkldren und dartber hinaus Therapie- und
Diagnostikansatze ermdglichen sollen. Speziell auf dem Feld der Tumorforschung haben
sich in den letzten Jahrzehnten Erkenntnisse eingestellt, die vielversprechende Turen
offneten, dieser steten Herausforderung immer erfolgreicher zu begegnen. So kdnnen
heute 45 bis 50 % aller Tumorpatienten geheilt werden. Strahlentherapie spielt dabei in
ca. 70 % der geheilten Falle als alleinige, wie z.B. bei verschiedenen Plattenepithelzell-
karzinomen, darunter auch die des Kopf und Halses, oder in Kombination mit anderen

Therapiemodalitaten eine entscheidende Rolle [Molls, 1998, S.1].

Diese Arbeit ist Teil des DFG-geforderten multiinstitutionellen Projekts: ,Bedeutung von
Hypoxie und des metabolischen Mikromilieus fur die Strahlentherapie solider Tumoren®
(PAK 124, AD 132/3-2). Das Teilprojekt aus Minchen beschaftigt sich mit dem Einfluss
von Hypoxie auf das Tumormikromilieu. Die Zielsetzung dieser Arbeit besteht darin, die
Wirkung von Hypoxie auf die Mengen des urokinase-typ Plasminogenaktivators (uPA),
des Plasminogenaktivatorinhibitors-1  (PAI-1) und des vaskuldren endothelialen
Wachstumsfaktors (VEGF) in vier Plattenepithelkarzinomzelllinien von Kopf-Hals-Tumoren
— CAL33, HSC4, SAS und XF354 — zu untersuchen. Es wurden zudem Korrelations-
analysen der Spiegel von VEGF, PAI-1, uPA und uPA-Aktivitdt untereinander sowie von
Hypoxie und Normoxie erhoben. Inwiefern die sezernierten Proteine VEGF, uPA und PAI-1
als unabhangige endogene Marker flr Tumorhypoxie verwendet werden kénnen, stellt
eine weitere Fragestellung dieser Arbeit dar. Die Folge ware die Mdoglichkeit einer

individuelleren, besser angepassten Therapiemodalitat.

Das Forschungsspektrum erweiternd wurden zur Charakterisierung der verwendeten
Tumorzelllinien verschiedene Modelle verwendet. Hierunter wurden zum einen
Plattierungseffizienzen (PE) herangezogen, um das Klonogenitatsverhalten nach Hypoxie
zu charakterisieren. Zum anderen wurden pH-Wert-Analysen normoxischer und

hypoxischer Proben zur Untersuchung des Tumormikromilieus durchgefihrt.



1.1 Tumorbiologie
1.1.1 Epidemiologie, Atiologie und Pathogenese der Kopf-Hals-Tumoren

Die Kopf-Hals-Malignome stellen in ihrer Summe der einzelnen Entitaten und geschatzten
640.000 Neuerkrankten pro Jahr weltweit die sechsthaufigste solide Krebserkrankung dar
(Abb.1). Aus den Daten M. D. Parkins errechnet sich somit ein 6,5 prozentiger Anteil an
allen malignen Neuerkrankungen weltweit [Parkin, 2005, S.78]. Die Kopf-Hals-Malignome
sind in sich keine einheitliche Tumorart. Sie setzen sich zusammen aus Malignomen

unterschiedlicher anatomischer Lokalisation wie unterschiedlicher Histologie.

Weltweite Inzidenzen solider Tumoren
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Abb.1: geschétzte InZidenzen weltweit, verschiedener solider Tumorentitéten in neuerkrankten
absoluten Personen pro Jaht. (modifiziert nach Parkin, 2005, S.78)

Etwas mehr als 40 % aller Kopf-Hals-Tumoren machen die Karzinome der Mundhdhle
aus. Das Mundhdhlenkarzinom ist zu 90 bis 95 % ein Plattenepithelzellkarzinom.
Karzinome des Nasopharynx, der Nase und der Nasennebenhbhlen sowie des restlichen
Oropharynx stellen zusammen ca. 30 % aller Kopf-Hals-Malignome. Bei den
Nasopharynx-Karzinomen unterscheidet man verhornende (keratinisierende), nicht
verhornende und undifferenzierte. Die Erkrankung verlauft lange Zeit klinisch stumm bis
meist palpabel vergrofierte Lymphknoten auffallen. Zu diesem Zeitpunkt sind diese
Karzinome bereits lymphogen in die zervikalen Lymphknoten oder seltener hamatogen

fernmetastasiert. Das Nasopharynxkarzinom ist strahlensensibel. Mit moderner
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Strahlentherapie wird eine 50 bis 70 prozentige Uberlebensrate erreicht. Mit 25 % ist das
Larynxkarzinom die dritthaufigste Neoplasie des Kopf-Hals-Bereiches. Fast alle Tumoren
des Larynx sind Plattenepithelzellkarzinome. Zwei Drittel sind Glottis-Karzinome, die meist
nur eine Stimmbandseite befallen und relativ spat lymphogen metastasieren. Sie besitzen
eine relativ gute Prognose. Die Geschlechtsverteilung Manner zu Frauen rangiert in allen
Entitdten zwischen 2:1 und 10:1 (J:9Q) [Cotran, 1999, S.760 ff.; Wenig, 2008, S.1061 ff.;
Strong, 1986, S.447; Loré, 1986, S.467].

Jede der kurz dargestellten Entitdten hat einen mehr oder weniger grofRen Anteil des
plattenepithelialen Karzinoms. Da in der vorliegenden Arbeit die ,squamous cell
carcinoma of the head and neck® (SCCHN / HNSCC) im Mittelpunkt der Untersuchungen
stehen, sollen sie in ihrer Summe als eigenstandige Tumorentitat aufgefasst werden. Dies
scheint ein notwendiger und legitimer Schritt zu sein, sind die SCCHN doch beziglich

Atiologie, Pathogenese, Histologie, Therapie und Prognose sehr dhnlich.

Atiologisch unterscheidet man exogene von endogenen Faktoren. Zu letzteren zéhlen
Alter, Geschlecht und genetische Determinanten. Der Erkrankungsgipfel der
Plattenepithelzellkarzinome liegt typischerweise zwischen der flinften und sechsten
Lebensdekade [El Husseiny, 2000, S.197]. Und wie oben bereits einzeln angedeutet gibt
es eine klare Geschlechtsverteilung im Verhaltnis Manner zu Frauen. Je nach Autor wird
von einer 1,5:1 bis zu einer 4:1 Verteilung ausgegangen [Erisen, 1996, S.225; Levy, 1991,
S.330; Reichard, 1993, S.239]. Als genetische Determinanten wurden Mutationen vor
allem des p53-Tumorsuppressorgens beschrieben. Koch et al. konnte 1995 zeigen, dass
vor allem jingere, an SCCHN erkrankte Patienten haufig eine p53-Genmutation
aufwiesen [Koch, 1995, S.262]. Fur die Entstehung von Karzinomen werden aber vor
allem exogene Faktoren verantwortlich gemacht. Hierzu zahlt an erster Stelle der Konsum
von Tabak und Alkohol [Koch, 1995, S.262]. Der Tabakkonsum ist der wichtigste
ursachliche Faktor in der Entstehung oraler Karzinome und umfasst das Rauchen von
Zigaretten, Zigarren, Pfeifen — aber auch von Marihuana. Das Larynxkarzinom zum
Beispiel ist zu anndhernd 100 % mit Tabakrauchen und Alkoholgenuss assoziiert. Treten
sie zusammen auf, potenziert sich das Erkrankungsrisiko sogar. Weitere Risikofaktoren
sind gesteigerter Alkoholkonsum, UV-Bestrahlung, Betelnuss-Konsum, Kanzerogene wie
Nickel, Chrom und aromatische Kohlenwasserstoffe oder auch die Infektion mit
onkogenen Viren, wie z.B. dem Eppstein-Barr-Virus (EBV) und dem humanen Papilloma
Virus (HPV) [Cotran, 1999, S.760 ff.; Baker, 1986, S.443; Strong, 1986, S.453].

Histologisch lassen sich Plattenepithelzellkarzinome in gut differenzierte bis hin zu
entdifferenzierten bzw. anaplastischen unterscheiden. Sporadisch imponieren

Plattenepithelzellkarzinome auch sarkomartig. Es gilt die Regel von der umgekehrten
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Proportionalitat zwischen Differenzierungsgrad und Malignitat. Die Dysplasie-Karzinom-
Sequenz beschreibt die stufenweise Entdifferenzierung der Plattenepithelkarzinome. Ein
zunachst gesundes Epithel wird durch zunehmende Zell- und Kernatypien zu einem
dysplastischen Gebilde. Bleibt die Basalmembran zwar zunachst undurchbrochen, die
Zellschichten sind aber bereits aufgehoben, so beschreibt man ein carcinoma in situ
(c.i.s.). Dieses bildet keine Metastasen. Das klassische Karzinom hat die Basalmembran
durchbrochen und kann potentiell metastasieren. Die meisten Karzinome wachsen
zunachst infiltrativ ehe sie metastasieren. Mehr als die Halfte der Patienten, die an
Plattenepithelkarzinomen versterben, weisen bereits hamatogene Fernmetastasen, v.a. in
Lunge, Leber oder Knochen, auf [Cotran, 1999, S.761; Strong, 1986, S.460; Roessner,
2004, S.196, 203].

Im Jahr 2005 bemerken Chin et al. treffend: ,Head and neck cancer (HNSCC) is one of
the most distressing human cancers, causing pain and affecting the basic survival
functions of breathing and swallowing.” [Chin, 2005, S.789]. So verlangt das
Therapiemanagement der Kopf-Hals-Malignome die besondere multidisziplinare
Zusammenarbeit von Chirurgie, Strahlentherapie und Chemotherapie. Die Chirurgie
umfasst in friihen Stadien die Resektion des Primartumors, in spateren Stadien zudem die
Entfernung lokaler Lymphknotenstationen und Rekonstruktion entstandener Defekte. Sie
erzielt prinzipiell die besten Langzeitergebnisse. Allerdings birgt sie gerade bei grof3en
oder weit fortgeschrittenen Tumoren die Gefahr gehaufter Komplikationen mit Entstellung,
Schmerz und geringem Benefit. Chemo- und insbesondere Strahlentherapie bieten
alternative und additive Ansatze zur Behandlung. So werden in etwa die Halfte aller Kopf-
Hals-Tumoren von Strahlentherapeuten behandelt, entweder primar als alleinige Modalitat
der Therapie oder (neo-)adjuvant in Kombination mit Chirurgie. Im Falle einer friihzeitigen
Diagnostizierung kénnen heutige Therapiemodalitaten in Kombination ein 75 prozentiges
5-Jahres-Uberleben erreichen. Da die meisten Patienten aber erst spat, in metastasiertem
Zustand erkannt werden, sinkt das 5-Jahres-Uberleben auf ca. 35 %. Parkin et al. rechnet
insgesamt mit einem ,fatality score” (Mortalitat/Inzidenz) von 0,54. Dieser Wert bedeutet,
dass 54 % aller Erkrankten auch an ihrer Erkrankung versterben. Vergleichsweise stellt
dies eine moderate Mortalitdt dar, hat doch das Lungenkarzinom zum Beispiel einen
Lfatality score” von 0,87 [Parkin, 2005, S.78; Baker, 1986, S.440; Strong, 1986, S.449].

Es ware also von grofer Bedeutung neben den klassischen klinisch-pathologischen
Faktoren (Alter, Geschlecht, TNM-Klassifikation) pradiktive Marker der Aggressivitat des
Tumors, seines Rezidiv-/Metastasierungspotentials und v.a. des Behandlungserfolges
einer bestimmten Therapieform (Sensitivitdt gegentiber Radio-/Chemotherapie) zu finden.

Dies wurde die Entwicklung individueller Therapieschemata ermoglichen.
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1.1.2 Tumorentstehung und Kanzerogenese

In gesunden Organismen sind Zellwachstumsprozesse sehr genau reguliert. Wahrend
des jugendlichen Wachstums Uberwiegt die Zellproliferation. Im Erwachsenenalter halten
sich die proliferativen und apoptotischen Prozesse die Waage. Es kommt zwar zu einer
steten Erneuerung, z.B. von Epithelgewebe des Dinndarmes oder von zirkulierenden
Blutzellen, gleichzeitig aber gehen im Sinne eines ,steady state® viele Zellen zu Grunde
[Lodish, 2001, S.1140]. Gerat dieses Gleichgewicht aus den Fugen, entsteht ein ,neo
plasma“ (griech. neo = neu; plasma = geformte Sache). Tumorwachstum reflektiert somit
entweder einen Zellproliferationsexzess, der gréfler ist, als der programmierte Zelltod
oder normale Wachstumsraten bei deutlich reduzierter Apoptoserate. Unabhangig davon,
ist es erst zur progressiven Zellzahlvermehrung gekommen und bilden sich solide
Geschwilste aus, so spricht man von Tumoren. Diese kénnen als benigne Form meist
lokalisiert bleiben, als maligner Tumor aber auch lokal verdrangend oder weit streuend
wachsen [Giordano, 2008, S.137, 151].

Ohne auf Details der genetischen Grundlagen der Tumorentstehung genauer einzugehen,
bedient man sich zur Erklarung folgendem vereinfachten Modell: Im Laufe des Lebens ist
die Desoxyribonucleinsaure (DNS) jeder lebenden Zelle chronischen wie akuten, aulteren
wie inneren Einflissen (z.B. ionisierende Strahlung, Chemikalien, viralen Infektionen, etc.)
ausgesetzt, die zu Mutationen im Genom fihren. Versagen zellulare
Reparationsvorgange, entstehen zum einen aus Protoonkogenen, die das Zellwachstum
physiologischerweise  regulieren, Onkogene (,Krebsgene) mit  gesteigerter,
unkontrollierter Funktion. Zum anderen kommt es zum Funktionsverlust von
Tumorsuppressorgenen (Antionkogenen, z.B. p53). Daraus resultieren genetische
Imbalancen wichtiger, das Zellwachstum steuernder Funktionen [Hanahan, 2000, S.57].
So kénnen ein einziger transformierter Zellklon und seine Vorlauferzellen entsprechend
der klonalen Selektion des ,multi-hit* Modells der Kanzerogenese erbliche Veranderungen
anhaufen und an die nachste Zellgeneration weitervererben, die schliellich zum
zelluldren Phanotyp eines malignen Karzinoms flihren. Krebs stellt damit eine erworbene
genetische Erkrankung dar [Knudson, 2001, 157 ff.; Klausner, 2002, S. 3].

1.1.3 Charakteristika maligner Tumore

Alle Tumoren, benigne wie maligne, bestehen im Wesentlichen aus drei Haupt-
komponenten. Mehr oder weniger unkontrolliert proliferierende neoplastische Zellen
bilden das eigentliche Tumorparenchym. Dies macht in der Tat meist weniger als 1 % der

Tumormasse aus. Das restliche Tumorstroma setzt sich zu fast 90 % aus Bindegewebe
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sowie 1 bis 10 % Blutgefallen zusammen. In manchen Tumoren konnen flissigkeits-

geflillte Nekrosezonen eine vierte Komponente darstellen [Stubbs, 1998, S.115 ff.].

Hanahan und Weinberg fassten im Jahr 2000 die bedeutendsten Eigenschaften von
Tumorzellen wie folgt zusammen: Tumorzellen besitzen Apoptoseresistenz (1), zeigen
keine Reaktion auf externe Wachstumssignale und steuern ihre Wachstumssignale selbst
(2). Sie besitzen darliber hinaus ein unbegrenztes Replikationspotential (3), die Fahigkeit
zur selbststandigen Neoangiogenese (4), zur Invasion (5) und zur Metastasierung (6)
(Abb.2) [Hanahan, 2000, S.57].

eigene

NEOANGIOGENESE

Selbststeuerung
eigener und
Unabhangigkeit
von externen
Wachstumssignalen

unbegrenztes
Replikationspotential

METASTASIERUNG

Apoptoseresistenz

Abb.2: Die wichtigsten Tumoreigenschaften von Krebszellen
(modifiziert nach Hanahan und Weinberg, 2000, S.58)

Bezlglich der Basisprozesse der Zellteilung, Zelllosldsung, Zellmigration, Zellinvasion und
Kolonienbildung bestehen zwischen Tumor- oder Normalzellen, wie Makrophagen,
Trophoblasten und Endothelzellen, keine qualitativen Unterschiede. Tumorzellen zeigen
diese Prozesse aber charakteristischerweise zu Zeiten und an Orten, die unvereinbar sind
mit normaler, geregelter Zellfunktion [Liotta, 1991, S.328; van Roy, 1992, S.163].

Da im Fokus dieser Arbeit vor allem Untersuchungsparameter von Invasions-,
Metastasierungs- und Neoangiogeneseprozessen stehen, soll auf diese molekular-

biologischen Vorgénge genauer eingegangen werden.
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1.1.3.1 Tumorneoangiogenese

Angiogenese findet im erwachsenen Organismus nur selten statt: In manchen
physiologischen Prozessen, wahrend des weiblichen Reproduktionszyklus z.B. bei der
Follikelreifung, im Corpus luteum wahrend der Ovulation oder wahrend einer
Schwangerschaft in der Plazenta. Aber auch in Reparationsprozessen bei der Wund- bzw.
Knochenbruchheilung kommt es zur strengregulierten Neubildung von Gefalen. Fir das
normale Wachstum und die Entwicklung von Geweben ist die Proliferation von
Blutgefalen essentiell. Unkontrollierte Angiogenese findet sich v.a. in pathologischen

Prozessen wieder [Klagsbrun, 1991, S.217].

So haben Untersuchungen des Tumorwachstums in vivo gezeigt, dass die rasche,
exponentielle Tumorprogression erst mit entsprechender Gefalversorgung einsetzt bzw.
unterhalten wird. Andernfalls bleibt das Tumorwachstum auf die Sauerstoffdiffusions-
strecke von circa 1 bis 2 mm? beschrankt. Somit stellt die Fahigkeit eines Tumors, Gefalie
zu bilden, um eine suffiziente Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung zu ermdglichen, eine
Schllsselfahigkeit von Neoplasmen dar. Gleichzeitig wird es Tumorzellen so ermdglicht,
Anschluss an die Kreislaufzirkulation zu erlangen, um im zweiten Schritt Metastasen in

fernen Organen bilden zu kénnen (siehe Kapitel 1.1.3.2) [Folkman, 1990, S.4].

Per definitionem meint ,Angiogenese” die Etablierung einer neuwertigen Blutversorgung
aus vorbestehenden Blutgefaflen. Die Bildung vollig neuer Kapillaren und Gefalte aus
mesodermalen Vorlauferzellen hingegen wird ,Vasculogenese“ genannt. So darf die
»rumorneoangiogenese” genau genommen als Kombination beider Prozesse verstanden
werden. Die Hauptblutversorgung eines Tumors wird zunachst durch vorbestehende
Gefalle gewahrleistet. Aus zirkulierenden Endothelvorlauferzellen wird aber schlief3lich
auch die Neubildung eines eigenstandigen Gefallbaumes organisiert [Reinmuth, 2003,
S.199].

Die Tumorneoangiogenese ist ein mehrstufiger Prozess. Ruhende Endothelzellen werden
induziert, ihre Basalmembran lokal aufzubrechen und neue Blutgefale zu bilden, indem
sie in das Umgebungsstroma aussprieen. Die kritischsten Schritte hierbei schlielen die
Degradation der Extrazellularmatrix (ECM), die Endothelzellproliferation und -migration
sowie die Organisation der Endothelzellen in einer héheren Ordnung zur Ausbildung eines
Gefalllumens ein. Dieses komplexe Zusammenspiel wird von einer grofden Zahl an pro-
angiogenetischen wie anti-angiogenetischen Faktoren reguliert. Allen voran zu stellen ist
VEGF (vascular endothelial growth factor), der bedeutendste Angiogenesefaktor. Hierauf
geht die Arbeit spater noch genauer ein (siehe Kapitel 1.2.1). Der vielleicht zweitwichtigste
Faktor ist FGF (fibroblast growth factor). Indem FGF die Produktion von
Gewebsproteasen,  Matrix-Metallo-Proteinasen (MMP) und des urokinase-typ
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Plasminogenaktivators (uPA) steigert, verbessert er die Motilitdt und das Uberleben der
Endothelzellen im ECM. Gleichzeitig hat FGF positiven Einfluss auf die hohere
Organisation der neuenstehenden Gefalke [Chen, 2000, S.648; Mandriotta, 1995,
S.9709].

