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Referat
CMG2 (capillary morphogenesis gene 2) kodiert fiir ein Zelloberflachenprotein, das vor allem bei

der Entstehung von Kapillaren verstarkt exprimiert wird. In Weichteilsarkomen konnte CMG2
weiterhin als signifikanter prognostischer Faktor identifiziert werden. In anderen
Tumorentitaten ist der Einfluss der mRNA-Expression von CMG2 auf die Diagnose und Prognose
noch nicht untersucht worden.

Ziel dieser Arbeit ist die Vermessung der CMG2-mRNA-Expression in Tumorproben von
Mundhohlenkarzinompatienten und korrespondierendem Normalgewebe, sowie die
statistische Analyse der CMG2-mRNA-Expression in Assoziation zu klinischen und
patientenbezogenen Parametern, um Aussagen zur Prognose dieser Patienten treffen zu
kdnnen.

Nach RNA-Isolation durch Phenol-Chloroform-Extraktion und cDNA-Synthese in einer Reversen
Transkriptase-PCR wurde die CMG2-mRNA-Expression mittels quantitativer Real-Time-PCR
vermessen und mittels AACT Methode quantifiziert. Die gemessenen CMG2-mRNA-
Expressionen wurden mit verschiedenen klinischen Parametern (Tumorstadium,
Metastasierung, Uberlebenszeit, TumorgroRe) und patientenbezogenen Parametern (Alter,
Geschlecht) der Patienten korreliert und in Uberlebensanalysen (Kaplan-Meier-Analyse und
multivariate Cox-Regressionsanalyse) ausgewertet.

Bei allen 115 Proben der insgesamt 85 Mundhdhlenkarzinompatienten konnte die CMG2-
mRNA-Expression mittels quantitativer Real Time PCR nachgewiesen und quantifiziert werden.
Es zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den CMG2 AA CT-Werten der
Proben des Tumorgewebes und den Proben des Normalgewebes (p=0,339, Mann-Whitney-U-
Test). Die ROC-Analysen ergaben, dass die CMG2-mRNA-Expression kein diskriminanter
Biomarker fur das Vorliegen von Mundhoéhlenkarzinomzellen ist (AUC=0,56; p=0,339; 95%-
Cl:0,445 - 0,677). Es konnten signifikante Korrelationen zwischen der CMG2-mRNA-Expression
und der mRNA-Expression des Hypoxie-induzierten Faktor 1a (rs=0,38), Piwi-like 1 (rs=-0,53) und
einer CMG2-Spleilvariante (rs=0,448) gezeigt werden. Eine multivariate Cox-Regressionsanalyse
ergab, dass Patienten mit erhohter CMG2-mRNA-Expression im Trend ein 1,96fach erhohtes
relatives Risiko haben, an dem Tumor zu versterben (p=0,11). Patienten mit niedriger CMG2-
mRNA-Expression haben in den ersten 42 Monaten ein im Trend langeres Uberleben (p=0,07).
Zusammenfassend weist die CMG2-mRNA-Expression in Mundhohlenkarzinomen im

untersuchten Patientenkollektiv keine Assoziation zur Diagnose oder Prognose auf.

Eitzen, Arne Christian: Prognostische Relevanz der CMG2-mRNA Expression fiir das

Mundhdhlenkarzinom, Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 46 Seiten, 2016
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1 Einleitung

1.1 Mundhdhlenkarzinom — Atiologie und Epidemiologie

Weltweit erkranken schatzungsweise 263.900 Menschen jahrlich neu an einem
Mundhohlenkarzinom. 128.000 Patienten starben im Jahre 2008 an dieser Tumorerkrankung
(Jemal et al. 2011). Mit 13.000 Neuerkrankungen in Deutschland im Jahre 2008 macht das
Mundhohlenkarzinom etwa 4% aller Krebsneuerkrankungen aus und war damit die
finfthaufigste Tumorlokalisation beim Mann; bei Frauen umfasste es 1,6% aller
Krebsneuerkrankungen (Zentrum fiir Krebsregisterdaten). 90-95% der Mundhdhlenkarzinome
sind Plattenepithelkarzinome (Wolff et al. 2012; Zentrum fiir Krebsregisterdaten).
Hauptrisikofaktoren fiir die Entstehung dieser Tumoren sind Tabak- und Alkoholkonsum, die sich
gegenseitig potenzieren, sowie Infektionen mit Humanen Papillomaviren (HPV16) (Wolff et al.
2012; Dahlstrom et al. 2003). Méanner erkranken im Mittel mit 61 Jahren, Frauen mit 66 Jahren
(Zentrum fiir Krebsregisterdaten). Die 5-Jahres-Uberlebensrate bei Mannern betrigt 44%
gegeniiber Frauen mit 59%. Dieses Ungleichgewicht besteht, da die Atiologie des
Mundhohlenkarzinoms bei Frauen seltener in Alkohol- und Tabakkonsum begriindet liegt, aber
Tumoren, die durch diese Noxen induziert werden, eine schlechtere Prognose aufweisen. Zudem
wird der Tumor bei Frauen im Durchschnitt in einem frilhen Stadium der Erkrankung
diagnostiziert als bei Mannern (Zentrum fiir Krebsregisterdaten). Die Mortalitdt des
Mundhodhlenkarzinoms bei Manner und Frauen blieb in den letzten Jahren altersstandardisiert
fast unverdndert, die Inzidenz nimmt allerdings seit dem Jahr 2000 zu (Zentrum fir
Krebsregisterdaten). Screening und PraventionsmaBnahmen beschrianken sich auf die
Inspektion der Mundhdhle bei arztlicher und zahnarztlicher Untersuchung des Patienten sowie
die Aufklarung des Patienten Uber Anzeichen, Symptome und Risikofaktoren des
Mundhoéhlenkarzinoms (Humphris et al. 2004; Wolff K.-D. et al. 2012b). Die Therapie des
Mundhohlenkarzinoms erfolgt anhand der S3-Leitlinien des Leitlinienprogramms Onkologie der
AWMW, Deutschen Krebsgesellschaft e.V. und Deutschen Krebshilfe e.V. (Wolff K.-D. et al.
2012b). Die Therapie ist abhangig vom Stadium, Gesundheitszustand und Willen des Patienten
und beinhaltet beispielsweise die Resektion oder Verkleinerung des Tumors mit anschlieBRender
Rekonstruktion, sowie einer sich anschlieRenden elektiven Neck-Dissection und gegebenenfalls
einer postoperative Radio- oder Radiochemotherapie mit Cisplatin (Wolff et al. 2012). Da sich
das 5-Jahres-Uberleben mit Werten um die 50% in den letzten Jahren kaum verindert hat, eine
Erkrankung an einem Mundhdohlenkarzinom also mit einer schlechten Prognose einhergeht und
es sich um eine sehr haufige Tumorart handelt, ist die Identifikation und Evaluierung neuer

Prognosefaktoren und Tumormarker mit hoher Spezifitdat von besonderem Interesse, um



Therapie und Prognose zu verbessern. Potential fliir einen solchen Tumormarker oder

Prognosefaktor konnte das Capillary Morphogenesis Gen 2 (CMG2) aufweisen.

1.2 CMG2 (Capillary Morphogenesis Gen 2) — Funktion und Expression

Das Capillary Morphogenesis Gen 2 (CMG2) wurde zum ersten Mal 2001 in 3D Kollagen-Matrices
wahrend der Morphogenese von Kapillaren identifiziert. Eine Hauptfunktion von CMG2 liegt in
der Unterstitzung der Angiogenese (Bell et al. 2001). CMG2 ist auf dem Chromosom 4q21
lokalisiert und kodiert in seiner Volllangenvariante fiir ein 45 kDa groRes Protein (Bell et al. 2001;
Denadai et al. 2012). Es ist dartber hinaus bekannt, dass zelltypspezifisch verschiedene
Isoformen exprimiert werden, die durch differentielles SpleiRen der mRNA entstehen. Diese
CMG2-Isoformen sind 489, 488, 480, 386 und 322 Aminosauren lange Proteine (Scobie et al.
2003; Vargas et al. 2012). Das CMG2-Protein baut sich aus einem Signalpeptid, einer
extrazellularen Von-Willebrand-Typ-1-Domane, einer Ig-like-Domane, einer
Transmembranregion und einem zytosolischen Ende auf (Deuquet et al. 2011; Scobie et al.
2003). Die extrazellulare Von-Willebrand-Typ-1-Domaéne ist in allen Isoformen des CMG2-
Proteins enthalten und weist ein hochkonserviertes MIDAS (metal ion dependent adhesion site)-

Motiv auf (Abbildung 1) (Vargas et al. 2012).
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Abbildung 1: Vereinfachte Darstellung des CMG2-Proteins mit seinen Domdnen, modifiziert

nach Deuquet (Deuquet et al. 2011).

CMG2 wird in einer Vielzahl von Geweben exprimiert, wie beispielsweise Herz, Lunge, Leber,
Skelettmuskel, peripheren Leukozyten aus dem Blut, Plazenta, Diinndarm, Nieren, Kolon, Milz
und auch verschiedene Tumoren, aber nicht in Gehirn und Thymus (Scobie et al. 2003). Die
genaue Funktion des CMG2 ist aktuell noch wenig erforscht. Allerdings ist beschrieben, dass
CMG2 iber die Von-Willebrand-Domane selektiv an Kollagen Typ IV und Laminin bindet, die als

seine natdlrlichen Liganden in vivo vermutet werden (Bell et al. 2001).



Im Rahmen der Erforschung der Pathogenese des Milzbrandes, ausgeldst durch das Exotoxin des
Bacillus anthracis, wurde CMG2 als einer von drei Rezeptoren identifiziert, die die
Internalisierung des Anthrax-Toxins vermitteln (Liu et al. 2013; Bradley et al. 2001). Daher wird
die Bezeichnung Anthrax Toxin Rezeptor 2 (ANTXR2) synonym fiir CMG2 verwendet. Das
Anthraxtoxin als Ligand bindet mit seinem Protektiven Antigen (PA) an die von-Willebrand-Typ
A-Doméne des CMG2-Rezeptors, wodurch es zur Endozytose des PA kommt (Scobie und Young,
John A T 2005). Ebenfalls als Zelloberflachenrezeptor des Anthrax-Toxins fungiert der Tumor
Endothelial Marker 8 (TEM8). TEMS ist ebenfalls ein Protein mit von-Willebrand-Typ-A-Domane
und weist eine 60%ige Homologie zur Aminosaurestruktur des CMG2 auf, sowie eine 40%ige
Homologie zum gesamten CMG2-Protein (Scobie et al. 2003). Das Anthrax-Toxin hat allerdings
eine Uber 10-fach hohere Affinitdat zum CMG2-Rezeptor als zu TEM8, damit ist CMG2 der
bevorzugte Rezeptor des Anthraxtoxins (Liu et al. 2013; Liu et al. 2009). Mause, bei denen
sowohl TEM8 als auch CMG2 ausgeschaltet wurden, sind vollstdndig resistent gegen das
Anthrax-Toxin (Liu et al. 2009). Der dritte bekannte Rezeptor des Anthrax-Toxins — dessen
Funktion bei der Bindung und Internalisierung des Anthrax-Toxins aktuell allerdings noch
unzureichend charakterisiert ist - ist das Integrin 1, das durch TEM8- und CMG2-Knock-Out-
Mause identifiziert werden konnte (Liu et al. 2013).

