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Meiner Familie



Referat

In den letzten Jahren hat sich die 5-Jahres-Uberlebensrate des Mundhéhlenkarzinoms,
das zu den zehn haufigsten Malignomen des Menschen gehdrt, trotz Einflhrung neuer
diagnostischer und therapeutischer Mallnahmen nicht wesentlich verbessert und liegt
zum gegenwartigen Zeitpunkt bei rund 50%, wobei diesbezlglich in der Literatur
unterschiedliche Angaben kursieren.

In der Vergangenheit sind immer wieder nachdricklicher Forderungen nach
verlasslichen Markern beziglich der Prognoseabschatzung gestellt worden, die das
TNM System sinnvoll ergdnzen sollen. Hauptziel ist hierbei eine individualisierte
Prognosestellung. In diesem Sinne erscheint die Analyse von sog. Hypoxie-
assoziierten-Proteinen bzw. deren Targetproteinen Erfolg versprechend.

Anhand von immunhistochemischen Farbungen an 75 Paraffinschnitten von
Mundhoéhlenkarzinomen wurde die Expression der tumorrelevanten Proteine Survivin
(Apoptosemarker), VEGF-C (Proliferationsmarker), und Carboanhydrase IX (CAIX)
(Hypoxiemarker) untersucht und mit den klinisch-pathologischen Daten TNM-System,
Grading und der 5-Jahres-Uberlebensrate korreliert.

Die 5-Jahres-Uberlebensrate aller untersuchten 75 Karzinompatienten betrug 61,0%
und hing signifikant mit dem Stadium der Tumorerkrankung, der GrdRe des
Primartumors und dem Stadium des Lymphknotenbefalls zusammen.

Die Expression aller drei untersuchten Proteine war unabhangig von der GroRe des
Primartumors, dem Stadium der Tumorerkrankung und dem Auftreten von
Lymphknotenmetastasen, das Survivin zeigte eine positive Korrelation zum Grading.

In der singuldren Betrachtung von CAIX und VEGF-C lief sich kein signifikant erhdhtes
Risiko am Tumor zu versterben bei hoher Expression nachweisen, das Survivin zeigte
eine schlechtere Uberlebensrate bei starker im Vergleich zu schwacher Expression
ohne Signifikanz. Die kombinierte Analyse konnte ein signifikant 5,1fach erhdhtes
Risiko des tumorassoziierten Versterbens bei starker Expression von Survivin und
CAIX und gleichzeitig schwacher Expression von VEGF-C nachweisen.

Das Survivin scheint nach Betrachtung der Ergebnisse aus der Gruppe der
untersuchten Proteine ein vielversprechender Marker zur Prognoseabschatzung zu
sein. Es besteht Hoffnung, dieses Protein im Rahmen einer zlgigen und
kostengiinstigen Nachweismethode in Probeentnahmen fir die Abschatzung der
Prognose des Plattenepithelkarzinoms der Mundhdéhle und zur Therapiestratifizierung

heranziehen zu konnen.

Bolte, Katharina: Einfluss von Survivin, VEGF-C und Carboanhydrase IX auf die Prognose des
Plattenepithelkarzinoms der Mundhdhle. Halle (Saale), Med. Fak., Diss. 80 Seiten, 2012
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1. Einleitung

1.1. Das Mundhohlenkarzinom

Mundhoéhlenkarzinome gehoéren zur Gruppe der Kopf-Hals-Karzinome und umfassen
alle boésartigen Tumoren der Mundhdhle und der Zunge. Sie stehen weltweit an
sechster Stelle der haufigsten Malignome des Menschen (Brocklehurst et al., 2010). Im
Jahr 2004 wurden in der Europaischen Union (EU) 67.000 Neuerkrankungen registriert
(Warnakulasuriya, 2010).

Die Epidemiologie des Mundhdhlenkarzinoms zeigt in den vergangenen Jahren einige
Veranderungen. Lagen in Deutschland 1980 laut Statistik des Robert-Koch-Institutes
noch 5.685 Neuerkrankungsfalle bei den Mannern und 1.650 Falle bei den Frauen vor,
stieg die Zahl fir das zuletzt erfasste Jahr 2010 auf 8.360 Neuerkrankungen bei den
Mannern und 3040 bei den Frauen. Interessanterweise ist seit Ende der achtziger
Jahre eine steigende Inzidenz vor allem bei den Frauen zu beobachten, wahrend sich
die Anzahl der Neuerkrankungen mannlicher Patienten in den letzten Jahren kaum
verandert hat. Waren in der Vergangenheit deutlich mehr Manner von der Erkrankung
betroffen, hat sich das Verhaltnis Uber Jahrzehnte hinweg verschoben und liegt aktuell
nur noch bei knapp 3:1 zugunsten der Manner (Robert-Koch-Institut, 2012b).

Ein deutlicher Negativtrend lasst sich bezlglich des Erkrankungsalters verfolgen. Noch
vor einigen Jahren waren Uberwiegend Patienten jenseits des 50. Lebensjahres
betroffen, aktuell zeigt sich eine zunehmende Tendenz in Richtung eines jungeren
Erkrankungsalters (Westra, 2009).

In 90% der Félle handelt es sich beim Vorliegen eines Mundhdhlenkarzinoms um
Plattenepithelkarzinome (Warnakulasuriya, 2009). Andere Formen sind z.B. das Nicht-
Plattenepithelkarzinom, Sarkome, Lymphome und Melanome (Zini et al., 2010).

Als Hauptrisikofaktoren fir die Entstehung eines Mundhoéhlenkarzinoms sind Nikotin
(25%) oder Alkohol (7-19%), mangelhafte Ernahrung (10-15%), sowie eine
unzureichende Mundhygiene hinreichend bekannt. Ein Zusammenhang mit dem
Humanen Papillomavirus (HPV) wird diskutiert (Warnakulasuriya, 2009). Weitere
negative Faktoren koénnen chronische Reizzustdnde durch schlecht sitzende
Zahnprothesen darstellen (Vokes et al., 1993).

Limitierend fur die klinische Prognose ist die Fahigkeit des Mundhéhlenkarzinoms zu

metastasieren und destruierend zu wachsen (Schwenzer und Ehrenfeld, 2010).



Trotz zahlreicher Fortschritte in Diagnostik und Therapie stagniert das 5-
Jahreslberleben der Patienten mit einem Mundhéhlenkarzinom in den letzten
Jahrzehnten. Gegenwartig betragt es rund 50% (Warnakulasuriya, 2009).

Seit etwa einem Jahrzehnt beschéaftigt sich die Wissenschaft mit der Selektierung
molekularer Marker zur individualisierten Prognoseabschatzung dieser Tumorentitat in
Erganzung zum etablierten TNM-System (Lothaire et al., 2006; Schliephake, 2003).
Sehr Erfolg versprechende Ansatze konnten flir die sog. Hypoxie-assoziierten Proteine
verzeichnet werden (Bussink et al., 2003; Eckert et al., 2008).

Schon seit Jahren wurde in der Literatur diskutiert, inwieweit das klassische System
aus TNM und Grading ausreichend ist, um die Prognose von Tumoren abschatzen zu
kénnen. Bereits 2000 sah Hausamen die TNM Kilassifikation als nicht unumstritten an
und berichtete Uber Forderungen verschiedenster Autoren, histologische Parameter
und sog. molekulare Tumormarker fur die Prognosestellung zu berlcksichtigen
(Hausamen, 2000). Auch Bisoffi schatzte dieses System als nicht mehr suffizient und
verlasslich ein (Bisoffi et al., 2006).

Tab. 1 zeigt die aktuell gultige TNM-Klassifikation des Mundhdhlenkarzinoms, die Abb.
1 und 2 entsprechende klinische und CT-morphologische Darstellungen von

Mundhohlenkarzinomen.

Tab. 1: TNM-Klassifikation des Plattenepithelkarzinoms der Mundhéhle (Wittekind und
Meyer, 2010)

Stadium Ausbreitung
T-Stadium
Tx kann nicht beurteilt werden
TO kein Anhalt fir Primartumor
Tis Carcinoma in situ
T1 < 2cm
T2 >2cm < 4cm
T3 >4cm
T4a Lippe: Infiltration durch kortikalen
Knochen, N. alveolaris inf., in
Mundhdhlenboden oder in die
Haut von Kinn oder Gesicht




Mundhéhle: Infiltration durch kort.
Knochen in auBere Muskulatur
der Zunge (M. genioglossus, M.
hyoglossus, M. palatoglossus, M.
styloglossus), Kieferhéhle oder
Gesichtshaut
T4b Lippe und Mundhdhle: Tumor
infiltriert Spatium masticatorium,
Proc. pterygoideus oder
Schadelbasis oder umschliel3t A.
carotis interna
N-Stadium
Nx Regionare LK nicht beurteilbar
NO & regionaren LK-Metastasen
N1 Ipsilateral, solitdr< 3cm
N2a Ipsilateral, solitar, 3-6¢cm
N2b Ipsilateral, multipel, = 6¢cm
N2c Bilateral, kontralateral, < 6cm
N3 LK-Metastasen > 6¢cm
M-Stadium
Mx Nicht beurteilbar
MO Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen vorhanden

Das Tumorstadium ist wie folgt klassifiziert:

0

IVA

IVB

IVC

Tis, NO, MO

T1, NO, MO

T2, NO, MO

T1/T2, N1, MO

T3, N1, MO
T1/T2/T3, N2, MO
T4a, NO/N1/N2, MO
jedes T, N3, MO
T4b, jedes N, MO
jedes T, jedes N, M1




Aussagen Uber die histopathologische Differenzierung des Karzinoms kénnen mittels
des Gradings vorgenommen werden:

Gx kann nicht beurteilt werden

G1 gut differenziert

G2 maRig differenziert

G3 schlecht differenziert

G4 undifferenziert

Unterschieden werden die klinische (TNM) und die pathologische (pTNM)
Klassifikation. Die pathologische Klassifizierung erfolg anhand histopathologischer
Untersuchungen von resezierten Tumoren, die klinische Kilassifikation stitzt sich
pratherapeutisch auf bildgebende diagnostische Verfahren oder Biopsien.

Zur Beschreibung eines Residualtumors nach erfolgter Therapie kommt die R-

Klassifikation zur Anwendung:

RX kann nicht beurteilt werden

RO kein Residualtumor

R1 Mikroskopischer Residualtumor

R2 Makroskopischer Residualtumor (Wittekind und Meyer, 2010)



Abb.1: Klinisches und CT-morphologisches Bild eines Plattenepithelkarzinoms des
anterioren Mundbodens bei einem 68-jahrigen mannlichen Patienten (pT4 pN1
MO G2)

Abb. 2: Klinisches und CT-morphologisches Bild eines Alveolarfortsatzkarzinoms
rechts bei einer 64-jahrigen weiblichen Patientin (pT4 pNO MO G2)



1.2. Tumorgenese und Tumormarker

Seit den 90er Jahren werden Forderungen nach neuen Parametern zur
Prognoseabschatzung des Plattenepithelkarzinoms der Mundhdhle gestellt, die das
weit verbreitete TNM-System sinnvoll erganzen sollen.

Hierzu wurden in zahlreichen Studien sogenannte Tumormarker untersucht. Es handelt
sich um Proteine, die wahrend der Tumorgenese exprimiert werden bzw. an ihr
beteiligt sind und mittels einfacher Nachweismethoden wie z.B. der Immunhistochemie
relativ unkompliziert entdeckt werden kénnen.

Die grofte hierzu verdffentlichte Ubersichtsarbeit stammt von Schliephake aus dem
Jahr 2003, der die Tumormarker nach ihrer Funktion in vier verschiedene Gruppen
einteilte (Schliephake, 2003):

Tab. 2: Einteilung der Tumormarker zur Prognoseabschatzung beim
Plattenepithelkarzinom der Mundhéhle (nach Schliephake 2003)

Gruppe Funktion

I Zellzyklusakzeleration und Proliferation

Il Tumorsuppression und Apoptose

1 Angiogenese

A\ Adhasionsmolekile und Matrixdegeneration

Das Wachstum der Zellen im menschlichen Organismus unterliegt einer standigen
Regulation. Im Rahmen des Zellzyklus teilen sich Zellen und werden neue Zellen
gebildet. Die Apoptose eliminiert Zellen nach einem exakten Plan aus dem
Organismus.

Der Zellzyklus kann in verschiedene Phasen eingeteilt werden: die Interphase mit ihren
Unterphasen G1, S und G2, in der die Zelle neues Erbgut synthetisiert und dieses
verdoppelt und die Mitose, in der es zur Teilung des Kerns kommt. Der Ablauf eines
Zellzyklus wird in Abb. 3 verdeutlicht.



Abb. 3: Zellzyklus (Horn et al., 2003)

Verschiedene Proteine sind in den Zyklus eingeschaltet, um den geordneten Ablauf zu
garantieren:

- Wachstumsfaktoren, die fir die Differenzierung der Zellen verantwortlich sind,
sind an Rezeptoren mit Tyrosinkinaseaktivitat gekoppelt, die die Information an
das Zellinnere weitergeben. Sie induzieren die Zellteilung. Werden einer Zelle
Wachstumsfaktoren entzogen, geht sie in die Ruhephase, die GO Phase oder in
die Apoptose uber.

- Das RB-Protein (erstmals entdeckt im Retinoblastom) ist ein Zellkernprotein
und bildet einen zentralen Regulationspunkt im Zellzyklus. Durch
Wachstumsfaktoren erfolgt die Phosphorylierung dieses Proteins, das daraufhin
die Expression weiterer Gene, insbesondere Transkriptionsfaktoren erlaubt, die
den Zellzyklus induzieren.

- Das P53-Gen ist neben dem RB-Protein ein weiteres wichtiges Protein zur
Regulation des Zellwachstums. Es hat ein Molekulargewicht von 53 kD und
verhindert die Teilung einer Zelle bzw. leitet deren Apoptose ein, wenn es zu
einer Schadigung des Erbguts gekommen ist. In Uber der Halfte aller
menschlichen Tumoren findet sich eine Mutation des P53-Gens (Lo6ffler und
Petrides, 1998).



Geraten die Regulations- und Kontrollmechanismen im Organismus aus dem
Gleichgewicht kann es zu unkontrolliertem Wachstum von Zellen, zu Mutationen und
zur Entstehung von Tumoren kommen. Proliferationsgene zeigen eine erhdhte
Aktivitat, Antiproliferationsgene, auch Tumorsuppressorgene genannt, weisen eine
verminderte Aktivitat auf.

Sogenannte Tumormarker sind in der Lage, verschiedene Aspekte des dysregulierten

Wachstums im Tumor aufzudecken.

1.3. Tumorhypoxie

Nicht nur die Aktivitat der erwahnten Protoonko- und Tumorsuppressorgene ist flr die
Entstehung eines Tumors verantwortlich. Seit mehreren Jahrzehnten werden die
Auswirkungen einer hypoxischen Situation im Tumor auf dessen Ausbreitung
untersucht.

Die Hypoxie entsteht aus einem Ungleichgewicht zwischen Sauerstoffangebot- und
bedarf. Tumorzellen scheinen in der Lage zu sein, sich an das minimierte
Sauerstoffangebot zu adaptieren und unter den gegebenen Bedingungen zu
proliferieren. Nicht nur fir die Tumorentstehung und -progression haben diese
Vorgange entscheidende Auswirkungen, sondern hypoxische Tumoren zeigen auch
eine erhdhte Resistenz gegenlber Strahlen- oder Chemotherapie, verbunden mit einer
deutlich schlechteren Prognose (Janssen et al., 2005).

Zu unterscheiden ist die akute, durch Minderperfusion verursachte von der
chronischen, durch mangelnde Diffusion bedingten Hypoxie. Tumorzellen sind unter
hypoxischen Bedingungen in der Lage, ein eigenes Gefallsystem auszubilden, um ihre
Versorgung zu gewdahrleisten. Wachsen die Zellen jedoch schneller als das
Gefallsystem, kommt es zur Hypoxie (lsa et al., 2006).

Die Tumorhypoxie wird schon seit langer Zeit als essentieller Bestandteil der
Tumorprogression vermutet. Bereits 1936 untersuchte Mottram das negative
Ansprechen hypoxischer Tumorzellen auf eine Radiotherapie (Mottram, 1936), ebenso
Thomlinson und Gray (Thomlinson and Gray, 1955). In den letzen Jahren ist eine
Vielzahl an Studien zu dieser Thematik verdffentlicht worden. Alle belegen einen
eindeutigen  Zusammenhang  zwischen der  schlechten  Prognose des
Mundhoéhlenkarzinoms und dem verminderten Ansprechen auf Radio- und
Chemotherapie mit der Hypoxie im Tumor. Die wichtigsten sind von Janssen 2005 in

einer Ubersichtsarbeit erfasst worden (Janssen et al., 2005). Isa et al konnten eine



Resistenz hypoxischer Zellen auch gegen Zytostatika wie Cisplatin, Bleomycin und 5-
Fluouracil nachweisen (Isa et al., 2006).