Weitere Stimulatoren der Gefalineubildung sind PDGF (platelet-derived growth factor),
EGF (epidermal growth factor), PD-ECGF (platelet-derived endothelial cell growth factor),
Angiopoetin, IL-8 und IL-1 (Interleukin), verschiedene Integrine, TGF-a, TGF-§
(transforming growth factor), TNF-a (tumor necrosis factor), HGF (hepatocyt growth
factor), Interferon-a (INF), INF-B, INF-y sowie IGF-1 und IGF-2 (insulin growth factor).
Einige dieser Faktoren steigern Uber spezifische Mechanismen die VEGF-Ausschittung
oder wirken als Co-Faktor mit diesem in Kombination pro-angiogenetisch. Angiopoetin
z.B. bewirkt fur sich allein sogar eine Ruckbildung von Gefafen. In Anwesenheit von bzw.
in Kombination mit VEGF scheint aber die Gefalkdestabilisierung durch Angiopoetin eine
pro-angiogenetische Antwort zu induzieren [Akagi, 1998, S.4008; Reinmuth, 2003, S.201].

Bestimmte Schllsselreize wie Hypoxie, niedriger pH-Wert, TumorgréRe, Wachstums-
faktoren, Zytokine, aktivierte Onkogene oder der Verlust der Tumorsuppressorgen-

funktionen tragen zu einer gesteigerten Ausschiittung pro-angiogenetischer Faktoren bei.

1.1.3.2 Invasion und Metastasierung

Die meisten Karzinome beginnen ein lokalisiertes Wachstum. Ungezlgeltes
Tumorwachstum fuhrt per se nicht zwingend zu Metastasierung. Solange die
Basalmembran des Ursprungsepithels nicht penetriert wird, sind rein proliferative
Erkrankungen und ,carcinoma in situ“ durch vollstandige Exzision heilbar und wenig
maligne. Zur Abgrenzung wahrer Malignitat von Karzinomen gehoren aber gerade und
fatalerweise exklusive Fahigkeiten, die es Tumorzellen ermdglichen Gewebsbarrieren zu
Uberwinden. Damit gefahrden sie das umliegende Gewebe und erlangen die Moglichkeit
zu metastasieren [Liotta, 1991, S.327]. In diesem Sinne bauen Tumorinvasion und
Metastasierung aufeinander auf und missen als mehrstufige Ereignisse aufgefasst
werden (Abb.3). Erster und essentieller Schritt ist die Loslésung aus dem
Ursprungszellverband. Es kommt zur Penetration der Basalmembran, Invasion in und

Migration durch das umgebende Gewebe [van Roy. 1992, S.164].

Zellmigration bedeutet die Bewegung jeder Zelle durch die extrazellulare Matrix. Dies
bendtigt die Extension des vorangehenden Zellteils und die Retraktion seines Zellendes.
Im Inneren wandernder Zellen wird das Aktin-Zytoskelett andauernd erneuert. Am
fuhrenden Ende werden Aktin-Filamente an-, am nachrickenden Zellteil abgebaut. So
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entsteht eine mechanische Kraft der Fortbewegung, die Zellkontraktion. In der ECM ist die
Extension des flihrenden Zellsticks mit ,Adhasion®, Anheftung, assoziiert — hier befinden
sich v.a. uPA und sein Rezeptor (UPAR). Die Retraktion des nachziehenden Stuckes ist an
,Detachment®, Loslésung, von der ECM geknupft. Der Fortschritt von Zellmigration zu
Zellinvasion bedingt einen zusatzlichen komplexen Schritt, da Invasion eben nicht nur
Zell-Lokomotion, sondern die aktive Penetration durch Basalmembranen in die ECM
darstellt. Und es bedarf hierzu insbesondere der Aufspaltung alter und der Knupfung
neuer Zell-Zell- bzw. Zell-Matrix-Verbindungen. Wichtig sind dabei u.a. Wachstums-
faktoren, verschiedene proteolytische Enzyme und Adhéasionsmolekile [Friedl, 2009,
S.132; Andreasen, 1997, S.8].

Priméartumor Zirkulation Metastase
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Abb.3: Der mehrstufige Invasionsprozess der Metastasierung; 1) Loslésung des Priméartumor aus dem Ursprungsgewebe, Migration
durch und Invasion in das Umgebungsgewebe; 2) Intravasation; 3) Transport mit der Zirkulation; 4) Extravasation; 5) Invasion in das
Organ der Metastasierung;

Legende: Tumorzelle (T), Epithel (Ep), Basalmembran (BM), Interstitium (IS), Fibroblast (F), Endothelzelle (EC), aggregierte
Blutpléttchen (P), Leukozyt (Leu), GefaBlumen (L), metastatisch befallenes Organ (Pa). (modifiziert nach VVan Roy, 1992, S.164)

Letztere vermitteln als Adhasionsrezeptoren Zell-Matrix- und Zell-Zell-Bindungen direkt.
Zudem werden durch Bindung an ihre Rezeptoren intrazellulare Signalkaskaden mit
Auswirkungen auf Zellproliferation, Differenzierung und Migration ausgeldst. Integrine und
ihre entsprechenden Liganden (z.B. Vitro- und Fibronectin) z.B. vermitteln die Expression
aus Stromazellen und die anschlieBende Anbindung an die Tumorzelloberflache
verschiedener Kollagenasen (v.a. MMPs). So konzentriert sich die Proteinaseaktivitat

gewissermalen an der ,Invasionsfront®.

Matrix-Metallo-Proteinasen und die Serinproteasen des Plasminogenaktivierungssystems

(PAS) sind die bedeutendsten Vertreter der in diesem Prozess involvierten Enzyme mit
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proteolytischer Aktivitat. Der uPA wandelt Plasminogen zu Plasmin um, dieses spaltet z.B.
Laminin und aktiviert u.a. die Prokollagenase Typ 1V, sowie verschiedene ruhende MMPs.
Diese werden auch physiologischerweise bei Wundheilungsprozessen oder bei der
plazentaren Einnistung sezerniert. Die Basalmembran, die u.a. aus Kollagen IV, Laminin
und Proteoglykan besteht, wird durch solche Proteasen aufgebrochen. In Tumoren ist die
Ausgewogenheit dieses Zusammenspiels von uPA und MMPs sowie deren Inhibitoren
PAI-1 und TIMPs (tissue inhibitor of metalloproteinase) gestort. Sie werden vermehrt
ausgeschiittet und besitzen zudem veranderte Substratspezifitdt. Tumorzellmigration und

Invasion werden dadurch erst moglich.

Als weiterer Schritt hin zur Metastasierung gilt es, nach Uberwindung der Basalmembran
und Durchwanderung der ECM, den Eintritt in das Gefallsystem zu erlangen. Da bei
Lymphgefallen nur groRe Stamme mit Basalmembranen ausgestattet sind, aber in
lymphatischen Kapillaren fehlen, penetrieren invasive Tumorzellen diese leichter und
schneller als Blutgefafie. Dies kdnnte die Beobachtung erklaren, dass SCCHN meist frih
lymphogen und spat hamatogen metastasieren. Ist der Eintritt durch die gleichen
molekularen Mechanismen wie oben beschrieben gelungen, kommen als nachste Schritte
das Uberleben im Blut- bzw. Lymphstrom und die Arretierung am GefaRendothel sowie die
neuerliche Penetration durch dasselbige. Nur ca. 0,1 % der ins Blutgefalsystem
gelangten Tumorzellen Uberleben ihre ,Reise” und entkommen dem Blutkreislauf an neuer
Stelle. Gemal der ,seed and soil“~-Theorie Pagets von 1889 angekommen, nistet sich die
Filia entsprechend ein, etabliert ihr lokales Wachstum und betreibt erneut Neoangio-
genese mittels Eigenproduktion autokriner Stimulatoren bzw. Wachstumsfaktoren [Blasi,
1997, S.415; Brooks, 2001, S.451; Weinmann, 2002, S.1355; van Roy, 1992, S.164, 167;
Ribatti, 2006, S.146; Giordano, 2008, S.148; Graham, 1999, S.617].

Als Uberschrift dieser molekularen Zell-Zell- bzw. Zell-Matrix-Interaktionen fand
Andreasen 1997 passend den Begriff des ,cancer cell-directed tissue remodelling“. Die
Grundmechanismen dieser Neumodellierung mogen dieselben sein wie bei
Wundheilungsprozessen oder der Embryonalentwicklung. Aber wahrend Angio-
neogenese, Migration, Invasion und Metastasierung zeigen sie besonders fatal ihr

Entartungs- bzw. ,Missbrauchspotential“ [Andreasen, 1997, S.1].

1.1.4 Mikromilieuveranderungen in Tumoren

Die Gefallversorgung eines Organs steht entsprechend der metabolischen Aktivitat der
jeweiligen Zellen in ausgewogenem Verhaltnis zu dem benétigten Blutfluss. In Tumoren ist

dieses Prinzip nicht anwendbar, denn wahrend ihres rasanten, ungezlgelten,
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unkontrollierten Wachstums bleibt die Zellordnung sowie eine geregelte Morpho- und
Angiogenese auf der Strecke [Chaplin, 1998, S.133].

Die neu entstandenen tumordsen Gefalde zeigen zahlreiche Veranderungen gegentber
der normalen GefaRarchitektur. Sie bilden ein chaotisches Netzwerk aus zahllosen
MikrogefalRen. Diese ,eilig“ gebildeten Blutkanale sind allenfalls einlagig mit Endothel
ausgekleidet und weisen zahlreiche Leckagen auf. Kontraktile Elemente, im Sinne einer
Schicht glatter Muskelzellen, fehlen ebenso wie neuronale Strukturen fir eine adaquate
Innervation. Auch entsprechende Rezeptoren physiologischer wie pharmakologischer
Botenstoffe sind kaum vorhanden. Somit sind sie zur Autoregulation nicht fahig. Es treten
haufig arteriovenése Shunts und irregulare Gefallverzweigungen auf. Morphologisch
regelhafte Gefalde in Tumoren halt man fir solche, um die der Tumor gewachsen ist. In
Tumoren findet sich zudem meist kein funktionierendes Lymphgefalsystem. Somit ist es
nicht iberraschend, dass der interstitielle Druck in Tumoren bis zu 45 mmHg betragt. Aus
all diesen Faktoren resultiert ein chaotischer, trager, heterogener und definitiv inadaquater
Blutfluss, der gepaart mit einem deutlich erhéhten Grundumsatz der rasant
proliferierenden Tumormasse zu einer mangelhaften Sauerstoff und Nahrstoffversorgung
fuhrt [Endrich, 1998, S.26; Song, 1998, S.193; Vaupel, 2004, S.11]. Fur das
lebensfeindliche metabolische Mikromilieu solider Tumoren beschrieb Vaupel 2004 seine
charakteristischen ,P“ (Tab.1) [Vaupel, 2004, S.203; Weinmann, 2002, S.1356].

Tabh.1: Die charakteristischen "P" des lebensfeindlichen,
metabolischen Mikromileus salider Turmoren

Perfusion inadequacies and wascular chaos

Perfusion heterogeneities

Permeability of tumoaor microyvessel

Pressure of interstial fluid

Production of lactate

Paucity of nutrients

Partial pressure of axygen (po2)

Production of high-energy compounds

| | ) | =) () |- -

pH of extracellular compartment

Abklrzungen: ﬁ Zunahme:; Qﬁbnahme

(rmodifiziert nach Yaupel, 2004, 5 .203)
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Hauptaugenmerk und Gegenstand lag in den vorliegenden Untersuchungen auf der fir
solide Tumore typischen Sauerstoffmangelatmosphare und ihrer Bedeutung fiir Prognose
und Therapie, speziell der Kopf-Hals-Karzinome. Als Nebenaspekt wurde auch der Saure-
Basen-Haushalt der Zellkulturen untersucht. Die Bedeutung von Hypoxie und des

pH-Wertes in soliden Tumoren wird im Folgenden erlautert.

1.1.4.1 Tumor pH

Viele zelluldare Prozesse hangen vom pH-Wert der Zelle bzw. ihres Umgebungsgewebes
ab. In Blut und Serum rangiert der physiologische pH-Wert zwischen 7,37 und 7,45. Der
Pankreassaft ist wesentlich alkalischer (pH: 7,5 - 8,8), im Magen herrschen sehr saure
Verhaltnisse (pH: 1 - 4). Ein saurer, d.h. niedriger pH im Zielorgan spielt eine bedeutende
Rolle z.B. fur die Zytotoxizitdt verschiedener Alkylantien oder platinhaltiger
Chemotherapeutika [Pschyrembel, 2001, S.1291; Stubbs, 1998, S.117].

Die Regulation des Zell-pHs wird hauptsachlich durch die Aktivitat der
Na*/H*-Austauscherpumpe erméglicht. Eine Reihe von Wachstumsfaktoren, die auch in
den Prozessen der Tumorneoangiogenese involviert sind, steigern die Aktivitdt der
Na'/H*-Pumpe. Zuséatzlich konnte in Warburgs klassischer Arbeit von 1930 gezeigt
werden, dass Tumorzellen eine besonders grofRe Kapazitat fir aerobe Glykolyse
(= Warburgeffekt) besitzen. Sie wandeln selbst in Gegenwart von Sauerstoff bevorzugt
Glukose zu Laktat (Milchsaure) um. Aktuelle Messungen konnten einen durchschnittlichen
pH in Tumorzellen von 5,6 bis 7,6 zeigen. In gesunden Zellen hingegen sinkt der pH nie
unter Werte um 6,8. Hierbei handelt es sich um die Uberwiegend extrazellular gemessene
H*-lonenkonzentration. Intrazellular weisen Tumorzellen einen neutralen bis basischen
pH-Wert auf. So ist der pH-Gradient tber der Plasmamembran von Tumoren (pHi > pHe)
interessanterweise invers zu dem normaler Gewebe (pHi < pHe) [Stubbs, 1998, S.113;
Vaupel, 2004, S.202].

Welche Bedeutung der pH-Wert in Tumoren spielen kann, konnten Walenta et al. 1997
klinisch zeigen. Insbesondere erhdhte Laktatkonzentrationen in Plattenepithelkarzinomen
der Cervix, in SCCHN und in colorektalen Adenokarzinomen spiegelten das jeweilige
maligne Potential wieder. Konkret korrelieren erhdhte Laktatspiegel signifikant mit einem
erhdhten Risiko fur Fernmetastasierung in Kopf-Hals-Malignomen [Walenta, 1997, S.411;
Vaupel, 2004, S.205].
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1.1.4.2 Tumorhypoxie

Es konnte in vielen klinischen Studien die relative Erniedrigung des Sauerstoff-
partialdruckes (pO,) in fortgeschrittenen soliden Tumoren — wie dem Cervix-, dem
Mamma-, dem Vulva-, dem Prostata-, dem Rektum-, dem Pankreaskarzinom, den Kopf-
Hals-Malignomen oder den Hirntumoren — als pathophysiologisches Charakteristikum
beschrieben werden. In gesunder Schleimhaut der Mundhdhle z.B. liegt die mittlere
O,-Séttigung bei etwa 80 %. Plattenepithelkarzinome hingegen weisen eine niedrigere
Sauerstoffsattigung auf (ca. 49 %). Unabhangig von Tumorgrofie, Stadium, Grading,
Lymphknotenstatus oder individuellen Parametern wird in Mamma-, Cervix- und Kopf-
Hals-Tumoren ein niedrigerer Oxigenierungsstatus gemessen als in vergleichbaren
Normalgeweben [Vaupel, 1998, S.64; Vaupel, 2004, S.200].

Von Hypoxie bzw. hypoxischen Arealen in Tumoren spricht man abhangig vom jeweiligen
Autor ab einem Sauerstoffpartialdruck kleiner als 2 mmHg, 7 mmHg oder 10 mmHg. Zum
Vergleich: In den Alveolen der Lunge herrscht ein physiologischer pO, von 100 mmHg
(= 13,3 kPa), im arteriellen Blut von 95 mmHg (= 12,6 kPa) und im vendsen Blut noch
immer von 40 mmHg (= 5,3 kPa). Ursache flr den relativen Sauerstoffmangel gerade in
Tumoren bzw. in der Umgebung von Tumoren sind v.a. ein verandertes Gefallsystem,
eine vergroRerte Diffusionsstrecke, Tumoranadmie, pulmonale Einschrankungen und
zytotoxische Bedingungen [Vaupel, 2004, S.199, 201; Vaupel, 2004, S.11; Pschyrembel,
2001, S.1483; Hockel, 2001, S.266]. Ursachen und Konsequenzen von Hypoxie in soliden

Tumoren werden in Abbildung 4 zusammengefasst.

Hypoxie kann Veranderungen in Tumorzellen induzieren, die zur Beeintrachtigung von
Zellwachstum oder zu Zelltod flhren. Eine Reaktion vieler Zellen auf Hypoxie ist z.B. der
G1/S-Phase-Arrest. Hierzu bendtigt es experimentelle Sauerstoffpartialdriicke von
weniger als 1 mmHg. Hohere Werte scheinen einen vernachlassigbaren Effekt auf die
Proliferationsrate zu haben. Unter hypoxischen Bedingungen, ganz gleich ob in Tumoren
oder in minderperfundierten Normalgewebe, reichert sich das Tumorsuppressorgen p53
HIF-1-abhangig (hypoxia inducible factor-1) in Zellen an und induziert so Apoptose. So
kann Hypoxie die Zellproliferation verlangsamen oder gar vollstandig inhibieren [Vaupel,
2004, S.203; Hockel, 2001, S.268 ff.]. Eine solche Eigenschaft ware bezlglich der
Malignitdt von Tumoren wilnschenswert. Im Gegenteil hierzu scheint sich Hypoxie
auswirken zu kénnen. So kann sie Veranderungen in Genom und Proteom induzieren, die
es Tumorzellen ermdglichen sich an den Sauerstoff- und Nahrstoffmangel zu adaptieren
bzw. gar als aggressiverer Phanotyp daraus hervorzugehen. Sie kénnen dadurch unter
widrigsten Bedingungen tberleben oder werden befahigt, ihre lebensfeindliche Umgebung
zu verlassen [Vaupel, 2004, S.203; Vaupel, 2004, S.11].
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Abb 4. Ursachen und Konseguenzen der Tumorhypoxie
(modifiziert nach Vaupel, 2004, 5.12)

Hypoxie gilt als wichtiger Regulator des GefalRtonus und der Gefalarchitektur, v.a. in
normalen BlutgefalBen. In Tumorzellen steigt insbesondere unter hypoxischen
Bedingungen, genauso wie in verschiedenen gesunden Geweben, die Ausschittung von
VEGF. Damit stellt Hypoxie einen Reizstimulus fur die Gefalineubildung in Prozessen der
KHK-bedingten (koronare Herzkrankheit), diabetischen Neovaskularisation und
Tumorneoangiogenese dar. Detailliert wird die Rolle von VEGF in Kapitel 1.2.1
beschrieben [Liu, 1995, S.638; Smith, 2000, S.2046; Maity, 2000, S.5879; Graham, 1998,
S.3300; Levy, 1995, S.13333].

Weitere Mechanismen der Anpassung an O,-Mangel sind eine gesteigerte Glykolyse, die
Hemmung der Apoptose, die Hochregulation von Wachstumsfaktoren (z.B. PDGF, TGF-,
IGF-2, EGF) und Proteinen der Tumorinvasion bzw. -migration. Fir letztere sorgt
insbesondere die Expression perizellularer Plasminogenaktivator-Aktivitat (siehe Kapitel
1.2.2). Es wird angenommen, dass die gleichen hypoxie-spezifischen Antworten mit
Wirkung auf die Zellmigration Prozesse der Entwicklung eines artherosklerotischen
Plaques oder der Frihschwangerschaft, wahrend der Blastozyten Implantation und der
uterinen Invasion durch Trophoblastzellen, ermdéglichen [Vaupel, 2004, S.11; Graham,
1998, S.3300].

Zusatzlich koénnte es zur Verminderung von Adhasionsmolekilen, die den

Tumorzellverband stitzen, kommen. Viele solcher Adaptationsprozesse werden genetisch
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reguliert durch HIF-1, Nekrosefaktor-kB (NF-kB) oder AP-1 (activator protein-1). NF«kB
aktiviert u.a. COX-2 (Cyclooxigenase-2) oder Gene zur Aktivierung von uPA und Matrix-
Metallo-Proteinasen. Der uPA  Dbesitzt insbesondere angiogenetische  wie
wachstumsstimulierende Eigenschaften. Reynolds et al. konnten 1996 zeigen, dass unter
hypoxischen Bedingungen in Zellkultur die untersuchten Zellen eine erhohte
Mutationsrate aufwiesen, ahnlich in Anzahl und Muster, wie klassische Mutationen in
Tumoren. Wiederholte Hypoxie-Reoxygenierungszyklen scheinen durch Erhdéhung der
Spiegel von Superoxiden und anderen Sauerstoffradikalen besonders mutagen zu wirken
[Vaupel, 2004, S.11, Reynolds, 1996, S.5756].