Der Knock-Out von CMG2 und TEM8 im Mausmodell fiihrte zu einer normalen Entwicklung und
Lebenserwartung. CMG2 und TEMS8 sind jedoch essentiell fiir die Reproduktion bei der
weiblichen Maus (Liu et al. 2009). Knock-out-Mause konnten zwar ihre Nachkommen austragen,
aber nicht spontan gebdren. Ursachlich hierfir war eine diffuse Kollagenansammlung im
Myometrium des murinen Uterus, die zu einem Verlust der glatten Muskulatur fithrte und damit
zu einem Unvermogen des Uterus sich wahrend der Geburt zu kontrahieren. Dies stitzt die
These von Bell et al., dass CMG2 als ein Kollagenrezeptor fungiert und ist ein Hinweis dafiir, dass
CMG2 essentiell fur die Aufrechterhaltung der Kollagenhomoostase im Uterus ist (Peters et al.
2012). Vink und Kollegen konnten weiterhin zeigen, dass CMG2 auch in humanen glatten
Muskelzellen exprimiert wird und dort fir die Funktionsfahigkeit, die Migration und
Kontraktionsfahigkeit essentiell sind (Vink et al. 2014).

Mutationen im CMG2-Gen sind verantwortlich fiir zwei seltene autosomal-rezessive
Erkrankungen, die juvenile hyaline Fibromatose (JHF) und die friih und mit starkeren
Symptomen einhergehende infantile systemische Hyalinose (ISH). Diese beiden genetischen
Erkrankungen werden heute als hyalines Fibromatose-Syndrom (HFS) zusammengefasst
(Dowling et al. 2003; Ribeiro et al. 2009; Hanks et al. 2003). Charakterisiert sind beide
Erkrankungen durch abnormales Wachstum von hyalinisiertem faserigem Gewebe, das sich vor

allem in der Epidermis bildet (EI-Maaytah et al. 2010). Bei der ISH sind zusatzlich multiple andere
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Organe von den Ablagerungen betroffen, es kommt zu schweren Infektionen und die
Betroffenen sterben meist innerhalb der ersten zwei Lebensjahre (Dowling et al. 2003; El-
Maaytah et al. 2010). Weitere charakteristische gemeinsame Symptome sind Verdickungen der
Haut, Gingivahyperplasie, Gelenkkontrakturen und osteolytische Knochendefekte (Denadai et
al. 2012). Mutationen im CMG2-Gen, insbesondere in der Von-Willenbrand-Typ1-Domane oder
Ig-like-Domane, flihren zu einer Fehlfaltung des CMG2-Proteins und damit zum Funktionsverlust
und der Retention im endoplasmatischem Retikulum. Klinische Studien konnten zeigen, dass
durch die Behandlung mit Proteaseinhibitoren, wie Bortezomib oder MG132, die Retention des
CMG2-Proteins verringert und Symptome der HFS gelindert werden konnten (Deuquet et al.

2011).

CMG2 wurde urspriinglich in vitro aufgrund seiner verstarkten Expression bei der
Morphogenese von Kapillaren in Endothelzellen identifiziert (Bell et al. 2001). Versuche mit
CMG2-Knock-Out-Mausen zeigten eine signifikante Inhibierung der Proliferation von
Endothelzellen und eine verringerte Bildung von kapillarahnlichen Netzwerken in vivo. Eine
Uberexpression von CMG2 bewirkte eine verstiarkte Proliferation und Formation von
kapillardhnlichen Strukturen. Weder Uberexpression, noch Knock-Out hatten hingegen
signifikante Effekte auf die Migration von Endothelzellen. Daraus kann gefolgert werden, dass
CMG2 vor allem Uber die Endothelproliferation fiir die Angiogenese notwendig ist (Reeves et al.

2010).

In Maus-Modellen konnte nachgewiesen werden, dass die Aktivitit der Membrane-Typ-1-
Matrix-Metalloproteinase (MT1-MMP) durch CMG2 reguliert wird. Diese stimulieren die
Proliferation, die Extrazellularmatrix und die Fahigkeit kapillarahnliche Strukturen auszubilden
(Reeves et al. 2010). MMPs sind Zink-abhadngige Endopetidasen, deren Hauptaufgabe der Abbau
von Extrazellularmatrix (ECM) ist (Stocker et al. 1995). Dadurch nehmen sie eine wichtige
Funktion bei der Wundheilung, Ovulation und Angiogenese ein. Darliber hinaus sind sie an
Entziindungsprozessen und an der Invasivitat von verschiedenen Tumoren beteiligt. Sie werden
als inaktive Vorstufen (Zymogene) sezerniert und erst durch Spaltung des Peptids aktiviert
(Rodriguez et al. 2010; Snoek-van Beurden et al. 2005; Harper et al. 1971). MT1-MMP aktiviert
MMP2, das den Turnover der ECM reguliert. CMG2 spielt somit auch eine wichtige Rolle in der

Homaoostase der ECM (Reeves et al. 2012).



1.3 CMG2-Expression und Tumorgenese/-progression

CMG2 wird ubiquitar exprimiert. Ebenso konnte die Expression in vielen Arten von Tumorzellen
detektiert werden (Vargas et al. 2012). Es wurde festgestellt, dass CMG2 eine Rolle bei der
Angiogenese spielt. Es ist durchaus denkbar, dass CMG2 auch eine wichtige Rolle bei der
Neovaskularisation von Tumoren spielt, da dies ein bedeutender Faktor fir das Wachstum des
Tumors darstellt. Greither konnte 2005 zeigen, dass die CMG2-mRNA Expression ein
unabhingiger prognostischer Faktor fiir das Uberleben von Patienten mit Weichteilsarkomen
ist. Die CMG2-mRNA-Expression in Tumorzellen korrelierte positiv mit dem Uberleben der
Patienten. Das Risiko an dem Tumor zu versterben war bei einer niedrigeren CMG2-mRNA-
Expression in den Zellen um das 3fache erhoht (Greither 2005). Ye et al. zeigten 2014 in vitro,
dass CMG2 die Adhdsion und Invasivitdit von Prostatakarzinomzellen reguliert. In
Prostatakarzinomzellen wurde im Vergleich zu Epithelzellen der Prostata eine erhohte
Expression von CMG2 festgestellt. Der Knock-Down des CMG2 beeintrachtige die Adhadsion der
Tumorzellen und fiihrte zu einer erhéhten Invasivitdit. Im Gegensatz dazu flihrte eine
Uberexpression zu einer geringeren Invasivitit (Ye et al. 2014a). In einer weiteren
Untersuchungen konnten Ye et al. 2014 zeigen, dass eine verringerte Expression von CMG2 in
Mammakarzinomzellen mit Fortschreiten der Erkrankung und einer schlechten Prognose
assoziiert ist und das CMG2 einen hemmenden Effekt auf das Wachstum von
Mammakarzinomzellen hat (Ye et al. 2014b). Eine weiter Studie von Ye et al. von 2014
untersuchte das CMG2 in vitro-, ex vivo- und in vivo-Methoden als potenzielles therapeutisches
Ziel, um eine tumorassoziierte Neovaskularisation zu verhindern. Eine Uberexpression des
CMG2 und seiner VWA/1- Doméne verstarkte die Adhasion von Endothelzellen an der ECM und
inhibierte die Bildung von GefaRen und die Migration von Endothelzellen (Ye et al. 2014b; Ye et
al. 2014c). Die Studie konnte auRerdem zeigen, dass ein kleines Peptid, dessen Struktur auf der
Aminosduresequenz der VWA/1-Domane des CMG2 basiert, einen inhibierenden Effekt auf das
Tumorwachstum in vivo hatte und andere Polypeptide einen potenziellen inhibierenden Effekt
auf in und ex vivo Angiogenese. Damit ist CMG2 ein potentielles Ziel der tumorassoziierten

Angiogenese (Ye et al. 2014c).

Im Zuge der Anthraxforschung ist es Rogers et al. gelungen mutierte Liganden fiir den CMG2-
Rezeptor zu entwickeln, die den Rezeptor blockieren und den normalen Ablauf der
Signaltransduktion verhindern. Verschiedene Mutationen des Protektive Antigens (PA) des
Anthraxtoxins, das an die von Willebrand-Typ-A-Domane bindet, inhibieren die Angiogenese
und auch das Tumorwachstum von Lungenkarzinomzellen in vivo. Die maximale Hemmung der

Angiogenese lag bei ca. 60%, das Tumorvolumen wurde um ca. 40% reduziert. Daraus kann



geschlossen werden, dass sich CMG2 als Ziel der Targeted-Therapie der Antiangiogenese eignen
konnte (Rogers et al. 2007). Chen et al. stellten Anthraxtoxine her, die durch Substitution von
Aminosauren an das Protektive Antigen (PA) selektiv menschliche Tumorzellen zerstérte (Chen
et al. 2007). 2008 konnten Rouleau et al. in einer Studie zeigen in vitro und in vivo, dass nach der
systemischen Gabe von modifiziertem Bestandteilen des Anthrax-Toxin, dem lethal toxin (LeTx),
das Wachstum von Melanomen und auch Neuroblastomen verzégert wurde. 2012 wurde durch
Reeves et al. nachgewiesen, dass CMG2 in die Regulation der Aktivitdt der Membrane-Typ-1-
Matrix-Metalloproteinase (MT1-MMP) eingreift (Reeves et al. 2012). Schon lange vor der
Identifikation von CMG2 zeigten mehrere Forschungsarbeiten, dass diverse Zellfunktionen wie
der Umsatz der Extrazellularmatrix und Zellmigration mit dem Wachstum, der Invasion und
Metastasierung von Tumoren assoziiert sind (Egeblad und Werb 2002; Seiki et al. 2003; Gong et
al. 2014). Die Expression von MT1-MMP und anderen Matrix-Metalloproteasen korreliert gut
mit der Progression von malignen Tumoren wie Brustkrebs, Adenokarzinomen des Magens,
papillire Tumoren der Schilddrise, Plattenepithelkarzinome in der Mundhohle und Gliomen
(Shiomi und Okada 2003). Die Ergebnisse von Zhai und Kollegen zeigen, dass MT1-MMP ein
Schliisselenzym bei der Progression des Zervixkarzinoms ist. Mit Hilfe der in situ-
Hybridisierungstechnik konnte gezeigt werden, dass die Expression von MT1-MMP in Proben
aus Zervixgewebe sich mit der Progression des Zervixkarzinoms erhoht. Besonders hohe
Expressionen fand man in fast allen invasiven Karzinomen, in normalem Gewebe bis zur High-
Grade Squamous Intraepithelial Lesions (CIN2-3) nur leichte bis keine Expression (Zhai et al.
2005). Auch im Prostatagewebe wird MT1-MMP exprimiert und erhéhte Konzentrationen
wurden in High-grade prostatischen intraepithelialen Neoplasien (HGPIN) gefunden (Upadhyay
et al. 1999).

Zusammenfassend besteht bei der Analyse eines potentiellen Zusammenhangs zwischen der
deregulierten CMG2-mRNA Expression und der Entstehung und Progression von Tumoren
weiter Forschungsbedarf, wobei CMG2 Potential als ein erganzender molekularer Biomarker fiir

die Diagnose oder Prognose des Mundhohlenkarzinoms zeigt.