Fur den Einsatz in Diagnostik und Therapie unterscheidet man sog. endogene und
exogene Hypoxiemarker. Als exogener Hypoxiemarker kann z.B. Pimonidazol, ein
Radiosensitizer, eingesetzt werden, welcher in vivo einem Gewebe zugefligt werden
muss, um dessen Sauerstoffspannung zu bestimmen (Airley et al., 2003). Gegenwartig
konzentriert sich die Forschung auf endogene, also im Tumor existente
Hypoxiemarker. Mittlerweile ist eine Reihe solcher Marker bekannt, die auf eine
Hypoxie im Tumor hinweisen. Zentrales Regulatorprotein der Sauerstoffversorgung
von Zellen ist der Hypoxie-induzierbare Faktor mit seiner a-Untereinheit (HIF-1a)
(Harris, 2002; Semenza, 2011). Nach der in der Regel durch Hypoxie getriggerten
Aktivierung von HIF-1a wird letztlich eine ganze Kaskade sog. Regulatorproteine
induziert. Dazu gehdren auch zahlreiche membranstandige Transportproteine und
Enzyme (Bussink et al., 2003; Harris, 2002). Wesentliche in diesen Prozess involvierte
Proteine sind u.a. die Glukosetransportmolekile (GLUT) und die Carboanhydrase IX.
Beide kdnnen durch immunhistochemische Nachweise entdeckt werden.

Einer der fur die Angiogenese wichtigsten und am meisten untersuchten
Wachstumsfaktoren, der Vascular endothelial growth factor (VEGF) wird ebenfalls
durch eine hypoxische Situation aktiviert und gehdért der Gruppe der endogenen

Hypoxiemarker an.

1.4. Apoptose

Die Apoptose, der programmierte Zelltod, ist ein Regulationsprozess zur
Differenzierung und Eliminierung schadlicher oder im Organismus nicht mehr
bendtigter Zellen (Lo Muzio et al., 2005). Bei diesem Vorgang kommt es zunachst zur
Schrumpfung des Zellkerns, die Plasmakernmembran zerfallt und die Zelle beginnt mit
der Aufldsung, die DNA wird abgebaut.

Die folgenden Erlauterungen basieren auf der Arbeit von Altieri aus dem Jahr 2003
(Altieri, 2003).

Sowohl in der Tumorentstehung, als auch in der Resistenzentwicklung maligner Zellen
gegeniuber Therapieverfahren spielt die Stérung des dynamischen Gleichgewichts
zwischen Zellproliferation durch mitotische Teilung und programmiertem Zelltod eine
entscheidende Rolle.

Induziert werden kann die Apoptose durch zwei unterschiedliche Wege. Eine Gruppe

von Enzymen, die sogenannten Caspasen, haben ebenso wie die Mitochondrien eine



wichtige Bedeutung im Rahmen des programmierten Zelltodes. Die Caspasen liegen in
der gesunden Zelle als Procaspasen vor und werden durch Proteolyse aktiviert. Zu
unterscheiden sind die Adaptercaspasen oder Initiatorcaspasen von den
Effektorcaspasen.

Die Adaptercaspasen, vorwiegend Caspase 8 (extrinsischer Weg) und 9 (intrinsischer
Weg), stellen die Verbindung zwischen dem apoptoseauslésenden Signal und den
Effektorcaspasen her. Die Effektorcaspasen sind fur die eigentliche Apoptose nach
einem geordneten Programm verantwortlich. Als wichtigstes Mitglied ist hier die
Caspase 3 zu nennen.

Zur intrinsisch  eingeleiteten  Apoptose kommt es bei Vorliegen eines
Sauerstoffmangels oder einer DNA-Schadigung. Uber eine Schéadigung der
Mitochondrien kann der Zelltod ausgelést werden. Hierbei ist das p53-Protein, ein
Transkriptionsfaktor, dessen Konzentration nach einer Schadigung der Zelle stark
ansteigt, von entscheidender Bedeutung. Das p53 aktiviert seinerseits die Mitglieder
der Bcl-2 Familie, die wiederum fir die Freisetzung des Cytochrom c, einem
Elektronentransporter der Atmungskette, aus der inneren Mitochondrienmembran ins
Zytosol sorgen. Cytochrom c ist im Zytosol in der Lage, die Adaptercaspase 9 zu
aktivieren, die daraufhin die Effektorcaspase 3 aktiviert und somit die Apoptose
einleitet (Altieri, 2003).

Von extern (extrinsischer Weg) kann die Apoptose u.a. durch Strahlen,- Hitze,- oder
chemische Schaden der DNA oder Entzug von Wachstumsfaktoren induziert werden.
Ein Ligand, z.B. der Tumornekrosefaktor o (TNF-a) bindet hierbei an einen Rezeptor
der TNF-Famile (CD 95 (Fas L)). Uber sog. Todesdoménen wird die Caspase 8
aktiviert (Altieri, 2003).

Am Ende des programmierten Zelltodes, also am Ende beider Wege, steht die
Fragmentation des Genoms.

An der Regulation der Apoptose sind zwei Genfamilien beteiligt: Zum einen die Gruppe
der sog. Apoptoseinhibitoren (IAP), zu denen auch das Survivin gehért und zum
anderen die BCL-2-Protein-Familie, die die Freisetzung des Cytochrom c Uber die
Regulation der Membranpermeabilitdt der Mitochondrien verhindern kann (Altieri,
2003).

Anders als bei der Nekrose kommt es im Rahmen der Apoptose nicht zu einer
Schadigung des umliegenden Gewebes (Loffler et al., 2006).

Abb. 4 zeigt eine schematische Darstellung des programmierten Zelltodes.
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Abb. 4: Schematische Darstellung des programmierten Zelltodes aus: (Altieri, 2003)

1.5. Survivin

Das Survivin ist ein Protein aus der Gruppe der Apoptoseinhibitoren (IAP). Diese IAP
beinhalten 1-3 Kopien einer sich wiederholenden Tandem-repeat-Domane, die aus 70
Aminosduren besteht und als baculovirus IAP repeat (BIR) bezeichnet wird. In einigen
der IAP findet sich auRerdem eine CARD-Domane (caspase-recruitment-domain) und
eine C-terminale Ring-Finger-Domane, in deren Zentrum sich zwei Zinkionen befinden
(Altieri, 2003).

Erstbeschreiber des Survivin waren Ambrosini et al 1997, die die Inhibition der
Apoptose als wichtigen Faktor in der Entstehung neoplastischer Prozesse entdeckten
und das Survivin als mdglichen Angriffspunkt in der Entwicklung neuer therapeutischer
Ansatze in der Tumorforschung prognostizierten (Ambrosini et al., 1997).

Ebenso wie die Proteine der Bcl-2-Familie sind auch die IAP fahig, den
programmierten Zelltod zu verhindern. Im menschlichen Organismus konnten bisher
acht verschiedene IAP detektiert werden. Im Fokus dieser Arbeit steht das Survivin.

Funf Varianten dieses Proteins sind momentan bekannt:
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- wt-Survivin

- Survivin-AEx3

- Survivin-2a

- Survivin-2B

- Survivin-3B (Caldas et al., 2005)

Das 16,5 kDa Protein Survivin ist das kleinste Mitglied der Familie der IAP Proteine
und wird kaum in gesunden adulten Geweben, aber in hohem Mafl} in menschlichen
Tumoren exprimiert. Ausnahmen bilden die embryonalen und fetalen Organe, die
Zellen des Thymus, Stammzellen des Knochenmarks und die Basalzellen der
Kolonschleimhaut (Altieri, 2003). Im Gegensatz zu anderen Mitgliedern der IAP-Familie
besitzt das Survivin nur eine BIR-Domaine. An seinem C-terminalen Ende findet sich
anstatt eines Ring-Fingers eine a-helikale coiled-coil-Doméane (Altieri, 2003; Ambrosini
et al., 1997).

Zwei Hauptfunktionen des Survivins sind zu nennen, wobei die genauen Mechanismen
noch nicht vollstdndig verstanden sind: Zum einen spielt das Protein eine wichtige
Rolle in der Regulation der Mitose. Das Survivin wird wie bereits beschrieben in
Abhangigkeit der einzelnen Zyklusphasen unterschiedlich exprimiert und kann vor
allem in der G2/M Phase gefunden werden, wo es bis zu 40fach starker als in der G1-
Phase ausgepragt sein kann (Li et al., 1998). Verschiedene Studien konnten schwere
Defekte in der Mitose im Falle einer Antagonisierung oder Blockade des Survivins
nachweisen (Altieri and Marchisio, 1999; Li et al., 1998).

Neben der Regulation der Zellteilung ist das Protein in der Lage, den programmierten
Zelltod zu verhindern. Es besitzt die Fahigkeit, sowohl den extrinsischen Fas-Ligand-
induzierten als auch vorwiegend den internen mitochondrialen Pathway zu blockieren.
(De Maria et al., 2009). Uber eine Stabilisierung der Caspasen, insbesondere Caspase

9 verhindert das Survivin deren Freisetzung und inhibiert somit die Apoptose.

Die Expression des Proteins wird im Zusammenhang mit einer Progression maligner
Erkrankungen, einem erhdhten Rezidivrisiko und einer Resistenz gegen etablierte
therapeutische Konzepte diskutiert (Marusawa et al., 2003).

Diverse Studien konnten die Expression des Proteins in verschiedenen
Tumorentitaten, z.B. dem Bronchial- (Monzo et al., 1999), Mamma- (Tanaka et al.,
2000), Magen- (Lu et al., 1998), Blasen- (Swana et al., 1999), Kolon- (Kawasaki et al.,
1998), Leber- (Ito et al., 2000), Prostata- (Xing et al., 2001) und Mundhdhlenkarzinom
(Jane et al., 2006; Lo Muzio et al.,, 2001) jedoch kaum in physiologischen adulten

Geweben nachweisen.
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Diese Tatsache und die Fahigkeit des Survivins, Tumorzellen beim Wachsen und
Uberleben zu unterstiitzen bzw. Ihren Zelltod zu verhindern, macht das Protein zu
einem vielversprechenden Marker bezlglich der Prognosekalkulation und Therapie
maligner Erkrankungen. Médgliche Therapieoptionen werden im Ergebnisteil naher

erlautert.

1.6. VEGF-C

Die Sauerstoffversorgung von Geweben kann allein durch Diffusion lediglich tGber eine
Strecke von 100-200 um aufrechterhalten werden. Um die Oxygenierung auch dariber
hinaus sicherzustellen, bedarf es eines hochentwickelten Gefallsystems, das in der
Lage ist, einen Sauerstofftransport auch Uber groRere Distanzen hinweg zu
gewahrleisten (Hoeben et al., 2004). Die Bildung dieses Gefalisystems (Angiogenese)
besteht im ,Sprossen“ von neuen Blutgefallen aus bereits existierenden. Nicht nur
physiologische Gewebe, sondern auch solide Tumoren wie das Plattenepithelkarzinom

der Mundhdhle sind auf dieses Phdnomen angewiesen.

Die Angiogenese lasst sich grob in vier wichtige Schritte einteilen:
1. Aktivierung von Endothelzellen
2. Migration und Proliferation von Endothelzellen
3. Ausbildung von Kapillaren
4. Differenzierung zu einem Blutgefa® (Hotfilder et al., 1997)

Einer der wichtigsten Mediatoren der Angiogenese ist der Vascular Endothelial Growth
Factor (VEGF), der in die Gruppe der Wachstumsfaktoren gehért. Insgesamt sind
sieben verschiedene Formen aus der Gruppe des VEGF bekannt: VEGF-A, VEGF-B,
VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F und der Placental Growth Factor (PIGF), dessen
Rolle in der Tumorentstehung bis heute allerdings unzureichend erforscht ist (Hoeben
et al., 2004).
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Abb. 6: Schematische Darstellung der VEGF Liganden und ihrer Rezeptoren aus:
(Rosenthal, 2012)

Eine besondere Bedeutung in der Tumorgenese wird dem VEGF-A und dem VEGF-B
im Rahmen der GefédRangiogenese sowie dem VEGF-C und dem VEGF-D in der
Lymphangiogenese zugeschrieben.

Nicht nur die Ausbildung eines BlutgefaRsystems, sondern auch die Formation eines
eigenen Lymphgefa3systems ist fur die weitere Progression eines Tumors von grof3er
Bedeutung. Prinzipiell muss zwischen beiden Sachverhalten unterschieden werden.
Lymphgefdlle entstehen zum einen durch die Weiterentwicklung priméarer
Lymphoblasten zum anderen koénnen sie sich durch Differenzierung venodser
endothelialer Zellen ausbilden. Die im Rahmen der Tumorprogression wahrscheinlich
wichtigsten Mediatoren sind VEGF-C und VEGF-D mit ihrem dazugehoérigen Rezeptor
dem VEGFR-3 (Alitalo and Carmeliet, 2002). Aufgabe des VEGF-C ist es, die
lymphoepithelialen Zellen in Bezug auf Wachstum und Migration zu kontrollieren, aber
auch ihr Uberleben zu sichern, und so die Ausbreitung von Metastasen zu fordern.

Das Gefallsystem eines Tumors bietet multiple Durchtrittsstellen, so dass den
Tumorzellen eine weitgehend ungestorte Zirkulation ermdéglicht wird. Durch die im
Rahmen der Angiogenese neu gebildeten GefalRe kdnnen sich lymphogene
Metastasen entwickeln (Alitalo and Carmeliet, 2002).

VEGF-C, ein 34-42 kD schweres multifunktionales Glykoprotein, aktiviert den VEGF-
Rezeptor-3 (VEGFR-3). Es handelt sich hierbei um einen membranstéandigen

Tyrosinkinaserezeptor, der vorwiegend auf lymphatischen Endothelzellen lokalisiert ist
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(Liu et al., 2009). Die Expression des VEGF-C steigt mit zunehmender Hypoxie im
Tumorgewebe an. Im Rahmen therapeutischer Optionen, nicht nur zur Behandlung
maligner Erkrankungen, wird die Verwendung von Inhibitoren des VEGF-C diskutiert.
Laufende Studien machen Hoffnung auf einen Nutzen in der Therapie der
Endometriose oder des Syndroms der polyzystischen Ovarien. In der Ophthalmologie
kénnte die Hemmung des Proteins in der Behandlung der altersbedingten
Makuladegeneration eingesetzt werden (Ferrara et al., 2003).

In den letzten Jahren wurden immer wieder Spekulationen geaufiert, der VEGF-C
kbnne als Tumormarker zur Prognoseabschatzung des Mundhdhlenkarzinoms
eingesetzt werden, da er in dieser Tumorentitdt besonders hoch exprimiert wird (Yang
et al., 2002).

1.7. Carboanhydrase IX

Die Carboanhydrase (CA) oder auch Carbonat Hydrolase ist ein Enzym, das die
reversible Hydratation von Kohlendioxid und Wasser Uber Kohlensaure zu
Hydrogencarbonat und Wasserstoffionen katalysiert (Beasley et al., 2001). Die

Hydrogencarbonationen sind im Gegensatz zum Kohlendioxid gut wasserldslich.

CO2 + H20 <« H,CO3 = HCO3 + H*

Erstmalig wurde das Enzym 1933 aus dem Blut von Ochsen durch die Cambridger
Physiologen Meldrum und Roughton isoliert und konnte seitdem in den Geweben und
Organen zahlreicher Organismen gefunden werden (Nogradi, 1998).

Vier verschiedene Gruppen der Carboanhydrasen sind bekannt: a-CA, p-CA, y-CA und
0-CA, die menschlichen Isoformen sind den a-Carboanhydrasen zugeordnet (Picaud et
al., 2009). Es handelt sich um Zink-Metalloenzyme, die an einer Vielzahl von
biologischen Prozessen beteiligt sind: Respiration, Saure-Basen-Haushalt,
Kalzifizierung, Resorption von Knochen und an der Regulation des pH-Wertes von
Korperflissigkeiten wie Liquor, Urin, Speichel und Magensaure (Opavsky et al., 1996).
Des Weiteren stellt die Carboanhydrase ein Schllisselenzym bei der
Kammerwasserproduktion des Auges dar.

Zwolf verschiedene Isoformen konnten bislang klassifiziert und nach ihrer Lokalisation
eingeteilt werden. Zusatzlich ist eine Untergruppe von drei nicht katalysierenden
Isoformen definiert: CA VIII, CA X und CA XI (Picaud et al., 2009).
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Das Vorkommen der Carboanhydrase beim Menschen stellt Tab. 3 dar.

Tab. 3: Vorkommen der CA Isoformen im menschlichen Gewebe aus: (Picaud et al.,

2009)
Vorkommen Isoform
zytosolisch CAl, CAll, CAlll, CAVII, CAXII
mitochondriell CAVa, CAVb
sekretiert CAVI
membranassoziiert CAIV, CAIX, CAXII, CAXIV

Die Carboanhydrase | findet sich vorwiegend in Erythrozyten, die Carboanhydrase Il ist
ein zytosolisch lokalisiertes und zugleich das am besten erforschte Enzym dieser
Gruppe. Carbonahydrase lll findet sich an den roten Skelettmuskelzellen, die CA IV
am Ziliarkérper des Auges. Die Carboanhydrase VI ist eine an die Membranen des
Zentralnervensystems oder der Lunge gebundene Form.

Vorwiegend in den Mitochondrien findet sich die CA V, die Carboanhydrase VI wird im
Speichel exprimiert. Die Carboanhydrase VIl ist im Kleinhirn lokalisiert (Picaud et al.,
2009). Bisher kaum erforscht ist die Funktion der Carboanhydrase VIl (Lindskog,
1997).