Die klinische Bedeutung der Tumorhypoxie liegt darin, dass sie ein unabhangiger,
prognostischer Marker fir die lokale Tumorkontrolle, das Gesamtiberleben und das
krankheitsfreie Uberleben darstellt. Wiederholt konnte der ungiinstige Prognosewert von
Hypoxie in verschiedenen Tumorentitdten, darunter Cervixkarzinome, Kopf-Hals-
Malignome und Sarkome, gezeigt werden. Niedrige Sauerstofflevel (< 10 mmHg) in
Tumoren sind mit gesteigertem Tumorwachstum und metastatischem Potential assoziiert.
Ihre Rolle wahrend der malignen Progression wurde durch in vitro und in vivo Studien
belegt. Darin wurden die Fahigkeiten der Metastasierung sowie der Invasion in die ECM in
Melanomen, Sarkomen wund Plattenepithelkarzinomen durch Hypoxie-Exposition
stimuliert. Zudem gibt es Hinweise, dass Hypoxie einen gewissen Selektionsdruck flr die
Expansion von Subpopulationen innerhalb des Tumors, die z.B. eine Mutation des
p53-Suppressorgens erlitten haben und deshalb resistent gegen Apoptose sind, bedeutet
[Graeber, 1996, S.91; Young, 1988, S.9536; Evans, 2003, S.3; Brizel, 1999, S.116;
Hockel, 2001, S.266; Weinmann, 2002, S.1356].

Tumorhypoxie

(lebensfeindliches Mikromilieu)

Veranderungen

der Genexpression,

Tumorausbreitung des Proteoms und
des Genoms,

klonale Selektion

Maligne Progression

(gesteigerte Aggressivitat)

Abb.5: Der ,circulus vitiosus® der Tumorhypoxie
(modifiziert nach Vaupel, 2004, S.15)
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Im Sinne Charles Darwins ,survival of the fittest® seines Hauptwerkes ,The origin of
species“ von 1859 konnen adaptierte Zellen dem Selektionsdruck widerstehen und
innerhalb eines Tumors dominant werden. So ware das klinische Vorkommen gesteigerter
Aggressivitat, Invasivitat, Metastasierung und Therapieresistenz in fortgeschrittenen
Tumorstadien zu erklaren (Abb.5) [Ayala, 2008, S.323 ff.; Vaupel, 2004, S.11; Reynolds,
1996, S.5756].

1.2 Besondere Forschungsgegenstande

Wie bereits oben mehrfach angedeutet, erlangen zwei Untersuchungsgegenstande
gemal den jlingsten Forschungsergebnissen besondere Bedeutung und erwecken u.a.
auch in unserer Forschungsgruppe besonderes Interesse. Es ist die Rede vom
vaskularen endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF) und dem Plasminogenaktivierungs-
system (PAS).

1.2.1 Der vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor: VEGF

Der ,vascular endothelial growth factor wird in der Literatur teils auch als “vascular
permeability factor” bezeichnet. Die VEGF-Familie setzt sich aus sechs verschiedenen
VEGF-Molekiilen zusammen. Sie werden als VEGF-A, -B, -C, -D, -E und als ,placental
growth factor“ (PIGF) beschrieben. Allgemein ist der Subtyp-A mit dem Uberbegriff VEGF
gleichzusetzen. Dieser wird wiederum in vier unterschiedlichen Isoformen ausgeschittet.
Verschiedenartige Splice-Vorgange lassen unterschiedlich lange VEGF-Subunits
entstehen, so dass sich jedes VEGF-Molekil aus zwei identischen Untereinheiten,
verbunden durch eine Disulfidbriicke, zusammensetzt. Es entstehen 34 bis 50 kDa grofe
Glycoproteine. Die beiden gréflieren Isoformen VEGF 189 und 209 sind Uberwiegend zell-
bzw. ECM-gebunden. Die kleineren (VEGF 121 und 165) werden groftenteils als I6sliche
Moleklile sezerniert, besitzen teils aber intermedidre Eigenschaften. Die
VEGF-Rezeptoren, derzeit werden drei Typen unterschieden (VEGFR-1, -2, -3), besitzen
Tyrosinkinase-Aktivitat und befinden sich fast ausschlieRlich auf der Oberflache von
Endothelzellen (Abb.6) [Conolly, 1989, S.20017; Reinmuth, 2003, S.201; Klagsbrun, 1993,
S.699; Meo, 2004, S.282; Wagener, 2010, S.370].

In physiologischen wie pathologischen Vorgangen des Organismus spielt VEGF eine
bedeutende Rolle als einer der potentesten Angiogenesestimulatoren tberhaupt. Flr die
Proliferation und Migration von Endothelzellen sowie fur die Steuerung verschiedener

Proteolysevorgange, die schlussendlich eine Gefallneubildung und eine deutlich erhéhte
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Gefallpermeabilitat bewirken, ist VEGF essentiell (Pepper, 1991, S.904; Kietzmann, 1999,
S.4183; Klagsbrun, 1991, S.220].

In Kopf-Hals-Malignomen ebenso wie in vielen anderen Karzinomen stimuliert VEGF, im
Gegensatz zu anderen Angiogenesefaktoren (darunter z.B. FGF), hochspezifisch
Endothelzellen. In den weiteren Schritten der Angiogenese kommt es so zu ersten
Berihrungspunkten mit dem PAS (Abb.6). VEGF induziert an seinen VEGFR gebunden
die Aktivierung von pro-uPA. Pro-uPA bindet an uPAR und wird in seine aktive Form uPA
umgesetzt. In weiterer Kaskade resultiert eine VEGF-abhangige lokale fibrinolytische wie
proteolytische ,Maschinerie”, um die Endothelzelle aus ihren Zell-Zell-Kontakten zu |6sen,
einem der initialen Schritte im angiogenetischen Prozess. Niedrige VEGF-Spiegel sind mit
einer reduzierten Blutgefalnetzwerkdichte assoziiert. Und ferner konnten Studien zeigen,
dass VEGF einen protektiven Effekt bezliglich Apoptosevorgangen auf Endothelzellen
ausuben konnte. Dies wirde wiederum das Gefallsystem unterstitzen [Binder, 2007,
S.339; Carmeliet, 1996, S.438; Nor, 1999, S.375].

VEGF wird von verschiedenen Zellen, darunter Neutrophile, Thrombozyten und
Tumorzellen, sezerniert. Verschiedene Faktoren wurden beschrieben, die die
Ausschittung von VEGF hochregulieren. Den bedeutendsten Stimulus hierzu stellt
Hypoxie dar. Typische Folgen von Entziindungsprozessen, als da waren der pH-Abfall,
die Ausschittung verschiedener Wachstumsfaktoren und Zytokine (u.a. IL-1 und IL-6,
EGF, PDGF, TGF, HGF, IGF) wirken ebenso aktivierend auf VEGF. Der Verlust von
Tumorsuppressorgenaktivitdt oder eine ras-Genmutation kénnen ebenfalls zur
Expressionssteigerung von VEGF fihren [Akagi, 1998, S.4008; Shweiki, 1992, S.845;
Manders, 2003, S.6363].

Bezugnehmend auf die besonderen Bedingungen des Mikromilieus in Tumoren kann
festgestellt werden, dass in proliferierenden Tumoren, zum einen aufgrund des erhdhten
Sauerstoffumsatzes und zum anderen aufgrund der stetig steigenden Diffusionstrecke fur
O,, relative Hypoxie herrscht. Dies fuhrt zur Stimulation von Neoangiogenese. Tumoren
mit induzierbarer Blutgefallbildung zeigen im Allgemeinen einen aggressiveren Phanotyp.
Der gute GefalRanschluss bietet bessere Moglichkeiten dem lebensfeindlichen
Sauerstoffmangel zu entkommen und damit hdmatogen zu metastasieren. Ist eine Filia
abgesiedelt bendtigt diese wiederum die Fahigkeit zur VEGF-gesteuerten
Neoangiogenese, um eigenstandiges Wachstum zu generieren [Vaupel, 2004, S.12;
Smith, 2000, S.2051].
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Abb.6: VEGF und PAS: Beriihrungspunkte und Zusammenhange (vereinfachte, schematische Darstellung)
(1) pro-uPA wird an uPAR-gebunden aktiviert > freies uPA und zellgebundenes uPA, mit entsprechender
proteolytischen Aktivitdt > Plasminogen Umwandlung zu Plasmin und ECM Degradation. (2) Involvierung
der uPAR-abhangigen pro-uPA Umwandlung zu uPA auf der Endothelzelle, vermittelt durch die
VEGF/VEGFR-Bindung. (3) LDL-Rezeptor vermittelte Endozytose, uPAR-Recycling, uPA- und PAI-1-
Abbau. Legende: D1, D2, D3 = Rezeptordoméanen des uPAR; ECM = extrazelluldre Matrix; GPI-Anker =
Glyokosylphospahtidylinositol-Anker; LDL-Rezeptor = low density lipoprotein-Rezeptor; PAI-1 =
Plasminogenaktivatorinhibitor; PAS = Plasminogenaktivierungssystem; pro-uPA = uPA-Proenzym; uPA =
urokinase Plasminogenaktivator; VEGF = vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor; VEGFR = VEGF-
Rezeptor. (modfiziert nach Binder, 2007, S.338; Mengele, 2010, S.948; Andreasen 1997, S.3; Laufs, 2006,
S.1761, 1762)

Intravasal Raum

1.2.2 Das Plasminogenaktivierungssystem: PAS

Tumorwachstum, Invasions- und Metastasierungsprozesse erfordern eine besondere
Regulation adhasiver, proteolytischer und migratorischer Prozesse sowie die
Neovaskularisation des proliferierenden Neoplasmas bzw. der neu entstehenden Filia.
Dazu notwendige Ab- und Umbauprozesse, wie z.B. die Degradation von Proteinen der
Basalmembran und der extrazellularen Matrix, werden durch verschiedene proteolytische
Systeme des Organismus sowie der Tumorzellen vermittelt [Pedersen, 1994, S.4671;
Andreasen, 2000, S.25].

26



Im Rahmen dieses ,cancer cell-directed tissue remodelling“ spielt insbesondere das
Plasminogenaktivierungssystem eine entscheidende Rolle. Nach jahrzehntelangen
Untersuchungen, wurde die Hypothese formuliert, dass von Tumorzellen freigesetzte
Plasminogenaktivatoren das inaktive Zymogen Plasminogen katalytisch zur aktiven
Proteinase Plasmin umsetzen. Dieses wiederum Kkatalysiert entsprechende
Proteindegradationen an Basalmembran und ECM. Somit wird Tumorzellinvasion und
-migration moglich. Daneben besitzt die durch das PAS angestoene proteolytische
Kaskade physiologische Funktionen in Thrombolyse, Entziindung, Embryogenese,
Wundheilung und Ovulation [Mignatti, 1986, S.487; Devy, 2002, S.147; Andreasen, 1997,
S.1; Vassalli, 1985, S.86].

Neben dem PAS existieren im Organismus noch weitere Proteinasesysteme, darunter
Matrix-Metallo-Proteinasen (MMP-1, -8 und -13 als Kollagenasen; MMP-2, -7 und -9 als
Gelatinasen; MMP-3, -10 und -11 als Stromelysine; sowie MMP-12 als Metalloelastase),
Cysteinproteinasen (Cathepsine B, H, S und L) und Aspartatproteinasen (Cathepsin D). In
dieser Systematik wird das PAS, neben Cathepsin G, humaner Leukelastase und
Proteinase-3, zu den Serinproteinasen gezahlt. Gemeinsam ist ihnen, dass sie zunachst
als inaktive Proteinasevorstufen (Proenzyme oder Zymogene) von Tumor- wie
Stromazellen synthetisiert und sezerniert werden. Aktiviert werden sie durch stufenweise
proteolytische Abspaltung, &hnlich den Prozessen wahrend der Blutgerinnung oder der
Komplementaktivierung. Die verschiedenen Proteinasen unterscheiden sich im
Mechanismus der Peptidbindungsspaltung, in ihrer Lokalisation (intra-/extrazellular) und in
ihren Zielsubstraten. Die Anwesenheit der Komponenten des PAS auf Fibroblasten deutet
z.B. eine Rolle bei der Uberschielenden Bildung bindegewebiger Anteile im Tumor,
Desmoplasie genannt, und dem Gewebsremodelling an. Das Vorkommen auf
Endothelzellen suggeriert eine Funktion wahrend der Angiogenese (s.0.). lhre Expression
auf Tumorzellen lasst eine Funktion in der Tumorzellinvasion und -migration annehmen
[Look, 2002, S.117; Mignatti, 1986, S.495; Murphy, 2008, S.61; Sephel, 2008, S.85;
Andreasen, 2000, S.25; Wagener, 2010, S.327].

Das PAS besteht im Wesentlichen aus den Plasminogenaktivatoren uPA und tPA (tissue-
typ Plasminogenaktivator), der Serinprotease Plasmin, ihrer Vorstufe Plasminogen,
zudem aus dem zellularen uPA-Rezeptor (UPAR) und den Plasminogenaktivator-
Inhibitoren PAI-1 und PAI-2 sowie dem Plasmininhibitor a-2-Antiplasmin (a-2-AP)
[Andreasen, 1997, S.1,3]. Abbildung 6 gibt einen Uberblick Uber die komplexen
Interaktionen von VEGF und PAS auf der Zelloberflache bzw. im ECM.

uPA: Es gibt zwei Typen von Plasminogenaktivatoren, den ,urokinase-type” (UPA)

und den ,tissue-type“ (tPA). Beide sind fahig, die Umwandlung von Plasminogen zu
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Plasmin zu katalysieren. Das ca. 70 kDa grofte tPA generiert Plasmin hauptsachlich fir
die Prozesse der Thrombolyse. Als rekombinantes, humanes tPA (rtPA, Reteplase) wird
es heutzutage therapeutisch bei arteriellen oder venésen Thrombosen und Embolien
eingesetzt (z.B. Rapilysin®). Fir die in der Tumorbiologie so bedeutsamen
Degradationsprozesse an Basalmembranen und in der ECM wird dagegen Plasmin
insbesondere von uPA aktiviert [Deitcher, 2005, S.687 ff.; Andreasen, 1997, S.1; Mignatti,
1986, S.495; Mandriotta, 1995, S.9709; Andreasen, 2000, S.27].

Der Plasminogenaktivator vom urokinase-typ (uPA) besitzt ein Molekulargewicht von
ca. 50 bis 55 kDa. Er besteht aus zwei via Disulfidbriicken verbundenen Polypeptidketten.
Die Molekularstruktur des uPA weist eine Wachstumsfaktor-Domane Uber die es an
seinen Rezeptor uPAR bindet auf. Daruberhinaus besitzt es die typische Serin-
Proteinase-Domane. Typischerweise wird zunachst das einkettige Zymogen pro-uPA von
Zellen mit migratorischen und invasiven Eigenschaften, wie z.B. Monozyten,
polymorphkernigen Leukozyten, Trophoblastzellen, Fibroblasten, Endothel- und
Tumorzellen, sezerniert [Vassalli, 1985, S.86; Andreasen, 1997, S.2; Stoppelli, 1986,
S.675; Weinmann, 2002, S.1355; Meo, 2004, S.282].

Pro-uPA besitzt eine ca. 700fach niedrigere Aktivitdt als das zweikettige uPA.
Serinproteasen (auch Plasmin), Metallo- und Cysteinproteasen (z.B. Cathepsin L), nerve
growth factor-y (NGF-y) und viele weitere katalysieren die Umsetzung von pro-uPA zu
aktivem uPA [Meo, 2004, S.282; Goretzki, 1992, S.117; Wolf, 1993, S.16330].

Anders als Plasmin ist uPA sehr substratspezifisch und setzt bevorzugt Plasminogen um.
Daneben sollte festgehalten werden, dass uPA und Plasmin zusétzlich die proteolytische
Aktivierung von Wachstumsfaktoren, wie z.B. SF (= scatter factor = HGF), MSP
(= macrophage stimulating protein), TGF-f und bFGF (= b-fibroblast growth factor),
involvieren. Der Blutplasmaspiegel liegt um die 10 bis 20 pM. Der grofite Teil von uPA ist
an PAI-1, seinem spezifischen Inhibitor, gebunden [Hundsdorfer, 2005, S.195;
Andreasen, 1997, S.3, 7; Vassalli, 1985, S.91; Fan, 1998, S.131].

uPAR: 1985 beschrieben Vassalli et al. sowie Stoppelli et al. erstmalig unabhangig
voneinander den uPA-Rezeptor auf der Zelloberflache von Monozyten und der
promyeloischen Leukamiezelllinie U937. Er bindet uPA und dessen Zymogen pro-uPA. In
typischer Lokalisation ist er an den jeweiligen Zelloberflachen der Zell-Substrat-
Kontaktstellen und der Zell-Zell-Grenzen anzufinden. Biochemisch stellt er ein
cysteinreiches, hochglykosyliertes Polypeptid dar, das durch einen
Glykosylphosphatidylinositol-(GPI)-Anker an die Zellwand gebunden ist und drei
Hauptdomanen aufweist. In Abhangigkeit von seinem Glykosylierungsgrad besitzt uPAR

ein heterogenes Molekulargewicht von 45 bis 60 kDa. Vollstandig deglykosyliert verliert
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der uPAR die Fahigkeit uPA zu binden. Daher erscheint die Glykosylierung fir die
funktionelle Aktivitdt des uPAR gegenuber uPA essentiell zu sein [Andreasen, 1997, S.5;
Roldan, 1990, S.472; Ploug 1991, S.1926, 1931; Vassalli, 1985, S.91; Stoppelli, 1985,
S.4943; Meo, 2004, S.282].

Die Bindung von pro-uPA und uPA an uPAR flihrt zu einer massiven Steigerung der
proteolytischen Aktivitat. Zum einen wird pro-uPA vermehrt zu uPA umgesetzt.
Hauptumsatzsubstrat aber stellt Plasminogen dar. Dieses wird zu Plasmin katalysiert,
somit kommt es zu einer effizienten und lokal konzentrierten Proteolyse. An uPAR
gebundenes uPA impliziert die Generierung von Plasmin an der Adhasionsseite der Zelle.
Die Bindung von uPA an uPAR induziert in einigen Zellen dartber hinaus, teils noch
ungeklarte, intrazellulare Signalkaskaden, mit z.B. Auswirkung auf die Migration von
Glattengefalmuskelzellen. Dies fihrt proteolytisch zur Degradation von Zell-Zell- und
Zell-ECM-Kontakten und damit zum Detachment der Zelle [Weinmann, 2002, S.1355;
Andreasen, 1997, S.8].

Zum anderen fungiert uPAR u.a. als Rezeptor fir Vitronectin (VN). Vitronectin ist ein
Glykoprotein des ECM und des Blutplasmas, das u.a. mit uPAR und PAI-1 Bindungen
eingeht. Bindet VN an uPAR, wird die Bindung von uPA an uPAR zuséatzlich gefordert. Bei
der Interaktion von uPAR mit Vitronectin konkurrieren uPAR und PAI-1 um dieselbe
Bindungsstelle an der Somatomedin-B-Doméane des Vitronectins. Somit kann die
Interaktion von Vitronectin mit Integrinen bzw. durch die uPAR/VN-Bindung vermittelte
zellulare Adhasion an das ECM modeliert werden. Zellgebunde Adhasionsmolekiile, wie
Integrine, besitzen die Fahigkeit, an ihre Liganden, wie z.B. Vitronectin, Kollagen,
Fibronectin und Fibrin, zu binden. Eine Bindung von uPAR an (1- oder B-2-Integrin
blockiert die integrin-vermittelte Zelladhasion an ECM-Komponenten, insbesondere an
Fibronectin. Dies zeigt eine direkte Verbindung zwischen dem Plasminogen-
aktivierungssystem und der integrin-vermittelten Adhasion und Migration von Zellen
[Stefansson, 1996, S.442; Waltz, 1994, S.14749; Binder, 2007, S.337; Graham, 1999,
S.617; Andreasen, 2000, S.28; Kanse, 1996, S.351].