1.4 Zielsetzung

CMG2 (capillary morphogenesis gene 2) kodiert fiir ein Zelloberflachenprotein, das vor allem bei
der Entstehung von Kapillaren verstarkt exprimiert wird. Sein wichtigstes Strukturelement ist
eine Von-Willebrand-TypA-Domane, die eine Bindung zu den Extrazelluldarmatrix-Proteinen
Laminin und Kollagen IV herstellt (Bell et al. 2001). Zudem ist CMG2 ein Rezeptor fiir das
Anthrax-Toxin (Scobie et al. 2003). Seine physiologische Funktion ist derzeit noch unbekannt.
Mutationen in diesem Gen wurden als Ursache fiir die Erbkrankheiten juvenile hyaline
Fibromatose (JHF) und infantile systemische Hyalinose (ISH) identifiziert (Hanks et al. 2003). In
Weichteilsarkomen konnte CMG2 als signifikanter prognostischer Faktor im Weichteilsarkom
identifiziert werden (die niedrige Expression ist mit einem 3fach erhohten relativen Risiko
verbunden, am Tumor zu versterben).

In anderen Tumorentitadten ist der Einfluss der mRNA-Expression von CMG2 auf die Diagnose
und Prognose noch nicht untersucht worden. Daher soll die Expression dieses Gens in
Mundhohlenkarzinomen vermessen und auf ihre diagnostische (Unterscheidung
Normalgewebe — Tumorgewebe) und prognostische Tauglichkeit (Uberlebensanalysen)

Uberprift werden.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten folgende Untersuchungen durchgefiihrt werden:

1) Vermessung der CMG2-mRNA-Expression in Patientenproben von
Mundhohlenkarzinompatienten (115 Proben von Tumorgewebe und
korrespondierendem Normalgewebe) mittels quantitativer RT-PCR.

2) Statistische Analyse der CMG2-mRNA-Expression, wie die bivariate Korrelationsanalyse
zu  klinischen Parametern (Tumorstadium, Metastasierung, Uberlebenszeit,
TumorgroBe) und  patientenbezogenen  Parametern  (Alter,  Geschlecht),
Uberlebensanalysen nach Kaplan-Meier und multivariater Cox-Regressionsanalyse
sowie ROC-Analysen zur diagnostischen Aussagekraft einer erhohten CMG2-mRNA-

Expression.



2 Materialien und Methoden

2.1 Patientenproben und Kohorte

Die Patientenproben wurden freundlicherweise von Prof. Dr. Dr. Alexander Eckert und Dr.
Matthias Kappler aus der Klinik fiir Mund-, Kiefer- und Plastische Gesichtschirurgie der Martin-
Luther-Universitat Halle-Wittenberg zur Verfligung gestellt. Dabei handelte es sich um Proben
aus Mundhoéhlenkarzinomen und teilweise dem dazu korrespondierenden Normalgewebe.
Insgesamt lagen 115 Gewebeproben vor; davon entstammten 88 Proben dem Tumorgewebe

und 27 Proben dem Normalgewebe.

Die Kohorte setzte sich aus insgesamt 85 Patienten der Mund-, Kiefer- und Plastischen
Gesichtschirurgie zusammen, denen ein Mundhohlenkarzinom diagnostiziert worden war. Der
Zeitraum, in dem die Diagnosen gestellt wurden, lag zwischen dem 28.09.2006 und dem
1.03.2012. Dabei handelte es sich um 67 mannliche und 18 weibliche Patienten. Das Alter zum
Zeitpunkt der Operation der Patienten bewegte sich zwischen 25 und 91 Jahren mit einem
Mittelwert von 59,9 Jahren und einen Median von 59,0 Jahren.

Bei 70 Patienten der Kohorte lagen Daten zum Uberlebenszeitraum vor. Das Alter dieser
Patienten lag zwischen 25 und 91 Jahren. Das mittlere Alter lag bei 58,8 Jahren und der Median
bei 57,5 Jahren. Bis zum Ende des Follow-Up am 19.03.2013 waren 34 dieser Patienten
verstorben. Die durchschnittliche Uberlebenszeit lag bei 18,5 Monaten mit einem Median von

16,5 Monaten.

Tabelle 1: Anzahl der Patienten in den Tumorstadien des Mundhoéhlenkarzinoms nach TNM

Tumorstadium Anzahl der Patientenproben
T1 7 (11%)
T2 19 (31%)
T3 4 (7%)
T4 31 (51%)
T unbekannt 9

NO 20 (32%)
N1 13 (21%)
N2 28 (45%)
N3 1 (2%)
N unbekannt 8

MO 39 (67%)
M1 19 (33%)
M unbekannt 12
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Abbildung 2: Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Operation

2.2 Chemikalien

Chloroform AppliChem (Darmstadt)
DEPC-H20 Invitrogen (Karlsruhe)
Ethanol absolut Sigma Aldrich (Steinheim)
Isopropanol AppliChem (Darmstadt)
Trizol-Reagenz Invitrogen (Karlsruhe)

Die verwendeten Primer zum Nachweis und der Quantifizierung der CMG2-mRNA sowie von
HPRT als Referenzgen wurden durch die Firma Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) synthetisiert und

hatten folgende Sequenz:

CMG2 full length fw 5‘—TCCTGC AGA AGA GCCTTT-3'
CMG2 full length rw 5‘—TGC ATA ATG ATG GCA CCA GA-3*
HPRT309 5'-TTG CTG ACC TGC TGG ATT AC-3'
HPRT570 5'-CTT GCG ACCTTG ACCATCTT-"3



2.3 Kits und Enzyme
DNase, RNase-free
RevertAid H Minus First Strand cDNA
Synthesis Kit
Maxima™SYBR Green/ROX gPCR Master Mix

2.4 Gerate und Verbrauchsmaterialen
Analysenwaage
Becherglaser
Bio Photometer
Greiner/Falconréhrchen
iCycler™ Thermal Cycler (real-time-cycler)
Magnetriihrer
Magnetriihrstabchen
Messzylinder
NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer
Pasteurpipetten
Pipetboy (automatische Pipette) IBS
Pipetten
Pipettenspitzen
gPCR-GefiRe/Deckel
Reaktionsgefalle
Sprout™ Tischzentrifuge
Thermocycler T3000
UVette® routine pack (Kivetten)
Vortex Mixer

Zentrifuge 5415D

Qiagen (Hilden)

Thermo Scientific/Fermetas (St. Leon-Rot)
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Fermentas (St. Leon-Rot)

Kern (Balingen-Frommern)
Merck (Darmstadt)
Eppendorf (Hamburg)
Greiner (Frickenhausen)
Bio-Rad (Minchen)

IKA® Werke (Staufen)

Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Thermo Scientific (Karlsruhe)
Hirschmann (Eberstadt)
IntegraBiosciences (Fernwald)
Eppendorf (Hamburg)
Greiner (Frickenhausen)
Peqglab (Erlangen)

Biozym (Hessisch Oldendorf)
Kisker (Steinfurt)

Biometra (Gottingen)
Eppendorf (Hamburg)
StarlLab (Ahrensburg)

Eppendorf (Hamburg)



2.5 RNA-Isolation aus Patientengewebe

Fiir die Isolation von RNA aus dem Patientengewebe wurde die Phenol-Chloroform-Extraktion
verwendet. Sie eignet sich zum Entfernen von Gewebekleberresten, die sich moglicherweise in
der Probe befinden und zu Problemen bei der Nutzung von RNA-Isolationssdulen in
vorangegangenen Versuchen flhrten. Ein zusatzlicher DNase-Schritt wurde eingefligt, um

mogliche Verunreinigungen durch DNA zu minimieren.

Die RNA-Isolation wurde mit der TRIzol®Reagenz (Invitrogen), dem Protokoll folgend,

durchgefiihrt, der Abbau der DNA durch das RNase-Free DNase Set (Qiagen).

Es wurden zunachst 30 um dicke Gewebeschnitte am Kryocut angefertigt, in 1 ml vorgelegte
TRIZOL-Reagenz uberfiihrt und mindestens 3 min inkubiert. Danach wurden 200 pl Chloroform
zugegeben und griindlich gevortext und anschlieRend 10 min bei 10.000 rpm zentrifugiert. Die

wassrige, obere Phase wurde abgenommen, ohne die proteinhaltige Interphase zu verletzen,
und in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefal tiberfihrt.

70 ul RDD-Puffer und 10 pl DNase (RNase-Free DNase Set (Qiagen) wurde zugegeben, vorsichtig
invertiert und 15 min bei RT inkubiert. Es wurden anschlieend 500 pl Isopropanol zugegeben
und bei -20°C iber Nacht gefdllt. Am nachsten Tag wurde die Probe 10 min bei 10.000 rpm
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das RNA-Pellet wurde mit je 1 ml eiskalten 96%-
Ethanol und 70%-Ethanol gewaschen und 10 min bei 10.000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde

an der Luft getrocknet und anschlieBend in 20 ul H.0 resuspendiert.

2.6 RNA-Konzentrationsbestimmung

Die RNA-Konzentrationsbestimmung erfolgte am NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer
(Thermo Scientific, Karlsruhe), das freundlicherweise von der Arbeitsgruppe von Herrn Prof.

Simm (Klinik fir Herz-Thorax-Chirurgie) zur Verfligung gestellt wurde.
Als Referenzlosung wurde 1 pl DEPC behandeltes Wasser benutzt. Die Messung der optischen

Dichte der jeweiligen Probelosung (1 pl) gegen die Referenzldsung erfolgte bei A=260 nm

(Absorptionsmaximum von RNA) und A=280 nm (Absorptionsmaximum von Proteinen).
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Die RNA-Konzentration lasst sich gemal} folgender Formel berechnen:

Konzentration [pg/ml] = OD2go % 40 pg/ml x Verdiinnungsfaktor

OD360 von 1 entspricht dabei 40 pg/ml RNA

Der Quotient aus dem A260/A280-Wert gibt die Reinheit der Praparation an und sollte zwischen
1,7 und 2,0 liegen.

2.7 cDNA-Synthese mit Hilfe von Reverser Transkriptase PCR

Die komplementadre DNA (cDNA) dient als Ausgangsmaterial fiir die quantitative Real-time PCR
und enthalt durch einen random Hexamerprimer bei der Synthese alle mRNA-Bereiche. Zur
Synthese der cDNA wurden das Fermentas Kit ,,RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis

Kit”“ verwendet.

Fiir die Anfertigung eines Pre-Annealing-Mix wurden fiir jede Probe folgende Komponenten

eingesetzt:

x Ul RNA (2 pg gesamt)
y il H,0 (DEPC-behandelt, RNase-frei)

2 ul random primer (100 uM)

= 25 ul Pre-Annealing-Ansatz

AnschlieBend wurde der Ansatz fiir 10 min bei 70°C inkubiert.

Fiir die Anfertigung eines Reaktions-Mixes wurden fiir jede Probe folgende Komponenten
eingesetzt:

9 ul 5x Reaction Puffer

2 ul RNase-Inhibitor (20 U/pl)

5 ul dNTP-Mix [10 mM]

2 ul Reverse Transkriptase (20 U/ul)

7 pul H,0 (DEPC behandelt)

=25 ul Reaction-Mix -Ansatz
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Je 25 ul des Pre-Annealing-Ansatzes und 25 pl Reaction-Mix-Ansatzes wurden
zusammengegeben und gemischt. Die Proben wurden in den Thermocycler verbracht und die

Synthese der cDNA mit folgendem Programm durchgefiihrt.

