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2. Einleitung

2.1 Humane Papillomaviren

2.1.1 Grundlagen

Humane Papillomviren (HPV) gehéren der Familie der Papillomaviridae an (Phelps und
Alexander 1995). Es handeln sich dabei um kleine (52-55 nm) gewebsspezifische
DNA-Viren, welche in mittlerweile weit Gber 100 Typen unterteilt werden und die
Epithelzellen von Haut und Schleimhaut infizieren (zur Hausen, H. 1989; Klussmann et
al. 2004). Sie sind verantwortlich fur eine Reihe von benignen Erkrankungen, so zum
Beispiel fur Haut — oder Genitalwarzen. Allerdings sind sie auch an der Entstehung
maligner Krebserkrankungen beteiligt (vor allem das Zervixkarzinom und dessen

Vorstufen).

Die Viren sind unbehlilite, doppelstrdngige DNA-Viren (dsDNA), das Genom selbst
besteht aus circa 8000 Basenpaaren. Die Genprodukte dieser Viren, vor allem die des
E6- und E7-Gens, verhindern die Apoptose und behindern eine Reparatur des DNA-
Doppelstranges (Beutner und Tyring 1997; Klussmann et al. 2004). Die Viren bringen
ihr Genom als Episome in proliferierenden Basalzellen ein und rufen hier eine lokale
Zellproliferation hervor. Die infizierte Zelle teilt sich und gibt dadurch die Virus-DNA an
ihre Tochterzellen weiter (Bedell et al. 1991).

Im Gegensatz zu anderen Viren, die aufgrund ihrer Antigenstruktur in ,Serotypen®
eingeteilt werden, typisiert man die Papillomaviren nach ihrer DNA-Homologie in
,Genotypen®. Die verschieden Typen des Virus lassen sich in die Gruppen A-E
einteilen. Da sowohl verhornte Epithelien als auch Schleimh&ute (nicht verhornte
Epithelien) betroffen sind, erfolgt zudem eine Unterteilung des Virus in kutanotrop
(infizieren die aufere Haut) und mukosotrop (betroffen sind hierbei die Schleimhaute).
Die Viren werden unterschieden in solche mit hoher onkogener Potenz (sogenannte
high-risk-Typen) und in solche mit geringer transformierender Wirkung (niedriges
malignes Potential, sogenannte low-risk-Typen). High-risk-Viren stehen in
Zusammenhang mit der Entstehung von Malignomen, wo hingegen Viren aus der low-
risk-Gruppe an der Ausbildung von benignen Warzen und Papillomen beteiligt sind. Zu
den high-risk-Viren zéhlen unter anderem die Genotypen 16 und 18. Die wichtigen
Genotypen 6 und 11 sind Teil der low-risk-Gruppe.



Der Eintritt des Virus in den Organismus erfolgt Uber Verletzungen der obersten
Epithelschichten. Das Virus etabliert sich schlieBlich in der tiefer gelegenen
Basalzellschicht. Nach Teilung der Basalzellen wandert eine Tochterzelle im Anschluss
in die duflere Schicht des Epithels, wahrend die andere in der Basalschicht verbleibt
und durch weitere Zellteilungen ihrerseits infizierte Epithelzellen hervorbringen kann
(Doorbar, J. 2006).

Im Allgemeinen handelt es sich bei Keratinozyten der &ufleren Hautschicht um
ausdifferenzierte Zellen. Das heil3t sie befinden sich in der G0-Phase und es erfolgt
keine weitere Zellteilung. GO-Zellen sind biochemisch aktiv, teilen sich aber nicht bis
sie stimuliert werden und in den Zellzyklus zuriickkehren. Die Expression der friihen E6
und E7 Virus-Onkogene fiihrt in der infizierten Zelle unter anderem zu einem Ubertritt
der G1- in die S-Phase des Zellzyklus und die Zelle behélt somit ihre proliferative
Aktivitdt bei; der Eintritt in die GO-Phase bleibt damit aus (zur Hausen, H. 2002).
Wahrend des Zellzyklus gibt es zwei wichtige Kontrollpunkte (siehe Abbildung 1): einen
in der G1-Phase (Restriktionspunkt), der durch das pRb-Protein reguliert wird und

einen in der G2-Phase, der durch das p53-Protein reguliert wird.