Plasmin: Plasmin wird aus Plasminogen mit Hilfe katalytischer Umwandlung durch uPA
und tPA gespalten. Das Zymogen Plasminogen entsteht in der Leber als einkettiges
Polypeptid. Im Serum erreicht es physiologische Spiegel von ca. 2 uM, dies reprasentiert
ca. 60 % des im Organismus befindlichen Plasminogens. Die restlichen 40 % sind
extravaskular lokalisiert. Sein biologisch aktives Agens ist Plasmin. Diese Serinprotease
besitzt ein Molekulargewicht von ca. 90 kDa und besteht aus zwei Uber Disulfidbricken

verbundenen Polypeptidketten [Andreasen, 1997, S.2].
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Plasmin besitzt eine breite Substratspezifitdt und ist fahig viele ECM-Proteine, wie z.B.
Kollagen, Fibronectin, Vitronectin oder Fibrin zu spalten. Daneben aktiviert Plasmin u.a.
verschiedene MMP's oder Wachstumsfaktoren (z.B. HGF, IGF-1, TGF-B, FGF). Allesamt
potentiell Tumorprogressions férdernd. Seine physiologische Rolle erflllt Plasmin primar
wahrend der Gerinnungs- und Fibrinolyseprozesse. Uber verschiedene Aktivierungswege
der Gerinnungskaskade kommt es in gemeinsamer Endstrecke durch den
Prothrombinasekomplex aus aktivierten Faktor Xa und Faktor Va zur Aktivierung des
Gerinnungsfaktors Il (= Prothrombin). Dieser wird zu Thrombin umgewandelt. Thrombin
selbst katalysiert die Fibrinbildung. Damit ermdglicht es die Bildung und Vernetzung eines
Gerinnsels. An dieser Stelle kommt Plasmin zum Einsatz. Plasmin sorgt fiur die
Destabilisierung der Kombination von aggregierten Plattchen und geronnenem Blut und
wirkt als fibrinolytisches Enzym. Wahrend der Formierung des Thrombus wird
Plasminogen teils an Fibrin gebunden und bildet damit einen integrierten Teil des
Thrombus. Endothelzellen synthetisieren Plasminogenaktivatoren, so dass fibrin-
gebundenes wie freizirkulierendes Plasminogen zu Plasmin umgewandelt wird. An Fibrin
gebundenes Plasmin aktiviert ebenfalls Plasminogen. Indem Plasmin Fibrin abbaut,
kommt es zur Gerinnselauflésung bzw. Thrombolyse [Andreasen, 1997, S.2; Duffy, 2004,
S.542; Gottlieb, 2008, S.394, 396].

PAI-1: Innerhalb des PAS bleibt noch die Gruppe der Serpine zu charakterisieren.
Das Akronym ,Serpin“ steht fir Serinproteaseinhibitoren. Zu diesen zahlen PAI-1, PAI-2,
a-2-AP sowie weniger spezifische wie Proteinase Nexin-1 (PN-1) oder Protein-C-Inhibitor
(PCI). Allen gemeinsam sind spezielle Peptidstrukturdomanen, die als Pseudosubstrat flr
einige Serinproteasen fungieren. So inaktivieren Serpine diese durch Bildung eines

stochiometrisch stabilen Komplexes [Andreasen, 1997, S.3].

PAI-1 ist ein glykosyliertes einkettiges Protein von ca. 52 kDa Molekulargewicht. PAI-1
hemmt beide Plasminogenaktivatoren, uPA und tPA, gleichermalRen. PAI-2 (50 kDa)
reagiert ebenfalls mit uPA und tPA, allerdings weniger prompt als PAI-1. PAI-2 kommt
auch als intrazellulare Form vor. Diese scheint Bedeutung bei Apoptoseprozessen zu
besitzen. Damit stellen PAI-1 und -2 die Hauptinhibitoren der Plasminogenaktivatoren dar.
Alpha-2-Antiplasmin hingegen hemmt Plasmin direkt. Es stellt die kurze Halbwertszeit von
Plasmin in Blut und Gewebe sicher und hat Bedeutung bei der Hemmung von

Invasionsprozessen [Andreasen, 2000, S.27, 28].

Physiologisch stellt der Plasminogenaktivatorinhibitor-1 (PAI-1) den Schllsselinhibitor
vieler Prozesse, wie Fibrinolyse, Proteolyse, Neovaskularisation, Gewebsremodelling und
-regeneration, Entzindung und Fibrose, dar. PAI-1 kann von Thrombozyten,

Gefallendothelzellen, glatten GefalBmyozyten und einigen anderen, nicht vaskularen
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Zelltypen, wie Hepatozyten, produziert werden. Dartber hinaus befindet sich PAI-1 in der
Extrazellularmatrix [Kruithof, 1986, S.11207; Kietzmann, 1999, S.4177].

PAI-1 inhibiert die proteolytische Aktivitat von uPA direkt. Seine Wirkung entfaltet PAI-1
durch Bindung sowohl an freies, als auch an uPA/uPAR-Komplex-gebundenes uPA. Die
Anbindung von PAI-1 an den uPA/uPAR-Komplex bewirkt via eines LDLR-Endozytose-
rezeptors (low-density lipoprotein receptor) zunachst die Internalisierung desselben. Der
nachste Schritt ist die intrazellulare Degradation von uPA wie PAI-1 und schlielich das
Recycling von uPAR an die Zelloberflache. Diese Sachverhalte konnten insbesondere an
VEGF-aktivierten Endothelzellen gezeigt werden. Die Internalisierung des uPA/UPAR/PAI-
1-Komplexes ist PAI-1 abhangig. Die Neuverteilung des uPAR auf der Zelloberflache
geschieht nicht zufallig, sondern fokussiert am fliihrenden Zellende. Die Internalisierung
und das Recycling von uPAR spielt also eine gewichtige Rolle in der VEGF-induzierten
Endothelzellmigration. [Binder, 2007, S.339] Bindet PAI-2 dagegen an einen uPA/uPAR-
Komplex, wird dieser nicht internalisiert. Der uPA wird stattdessen in zwei Teile gespalten
und dauerhaft inaktiviert [Andreasen, 2000, S.25; Weinmann, 2002, S.1355; Ragno, 1995,
S.518].

Wie Dbereits ausgefiihrt kontrolliert PAI-1 die proteolytische Aktivitat des
Plasminogenaktivierungssystems und beeinflusst Zellmigrations- und Tumorzell-
ablésungsprozesse. Der uPAR kann z.B. nach erfolgter Endozytose und intrazellularem
Recycling an einer anderen als der Internalisierungsstelle wieder an die Zelloberflache
gebracht werden, und es kommt so zu einer Fokussierung der proteolytischen Aktivitat an
bestimmter Lokalisation (s.0.) [Meo, 2004, S.202; Ragno, 1995, S.518]. Damit spielt
PAI-1 eine bedeutende Rolle bei der Adhasion und Motilitdt von Zellen. Seine Wirkung ist
aber lokalisationsabhangig. Am fihrenden Zellende wirkt seine inhibitorische Fahigkeit auf
die Ausbildung von VN/Integrin- und VN/uPAR-Bindungen anti-migratorisch. Die direkte
Hemmung der Plasmin-Bildung an der Kontaktoberflache der Zelle durch PAI-1 wirkt
ebenfalls anti-migratorisch. Pro-migratorisch wirkt PAI-1 am fihrenden Zellende durch den
Schutz von VN vor uPA-vermittelter Degradation sowie durch die Stimulation der
Endozytose des uPAR/uPA/PAI-1-Komplexes [Andreasen, 1997, S.8]. So kommt es zur
Lésung der uPA/uPAR-vermittelten Bindung und damit zur Hemmung von Zelladhasion
und zu Zellmigration [Stahl, 1997, S. 120; Sugiura, 1999, S.1327; Deng, 1996, S.1570;
Bajou, 2001, S.778].

Perizellular lokalisiertes, an Vitronectin gebundenes PAI-1 schitzt selektiv den
Zellverband bzw. das ECM und damit auch Vitronectin selbst vor Degradation. Diese
Wirkung ist unabhangig von der Hemmwirkung auf die enzymatische uPA-Aktivitat. Im

Gegenzug ermdglicht Vitronectin durch Komplexbildung mit PAI-1 diesem eine zwei- bis
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vierfach erhohte Plasmahalbwertszeit, die ungebunden zwischen 10 und 90 Minuten liegt.
Die inhibitorische Aktivitat von PAI-1 wird durch Bindung an das ECM-Protein Vitronectin,
einem fur den normalen Gewebsumbau, wie fir den von Tumoren, bedeutsamen
Zelladhasionsglykoprotein, stabilisiert. [Minor, 2002, S.10337; Deng, 1996, S.1570;
Ciambrone, 1990, S.2191; Sprague, 2006, S.283, 289].

Es gilt festzuhalten, dass die Wahrung einer bestimmten ECM-Integritat eine essentielle
Anforderung an die kapillare Morphogenese darstellt. Indem PAI-1 das Stroma vor den
exzessiven proteolytischen Prozessen der Endothelinvasion schitzt, ermdglicht es die

Balance der uPA- vermittelten perizellularen Proteolyse zu halten [Bajou, 2001,S.783].

Die PAI-1-Funktionen sind dosisabhangig. In physiologischen, nanomolaren Konzentra-
tionen besitzt es mehr Potenz Proteolyseprozesse zu kontrollieren als Zelladhasion zu
moderieren. Dies korrespondiert mit einer pro-angiogenetischen Wirkungskomponente. In
héheren, mikromolaren Konzentrationen wirkt PAI-1 anti-angiogenetisch [Devy, 2002,
S.112; Sprague, 2006, S.289]. Pro-angiogenetisch wirkt es vermutlich durch Vorbeugung
der Bildung des Angiogenese-Inhibitors Angiostatin. Somit Gbernimmt es Funktionen in
den Prozessen der Neoangiogenese und des Tumorwachstums [Bajou, 2001, S.782].
Zuletzt wird ein direkter anti-apoptotischer Effekt von PAI-1 auf Tumor- und Normalzellen
beschrieben [Kwaan, 2000, S.1707; Sprague, 2006, S.289].

Aufgrund des komplexen und teils noch unverstandenen Zusammenspiels von PAI-1 und
den ubrigen Bestandteilen des PAS bleibt festzuhalten, dass die tatsachliche Wirkung von
PAI-1 von der Aktivitat bzw. von der Konzentration der beteiligten PAS-Komponenten und

ihrer rdumlichen Zuordnung zueinander abhangt. (Wagener, 2010, S.310)

1.3  Strahlenbiologie und Radiotherapie

Das Therapiemanagement der Kopf-Hals-Malignome verlangt, wie oben bereits
dargestellt, eine besondere Multidisziplinaritat. Chirurgie bietet den aussichtsreichsten
kurativen Therapieansatz. Chemo- und insbesondere Strahlentherapie sind erganzende
und alternative Ansatze zur Behandlung. Etwa die Halfte aller Kopf-Hals-Tumore werden
von Strahlentherapeuten behandelt [Chin, 2005, S.789; Baker, 1986, S.440].

Die Effektivitat und Strahlenempfindlichkeit von Tumoren wird hauptsachlich durch die
vier ,Rs" der klassischen Strahlenbiologie bestimmt: ,repair, repopulation, reoxygenation
and redistribution of cells in the cell cycle [...].“ [Molls, 1998, S.1]. Zudem weil} man um
die Zell-Zyklus-Abhangigkeit des letalen Schwellenwerts von Gamma-Strahlung. So sind

z.B. Zellen in spater S-Phase weit weniger strahlensensibel als Zellen in der G2-M-Phase

32



des Zellzyklus [Katoh, 1995, S.5691]. Neben angeborener Zellsensitivitat, Zellkinetik und
Mikromilieu-Faktoren (pH, etc.) gilt v.a. der Oxigenierungsstatus bzw. die Tumorhypoxie
als bedeutendster unter den multifaktoriellen Ursachen gesteigerter Therapieresistenz von
Tumoren.

Bereits 1953 veréffentlichen Gray et al. ihre Erkenntnisse zur im Gewebe zum Zeitpunkt
der Bestrahlung gelésten Sauerstoffkonzentration als ein wesentlicher Faktor in der
Strahlentherapie. Die Strahlenempfindlichkeit sinkt demnach deutlich, sollte in Tumoren
der Oo-Partialdruck unter 25 bis 30 mmHg sinken. Molekularer Sauerstoff kann einer
DNS-Reparatur vorbeugen. Aufgrund dieses “oxygen-enhancement” genannten Effektes
ist die Strahlendosis zum Erreichen des gleichen biologischen Effektes in O,-Abwesenheit
2,8 bis 3mal héher als in Normoxie. So ist das Auftreten von Tumorhypoxie seit Jahren als
Problem speziell fir die Wirksamkeit der Strahlentherapie erkannt (Abb.7) [Gray, 1953,
S.638; Vaupel, 1989, S.6454; Vaupel, 2004, S.203; Vaupel, 1998, S.63; Hockel, 2001,
S.266; Feldmann, 1998, S.47; Chaplin, 1998, S.135].
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Abb .7 hypoxie- vermittelte Mechanismen enaorhener Therapieresistenz
(modifiziert nach Yaupel, 2004, 5.204)

Es liegen Beweise vor, dass hypoxie-induzierte Proteom- und Genomveranderungen
ebenfalls einen Einfluss auf Strahlenresistenz haben kénnen, indem sie die Spiegel von

Hitzeschockproteinen oder die Zellzahl derjenigen selektierten Zellklone in einem Tumor
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mit verminderter Apoptosefahigkeit bzw. gesteigertem Proliferationspotential erhéhen.

Beides wird mit hdherer Strahlenresistenz in Verbindung gebracht [Hockel, 2001, S.266].

Weniger oxigeniertes Gewebe erweist sich als weniger strahlenempfindlich. Der
Oxigenierungsstatus hangt wiederum u.a. von der Vaskularisation, d.h. indirekt von der
Durchblutung des Zielgewebes ab. Und interessanterweise sind Tumore mit gesteigerter
Angiogenese ebenfalls weniger strahlenempfindlich. Man koénnte in diesem
Zusammenhang annehmen, dass bei gesteigerter Angiogenese die Durchblutung
verbessert sein sollte. Dem ist nicht so (siehe Kapitel 1.1.3.1). Zudem hangt die erhdhte
Strahlenresistenz eventuell mit einem direkten anti-apoptotischen Effekt von
Angiogenesefaktoren, wie VEGF, zusammen. So stellten Smith et al. die Theorie auf,
dass VEGF-Proteinlevel als Marker flr hypoxische Radioresistenz dienen kdnnten
[Manders, 2003, S.6363; Koukourakis, 2000, S.551; Katoh, 1995, S.5691; Smith, 2000,
S.2051].

Anamie per se bewirkt relative Hypoxie und steht deshalb mit erhéhter Strahlenresistenz
in Zusammenhang. Kohlenmonoxid bedingte Tumorhypoxie bei Rauchern resultiert
ebenfalls in einem schlechteren Bestrahlungsresponse. Deshalb sollte man rauchende
Patienten motivieren, zumindest flr die Zeit der Bestrahlung das Rauchen einzustellen.
Starke Raucher mit SCCHN zeigen einem signifikant schlechteren Therapieerfolg nach
primarer Radiotherapie und ein deutlich erhdhtes Risiko fiir die Entstehung neuer bzw.
weiterer Tumore [Grau, 1998, S.106 ff.; Siemann, 1998, S.211].

Hockel et al. fragten 1998 schliellich sinngemalt: Warum haben hypoxische Karzinome
ein schlechteres Outcome? Stellt die Hypoxie nur einen Marker fur den héher malignen
Phanotyp dar? Oder ist es die Hypoxie per se, die direkt Einfluss auf die klinische
Aggressivitat maligner Tumoren nimmt? Fur Letzteres sprechen drei Umstande [Hockel,
1998, S.77]:

1.) Der Radiosensitivitatseffekt von molekularem Sauerstoff auf die Photon-Bestrahlung

dirfte in Tumoren mit niedrigen pO,-Level erniedrigt sein.

2.) In hypoxischem Milieu kdnnten Tumorzellen ebenso wie normale Zellen auf Zellstress
mit Ausschudttung von ,oxygen-regulated proteins® antworten. Einige davon, darunter p53
oder VEGF, beeinflussen die Aggressivitat in Zeiten maligner Progression ebenso wie in

Zeiten vermindertem Response wahrend der Behandlung.

3.) Hypoxie steigert direkt die genetische Instabilitdt und Heterogenitat. Dies kdénnte zur

Evolution von metastatischen und resistenten Tumorzellvarianten fiihren.

34



2 Material und Methoden

2.1 Materialverzeichnis

Materialien bzw. Reagenzien

Hersteller

96-Well-Mikrotiterplatte: Nunc FO6
Microwell™

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

Bio Tek EL808: Spektralphotometer

Bio Tek Instruments GmbH;
Bad Friedrichshall, Deutschland

Cat. # ECM600  (uPA-Aktivitat) Chemicon International Inc.;

Temecula, USA
ELISA-Kits:
IMUBIND® ELISA # 894 (uPA) American Diagnostica Inc.; Stamford, USA
IMUBIND® ELISA # 821 (PAI-1) American Diagnostica Inc.; Stamford, USA
BCA™ Kit Protein Assay Kit  (Protein) Pierce Biotechnology Inc.; Rockford, USA
Quantikine® Cat. # DVEOO  (VEGF) R&D Systems; Minneapolis, USA

Inkubator, BB 6060 CuO,

Heraeus Thermo Scientific;
Hanau, Deutschland

Lamin Air LB48L

Laminarflow Werkbank von Heraeus;
Deutschland

Losungen, Medien, Puffer:
DMEM

DMSO, PBS, TBS, TBST, Triton X-100,
Tris-Puffer

FCS

PSN Antibiotic Mixture, Trypsin

NaCl 0,9 %, Tween 20

Gibco BRL Life Technologies GmbH;
Karlsruhe, Deutschland

Sigma Aldrich Chemie GmbH;
Steinheim, Deutschland

Biochrom AG; Berlin, Deutschland
Invitrogen; Karlsruhe, Deutschland
Merck Schuchardt OHG;
Hohenbrunn, Deutschland

pH-Meter MP 220

Mettler Toledo AG;
Schwarzenbach, Schweiz

Slide-a-lyze Dialysis Cassette

Pierce Biotechnology Inc.; USA

SPSS

IBM Company; Chicago, USA

Stereomikroskop Stemi 2000-C mit
Kaltlichtquelle KL 1500 LCD

Carl Zeiss GmbH; Géttingen, Deutschland
Schott AG; Mainz, Deutschland

Zellkulturmaterial:
Biohit Proline 50 Mehrkanalpipette (300ul)

Eppendorf Research Pipette (1ul, 2,5ul,
10ul, 100ul, 1000ul), Multipette plus,
T.I.P.S. Standard Pipettenspitzen (0,5-20ul,
20-300ul, 50-1000uI), Combitips (0,1ml,
1ml, 10ml), Safe-Lock Tubes (1,5 /2ml),
Standard Reaktionsgefaly 3810X (1,5ml)
Falcon Glaspipette Serological Pipet (1ml,
2ml, 5ml, 20ml, 50ml), BlueMax conical
tube (50ml)

Petrischalen, Einmal-Scraper,
Zellkulturflaschen (T 75)

Sarstedt Pipettenspitzen (200pl)

TPP Zentrifugenréhrchen konisch (15ml)

Biohit Deutschland GmbH;
Rosbach v.d. Héhe, Deutschland
Eppendorf Zentrale; Hamburg, Deutschland

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

Biochrom AG:; Berlin, Deutschland
Sarstedt AG & Co.;

NUmbrecht, Deutschland
TPP AG; Trasadingen, Schweiz
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Zentrifuge Heraeus Fresco 17 Thermo Fisher Scientific Inc.;
Waltham, USA

Zentrifuge Mikro 22 R Andreas Hettich GmbH & Co. KG;
Tuttlingen, Deutschland

Z2 Coulter Counter Beckman Coulter Inc.; Hialeah, USA

2.2 Tumorzelllinien und Tumormodell

Diese Arbeit ist Teil eines multiinstitutionellen DFG-geférderten Projektes (PAK 124,
AD 132/3-2) vier verschiedener deutscher Hochschulen (Minchen, Dresden, Mainz und
Wirzburg). Insgesamt wurden zehn etablierte humane Plattenepithelzellkarzinome des
Kopfs und des Halses fir in vivo und in vitro Experimente verwendet. Die vorliegende
Arbeit untersuchte in vitro die folgenden vier Zelllinien: XF354, SAS, CAL33 und HSC4.

SAS und HSC4 leiten sich von primaren Plattenepithelzellkarzinomen der Zunge ab
(Japan Health Siences Foundation, Health Sience Research Resources Bank). CAL33
wurden ebenfalls aus einem Zungenkarzinom hergestellt (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH). XF354 stammen hingegen von einer
Lymphknotenmetastase eines primaren Mundbodenkarzinoms (Deutsches
Krebsforschungszentrum). Alle Zelllinien sind histologisch wie tumorbiologisch den
,squamous cell carcinoma of the head and neck® (SCCHN) zuzuordnen (Tab.2)
[Yaromina, 2006, S.123; Yaromina, 2007, S.305].