Abb. 7 zeigt die Arbeitsweise einer Carboanhydrase in einem komplexen System an

der Zelloberflache.
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Abb. 7: Schematische Darstellung der Funktion der Carboanhydrase (ibernommen
aus Klinke und Silbernagel, 2003)

Die Carboanhydrase IX ist ein transmembrandres Glykoprotein, das an der
Zelloberflache eine N-terminale proteoglykanahnliche Struktur besitzt, als Ankerstelle
dient der intraplasmatische Teil. Das Molekulargewicht liegt zwischen 54 und 58 kDa.
Im gesunden Gewebe findet sie sich lediglich im Gastrointestinaltrakt (Opavsky et al.,
1996). In physiologischen Zellen von Herz, Lunge, Prostata, Blut, Niere, Plazenta und
Muskeln wird die CAIX nicht exprimiert (McKiernan et al., 1997). Die Carboanhydrase
ist auch ein tumorassoziiertes Isoenzym. Sie schiitzt das Innere einer Tumorzelle vor
einer Ubersauerung. Das durch die katalysierte Reaktion entstandene Bikarbonat kann
gegen intrazellulares Chlorid ausgetauscht werden und erhalt somit die flr das
Wachstum der Tumorzelle notwendige Alkalose aufrecht. Ein Absinken des pH-Wertes
wurde die Tumorzelle gefahrden (Hoogsteen et al.,, 2005). Gegenlber hypoxischem
Stress ist die CAIX &auRerst empfindlich, kommt es zu einem Absinken der
Sauerstoffpartialdricke im Tumorgewebe unter 20 mmHg fir mehr als 16 Stunden ist
eine kompensatorische Hochregulation der Carboanhydrase zu verzeichnen.

Diese Kenntnisse erlauben, das Enzym als moglichen Prediktor beziglich der

Prognose zahlreicher Malignome, u.a. des Mundhdhlenkarzinoms des Menschen,
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heranzuziehen (Hoogsteen et al., 2005). Allerdings herrscht Uber ihren Stellenwert in
der Prognosekalkulation maligner Erkrankungen in der Literatur noch Uneinigkeit
(Nogradi, 1998).

2. Zielsetzung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Studie war es, an einem monozentrischen Krankengut mit
exzellent dokumentierten Behandlungsdaten die Proteine zu untersuchen, die beim
Mundhéhlenkarzinom des Menschen einen Einfluss auf die Prognose haben kdnnten.
Ausgewahlt wurden die drei Proteine Survivin, VEGF-C und CAIX.

Im Ergebnis der Arbeit soll entschieden werden ob zum Zeitpunkt der Diagnosestellung
diverse qualitative immunhistochemische Untersuchungen zum Nachweis der
genannten Proteine sinnvoll sind.

Das Ziel einer individualisierten Prognosestellung ist dann die Ergdnzung des
etablieten TNM-Systems sowie des Tumorgradings durch einen solchen

Tumormarker.

Dabei ist es winschenswert, einen Marker zu benutzen, der in einem
immunhistochemischen Verfahren schnell und kostenglinstig nachgewiesen werden
kann und bereits von der Entnahme der Probebiopsie an zur Planung der Therapie
herangezogen werden kann und der reproduzierbare Ergebnisse beziglich der

Prognose der Grunderkrankung liefert.
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3. Material und Methoden

3.1. Patienten

Zwischen 1993 und 1999 befanden sich 106 Patienten mit einem primaren Malignom
der Mundhdhle zur Behandlung in der Klinik fir Mund,- Kiefer- und Plastische
Gesichtschirurgie der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg. Hierbei handelte es
sich in 99 Fallen um ein Plattenepithelkarzinom (93,4%). Aus diesen 99 Patienten
konnten 75 Falle zur Durchfihrung weiterer Untersuchungen ausgewahlt werden.
Voraussetzung zum Einschluss in die Studie waren die Kenntnis des Uberlebens oder
Versterbens in einem definierten Beobachtungszeitraum von funf Jahren sowie
ausreichend vorliegendes Gewebe flr die Immunhistochemie. Nicht eingeschlossen
werden konnten Patienten, deren Gewebeproben keinen adaquaten Tumoranschnitt
zur immunhistochemischen Farbung boten oder deren Behandlungsdaten aufgrund
mangelnder Nachsorge unvollstandig waren.

Folgende klinische Parameter wurden bei allen Patienten erhoben: Alter, Geschlecht,
Zeitpunkt der Diagnosestellung anhand einer Probeexzision, Noxen in Form von
Alkohol und Nikotin.

Des Weiteren wurden die Tumorausdehnung (T), sowie das Ausmal von regionaren
Lymphknotenmetastasen (N) und Fernmetastasen (M) nach den Vorgaben des
American Joint Comittee on Cancer (AJCC) bzw. Union Internationale Contre Le
Cancer (UICC) aus dem Jahre 1990 in einer TNM-Formel zusammengefasst.

Weiterhin wurden die histologische Differenzierung (Grading), das Auftreten von
Rezidiven oder Residualtumoren (R-Klassifikation) sowie eventueller Todestag und
Todesursache in die Datenbank einbezogen. Auch die Therapieform wurde erfasst. 41
(54,6%) der 75 Patienten wurden primar chirurgisch therapiert, 21 (28%) erhielten
zusatzlich zur operativen Therapie eine Bestrahlung. Bei 7 (9,3%) Patienten wurde
zusatzlich zum operativ/radiologischen Vorgehen eine Chemotherapie appliziert. 4
(5,3%) Patienten unterzogen sich lediglich einer Bestrahlung als singulére Therapie,
bei 2 (2,6%) Patienten war die Radiatio mit einer Chemotherapie kombiniert worden.
Alle Daten orientierten sich an den Anforderungen der DOSAK (Deutsch-
Osterreichisch-Schweizerischer  Arbeitskreis ~ fir  Tumoren im  Kiefer- und
Gesichtsbereich).

Die genannten Parameter wurden in einer Datenbank zusammengestellt. Fehlende

Informationen bezliglich Uberleben oder Versterben eines Patienten sowie die genaue
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Todesursache wurden mit Hilfe von Hausarzten, Krankenkassen und

Einwohnermeldeamtern erganzt.

3.2. Immunhistochemie

Die Gewebeproben der entsprechenden Patienten waren in Paraffinblécken gelagert,
welche freundlicherweise vom Institut flir Pathologie der Martin-Luther-Universitat Halle
Wittenberg (damaliger Direktor: Univ.-Prof. Dr. S. Hauptmann) zur Verfligung gestellt
wurden.

Mittels eines Mikrotoms wurden aus den Paraffinblécken 2-4 um dicke Gewebeschnitte
angefertigt. Die immunhistochemische Farbung wurde mit der etablierten Avidin-Biotin-
Komplex-Methode vorgenommen, die im folgenden Abschnitt beschrieben wird
(Boenisch, 2003). Die Farbungen von CAIX und VEGF-C wurden von der Promovendin
selbst, die Farbungen des Survivins von einer medizinisch-technischen Assistentin
durchgeflhrt.

Als Negativkontrolle diente die Inkubation ohne Primarantikdrper, als Positivkontrolle
wurde Darmgewebe vom Kaninchen eingesetzt.

Die in Paraffin eingebetteten Gewebe wurden zunachst flir 30 min in Xylol (Carl Roth
GmbH + Co Kg Deutschland, Karlsruhe) eingelegt und in einer absteigenden
Alkoholreihe (Ethanol, Biomed GmbH, Dessau, Deutschland) von 95% und 70%
dehydriert, 30 sek in destilliertes H,O und anschlieBend in PBS-Bad (Phosphate-
buffered-Saline Puffer, Applichem GmbH, Darmstadt, Deutschland) eingelegt. Zur
Antigendemaskierung wurde ein Citratpuffer aus zwei Stammlésungen hergestellt.
Ldésung A setzt sich aus 10,5 g Zitronensduremonohydrat in 500 ml Aqua zusammen,
Lésung B aus 14,7 g Natriumcitrat-Dihydrat in 500 ml Aqua. Die Gebrauchsldsung
bestand aus 15 ml der Lésung A und 85 ml der Lésung B in 1000 ml Aqua, der pH-
Wert betrug 6,0.

Die Demaskierung wurde in einem Mikrowellenofen durchgefiihrt (5 min. flr die
Carboanhydrase IX und 20 min. fur das Survivin und den VEGF-C bei 100 °C).

Nach einer Abklhlzeit von 20 min. wurden die Objekttrager 5 min. in PBS Puffer
gespullt und zur Inaktivierung der endogenen Peroxidase 20 min. bei 4°C in einem
Methanol/H,O, Bad (vier Teile Methanol absolut, Carl-Roth GmbH+Co KG, Karlsruhe,

Deutschland, ein Teil Wasserstoffperoxid 3%) inkubiert.
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Gemal der LSAB Methode folgte die Zugabe von je 250 yl des Primarantikdrpers (CA
IX, H-120, SC 25599, Santa Cruz Biotechnology, Inc./ VEGF-C, 18-2255, Zymed
Laboratories invitrogen immunodetection, San Francisco, CA/ Survivin R&D, AF886)
verdunnt im Verhaltnis 1:100 mit Antibody Diluent (DAKO REAL) auf die Schnitte und
die Inkubation Uber 24 h im Kuihlschrank bei ca. 4°C. Die Positivkontrolle wurde mit
Aqua dest. gespdlt.

Nach Erwarmung auf Raumtemperatur schloss sich die 30 minltige Inkubation mit
dem biotinylierten Brlckenantikérper (Link, Biotinylated Secondary Antibody, Dako
Cytomation), die dreimalige Splilung mit PBS Puffer und die Zugabe der Streptavidin
Peroxidase (HRP, Dako Cytomation) fir weitere 30 min. an. AnschlieRend erneut
dreimalige Spllung mit PBS Puffer.

Die Farbreaktion erfolgte mit Substrate Buffer plus DAB Chromogen (Dako
Cytomation, 1:50) mit einer Einwirkzeit von 10 min.

Markierte Stellen im Praparat stellen sich rotbraun als Antigen-Antikdrper
Bindungsstellen dar.

AnschlieBende Spilungen wurden mit Aquabidest, Gegenfarbung mit Hamalaun
(Mayer, Merck KGaA, Darmstadt) in einer Verdinnung von 1:5 vorgenommen. Nach
Spulung mit Leitungswasser, der Inkubation in einer aufsteigenden Alkoholreihe (50%,
70%, 96%) sowie 5 mindtigem Bad in Xylol, erfolgte abschliefend die Eindeckung mit
Entellan (Merck KGaA, Darmstadt).

3.3. Auswertung

Die histologischen Schnitte wurden zunachst lichtmikroskopisch mit einer 25-fachen
VergroRerung von zwei unabhangigen Untersuchern (K.B., U.B.) ausgewertet, die
weder die klinische noch die histologische Diagnose kannten. Zur Auswertung wurde
der Remmele Score genutzt, ein Punktesystem, mit dessen Hilfe das Produkt (IRS —
immunreaktiver Score) aus Farbeintensitdt und Prozentsatz von Tumorzellen mit

Immunreaktivitat gebildet wird (Remmele and Stegner, 1987).
Bewertet wurden die Farbungen nach Quantitat und Qualitat:
Quantitat: Prozentsatz von Tumorzellen oder Stroma mit Immunreaktivitat

Qualitat: Intensitat der Farbung (keine Farbung, schwach, maRig, stark)

Die Immunreaktivitat wurde folgendermalien klassifiziert:
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0 Punkte: negativ

1 Punkt: < 10% positive Zellen

2 Punkte: 11-50% positive Zellen
3 Punkte: 51-80% positive Zellen
4 Punkte: 81-100% positive Zellen

Zur Farbeintensitat kam folgende Wertung zur Darstellung:

0 Punkte: keine Farbeintensitat

1 Punkt: schwache Farbeintensitat
2 Punkte: mafRige Farbeintensitat

3 Punkte: starke Farbeintensitat

Anhand der o.g. Einteilung kam es zu einer Verteilung der Punktwerte zwischen 0 und

12. Aus diesen Werten ergaben sich die in Tabelle 4 genannten vier Gruppen.

Tab. 4: Einteilung der Farbemuster nach IRS

IRS Farbung
0-2 Negativ
3-4 Schwach
6-8 MaRig
9-12 Stark

Fir die Berechnung der Uberlebenswahrscheinlichkeit in Abhangigkeit von der
Proteinexpression sowie fir die Korrelation der einzelnen Proteine untereinander
wurden aus statistischen Grinden lediglich zwei Gruppen unterschieden: Proben mit

schwacher und Proben mit starker Expression des jeweiligen Proteins.

Fur das Survivin wurde somit die Gruppe mit einem IRS von 0-2 (schwache Farbung,
n=19) der mit einem IRS von 3-12 (starke Farbung, n=56) gegenulbergestellt. Der
VEGF-C teilte sich wie folgt auf: IRS 0-2 (schwache Farbung, n=42) vs. IRS 3-12
(starke Farbung, n=33), bei der CAIX wurde ein IRS von 0-2 (schwache Farbung,
n=44) gegen einen IRS von 3-12 (starke Farbung, n=31) berechnet.
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Anhand der Paraffinschnitte aller 75 Patienten konnten immunhistochemische
Untersuchungen zu den drei Tumormarkern Survivin, VEGF-C und CAIX durchgefuhrt
werden.

Alle erhobenen Parameter wurden in eine bestehende Datenbank eingefligt. Diese an
der Hallenser Universitatsklinik fir Mund-, Kiefer- und Plastische Gesichtschirurgie
etablierte Datenbank erfasst samtliche Parameter der inkludierten Patienten (Lautner,
2008).

3.4. Statistische Auswertung

Es kamen verschiedene statistische Tests zur Anwendung. Die Korrelation der
Tumormarkerexpression mit dem  Auftreten von Lymphknotenmetastasen,
histopathologischer Differenzierung und dem Tumorstadium erfolgte mittels Chi-
Quadrat-Test bzw. mit Hilfe des exakten Tests nach Fisher und kam im Sinne einer
deskriptiven Statistik in Kreuztabellen zur Darstellung.

Des Weiteren erfolgten bivariate Korrelationsanalysen nach Pearson, um sowohl das
Alter zum Zeitpunkt der Diagnosestellung als auch das Geschlecht der Patienten als
mdgliche Confounder auszuschlielRen.

Der Zusammenhang zwischen dem Uberleben der Patienten und dem TNM-Stadium
sowie dem Grading wurde im Sinne der Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse grafisch
dargestellt und mittels log-rank-Test angegeben.

Um das Risiko des tumorassoziierten Versterbens in Abhangigkeit von der
Proteinexpression angeben zu kénnen wurden COX-Regressionsanalysen (adjustiert
nach TNM-Stadium und Grading) durchgefihrt.

Als Grundvoraussetzung fur die Erstellung einer COX Regressionsanalyse wurde
Uberprift, ob die Hazard ratio der jeweiligen Gruppen Uber die Zeit konstant ist und
sich die Kurven nicht Uberschneiden. War dies der Fall, konnte eine COX-
Regressionsanalyse durchgefihrt und das Hazard ratio als Risiko fir das
tumorassoziierte Versterben angegeben werden.

Den statistischen Testverfahren wurden die Ublichen Signifikanzniveaus zugrunde
gelegt: signifikante Zusammenhange bestanden bei p-Werten < 0,05; als hoch

signifikant wurden Verhaltnisse ab einem p-Wert < 0,01 gewertet.
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4. Ergebnisse

4.1. Patienten und Uberlebenswahrscheinlichkeiten in
Abhangigkeit vom TNM-Stadium

Der Altersdurchschnitt der 75 erfassten Patienten mit einem Mundhdhlenkarzinom lag
zum Zeitpunkt der Diagnosestellung insgesamt bei 59,1 Jahren. Die Manner
erkrankten im Durchschnitt mit 56,8, die Frauen mit 65,6 Jahren. Der jlingste Patient
wurde mit 23 Jahren, die alteste Patientin mit 83 Jahren behandelt. Es handelte sich
um 55 Manner (73,3%) und 20 Frauen (26,7%). Alle relevanten klinischen und

histopathologischen Daten sind in Tabelle 5 zusammengefasst.

Tab. 5: Klinische und histopathologische Parameter der 75 Patienten mit einem
Plattenepithelkarzinom der Mundhéhle

Variable Anzahl Prozent (%)
Alter
Mittelwert 59,1 Jahre
Geschlecht
Frauen 20 26,7
Manner 55 73,3
Tumorlokalisation
Zunge 28 37,3
Mundboden 28 37,3
Wangenschleimhaut 3 4,1
Oberkiefer/Gaumen 16 21,3
Klinisches T-Stadium
T1 21 28,0
T2 28 37,3
T3 9 12,0
T4 17 22,7
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Klinisches N-Stadium

NO 35 46,7
N1 23 30,7
N2 15 20,0
N3 2 2,7
Pathologisches
T-Stadium
CIS 1 1,3
pT1 19 25,3
pT2 27 36,0
pT3 6 8,0
pT4 17 22,7
Keine Einteilung mdglich 5 6,7
Pathologisches
N-Stadium
NO 40 53,3
N1 8 10,7
N2 14 18,6
N3 1 1,3
Ohne Einteilung 12 16,0
Stadium der
Tumorerkrankung
I 17 22,7
I 19 25,3
1 10 13,3
\Y 29 38,7
Grading
G1 25 33,3
G2 34 45,3
G3 16 21,3
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Die 5-Jahres-Uberlebensrate des untersuchten Patientenkollektivs betrug 61,0%. Die

entsprechende Kaplan-Meier Uberlebenskurve geht aus Abb. 8 hervor.
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Abb. 8: 5-Jahresliberlebensrate aller 75 Patienten (61,0%)

Die Zusammenhange zwischen dem Uberleben nach Kaplan-Meier und den

analysierten Parametern zeigen die Abb. 9-12 auf den folgenden Seiten:
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Abb. 9: Abhangigkeit der 5-Jahres-Uberlebensrate vom Stadium der
Tumorerkrankung (n=75, p=0,044)
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Abb. 10: Abhangigkeit der 5-Jahres-Uberlebensrate von der Grofke des Primartumors
(n=75; p<0,01)
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-

] S
mil
0,87

T
o 067
o
s
) 51.7%
E 04
gV
0,29 L1062
i 1G3
0,07
T T T v T . T v T v T
0 10 20 30 40 50 60

Uberleben in Monaten
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Ein statistisch hoch signifikanter Zusammenhang zeigte sich sowohl zwischen dem
Uberleben der Patienten und der Anzahl der Lymphknotenmetastasen (log rank-Test,
p=0,00001, Abb. 11) als auch der GroRe des Primartumors (log rank-Test, p=0,00001,
Abb. 10).