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Zellzyklus, die roten Pfeile stellen die

Kontrollpunkte wahrend des Zellzyklus dar.



2.1.2 Molekulargenetischer Aufbau

Das HPV-Kapsid besteht aus 72 pentamerisch geformten Kapsomeren. Es hat einen
Durchmesser von 52-55 nm und gibt dem Virus eine kugelige Gestalt in Form eines
Ikosaeders (Beutner und Tyring 1997).

Der Aufbau des doppelstrangige DNA-Molekls gliedert sich wie folgt: Die Long Control
Region (lange Kontrollregion, kurz LCR) dient der Regulation der HPV-Genexpression
und enthalt Kontrollelemente wie friihe Promotoren und Enhancer. Die Gene fir die
friih im Vermehrungszyklus gebildeten Proteine schlieRen sich im Uhrzeigersinn an die
LCR an. Diese Region von friih im HPV-Replikationszyklus exprimierten Gene (,early
region”) beinhaltet circa 4500 Basenpaare und ist unter anderem fiir die Kontrolle der
Replikation und die Transformation verantwortlich. Hier werden die Virusproteine E1,
E2, E4, E5, E6 und E7 kodiert. Die L-Region (,late region”) enthélt die Leserahmen L1
und L2 von den spéat im HPV-Replikationszyklus exprimierten Proteinen. Sie kodieren
fur die Strukturproteine des Kapsids, die in den aufleren Zellschichten exprimiert
werden. Zwischen dem 3'-Ende der L-Region und dem 5°-Ende der E-Region befindet
sich eine nicht kodierende Region (NCR = noncoding region) oder auch ,upstream
regulatory region® (URR) genannt. Sie enthalt regulierende Elemente, die fur die
Replikation der viralen DNA notwendig sind (Phelps und Alexander 1995; Beutner und
Tyring 1997; Miinger et al. 2004) (siehe Abbildung 2).

Abbildung 2: Aufbau eines HPV-Genoms mit seinen Abschnitten



Die Onkogene L1 und L2 kodieren fir zwei verschiedene Strukturproteine aus denen
das Viruskapsid aufgebaut wird. Mindestens 80% des Kapsids bestehen aus den
Hauptkapsidproteinen L1, wobei L1 aulRen und L2 innen lokalisiert ist. Studien haben
gezeigt, dass auch die Expression von L1 alleine ausreichend ist um ein Viruskapsid
herzustellen. L2 scheint dabei nur den Vorgang zu beschleunigen (Hagensee et al.
1994; Zhou et al. 1994).

Das Protein E1 ist ein DNA-bindendes Phosphoprotein und interagiert mit dem
Virusprotein E2. Gemeinsam sind sie an der viralen DNA-Replikation beteiligt (Blitz und
Laimins 1991). Das E2-Gen kodiert fir drei spezifische DNA-bindende Proteine. Sie
sind in der Tanskriptionsregulation des viralen Genoms involviert. Der Einbau der
Virus-DNA in die Wirtszelle erfordert eine sogenannte ,Linearisierung“, welche tber
eine Bruchstelle von E2 auftritt. Es kommt es zu einer Uberexpression der
Virusproteine E6 und E7, da E2 die Aktivitdt von E6 und E7 kontrolliert und eine
Bruchstelle von E2 zu einer verstarkten Expression dieser Virusproteine fuhrt (Lambert,
P.F. 1991; Chiang et al. 1992; Wittekindt et al. 2018).