Im Rahmen des multiinstitutionellen Studienprojektes wurden die Tumoren in vivo auf
unterschiedliche Strahlenresistenz untersucht. Nach Transplantation wurden die Tumoren
fraktioniert bestrahlt. Als funktioneller Endpunkt der Bestrahlungsresistenz wurde die
lokale Tumorkontrolle 120 Tage nach Radiatio bestimmt. Die ,tumor control dose-50*
(TCDso) beschreibt dabei diejenige Strahlendosis, die bendtigt wird, um 50 % des Tumors
lokal zu kontrollieren. Die vier hier verwendeten Tumorzelllinien XF354, SAS, CAL33 und

HSC4 wiesen die in Tabelle 2 ersichtlichen unterschiedliche Strahlenresistenzen auf.

Zelllinie XF354 SAS CAL33 HSC4
Zellart LK-Metastase Primartumor Primartumor Primartumor
Lokalisation Mundboden Zunge Zunge Zunge
Grading G1 G3 - -

TCDs, [Gy] 47 .4 126,7 105,2 82,9

Tab.2: Tumorcharakteristika (modifiziert nach Yaromina, 2006 und 2007)
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2.3  Zellkultur und Hypoxie-Inkubation

Die Zelllinien wurden in Standard ,Dulbecco’s modified Eagle’s medium® (DMEM)
kultiviert. Bestandteile dieses Nahrmediums waren u.a. 10 % FCS (fetal calf serum),
4.500 mg/l D-Glukose, 1 % nicht essentielle Aminosduren und eine 1 prozentige
antibiotische Lésung aus Penizillin und Streptomycin mit einer Konzentration von je
0,05 mg/ml sowie 1 mg/ml Neomycin (PSN). Samtliche an den Zellen durchgefiihrte
Arbeitsschritte erfolgten unter der Sterilwerkbank LaminAir LB48L.

Inkubiert wurden die Zellen in einem angefeuchtetem Brutschrank (Inkubator) unter
konstanten Standardbedingungen (Normoxie) bei einer Temperatur von 37°C, in einem
Luftgemisch von 95 % Raumluft (ca. 21 % O,-haltig) und 5 % CO,. In der Subkultivierung
war die Passagierung der konfluenten Zellen alle drei Tage notwendig, um eine mdgliche
Wachstumshemmung durch Zell-Zellkontakt untereinander zu verhindern. Zur Analyse

wurden Zellen der Passage 6 bis 23 verwendet.

Zellen auftauen, ausséen, kultivieren:

1. Zellen aus -80°C Eisfach nehmen und in 37°C Wasserbad vorsichtig
auftauen.

2 ml DMEM mit einer 5 ml Pipette langsam auf die Zellen geben,
vorsichtig durchmischen und in ein 10 ml Tube geben.

Langsam 8 ml DMEM zugeben.

3 min bei 3000 rpm zentrifugieren.

DMEM abpipettieren.

Rest in 10 ml frisches DMEM resuspendieren.

In eine Zellkulturflasche (T 75) pipettieren.

10 ml frisches Medium zugeben.

. In den 37°C Inkubator stellen.

Subkultivierung

10. DMEM abpipettieren.

11. Den Zellrasen 2x mit PBS (phosphate buffered saline) waschen.

12.  Abldsung der Zellen mit 1,5 ml Trypsin (Einwirkzeit bei Raumtemperatur:
10-15 min).

13. Zugabe von 3 ml DMEM.

14. Resuspension der geldsten Zellen.

15. Aussaat mit zelllinienspezifischer Ausgangskonzentration in frische Zell-
kulturflaschen (T 75) mit 20 mlI DMEM.

A
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Nach Kultivierung der Zellen in Kulturflaschen wurden diese auf 10-Zentimeter-Platten bei
tumorzelllinienspezifischer Ausgangskonzentration ausgesat, so dass sie nach
durchschnittlich 72 Stunden Inkubation eine 80 prozentige Konfluenz erreicht hatten.
AnschlieRend wurden die Schalen mit Phosphatpufferlosung (PBS) gewaschen, das
Zellmedium gewechselt (cave: flr die uPA-Aktivitdtsassays wurde ab hier serumfreies

Medium verwendet!) und die Platten entweder unter Hypoxie gesetzt und 24 Stunden
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inkubiert oder direkt unter Standardbedingungen fir weitere 24 Stunden zurlick in den

Inkubator gestellt.

Die Zellen wurden in milde hypoxische Umgebungsbedingungen gebracht, indem die
Platten bei 37°C in luftdichten Aluminium-Kammern inkubiert wurden. Erreicht wurden
diese Hypoxiebedingungen mittels einer 2006 bei Sprague et al. beschriebenen
Vorrichtung. In einem System aus luftdichten Aluminiumzylindern, Luftschlauchen,
Barometern, einer Vakuumpumpe und einer Gasflasche konnte durch wechselzeitige
Evakuation (-0,3 bar) und Insufflation eines Luftgemischs aus 95 % Stickstoff (N;) und 5 %
Kohlendioxid (CO,) bis zu einem Druck von +1,3 bar in der Aluminiumkammer alle zwei
Minuten, 11 Zyklen lang, der Sauerstoff durch das N,/CO,-Gemischs ersetzt werden, so
dass nach 22 Minuten ein durchschnittlicher Sauerstoffgehalt im Medium von ca. 0,66 %
erreicht wurde. Dies entspricht in etwa dem Mikromilieu in hypoxischen Arealen von
SCCHN. Nach 24 Stunden Normoxie bzw. Hypoxie wurde der Uberstand, um den
Zellschutt zu entfernen, zentrifugiert und fir weitere Analysen bei -20°C aufbewahrt
[Sprague, 2006, S.284].

Erzeugen des Hypoxie-Mikromilieus:

1. luftdichte Aluminiumzylinder (Jigs) in 37°C Wasser-/Bewegungsbad
warmen (ca. 20 min).

2. PBS-Waschung und Mediumwechsel der entsprechenden Zellkultur-

schalen (cave: Zymografie und uPA-Messung mit FCS-freiem Medium!).

Petrischalen in Aluminiumzylinder stellen, Jigs verschliel3en und zurtick

ins Wasser-/Bewegungsbad geben.

Luftschlauche an N,/CO,-Druckluftflasche anschliel3en.

Evakuation bis Erreichen von -0,3 bar Unterdruck.

N,/CO, Insufflation bis Erreichen von +1,3 bar Uberdruck.

Schritte 5 und 6 alle 2 min, 11 Zyklen wiederholen (22 min).

Ventil der Aluminiumkammer schlieRen (Barometer +1,3 bar).

Aluminiumzylinder fur entsprechende Brutdauer in Inkubator stellen.

w
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2.4 Proteinmengen, ELISAs und uPA-Aktivitatsassays

Die Bestimmung der Gesamtproteinmenge, der VEGF- und PAS-Konzentrationen sowie
der uPA-Aktivitat setzte die Gewinnung von Uberstéanden und Zelllysaten aus den Proben
voraus. Die anschlieBende Antigenbestimmung erfolgte mit Hilfe kommerzieller
ELISA-Kits. ,Enzyme-linked immunosorbent assays® (ELISA) beruhen auf dem
sogenannten Sandwich-Prinzip. Ein spezifischer Antikérper wird in den Vertiefungen einer
Mikrotiterplatte fest gebunden. Dieser spezifische Antikorper ist wiederum in der Lage,
das gesuchte Antigen aus der zu untersuchenden Probe zu erkennen und zu binden. Alle
nicht gebundenen Substanzen werden anschlieRend abgewaschen. Ein zweiter,
spezifischer Antikdrper wird zugegeben. Nach der Substratzugabe wird die

Farbentwicklung des gespaltenen Substrates in einem ELISA-Reader
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(Spektralphotometer) gemessen und mittels einer Eichkurve in entsprechende

Antigenkonzentrationen umgerechnet.

Die Uberstdnde der einzelnen Proben wurden in 15 ml Falcon Tubes abpippetiert.
AnschlieRend wurde bei 10.000 rpm und 4°C in der Zentrifuge fur 10 Minuten der
Zellschrott abzentrifugiert. Ohne das Sediment erneut aufzuwihlen wurden 10 ml
zellfreien Uberstands zur Weiterverarbeitung bei -20°C eingefroren. Aus den selben
Platten wurden Zelllysate extrahiert. Hierzu wurde 1 ml eiskalter Lyse-Puffer auf den
Zellrasen gegeben. Mechanisch wurden die Zellen mit Einmal-Scrapern vom Boden der
Schalen gel6st. Die so entstandene Zellsuspension wurde, um alle Zellen zu lysieren, in
einem Eppendorf-Tube Uber 24 Stunden bei 4°C rotiert. Schliellich wurde der Zelldetritus
bei 4°C fir 10 Minuten mit 10.000 rpm abzentrifugiert. Die Lysate wurden dann in

Kryotubes bei -80°C fir weitere Tests aufbewahrt.

Protein-ELISA: Die Gesamtproteinmengen wurden gemafl Herstellerangaben mit Hilfe
des BCA™ Kit aus den Lysatproben ermittelt. Jeder Messung wurde zunichst eine
standardisierte Verdunnungsreihe zur Erstellung einer Eichkurve vorangestellt. Die

Proteinbestimmungen erfolgten bei einer Wellenlange des Lichts von 550 nm.

VEGF-ELISA: Die VEGF-Konzentrationen wurden in den Tumorlysaten mit Hilfe des
humanen VEGF ELISA-Kits Quantikine® Cat # DVEOO gemal der Herstelleranleitung bei

450nm gemessen.

In Kirze: 50 pl Aliquots der Proben zusammen mit 200 pl TBST (tris buffered saline +
Tween 20) ELISA-Puffer wurden auf eine 96-Well-Mikrotiterplatte aufgebracht und zwei
Stunden bei Raumtemperatur inkubiert, um mit dem monoklonalen Antikérper gegen
rekombinantes VEGF gebunden zu werden. Nach erster Waschung wurde ein
polyklonaler Antikérper zugegeben und nach erneuter Inkubation und Waschung die
Substratlésung des Kits zugefligt. Die Farbreaktion wurde im ELISA Reader bei 450 nm

gemessen.

uPA und PAI-1-ELISA: Die kommerziell verfugbaren Kits der Firma American Diagnostica
Inc. wurden verwendet, um die Konzentrationen von humanen PAI-1 (Imubind® Nr. 821)
und uPA (Imubind® Nr. 894) zu bestimmen. Hierbei werden sowohl die aktiven, die

inaktiven als auch die komplexgebundenen Formen von PAI-1 oder uPA registriert.

In Kirze: Die Proben wurden mit einem monoklonalen Antikérper gegen uPA bzw. PAI-1
markiert. Nach Spllung wurde der spezifische Antikdrper jedem Protein zugegeben. An
Streptavidin gebundene Peroxidase mit — wie oben — Tetramethylbenzidine als Substrat
erzeugt die messbare Farbreaktion. PAI-1 und uPA wurden im Spektrometer quantitativ

bei einer Absorption von 450nm gemessen.
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ELISA -Protein Isolierung:

d 0: 150.000 Zellen/ml aussaen.
d 3: Mediumwechsel und begasen (s.o0.).
d 4: Aluminiumkammern 6ffnen und Protein isolieren:
1. 900 pl Uberstand in Eppi pipettieren und Zellen 2x mit PBS waschen.
2. Uberstand 10 min bei 10.000 rpm, 4°C zentrifugieren, in ein frisches
Eppendorfgefall (Eppi) geben und bei -20°C einfrieren.
3. 900 pl eiskaltes TBST-Puffer (100 ml TBS + 500 ul Tween 20 + 100 pl
Triton X-100) auf die Zellen geben, abkratzen und in ein frisches kaltes
Eppi pipettieren.
4, Eppi mit Lysat 24 h bei 4°C rotieren.
5. Eppi 10 min bei 10.000 rpm, 4°C zentrifugieren.
6. Lysat-Uberstand in ein frisches Eppi geben und ebenfalls bei -20°C
einfrieren.

uPA-Aktivitat: FUr den uPA-Aktivitatsassay wurde das normale Wachstumsmedium durch
serumfreies Medium direkt vor der normoxischen bzw. hypoxischen Inkubation ersetzt.
Nach 24 Stunden in Normoxie bzw. Hypoxie wurde der zellfreie Uberstand abpipettiert.
Um uPA-Konzentrationen im messbaren Bereich zu erhalten wurden die Proben mit Hilfe

einer Slide-A-Lyzer Dialysis Cassette konzentriert.

Um die Unterschiede der Ausgangszellzahl in jedem Wachstumsschalchen zu
kompensieren, wurden die Konzentrationen aus den ELISA Bestimmungen in
[ng/mg Protein] angegeben. Die uPA-Aktivitat in den einzelnen Uberstdnden wurde
gemessen, in dem ein kommerziell verfugbares kolorimetrisches uPA-activity Kit
(Cat. # ECM600) gemal Herstelleranweisung verwendet wurde. 40 pl bis 160 pl
Tumorlysat oder 60 ul Konzentrat aus 30 ml Uberstand wurden auf eine einzige
96-Well-Platte gegeben. Die Konzentration der uPA-Aktivitat wurde in Units pro

Milligramm Protein [Units/mg Protein] angegeben.

uPA-Aktivitatsmessung — Proteinisolierung:

d 0: 150.000 Zellen/ml aussaen.

d3: 2x 10 ml PBS-Waschung; Medium wechseln mit serumfreiem Medium
begasen (s.0.).

d 4: Aluminiumzylinder 6ffnen und Protein isolieren:

1. 900 pl Uberstand (5 ml mit ,slide-a-lyze“ konzentrieren) in Eppi
pipettieren und Zellen 2x mit PBS waschen.

2. Uberstand 10 min bei 10.000 rpm, 4°C zentrifugieren, in ein frisches
Eppi geben und bei -20°C einfrieren.

3. 900 pl eiskaltes Lyse-Puffer (5 ml 0,1 M Tris-HCI, pH 8,1 + 0,4 % Triton
X-100, 200 pl auf 50 ml (H,O) auf die Zellen geben, abkratzen und in ein
frisches kaltes Eppi pipettieren.

4. Eppi mit Lysat 24 h bei 4°C rotieren lassen.

5. Eppi 10 min bei 10.000 rpm, 4°C zentrifugieren.

6. Lysat-Uberstand in ein frisches Eppi geben und ebenfalls bei -20°C
einfrieren.
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2.5 Untersuchung der Koloniebildungsfahigkeit

Zur Bestimmung der jeweiligen Koloniebildungsfahigkeit wurden die einzelnen
Tumorzelllinien flr 24 Stunden entweder unter Normoxie oder Hypoxie gesetzt und nach
Anlegen einer Verdlnnungsreihe (z.B. 1000 - 750 - 500 - 250 Zellen/ml) in 6-Well-Platten
ausgesat und bebritet. Zum Zeitpunkt der Entstehung von ca. 50 zellgroften Kolonien
wurde das Wachstum gestoppt. AnschlieBend wurden die Kolonien mit -20°C kaltem
Methanol fixiert und mit 0,1 prozentiger Crystal Violet Lésung angefarbt. Nach dem
Trocknen der gefarbten Platten wurde die Anzahl der Kolonien unter dem

Stereomikroskop gezahlt.

Zum einen konnte nun die Plattierungseffizienz (PE), zum anderen die Uberlebensfraktion
(UF) errechnet werden. Die PE berechnet sich als Quotient aus Anzahl der gebildeten
Kolonien mit einer Zellzahl gréBer 50 durch die ausgesate Zellzahl multipliziert mit 100 %.
Mit der UF werden die PE unter Hypoxie ins Verhaltnis zu den PE unter Normoxie gesetzt,
sie stellt den Hypoxie-Normoxie-Quotienten der PE dar. Insgesamt wurde somit die
Fahigkeit der einzelnen Tumorzelllinien einen geschlossenen Zellverband zu bilden unter

norm- und hypoxischen Bedingungen verglichen und charakterisiert.

Plattierungseffizienz

d 0: 100.000 Zellen/ml in 10 cm Schalen aussaen.
d 3: Medium wechseln und Schalen begasen (s.o0.).
d 4: Aluminiumkammer 6ffnen:
- 2x mit PBS waschen.
- Trypsinieren (8 min) und zahlen.
- Verdiinnungsreihe anlegen: 10 ml fir 3 Ansatze je 3 ml.
- 3 ml pro Well in 3 Wells einer 6-Well-Platte aussaen und inkubieren.
d 7-10: Bei Koloniegréfen von ca. 50 Zellen - Farbung:
- Absaugen des Mediums.
- 2x mit PBS spllen (ca. 2 ml).
- 5 min mit Methanol (-20°C; 1,5 ml) fixieren.
- 2 min mit 0,1% Crystal Violet Farbeldsung farben.
- mit Wasser abspulen und trocknen.
Unter einem Mikroskop (Vergréf3erung 10fach) zahlen.

Plattierungseffizienz (PE) [Kolonienzahl / Zellzahl ausgesét] x 100 %

Uberlebensfraktion (UF) PE Hypoxie / PE Normoxie
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2.6 pH-Wert Messung

Als weiteren Aspekt der vergleichenden Untersuchungen wurden vor der jeweiligen
Weiterverwendung der Zellproben im Mediumuberstand der Wachstumsschalchen mit
Hilfe eines pH-Meters der pH-Wert in normoxischem wie hypoxischem Material gemessen

und fir weitere Auswertungen dokumentiert.

2.7 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit Hilfe des statistischen Pakets fir
Sozialwissenschaften (statistical package of social science, SPSS, Chicago, IL, USA)
vorgenommen. Die Ergebnisse der VEGF-, PAI-1-, uPA- und uPA-Aktivitatslevel sind als
Mittelwert mit dem entsprechenden SEM (standard error of the mean) angegeben. Der
Pearson Koeffizient der Korrelation [rf] und die lineare Regressionsanalyse [R?]
wurden dazu benutzt, die Beziehungen zwischen VEGF, PAI-1, uPA und
uPA-Aktivitat aufzudecken. Der Students t-Test wurde in Abhangigkeit des Levene-Tests
verwendet, um die Unterschiede zwischen normoxischen und hypoxischen VEGF, PAI-1,
uPA und uPA-Aktivitatslevel bezlglich ihrer Signifikanz zu beurteilen. p-Werte < 0,05

wurden als statistisch signifikant angesehen.

Signifikanzniveau:

*p < 0,05
**p < 0,01

*p < 0,001
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3 Ergebnisse

3.1 Einfluss von Hypoxie auf die Koloniebildungsfahigkeit, die

Gesamtproteinkonzentration und das Mikromilieu

Um den Effekt von Hypoxie auf die Tumorzellinien zu testen, wurde deren
Koloniebildungsfahigkeit untersucht. In Abbildung 8a sind die gemittelten Plattierungs-
effizienzen (PE) der normoxischen und der hypoxischen Proben fur die vier untersuchten
Zelllinien in Prozent gegenubergestellt. In drei von vier Tumoren ist eine Reduktion der
Koloniebildungsfahigkeit nach Hypoxie erkennbar. CAL33-Tumoren wiesen mit einer
Uberlebensfraktion (UF) von 0,19 die ausgepragteste Reduktion der Bildung eines soliden
Zellverbandes auf. Auch die XF354-Tumoren organisierten sich wesentlich schlechter in
Kolonien mit einem Hypoxie/Normoxie-Quotienten (H/N-Ratio oder UF) von 0,43. Bei den
Proben von HSC4 war der Unterschied geringer, wenn auch mit einer H/N-Ratio von 0,46
immer noch deutlich ausgepragt. Nur die SAS-Zellverbande wiesen eine schwach
gegenlaufige Tendenz auf. Mit einer UF von 1,08 zeigten die Zellen in Hypoxie eine

minimal gréRere Koloniebildungsfahigkeit als in vermeintlich lebensfreundlicher Normoxie.
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® Hypoxie 1,54 5,80 2,39 4,07

Abb.8a: Plattierungseffizienzen (PE) in % mit entsprechenden Uberlebensfraktionen. (UF: Werte tiber den Balken)

Die Untersuchung der sezernierten Gesamtproteinmengen zeigte Uber alle
Tumorzelllinien hinweg eine deutliche Abnahme der Proteinbiosynthese in hypoxischen
Umgebungsbedingungen. HSC4 produzierten sowohl in Normoxie als auch in Hypoxie die
gréten Proteinmengen. In absteigender Reihe folgten CAL33, SAS und XF354 (Abb.8b).