72,7% der Patienten mit einem T1 Tumor Uberlebten den Nachbeobachtungszeitraum
von 5 Jahren, bei den T2 Tumoren waren es 74,1%, bei den T3 Tumoren 71,4% und
bei den fortgeschrittenen T4 Tumoren lebten lediglich noch 16,4% nach 5 Jahren.
Waéhrend fiur das Vorliegen eines Lymphknotenstadiums NO eine 5-Jahres-
Uberlebensrate von 62,2% gesichert werden konnte, fiel diese im Falle des Stadiums
N2 auf nur noch 47,6% ab. Die 5-Jahresuberlebensrate im Stadium N1 betrug 70,3%.
Des Weiteren konnten statistisch signifikante Werte fiir das Uberleben der Patienten in
Abhangigkeit vom Stadium der Tumorerkrankung dargestellt werden (log rank-Test,
p=0,044). Fir das Stadium | der Tumorerkrankung konnte eine 5-Jahres-
Uberlebensrate von 72,9% detektiert werden, fir das Stadium 1l waren es 73,0%, fur
das Stadium Il 66,7%. Von den Patienten, deren Erkrankung sich im Stadium IV
befand, waren nach 5 Jahren nur noch 42,9% am Leben.

Zwischen dem Grading (Differenzierung) des Karzinoms und dem Uberleben fand sich
interessanterweise kein statistisch signifikanter Zusammenhang (p=0,42).

Von allen Patienten mit einem G1 Tumor lebten nach 5 Jahren noch 73,3%, fir die G2
Tumoren war eine Uberlebensrate von 51,7%, fir die G3 Tumoren von 60,6% zu

verzeichnen.

4.2. Immunhistochemie

4.2.1. Survivin

Lediglich 19 der 75 untersuchten Patienten wiesen eine negative Farbung des
Survivins mit einem IRS < 2 auf, in den restlichen 56 Gewebeproben konnten
positive Proteinexpressionen (IRS = 3) nachgewiesen werden.

Die Tabellen 6-9 veranschaulichen die Haufigkeitsverteilung der Intensitat der Farbung
des Survivins nach Tumorstadium, GroBRe des Primartumors, Stadium der

Lymphknotenmetastasierung und Grading.
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Tab. 6: Survivinexpression und Stadium der Tumorerkrankung

Stadium der Tumorerkrankung

Tl Tl TH TIV
Negativ (0-2) 6 4 1 8
:; Schwach (3-4) 4 7 6 8
o MaRig (6-8) 6 6 2 12
Stark (9-12) 1 2 1 1
Tab. 7: Survivinexpression und GrofRe des Primartumors
Klinisches T-Stadium
T1 T2 T3 T4
Negativ (0-2) 8 2 4 5
:; Schwach (3-4) 4 13 2 6
& MaRig (6-8) 7 10 3 6
Stark (9-12) 2 3 0 0
Tab. 8: Survivinexpression und Stadium der LK-Metastasierung
Klinisches N-Stadium
NO N1 N2 N3
Negativ (0-2) 9 4 5 1
:; Schwach (3-4) 14 10 1 0
& MaRig (6-8) 9 8 9 0
Stark (9-12) 3 1 1 0
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Tab. 9: Survivinexpression und Grading

Grading
G1 G2 G3
Negativ (0-2) 8 9 2
Z; Schwach (3-4) 10 12 3
& MaRig (6-8) 6 11
Stark (9-12) 1 4 0

Mittels log-rank Test konnte kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen der

Expression des Survivins und dem Stadium der Tumorerkrankung (p=0,650), der

GroRe des Primartumors (p=0,202) und dem Stadium des Lymphknotenbefalls

(p=0,339) bestatigt werden. Allerdings fand sich eine Korrelation bezlglich der

Farbung des Survivins und dem Grading. Die G1 und G2 Tumoren fielen lUberwiegend

durch eine negative bis schwache Farbung als Ausdruck fir negative und schwache

Survivinexpressionen auf, wahrend sich die stark ausgepragten Farbemuster

hauptsachlich in den G3 Tumoren zeigten. Hier konnte die statistische Signifikanz

(p<0,095) erreicht werden.

4.2.2. VEGF-C

Im Gegensatz zum Survivin fiel die Mehrzahl der Proben von VEGF-C (n=42) durch

eine negative Farbung (IRS = 2) auf. 33 Gewebeproben zeigten ein positives (IRS = 3)

Farbemuster. In den folgenden Tabellen 10-13 ist das Expressionsmuster des VEGF-C

in Verbindung mit dem Stadium der Tumorerkrankung, der Grél3e des Primartumors,

dem Stadium der Lymphknotenmetastasierung und dem Grading zusammengefasst.
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Tab. 10: VEGF-C Expression und Stadium der Tumorerkrankung

Stadium der Tumorerkrankung

T T TN TIV

Negativ (0-2) 7 9 4 22

g Schwach (3-4) 8 6 5 4
'-'>J MaRig (6-8) 2 4 1

Stark (9-12) 0 0 0 1

Tab. 11: VEGF-C Expression und GrofRe des Primartumors

Klinisches T-Stadium

T1 T2 T3 T4

Negativ (0-2) 8 15 6 13

g Schwach (3-4) 10 8 3 2
'-'>J MaRig (6-8) 5 0 1
Stark (9-12) 0 0 0 1

Tab. 12: VEGF-C Expression und Stadium der LK-Metastasierung

Klinisches N-Stadium

NO N1 N2 N3

Negativ (0-2) 20 9 13 0

g Schwach (3-4) 11 9 2 1
'-'>J MaRig (6-8) 4 4 1 0
Stark (9-12) 0 1 0 0
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Tab. 13: VEGF-C Expression und Grading

Grading
G1 G2 G3
Negativ (0-2) 10 20 12
g Schwach (3-4) 11 10 2
'-'>J MaRig (6-8) 4 3 2
Stark (9-12) 0 1 0

Statistisch fand sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen den erhobenen
klinischen Parametern und der Expression des VEGF-C. Die Konzentration des
Proteins korrelierte weder mit dem Stadium der Tumorerkrankung (p=0,193), der
GroRe des Primartumors (p=0,181), dem Stadium der Lymphknotenmetastasierung
(p=0,747) noch dem Grading (p=0,299).

Beziglich der Lymphknotenmetastasierung fiel jedoch trotz verfehlter Signifikanz eine
Tendenz auf. Die negativen und schwachen Farbungen zeigten sich vorwiegend in den
glnstigeren N-Stadien, woraus moglicherweise ein Hinweis auf eine zunehmende
Absiedelung von Metastasen in Lymphknoten mit steigender Expression des VEGF-C
im Tumor gezogen werden kann. Ahnliche Schliisse konnten auch fiir das Grading und
die TumorgréRe getroffen werden. Auch hier zeigte sich eine negative bis schwache
Expression des Proteins bevorzugt in G1 und G2 sowie T1 und T2 Tumoren.
Abbildung 13 stellt exemplarisch einige Farbemuster des VEGF-C in unterschiedlicher

Intensitat und VergrélRerung dar.
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Abb. 13: Immunhistochemische Farbung des VEGF-C am Plattenepithelkarzinom der
Mundhdhle
Bild A: starke Expression (IRS 9, 100-fach vergrofert)

Bild B: starke Expression (IRS 9, 200-fach vergrofiert)
Bild C: maRige Expression (IRS 6, 100-fach vergroRert)
Bild D: maRige Expression (IRS 6, 200-fach vergroRert)

4.2.3. Carboanhydrase IX

In der histopathologischen Auswertung der 75 Mundhdhlenkarzinome beziglich der
Expression der Carboanhydrase IX zeigte sich ein positiver Nachweis des Proteins
(IRS = 3) bei 31 Patienten, ein negativer Enzymnachweis (IRS 0-2) war in 44 Fallen zu
verzeichnen.

Alle Ergebnisse zum Expressionsmuster der CAIX in Verbindung mit dem Stadium der
Tumorerkrankung, der GroRe des  Primartumors, dem  Stadium der

Lymphknotenmetastasierung und dem Grading sind in den Tabellen 14-17 dargestellt.
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Tab. 14: CAIX Expression und Stadium der Tumorerkrankung

Stadium der Tumorerkrankung

Tl T TN TIV

Negativ (0-2) 11 12 6 15

é Schwach (3-4) 4 5 2 7
O MaRig (6-8) 2 1 2 6
Stark (9-12) 0 1 0 1

Tab. 15: CAIX Expression und GrofRe des Primartumors

Klinisches T-Stadium

T1 T2 T3 T4

Negativ (0-2) 13 18 5 8

é Schwach (3-4) 3 5
O MaRig (6-8) 4 3
Stark (9-12) 0 1 0 1

Tab. 16: CAIX Expression und Stadium der LK-Metastasierung

Klinisches N-Stadium

NO N1 N2 N3

Negativ (0-2) 22 14 7 1

é Schwach (3-4) 7 4 7 0
O MaRig (6-8) 6 4 1 0
Stark (9-12) 0 1 1 0
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Tab. 17: CAIX Expression und Grading

Grading
G1 G2 G3
Negativ (0-2) 15 19 10
é Schwach (3-4) 7 10 1
O MaRig (6-8) 2 5 4
Stark (9-12) 1 0 1

Es fand sich weder ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen der
Expression von CA IX und dem Stadium der Tumorerkrankung (p=0,91) noch der
GroRe des Primartumors (p=0,91). Auch flr den Lymphknotenstatus (p=0,447) und
das Grading (p=0,365) konnte kein statistischer Zusammenhang nachgewiesen
werden.

Auch wenn die statistischen Signifikanzniveaus nicht erreicht werden, lasst sich fur die
Carboanhydrase ebenfalls eine Tendenz ableiten. Die negativen und schwachen
Farbemuster dieses Proteins korrelieren vorwiegend mit geringeren Tumorgrof3en,

niedrigeren N-Stadien sowie G1 und G2 Tumoren.

Abbildung 14 zeigt einige Beispiele der beobachteten Farbungen der Carboanhydrase

IX in unterschiedlicher Intensitat.
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Abb. 14: Immunhistochemische Farbungen fiir die Carboanhydrase IX beim
Plattenepithelkarzinom der Mundhoéhle (Typisches membranstandiges
Farbmuster)

Bild A: IRS 9 (200-fach vergrofert)

Bild B: IRS 6 (200-fach vergrofiert)
Bild C: IRS 3 (200-fach vergréfRert)
Bild D: IRS 4 (200-fach vergrofert)
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5. Uberlebenswahrscheinlichkeit und Korrelation mit den
einzelnen Proteinen

Die Uberlebenskurven nach Kaplan-Meier fiir die einzelnen Proteine sind in den
Abbildungen 15-17 dargestellt. Die Hazard ratios (HR) bzw. die Risiken des

tumorassoziierten Versterbens im Vergleich beider Gruppen werden im Text erlautert.
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Abb. 15: 5-Jahresliberlebensrate in Abhangigkeit von der Survivin Intensitat n=75,
p=0,198)
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Abb. 17: 5-Jahresliberlebensrate in Abhangigkeit von der CAIX Intensitat (n=75,
p=0,347)
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Fur das Survivin konnte im Falle starker Expression eine Uberlebenswahrscheinlichkeit
nach 5 Jahren von 77,2% im Gegensatz zu einer deutlich niedrigeren Rate von
lediglich 56,1% bei schwacher Expression nachgewiesen werden. Allerdings ist dieser
Unterschied noch nicht signifikant (p=0,198). Das Risiko des tumorassoziierten
Versterbens im Sinne der COX-Regressionsanalyse lag im Falle einer starken
Expression 2,0fach héher als bei schwacher Expression (p=0,207).

Fir VEGF-C konnte ebenfalls kein signifikanter Zusammenhang zwischen einer
erhdhten Expression und dem Uberleben gefunden werden. Die Uberlebensraten
waren mit 60,7% flr die schwache Expression des VEGF-C (IRS 0-2) und 61,0% fir
die starke Auspragung des Proteins (IRS 3-12) annahernd identisch (p=0,905). Auch
das Risiko am Tumor zu versterben zeigte sich bei starker Expression des Proteins im
Gegensatz zur schwachen Expression nicht erhéht (HR=1,04, p=0,905)

Die CAIX zeigte zwar im Fall einer starken Expression mit 66,3% eine deutlich hdhere
Uberlebenswahrscheinlichkeit als bei schwacher Expression (54,0%). Auch hier wurde
die statistische Signifikanz jedoch verfehlt (p=0,347). Das tumorassoziierte Versterben
lag bei starker Proteinexpression 1,4fach héher als bei schwach ausgepragter Farbung
(p=0,35)

Auch wenn die Ergebnisse keine statistische Signifikanz aufweisen, lasst sich
dennoch, vor allem fir das Survivin, aber auch fiur die CAIX, eine deutlich niedrigere
Uberlebenswahrscheinlichkeit nach 5 Jahren im Falle einer starken im Vergleich zur
schwachen Expression des Proteins nachweisen. Ebenso zeigt sich sowohl flr das
Survivin als auch fur die CAIX ein deutlich erhdhtes Risiko, am Tumor zu versterben,
wenn das Protein im Tumor stark exprimiert wird.

Von Interesse war schlieBlich nicht nur die singulare Analyse der Expression einzelner
Proteine, sondern eine gemeinsame Betrachtung. Oft kann sich durch eine derartige
Koexpression das Potential der einzelnen Proteine am Prozess der Tumorprogression
eingeschrankt oder verstarkt bemerkbar machen. Die dazugehdrigen Kaplan-Meier-
Kurven sind in den Abb. 18-20 dargestellt.

Um die Korrelation der einzelnen Marker bezlglich ihrer Prognose miteinander
vergleichen zu kdénnen, wurden die Hazard ratios (adjustiert nach TNM-Stadium und

Grading) mit angegeben.
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Abb. 18: 5-Jahrestliberlebensrate in Abhangigkeit von der gleichzeitig vorliegenden
Expression von Survivin und CAIX (n=75, p=0,481)

Lagen sowohl das Survivin als auch die CAIX im Tumorgewebe in schwacher
Expression vor lag die 5-Jahresiberlebenswahrscheinlichkeit bei 77,9%.
Demgegenuber steht eine deutlich erniedrigte Rate von lediglich 47,1%, wenn beide
Proteine stark exprimiert werden. Interessanterweise zeigt sich ebenfalls eine mit
62,4% deutlich herabgesetzte Uberlebenswahrscheinlichkeit, wenn nur das Survivin
stark, die CAIX hingegen schwach exprimiert wird.

Wie bereits die singulare Analyse des Survivin im Tumorgewebe vermuten Idsst, zeigt
sich auch in der Koexpression mit der CAIX ein 2,9fach erhdhtes Risiko, am Karzinom
zu versterben, wenn beide genannten Proteine im Tumorgewebe stark exprimiert
werden im Vergleich zu schwacher Expression beider Proteine. Dieser Wert erreicht
keine Signifikanz (p=0,162). Liegt die CAIX in einer schwachen Farbung, das Survivin
in einer starken Expression vor, verbleibt immer noch ein 2,1fach héheres Risiko am
Tumor zu versterben, allerdings wird die statistische Signifikanz auch hier verfehlt

(p=0,330). Im Falle einer starken Expression von CAIX und einer schwachen des
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Survivin besteht ebenfalls ein erhdhtes Risiko am Tumor zu versterben (HR=1,61,
p=0,630).

Zusammengefasst weisen sowohl der Nachweis einer erhdhten Expression des
Survivins als auch einer erhohten Expression der CAIX ein erhdhtes Risiko auf, am
Tumor zu versterben.

Auch wenn bei vorliegenden Fallzahlen die statistische Signifikanz nicht erreicht
werden konnte, wird der eindeutig starkere Einfluss des Survivins sowohl auf die 5-
Jahresuberlebensrate als auch auf das Risiko des tumorassoziierten Versterbens

deutlich.
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Abb. 19: 5-Jahrestliberlebensrate in Abhangigkeit von der gleichzeitig vorliegenden
Expression von Survivin und VEGF-C (n=75, p=0,531)

Vergleichbare Ergebnisse zeigen sich auch fur die Koexpression von Survivin und
VEGF-C. Im Falle einer starken Expression beider Proteine besteht ein 3,7fach

erhdhtes Sterberisiko im Vergleich zur schwachen Auspragung beider Proteine
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(p=0,214). Liegt nur das Survivin in einer starken, der VEGF-C jedoch in einer
schwachen Farbung vor, besteht sogar ein 3,9fach erhdhtes Risiko (p=0,183) am
Tumor zu versterben. Im umgekehrten Fall (Survivin schwach, VEGF-C stark) besteht
weiterhin ein deutlich erhdhtes Risiko (HR=2,8, p=0,365) des tumorassoziierten
Versterbens. Auch hier zeigt sich wie schon bei der Koexpression des Survivins mit der
CAIX ein deutlich erhéhtes Risiko, am Tumor zu versterben bei starker Expression des
Survivins. Fir VEGF-C kann ebenfalls ein negativer, wenn auch schwacherer Einfluss
als fur das Survivin, auf die Uberlebensrate und das tumorassoziierte Versterben

nachgewiesen werden.