Die Onkoproteine E6 und E7 werden in unterschiedlich starken Konzentrationen in
Tumoren gefunden und sind an der Tumorinitiation entscheidend involviert. E6 ist
dabei unter anderem an der Apoptosehemmung beteiligt. Das Virusprotein E7
interagiert mit dem Retinoblastomprotein (pRb) und in der Folge fuhrt dies zur
Induktion der Synthesephase (kurz: S-Phase) (Scheffner et al. 1990; Phelps et al.
1992). Im folgenden Abschnitt wird die Funktion der beiden wichtigen Onkoproteine E6

und E7 genauer erlautert.

2.1.3 Besondere Bedeutung der viralen Onkoproteine E6 und E7

Durch ihre Wechselwirkung mit Proteinen die den Zellzyklus beeinflussen kdnnen,
steht den Onkoproteine E6 und E7 bei der HPV-induzierten Onkogenese eine
besondere Bedeutung zu. Der Tumorsuppressor p53 und das Retinoblastom-Protein
(pRB) stellen dabei die hauptsachlichen Interaktionspartner dar (Scheffner et al. 1990;
Boyer et al. 1996).



Das zelluldren Retinoblastomprotein (pRB) und das Protein p16 sind wichtige
Tumorsuppressoren (Boyer et al. 1996). pRB wird von cyclin-abhangigen-Kinasen
(CDK=cyclin-dependent kinases) phosphoryliert und ist in diesem Zustand aktiviert.

Bei gesunden Zellen wird am G1-Kontrollpunkt Gber CDKs pRB phosphoryliert und
dadurch die Bindung von pRB zu E2F geldst. Freies E2F aktiviert die Transkription
einer Reihe von Genen, unter anderem von Cyclin E (Ohtani et al. 1995; Geng et al.
1996), welches nétig ist fur den Eintritt in die S-Phase (Ohtsubo et al. 1995).

Als Reaktion auf zelluldre Stresssignale wird bei gesunden Zellen p16 produziert und
verhindert den Eintritt der Zelle in die S-Phase. In der Folge der Aktivierung von p16
bleibt die Verbindung von pRB mit dem Transkriptionsfaktor E2F bestehen und
dadurch wird der Eintritt der Zelle in die S-Phase verhindert.

Weiterhin liegt bei gesunden Zellen der Tumorsuppressor p53 als Genregulator nur in
geringen Konzentrationen vor. Bei Zellschdden wird p53 vermehrt exprimiert und
aktiviert in der Folge das Protein p21, welches wiederum den CDK-Komplex blockiert
der dafir sorgt, dass pRB phosphoryliert werden kann und E2F frei wird. Die Zelle wird
wiederum vor dem Ubergang in die Synthesephase gestoppt (Dyson et al. 1989; Boyer
et al. 1996; Bracken et al. 2004). Hauptregulator ist hierbei die Ubiquitin-Ligase Mdm2,
welche p53 polyubiquitiniert und dadurch zum proteosomalen Abbau markiert (Yang et
al. 2004). Durch eine Stérung des Zellzyklus werden Proteinkinasen aktiviert, die p53
phosphorylieren und dadurch seine physiologische Affinitdt zu Mdm2 herabsetzen.
Folglich kommt es zu einer Konzentrationssteigerung von p53. Dies fihrt dazu, dass
durch Aktivierung zahlreicher Gene entweder die Zelle in Apoptose verfallt oder Uber
einen Zellzyklusarrest an weiteren Zellteilungen gehindert wird (Kuerbitz et al. 1992;
Brugarolas et al. 1995; Meek, D.W. 2009).