Unter hypoxischen Bedingungen war erwartungsgemaly die Proteinsynthese in allen
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Proben reduziert. Am geringsten fiel der Abfall bei XF354 (H/N-Ratio: 0,93) aus. HSC4
(H/N-Ratio: 0,78), SAS (H/N-Ratio: 0,72) und CAL33 (H/N-Ratio: 0,67) konnten ihre
Syntheseleistung unter Hypoxie hingegen deutlich schlechter aufrechterhalten. Indirekt
kann dieser beobachtete Abfall auf die reduzierte Proliferation bzw. die erhdhte
Apoptoserate zurlickgefuihrt werden. Entsprechend ist die quantitative Angabe der
weiteren untersuchten Proteine (UPA, PAI-1, VEGF) nur in Relation zur ausgeschitteten

Gesamtproteinmenge als [ng/mg Protein]-Einheit sinnvoll.

2500 ~
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- Gesamtproteinmenge (ug/ml) -
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1500 ~
1000 -
500 -
0
SAS

XF354 CAL33 HSC4
O Normoxie 959,60 1496,48 1733,79 1781,48
B Hypoxie 892,81 1072,99 1164,61 1381,11

Abb.8b: Ausgeschiittete Gesamtproteinmenge [Hg/ml] in Normoxie und Hypoxie Vergleichskulturen.
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Abb.8c: pH-Werte von XF354, SAS, CAL33 und HSC4 im Vergleich Normoxie vs. Hypoxie.
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Bei Analyse des Mikromilieus mittels der Uber alle Ausgangskonzentrationen gemittelten
pH-Werte konnte flr die Zelllinien XF354 und SAS eine signifikante Ansduerung unter
Sauerstoffmangelbedingungen aufgezeigt werden. HSC4 und CAL33 verhielten sich
vergleichbar und auch wenn sie die statistische Signifikanztestung verfehlten, so war ein
pH-Abfall doch messbar (Abb.8c).

3.2 VEGEF, PAI-1, uPA und uPA-Aktivitat der einzelnen Zelllinien

Da VEGF und PAI-1 Sekretionsproteine sind und PAI-1 mit aktiven uPA interagiert wurde
der Einfluss von Hypoxie auf die Sekretion von VEGF, PAI-1 und uPA sowie die
uPA-Aktivitatslevel ermittelt. Hierzu wurden die Zellen fir 24 Stunden entweder unter

normoxische (ca. 21 % O,) oder hypoxische (< 1 % O,) Zellkulturbedingungen gesetzt.

In den Abbildungen 9a-c sind die durchschnittichen VEGF-, PAI-1- und uPA-
Ausschittungen in den zellfreien Uberstanden der vier Zelllinien dargestellt. Wie bereits in
2.4 erlautert, wurden die Daten in [ng/mg Protein] angegeben, um die VerhaltnismaRigkeit

bei unterschiedlichen Bedingungen zu berlcksichtigen bzw. zu extrapolieren.
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XF354 SAS CAL33 HSC4
O Normoxie 18,16 11,61 15,84 19,95
W Hypoxie 2314 13,03 20,69 17,18

Abb.9a: durchschnittiche VEGF-Konzentration [ng/mg Protein] von XF354, SAS, CAL33 und HSCA4.

XF354-, SAS- und CAL33-Zellen wiesen unter hypoxischen Konditionen eine deutliche
Mehrsekretion von VEGF auf. Mit einem Hypoxie- zu Normoxie-Verhaltnis von 1,3 war der
Unterschied bei XF354 und CAL33 am ausgepragtesten. SAS zeigte ebenfalls einen
Anstieg der VEGF-Sekretion (1,1fach). Bei den Proben von HSC4 konnte hingegen eine
Verminderung der VEGF-Ausschiittung aufgedeckt werden (H/N-Ratio: 0,9). Die Daten
erreichten keine Signifikanz (Abb.9a; Tab.3).
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Abb.9b: durchschnittliche PAI-1-Konzentration [ng/mg Protein] von XF354, SAS, CAL33 und HSC4.

Bei den durchschnittlichen
und CAL33 — aber auch HSC4 - ahnlich. CAL33 konnte die PAI-1-Ausschittung
am starksten steigern, namlich 2,3fach. SAS folgte CAL33 mit einer H/N-Ratio von 1,7.

PAI-1-Konzentrationen verhielten sich die Linien SAS

Die HSC4-Tumoren wiesen immerhin noch eine Mehrsekretion mit dem Faktor 1,4 auf.

Fir XF354 konnte keine Sekretionssteigerung gezeigt werden. Im Gegenteil: Die

PAI-1-Sekretion sank auf den Faktor 0,9. In der statistischen Auswertung waren die Werte
XF354 und HSC4 hingegen verfehlten die

fur SAS und CAL33 signifikant.
Signifikanztestung (Abb.9b; Tab.3).
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Abb.9c: durchschnittliche uPA-Konzentration [ng/mg Protein] von XF354, SAS, CAL33 und HSC4.
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Die Daten der uPA-Sekretion waren bis auf CAL33-Proben samtlich statistisch
héchstsignifikant (Tab.3). Festzuhalten ist aber, dass hier keine Sekretionssteigerung
sondern bei allen Zelllinien deutliche Minderausschuttungen von freiem uPA aufgedeckt
werden konnten. Am deutlichsten war dies bei den Proben von SAS (H/N-Ratio: 0,35) und
CAL33 (H/N-Rati: 0,37) die knapp auf ein Drittel reduziert waren. Und auch HSC4
(H/N-Ratio: 0,41) wie XF354 (H/N-Ratio: 0,46) wiesen mehr als eine Halbierung der
uPA-Mengen auf (Abb.9c).
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O Normoxie 14,17 2,97 1,82 1,45
B Hypoxie 17,02 519 3,23 2,10

Abb.10: durchschnittliche uPA-Aktivitédt [Units/mg Protein] von XF354, SAS, CAL33 und HSC4.

Wie bereits erlautert ist die netto uPA-Ausschittung fir Tumoreigenschaften, wie Invasion
und Metastasierung, nur bedingt relevant. Da nur aktiviertes uPA in der Lage ist,
Plasminogen zu spalten und somit ECM-Proteine zu degradieren. Mehr Bedeutung
erlangt also die uPA-Aktivitat, gemessen in den Tumorlysaten in [Units/mg Protein].
Abbildung 10 zeigt, dass sich das Verhaltnis von hypoxischer zu normoxischer
uPA-Aktivitat wieder deutlich ins Positive kehrt, wenn auch die statistische Analyse keine
Signifikanz der Werte beweisen konnte (Tab.3). Mit einer Steigerung um das 1,2fache
wies XF354 den niedrigsten H/N-Quotienten auf. Insgesamt lagen aber die
uPA-Aktivitatslevel von XF354 um das 3,3 bis 8,1fache Uber dem Niveau der anderen
Zelllinien. SAS, CAL33 und HSC4 waren recht homogen. CAL33 zeigte die grofite
Steigerung um den Faktor 1,8, es folgte SAS mit 1,7 und HSC4 mit 1,4.
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p-Werte XF354 SAS CAL33 HSC4 gepoolt

PE 0,025*[|] 0,403 [1] <0,001%*[|] <0,001***[|] |<0,001*** [|]
Protein 0,742 [|] 0,045*[|] 0,093 [] 0,181 [|] 0,010* [{]
pH 0,005**[|]  0,044*[)]  0,329[|] 0,290 [|] 0,001** [|]
VEGF 0,130 [1] 0,499 [1] 0,088 [1] 0,443 [|] 0,194 [1]
PAI-1 0,270 [|] 0,009 [1]  0,001**[1] 0,112 [1] 0,001** [1]
UPA <0,001%*[|] <0,001***[|] 0,001**[}]  <0,001**[|] |<0,001%**[{]
UPA-Aktivitat | 0,713 [1] 0,130 [1] 0,443 1] 0,617 [1] 0,545 [1]

Tab.3: Signifikanzniveau nach Untersuchung der Unterschiede zwischen Norm- und
Hypoxie-Proben mit Hilfe des Student-T-Test. Als signifikant gelten p < 0,05 (*), p < 0,01
(**), p < 0,001 (***). [1] bzw. [|] zeigen Steigerung bzw. Reduktion in Hypoxie gegenuber
Normoxie an. [PE = Plattierungseffizienz; Mal} der Klonogenitat]

3.3 VEGF, PAI-1, uPA und uPA-Aktivitat gepoolt liber alle Zelllinien

Die Ergebnisse aller vier Zelllinien wurden gepoolt (Tab.4). Im Einzelnen konnte gezeigt
werden, dass die VEGF-Werte die homogensten unter den vier untersuchten Tumorlinien
waren. Sie erreichten Werte zwischen 23,14 (XF354) bis 11,61 [ng/mg Protein] (SAS). Die
PAI-1-Mengen waren extrem heterogen zwischen den Tumorlinien und reichten von
37,33 (XF354) bis zu 339,42 [ng/mg Protein] (CAL33). Die durchschnittlichen uPA-Werte
waren dagegen etwas homogener und erreichten Werte zwischen 31,18 (CAL33) und
256,67 [ng/mg Protein] (XF354). Die uPA-Aktivitatslevel waren relativ heterogen und
reichten von 1,45 (HSC4) bis 17,02 [Units/mg Protein] (XF354). Hypoxie war in der Lage
PAI-1-Antigen-Level (1,7fach), uPA-Aktivitat (1,3fach) und VEGF (1,1fach) hoch zu
regulieren. Allerdings war Hypoxie nicht fahig, die uPA-Antigen-Level in den Uberstanden
aller vier gepoolten Zelllinien zu erhéhen. Im Gegenteil uPA wurde unter Sauerstoffmangel
um mehr als die Halfte (H/N-Ratio: 0,4) nach unten reguliert (Abb.11).

VEGF PAI-1 uPA uPA-Aktivitat
Normoxie 16,39 118,23 148,02 5,10
Hypoxie 18,51 203,63 61,19 6,88

Tab.4: gepoolte Normoxie-/Hypoxie-Daten Uber alle Zellen. (ng bzw. Units/mg Protein)
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Abb.11: H/N Ratio der gepoolten Daten uber alle Zellinien (siehe auch Tab.4).

3.4 Korrelationsanalysen

Lineare Regressionsanalysen zur Untersuchung signifikanter Korrelationen zwischen
VEGF und uPA, zwischen VEGF und PAI-1, zwischen VEGF und uPA-Aktivitat, zwischen
PAI-1 und uPA, zwischen PAI-1 und uPA-Aktivitat sowie zwischen uPA und uPA-Aktivitat
(Abb.12a-f; Tab.5) zeigen die Zusammenhange der untersuchten Faktoren fir Normoxie

und Hypoxie untereinander auf.

VEGF und uPA Korrelierten nicht signifikant miteinander (Abb.12a). Das angestrebte
Signifikanzniveau wurde auch fur die Korrelation zwischen VEGF und PAI-1 nicht erreicht
(Abb.12b). Hingegen korrelierten VEGF und uPA-Aktivitat deutlich positiv miteinander.
Fur diese Ergebnisse konnte mit p-Werten von 0,001 (**) in Normoxie und 0,019 (*) in
Hypoxie statistische Signifikanz nachgewiesen werden (Abb. 12c). PAI-1 und uPA
korrelierten ebenfalls untereinander statistisch signifikant (Abb.12d). Die Korrelation
zwischen PAI-1 und uPA-Aktivitat fiel weniger deutlich aus. Eine statistische Signifikanz
konnte nicht belegt werden (Abb.12e). Der Vollstandigkeit halber sei schliel3lich noch die
Pearsons-Korrelationsanalyse von uPA und uPA-Aktivitit erwahnt. Die Zellkulturarbeit
indirekt bestatigend wiesen sowohl die normoxischen (r = 0,99) als auch die hypoxischen
(r = 0,97) Proben statistisch signifikante Korrelationen auf (Abb.12f). In der statistischen
Auswertung nahmen wir zudem die Berechnung der Korrelationen von den oben
dargestellten Proteinen untereinander gepoolt Gber die norm- und hypoxischen Proben
vor. Tabelle 5 fasst alle Ergebnisse zusammen. Relevante Abweichungen ergaben sich
nicht. Auch hierbei korrelierten VEGF und aktives uPA, Gesamt-uPA und PAI-1 sowie uPA
und uPA-Aktivitat statistisch signifikant miteinander. Die Beziehungen von VEGF und uPA,
VEGF und PAI-1 sowie PAI-1 und uPA-Aktivitat hingegen fielen deutlich schwacher aus.
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Parameter: r-Wert (p-Wert)

Normoxie

Hypoxie

gepoolt

VEGF / uPA

0,424 (0,169)

0,482 (0,113)

0,175 (0,413)

VEGF / PAI-1

- 0,269 (0,398)

- 0,153 (0,634)

- 0,062 (0,772)

VEGF / uPA-Aktivitat

0,999 (0,001**)

0,981 (0,019%)

0,948 (< 0,001***)

PAI-1 / uPA

- 0,792 (0,002**)

- 0,747 (0,005*%)

- 0,669 (< 0,001***)

PAI-1 / uPA-Aktivitat

- 0,550 (0,450)

- 0,409 (0,591)

- 0,352 (0,392)

uPA / uPA-Aktivitat

0,995 (0,005**)

0,968 (0,032%)

0,922 (0,001*%)

Tab.5: Korrelationen [r] mit Signifikanzniveau [p].
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4 Diskussion

In zahlreichen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass in unterschiedlichen soliden
Tumoren die Bestandteile des Plasminogenaktivierungssystem (PAS) und der Wachs-
tumsfaktor VEGF eine wichtige Rolle fiir das Invasions- und Metastasierungsverhalten
(PAS) sowie flr eine gesteigerte Neoangiogenese (VEGF) spielen. Die Tatsache, dass
Hypoxie die VEGF-Expression sowie die Ausschittung der PAS-Komponenten steigern
kann, ist zudem ein bekannter Grund fir die erhdhte Strahlenresistenz hypoxischer
Tumoren [Levy, 1995, S.13338; Liu, 1995, S.641; Maity, 2000, S.5881; Graham, 1998,
S.3304; Graham, 1999, S.621; Kietzmann, 1999, S.4182; Weinmann, 2002, S.1360].

Um dies zu belegen haben wir systematisch gleichzeitig die Spiegel von VEGF und die
der PAS-Komponenten in vier Tumorzelllinien einer Tumorentitat, den SCCHN, unter
unterschiedlichen Umweltbedingungen (Normoxie vs. Hypoxie) untersucht, um
intertumorale Variabilitdten aufzudecken. Im Folgenden wird die zentrale Rolle von PAS
und VEGF wahrend der komplexen Tumorprogressionsprozesse und ihre mdgliche

prognostische wie therapeutische Bedeutung diskutiert.

41 Uberleben, Koloniebildungsfihigkeit und Proteinsekretion in

Hypoxie

Ein relativ groRer Anteil hypoxischer Areale in Tumoren ist ein typisches Merkmal fir
SCCHN [Adam, 1999, S.150; Nordsmark, 2005, S.6]. Diese hypoxischen Lebens-
bedingungen zeigen naturgemal® aufgrund der eingeschrankten Versorgung mit
Sauerstoff und Nahrstoffen auch in den von uns untersuchten Tumorzelllinien einen
negativen Einfluss auf das Zelliberleben und die Koloniebildungsfahigkeit. Ein Teil der
Zellen jedoch bleibt auch nach Inkubation unter Hypoxie vital und koloniebildungsfahig.
Diese Zellen zeigen nach ,hypoxischer Selektion“ deutliche Veranderungen in der
Expression von VEGF sowie von PAI-1 und uPA, welche mafgeblich zu deren

gesteigerter Aggressivitat beitragen.

Nimmt man die Gesamtproteinmenge als Mal} fir die Vitalitat einer Zellkultur, so konnte
Uber alle untersuchten Zelllinien ein signifikanter (p = 0,010*) Proteinsekretionsabfall als
Ausdruck des erhdhten Zellstress™ unter Hypoxie beobachtet werden. Beim Vergleich der
vier Tumorzelllinien fallt auf, dass sich die hochsten Proteinkonzentrationen bei den Zellen
der Linie HSC4 finden. Die kleinsten gemessenen Konzentrationen fanden sich bei der
Zelllinie XF354. Letzterer Tumor ist aus einer Lymphknotenmetastase mit dem klinisch-

pathologisch niedrigen Grading G1 generiert und hebt sich damit etwas von den restlichen
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Zelllinien, die samtlich Primartumoren der Zunge sind (G3), ab. So weisen sie zwar die
niedrigste Proteinsynthese und allgemein die niedrigsten PAI-1-Level auf. Die VEGF, uPA

und uPA-Aktivitatsergebnisse liegen dagegen auf hohem Niveau.

Als weiteren Marker der Zellgesundheit untersuchten wir Plattierungseffizienzen unter
Normoxie und Hypoxie. Bis auf die Zelllinie SAS reagierten alle Proben auf den erhéhten
Umgebungsstress mit verringerter Kolonienbildung (PE) bzw. verringertem Zellwachstum
(UF) (p < 0,001***). Dies entspricht den Ergebnissen von Artman et al. aus dem Jahr
2010. In dieser Studie wurde die metabolische Aktivitdt als Referenz fir
Strahlensensibilitdt herangezogen. XF354 war dabei die Zelllinie, die am langsamsten,
SAS diejenige, die am schnellsten wuchs. SAS war strahlenresistenter als XF354
[Artman, 2010, S.576]. Ebenso wie die Ergebnisse der PE fiel die
pH-Wert-Analyse aus. Die Uber alle Zelllinien gepoolten Daten zeigten als Beleg fir die im
in vitro Modell erzeugten Zellstressbedingungen durch Hypoxie einen signifikanten
(p = 0,001**) pH-Abfall ins saure Milieu.

4.2 VEGEF in Hypoxie

Verschiedene Studien an anderen Zelllinien stitzen die Erkenntnis, dass Hypoxie die
VEGF-Expression in verschiedenen Tumorentitdten und Endothelzellen deutlich ansteigen
lasst.  Unter  Sauerstoffmangelbedingungen  werden die = VEGF-messenger-
Ribonucleinsaure-Level (mRNA) durch Aktivierung des ,hypoxia-inducible-factor-1“
(HIF-1) erhoéht. So konnten Carmeliet et al. ebenso wie Ryan et al. in vitro wie in vivo
Versuchen zeigen, dass in Mausen bzw. Tumoren mit inaktivierten HIF-1a Genen die
hypoxische Induktion von VEGF und VEGFR reduziert ist. Es resultiert eine
unzureichende Angiogenese mit weniger BlutgefalRen und schlechterer Hamodynamik
[Levy 1995, S.13335; Liu 1995, S.641; Carmeliet, 1998, S. 486; Ryan, 1998, S.3007;
Maity, 2000, S.5879].

Weitere Studien postulierten darliber hinaus, dass eine relativ erhéhte VEGF-Expression
und die resultierende erhdhte Gefaldichte in humanen Kolon-, Magen-, Pankreas-,
Mammakarzinomen sowie SCCHN mit deutlicher Tumorprogression, hoher Rezidivgefahr,
Metastasierung, schlechterem krankheitsfreiem Uberleben und kirzerem Gesamt-
Uberleben, d.h. schlechterem klinischen Outcome assoziiert sind. Smith et al. konnten
feststellen, dass im Vergleich zu den ublichen klinisch-pathologisch Prognoseparametern,
wie der TNM-Klassifikation, dem Tumorgrading, dem Geschlecht, der Rasse oder dem
Alter, der VEGF-Status ein besserer Pradiktor bezlglich des Outcome in SCCHN war. Es

gibt jedoch im Vergleich zu den anderen Tumorentitdten bis dato nur wenige Studien.
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Diese belegen aber sowohl fur Lokal- wie Fernrezidive, fir Metastasen, als auch fir das
Gesamtlberleben eine Verschlechterung der Prognose bei erhéhtem VEGF-Level [Kyzas,
2004, S.946; Kyzas, 2005, S.302; Smith, 2000, S.2050; Smith 2001, S.784].

Da VEGF v.a. durch Hypoxie stimuliert wird und hypoxische Tumoren mit gesteigerter
Strahlenresistenz assoziiert sind, konnten erhohte VEGF-Proteinlevel, zusatzlich zum
Vorhersagewert beziglich einer wahrscheinlichen Metastasierung, Tumoren identifizieren,
die eine erhdhte Resistenz gegeniber Strahlentherapie aufweisen. Das Gleiche gilt im
Ubrigen auch fir uPA und PAI-1 [Reinmuth, 2003, S.201; Smith, 2000, S.2050, 2051;
Zlobec, 2005, S.2520].