1,07 ¥
L Il 100%
‘ Lt

w— 66,7%
— 1

=
2 06 61 2%
@
| -
3
5
=
S 0,49
N
0.2 =IVEGF schwach/CAIX schwach
= VVEGF schwach/CAIX stark
VEGF stark/CAIX schwach
«IV\/EGF stark/CAIX stark
0,04

T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Uberleben in Monaten

Abb. 20: 5-Jahrestliberlebensrate in Abhangigkeit von der gleichzeitig vorliegenden
Expression von VEGF-C und CAIX (n=75, p=0,863)

Lagen sowohl VEGF-C als auch die CAIX im Tumorgewebe in schwacher Expression
vor zeigte sich eine Uberlebensrate von 55% nach finf Jahren. Bei schwacher
Expression des VEGF-C und starker Expression der CAIX lag die 5-
Jahreslberlebensrate bei lediglich 55% im Gegensatz zu 66,7% im umgekehrten Fall

(VEGF stark/CAIX schwach)
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Die Koexpression von VEGF-C und CAIX erbrachte fur eine gleichzeitig vorliegende
starke Expression beider Marker kein deutlich erhdhtes Risiko (HR=1,4, p=0,613).
Interessanterweise ergab sich im Falle einer schwachen Auspragung des VEGF-C und
starker Expression der CAIX ein 2,6fach hdoheres Risiko am Tumor zu versterben als
bei schwacher Expression beider Proteine (p=0,081). Dieser Trend lie} sich bereits in
der univariaten Regressionsanalyse der Carboanhydrase vermuten. Im
gegensatzlichen Beispiel (VEGF-C stark, CAIX schwach) lag das relative Risiko immer
noch bei 1,9 (p=0,228).

Neben der Darstellung der Koexpression von zwei verschiedenen Proteinen wurde
auch die gleichzeitig vorliegende Expression aller drei Proteine betrachtet. Die
entsprechende COX-Regressionsanalyse ist grafisch in Abbildung 21 dargestellt, im
Text wird das Risiko des tumorassoziierten Versterbens im Sinne des Hazard ratio

erlautert.
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Abb. 21: 5-Jahrestliberlebensrate in Abhangigkeit von der gleichzeitig vorliegenden
Expression von Survivin, VEGF-C und CAIX

Auch diese gemeinsame Betrachtung aller drei Proteine nebeneinander unterstitzt die
bisher erhobenen Ergebnisse. Fir eine starke Expression von Survivin und CAIX bei
gleichzeitig schwacher Expression von VEGF-C lasst sich im Rahmen der COX-
Regressionsanalyse ein statistisch signifikantes, 5,1fach erhdéhtes Risiko am Tumor zu
versterben detektieren (p=0,042). Ein ebenfalls deutlich erhéhtes Risiko (HR=4,8) zeigt

sich bei starker Expression von Survivin und VEGF-C bei gleichzeitig schwacher
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Expression der CAIX wobei die statistische Signifikanz knapp verfehlt wird (p=0,071).
Werden alle drei Proteine stark exprimiert, liegt das Risiko, am Tumor zu versterben
immer noch 2,7fach héher als bei schwacher Expression aller drei Marker (p=0,318).
Interessanterweise zeigt sich im Falle einer alleinigen starken Expression des
Survivins bei gleichzeitig schwacher Expression von VEGF und CAIX lediglich ein
1,5fach erhdhtes Risiko des tumorassoziierten Versterbens (p=0,614). Gleiches qilt fur
die alleinige starke Expression des VEGF-C (HR=1,7, p=0,522) und der CAIX (HR=1,5,
p=0,652).

Auch die in Abb. 21 dargestellte Kaplan-Meier-Uberlebenskurve veranschaulicht den
negativen Einfluss vor allem des Survivins auf die 5-Jahresuberlebensrate.

Liegen alle drei Proteine in starker Expression im Tumorgewebe vor, liegt die
Uberlebenswahrscheinlichkeit bei 60%. Sind nur das Survivin und VEGF-C stark
ausgepragt sinkt diese Rate auf 33,3%. Bei gleichzeitig starker Expression von
Survivin und CAIX in Kombination mit einer schwachen Expression des VEGF-C im
Tumor liegt die 5-Jahresiberlebensrate lediglich noch bei 13,3%.

In Zusammenschau der Ergebnisse lasst sich in der multivariaten COX-
Regressionsanalyse das Survivin eindeutig als prognostisch assoziiertes Protein mit
dem stérksten negativen Einfluss auf das Risiko des tumorassoziierten Versterbens bei
Patienten mit einem Mundhoéhlenkarzinom identifizieren. Es bestatigt sich der negativ
verstarkende Effekt auf das Sterberisiko in Koexpression mit VEGF-C oder der CAIX.
Der zweitstarkste Einfluss zeigt sich, wie bereits in der Korrelation von zwei Proteinen
miteinander dargestellt, flir die CAIX. Den geringsten Einfluss auf das tumorassoziierte

Versterben hat nach den vorliegenden Ergebnissen VEGF-C.
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6. Diskussion

6.1. Patienten und Uberlebenswahrscheinlichkeiten

Das Plattenepithelkarzinom der Mundhoéhle gilt in der Bevdlkerung bis heute als
unterschatzte Tumorentitat, obwohl es mittlerweile zu den zehn haufigsten Malignomen
des Menschen gehdort (Scully and Bagan, 2009).

Nicht nur die Inzidenz, sondern auch das Erkrankungsalter und vor allem die
betroffene Patientenklientel haben sich in den letzten Jahren deutlich gewandelt.
Wahrend noch vor einigen Jahren der klassische Patient ein alterer Mann mit einem
ausgepragten Nikotin- und Alkoholabusus war (Westra, 2009), sind heute zunehmend
jungere Patienten, gehauft auch Frauen ohne Risikofaktoren, betroffen. Die in der
eigenen Studie untersuchten, zwischen 1993 und 1999 erfassten Patienten, wiesen ein
mittleres Erkrankungsalter von 59,1 Jahren zum Zeitpunkt der Diagnosestellung auf.
Die Manner erkrankten im Durchschnitt mit 56,8 Jahren die Frauen mit 65,6 Jahren.
Der jingste Patient wurde mit 23 Jahren eingeschlossen. Es wurden 50 Manner und
25 Frauen untersucht. Das Verhaltnis von 2:1 bestatigt zahlreiche Ergebnisse anderer
bereits erfolgter Studien (Divaris et al., 2010; La Vecchia et al., 1997; Warnakulasuriya,
2010). Das Robert-Koch-Institut (RKI) beschreibt fur das Jahr 1990 ein mittleres
Erkrankungsalter der Manner von 58 Jahren, fir die Frauen von 63 Jahren. Die
Erkrankungsrate mannlicher Patienten ist laut RKI im Vergleich zu den Frauen aktuell
um etwa das Dreifache erh6éht (Robert-Koch-Institut, 2012a). Die Daten der eigenen
Studie  entsprechen somit aber trotzdem anndhernd dem  typischen
Mundhdéhlenkarzinompatienten in Deutschland in den 90er Jahren. Die Ursache flr die
zunehmende Erkrankungshaufigkeit der Frauen begriindete sich mdglicherweise in der
steigenden Anzahl von Raucherinnen.

Die Behandlung des Mundhdhlenkarzinoms besteht aktuell aus einer Kombination von
radikalchirurgischer Therapie, Radio- und Chemotherapie (Hausamen, 2000). Die drei
Saulen werden in Abhangigkeit von der histologischen Klassifizierung des Tumors,
aber auch nach individuellen Indikationen bzw. Kontraindikationen seitens des
Patienten in verschiedener Weise eingesetzt. Ein korrektes pratherapeutisches Staging
ist dafiir unerldsslich (Sklenicka et al., 2010).

Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung haben sich bei durchschnittlich 17% der Patienten
bereits regionare Metastasen abgesiedelt (Sklenicka et al., 2010). Shrime et al
untersuchten in einer 2009 veroéffentlichten Studie den Vorhersagewert des

Verhaltnisses von tatsachlich befallenen zu entfernten Lymphknoten an 143 Patienten,
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die im Rahmen ihrer radikal chirurgischen Therapie eine Neck dissection erhalten
hatten. Je niedriger das Verhaltnis, also je weniger der entnommenen Lymphknoten
befallen waren, desto héher lag die postoperative Uberlebensrate (Shrime et al., 2009).
Dem entsprechen u.a. die eigenen Ergebnisse, dass ein fortgeschrittenes N-Stadium in
einer geringeren Uberlebensrate resultiert.

Trotz Fortschritten in der Entwicklung neuer diagnostischer und therapeutischer
Strategien (Computertomografie, Sonografie, Magnetresonanztomografie,
Positronenemissionstomografie, Einfuhrung der Mikrochirurgie) konnte in den letzten
Jahren nur eine geringe Verbesserung der 5-Jahres-Uberlebensrate verzeichnet
werden (Warnakulasuriya, 2009).

Im Sinne der Feldkanzerogenisierung ist zudem zu erwahnen, dass bei betroffenen
Patienten im Vergleich zur Normalbevdlkerung von einem erhdhten Risiko (10-30%) fur
das Auftreten eines Zweitkarzinoms im Mund- und Gesichtsbereich auszugehen ist
(Schwenzer und Ehrenfeld, 2010).

Die Angaben zu den Uberlebensraten divergieren in der Literatur erheblich und werden
mit Werten von 30% (Sargeran et al., 2008) bis zu 65% (Metelmann, 2000)
angegeben. Hierbei spielt sicherlich auch eine Rolle, ob es sich um eine Studie aus
einem hochzivilisierten Industriestaat oder einem Entwicklungsland handelt. Razak et
al mussten in einer 2010 publizierten Studie an 118 Patienten der Universitat Malaysia
eine 5-Jahres-Uberlebensrate von nur 18% verzeichnen (Razak et al., 2010). Im
Gegensatz dazu steht eine Veroéffentlichung aus den Jahr 2004 einer Wurzburger
Klinik mit einer aullergewdhnlich hohen Rate von 75% im Nachbeobachtungszeitraum
von funf Jahren (Muller, 2004).

Erklart werden kénnen diese enormen Schwankungen durch die zum Teil nicht
ausreichend selektierten Diagnosen. Lippenkarzinome bieten beispielsweise eine
bessere Prognose, so dass der Einschluss dieser Patienten die 5-Jahres-
Uberlebensrate einer untersuchten Gruppe zu deutlich positiveren Ergebnissen
verschiebt (Bilkay et al., 2003), die auch statistisch signifikant sind (Tischendorf et al.,
1985). Karzinome im Bereich des Unterkiefers zeigen hingegen die schlechtesten
Uberlebenszeiten (De Vicente et al., 2001).

Der DOSAK (Deutsch-Osterreichisch-Schweizerischer Arbeitskreis flir Tumoren im
Kiefer- und Gesichtsbereich) gibt in einer Registerdatenbank eine 5-
JahresUberlebensrate von 46,5% bis 71% an. Eingeschlossen wurden 30 Kiliniken,
deren Fallzahl bei mindestens 50 Patienten lag (Eckardt, 2001).

Die in der eigenen Studie berechnete 5-Jahresiuberlebensrate liegt bei 61,0% und
bewegt sich damit im oberen Drittel der verglichenen Literatur der letzten Jahre. Im

Vergleich zu einer fiir die Hallenser Klinik belegten Uberlebensrate von ca. 50% fiir
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den Behandlungszeitraum der Jahre 1948-1980 ist also eine Verbesserung von etwa
10% zu verzeichnen (Tischendorf, 1990). Urs&chlich fir diese im oberen Drittel der
beschriebenen Uberlebenswahrscheinlichkeiten angesiedelte Rate kénnte im Vergleich
zur Studie von Tischendorf die EinfiGhrung mikrochirurgischer Techniken in den 80er
Jahren sein. Im Beobachtungszeitraum zwischen 1993 und 1998 wurde knapp die
Halfte der eingeschlossenen Patienten mit einem mikrochirurgisch anastomosierten
Unterarmlappen versorgt. Vor Einflhrung dieser Technik galt etwa die Halfte aller
Patienten im Tumorstadium IV als inoperabel (Schimann, 2004). Ein weiterer Grund fur
die recht hohe Uberlebensrate im Vergleich zur vorliegenden Literatur konnte die
Selektion der Patienten sein. Vorteil der hier prasentierten Daten ist die streng
homogene Patientengruppe. In allen 75 Fallen handelt es sich ausschlie3lich um
Plattenepithelkarzinome der Mundhoéhle mit bekanntem klinischen Verlauf. Es wurden
nur die Todesfalle der Patienten eingeschlossen, die entweder am Tumor oder mit
Zeichen einer deutlichen Tumorprogression verstorben waren. Eine fehlende
Differenzierung der Todesursache kénnte zum einen die Uberlebensrate verfalschen
und zu schlechteren Ergebnissen verschieben, zum anderen kénnte der Einschluss
typischer altersabhangiger Todesursachen dazu fuhren, dem Alter einen falsch
negativen Einfluss auf das Uberleben des Mundhdhlenkarzinoms zuzuschreiben. In
der eigenen Studie konnten sowohl das Alter als auch das Geschlecht als
Einflussfaktoren auf das Uberleben mittels bivariater Korrelation nach Pearson
ausgeschlossen werden. Ahnliche Schliisse trafen auch Kim et al. in ihrer 2005
veroffentlichten Studie Uber 113 am Mundhdhlenkarzinom erkrankter Patienten. Die
Gruppe der alteren Patienten Uber 58 Jahre zeigte zwar eine Tendenz zur
schlechteren Uberlebensrate, allerdings wurde die statistische Signifikanz verfenhlt.
Ebenso konnte kein Zusammenhang zwischen dem Uberleben und dem Geschlecht
der Patienten festgestellt werden.

Die TumorgrofRe beeinflusst hingegen signifikant die Prognose des Malignoms (Kim et
al., 2005). Ein bedeutender Faktor bezlglich der Uberlebensrate ist das auch das
Tumorstadium zum Zeitpunkt der Diagnosestellung. Von Chen und Mitarbeiter konnte
dies in einer retrospektiven Studie mit 703 Patienten eindrucksvoll bestatigt werden.
Fur alle Patienten im Stadium | lag die 5-Jahresuberlebensrate bei durchschnittlich
72%, im Stadium Il bei 38,9%, im Stadium Ill bei 26,7%. Im Tumorstadium IV zeigte
sich nur noch eine Uberlebensrate von 11,8% nach funf Jahren.

Als weitere Faktoren, die das Uberleben beeinflussen, gelten die GroRe des Tumors,
der Befall von Lymphknoten, die chirurgische Therapie, das Staging sowie die
histopathologische Differenzierung (Chen et al., 1999). Diese Daten entsprechen den

Ergebnissen von Lo et al aus dem Jahre 2003 (Lo et al., 2003).
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Die eigenen erhobenen Daten decken sich weitgehend mit der genannten Studienlage.
In Abhangigkeit vom Tumorstadium verschlechterte sich das Uberleben entsprechend.

Einer Uberlebensrate von 72,9% im Tumorstadium | stehen nur 42,9% der Patienten
mit einem Tumorstadium IV gegenlber. Fir die Grélke des Primartumors und das
Stadium des Lymphknotenbefalls konnten hoch signifikante bzw. signifikante
Zusammenhange beziglich des Uberlebens der Patienten aufgezeigt werden. Von
allen Patienten mit einem T1 Tumor lebten nach funf Jahren noch 72,7% im Gegensatz
zu 16,4% mit einem T4 Tumor. Fur das Lymphknotenstadium NO konnte eine
Uberlebensrate von 62,2%, fur das Stadium N2 nur eine Rate von 47,6% aufgezeigt
werden. Lediglich fur das Grading liel3 sich, ausgehend von den eigenen Daten keine
Abhangigkeit darstellen.

Neben den bereits genanten Parametern beeinflusst auch die Therapie nachweislich
die Prognose der Erkrankung, wobei zwischen einem kurativen und einem palliativen
Vorgehen unterschieden wird. Zahlreiche Autoren haben sich mit dem Uberleben in
Abhangigkeit von der gewahlten Therapie beschaftigt. Ausdruck fur den signifikanten
Einfluss der Therapie war die Ausarbeitung des TPl (therapieabhangiger
Prognoseindex) wie auch spater des CIP (computergestitzte individuelle
Prognosestellung) durch den DOSAK (Platz et al., 1982). Sklenicka et al konnten eine
positive Auswirkung der radikal chirurgischen Therapie auf das Uberleben zeigen
(Sklenicka et al., 2010). Weitere, z.T. primar radiotherapeutische Arbeiten zeigten eine
Verbesserung der Uberlebensrate auf 50% durch Fortschritte der Radiochemotherapie
bei fortgeschrittenen Tumoren im Kopf-Hals-Bereich (Kuhnt, 2007).