Programm: 1. 25°C 5 min
2. 42°C 60 min
3. 70°C 10 min

Die Lagerung der cDNA erfolgte bei -20°C fiir einige Woche und fiir einen langeren Zeitraum bei

-80°C.

2.8 Quantitative Real-Time PCR

Die quantitative Real-Time PCR ist eine Methode zur kontinuierlichen Bestimmung der
Produktmenge eines spezifischen Transkriptes wahrend einer PCR-Reaktion. Dies geschieht mit
Hilfe eines interkalierenden Farbstoffes, dem SYBRGreen. Seine Fluoreszenz ergibt sich aus der
Interkalation in doppelstrangige DNA und kann bei Anregung nach jedem Amplifikationszyklus
gemessen werden. Der Cr —Wert ist die Zykluszahl, bei der sich das Fluoreszenzsignal von dem
Fluoreszenzsignals des Hintergrundes signifikant abhebt. Mit dem C; -Wert (Threshold Cycle)
kann auf die urspriingliche Menge an Template cDNA geschlossen werden, wenn zu diesem

Zeitpunkt die Vermehrung der cDNA-Fragmente noch exponentiell verlduft.
Pro Reaktionsansatz wurden fiir jede Probe folgende Komponenten eingesetzt:

7,5 ul SyBr-Green qPCR-Mix
5,5 ul H,0, RNAse-freie
0,5 pl Primer fw

0,5 pl Primer rw
=14 ul Ansatz

14 pl des Mastermixs wurden zusammen mit je 1 pl cDNA der Patienten-Proben (1:5

Verdiinnung mit RNase-freiem H,0) in ein entsprechendes Reaktionsgefdall (PCR-Stripes)
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gegeben. Die Proben wurden in den qPCR-Cycler verbracht und mittels folgenden Programms

amplifiziert und vermessen.

Programm: 1. 95°C 15min
2. 95°C 20 sek
3. 58°C 30 sek
4, 72°C 30 sek (Fluoreszenzmessung)

Schritte 2.-4. werden 45-mal wiederholt

5. 50°C 2 min

6. Schmelz-Kurve (60 — 95°C, je 10sek/Grad+Fluoreszenzmessung)

Mit der Schmelzkurve wurde die Reinheit des Amplifikat Gberpriift. Dazu wurde die Temperatur
in 1-Grad-Schritten erhoht und jeweils die Fluoreszenz gemessen. Lag nur ein Produkt in dem
Reaktionsansatz vor, trennte sich die Doppelstrange bei einer spezifischen Temperatur, so dass

ein spezifischer, klar umrissener Peak entstand.

Zur relativen Quantifizierung wurde die AA C; Methode verwendet. Die Expression des CMG2
wurde dabei mit einem nicht regulierten Referenzgen normalisiert. Als Referenzgen wurde die
Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase (HPRT) benutzt. Nach der folgenden Formel
wird dabei der wird der Ct —Wert des CMG2 in Relation zum Cr —Wert des Referenzgens gesetzt

(Livak und Schmittgen 2001):

A CP = CP Zielgen — CP Referenzgen
AA CP= A CP Behandlung— A CP Kontrolle
Ratio=2 — AA CP

14



2.9 Statistische Methoden

Die gemessenen CMG2-mRNA-Expressionen aus Mundhohlenkarzinomzellen und
korrespondierendem Normalgewebe wurden mit klinischen (Tumorstadion, Metastasierung,
Uberlebenszeit, TumorgroRe) und patientenbezogenen (Alter, Geschlecht, Nikotin- oder
Alkoholabusus) Parametern der Kohorte korreliert und Uberlebenszeitanalysen nach Kaplan-
Meier und die multivariate Cox-Regressionsanalyse angefertigt. Dazu wurde die Statistik- und
Analyse-Software SPSS 20.0 (IBM, Ehningen, Deutschland) genutzt. Bei einer Signifikanzschwelle
kleiner als 0,05 (p-Werte < 0,05) zwischen zwei verglichenen Werten wurden dieser Unterschied

als statistisch signifikant bewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 CMG2 mRNA-Expression in Mundhohlenkarzinomzellen und Normalgewebe

Bei allen 115 Proben der insgesamt 85 Patienten wurde die CMG2-mRNA-Expression mittels
quantitativer Real-Time PCR bestimmt und mit Hilfe der AA Cr -Methode quantifiziert. Davon
stammten 88 Proben aus Mundhdhlenkarzinomen und 27 Proben aus korrespondierenden
Normalgewebe ohne Tumorzellen. In diesen Zellen wurde ebenfalls die CMG2-mRNA-Expression
mittels quantitativer Real Time PCR bestimmt und ein AA CG;—Wert errechnet. Die erhaltenen AA
C—Werte wurden dann mittels Box-Plot analysiert und optisch visualisiert um die Verteilung der

Variablen darzustellen und vergleichen zu kénnen (Abbildung 3).

In den Proben des Tumorgewebes (n=88) konnten CMG2 AA Cr —Werte von 0,00 bis 1,00
bestimmt werden. Der Mittelwert der CMG2 AA Cr—Werte betrug 0,18 und der Medianwert
0,11 (Abbildung 3).

In den Proben des Normalgewebe (n=27) konnten CMG2 AA C; —Werte von 0,01 bis 0,41
bestimmt werden. Der Mittelwert der CMG2 AA Cr—Werte betrug 0,12 und der Medianwert
betrug 0,08. Es zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den CMG2 AA Cr—
Werten der Proben des Tumorgewebes und den Proben des Normalgewebes (p=0,34, Mann-
Whitney-U-Test) (Abbildung 3).

Der t-Test der beiden unabhadngigen Stichproben CMG2 AA Cr —Werte in Tumorgewebe und

Normalgewebe zeigte eine leichte Tendenz der Variablen nicht gleich verteilt zu sein (p=0,07).

Abbildung 3: Box-Plot-Analyse zur Verteilung der CMG2 AA Cr—Werte aus Proben von Normalgewebe und
Tumorgewebe. Es zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen Tumor- und
Normalgewebe. Die in der Graphik gezeigte Boxen enthalt 50% der CMG2 AA Cr—Werte, der Balken in der
Box entspricht dem Median der CMG2 AA Cr—Werte. Die durch zwei weitere Balken begrenzten Linien
entlang der Ordinate enthalten 75% der CMG2 AA Cr—Werte. Die mit einen Kreis versehenden CMG2 AA

Cr—Werte sind Ausreifler, Sternchen sind Extremwerte.
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Normalgewebe 27 0,12 0,08 0,41 0,01
Tumorgewebe 88 0,18 0,11 1,00 0,00

In der Chi%-Vierfeldertafel wurden die beobachteten Haufigkeiten der CMG2 AA Cr—Median aller

115 Patientenproben mit den CMG2 AA Cr—Median aus den Proben des Normalgewebes und

des Tumorgewebes und den zu erwarteten Haufigkeiten verglichen. Sie waren fast gleich verteilt

(Tabelle 2) und es konnte kein statistisch signifikanter Unterschied in der Verteilung der

Haufigkeiten festgestellt werden (p=0,48 Chi*-Test nach Pearson, p=0,52 Fischer’s exact test).
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Tabelle 2: Kreuztabelle zum Chi2-Vierfeldertest

Normalgewebe Tumorgewebe Gesamt
< CMG2 Median n 15 42 57
aller Proben Erwartete n 13,4 43,6 57,0
> CMG2 Median n 12 46 58
aller Proben Erwartete n 13,6 44,4 58,0
Gesamt Summe 27 88 115

3.2 ROC-Analysen zur diagnostischen Tauglichkeit

Die ROC-Analyse (receiver operating characteristic) der CMG2 AA CT —Werte aus allen Proben
(n=115) zeigt, dass der CMG2 AA C; —Wert sich nicht eignet um zwischen gesunden
Normalgewebe oder Tumorgewebe zu unterscheiden. Die AUC betrug 0,56 (p=0,34; 95%-Cl: O,
45 - 0,68) (Abbildung 4) und somit ist die CMG2-mRNA-Expression im Gewebe nur unwesentlich
besser als der Zufall geeignet, um zwischen gesunden Normalgewebe oder Tumorgewebe zu

differenzieren. Die CMG2-mRNA-Expression ist somit kein diskriminanter Biomarker fiir das

Vorliegen von Mundho6hlenkarzinomzellen.

Abbildung 4: ROC-Analyse zur diagnostischen Aussagekraft der CMG2-mRNA-Expression. Die CMG2 AA Cr
—Werte aller 115 Proben wurden nach ihrer Sensitivitdt und Spezifitdt aufgetragen. Der CMG2 AA Cr—

Wert eignet sich nicht, um zwischen Normalgewebe oder Tumorgewebe zu unterscheiden (AUC=0,56,

p=0,34; 95%-CI:0, 45 - 0,68).
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3.3 Statistische Analyse der CMG2-mRNA-Expression
Fir die statistischen Analysen wurden nur Patienten eingeschlossen, bei denen alle klinischen
und  patientenbezogenen  Parameter vollstindig  vorlagen, insbesondere  der

Uberlebenszeitraum. Dies war fiir 70 der aus 85 Patienten bestehenden Kohorte der Fall.

Die CMG2 AA Cr—Werte aus Proben des Tumorgewebe von Manner (n=55) und Frauen (n=15)
wurden miteinander verglichen. Die CMG2 AA Cr—Werte der Manner lagen zwischen 0,01 und
1,00 mit einen Mittelwert von 0,17 und einem Median von 0,12. Die CMG2 AA Cr—Werte der
Frauen lagen zwischen 0,00 und 0,82 mit einen Mittelwert von 0,20 und einem Median von 0,12.
Es zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den CMG2 AA Cr—Werten in
Proben des Tumorgewebes von Mannern und den Proben des Tumorgewebes von Frauen
(p=0,89; Mann-Whitney-U-Test; s. Abbildung 5).
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Abbildung 5: Box-Plot-Analyse zur Verteilung der CMG2-mRNA-Expression im Tumorgewebe in
Abhdngigkeit vom Geschlecht des Patienten. Es zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied

zwischen Méannern und Frauen.
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Geschlecht
Mittelwert Median Maximaler Minimaler
Geschlecht n CMG2AACT | CMG2 AACT | CMG2 AACT | CMG2 AACT
—Werte —Werte —Werte —Werte
Manner 55 0,17 0,12 1,00 0,01
Frauen 15 0,20 0,12 0,82 0,00

Von 61 Proben Tumorgewebe wurden die CMG2 AA Cr—Werte in Abhangigkeit des T-Stadiums
untersucht. Die CMG2 AA Cr—Werte lagen zwischen 0,00 und 1,00 mit einem Mittelwert von
0,19 und einem Median von 0,12. Es konnte kein statistisch signifikanter Unterschied fiir die
Stadien T1 bis T4 festgestellt werden (p=0,19; Kruskal-Wallis-Test). Fir die weitere

Aufschlisselung siehe Abbildung 6.
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Abbildung 6: Box-Plot-Analyse zur Verteilung der CMG2-mRNA-Expression (n=61) in Abhangigkeit vom T-

Stadium. Es besteht kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den T-Stadien.