Kondo et al. konnten 1994 durch Untersuchung von Blutserumkonzentrationen von VEGF
zeigen, dass gesunde Probanden sehr niedrige VEGF-Level im Serum aufwiesen,
wahrend alle Proben kranker Patienten vergleichsweise hohe VEGF-Werte hatten.
Untersucht wurden ovarial , Cervix- und Lungenkarzinome. Dunst et al. beleuchteten in
ihrer klinischen Studie von 2001 Kopf-Hals-Tumore, indem sie signifikante Korrelationen
der Serum-VEGF-Konzentrationen mit dem hypoxischen Tumorvolumen nachweisen
konnten. Rickschlisse auf eine aussagekraftige Korrelation zwischen den
VEGF-Konzentrationen und einer entsprechenden Prognose lassen sich aber aus diesen
Studien nicht ableiten [Kondo, 1994, S.213; Dunst, 2001, S.471].

In den von uns in vitro untersuchten Zellinien nahm die ausgeschittete
VEGF-Proteinmenge bei XF354, SAS und CAL33 nach Inkubation unter
Hypoxiebedingungen zu. Zwar erreichte die Mehrausschuttung von VEGF bei XF354 und
CAL33 knapp 30 % und auch SAS wies eine 10 prozentige Steigerung auf. Statistische
Signifikanz erreichten unsere Ergebnisse jedoch nicht. HSC4 fiel aus der Reihe, hier
wurde sogar eine Reduktion der VEGF-Menge festgestellt. In der Analyse der gepoolten
Daten uber alle Zelllinien resultierte insgesamt eine im Vergleich zu den normoxischen
Proben um ca. 10 % gesteigerte VEGF-Sekretion in Hypoxie. Die statistische Auswertung

konnte keine Signifikanz der Ergebnisse aufdecken.

Der derzeitigen Studienlage Rechnung tragend koénnten sich VEGF-Bestimmungen,
sowohl im Serum als auch direkt in Tumorparenchym gemessen, bei bestimmten Kopf-
Hals-Tumoren als prognostische Marker fiir das Vorkommen hypoxischer Areale, den
Erfolg einer Strahlentherapie, das Auftreten von Metastasen und Rezidiven sowie das
Gesamtuberleben eignen. Bei den hier durchgefuhrten in vitro Versuchen erreichte die
Steigerung der VEGF-Ausschuttung leider nicht das statistische Signifikanzniveau. Nicht
bei allen Tumorentitdten des Kopf-Hals-Bereiches kann daher bei vorliegender Hypoxie
auch auf eine gesteigerte VEGF-Sekretion geschlossen werden. Die individuelle
VEGF-Menge im Tumor muss also differenziert betrachtet werden und kann nicht generell
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als Marker fir das Vorliegen von Hypoxie oder gar damit verbundener erhohter

Strahlenresistenz verwendet werden.

4.3 PAS in Hypoxie

Wie in vorangehenden Kapiteln ausfuhrlich dargestellt, benétigt die Tumor- und
Metastasenbildung die Regulation adhasiver, proteolytischer wie auch migratorischer

Ereignisse. Hierbei spielt das PAS eine entscheidende Rolle.

In friheren Studien wurde vielfach erkannt, dass in malignen Tumoren die uPA-Spiegel
signifikant hoéher lagen als in korrespondierenden Normalgeweben bzw. in gutartigen
Tumoren. Die Erkenntnisse, dass die Spiegel von uPAR, uPA, PAI-1 und PAI-2 innerhalb
maligner Tumoren betrachtlich variieren und mit der Prognose korrelieren, scheinen aber
bedeutsamer zu sein [Andreasen, 1997, S.10]. In ausflhrlichen Reviews von Min et al.
1996 oder Andreasen et al. 1997 wird auf zahlreiche Untersuchungen zuriickgegriffen und
dargelegt, dass in Mamma-Tumoren hohe uPA-Enzymaktivitdten mit einem kirzeren
krankheitsfreiem Uberleben (DFlI = disease-free interval), ebenso wie hohe
uPA-Antigenlevel mit einem schlechteren Gesamtiberleben (OS = overall survival)
assoziiert sind. An mehr als 8.000 Brustkrebs Patientinnen konnten Look et al. 2002
eindricklich belegen, dass hohe uPA- und PAI-1-Level ein schlechteres Gesamt- und
krankheitsfreies Uberleben bedeuten [Andreasen, 1997, S.10; Min, 1996, S.2432; Look,
2002, S.125; Weinmann, 2002, S.1355]. In lhrer eigenen Studie von 1996 schufen
Min et al. einen Antagonisten der uPA/uPAR-Bindung und erreichten dadurch zum einen
die Hemmung von Angiogenese in einem in vitro Modell der Kapillarbildung in
fibrinhaltigem Gel. Zum anderen zeigten die Antagonisten in in vivo Versuchen an Mausen
mit B16-Melanomen Potential, das Tumorwachstum und die Neovaskularisation zu
unterdriicken. Zudem konnte belegt werden, dass uPA ebenfalls einen bedeutenden
prognostischen Wert bei verschiedenen anderen Malignomen besitzt. In Lungen-,
Blasen-, Magen-, kolorektalen, Cervix-, ovarialen, Nieren- und Hirntumoren sowie
Weichteilsarkomen wurden entsprechende Assoziationen beschrieben [Min, 1996,
S.2432; Andreasen, 1997, S.10; Weinmann, 2002, S.1355; Andreasen, 2000, S.32; Duffy,
2004, S.545].

Es existieren einige wenige Studien, die sich speziell mit der prognostischen Wertigkeit
der Komponenten des PAS beziglich der verschiedenen Karzinomtypen des Kopf- und
Halsbereichs beschaftigen. Hier wurde gezeigt, dass erhdhte uPA- und PAI-1-Spiegel sich
negativ auf das rezidivfreie Intervall, die lokale Tumorkontrolle und das Gesamtiiberleben

auswirken. Meo et al. (2004) konnten signifikante Korrelationen zwischen einem hohen
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PAI-1-Spiegel im Cytosol der Tumorzellen und einer schlechten Prognose aufzeigen.
Hohe uPA-Werte deuteten auf eine erhdhte Rezidivwahrscheinlichkeit hin.
Interessanterweise war hier bei hohen VEGF-Spiegeln der Zusammenhang zwischen
PAI-1 und der prognostischen Aussagekraft signifikant, bei niedrigen VEGF-Spiegeln
hingegen konnte diese Korrelation nicht nachgewiesen werden [Chin, 2005, S.795;
Hundsdorfer, 2005, S.195; Meo, 2004, S.286].

Pedersen et al. konnten erstmals 1994 in einer retrospektiven Studie zum prognostischen
Wert von uPAR, uPA und PAI-1 in LCC (large cell lung carcinoma) und SCC (small cell
lung carcinoma) der Lunge aufdecken, dass es eine Assoziation zwischen hohen
uPAR-Level und einem kurzen Uberleben von Patienten mit SCC der Lunge (p = 0,038)
gibt. Erhéhte Werte von uPAR in Kombination mit hohen PAI-1-Spiegeln zeigten eine noch
deutlichere Assoziation mit kurzem Uberleben (p = 0,008). Nur die Tumorgrofie bewies
einen vergleichbaren, unabhangigen prognostischen Wert. In kolorektalen, Brust- und
Magenkarzinomen scheinen uPAR-Werte ebenfalls prognostischen Wert zu besitzen
[Pedersen, 1994, S.4674; Andreasen, 1997, S.11]. Auch in einer hochmalignen humanen
Plattenepithelzelllinie (HEp3) wurde eine solche Bedeutung von uPAR von Kook et al.
1994 untersucht. Die ,antisense inhibition” von uPAR fiihrte zu reduzierter Expression
dieses Rezeptors auf der Zelloberflache. Dies wiederum schien direkt eine deutliche
Minderung der Invasivitdt und Steigerung der Tumorlatenz von HEp3 zu verursachen
[Kook, 1994, S.3989; Graham, 1999, S.617].

Die Bedeutung des PAI-1 wurde in zahlreichen Untersuchungen aufgezeigt. Demnach
muss PAI-1 als bedeutsamer prognostischer Marker, vergleichbar mit der Wertigkeit von
uPA, flr die Aggressivitat von Mammakarzinomen angesehen werden. Betrachtet man
das Vorkommen von uPA und PAI-1 in Kombination, dann potenziert sich die
Aussagekraft. So besitzen N, Tumoren mit niedrigen uPA- und PAIl-1-Level ein
93 prozentiges DFI. Ganz im Gegensatz zum 55 prozentigen DFI solcher Tumoren mit
erhohten Spiegeln fur uPA und PAI-1 [Andreasen, 1997, S.10, Weinmann, 2002, S.1355].
Bruckner et al. konnten 1992 an verschiedenen humanen Lungenkarzinomzelllinien
zeigen, dass PAI-1 und PAI-2 uPA/uPAR-Komplex-abhangig die Invasion von Tumorzellen
zumindest teilweise inhibieren. PAI-1 besitzt zudem Potential in vitro Metastasierung in
humanen amniotischen Membranen zu unterbinden [Andreasen, 1997, S.3; Andreasen,
2000, S.27; Brickner, 1992, S.3046].

Ahnlich wie bei der Zelladh&sion hangt die Hemmung der Zellmigration von der Kapazitat
von PAI-1 Vitronectin zu binden und nicht von der PAI-1-Inhibition des uPAs ab.

Umgekehrt kénnte die Interaktion zwischen uPA und PAI-1 die Bindung von PAI-1 mit
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Vitronectin stéren und Zelladhasion unterdriicken. Dies wirde wiederum Zellmigration
ermdglichen [Stefansson, 1996, S.442; Schmitt, 1997, S.310].

Die Erkenntnis eines negativen prognostischen Wertes erhdhter PAI-1-Spiegel kam
zunachst Uberraschend. Widersprach dies doch der Idee, dass Tumorzellausbreitung
durch die katalytische Wirkung von uPA, Plasmin zu bilden, erméglicht wirde und PAI-1
diese Wirkung hemmt. So mussten andere Funktionen von PAI-1 diskutiert und gefunden
werden. Bacharach et al. demonstrierten diesbeziglich, dass PAI-1 die ECM vor
exzessiver Proteolyse durch uPA-aktivierte Plasminaktivitdt schiitzen kann. Umgekehrt
kénnte PAI-1 aber auch die Reimplantation zirkulierender Tumorzellen ins Stroma und
damit die Metastasenabsiedlung ermoglichen. In der Tat liegen PAI-1-Level in Metastasen
hoher als in Primartumoren [Andreasen, 2000, S.32; Bacharach, 1992, S.10690, Meo,
2004, S.286]. Weitere Autoren haben den Einfluss von PAI-1 auf die Tumorangiogenese
beschrieben. Bajou et al. konnten im Tierversuch zeigen, dass das Fehlen von PAI-1
Tumorinvasion und Neovaskularisation vorbeugen kann. So scheint die Anwesenheit von
PAI-1 in physiologischen Konzentrationen essentiell fir Angiogenese zu sein. Das Fehlen
oder exzessiv hohe Level von PAI-1 wirken dagegen hemmend auf das invasive Potential
von Endothelzellen [Bajou, 2001, S.783; Meo, 2004, S.286].

Es soll nicht unerwahnt bleiben, dass die meisten dieser Studien die Proteinmengen
mittels ELISA aus Tumorlysaten bestimmt haben. Die prognostische Wertigkeit der
Plasmaspiegel hingegen ist bislang weniger untersucht. Grebenchtchikov et al. zeigten
2005 fir Mammakarzinome, dass weder uPA noch PAI-1, uPAR oder der Komplex aus
uPA/PAI-1 im Plasma eine Korrelation mit den im Tumor gemessenen Mengen aufweisen
[Grebenchtchikov, 2005, S.237]. Es gibt aber auch Studien, die einen Zusammenhang
zwischen Plasmamengen einzelner Komponenten des PAS und der Prognose belegen.
Koong et al. deckten 2000 z.B. einen deutlichen Zusammenhang zwischen den
PAI-1-Serumwerten in Kopf-Hals-Tumoren und dem Ausmalf an Hypoxiearealen in diesen
Tumoren. Als Sekretionsprotein kann PAI-1 einfach im Serum gemessen werden [Koong,
2000, S.886]. Zusammenfassend reprasentiert PAI-1 ein hypoxie-reguliertes
Sekretionsprotein, das klinisch in Tumordiagnostik, -prognose und -Uberwachung

Bedeutung gewinnen kénnte.

Als Reiz fiir die Aktivierung von PAI-1 fungiert u.a. Hypoxie. Prathrombotische Ereignisse
und Thrombenbildung sind hypoxie-assoziiert und es konnte gezeigt werden, dass mRNA
von PAI-1 sowie PAI-1-Protein durch milde Hypoxie (8 % O,) induziert werden koénnen.
Der Transkriptionsfaktor ,hypoxia-inducible factor-1“ (HIF-1) scheint hierbei ein Schlissel-
regulator zu sein. Als Antwort auf hypoxische Umgebungsbedingungen bindet

HIF-1 an hypoxie-reaktive Elemente (HRE) hypoxie-induzierbarer Gene, die u.a. fir
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Erythropoetin, VEGF und glykolytische Enzyme kodieren. Eine Aktivierung von PAI-1 und
die entsprechende Mehrsekretion scheinen demnach u.a. HIF-1-abhangig zu sein
[Kietzmann, 1999, S.4177; Liu, 1995, S.639].

In zwei unserer vier untersuchten Tumorzelllinien sowie in den gepoolten Daten zeigte
sich fur die PAI-1-Sekretion eine hoch signifikante Steigerung der Antigenkonzentration
nach 24-stiindiger Inkubation in Hypoxie. Wie in 4.1 erwadhnt, zeigte XF354 als einzige
untersuchte Tumorzelllinie stagnierende bzw. leicht regrediente PAI-1-Mengen in Hypoxie.
SAS, CAL33 und HSC4 hingegen steigerten ihre PAI-1-Synthese und ihre Sekretion unter
hypoxischen Bedingungen deutlich. Letztere Zelllinie verfehlte die Signifikanztestung,
schuttete aber immer noch ca. 40 % mehr PAI-1 als in Normoxie aus. Die
Sekretionssteigerung in den SAS- und CAL33-Proben waren statistisch hochsignifikant. In
der gepoolten Analyse waren die PAI-1-Level um den Faktor 1,7 signifikant erhdht
(p = 0,001**).

In den zellfreien Uberstanden nahm die uPA-Antigenkonzentration im Gegensatz zu den
oben besprochenen Proteinen ab. Diese Abnahme war fir alle untersuchten Zellreihen
hoch signifikant (p < 0,001***). Obwohl bereits 2000 von Stadler et al. fir eine 15-képfige
Gruppe von Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren gezeigt werden konnte, dass Hypoxie zu
signifikant erhéhten uPA-Antigenmengen im Tumor fuhrt, widersprechen unsere in vitro
Daten diesen und weiteren oben erwahnten Ergebnissen. Die Ursache hierfir liegt wohl
an der Tatsache, dass uPA Uberwiegend zellgebunden vorliegt. Nach einer Studie von
Graham et al. (1998) wird der Uber einen GPI-Anker an die Zelloberflache gebundene
uPA-Rezeptor unter hypoxischen Bedingungen starker exprimiert als in Normoxie. Die
Bindung von uPA an uPAR stabilisiert uPA und flhrt gleichzeitig zu einer Steigerung
seiner proteolytischen Aktivitat. Zudem wird der gréflite Teil geldsten uPAs von PAI-1
gebunden. Damit kdnnten unsere Ergebnisse erklart werden: Denn dass uPA eigentlich
unter Zellstressbedingungen, wie Hypoxie, vermehrt ausgeschittet bzw. synthetisiert
werden musste, liegt nach dem derzeitigen Kenntnisstand nahe. Graham et al. konnten
diese Hypothese an Zellen eines metastasierten Brustkarzinoms und eines kleinzelligen
Lungenkarzinoms ein Jahr nach ihrer Studie von 1998 bestatigen. Fir Tumoren des
Kopfes und des Halses misste ein solcher Sachverhalt in einer weiterflihrenden Studie
genauer untersucht werden [Stadler, 2000, S.235; Graham, 1998, S.3304; Graham 1999,
S.620].

Als letzte Komponente des Plasminogenaktivierungssystems untersuchten wir die nach
24-stiindiger Hypoxie-Inkubation resultierende uPA-Aktivitat. In unseren Untersuchungen
war die uPA-Aktivitat insgesamt sehr gering und konnte in den Zelliberstanden liberhaupt

erst nach zusatzlicher Konzentrierung messbar gemacht werden. Zurtickzufiihren ist dies
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v.a. auf die geringe Menge an freien uPA. Ein weiterer Aspekt zur Erklarung der geringen
uPA-Aktivitat konnte die grofle Menge an ausgeschuttetem PAI-1 sein, welches mit uPA
Komplexe bildet und zudem zellgebundenes uPA inaktiviert (s.0.). Zwar konnte Uber alle
Zelllinien gepoolt eine uPA-Aktivitatssteigerung festgestellt werden, das angestrebte
Signifikanzniveau wurde aber verfehlt. Die wenn auch geringe, so doch feststellbare
Aktivitatssteigerung wurde weiter die These stutzen, dass uPA unter hypoxischen
Bedingungen verstarkt an den uPA-Rezeptor bindet und in seine aktive Form Uberfihrt

wird.

Kurz herausgestellt sei an dieser Stelle erneut eine Besonderheit bzw. Auffalligkeit der
XF354-Zelllinie. Auch die XF354-Proben zeigten eine hoch signifikante uPA-Reduktion
sowie eine leichte, nicht signifikante uPA-Aktivitatssteigerung in Hypoxie. Entgegen den
anderen Zelllinien war die H/N-Ratio der Aktivitatststeigerung mit 1,2 etwas niedriger, die
0,4-fache uPA-Mengenreduktion aber vergleichbar. Insgesamt lagen die gemessenen
Werte aktiven uPAs aber um das 3,3 bzw. 8,1-fache sowie die Menge freien uPAs fast um
das Doppelte uber dem Niveau der anderen Zelllinien. Die PAI-1-Level hingegen
stagnierten, wie oben bereits erwahnt. Die absoluten Mengen lagen um das zwei- bis
dreifache unter dem Niveau der anderen Tumoren. Diese Daten stiutzen zum einen die
These, dass XF354 als Tumormetastase unter Primartumoren eine Sonderstellung
einnimmt. Zum anderen belegt es die interagierenden Zusammenhange der Abhangigkeit
von PAI-1, uPA und uPA-Aktivitdtsmessungen, wie sie insbesondere von Graham et al.

postuliert wurden.

4.4 Korrelationen der potentiellen Hypoxie- und Prognosemarker

Zur Objektivierung von signifikanten Abhangigkeiten der untersuchten VEGF-, PAI-1-,
uPA-Level und der uPA-Aktivitatsspiegel untereinander fiihrten wir Korrelations-

untersuchungen durch.

Fiar verschiedene Gewebetypen und Zellinien konnte gezeigt werden, dass die
Komponenten des PAS und des VEGF sowohl untereinander als auch mit verschiedenen
anderen Faktoren wie z.B. dem Tumorstadium, der Prognose oder dem
Therapieansprechen korrelieren. Meo et al. z.B. wiesen Korrelationen zwischen der
Expression von uPA und PAI-1 sowie zwischen VEGF und PAI-1 nach. Fir sich allein
betrachtet hatten hier VEGF und PAI-1 keinen wesentlichen prognostischen Aussagewert.
Erhéhte PAI-1-Spiegel sprachen nur dann flir eine schlechte Prognose, wenn gleichzeitig
auch VEGF vermehrt ausgeschittet wurde und umgekehrt. Pepper et al. konnte eine

spezielle Interaktion der Komponenten untereinander zeigen. VEGF z.B. kann
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dosisabhangig die uPA- und PAI-1-Expression induzieren. Darlber hinaus |6st von
Plasminogen produziertes Plasmin an die extrazellulare Matrix gebundenes VEGF ab und
setzt es so vermehrt frei. Weniger deutlich korrelierten VEGF und uPA miteinander.
Analysen zeigten, dass die TumorgréRe mit dem Risiko eines Tumorrezidivs assoziiert ist,
und uPA- und PAI-1-Mengen hatten prognostische Bedeutung fur das krankheitsfreie
Uberleben [Meo, 2004, S.286; Pepper, 1991, S.904].