Freier et al konnten in einer Gruppe von 207 Patienten eine 5-Jahresliberlebensrate
von 49,5% verzeichnen. Alle Patienten hatten eine neoadjuvante Therapie, kombiniert
aus einer 40 Gy Bestrahlung und einer Chemotherapie mit Cisplatin erhalten (Freier et
al., 2008).

Ebenfalls entscheidend fiir die Prognose des Mundhoéhlenkarzinoms ist die frihzeitige
Diagnosestellung und daran anknupfend die Einleitung einer entsprechenden,
individualisierten Therapie (La Vecchia et al, 1997). So ist z.B. die
Sentinellymphknotenbiopsie in der Lage, okkulte Karzinome unabhangig von ihrer
GrolRe zu finden (Goerkem et al., 2010).

Eine 2005 in den USA verdffentlichte Studie bestatigte die negative Auswirkung von
schlecht differenzierten Karzinomen sowie deren TumorgréfRe auf die Prognose der
Erkrankung.

Zur Individualisierung und zur spezifischeren Therapie eines jeden Patienten, aber
auch zur Einschatzung des persénlichen Risikos wurden von Brandwein-Gensler et al

neben den bekannten und klinisch anerkannten Faktoren neue Parameter gefordert,
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die sich vermehrt mit den molekularbiologischen Vorgangen der Tumorgenese
beschéaftigen (Brandwein-Gensler et al., 2005). Bereits in den Achtziger Jahren war auf
den Einfluss solcher histochemischer Faktoren auf die Prognose des
Mundhéhlenkarzinoms u.a. auch an der Hallenser Klinik hingewiesen worden (Quade,
1984; Tischendorf et al., 1985). Ende der Neunziger Jahre hatte Hausamen
sogenannten Tumormarker (Proteine, die an der Entstehung von Malignomen beteiligt
sind) ergédnzend zum TNM-System und dem Grading fur diagnostische und
therapeutische Aussagen empfohlen (Hausamen, 2000). Ganz &hnliche Forderungen
auflerte 2006 auch Bisoffi, indem er das TNM System als alleiniges prognostisches
System als unzureichend bezeichnete (Bisoffi et al., 2006). Parallel dazu war Anfang
der Neunziger Jahre das neu eingefihrtes Verfahren der sog. Computergestitzten
Individuellen Prognosestellung (CIP) vorgestellt worden. Es versprach eine individuelle
Prognoseanalyse und -stellung flr den einzelnen Patienten unter Einbeziehung
pratherapeutischer klinischer und histopathologischer Faktoren (Platz et al., 1992).
Allerdings konnte im Rahmen einer retrospektiven Studie der Vorhersagewert dieses
CIP-Systems nicht bestatigt werden (Odenwald, 2007). Die mittels CIP ermittelten
Uberlebensdaten wurden denen einer bereits bestehenden Tumordatenbank
gegenubergestellt und konnten erhebliche Differenzen belegen. Ursachlich hierfir
waren vermutlich zum einen das relativ veraltete zu Grunde liegende Datenmaterial
aus den Jahren 1977-1982, zum anderen wurden wichtige Parameter wie der Alkohol-
und Nikotinkonsum der Patienten auf3er acht gelassen. Molekulargenetische Faktoren
wurden ebenso nicht berlcksichtigt. Die wahrscheinlich entscheidenden molekularen
Ruckschlisse auf die Pathobiochemie der Karzinome waren somit nicht mdglich.

Die Kenntnis und Einbeziehung molekulargenetischer Vorgénge in der Tumorgenese
und im Tumor selbst scheint flir eine gezielt auf den jeweiligen Patienten
zugeschnittene Therapieplanung bereits zum Zeitpunkt der Diagnosestellung
unerlasslich.

Die individualisierte Therapie verspricht die Moéglichkeit, die Lebensqualitat und das
rezidivfreie Intervall insbesondere bei fortgeschrittenen oder inoperablen Tumoren zu
verbessern.

Aus der Fulle der am Tumorprozess beteiligten Proteine werden nachfolgend die
Proteine Survivin als Apoptoseinhibitor, VEGF-C als Proliferationsmarker und CAIX als
Hypoxiemarker hinsichtlich ihres Einflusses auf die Tumorprogression und die

Prognose des Plattenepithelkarzinoms der Mundhdhle diskutiert.
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6.2. Survivin

Survivin ist als Inhibitor der Apoptose mittlerweile hinreichend bekannt. Bei einer
Uberexpression des Proteins wird der programmierte Zelltod umgangen. Es resultiert
dann u.a. eine entsprechende Resistenz dieser Tumorzellverbande gegen Radio- und
Chemotherapie (Zaffaroni et al., 2005). Daraus lasst sich fiur die Zukunft
maoglicherweise ein neuer Therapieansatz fur zahlreiche Tumoren ableiten.

Diverse Studien konnten die Expression des Apoptoseinhibitors Survivin in
verschiedenen Tumorentitaten, z.B. dem Bronchial- (Monzo et al., 1999), Mamma-
(Tanaka et al., 2000), Magen- (Lu et al., 1998), Blasen- (Swana et al., 1999), Kolon-
(Kawasaki et al., 1998), Leber- (Ito et al., 2000) und Prostatakarzinom (Xing et al.,
2001) nachweisen (Tabelle 18). In der Regel konnte ein inverser Zusammenhang
zwischen Expression und Uberleben nachgewiesen werden. Je starker das Survivin im

jeweiligen Tumorgewebe exprimiert wurde, desto ungunstiger war die Prognose.

Tab. 18: Ubersicht der Studien zum Einfluss von Survivin auf verschiedene
Tumorentitaten

Einfluss von Survivin Malighom Autor Jahr

- erhdhte Expression

- schlechtere Prognose
- Grading

-Invasivitat

Oesophagus Takeno et al. 2010

- schlechtere Uberlebensrate
- kein Zusammenhang zu
klinisch-pathologischen
Parametern

Lunge Monzo et al. 1999

-erniedrigter Apoptoseindex

Mamma Tanaka et al. 2000
-schlechtere Prognose

- verminderte apoptotische

Aktivitat Magen Lu et al. 1998

- Korrelation zum Auftreten
von Rezidiven Harnblase Swana et al. 1999
- Grading

- verminderter
Apoptoseindex Kolon/Rektum Kawasaki et al. 1998
- schlechtere Uberlebensrate

- Einfluss auf Proliferation Leber Ito et al. 2000

- Expression in Prostata Xing et al. 2001
neuroendokrinen Zellen
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Auch fir Sarkome gelten entsprechende Zusammenhénge: aus einer starken oder
mafRig starken Survivinexpression im Kern und im Zytoplasma von Weichteilsarkomen
(Synovialzellsarkom, Leiomyosarkom) resultiert eine signifikant erniedrigte
Uberlebensrate (Taubert et al., 2010).

Neben diesen, z.T. exzellent dokumentierten Studien, konzentriert sich das
wissenschaftliche Interesse seit gut einem Jahrzehnt auf die Survivinexpression im
Mundhoéhlenkarzinom. De Maria et al konnten einen direkten Zusammenhang
zwischen der Expression des Survivins und der Aggressivitat des Tumorwachstums
und der Prognose des Mundhohlenkarzinoms darstellen. Sie untersuchten allerdings
nur 22 Patienten. In 19 Fallen, entsprechend einem Prozentsatz von 86,4%, konnte
eine erhdhte Survivinexpression nachgewiesen werden (De Maria et al.,, 2009). Die
eigene, weitaus groRer angelegte Studie, bestatigte diese Resultate. In etwa 2/3 der
untersuchten Tumorgewebe wurde ebenfalls eine positive Survivinexpression
nachgewiesen. Auch wenn in der eigenen Studie die statistische Signifikanz verfehlt
wurde, zeigte sich dennoch eine schlechtere Prognose fiir die Survivin-positiven im
Vergleich zu den Survivin-negativen Fallen.

Jane et al untersuchten insgesamt 55 indische Patienten. Einschlusskriterium war u.a.
ein Nikotinabusus von mind. 10 Jahren. Allerdings wiesen nur 38 der Patienten ein
primares Plattenepithelkarzinom der Mundhdhle auf, 17 litten an einer oralen
Leukoplakie. Die Autoren korrelierten die histopathologische Differenzierung mit der
Expression des Survivins im Tumorgewebe. Es zeigte sich, ahnlich dem
Expressionsmuster im gesunden Normalgewebe, in hochdifferenzierten Tumoren
lediglich eine geringe Expression. Im Gegensatz dazu konnte bei allen schlecht
differenzierten Karzinomen eine mafige bis starke Survivinexpression nachgewiesen
werden (Jane et al., 2006). In Analogie zur eigenen Studie wurde aber in Abhangigkeit
von der Entdifferenzierung der Mundhohlenkarzinome ein Anstieg der
Survivinexpression im Tumorgewebe verzeichnet. Der wahrscheinlich interessanteste
Aspekt dieser Untersuchung ist die Tatsache, dass sich auch mehr als die Halfte der
oralen Leukoplakien (65%) positiv bzw. stark positiv fur Survivin farben lieen.
Madglicherweise besteht hier ein Zusammenhang zum Einschlusskriterium Rauchen. Es
bleibt abzuwarten, ob sich mit Hilfe des Survivins eine Méglichkeit ergibt, bereits bei
Prakanzerosen friihzeitig deren malignes Potential abschatzen zu kdnnen.

Auch Lo Muzio et al. untersuchten den Zusammenhang zwischen der
Survivinexpression und der Entwicklung von Karzinomen aus prakanzerésen
intraoralen Lasionen und kamen zu vergleichbaren Ergebnissen wie Jane et al. Zwar
war die Stichprobe klein, dennoch konnte der Einfluss von Survivin im Rahmen der

malignen Transformation gezeigt werden. Aus nahezu allen L&sionen, die dieses

53



Protein exprimierten (99%), entwickelte sich im Verlauf ein Plattenepithelkarzinom (Lo
Muzio et al., 2003a). Es muss somit davon ausgegangen werden, dass Survivin in der
malignen Transformation sehr zeitig Einfluss gewinnt. Mdglicherweise gelingt es, durch
zusatzliche immunhistochemische Farbungen des Survivins, obligate Prakanzerosen
frihzeitig sicher zu detektieren. Wenn diese dann chirurgisch entfernt werden, kénnte
in derartigen Fallen vielleicht die maligne Transformation in ein definitives Karzinom
umgangen werden.

In einer taiwanischen Untersuchung von 96 Félle eines Plattenepithelkarzinoms und 62
Falle einer epithelialen Dysplasie konnte in 97% der Dysplasien und in 98% der
Malignome eine erhdhte Survivinexpression nachgewiesen werden (Lin et al., 2005).
Auch hier zeigen sich Parallelen zur Arbeit von Jane et al. Wahrscheinlich kann
Survivin somit auch als Marker innerhalb der Kanzerogenese herangezogen werden.
Bezuglich der Dysplasien lag die Proteinexpression bei den Fallen, die spater zu
Karzinomen transformierten, deutlich héher als in der Vergleichsgruppe der nicht
entarteten Falle. AuBerdem konnte belegt werden, dass Patienten mit einem
Plattenepithelkarzinom und einer hohen Expression von Survivin, einem héhergradigen
Tumorstadium, einer fortgeschrittenen Tumorgrole oder dem Nachweis von
Lymphknotenmetastasen eine deutlich geminderte Uberlebensrate aufwiesen.

In einer weiteren Studie zum Survivin und seiner Rolle als potenzieller Prediktor der
Prognose des Mundhdhlenkarzinoms konnte in der immunhistochemischen Analyse
keine signifikante Korrelation zwischen der Expression des Proteins und dem Alter der
Patienten, dem Geschlecht, der Tumorgréle, dem Lymphknotenbefall und dem
Vorhandensein von Fernmetastasen in 110 Fallen gefunden werden. Das Survivin war
aber vorwiegend in den schlechter differenzierten Karzinomen zu finden. Die eigene
Studie konnte in Erganzung dazu sogar aber einen statistisch signifikanten
Zusammenhang zwischen dem Grading und der Expression des Survivins
nachweisen. Je schlechter die Differenzierung des Karzinoms, desto héher lag die
Survivinexpression im Tumorgewebe. Weiterhin zeigten die Patienten der eigenen
Studie trotz verfehlter Signifikanz schlechtere Uberlebensraten bei starker
Proteinexpression. Diese Aussage bestatigt sich in den bereits zitierten
Untersuchungen von Lo Muzio et al., deren Ergebnisse beziiglich des Uberlebens und
der Survivinexpression sogar signifikant waren. Vorteil dieser prasentierten Studie war
zudem die relativ grof3e Stichprobe von 110 Patienten (Lo Muzio et al., 2003b).

Im Weiteren konnten Lo Muzio et al. erneut anhand von immunhistochemischen
Untersuchung von Mundhdhlenkarzinomen ein Zusammenhang zwischen einem
erhéhten Survivin-Proteinlevel und einer geringeren Uberlebensrate nachweisen und

somit die bereits 2003 postulierten Ergebnisse bestatigen (Lo Muzio et al., 2005).
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Diese Ergebnisse sind flr weitere Forschungsaspekte deshalb so wichtig, weil sie
belegen, dass mittels Immunhistochemie als schnelle und kostenglnstige
Nachweismethode der Proteingehalt an Survivin im Tumorgewebe bestimmt werden
kann. Die eigenen Daten unterstitzen Lo Muzios Studie, da sie einen signifikanten
Zusammenhang zwischen der Expression des Survivins und dem Grading des Tumors
belegen. Die stark ausgepragten Farbemuster fanden sich vorwiegend in den G3-
Tumoren. Dass analog zu den Analysen von Lo Muzio et al. noch keine Korrelation zur
TumorgréfRe und zum Stadium der Lymphknotenmetastasierung gefunden wurde, liegt
mdglicherweise auch an der vergleichbar kleinen Anzahl von Tumorproben.

Moderne Analysen befassen sich mit dem Nachweis von Survivin-mRNA im
Tumorgewebe. Es konnte somit anhand 113 Patienten mit einem Mundhéhlenkarzinom
auf Proteinebene gezeigt werden, dass erhdhte Survivin-Proteinkonzentrationen
signifikant mit einem schlechteren Uberleben einhergingen. Die COX-Regression
bestatigte, fast analog zu den eigenen Ergebnissen, ein 2,5fach erhéhtes Risiko des
tumorassoziierten Versterbens, wenn Survivin mRNA vermehrt im Tumorgewebe
isoliert werden konnte (Kim et al., 2005). Basierend auf diesen Ergebnissen empfahlen
die Autoren schon 2005, beim Plattenepithelkarzinom der Mundhdhle das TNM-
System flr prediktive Informationen durch die Kenntnis des Survivin-mRNA-Gehaltes
zu erganzen. Winschenswert waren hier additive Analysen, welche eine Korrelation
der Survivin-mRNA mit den Ergebnissen/Farbemustern der Immunhistochemie
belegen. Somit kdnnte bewiesen werden, dass in der Tat immunhistochemische
Untersuchungen ausreichend  Aussagekraft haben, Survivinexpression im
Tumorgewebe fir eine mdgliche Therapiestratifizierung zu detektieren.

Eine neuere Studie aus dem Jahr 2010 befasste sich mit der Survivinexpression in
Lymphknotenmetastasen von Plattenepithelkarzinomen der Mundhdhle. Kein
Zusammenhang konnte zwischen dem Survivin und der histologischen Differenzierung,
der MikrogefaRdichte und dem Tumorstadium nachgewiesen werden. Signifikant
negative Auswirkungen einer hohen Survivinexpression zeigten sich aber auf die
Uberlebensrate und die Entwicklung von Lymphknotenmetastasen. Metastasierte
Tumoren exprimierten nahezu immer (95,2%) hochgradig Survivin, wahrend nicht alle
hohen Expressionen dieses Proteins automatisch zu Lymphknotenmetastasen fuhrten.
Diese umfassende Studie von Kim und Mitarbeitern stellte zusatzlich mittels Western
blot fest, dass Survivin in 6 Zelllinien von Mundhohlenkarzinomen, nicht aber im
Normalgewebe nachgewiesen werden konnte. Die Autoren konnten ferner zeigen,
dass im Tiermodell (Karzinogenese der Wange) Survivin bereits zu Beginn der
Karzinogenese nachweisbar war und schlussfolgerten, dass bisher die Rolle des

Proteins Survivin am Gesamtprozess maligner Transformationen unterschatzt und
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lediglich auf einen Apoptoseverlust und konsekutiv verminderte Effektivitdt der
Strahlentherapie reduziert worden war (Kim et al. 2010).

Die fehlenden Korrelationen zwischen der Survivin-Expression einerseits und dem
Stadium der Tumorerkrankung sowie dem T- und N-Stadium andererseits lassen in der
eigenen Untersuchung die Vermutung zu, dass sich in der Tat Survivin als
unabhangiger Prognosemarker beim Mundhéhlenkarzinom erweisen kénnte. Trotz der
teilweise verfehlten Signifikanz betrachten wir Survivin als vielversprechenden
Prognosefaktor fir das Plattenepithelkarzinom der Mundhéhle. Die einschlagige
Literatur, sowohl zum Mundhohlenkarzinom aber auch zu diversen anderen
Tumorentitadten untermauert diese Aussage. Noch detaillierter Schlisse koénnten
maoglicherweise anhand einer groReren multizentrischen Patientengruppe gezogen
werden, die u.a. eine noch differenziertere Betrachtung der verschiedenen
Farbemuster des Survivins erlauben wirde. Deshalb Gberrascht es nicht, dass bereits
2003 Altieri Uber einen moglichen therapeutischen und diagnostischen Einsatz des
Proteins spekulierte. Als potentielle Optionen nannte er die Entwicklung von Antisense-
Nukleotiden zur Blockade der Translation oder immunologische Therapieansatze
(Altieri, 2003).