Die Wirkung der Onkoproteine E6 und E7 verandert den physiologischen Zellzyklus,
was schliefllich zur Entwicklung einer Neoplasie fuhrt. Galloway und McDougall

erklarten 1996 diese Beobachtungen an Hand der folgenden zwei Punkte:

1. Im Alilgemeinen handelt es sich bei Suprabasalzellen eines Epithels um
ausdifferenzierte Zellen. Dies bedeutet, dass keine weitere Zellteilung erfolgen
kann; die Zellen befinden sich in der sogenannten G0-Phase und die Zellen
werden daran gehindert wieder in die S-Phase einzutreten. E7 durchbricht nun
dieses Signal. Dadurch ist der Kontrollpunkt blockiert, welcher eine Zelle daran

hindert ohne vorangegangene Mitose wieder in die S-Phase einzutreten. In der
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Folge entsteht ein Epithel, welches in all seinen Zellschichten Proliferation und
Mitosen zeigt. Dies stellt einen Risikofaktor fur die Entstehung von Neoplasien
dar.

2. Zellen mit einer DNA-Schéadigung verbleiben normalerweise in der G1 oder in
der G2-Phase. E6 und E7 konnen dabei die G1- und G2-Kontrollpunkte
umgehen und dadurch trotz geschadigter DNA einer Zelle zur Fortfihrung des
Zellzyklus fuhren.

Die Invasivitat eines Karzinoms erfordert die Durchbrechung der Basalmembran. E6
und E7 alleine sind dazu nicht in der Lage. Es werden zusétzliche genetische
Veranderungen benétigt (Durst et al. 1989). Deutlich wird dies dadurch, dass
typischerweise Jahre oder sogar Jahrzehnte dazu notwendig sind um eine HPV-

Infektion maligne entarten zu lassen (Beutner und Tyring 1997).

Bei HPV-infizierten Zellen werden durch die Funktion des E6 Proteins die
Zellproliferation, sowie die Inhibierung der Apoptose beginstigt. E6 bindet an die
zellulare  Protein-Ligase E6-AP und foérdert dadurch den Abbau des
Tumorsuppressorproteins p53 durch eine Ubiquitin-abh&ngige Proteolyse, wodurch die
Apoptose verhindert wird (Scheffner et al. 1990; Thomas et al. 1999). Das Virusprotein
E7 ist in der Lage an das hypophosphorylierte pRB zu binden, sowie seinen Abbau zu

induzieren. Dadurch wird vermehrt E2F frei und aktiviert die Zellprofileration.

Der CDK-Inhibitor p16 steht indirekt ebenfalls im Zusammenhang mit dem Onkoprotein
E7. p16 wird in pRB-inaktiven Zellen (geschehen durch die Wirkung von E7) vermehrt
synthetisiert und stellt dadurch einen mdglichen Nachweis einer HPV-assoziierten
Onkogenese dar (Wittekindt et al. 2005). Eine p16-Uberexpression erfolgt dabei zwar
bei vielen, aber nicht bei allen HPV-induzierten Karzinomen. Die PCR (HPV-
Typisierung) dient daher weiterhin als Goldstandard fir den Nachweis einer HPV-
Infektion.
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Abbildung 3: Die Wirkung von E6 und E7 und ihre Beeinflussung auf den Zellzyklus
A: DNA-Schéden fuhren bei gesunden Zellen zu einer erhéhten Expression des
Tumorsuppressors p53 und zu einer Aktivierung unter anderem von p21 und p16. p16
inhibiert jene CDKs, welche die Phosphorylierung von pRB induzieren und so den
Ubergang in die S-Phase verhindern.

B: Hier interagiert das Virusprotein E6 und sorgt fur den Abbau von p53 und inaktiviert
dieses dadurch, sodass die Phosphorylierung von pRB tber CDK4/6 ungehindert
stattfinden kann. E7 bindet an pRB, dadurch wird E2F frei und so zu einem Ubergang
in die S-Phase fuhrt.

HPV-negative Karzinome zeigen selten eine Expression des Proteins p16. Vermutet
wird dies durch Noxen-induzierte Karzinogenese (Karsai et al. 2007). Dabei finden sich
Mutationen in den Genen der Proteine p53, pRb und p16. Dies fiihrt in der Folge zu
einer vermehrten Expression von p53 und einer reduzierten Nachweisbarkeit von pRb
und p16. Diese Mutationen sind bei einer HPV-assoziierten Kanzerogenese nicht zu

finden.