In klinischen Studien wurde die Thematik ebenfalls bearbeitet. Terada et al. fanden z.B.
keine Korrelation zwischen VEGF und uPA in kolorektalen Tumoren, wenn auch eine
Beziehung zwischen VEGF und PAI-1, VEGF und uPAR sowie zwischen PAI-1 und uPA
aufgedeckt werden konnte [Terada, 2005, S.168]. In Tumorlysaten von Gliom-Patienten
korrelierte die VEGF-Expression ebenfalls signifikant mit der PAI-1-Ausschittung
[Hjortland, 2004, S.137]. Augenscheinlich hangt die Variabilitdt der Korrelation unter den

Patienten zwischen VEGF und den PAS-Komponenten von der Tumorentitat ab.

Nach unserem Kenntnisstand sind die in vifro und in vivo Arbeiten unserer
Forschungsgruppe die ersten an SCCHN-Tumoren, die direkt VEGF- und
PAS-Komponenten untersucht und miteinander korreliert haben. Die Ergebnisse
offenbaren keine relevanten Unterschiede zwischen den Interaktionen von VEGF und
PAS-Bestandteilen in Normoxie und Hypoxie. In unserer Untersuchung korrelierte VEGF
signifikant nur mit der gemessenen uPA-Aktivitat. Die Korrelation der gepoolten Daten
Uber Norm- und Hypoxie war mit einem r-Wert von 0,95 und einer Signifikanz von
p < 0,001 (***) sehr deutlich. Der Schwachpunkt dieser Erkenntnis liegt bei den insgesamt
sehr niedrigen uPA-Aktivitatswerten, die zudem samtlich nicht signifikant waren. Die
festgestellte Korrelation zwischen VEGF und uPA-Aktivitdt koénnte die Tatsache
widerspiegeln, dass VEGF in der Lage ist uPA-Aktivitat wie auch PAI-1 und uPA-mRNA zu
induzieren [Mandriotta, 1995, S.9715; Pepper, 1991, S.905].

Interaktionen zwischen VEGF und freiem uPA sowie PAI-1 konnten hingegen nicht
aufgedeckt werden. Zahlreiche Arbeitsgruppen hatten zuvor ein bedeutsames
Zusammenspiel von uPA, PAI-1 und VEGF untereinander in den Prozessen der
Tumorneoangiogenese, Metastasierung aber auch direkt durch Steigerung der
VEGF-Synthese z.B. in Gliomzellen belegt. Demnach konnte die Annahme, dass
samtliche Komponenten des PAS mit VEGF enge Verbindungen besitzen nicht bestatigt
werden. Dass aber die starke Korrelation zwischen VEGF und aktivem uPA sowie deren
gemeinsam gesteigerte Expression Einfluss auf die Prozesse des Tumorwachstums
besitzt, dirfte auller Zweifel stehen [Brooks, 2001, S.451; Brooks, 2004, S.43; Devy,
2002, S.152; Bajou, 2001, S.782; Hjortland, 2004, S.137].
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Die zweitstarkste Korrelation konnte empirisch flr uPA und uPA-Aktivitat gezeigt werden.
Mit r = 0,92 und p = 0,001 (**) in den gepoolten Datenreihen wird eine Selbst-
verstandlichkeit statistisch bewiesen. Da unterschiedliche Aktivitatsstufen ein und
desselben Faktors ineinander Ubergehen, mussen die uPA-Mengen mit aktivem uPA
positiv korrelieren. Eine weitere statistisch auffallige Korrelation ergab sich zwischen uPA
und PAI-1. Zwar war der r-Wert mit -0,67 (gepoolte Datenreihe) gegensinnig. Statistische
Signifikanz erreichte die negative Korrelation dennoch (p < 0,001***). Dies liegt
wahrscheinlich daran, dass uPA und PAI-1 an der Zelloberflache Komplexe bilden und
PAI-1 auf diese Weise uPA inaktiviert. Eine solche Korrelation konnte bislang auch fur
Mammakarzinome gezeigt werden. Die Wechselwirkungen zwischen uPA und PAI-1 sind
sehr komplex und bis heute nicht vollstandig verstanden, es sei an dieser Stelle auf
Kapitel 1.2.2 verwiesen [Minsini, 2007, S.116]. Fir uPA und die VEGF-Sekretion konnte
zwar eine mafige Korrelation mit r = 0,41 (gepoolte Daten) aufgedeckt werden. Die
Signifikanztestung verfehlten unsere Daten aber. In anderen Teilprojekten konnte eine
solche Korrelation gezeigt werden, was die These stitzen wirde, dass VEGF die
Sekretion von uPA, v.a. an Endothelzellen, induzieren kann. Auferdem wurde
beschrieben, dass VEGF Uber einen VEGF-Rezeptor die Umwandlung von inaktivem uPA
zu aktivem uPA beschleunigen kann [Olofsson, 1998, S.11713; Pepper, 1991, S.904;
Prager, 2004, S.1568].

4.5 Therapeutische Bedeutung und Ausblick

Wie einleitend bereits diskutiert bedingt die Behandlung der Kopf-Hals-Malignome ein
adaquates Therapiemanagement aus effektiver multidisziplinarer Zusammenarbeit von
Chirurgie, Strahlentherapie und Chemotherapie. Hierdurch wird das Therapieergebnis
ganz entscheidend bestimmt. Im Falle einer friihzeitigen Diagnostizierung kdnnen heutige
Therapiemodalitdten in Kombination ein 75 prozentiges 5-Jahres-Uberleben erreichen
[Parkin, 2005, S.78; Baker, 1986, S.440; Strong, 1986, S.449]. Gegenwartig bedient man
sich zur Therapieentscheidung Faktoren wie Alter, Geschlecht, Rasse, TNM-Klassifikation
oder Tumorgrading. Auch wenn diese Parameter hilfreich sind, versagen sie regelmafig
bezlglich ihrer Aussagekraft zur Aggressivitat und zum Rezidivierungspotential einer
Tumorentitat. Theoretisch wirde ein Parameter, der zuverlassig Patienten mit erhdhtem
Rickfallsrisiko identifiziert, das krankheitsfreie Uberleben verbessern, indem er Arzten
ermdglicht Hochrisikopatienten fir aggressivere Therapieformen rechtzeitig zu erkennen.
Zudem wirde die Identifizierung eines biologischen Markers der Krankheitsaggressivitat
Wege und Moglichkeiten erdffnen neue, gezielte Medikamente gegen spezifische
molekulare Defekte zu erschaffen [Smith, 2000, S.2046].
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Eine Reihe von biologischen Markern mit einem moglichen prognostischen Potential
wurden in den vergangenen Jahren bereits identifiziert. Fir Kopf-Hals-Tumoren wurden
insbesondere p53, Cyclin D1, EGF-R und VEGF untersucht. Alle zeigten eine mogliche
Assoziation mit schlechtem Therapieansprechen und kurzem Uberleben [Smith, 2000,
S.2050]. Gasparini et al. und auch Giatromanolaki et al. belegten in ihren Studien die
Bedeutung der Vaskularisierung und des VEGF von bzw. in Tumoren und dem
entsprechenden Therapieansprechen. Die Ergebnisse waren nicht eindeutig. Aebersold et
al. deckten z.B. auf, dass die VEGF-Expression keinen Vorhersagewert bezuglich einer
kompletten Remission nach Strahlentherapie von SCCHN besitzt. Samtlichen Studien
fehlte aber eine Vergleichsgruppe, die keine Strahlentherapie erhielt. So ist ein mdglicher
pradiktiver Wert von VEGF beziiglich eines Uberlebensvorteils nicht sicher
ausgeschlossen [Gasparini, 1995, S.1382; Gasparini, 1997, S.146; Giatromanolaki, 1999,
S.816; Aebersold, 2000, S.24; Manders, 2003, S.6369].

In Bezug auf die einzelnen Bestandteile des PAS, mit ihrer Bedeutung in den Prozessen
der Zellinvasion und der Tumorzellmetastasierung, konnte mehrfach ein prognostisch wie
pradiktiver Wert belegt werden. So z.B. in Mammakarzinomen oder Melanomen, hier
waren sowohl uPA, PAI-1 als auch uPAR unabhangige prognostische Indikatoren. Nicht
zuletzt wurde eine eindeutige Korrelation der uPA und PAI-1-Level mit der vorgefundenen
MikrogefaRdichte und der Tumorinvasion in invasiven Brusttumoren aufgedeckt [Min,
1996, S.2432]. Fiur andere Proteinasesysteme, insbesondere fir die Matrix-Metallo-
Proteinasen, konnte in zahlreichen Tumorentitdten, wie z.B. in Plattenepithelkarzinomen
des Osophagus, in primaren Plattenepithelkarzinomen der Mundhéhle oder auch in
kleinzelligen Lungenkarzinomen, ebenfalls eine negative prognostische Aussagekraft
festgestellt werden [Katayama, 2004, S.638; Yamashita, 2004, S.204].

Allgemein gilt in der Therapie von Kopf-Hals-Malignomen die Kombination von
Osteonectin-Positivitdt (= SPARC') und pathologisch gesicherter neuronaler Invasion
bislang als sensitivster Prognosemarker. Zweiteres kann aber nur anhand eines
postoperativen Praparats festgestellt werden. Chin et al. versuchten in ihrer Studie von
2005 deshalb alternative praoperative Marker zu finden. Es konnte gezeigt werden, dass
die Kombination aus SPARC-, uPA- und PAI-1-Positivitat eine vergleichbare Sensitivitat

besitzt. So weisen Lymphknoten-negative Tumoren bei gleichzeitigen Vorkommen aller

! SPARC (= secreted protein that is acidic and rich in cysteine) ist ein Kalzium und Kollagen bindendes Glykoprotein in
Osteoblasten, Fibroblasten und Endothelzellen wahrend Angiogenese, ,tissue remodelling“, Zellmigration und Proliferation.
SPARC steigert die Produktion von Kollagenasen, Stromelysinen, Gelatinasen, Fibronectin und Laminin in Fibroblasten.
Dies verursacht die Degradation sowohl der interstitiellen wie auch der Basalmembranen und steigert die Endothel-
permeabilitét [Chin, 2005, S.794].
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drei Marker (SPARC, uPA, PAI-1) im Vergleich zu Patienten mit Lymphknotenbefall aber
Negativitat fur einen der drei Faktoren eine schlechtere Prognose bezliglich DFI und OS
auf. Hundsdorfer et al. stellten 2005 fest: ,In summary, tumour uPA/PAI-1 content (as
determined by ELISA) appears to be a strong independent prognostic factor for relapse-
free survival in squamous cell cancer of the oral cavity. These observations might help to
select patients with poor prognosis for additional adjuvant therapy in conjunction with
complete surgical resection.” [Hundsdorfer, 2005, S.191]. Beim Therapieentscheid von
HNSCC und bei der Beantwortung der Frage, ob eine prophylaktische ,neck dissection®
oder eine zusatzliche adjuvante Radiotherapie sinnvoll waren, kénnten also uPA, PAI-1
und SPARC hilfreich sein [Chin, 2005, S.795; Weinmann, 2002, S.1355; Hundsdorfer,
2005, S.195; Look, 2002, S.117].

Wie eingehend in 4.2 diskutiert, kann anhand unserer Datenlage weder auf eine
besondere Wertigkeit von VEGF als, im weitesten Sinne, Tumormarker, noch auf eine
spezielle Bedeutung als pradiktiver bzw. prognostischer Indikator in Kopf-Hals-Tumoren
geschlossen werden. Auch wenn bereits eine mogliche uPA-Sekretionsinduktion durch
VEGF diskutiert wurde und vielfach die Hochregulierung der VEGF-Ausschuttung durch
Hypoxie belegt werden konnte, so kann aus unseren Ergebnissen keine Wertigkeit der
VEGF-Bestimmung als Hypoxie-Marker abgeleitet werden. Die in vitro Ergebnisse zu den
PAS-Komponenten uPA und uPA-Aktivitat lassen keine anderen Schllisse, wie bereits fur
VEGF ausgefiihrt, zu. Nur PAI-1 erwies sich letztlich als interessanter und viel
versprechender Faktor. Wir zeigten, dass PAI-1-Expression, zumindest in einigen,
hypoxischen SCCHN-Tumoren, signifikant hdher ist als in weniger hypoxischen Tumoren.
VEGF und uPA-Aktivtatsspiegel stiegen dagegen nach hypoxischer Inkubation nur maRig
an. Dies lasst vermuten, dass PAI-1 strenger von Hypoxie reguliert wird als VEGF und
uPA.

In unserer Arbeitsgruppe um Bayer et al. waren nur die PAI-1-Spiegel mit der TCDs, in
vivo signifikant in Beziehung zu bringen. Man diskutierte deshalb eine mdgliche
Vorhersagekraft von PAI-1 zum Outcome der SCCHN-Patienten nach Strahlentherapie,
nach Bestimmung pratherapeutischer Tumorgewebsspiegel. In der Tat wurden hohe
PAI-1- und uPA-Mengen bereits verwendet um Hochrisiko Lymphknoten-negative
Brustkrebspatientinnen, die von einer adjuvanten Chemotherapie profitieren sollten, zu
unterscheiden [Bayer, 2008, S.367; Janicke, 2001, S.918]. Zusatzlich zeigten Speleman et
al. in einer univarianten Studie an 46 SCCHN-Patienten, dass PAI-1-Spiegel in
Tumorlysaten signifikant assoziiert sind mit einem Erkrankungsrickfall, uPA-Spiegel
jedoch nicht [Speleman, 2007, S.347]. Bedeutsamerweise ist ein PAIl-1-Inhibitor

(Tiplaxitinin, PAI-039) derzeit am Mausmodell in Untersuchung. Dies konnte flr Patienten
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mit hoher PAI-1-Expression in Kombination mit Radiotherapie eine vielversprechende
Anticancer-Therapie bedeuten [Leik, 2006, S.2713].

Unsere in vivo und in vitro Daten weisen darauf hin, dass PAI-1 als endogener
Hypoxie-Marker fungieren kénnte. In der Tat hat unsere Arbeitsgruppe jlingst in zwei
SCCHN-Zelllinien gezeigt, dass Hypoxie die PAI-1-Expression und -Sekretion in
zeitabhangiger Weise induziert. Beginnend nach bereits 4 Stunden kann es bis zu 24
Stunden erhéht bleiben [Schilling, 2007, S.7]. In einer anderen Untersuchung wurde
gezeigt, dass in vitro PAl-1-Level in drei SCCHN-Zelllinien bis zu 72 Stunden erhdht
bleiben kénnen [Sprague, 2006, S.288]. Da PAI-1 ein etablierter negativ prognostischer
Marker flr viele Tumorentitaten ist, kdnnte PAI-1 zur Gruppe endogener Hypoxie-Marker
gehoren, die als molekulares Ziel in Kombination mit Strahlentherapie benutzt werden
koénnten [Eriksen, 2006, S.120].

Das erhohte Vorkommen einiger Komponenten von proteolytischen Systemen,
insbesondere des Plasminogenaktivierungssystems, steht in enger Verbindung mit einem
invasiven und aggressiven Phanotyp von Tumoren. Es wurde gezeigt, dass uPA, uPAR
und PAI-1 einen hohen klinischen Prognosewert besitzen. Und auch VEGF als Marker flr
Tumorvaskularisation kdnnte eine Vorhersage zum Outcome in Kopf-Hals-Tumoren
ermdglichen [Smith, 2000, S.2046]. Sie zusammen kénnten deshalb zur Abschatzung der
Wahrscheinlichkeit von Tumormetastasierung, eines friihen Todes der betroffenen
Tumorpatienten oder zum weiteren Therapieentscheid herangezogen werden [Bayer,
2008, S.367].

Unsere Daten lassen den Schluss zu, dass PAI-1 — nicht aber VEGF, uPA oder
uPA-Aktivitatsspiegel — mit dem Hypoxiegrad der Tumoren und einem MafR der
Strahlenresistenz, der TCDsy, in SCCHN korrelieren. Demnach kénnten PAI-1-Mengen
zukunftig benutzt werden, um bei der Unterscheidung von Patienten mit

strahlenresistenteren Tumoren zu helfen.
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Zusammenfassung

Gegenstand der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Wirkung von Hypoxie auf
die Sekretion von VEGF und Komponenten des Plasminogenaktivierungssystems. Zur
Charakterisierung des  Hypoxie-Mikromilieus in  Tumoren  wurden zudem
pH-Wert-Analysen und Plattierungseffizienzen durchgefiihrt. Ziel dieser Arbeit war zum
Einen sezerniertes VEGF, uPA und PAI-1 beztglich Ihrer Wertigkeit als endogene Marker
fur Tumorhypoxie zu beurteilen. Zum Anderen sollte die Moéglichkeit eines individuellen
und angepassten Therapieregimes durch pratherapeutische Bestimmung der genannten

Faktoren beleuchtet werden.

Zu diesem Zweck wurden die Plattenepithelkarzinomzelllinien XF354, SAS, CAL33 und
HSC4 - allesamt Kopf-Hals-Tumoren — in Zellkultur untersucht. Die VEGF-, uPA- und
PAI-1-Sekretion wurde mit Hilfe verschiedener ELISA-Tests nach entweder 24 Stunden in
normoxischen oder in hypoxischen Umgebungsbedingungen gemessen. Mit einem
speziellen Aktivitdtsassay wurden die uPA-Aktivitaten analysiert und verglichen.
Plattierungseffizienzen und pH-Wert-Analysen zur Untersuchung des Tumormikromilieus
bzw. einer Anderung ihres spezifischen Proliferationsverhaltens durch Hypoxie wurden
zudem durchgefiihrt. Samtliche Ergebnisse wurden auf statistische Signifikanz und

Korrelationen untereinander Gberpruft.

Als Ausdruck des hypoxischem Zellstress™ konnte bei Analyse der gepoolten Daten eine
signifikante Senkung des pH-Wertes (p = 0,001**) sowie eine signifikante Reduktion der
Plattierungseffizienz (PE) (p < 0,001***) aufgedeckt werden. Im Sinne der Fragestellung
wurde eine hoch signifikante PAI-1-Mehrausschittung (p = 0,001**) nach 24 Stunden
Hypoxie offenbar. Von allen untersuchten Faktoren wurde nur die PAI-1-Ausschittung,
nicht aber die VEGF-, uPA- oder uPA-Aktivitatsspiegel, signifikant erhoht.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass in vitro Hypoxie die PAI-1-Ausschittung in den
untersuchten Zelllinien signifikant induziert. Ergebnisse von in vivo Studien dieser
Arbeitsgruppe belegen, dass PAI-1-Mengen in hypoxischen Tumoren vor Behandlung
signifikant héher sind und mit der TCDs, — einem Malf} der Strahlenresistenz — korrelieren.
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass zuklnftig auch in vivo PAI-1-Spiegel benutzt
werden konnten bei der bedeutsamen pratherapeutischen Differenzierung von Patienten

mit strahlenresistenteren Kopf-Hals-Tumoren zu helfen.
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Anhang

Anleitung zu weiteren Zellkultur Arbeitsschritten:

Zellen splitten

1.
2.

3.
4.
5,

Zellen 2x mit PBS-Puffer spilen.

Trypsin auf die Zellen pipettieren (fir 10 ml Schalchen 1 ml, fir T 75 Zellkultur-
flaschen 1,5 ml).

10 min bei Raumtemperatur oder 5 min bei 37°C inkubieren.
Zellen vom Boden der Flasche I6sen.

In frisches Medium aufnehmen und beliebig splitten.

Zellen zahlen

1.
2.

6.

Coulter counter mit Isotonlésung Nullwert bestimmen lassen.

Zellen trypsinieren (mit 1 ml Trypsin; 8-10 min lang) und in beliebig viel Medium
(4 ml) aufnehmen.

Sehr gut resuspendieren und mischen (schlieRlich mit 5 ml Pipette).
Aliquot in ein Eppi geben.

Ein Schuss Isotonlésung in einen Coulterbecher geben, 50 pl Zellsuspension aus
Eppi dazu, sowie einen weiteren Schuss Isotonlésung und messen.

Zellsuspension entfernen und Coulter counter Nullwert bestimmen lassen (s.o0.).

Zellen einfrieren

1.

N o g bk~ w0 b

Einfriermedium herstellen (2 ml Dimethylsulfoxid (DMSO); 4 ml FCS; 4 ml komplett
Medium) alles 2x.

500 pl in Kryotubes pipettieren und im Kihischrank stehen lassen.
Zellen trypsinieren.

Zellen z&hlen (s.o0.).

ca. 1x10° Zellen/Tube in 500 pl auf das Einfriermedium pipettieren.
Sofort bei -20°C fur genau 1 h (max. 2 h) stehen lassen.

Bei -80°C aufbewahren.
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