6.3. VEGF-C

Entscheidend fur die Entstehung und die Progression eines Malignoms ist ein
tumoreigenes Gefallsystem. Dieser als Angiogenese bezeichnete Prozess wurde
bereits 1971 von Folkman beschrieben (Folkman, 2002). Derartige tumoreigene
Gefallsysteme und die Absiedelung von Metastasen bilden zuletzt den limitierenden
Faktor fir die Prognose und das Uberleben eines am Tumor erkrankten Patienten
(Cheng et al., 2008).

Bis heute haben sich zahlreiche Autoren mit der Erforschung der Tumorangiogenese
beschaftigt. Im Vordergrund des Interesses steht hierbei die Gruppe der VEGF
(vascular endothelial growth factor) als wichtiger Mediator der Neubildung von
Gefalken. Bereits seit gut einem Jahrzehnt konzentriert sich auch beim
Mundhd&hlenkarzinom die Forschung auf die Expression von VEGF im Tumorgewebe.
Bereits 2002 erhoffte man sich dadurch zusatzliche Aspekte hinsichtlich der
Prognosekalkulation beim Mundhdhlenkarzinom erhalten zu kénnen (Yang et al,,
2002).
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Munoz-Guerra et al. untersuchten 2004 den Einfluss einer frihzeitigen Angiogenese
auf die Prognose anhand von 61 Zungenkarzinom Patienten. Schon intratumoral hatte
sich bei mehr als 50% der T1 und T2 Tumoren eine erhdhte Lymphangiogenese
gezeigt. Die 5- Jahreslberlebensrate dieser Patienten lag bei 67,2% und erhéhte sich
im Falle einer negativen Lymphgefafiformation auf 89,6%. Somit konnte ein statistisch
signifikanter negativer Einfluss einer frihen Lymphangiogenese auf das krankheitsfreie
Intervall des Zungenkarzinoms gezeigt werden (Munoz-Guerra et al., 2004).

Die schlechtere Prognose des Mundhdhlenkarzinoms bei Vorliegen von
Lymphknotenmetastasen ist seit Jahren bewiesen. Fur das Zungenkarzinom konnte
bestatigt werden, dass das Auftreten zervikaler Lymphknotenmetastasen sowohl durch
die Infiltrationstiefe als auch durch die Grofle des Primartumors beeinflusst wird. Im
Tumorstadium 2 zeigten 50% der untersuchten Tumoren Lymphknotenmetastasen, im
Stadium 1 waren es nur 25% (Keski-Santti et al., 2007). Méglicherweise beginnt die
Ausbildung eines Lymphgefallsystems bereits vor Auftreten des eigentlichen
Karzinoms bzw. dessen Metastasen und kann somit friihzeitig nachgewiesen werden.
Hierbei scheint insbesondere VEGF-C eine entscheidende Rolle zu spielen.

Wahrend die ersten Arbeiten mehr oder weniger summarisch die VEGF-
Proteinexpression untersuchten bzw. dessen Einfluss auf die Gefallangiogenese
betrachteten, liegt nunmehr ein Schwerpunkt auf der durch VEGF-C vermittelten
Lymphangiogenese. In neuesten klinisch-pathologischen Studien zu dieser
Problematik wurde ein direkter Zusammenhang zwischen einer gesteigerten
Proliferationsrate der Tumorzellen und einer starken Expression des VEGF-C in der
Proteinanalyse gefunden. Zusatzlich wurde nachgewiesen, dass mittels shRNA gezielt
der VEGF-C-Proteingehalt im Tumor herunterreguliert werden kann (Benke et al.,
2010). AuBerdem konnte an Zelllinien gezeigt werden, dass VEGF-C die
Tumorzellproliferation nachhaltig zu steigern vermag. Es kann sogar angenommen
werden, dass VEGF-C einen positiven Einfluss auf die Mobilitat der
Mundhoéhlenkarzinom-Tumorzellen und somit einen weiteren supportiven Effekt auf die
Metastasierungskaskade hat. Moglicherweise kdnnte dadurch ein neuer
therapeutischer Ansatz im Sinne einer gezielten Inhibition des
Lymphangiogeneseprogenitors VEGF-C etabliert werden.

Ein moglicher therapeutischer Ansatz durch Inhibition der Lymphangiogenese lasst
sich auch anhand einer allerdings sehr kleinen Stichprobe von 14 Patienten ableiten.
Die Expression von VEGF-C einen Einfluss auf die Metastasierung des
Mundhéhlenkarzinoms und steht auch in direktem Zusammenhang mit dem Auftreten
von Rezidiven (Neuchrist et al., 2003).
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Zu den histopathologisch-klinischen Studien gehért auch jene von Cicco et al. Die
Autoren konnten eine deutlich erhéhte Expression von VEGF-C im Falle von
Lymphknotenmetastasen eines Zungenkarzinoms nachweisen (Cicco de et al., 2004).
Der wesentliche Nachteil der Studie war die sehr kleine Stichprobenzahl von lediglich
15 Patienten.

Zu ganz ahnlichen Ergebnissen kamen Sedivy et al. Sie bewiesen einen
Zusammenhang zwischen der lymphatischen Mikrogefal3dichte und dem Vorkommen
von Lymphknotenmetastasen bei insgesamt 28 Patienten. Die Autoren konnten eine
signifikant erhdhte Expression von VEGF-C bei erhéhter Ilymphatischer
MikrogefalRdichte belegen. Zudem =zeigte sich eine deutliche Zunahme der
Metastasierung in den Lymphknoten. Diesen Ergebnissen folgend wurde VEGF-C als
maoglicher Prognosemarker vorgeschlagen und gefordert, ihn neben dem TNM System
und dem Grading zur Prognosekalkulation mit aufzunehmen. Nachteil der Studie ist
das Fehlen von Uberlebenszeitanalysen (Sedivy et al., 2003).

Interessanterweise konnte in der eigenen Studie weder ein signifikanter Einfluss des
VEGF-C auf das Uberleben der Tumorpatienten noch zwischen den klinisch-
pathologischen Parametern und der Expression von VEGF-C bestatigt werden. Da
aber tendenziell bei den klinisch-pathologisch gunstigeren N-Stadien auch die
geringeren VEGF-C-Proteinexpressionen gefunden wurden, kdnnte das statistische
Signifikanzniveau mdglicherweise bei groReren Probandenzahlen erreicht werden.
Insgesamt bleibt aber abzuwarten, ob in der groReren multivariaten Analyse VEGF-C
als unabhangiger, prognostischer Faktor beim Plattenepithelkarzinom der Mundhdhle
bestatigt werden kann. Welchen detaillierten Einfluss VEGF-C auf die
Tumorentwicklung und -progression beim Mundhéhlenkarzinom hat Iasst sich
maoglicherweise nur anhand eines langeren Nachbeobachtungszeitraumes ermitteln.
Durch  Hinzuziehung der 10-Jahres-Uberlebensdaten koénnten in  diesem
Zusammenhang wertvolle Erkenntnisse gewonnen werden. Das Interesse lage dann
auf Lymphknotenmetastasen-Rezidiven, welche sich aus sog. ,schlafenden
Metastasen“ entwickeln. Letztere sind klinisch und bildmorphologisch nicht
nachweisbare Mikrometastasen, die Uber langere Zeitrdume klinisch nicht relevant
werden. Die Kenntnis des VEGF-C-Expressionsmusters kénnte hier helfen, klinische
und pathologische, sog. ,NO-Halse“, hinsichtlich derartiger Mikrometastasen zu
screenen. Der therapeutische Ansatz in der Zukunft bestiinde dann darin, auch bei
klinischer Metastasenfreiheit aber gleichzeitig hoher VEGF-C-Expression neben der

Neck dissection eine protektive Radiatio in Erwagung zu ziehen.
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Auch andere Tumorentitdten sind hinsichtlich der VEGF-Expression umfassend
untersucht worden. Zur besseren Ubersicht sind die hierzu verdffentlichten Studien und

der Einfluss von VEGF auf das jeweilige Malignom in Tab. 19 dargestellt.

Tab. 19: Ubersicht der Studien zum Einfluss des VEGF auf verschiedene
Tumorentitaten

Einfluss von VEGF Malignom Autor Jahr

- Stimulation der Lymphangiogenese
- vermehrtes Auftreten von Oesophagus Kitadai et al. 2001
Lymphknotenmetastasen

- Vermehrtes Auftreten lymphatischer

Mamma Skobe et al. 2001
Metastasen
- schlechtere Uberlebensrate
- hdéhere Proteinlevel bei Oesophagus Liu et al. 2009

héhergradigen T- und N-Stadien und
Grading

erniedrigte Serumlevel von VEGF
nach kombinierter Applikation von Kolon/Rektum Loven et al. 2008
Radio- und Chemotherapie

- erhdhte Serumlevel in malignen

: Ovar Abu-Jawdeh et al. 1996
Ovarialtumoren
- erhéhte Malignitat
- Ausbildung eines intratumoralen Mamma Brown et al. 1995
Gefalisystems
vermehrt_e hamatogene Magen/Oesophagus Driessen et al. 2006
Metastasierung
progredienter Dysplasiegrad Vulva Bancher-Todesca 1997

et al.

(Abu-Jawdeh et al., 1996; Bancher-Todesca et al., 1997; Brown et al., 1995; Driessen
et al., 2006; Kitadai et al., 2001; Liu et al., 2009; Loven et al., 2008; Skobe et al., 2001)

Da die einzelnen Subtypen der VEGF-Familie bekanntlich unterschiedliche Funktionen
ausiben, ist ein gravierender Mangel der meisten bisherigen Studien die fehlende
Differenzierung innerhalb der VEGF Familie. Im Allgemeinen gilt VEGF als Stimulus
der Permeabilitdt und Migration in der Entstehung neuer Tumoren, die einzelnen
Untergruppen spielen aber auch im Rahmen der Wundheilung oder bei entziindlichen
Veranderungen eine generelle Rolle (Sauter et al.,, 1999; Senger et al.,, 1993). Es
erscheint aussichtsreich, jeden Subtypen getrennt von den anderen beziiglich seiner
Funktion in der Tumorgenese zu betrachten um explizit die jeweiligen Prozesse im

Rahmen der Tumorprogression besser verstehen zu kdnnen. Ein weiteres Manko
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zahlreicher bisher publizierter Ergebnisse ist, dass in der Regel der Zusammenhang
zwischen der VEGF-Expression und dem Uberleben der Tumorpatienten fehlt. Die
eigenen Untersuchungen heben im Gegensatz dazu speziell den Einfluss von VEGF-C
auf die Lymphknoten-Metastasierung und den entsprechenden Einfluss auf das
Uberleben der Patienten hervor.

Hierzu gibt es bis zum jetzigen Zeitpunkt nur wenige Untersuchungen, die sich mit dem
Verhaltnis zwischen VEGF-C, Lymphangiogenese und daraus folgend der Entstehung
von Lymphknotenmetastasen beschaftigen. Eine der wenigen Studien dazu stammt
aus Japan. Insgesamt 62 Mundhéhlenkarzinome wurden immunhistochemisch auf das
Vorliegen einer VEGF-C Expression untersucht. Im Gegensatz zu den eigenen
Untersuchungen wurden leider keine Abstufungen beziglich der Expression
vorgenommen sondern lediglich zwischen positiv und negativ unterschieden
(Kishimoto et al., 2003). Die Autoren konnten neben einem deutlichen Einfluss des
VEGF-C auf das Uberleben auch eine signifikante Korrelation zwischen der Expression
von VEGF-C und dem Auftreten von Lymphknotenmetastasen flr Tumoren im friihen
Stadium also T1 und T2 Tumoren belegen. Interessanterweise konnte flr die
fortgeschritteneren Stadien T3 und T4 kein signifikanter Zusammenhang unter Beweis
gestellt werden. VEGF-C kann somit moglicherweise vor allem in frihen Tumorstadien
bzw. zu Beginn einer Therapie als Prognosemarker eingesetzt werden. Er gilt als
unabhangiger Prognosemarker, der im Zusammenhang mit der Ausbildung von
Lymphknotenmetastasen, nicht aber mit der histologischen Differenzierung oder dem
T-Stadium steht (Kishimoto et al., 2003). Vorteil der eigenen Analyse ist, mittels des
REMMELE Scores graduelle Unterschiede zur jeweiligen VEGF-C-Expression treffen
zu kénnen. Nur dadurch gelingt es, den Einfluss dieses Proteins im Tumorsystem zu
verstehen. Allerdings konnte ebenfalls kein Zusammenhang zwischen der Expression
des VEGF-C und dem Grading, der TumorgréfRe und dem Stadium der Erkrankung
hergestellt werden und es zeigten sich lediglich Tendenzen zum Auftreten von
Lymphknotenmetastasen. Mdglicherweise I&sst sich ein Zusammenhang zwischen der
VEGF-C-Expression und einer unglnstigeren Prognose im Sinne von
Lymphknotenmetastasen beim Mundhdhlenkarzinom anhand einer groReren
Probandengruppe belegen. Ein negativer Einfluss auf das Uberleben fand sich
ebenfalls nicht.

Eckert empfahl 2009, VEGF-C gemeinsam mit anderen Hypoxie-assoziierten
Proteinen als sog. Tumormarker flr die Therapieauswahl mit einzubeziehen. Eine
positive VEGF-C-Expression kénnte mdglicherweise auf okkulte
Lymphknotenmetastasen hinweisen und die Indikation zur Neck dissection sollte

grof3zligig gestellt werden. Prinzipielles Problem einer okkulten
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Lymphknotenmetastasierung ist der nicht zuverlassige diagnostische Nachweis durch
die gangigen bildgebenden Verfahren (CT, MRT etc.). Die Immunhistochemie kénnte
bei Nachweis einer entsprechenden Sensitivitét in diesem Zusammenhang eine relativ
unaufwendige, schnelle und kostengunstige Nachweismethode zur
Therapiestratifizierung bieten. Sie kann im Rahmen der histopathologischen
Aufarbeitung einer Probebiopsie durchgefiihrt werden (Eckert, 2009).

Gegensatzlich hierzu stehen die aktuell verdffentlichten Untersuchungen der
Universitdt Hamburg, die anhand von 86 Mundhdhlenkarzinomen keinen
Zusammenhang zwischen dem Nachweis des VEGF-C und der Tumorgréf3e oder der
regionalen Ausbreitung feststellen konnte. Die Autoren sahen die Verwendung des
Proteins als Marker zur Abschatzung der Prognose der Erkrankung als auf3erst kritisch
und nicht aussagekraftig an (Friedrich et al., 2010). Ebenso widerlegen Faustino et al
diese Aussage. Es wurden 87 Patienten mit einem Mundhdhlenkarzinom im Stadium
T1 oder T2 untersucht. 64 Falle unterzogen sich einer selektiven Neck dissection. In
22% dieser Falle konnten zwar okkulte Lymphknotenmetastasen aber keine
statistische Signifikanz zwischen dem Auftreten der Metastasen und einer positiven

oder negativen Expression des VEGF-C nachgewiesen werden (Faustino et al., 2008).

Eine Studie mit einer kleineren Population von 54 Fallen konnte eine signifikante
Korrelation zwischen der VEGF-C Expression und der Lymphangiogenese
beschreiben, lieR aber ebenfalls kaum Schilisse auf das Uberleben zu (O-charoenrat

et al., 2001), da der Nachbeobachtungszeitraum lediglich 20 Monate umfasste.

Dass der signifikante Zusammenhang zwischen der VEGF-C-Proteinexpression und
dem Uberleben der Patienten eine Frage der StichprobengrofRe sein konnte, belegt
eine recht aktuelle Studie. In der retrospektiven Analyse von 160 Patienten mit einem
Mundhdhlenkarzinom fand sich ein signifikant negativer Einfluss der Expression von
VEGF-C auf das postoperative Uberleben der Patienten (Sugiura et al., 2009).
Ahnliche Resultate fanden ein Jahr spater Chen und Mitarbeiter zu 67 Patienten. Sie
wiesen ein signifikant héheres Vorkommen von Lymphknotenmetastasen bei VEGF-C
positiven Karzinomen im Gegensatz zur negativen Expression nach. Kein
Zusammenhang konnte zwischen dem Nachweis des Proteins und der
Tumorlokalisation, der histopathologischen Differenzierung und dem Geschlecht der
Patienten gesehen werden. Aussagen zu Uberlebenswahrscheinlichkeiten wurden
leider nicht getroffen (Chen et al., 2010).
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Insgesamt kommen die einschldgigen Arbeiten zur Expression von VEGF-C im
Plattenepithelkarzinom der Mundhdhle zu teils kontroversen Ergebnissen. In welchem
Male sich dieses sicher hoch interessante Mitogen flr prognostische Aussagen beim
Mundhoéhlenkarzinom eignet, kann mdglicherweise nur durch breit angelegte
Multicenterstudien geklart werden. Fur die spatere Anwendung in der Klinik ware
zudem von Interesse, in welchem Ausmaly die gefundenen immunhistochemischen
Farbeintensitaten mit dem tatsachlichen Proteinniveau im Tumor Kkorrelieren. Sollte
sich ein derartiger Zusammenhang bestéatigen, kann in der Tat VEGF-C fir eine
Individualisierung der Therapie parallel zur klinischen Routine immunhistochemisch
bestimmt werden. In solchen Féllen wére der Erkenntnisgewinn bei gleichzeitig

geringen Kosten und geringem Zeitaufwand der Methodik grof3.