1,201
1,00 *
@ 80 © T
h=
@D
=
|_
8 60
=) o]
O
g O
O 40
207
—
00— == J_
| I I I
1 2 3 4
T
Mittelwert Median Maximaler Minimaler
T-Stadium n CMG2 AACT | CMG2 AACT | CMG2 AACT | CMG2 AACT
-Werte -Werte -Werte -Werte
T1 7 0,12 0,08 0,46 0,00
T2 19 0,23 0,17 0,82 0,02
T3 4 0,26 0,11 0,82 0,01
T4 31 0,17 0,11 1,00 0,01
T gesamt 61 0,19 0,12 1,00 0,00

Bei 62 Proben wurden die CMG2 AA CT —Werte in Abhdngigkeit vom ihrem N-Stadium
untersucht. Die CMG2 AA Cr—Werte lagen zwischen 0,00 und 1,00 mit einem Mittelwert von
0,19 und einem Median von 0,12. Fiir die CMG2 AA Cr—Werte der einzelnen N-Stadien siehe

Abbildung 7. Im Stadium N3 befand sich nur ein Patient. Diese eine Probe im Stadium N3 wurde
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deshalb von den statistischen Berechnungen ausgeschlossen, um diese nicht zu verzerren. Es
konnte kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Stadien NO bis N2 nachgewiesen
werden (p=0,23; Kruskal-Wallis-Test). Unter Beriicksichtigung der einen Probe im Stadium N3 ist
p=0,38; Kruskal-Wallis-Test.

Abbildung 7: Box-Plot-Analyse zur Verteilung der CMG2-mRNA-Expression (n= 62) in Abhangigkeit vom
N-Stadium. Es zeigt sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den N-Stadien (p=0,23;

Kruskal-Wallis-Test).
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N-Stadium n CMG2AACT | CMG2 AACT | CMG2 AACT | CMG2 AACT
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NO 20 0,18 0,14 0,82 0,00

N1 13 0,30 0,17 1,00 0,01

N2 28 0,14 0,10 0,56 0,01

N3 1 0,09 0,09 0,09 0,09
N gesamt 62 0,19 0,12 1,00 0,00
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Von 58 Proben wurde der CMG2 AA Cr—Wert auf die Abhangigkeit vom M-Stadium untersucht.
Die CMG2 AA Cr—Werte lagen zwischen 0,00 und 1,00 mit einem Mittelwert von 0,19 und einem
Median von 0,13. Die CMG2 AA Cr—Werte fiir das Stadium MO lagen zwischen 0,00 und 0,82 mit
einem Mittelwert von 0,20 und einem Median von 0,13. Die CMG2 AA Cr—Werte fiir das Stadium
M1 lagen zwischen 0,00 und 1,00 mit einem Mittelwert von 0,18 und einem Median von 0,08.
Es konnte kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Stadien MO und M1

nachgewiesen werden (p=0,49; Mann-Whitney-U-Test).

Abbildung 8: Box-Plot-Analyse zur Verteilung der CMG2-mRNA-Expression (n=58) in Abhadngigkeit vom M-
Stadium. Es zeigt sich kein statisch signifikanter Unterschied zwischen den Stadien MO und M1 (p=0,49;
Mann-Whitney-U-Test).
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Von 70 Patienten wurden die CMG2 AA Cr—Werte mit dem Altersmedian bei Operation von allen
115 Proben verglichen. Der Median lag bei 59 Jahren (n=115). Der Mittelwert der CMG2 AA Cr—
Werte fiir die 70 Patienten, bei denen Uberlebenszeiten vorlagen, liegt bei 0.18 und der Median
bei 0.12, mit einem minimalem AA Cr—Werte von 0,00 und einem Maximum von 1,00. Die
Patienten wurden abhangig von ihrem Alter in Gruppen groRer als (n=50) oder kleiner/gleich
(n=20) Altersmedian aufgeteilt. Die CMG2 AA Cr—Werte fiir die Gruppe >60 Jahre lagen zwischen
0,00 und 1,00 mit einem Mittelwert von 0,18 und einem Median von 0,12. Die CMG2 AA Cr—
Werte fir die Gruppe <60 Jahre lagen zwischen 0,01 und 0,82 mit einem Mittelwert von 0,19
und einem Median von 0,12. Es konnte kein statistisch signifikanter Unterschied in den CMG2
AA Cr—Werten zwischen den beiden Altersgruppen festgestellt werden (p=0,85; Mann-Whitney-
U-Test)

Abbildung 9: Box-Plot-Analyse zur Verteilung der CMG2-mRNA-Expression (n=70) aufgeteilt in zwei
Gruppen, groBer (n=50) und kleiner (n=20) als der Altersmedian (~60 Jahre). Es konnte kein statistisch

signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppe festgestellt werden (p=0,85; Mann-Whitney-U-

Test).
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Mittelwert Median Maximaler Minimaler
Alter n CMG2 AACT | CMG2 AACT | CMG2 AACT | CMG2 AACT
-Werte -Werte —-Werte -Werte

<60 Jahre 20 0,19 0,12 0,82 0,01
>60 Jahre 50 0,18 0,12 1,00 0,00
Patienten

70 0,18 0,12 1,00 0,00

jeden Alters
3.4 Bivariate Korrelationsanalysen mit klinischen und demografischen
Parametern

Die Bestimmung des Korrelationskoeffizienten nach Spearman-Rho oder auch Rangkorrelation
bezeichnet, ist eine Mal} fiir den monotonen Zusammenhang zwischen zwei Variablen, bei
denen es sich um qualitative Merkmale handeln darf. Es zeigte sich kein statistisch signifikanter
Zusammenhang zwischen den AA Ct—Werten des CMG2 (n=70) und dem Alter der Patienten bei
OP (n=70) (Korrelationskoeffizient=-0,08; p=0,50). Ein statistisch signifikanter Zusammenhang
konnte zwischen den AA Cr—Werten des CMG2 (n=70) und der mRNA-Expression von HIF-1a
(n=70) gezeigt werden (Korrelationskoeffizient=0,38; p=0,001). Zwischen den AA Ct—Werten des
CMG2 (n=70) und dem PL1 in Kopien/Kopien HPRT-Wert (n=70) konnte ein statistisch
signifikanter Zusammenhang gezeigt werden (Korrelationskoeffizient=-0,53; p=0,000002).
Zwischen den AA Cr—Werten des CMG2 (n=70) und der CMG2-SpleiRvariante B (n=59) konnte
ein statistisch signifikanter Zusammenhang gezeigt werden (Korrelationskoeffizient=0,45,

p=0,0004).

Tabelle 3: Die Tabelle zeigt ausgewahlte Parameter und Werte aus der bivariaten Korrelation nach

Spearman-Rho.

Alter OP HIF-1a Piwi-like 1 CMG2-
MRNA- SpleiBvaria
Expression nte B
CMG2 (AA | Korrelations- -0,08 0,38 -0,53 0,45
Cr—Werte) koeffizient
Sig. (2-seitig) 0,50 0,001 0,000002 0,0004
N 70 70 70 59
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3.5 Uberlebensanalysen

In einer Uberlebenszeitanalyse sollen die CMG2 AA Cr —Werte aus dem Tumorgewebe der
Patienten auf eine Korrelation mit dem Uberlebenszeitraum hin untersucht werden. Fir
Untersuchung der Uberlebensfunktion nach der Kaplan-Meier-Methode wurde fiir die
Patienten, bei denen Informationen liber den Uberlebenszeitraum vorlagen (n=70), der Median
der CMG2 AA Cr —Werte berechnet (0,12). Dieser diente als Schwellenwert. Der zugrunde
gelegte Uberlebenszeitraum erstreckt sich vom Tag der Operation bis zum Sterbedatum. Alle
Patienten, von denen keine Daten zum Uberlebenszeitraum vorlagen oder nicht nachverfolgt
wurde, wurden vor der Kaplan-Meier-Analyse zensiert. Die Patienten (n=70) wurden nun in zwei
Gruppen aufgeteilt, abhédngig davon, ob ihre CMG2 AA Cr—Werte Uber (n=35, Gruppe 1) oder
unter (n=35, Gruppe 0) den CMG2 AA C; — Median( Schwellenwert) lagen. Die mittlere
Uberlebenszeit lag in Gruppe 1 bei 24,4 Monaten mit einem 95%-Konfidenzintervall von 18,6 bis
30,2 Monaten. Die mediane Uberlebenszeit fiir Gruppe 1 lag bei 23,0 Monate mit einem 95%-
Konfidenzintervall von 13,1 bis 32,9 Monaten.

Die mittlere Uberlebenszeit lag in Gruppe 0 bei 29,2 Monaten mit einem 95%-Konfidenzintervall
von 23,4 bis 35,0 Monaten. Die mediane Uberlebenszeit fiir Gruppe 0 lag bei 42,0 Monaten mit
einem 95%-Konfidenzintervall von 21,4 bis 62,6 Monaten. Im Log-Rank-Test der
Uberlebenszeitanalyse zeigte sich keine statistisch signifikante Beziehung zwischen dem CMG2
AA Cr —Wert und der Uberlebenszeit (p=0,42). In Abbildung 10 ist zu erkennen, dass sich
Patienten mit einer niedrigen CMG2-mRNA-Expression bis zum 42. Monat eine leichte Tendenz

fir ein lingeres Uberleben haben.

Abbildung 10: Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalyse

Die CMG2-mRNA-Expression wurde auf ihre Korrelation zur Uberlebenszeit analysiert. Die blaue Linie
bezeichnet CMG2 AA Cr—Werte, die niedriger sind als der CMG2 AA Cr—Median, die griine Line hdhere
CMG2 AA Cr —Werte. Die Abszisse gibt das Uberleben der Patienten in Monaten an, die Ordinate

entspricht dem kumulativen Uberleben der Patientengruppe in Prozent, wobei 1,0 = 100% entspricht.
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Die multivariate Cox-Regressionsanalyse ist eine Uberlebenszeitanalyse, die verschiedene

klinische Parameter, wie TNM-Stadien und auch CMG2 AA Cr —Werte, adjustiert mit der

Uberlebenszeit der Patienten korrelieren kann. Es konnten 57 Proben fiir die Analyse

herangezogen werden. Die Patienten (n=57) wurden in zwei Gruppen aufgeteilt, abhangig
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davon, ob ihr CMG2 AA Cr—Wert liber (n=32, Gruppe 1) oder unter (n=25, Gruppe 0) den CMG2
AA Cr— Median (Schwellenwert) lag. Die multivariate Cox-Regressionsanalyse wurde in diesem
Fall nach Tumorstadium (T), Lymphknotenstatus (N) und Metastasierung (M) adjustiert. Die
Analyse ergab, dass Patienten mit einer erhéhten CMG2-mRNA Expression (> 0,12; AACr-Wert)
ein 1,96fach erhohtes relatives Risiko aufwiesen, an dem Tumor zu versterben (p = 0,11; RR =
1,96). Die Funktion zeigt eine Tendenz zu einem ldngeren Uberlebenszeitraum fiir Patienten mit

niedrigen CMG2-mRNA-Expression bis zum 42. Monat.