2.2 Oropharynxkarzinome

2.2.1 Spezielle Anatomie

Die Kopf-Hals-Region besteht aus dem Kehlkopf (Larynx), der Luftréhre (Trachea), der
Speiserdhre (Osophagus), der Schilddriise (Glandula thyroidea), einem Skelettsystem
und Muskulatur. Er ist in funf Lokalisationen untergliedert: Mundhéhle, Nasopharynx,
Oropharynx, Hypopharynx und Larynx.

Der Pharynx ist ein fibro-muskuléser Schlauch und reicht von der Schéadelbasis bis

zum Ringknorpel (Teil des Kehlkopfskeletts) und besteht aus drei Abschnitten:

1) Epipharynx (Nasopharynx)
2) Mesopharynx (Oropharynx)
3) Hypopharynx (Laryngopharynx)

Das Gaumensegel stellt die Begrenzung von Naso- zu Oropharynx dar. Die Grenze
des Oropharynx zur Mundhohle beschreibt der vordere Gaumenbogen (Arcus
palatoglossus). Der Oropharynx reicht kranial von einer auf Héhe des Velum palatinum
gedachten horizontalen Linie bis an den oberen Epiglottisrand (kaudal).

Die Region des Oropharynx wird in vier Unterbezirke unterteilt:

1) Vorderwand mit Zungengrund und Vallecula epiglottica

2) Seitenwand mit Tonsillen, Fossa tonsillaris, Gaumenbdgen und
Glossotonsillarfurche

3) Hinterwand

4) Obere Wand mit oraler Flache des weichen Gaumens und Uvula.

Die Wand des Oropharynx besteht aus fibro-muskularem Gewebe und ist nach innen
bedeckt von Schleimhaut. Die Schleimhaut besteht aus einem unverhornten,
mehrschichtigen Plattenepithel mit rascher Regenerationsfahigkeit. In dieser ist
zuséatzlich zwischen vorderem und hinterem Gaumenbogen (Arcus palatinus anterior
und — posterior) die paarige Gaumenmandel (Tonsilla palatina) eingelassen. Die
lamina propria der Gaumenmandeln zeigt eine deutliche Ansammlung von
lyphoretikuldrem Gewebe. Dieses bildet zusammen mit den Tonsillen den sogenannten

Waldeyer-Rachenring.



Der Hypopharynx (hypo-, griechisch fur ,unter”) stellt den unteren Teil des Rachens dar
und reicht an seinem unterem Abschnitt an den Larynx heran und geht in Héhe des 6.
Halswirbels in die Speiserohre tber. Unter den Rachentumoren haben Patienten mit
Hypopharynxkazinomen die schlechteste Prognose, da sie meist erst in weit
fortgeschrittenen Tumorstadien diagnostiziert werden und zudem durch eine frihe
Metastasierung aufgrund des ausgedehnten lymphatischen Gewebes in diesem Teil
des Rachens charakterisiert sind.

Der Larynx stellt die Verbindung vom Pharynx zur Luftréhre (Trachea) dar. Er umfasst
die Stimmbander und -lippen, sowie die Teile oberhalb (supra-) und unterhalb der
Stimmbander (subglottisch). Der Kehldeckel (Epiglottis) ist eine mit Schleimhaut
Uberzogene Knorpelplatte und liegt dorsal des Zungengrunds Uber dem Eingang des
Larynx (Witt, M. 2006; Samandari und Mai 2008; Liebertz et al. 2010; WHO, World

Health Organization).