6.4. Carboanhydrase IX

Ein weiteres in dieser Arbeit untersuchtes Enzym ist die Carboanhydrase 1X. Sie wird
ebenso wie der VEGF-C durch den hypoxieinduzierbaren Transkriptionskomplex 1a
[HIF-1a] reguliert (Harris, 2002).

Die zentrale Bedeutung der Tumorhypoxie mit allen Regulatorproteinen inklusive der
pH-Regulation durch CAIX wird in einer aktuellen Arbeit von Semenza detailliert
dargestellt (Semenza, 2011).

Tumorzellen kdnnen unter hypoxischen Bedingungen in den programmierten Zelltod,
die Apoptose, Ubergehen. Der extrazellulare pH-Wert sinkt, wenn es unter einer
Hypoxie zum Wechsel des aeroben in den anaeroben Stoffwechsels kommt. Wird der
pH-Wert durch zellulare Regulationsprozesse konstant gehalten, kann die Tumorzelle
Uberleben. Ein entscheidender Mediator dieser Stabilisierung des Saure-Basen-
Gleichgewichtes, welchen sich nach neueren Erkenntnissen auch maligne Zellen zu
Nutzen machen, ist die Carboanhydrase IX. Deshalb wird das Protein als
entscheidender Faktor im Rahmen der Tumorprogression vermutet. Seine potentielle
Aussagekraft fur die Prognosekalkulation maligner Erkrankungen wird in der Literatur
jedoch kontrovers diskutiert. Uber das Mundhdhlenkarzinom sind zum gegenwartigen
Zeitpunkt hierzu vergleichsweise wenige Arbeiten veroéffentlicht worden.

Die Carboanhydrase IX garantiert als Teil des komplexen Systems der pH-Regulation
von Tumorzellen gemeinsam mit diversen lonenaustauschern garantiert sie einen
stabilen intrazellularen pH-Wert (pHi). Eine erhdhte Aktivitat des N+/H+-Austauschers

an der Zellmembran sowie eine vermehrte Expression der H+ATPase senken den
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extrazelluldren pH-Wert und halten den inrazellularen pH (pHi) auf einem konstanten
Level. Die Carboanhydrase IX katalysiert die reversible Reaktion von Wasser und
Kohlendioxid zu Kohlensaure, die zu Bicarbonat und Wasserstoffionen zerfallt. Diese
Bicarbonationen werden im Austausch gegen Chloridionen zuriick in das Zellinnere
beférdert, wahrend die Wasserstoffionen im Extrazellularraum verbleiben und dort den
pH-Wert senken. Das entstehende saure Milieu beglnstigt das Tumorwachstum,
indem es zur Zerstdérung der extrazellularen Matrix beitragt (Opavsky et al., 1996).

Eine dauerhafte Senkung des intrazelluldren pH-Wertes durch Blockade der
genannten beteiligten Transportmechanismen inhibiert das Wachstum und zerstdrt
maligne Zellen (Beasley et al., 2001).

Im Gegensatz zu physiologischen Geweben zeigt die Tumorzelle einen erhdhten
intrazelluldren und einen erniedrigten extrazellularen pH-Wert. Dieses Milieu férdert die
Progression des malignen Wachstums, Absiedelung von Metastasen und befahigt die
Tumorzelle, sich der Apoptose zu entziehen. Daher spielt die Carboanhydrase eine
zentrale Rolle fir die Aufrechterhaltung des intrazellularen pH-Wertes (Webb et al.,
2011).

In der eigenen Studie lieR sich keine Abhangigkeit der Prognose der Tumorerkrankung
von der Expression der Carboanhydrase |IX in der univariaten COX-
Regressionsanalyse nachweisen. Allerdings zeigte sich bei starker Expression der
CAIX und gleichzeitig schwacher Expression von VEGF-C ein erhdhtes Risiko des
tumorassoziierten Versterbens (HR=2,6). Bei gleichzeitiger starker Expression von
CAIX und Survivin ist das Risiko sogar 5,1fach erhéht, am Tumor zu versterben.
Médglicherweise ist auch hier die Probandenzahl von 75 Patienten nicht ausreichend,
um die Carboanhydrase wie auch VEGF-C bei alleiniger Expression als
Prognosemarker signifikant zu bestatigen. Ahnliches gilt fiir die histopathologischen
Parameter, fir die sich kein signifikanter Zusammenhang darstellen Iasst. Allerdings
Iasst sich, auch wenn die statistischen Signifikanzniveaus nicht erreicht werden, fur die
Carboanhydrase ahnlich wie fir VEGF-C, eine Tendenz ableiten. Die negativen und
schwachen Farbemuster dieses Proteins korrelieren vorwiegend mit geringeren
TumorgréfRen, niedrigeren N-Stadien sowie G1 und G2 Tumoren.

Ahnliche Ergebnisse konnte auch eine 2008 an der Hallenser Universitatsklinik fiir
Mund-, Kiefer- und plastische Gesichtschirurgie durchgeflhrte Studie prasentieren.
Anhand von 34 Patienten mit einem fortgeschrittenen Mundhdhlenkarzinom wurde fur
die gleichzeitig vorliegende Expression der CAIX und dem Hypoxie-induzierbaren
Transkriptionskomplex (HIF-1a) eine um zwei Jahre erniedrigte Uberlebensrate
nachgewiesen (Kappler et al., 2008). Moéglicherweise ist CAIX ein recht spat in den

Tumorprogress eingreifendes Regulatorprotein. Es ist denkbar, dass es als eindeutig
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HIF-1a-abhangiges Protein erst in der gemeinsamen Betrachtung mit weiteren
prognoserelevanten Proteinen zur Risikokalkulation herangezogen werden kann. Unter
Berlcksichtigung des Expressionsstatus von HIF-1a konnte jedenfalls gezeigt werden,
dass eine signifikant bessere Uberlebensrate im Falle einer niedrigen Expression von
HIF-1a. und CAIX im Tumorgewebe vorlag (Eckert et al., 2010). Ahnliche Ergebnisse
fanden sich in einer Studie mit einer Stichprobe von 320 Patienten. Es konnte ebenfalls
kein Zusammenhang zwischen Prognose und alleiniger positiver oder negativer
Expression dieses Proteins gefunden werden (Eriksen and Overgaard, 2007).

Ein anderes Bild zeigt sich bei Betrachtung anderer Tumorlokalisationen.

Fir das Mammakarzinom wurde an 114 Patienten im Falle einer positiven
Proteinexpression von Carboanhydrase IX eine Uberlebensrate von 83% nach finf
Jahren gegeniber 96% bei niedriger Expression gefunden. Die Autoren folgerten, dass
die Carboanhydrase IX zu prognostischen Zwecken beim Vorliegen eines
Mammakarzinoms herangezogen werden kénnte (Hussain et al., 2007). Unabhangig
vom Lymphknotenstatus und der TumorgréRe zeigt sich eine erhdhte Malignitat des
Mammakarzinoms bei Vorliegen einer vermehrten Carboanhydraseexpression. Es gilt
als unstrittig, dass die Proteinexpression einen negativen Einfluss auf die
Uberlebensrate dieser Tumorentitat hat (Trastour et al., 2007).

Fur Tumoren im Bereich des Magens und des Oesophagus konnte eine signifikante
Korrelation zwischen dem Uberleben der Patienten und dem Nachweis der
Carboanhydrase IX bestatigt werden (Driessen et al., 2006). Bei negativem
Proteinnachweis lberlebten 47% der Patienten, bei positiver Expression waren es nur
noch 27%. Des Weiteren untersuchten sie den Zusammenhang zwischen der
Expression der Carboanhydrase IX und dem Auftreten von Lymphknotenmetastasen
anhand des Oesophagus- und Magenkarzinoms. Bei den positiv getesteten Tumoren
konnten bei 56% der Patienten Metastasen nachgewiesen werden, bei den negativen
Fallen waren es nur 39%. Die Autoren folgerten hieraus, dass es sich bei der
Carboanhydrase IX nicht um ein enzymatisch wirkendes Protein allein, sondern auch
um einen Mediator von Adhasionsprozessen im Rahmen der Zellproliferation handelt.
Keinen Zusammenhang zwischen dem erhdhten Nachweis der Carboanhydrase IX,
der histopathologischen Differenzierung und dem klinischen Tumorstadium konnten
Niemela et al. trotz der grolien Stichprobe von 1134 Gewebeschnitten fir das
kolorektale Karzinom nachweisen (Niemela et al., 2007). Im Gegensatz dazu stehen
die Ergebnisse von Kim und Mitarbeitern zum Bronchialkarzinom. Es konnte eine
eindeutige Korrelation zwischen der Expression der Carboanhydrase IX und der

Prognose der Patienten gezeigt werden (Kim et al., 2005).
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Takacova et al. wiesen in einer tierexperimentellen Studie nach, dass die
Carboanhydrase IX innerhalb der Tumorentstehung einen deutlichen Einfluss auf das
Aggressionspotential hat. Bei Vorliegen einer hypoxischen Stresssituation kommt es
zur Aktivierung des Enzyms (Takacova et al., 2007).

In Zusammenschau der eigenen erhobenen Ergebnisse und unter Bericksichtigung
der Literatur der letzten Jahre kann gefolgert werden, dass die Carboanhydrase IX
durchaus als prognostischer Marker flr verschiedene Tumorentitaten wie das Mamma,
- das Bronchial,- das Oesophagus- oder Magenkarzinom herangezogen werden kann.
Fur das Mundhdhlenkarzinom konnte jedoch bisher in der alleinigen Betrachtung der
CAIX noch kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Prognose der Erkrankung
und der Expression des Enzyms nachgewiesen werden. In der vorliegenden Studie
zeigte sich jedoch das deutlich erhdhte Risiko (HR=2,6) am Tumor zu versterben, im
Falle einer starken Expression der Carboanhydrase IX bei schwacher Expression des
VEGF-C und bei starker Expression sowohl von CAIX als auch Survivin (HR=5,1). Die
statistische Signifikanz wurde flr die Korrelation mit dem Survivin erreicht.

Wie fir VEGF-C gelingt auch im Falle der CA IX mdglicherweise ein klarer
Zusammenhang mit anderen Prognosefaktoren nur bei gréReren Probandenzahlen.
Fir beide Proteine ist aulerdem festzustellen, dass die immunhistochemischen
Untersuchungen in der Mehrzahl der Falle negative Farbemuster erbrachten.
Urséachlich hierfur kénnte entweder die Methodik selbst oder auch die Qualitat der

benutzten Marker sein.
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7. Zusammenfassung und Ausblick

Das Mundhdéhlenkarzinom gehdért zu den zehn haufigsten Malignomen des Menschen.

Als Risikofaktoren flir die Genese dieser Tumorentitat sind hauptsachlich Nikotin- und
Alkoholkonsum sowie eine mangelhafte Mundhygiene zu nennen. Vorwiegend altere
mannliche Patienten sind betroffen, in den letzten Jahren musste jedoch auch eine
erhdhte Anzahl an Neuerkrankungen bei jingeren weiblichen Patientinnen ohne
Risikofaktoren beobachtet werden. Kernprobleme des Mundhéhlenkarzinoms sind trotz
Fortschritten in Diagnostik und Therapie die stagnierende Uberlebensrate und die noch
nicht gelungene Verbesserung der Friiherkennungsrate.

Neben den bekannten histopathologischen Parametern in Form des TNM-Systems und
des Gradings werden seit einigen Jahren von zahlreichen Autoren weitere Kriterien
gefordert, um Therapie und Prognose der Erkrankung individualisierter kalkulieren zu
kénnen. Dazu scheinen vor allem Tumormarker geeignet.

In einer umfassenden multifaktoriellen Analyse wurden anhand von 75 Gewebeproben
von Patienten mit diagnostiziertem Plattenepithelkarzinom der Mundhoéhle
immunhistochemische Farbungen fir den Apoptoseinhibitor Survivin, den
Proliferationsmarker VEGF-C und das hypoxierelevante Enzym Carboanhydrase IX
durchgefihrt. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen wurden mit einer bestehenden
Datenbank, in der die klinischen und histopathologischen Daten der 75 Patienten
lickenlos dokumentiert waren, korreliert.

Den deutlichsten Einfluss auf das Uberleben hat das Survivin, erkennbar auch am
eindeutigen Zusammenhang mit dem Grading. Die Untersuchungen zum VEGF-C
erbrachten zwar keine statistischen Signifikanzen, jedoch war eine Tendenz zwischen
erhdhter Expression des Proteins und dem Auftreten von Lymphknotenmetastasen zu
erkennen.

Die aktuellen Untersuchungen konnten der CAIX leider nicht die zuvor erwartete
Prognoserelevanz bescheinigen. Es bleibt abzuwarten, ob dieses Enzym in breiter
angelegten Studien mit deutlich groReren Fallzahlen flr prognostische Vorhersagen
genutzt werden kann. Interessant waren auch Korrelationen mit anderen
hypoxierelevanten Proteinen wie z.B. Glukosetransportmolekilen. Moéglicherweise
kénnte die CAIX im Rahmen eines sog. ,Markerpanels“ auch wichtige zusatzliche
Aussagen fur die extrazelluldre Matrixdegeneration als essentiellen Schritt in der
Tumorprogression liefern.

Die hier untersuchten Proteine stellen allerdings nur einen Teil des Bemihens der

Prognosekalkulation und -verbesserung dar. Die exzellent dokumentierte Datenbank
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fordert zu weiteren Analysen heraus. Denkbare Ansadtze der individualisierten
Prognoseabschatzung waren z.B. Genanalysen zur Nachweis einer erblichen
Disposition wie sie bereits z.B. flir das Mamma- oder Kolonkarzinom bekannt sind.

Zunachst kann als Ergebnis formuliert werden, dass zum gegenwartigen Zeitpunkt
Survivin als Prognosemarker zur Kalkulation einer individualisierten Therapie das
TNM-System und Grading erganzen sollte. Die Bestimmung kann an Paraffinschnitten
von Probebiopsien immunhistochemisch mit Uberschaubarem Zeit,- Material- und

Personalaufwand realisiert werden.
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9. Thesen

1. Der Altersdurchschnitt des untersuchten Patientenkollektivs mit einem
Plattenepithelkarzinom der Mundhohle liegt zum Zeitpunkt der Diagnosestellung bei
59,1 Jahren. Die Manner erkranken im Durchschnitt mit 56,8, die Frauen mit 65,6
Jahren. Die Daten entsprechen anndhernd den Daten eines typischen

Mundhéhlenkarzinompatienten in Deutschland in den 90er Jahren.

2. Die 5-Jahreslberlebensrate im analysierten Patientenkollektiv betragt 61,0%. Sie
liegt damit im oberen Drittel der in der Literatur der vergangenen Jahre beschriebenen

Uberlebensraten.

3. Die 5-Jahres-Uberlebensrate ist signifikant abhangig vom Stadium der
Tumorerkrankung, von der Anzahl der Lymphknotenmetastasen und der GroRRe des
Primartumors. Kein Zusammenhang besteht zwischen dem Uberleben und dem

Grading.

4. Die Expression der drei Proteine Survivin, VEGF-C und CAIX ist unabhangig von
GroRe des Primartumors, Stadium der Tumorerkrankung und Auftreten von

Lymphknotenmetastasen. Lediglich Tendenzen sind zu erkennen.

5. Fur das Survivin besteht ein signifikanter Zusammenhang zum Grading. Eine
positive Expression des Proteins korreliert mit einer schlechteren Differenzierung. Fir

VEGF-C und CAIX kann kein Zusammenhang zum Grading nachgewiesen werden.

6. Kombinierte Analysen der Faktoren erhdhen den Aussagewert. Fir das Survivin
Iasst sich bei starker Expression in Kombination mit ebenfalls starker Expression der
CAIX und schwacher Expression von VEGF-C ein signifikant 5,1fach erhdhtes Risiko

des tumorassoziierten Versterbens nachweisen.

7. Die singulare Betrachtung des Survivins zeigt eine schlechtere Uberlebensrate bei

starker im Vergleich zu schwacher Expression ohne Signifikanz.

8. Fur VEGF-C lasst sich bei starker Expression in Kombination mit ebenfalls starker
Expression von Survivin und schwacher Expression von CAIX ein 4,8fach erhdhtes
Risiko des tumorassoziierten Versterbens nachweisen. Die statistische Signifikanz wird
verfehlt.
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9. Zwischen der singuldren Expression der Proteine VEGF-C und CAIX und dem
Risiko des tumorassoziierten Versterbens zeigt sich kein statistisch signifikanter
Zusammenhang in der univariaten COX-Regressionsanalyse. Fur die CAIX kdnnen
Tendenzen eines erhdhten Risikos des tumorassoziierten Versterbens bei starker

Expression des Proteins im Tumorgewebe nachgewiesen werden.

10. Zur Ergadnzung des TNM-Systems und der histologischen Differenzierung sollte
nach gegenwartigem Wissensstand zum Zeitpunkt der Diagnosestellung wenigstens
der Expressionsstatus von Survivin bestimmt werden. Ob die beiden anderen Proteine
CAIX und VEGF-C Aussagekraft fir den Verlauf von Mundhéhlenkarzinomen erlangen,
kann nur in weiterflhrenden, umfangreicheren, madglichst multizentrischen Studien

belegt werden.
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