Abbildung 11: Uberlebensfunktion der multivariaten Cox-Regressionsanalyse adjustiert nach
Tumorstadium, Lymphknotenstatus und Metastasierung. Die blaue Linie bezeichnet niedrigere CMG2 AA

Cr—Werte, die griine hohere CMG2 AA Cr—Werte als der Schwellenwert.
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4 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, die CMG2-mRNA-Expression in Proben von Mundhd&hlenkarzinomen
und dem teilweise korrespondierenden Normalgewebe zu vermessen. AnschlieRend wurden
mittels statistischer Analysen, die klinischen und patientenbezogenen Parametern auf einen
potenziellen Einfluss der CMG2-mRNA-Expression auf die Diagnose und Prognose hin Gberpruft.
Die Vermessung der CMG2-mRNA-Expression erfolgte durch die quantitative Real-Time-PCR. Flr
die statistischen Analysen wurden Methoden zur bivariaten Korrelation nach Spearman-Rho,
Kruskal-Wallis und Mann-Whitney herangezogen. Zur Analyse der Uberlebenszeit wurde die
Methode nach Kaplan-Meier und die multivariate Cox-Regressionsanalyse genutzt. Zur
Uberpriifung der diagnostischen Wertigkeit der CMG2-mRNA-Expression in Bezug auf die

Differenzierung zwischen Tumorgewebe und Normalgewebe wurde die ROC-Analyse genutzt.

4.1 CMG2-mRNA-Expression im Mundhohlenkarzinom

Ziel dieser Arbeit war es, die CMG2-mRNA-Expression in Mundhdhlenkarzinomzellen auf ihre
diagnostische Tauglichkeit und Anwendbarkeit als Biomarker fir Mundhohlenkarzinome zu
Uberprifen. Es war zu erwarten, dass CMG2 in allen Proben (n=115) zur Expression kommt und
gemessen werden konnte, denn CMG2 kommt in einer Vielzahl von Geweben und Tumoren vor,
auBer im Gehirn und Thymus (Scobie et al. 2003). Zur Analyse der Daten und um einen
moglichen Zusammenhang oder Unterschiede zwischen der CMG2-mRNA-Expression und dem
gesunden Gewebe und Mundhdhlenkarzinomen darzustellen, wurden verschiedene statistische
Methoden verwendet. Die Box-Plot-Analyse zeigt visuell keine deutlichen Unterschiede in der
Verteilung der Werte. Der durchgefiihrte t-test zeigte eine leichte, aber statistisch nicht
signifikante, Tendenz (p=0,07) der Variablen, nicht gleich verteilt zu sein. Der Chi>-Test und der
Mann-Whitney-U-Test zeigen, dass sich die CMG2-mRNA-Expressionen in Normalgewebe und
Tumorgewebe nicht signifikant unterscheiden (p=0,48 Chi>-Test nach Pearson und p=0,34;
Mann-Whitney-U-Test) (Tabelle 2).

Die Vermessung der CMG2-mRNA-Expression in Normalgewebe und Tumorgewebe von
Mundhohlenkarzinompatienten ergab, dass CMG2 kein signifikanter Biomarker fir

Mundhohlenkarzinome ist.

Die Spanne zwischen den Minimal- und Maximalwerten der CMG2 AA Cr —Werte im

Normalgewebe ist geringer als beim Tumorgewebe (Abbildung 3), kann aber der geringeren
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Anzahl von Normalgewebe (n=27) gegeniliber dem Tumorgewebe (n=88) geschuldet sein. Eine
weitere Studie mit einer groReren Kohorte mit gleich vielen Normal- und Tumorgewebeproben

konnte die Ergebnisse bestatigen.

Eine weitere Frage war, ob es Unterschiede in der Expression von CMG2 in
Mundhohlenkarzinomen zwischen Frauen und Mannern gibt. Die graphische Darstellung der
CMG2 AA Cr—Werte im Box-Plot getrennt nach Manner und Frauen zeigt eine relativ gleiche
Verteilung und Variabilitdt zwischen den Geschlechtern (siehe Abbildung 5). Der Mann-Whitney-
U-Test konnte keinen statistisch signifikanten Unterschied in der Verteilung der CMG2 AA Cr—
Werte zwischen Mannern und Frauen feststellen. Damit besteht kein Unterschied in der CMG2-
MRNA-Expresssion in Mundhohlenkarzinomen zwischen Mannern und Frauen. In dieser Arbeit
waren die Anzahl der Proben von Frauen (n=15) gegen Uber den Proben von Mannern (n=55)

unterprasentiert.

Es wurde auBerdem untersucht, ob eine Korrelation zwischen der CMG2-mRNA-Expression und
den TNM-Stadien besteht.

Die Visualisierung der Verteilung der CMG2 AA Cr—Werte fiir die T-Stadien lasst Unterschiede in
der Verteilung der der CMG2 AA Cr—Werte erkennen. Dies ist aber der unterschiedlichen Anzahl
von Proben der einzelnen Stadien geschuldet (Abbildung 6). Der Kruskal-Wallis-Test fiir die vier
T-Stadien ergab keinen statistisch signifikanten Unterschied in der Verteilung der CMG2 AA Cr—
Werte (p=0,20). Damit besteht kein Zusammenhang zwischen der GroRBe von
Mundhohlenkarzinomen und der CMG2-mRNA-Expresssion.

Die Auswertung des Box-Plot fiir die CMG2 AA Cr—Werte der N-Stadien des Tumors ergab ein
dhnliches Bild. Durch die unterschiedliche Zahl von Proben in den einzelnen N-Stadien, scheinen
die Werte nicht gleich verteilt (Abbildung 7). Die Analyse mittels Kruskal-Wallis-Test zeigt keine
Korrelation der CMG2 AA Cr —Werte zu den N-Stadien (p=0,23). Es gibt also keinen
Zusammenhang zwischen dem Lymphknotenbefall und der CMG2-mRNA-Expresssion bei
Mundhdhlenkarzinomen.

Sehr dhnlich prasentiert sich die Box-Plot-Analyse zu den CMG2 AA Cr—Werten in Abhangigkeit
vom M-Stadium (Abbildung 8). Die Graphik suggeriert eine leicht weiter gefacherte Verteilung
der CMG2 AA Cr—Werte im Stadium MO als im Stadion M1, aber der Mann-Whitney-U-Test
stellt aber keinen signifikanten Unterschied fest (p=0,49). Damit besteht keine Korrelation der
CMG2-mRNA-Expresssion zu den TNM-Stadien.

Dain Weichteilsarkomen und Mammakarzinomen eine verringerte CMG2-mRNA-Expresssion im

Gewebe mit einem verringerten Uberleben der Patienten korreliert ist (Greither 2005; Ye et al.
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2014b), ware zu erwarten gewesen, dass Proben aus Mundhoéhlenkarzinomen mit héheren
TNM-Stadien eine geringere CMG2-mRNA-Expression aufweisen wiirden. Ein Grund fiur die
Diskrepanz der Ergebnisse zur Hypothese konnte die Analyse der CMG2-mRNA-Expression in
unterschiedlichen Tumorentitdten sein, da diese unterschiedliche phanotypische Merkmale und

Regulationswege aufweisen.

Die Analyse der Variabilitat der AA Cr—Werte des CMG2 unter und oberhalb des Altersmedians
mittels Box-Plot (Abbildung 9) ergab keine Abweichungen. Der Mann-Whitney-U-Test zeigte
keinen statistisch signifikanten Unterschied in der Verteilung der AA C:—Werte des CMG2 in den
beiden Altersgruppen. Damit besteht keine Korrelation zwischen dem Alter des Patienten und

der CMG2-mRNA-Expresssion im Tumorgewebe.

4.2 Bivariate Korrelationen der CMG2-mRNA-Expression mit klinischen und

demografischen Parametern

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die CMG2-mRNA-Expression in Mundhdhlenkarzinomzellen
statistisch analysiert und auf Beziehungen zu verschiedenen klinischen und patientenbezogenen

Parametern untersucht werden, die nicht gleich verteilt sind.

Die Analyse nach Spearman-Rho soll eine Korrelation zwischen dem AA C;—Werte des CMG2
und dem Alter der Patienten bei OP untersuchen. Der Korrelationskoeffizient betragt -0.082 bei
einer Signifikanz von 0,502. Damit besteht keine Beziehung zwischen dem Alter und der CMG2-

MRNA-Expression in Mundhoéhlenkarzinomen.

Bei der Bestimmung des Korrelationskoeffizient nach Spearman-Rho zeigt sich ein statistisch
signifikanter Zusammenhang (Korrelationskoeffizient=0,38, p=0,001) zwischen den AA CT -
Werten des CMG2 (n=70) und der mRNA-Expression des HIF-1a (n=70).

Hypoxie-induzierte Faktoren (HIF) sind Transkriptionsfaktoren, die auf eine verminderte
Sauerstoffversorgung der Zelle reagieren (Smith et al. 2008). Es existieren drei bekannte
Isoformen des Hypoxie-induzierten Faktors: HIF-1a, HIF-2a und HIF-3a mit jeweils einer B-
Untereinheit. In festen Tumoren entsteht eine Hypoxie durch ein Ungleichgewicht zwischen
Tumorwachstum und Angiogenese. Eine Hypoxie in festen Tumoren ist einer hohen
Aggressivitat, geringer Sensibilitat fur Strahlen- und Chemotherapie vergesellschaftet. Diese

fUhrt zu einer schlechten Prognose fiir den Patienten (Patiar und Harris 2006). HIF-1a. reagiert
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auch in Tumoren auf Hypoxie und spielt eine Schlisselrolle in der Anpassung des Tumors an den
Sauerstoffmangel. Dabei werden Gene aktiviert, die flr Angiogenese, Zellproliferation,
Zelliberleben und Migration wichtig sind (Patiar und Harris 2006). 2012 zeigten Eckert et al.,
dass Patienten, die eine hohe Expression von HIF-1a in Mundhdhlenkarzinomen aufweisen, eine
schlechtere Uberlebensprognose haben (Eckert et al. 2012). Koukourakis et al. zeigten 2006,
dass eine Uberexpression von HIF-1a stark mit einer Resistenz von Tumoren in Hals-Kopf-
Bereich gegeniiber einer Strahlentherapie einhergeht und einer schlechten Prognose von
Patienten durch einen aggressiveren Tumortyp vergesellschaftet ist (Koukourakis et al. 2006).

Das Mundhohlenkarzinom ist ein bdsartiger Tumor mit einer schlechten Prognose. Es ist also
plausibel, dass auch in den vorliegenden Proben von Mundhdhlenkarzinomzellen HIF-1o zur
Expression kommt. Die CMG2-mRNA-Expression ist mit der mRNA-Expression von HIF-1a
signifikant korreliert. Allerdings hat die CMG2-mRNA-Expression keinen Einfluss auf das
Uberleben der Patienten (Abbildung 10). Es wire nach den vorangegangen Studien zu erwarten
gewesen, dass die CMG2-mRNA-Expression einen negativen Einfluss auf die Prognose hatte, so
wie das HIF-1a. Nur in der multivariaten Cox-Regressionsanalyse zeigt sich ein eventueller
Zusammenhang (Abbildung 11). Patienten mit hoher CMG2-mRNA-Expression in ihren
Mundhoéhlenkarzinomzellen haben ein fast doppelt so hohes relatives Risiko (RR = 1,96) an dem
Tumor friih zu versterben, das allerdings nicht signifikant (p=0,11). Eine Erklarung hierfir kann
der statistisch signifikante Zusammenhang zwischen mRNA-Expression des CMG2 und der

MRNA-Expression des HIF-1a sein.