2.2.2 Atiologie und Epidemiologie

Kopf-Hals-Tumore gehéren zu den sechsthaufigsten Tumorentitdten weltweit (Bray et
al. 2018). Weltweit werden jedes Jahr circa 640.000 neue Falle von Kopf-Hals-
Karzinomen diagnostiziert, zwei Drittel davon in Entwicklungslédndern. Nach Herz-
Kreislauf-Erkrankungen sind Malignome die zweithaufigste Todesursache in
Deutschland. 38,5% der Manner und 48% der Frauen sterben an einer
Herzkreislauferkrankung, 29% der Maéanner und 23% der Frauen an einer
Krebserkrankung. Ménner sind dabei haufiger und, bei einem mittleren
Erkrankungsalter von 61 Jahren, auch friher betroffen als Frauen (65 Jahre).
Prognostisch relativ giinstige 5-Jahres-Uberlebensraten weisen dabei Erkrankungen
von Lippe und Speicheldriisen auf, vergleichsweise unginstige Prognosen durch ihre
relativ spate Entdeckung sind mit Malignomen des Rachens verbunden (Robert-Koch-
Institut, 2013).

Nach |hrer  Lokalisation werden die Kopf-Hals-Tumore unterteilt in
Mundhéhlenkarzinome, Naso-, Oro-, Hypopharynxkarzinome, Larynxkarzinome,
Karzinome der Speicheldriisen und der Nasennebenhgéhlen. Die gréten Untergruppen
der Kopf-Hals-Karzinome bilden die Mundhéhlentumore (Rund 40% aller Kopf-Hals-
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Karzinome) und die Oropharynxkarzinome (oropharyngeal squamous cell carcinoma,
OSCC). Histologisch handelt es sich bei den Kopf-Hals-Tumoren bei ca. 90% um
Plattenepithelkarzinome (head and neck squamous cell carcinoma, HNSCC) (Robert-
Koch-Institut, 2013).

2.2.3 Klassifikation des Oropharynxkarzinoms

Die Kilassifikation der Karzinome des Oropharynx erfolgt jeweils nach der zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung aktuellsten Version des international anerkannten
System der Union Internationale Contre le Cancer (UICC) (Greene und Sobin 2002).
Die Einteilung erfolgt dabei fiir jede Lokalisation gesondert. Beruicksichtigt werden bei
diesem System die Ausdehnung und die GroRRe des Primartumors (aufsteigend von T1
bis T4), das Ausmaly der lymphogenen Metastasierung (zunehmend von NO bis N3)

und das Vorhandensein von Fernmetastasen (MO oder M1) (siehe Tabelle 1).

Tabelle 1: TNM-Klassifikation von OSCC nach UICC (7. Auflage 2010)

T Definition
Tx Primartumor nicht beurteilbar
Tis Carcinoma in situ
TO Kein Hinweis auf einen Primartumor
T1 Tumor 2 cm oder weniger in gréfRter Ausdehnung
T2 Tumor mehr als 2 cm , aber nicht mehr als 4 cm in groRter
Ausdehnung
T3 Tumor mehr als 4 cm in gréter Ausdehnung oder

Ausbreitung zur lingualen Flache der Epiglottis
T4a Tumor infiltriert eine der folgenden Nachbarstrukturen:
Larynx, auBere Muskulatur der Zunge (M. genioglossus, M.
hyoglossus, M. palatoglossus, M. styloglossus), Lamina
medialis des Processus pterygoideus, harter Gaumen oder

Unterkiefer



T4b Tumor infiltriert eine der folgenden Nachbarstrukturen: M.
pterygoideus lateralis, Lamina lateralis des Processus
pterygoideus, Schadelbasis oder umschlie3t die Arteria

carotis interna

N Definition
Nx Regionare Lymphknoten nicht beurteilbar
NO Keine regiondren Lymphknotenmetastasen
N1 Metastase in solitdrem ipsilateralen Lymphknoten, 3 cm

oder weniger in groRter Ausdehnung
N2a Metastase in solitdrem ipsilateralen Lymphknoten,

mindestens 3 cm aber nicht mehr als 6 cm in gré3ter

Ausdehnung
N2b Metastasen in multiplen ipsilateralen Lymphknoten, keiner
mehr als 6 cm in gréfter Ausdehnung
N2c Metastasen in bilateralen oder kontralateralen
Lymphknoten, keiner mehr als 6 cm in groRter Ausdehnung
N3 Metastase(n) in Lymphknoten mit mehr als 6 cm in groRter
Ausdehnung
Definition
Mx Fernmetastasen kénnen nicht beurteilt werden
Mo Keine Fernmetastasen vorhanden
M1 Fernmetastase(n) vorhanden, kann ergénzt werden durch

die Bezeichnung des Organs (zum Beispiel pul fur Lunge)