Die statistische Auswertung ergab, dass zwischen den AA C;—Werten des CMG2 (n=70) und dem
CMG2-SpleiRvariante B (n=59) ein signifikanter Zusammenhang besteht (rs=0,45, p=0,0004).

Meyer konnte 2014 in ihrer Bachelorarbeit zeigen, dass neben den bekannten Isoformen des
CMG2 zwei weitere Varianten existieren: SpleiRvariante A, der ein Teil der VWA/1-Doméne fehlt
und Spleilvariante B, die keine Transmembrandomadne enthdlt. Die Expression der
SpleiBvariante B konnte in Mundhdhlenkarzinomen nachgewiesen werden, allerdings nur in
26% der Proben. Es konnte kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen dem
Uberleben von Mundhéhlenkarzinompatienten und der Expression der SpleiRvariante B des
CMG2 gezeigt werden. Aufgrund der fehlenden Transmembrandomane wird vermutet, dass es
sich nicht um ein Membranprotein handelt, sondern um eine sekretierte Isoform (Jutta Meyer
2014). Der genaue Zusammenhang der beiden Isoformen bleibt unklar, denn die physiologische
Funktion des CMG2 ist noch nicht ausreichend charakterisiert. Der Zusammenhang zwischen der
full-length-Variante des CMG2 und der SpleiRvariante B sollte in weiteren Studien untersucht

werden.
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Ein deutlicher statistisch signifikanter Zusammenhang konnte zwischen den AA Cr—Werte des
CMG2 (n=70) und dem Piwi-like 1 in Kopien/Kopien HPRT-Wert (n=70) gezeigt werden
(Korrelationskoeffizient=-0,53; p=0,000002).

Die Piwi (P-element induced wimpy testis)-Genfamilie ist eine Subgruppe der Argonaute-
Proteinfamilie. Fir die Argonaute-Familie ist charakteristisch, dass sie eine PAZ (Piwi, Argonaut
und Zwille) und eine PIWI-Domaéne aufweisen (Cerutti et al. 2000). Zum ersten Mal wurde das
Piwi-Gen in der Gattung Drosophila identifiziert, wo sie fiir die asymmetrische Teilung von
Keimbahnzellen und Erhaltung der Tochter-Keimbahnzellen bendtigt werden (Cox et al. 1998;
Lin und Spradling 1997). Das Piwi-1-Gen ist lokalisiert auf dem Chromosom 12 zwischen q24.2
und q24.32 (Sharma et al. 2001). Es sind bisher vier Mitglieder der humanen Piwi-Genfamilie
beschrieben worden: PIWIL1/HIWI, PIWIL2/HILI, PIWIL3, undPIWIL4/HIWI2. Alle vier Mitglieder
der Piwi-Familie kommen hauptsachlich im Hoden zur Expression (Sasaki et al. 2003). Qiao
konnte 2002 zeigen, das Hiwi zwar im Hoden exprimiert wird, aber ausschlieRlich in
Spermatozyten und nicht in Spermatogonien (Qiao et al. 2002). Dariiber hinaus kommen die
Vertreter der Piwi-Familie in Keimzellen, adulten somatischen Stammzellen, humanen
hamatopoetischen Stammzelle und mesenchymalen Stammzellen zur Expression (Sasaki et al.
2003; Sharma et al. 2001; Wu et al. 2010). Die Piwi-Familie spielt eine Rolle in der
Selbsterneuerung von Stammzellen und Teilung der Keimbahnzellen-Stammzellen im RNA
silencing und translationaler Regulation und in Transposons in verschiedenen Organismen,
darunter Menschen, Mause, Caenorhabditis elegans, Arabidopsis thaliana und Drosophila
melanogaster (Wang et al. 2011; Qiao et al. 2002; Cox et al. 1998; Carmell et al. 2002). Erhohte
Expressionen von Hiwi korrelieren mit der Entstehung von Seminomen, einen malignem
Keimzelltumor dessen Ursprung die Spermatogonien sind (Qiao et al. 2002). Erhohte
Proteinexpressionen von Piwi-like in Seminomen, Osophaguskarzinomen und Gliomen gehen
ebenfalls mit einer schlechten Prognose einher (Qiao et al. 2002). Liu et al. konnten 2005
erhohte Piwi-like-1-Proteinexpression in Magenkarzinomen detektieren. Sie fanden auRerdem
heraus, dass eine erhohte Piwi-lile-1-mRNA-Experssion mit einer erhéhten Proliferation von
Magenkarzinomzellen im Zusammenhang steht und auch mit einer schlechteren Prognose fir
die Patienten assoziiert ist (Liu et al. 2006). Ebenfalls hohe Piwi-like-Expressionen in
Adenokarzinomen des Pankreas, aber auch niedrige Expressionen, sind mit einer schlechten
Prognose fiir das Uberleben der Patienten vergesellschaftet (Grochola et al. 2008). Taubert et
al. fanden 2007 heraus, dass erhéhte Expressionen des Piwi-like 1 in Weichteilsarkomen
signifikant mit einem schlechten Patienteniiberleben assoziiert sind (Taubert et al. 2007). Siddiqi

et al. konnten 2012 zeigen, dass das humane orthologe Gen zum Piwi, das Hiwi (human Piwi) die
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Genese von Sarkomen fordert und die Differenzierung der Tumorzellen hemmt. Es konnte
festgestellt werden, das Hiwi-Expression direkt mit der DMA-Methylierung korreliert. Eine
induzierte Herzunterregulierung von Hiwi in humanen Sarkomzellen fiihrte zu einer
verminderten DNA-Methylierung, hemmte das Tumorwachstun und fihrte zu einer

verbesserten Differenzierung der Tumorzellen (Siddiqi et al. 2012).

Nach den vorangegangen Studien sollte man annehmen, da Piwi-like 1 ein schlechter
Prognosefaktor fiir das Uberleben von Patienten und einer Tumorprogression ist und mit einer
niedrigen CMG2-mRNA-Expression korreliert, dass eine niedrige CMG2-mRNA-Expression in
Tumorgewebe mit einem schlechteren Uberleben der Patienten assoziiert ist (Greither 2005; Ye
et al. 2014b). Dies ist aber nicht der Fall. Weder Patienten mit Expressionen von CMG2 in
Mundhoéhlenkarzinomen (ber- noch unterhalb dem Median haben eine statistisch signifikant
schlechteres Uberleben in der Kaplan-Meier-Analyse (Abbildung 10). Allerdings zeigt sich in der
multivariaten Cox-Regressionsanalyse, dass Patienten mit hoher CMG2-mRNA-Expression ein
doppelt so hohes relatives Risiko (RR=1,96) aufweisen, an einen Tumor zu versterben, im
Vergleich zu Patienten mit niedrigen CMG2-mRNA-Expressionen (Abbildung 11), was allerdings
statistisch nicht signifikant ist (p=0,11). Der Zusammenhang zwischen der Piwi-like 1-mRNA und
CMG2-mRNA-Expression sollte in einer Studie mit groBeren Fallzahlen und langerem

Beobachtungeitraum genauer untersucht werden.

4.3 Uberlebenszeitanalyse

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es herauszufinden, ob die gemessenen CMG2-mRNA-
Expressionen in den Tumorzellen einen Einfluss auf die Prognose bzw. das Uberleben der
Patienten mit Mundhéhlenkarzinomen haben. Bisher wurde der Einfluss der CMG2-mRNA-
Expression in Mundhdhlenkarzinomzellen auf die Prognose und das Uberleben von Patienten
nicht untersucht. Fiir die Uberlebenszeitanalysen wurden die Kaplan-Meier-Methode und die

multivariate Cox-Regressionsanalyse genutzt.

In der Uberlebenszeitanalyse nach der Kaplan-Meier-Methode zeigt sich keine Korrelation
zwischen den gemessenen CMG2 AA Cr—Werten, die fir die CMG2-mRNA-Expression stehen,
und der Uberlebenszeit der Patienten (p=0,419, Log-Rank-Test) (siehe Abbildung 10). Zwar
zeichnete sich am Beginn des Beobachtungszeitraumes ein besseres Uberleben fiir Patienten

mit einer niedrigeren CMG2-mRNA-Expression im Tumor ab, jedoch sind die Werte fir das
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Uberleben der beiden Patientengruppen ab dem 42. Monat des Beobachtungszeitraumes
wieder gleich schlecht. Eine Erklarung daflir konnte sein, dass zum Ende des
Beobachtungszeitraumes die Patientengruppe zu klein wurde, sodass das Ausscheiden weniger
Patienten in der Gruppe mit einer niedrigen CMG2-mRNA-Expression im Tumor zu einer starken
Verinderung in der Uberlebensanalyse fiihrte. Eine Untersuchung der erzielten Ergebnisse in

einer grofReren Patientenkohorte kdnnte robustere statistische Ergebnisse liefern.

Ein anderes Bild zeigt die multivariate Cox-Regressionsanalyse (siehe Abbildung 11). In ihr
wurden die CMG2 AA Cr —Werte, nach klinischen Parametern adjustiert und mit den
Uberlebenszeiten der Patienten korreliert. Die Analyse ergab, dass Patienten mit hoher CMG2-
MRNA-Expression in ihren Mundhoéhlenkarzinomzellen ein fast doppelt so hohes relatives Risiko
(RR 1,96) haben friih an den Tumor zu versterben, wenn auch nur mit einem Trend zur
Signifikanz (p=0,11). Damit hatte die CMG2-mRNA-Expression in Mundhohlenkarzinomzellen
einen negativen prognostischen Einfluss auf das Uberleben der Patienten. Da dieses Ergebnis
nicht statistisch signifikant ist, sollten Studien hierzu mir grofReren Patientenkohorten
durchgefihrt werden, und mit ldangeren Beobachtungszeitraumen, um das Ergebnis

gegebenenfalls zu verifizieren.

In der Bachelorarbeit von Jutta Meyer aus dem Jahre 2014 konnte gezeigt werden, dass hohe
Konzentrationen der sezernierten CMG2-Isoform 322 im Blutserum mit einem geringeren
Uberlebenszeitraum korreliert (Jutta Meyer 2014). Marios Marcou konnte 2014 in seiner bisher
noch unverdéffentlichten Dissertation zeigen, dass eine signifikante positive Korrelation zwischen
einer erhohten Expression der sezernierten CMG2-Isoform 322 im Blutserum mit dem
Vorhandenseins einen metastasierten Prostatakarzinoms und seiner Progression und damit
auch mit der Prognose besteht (Marios Marcou 2014). Greither und Kollegen konnten zeigen,
dass das Risiko an einem Weichteilsarkom zu versterben bei niedriger CMG2-mRNA-Expression
in den Tumorzellen ca. um das 3fache erhoht ist. Damit ist das CMG2 ein unabhdngiger
prognostischer Faktor fiir das Uberleben von Patienten mit Weichteilsarkomen (Greither 2005).
Ye et al. fanden heraus, dass CMG2 einen hemmenden Effekt auf das Wachstum von
Mammakarzinomzellen hat. Eine niedrigere Expression vom CMG2 in Mammakarzinomzellen
war mit einer Progression der Erkrankung und einer schlechteren Prognose assoziiert (Ye et al.

2014b).