Dabei werden alle Aspekte in eine international anerkannte Tumorformel ibernommen,

welche eine prognostische Einteilung in sieben Schweregrade ermdglicht (siehe

Tabelle 2).



Tabelle 2: UICC-Stadieneinteilung bei HNSCC (2010) (T=GréRe und Ausdehnung

des Priméartumors, N=Lymphknotenbefall (Nodes), M=Fernmetastasen ja (M1) oder

nein (MO0))

Stadium T N M
0 Tis NO MO
| T1 NO MO
| T2 NO MO
11l T1 N1 MO

T2 N1 MO

T3 NO, N1 MO

IVa T4 NO, N1 MO
Jedes T N2 MO

IVb Jedes T N3 MO
Ve Jedes T Jedes N M1

Zudem erfolgt eine histopathologische Einteilung nach dem Differenzierungsgrad
(Grading). Diese gibt Auskunft Gber den Malignitatsgrad eines Tumors. G1 bedeutet
dabei eine gute Differenzierung des Tumors, das heiflt das Gewebe ist histologisch
und zytologisch dem normalen Plattenepithel des Oropharynx sehr dhnlich. G2 zeigt
eine maRige oder mittelgradige Differenzierung. G3 bedeutet ein schlecht oder wenig
differenziertes Karzinom, welches nur leichte Ahnlichkeit mit dem normalen Epithel
zeigt, dafur reichlich Mitosen und auch atypische, deutliche Zell- und
Kernpolymorphien aufweist. G4 schlieBlich kennzeichnet ein un- oder entdifferenziertes
Karzinom (UICC 7. Auflage 2010).

2.2.4 Risikofaktoren

Laut IARC (International Agency for Research on Cancer) gilt Tabakrauch als

Karzinogen der Klasse 1, welches ,sicher krebserzeugend bei Menschen® bedeutet. Er
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enthalt mehr als 50 bekannte Karzinogene (IARC 1978, 2002). Als weiterer
Hauptrisikofaktor ist der chronische Alkoholkonsum zu nennen (Lewin et al. 1998).
Treten beide Faktoren gemeinsam auf verhalt sich der Effekt multiplikativ (Olsen et al.
1985). Laut Nibu und Inoue aus dem Jahre 1998 bewirkte der Alkoholkonsum durch
eine verminderte Speichelproduktion einen direkten Zellschaden und erleichtert als
Lésungsmittel zusatzlich die Diffusion von im Tabakrauch enthaltenen Karzinogenen in
die Schleimhaut (so zum Beispiel polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe und
Nitrosamine). Des Weiteren wird Alkohol zu Acetaldehyd metabolisiert, welches

wiederum die Reparaturmechnismen in den Zellen stért (Morse et al. 2010).

Auch virale Infektionen sind bei der Entstehung von Kopf-Hals-Karzinomen beteiligt. So
stellt beispielsweise das Eppstein-Barr-Virus bei der Entwicklung eines Malignoms im
Nasopharynx einen wichtigen Faktor dar. Eine Infektion mit HPV wird mit
oropharyngealen Neoplasien in Verbindung gebracht (de Souza et al.,2012). HPV
kénnen das gesamte Epithel des oberen Aerodigestivtraktes infizieren, doch findet man
sie besonders haufig in Tumoren des Oropharynx und dabei vor allem in den

Gaumentonsillen (Klussmann et al. 2001).