Aus diesen Untersuchungen ergab sich die Hypothese, dass eine Assoziation zwischen einer

hohen CMG2-mRNA-Expression in Mundhéhlenkarzinomzellen und einem kiirzeren Uberleben
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besteht. Dies konnte in der Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalyse nicht gezeigt werden.
Ursachlich hierfir konnten die unterschiedlichen Entitaten der Tumore sein. Gegensatzlich zu
vorangegangen Studien von Greither und Ye et al. ist das Ergebnis der multivariate Cox-
Regressionsanalyse. Es ergibt sich ein negativer Einfluss hoher CMG2-mRNA-Expression in
Mundhéhlenkarzinomzellen auf das Uberleben der Patienten, auch wenn dieser nicht signifikant
ist. Eine Erklarung kdnnte ebenfalls die unterschiedliche Entitat des Tumors sein. Durch diesen
Teil der Arbeit konnte gezeigt werden, dass die CMG2-mRNA-Expressionen in den
Mundhohlenkarzinomzellen keinen Einfluss auf die Prognose bzw. das Uberleben der Patienten

mit Mundhd6hlenkarzinom hat.

4.4 ROC-Analyse

Ein  weiteres  Ziel dieser  Arbeit war die = CMG2-mRNA-Expressionen in
Mundhohlenkarzinomzellen auf ihre diagnostische Tauglichkeit zu untersuchen. Die CMG2-
MRNA-Expression in Geweben wurde in der Literatur bisher nicht auf ihre diagnostische
Tauglichkeit Gberprift. Daflir wurde die ROC-Analyse verwendet. Die CMG2 AA Cr—Werte aller
115 Proben wurden nach ihrer Spezifitdit und 1-Sensitivitdit in ein Koordinatensystem
aufgetragen. Die Kurve verlauft etwa in einer gedachten, durch die Mehrheit der Punkte
verlaufenden Geraden. Diese dhnlich einer geraden Funktion vom Nullpunkt zum Ende der Skala
bei 100% Spezifitdt (siehe Abbildung 4). Die CMG2-mRNA-Expression in
Mundhdohlentumorzellen ist nach dieser Analyse nicht dazu geeignet, um zwischen gesunden
Gewebe und Tumorgewebe zu unterscheiden. Die errechnete Flache unter der Kurve (AUC)
betragt 0,561 mit einer Signifikanz von p=0,339 bei einem 95%-Konfidenzintervall von 0, 445 -
0,677. Damit ist, wenn man die Signifikanz vernachlassig, die CMG2-mRNA-Expression in
Mundhohlentumorzellen nur unwesentlich besser dazu geeignet, zwischen Tumor- und
Normalgewebe zu unterscheiden, als der Zufall. Damit kommt der CMG2-mRNA-Expression in
Mundhohlentumorzellen keine diagnostische Tauglichkeit zu und eignet sich nicht als

diskriminanter Biomarker.

Das Ergebnis war nach Auswertung der vorangegangen statistischen Untersuchungen zu
erwarten und fligt sich in den Zusammenhang ein. Es wéare aber durchaus denkbar, dass
Gewebeproben, die histologisch von Pathologen als Normalgewebe eingestuft wurde,
Tumorzellen enthalten haben und deshalb dhnliche CMG2-mRNA-Expressionen in beiden

Gewebearten gemessen  wurden. Aulerdem wadre es moglich, dass die
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Mundhoéhlenkarzinomzellen verschiedenste Mediatoren und Wachstumshormone sezernieren,
die im umliegenden gesunden Gewebe zu einer hoheren CMG2-mRNA-Expression fihren.
Zusammenfassend kann man auf Basis dieser Arbeit sagen, dass CMG2-mRNA Expressionen in

Mundhohlenkarzinomen nicht mit der Diagnose oder der Prognose der Patienten korreliert sind.
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5 Zusammenfassung

263.900 Menschen erkranken schatzungsweise jahrlich neu an einem Mundhdéhlenkarzinom.
2008 starben 128.000 Menschen an dieser Tumorerkrankung (Jemal et al. 2011). Im Jahre 2008
machte das Mundhohlenkarzinom etwa 4% aller Krebsneuerkrankungen in Deutschland aus. Das
entspricht etwa 13.000 Neuerkrankungen. Es ist die flinfthaufigste Tumorlokalisation beim
Mann. Bei Frauen umfasst es 1,6% aller Krebsneuerkrankungen (Zentrum filr
Krebsregisterdaten). Die 5-Jahres-Uberlebensrate bei Mannern betrigt 44% und bei Frauen
59%. Das 5-Jahres-Uberleben hat sich in den letzten Jahren kaum verdndert (Zentrum fiir
Krebsregisterdaten). Die Identifikation und Evaluierung neuer Prognosefaktoren und
Tumormarker mit hoher Spezifitat ist von grolem Interesse, um die Therapie und Prognose zu
verbessern. Das Capillary Morphogenesis Gen 2 (CMG2) wurde auf sein Potential als ein solcher
Tumormarker oder Prognosefaktor hin untersucht.

CMG2 ist auf dem Chromosom 4921 lokalisiert (Bell et al. 2001). Die genaue Funktion des CMG2
ist aktuell noch unzureichend charakterisiert. Es konnte aber nachgewiesen werden, dass eine
der Hauptfunktionen von CMG2 in der Unterstlitzung der Angiogenese liegt (Bell et al. 2001), da
es fiir die Endothelproliferation wahrend der Angiogenese notwendig ist (Reeves et al. 2010).
Die Expression von CMG2 konnte in einer Vielzahl von Tumorzellen detektiert werden (Vargas
et al. 2012) und spielt wahrscheinlich eine wichtige Rolle in der Neovaskularisation, die fur das
Wachstum von Tumoren ein bedeutender Faktor ist. Greither konnte 2005 zeigen, dass die
CMG2-mRNA-Expression positiv mit dem Uberleben der Patienten korreliert und ein
unabhangiger prognostischer Faktor ist (Greither 2005). Ein Knockdown des CMG2
beeintrachtigte die Adhadsion von Prostatakarzinomzellen und fiihrte zu einer erhdhten
Invasivitdt des Tumors (Ye et al. 2014a). Eine verringerte Expression von CMG2 in
Mammakarzinomzellen ist mit Fortschreiten der Erkrankung und einer schlechten Prognose
assoziiert (Ye et al. 2014b). Die Blockierung des CMG2-Rezeptors inhibiert die Angiogenese um

bis zu 60% und auch das Tumorwachstum um 40% in vivo (Rogers et al. 2007).

Ziel dieser Arbeit ist die CMG2-mRNA-Expression in Mundhohlenkarzinomen zu vermessen und
durch statistische Analyse der CMG2-mRNA-Expression zu klinischen (Tumorstadium,
Metastasierung, Uberlebenszeit, TumorgréRe) und patientenbezogenen Parametern wie Alter,
Geschlecht, Uberlebensanalysen und ROC-Analysen auf ihre diagnostische Tauglichkeit und

prognostische Tauglichkeit zu Gberprifen.
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Mit der quantitativen RT-PCR und mit Hilfe der AA CT -Methode konnte in allen 115 Proben der
insgesamt 85 Patienten die CMG2-mRNA-Expression bestimmt und quantifiziert werden. Es
zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den CMG2 AA CT —Werten der
Proben des Tumorgewebes und den Proben des Normalgewebes (p=0,339, Mann-Whitney-U-
Test). Die ROC-Analysen zeigten, dass die CMG2-mRNA-Expression sich nicht als diskriminanter
Biomarker fur das Vorliegen von Mundhéhlenkarzinomzellen eignet. (AUC=0,561; p=0,339; 95%-
Cl:0,445 - 0,677). Die multivariate Cox-Regressionsanalyse ergab, dass Patienten mit erhohter
CMG2-mRNA-Expression ein 1,96fach erhohtes relatives Risiko haben an dem Tumor friiher zu
versterben (p = 0,11). Patienten mit niedrigen CMG2- Expressionen haben in den ersten 42
Monaten ein leichte Tendenz fiir ein ldngeres Uberleben. Eine Korrelation von CMG2-mRNA-
Expression zu Alter, Geschlecht oder Tumorstadium der Patienten konnte nicht nachgewiesen
werden. Es zeigten sich Korrelationen zwischen CMG2-mRNA-Expression und der mRNA-
Expression des Hypoxie-induzierten Faktor 1o (rs=0,38; p < 0,01), der mRNA-Expression von
Piwi-like 1 (rs=-0,53; p < 0,01) und der Expression einer CMG2-Spleivariante B (rs=0,45; p <
0,01), deren mechanistischer Zusammenhang bisher nicht beschrieben ist.

Zusammenfassend zeigt die CMG2-mRNA-Expression im Tumorgewebe keine signifikante
Assoziation zur Diagnose oder Prognose des Mundhohlenkarzinoms. Der Zusammenhang der
CMG2-mRNA-Expression und der HIFla-mRNA-Expression, Piwi-like 1-mRNA-Expression und

der SpleiBvariante B des CMG2 sollten weiter untersucht werden.
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6 Thesen

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Inallen 115 Proben (Normal- und Tumorgewebe) der 85 Patienten konnte CMG2-mRNA-
Expression gemessen werden. Die Vermessung der CMG2-mRNA-Expression in
Normalgewebe und Tumorgewebe von Mundhohlenkarzinompatienten ergab, dass
CMG2 kein signifikanter Biomarker fir Mundhohlenkarzinome ist (p=0,34, Mann-

Whitney-U-Test, AUC=0,56, p=0,34 ,95%-Cl:0, 45 - 0,68, ROC-Analyse)

Es  besteht kein  Unterschied in der CMG2-mRNA-Expresssion bei
Mundhohlenkarzinomen zwischen Mannern und Frauen (p=0,89, Mann-Whitney-U-

Test).

Es bestehen keine Zusammenhange zwischen der CMG2-mRNA-Expresssion und der
GroRe des Tumors (p=0,02 Kruskal-Wallis-Test), des Lymphknotenbefalls (p=0,23
Kruskal-Wallis-Test) und des Metastasenstadiums (p=0,49, Mann-Whitney-U-Test).

Es besteht keine Beziehung zwischen dem Alter der Patienten und der CMG2-mRNA-
Expression in  Mundhohlenkarzinomen (Korrelationskoeffizient=-0,08 p=0,50,
Spearman-Rho) und es gibt keinen Unterschied in der Verteilung der CMG2-mRNA-
Expression den Patientengruppen élter oder jinger als der Altersmedian (60 Jahre)

(p=0,85, Mann-Whitney-U-Test).

Patienten mit erhohter CMG2-mRNA-Expression haben ein 1,96fach erhdhtes relatives
Risiko an dem Tumor friiher zu versterben (p=0,11, Cox-Regressionsanalyse). Patienten
mit niedrigen CMG2-mRNA-Expression haben eine Tendenz zu einem langeren

Uberlebenszeitraum bis zum 42 Monat.

Ein statistisch signifikanter Zusammenhang nach Spearman-Rho konnte zwischen der
CMG2-mRNA-Expression und der mRNA-Expression des Hypoxie-induzierten Faktors 1a
(HIF-10/HPRT, rs=0,38 p=0,001), der Piwi-like-1-mRNA-Expression (rs=-0,53,
p=0,000002) und der CMG2 SpleiBvariante B (rs=0,45, p=0,0004) gezeigt werden.
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