Des Weiteren gelten unzureichende Mundhygiene und langandauernde mechanische
Irritationen, zum Beispiel durch schlecht sitzende Zahnprothesen, als mdgliche
Risikofaktoren. Eine UbermaRige UV-Exposition spielt bei der Entstehung von
Karzinomen an den Lippen eine Rolle. Menschen mit Diabetes Typ 2, ausgepragter
Immunschwéache sowie einigen seltenen Vorerkrankungen weisen ebenfalls ein
gesteigertes Risiko auf. Es gibt zudem deutliche Hinweise, dass auch eine genetische
Veranlagung bei der Karzinomentstehung im Kopf-Hals-Bereich eine Rolle spielt (RKI,
2013).

2.2.5 HPV-assoziierte und HPV-negative Tumore

Einige der Gber 100 Typen des Humanen Papillomvirus, so genannte ,high-risk’ Typen,
kénnen Plattenepithelkarzinome induzieren (zur Hausen, H. 2002). Die HPV-DNA des
héaufigsten ,high-risk’ Typen, HPV16, wird auch bei Plattenepithelkarzinomen des Kopf-
Hals-Bereiches, vor allem in der Region des Oropharynx, gefunden (Andl et al. 1998;

Gillison et al. 2000). Bis zu der Hélfte der Tumoren des Oropharynx sind durch eine
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Infektion mit onkogenen HPV-Viren verursacht. In zahlreichen Untersuchungen konnte
unter anderem der Zusammenhang zwischen einer HPV-Infektion und der besseren
Prognose von Patienten gegeniber HPV-negativen Karzinomen des Oropharynx
gezeigt werden (Klussmann et al. 2004; Wittekindt et al. 2005). Eine kausale
Beteiligung von HPV16 am Tumorgeschehen gilt jedoch nur fur einige dieser Tumoren
mit aktiver Expression der Onkogene E6 und E7 (Wiest et al. 2002; Jung et al. 2010).

Die HPV-induzierten und die HPV-negativen Kopf-Hals-Karzinome, insbesondere derer
im Oropharynx, zeigen sowohl Gemeinsamkeiten als auch Unterschiede auf (siehe
Tabelle 3). Patienten mit HPV-positiven OSCC sind meist jiinger (Capone et al. 2000)
und haufiger weiblichen Geschlechts (Lindel et al. 2001). Alkohol- und Tabakkonsum
sind bei Patienten mit HPV-induzierten Karzinomen geringer oder sogar Uberhaupt
nicht vorhanden (Andl et al. 1998). Laut Klussmann et al. aus dem Jahre 2001 spielen
konventionelle Risikofaktoren bei HPV-assoziierten Tumoren eine untergeordnete
Rolle. HPV-positive Patienten sind durch eine erhéhte Anzahl von Sexualpartnern und

durch oral-genitalen oder oral-analen Kontakt charakterisiert (Smith et al. 2004).

Andere Studien zeigen eine Assoziation zwischen HPV-induzierten Karzinomen und
einer undifferenzierten Histologie, einer kleinen GréRe des Primartumor (< T2) und
haufig das Vorhandensein regionaler Lymphknotenmetastasen zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung (Smith et al. 2004; Hafkamp et al. 2008).

Molekularpathologische Unterschiede wurden bereits in den vorherigen Kapiteln

beschrieben.

Vor allem aber wurde ein verbessertes Uberleben fir die Patienten mit HPV-positiven
OSCC gezeigt. HPV-assoziierten Tumoren sprechen dabei vor allem besser auf die
Radio-Chemotherapie (kurz RCT) an und zeigen dadurch ein deutlich bessere

Prognose (Ang et al. 2010).



Tabelle 3: Vergleich von Faktoren bei HPV-induzierten und HPV-negativen Karzinomen

HPV-positive OSCC

HPV-negative OSCC

Patientenabhingig
Alter / Geschlecht

Risikofaktoren

Tumorabhéngig
GroRe / Metastasierung

Lokalisation

Histologie
Molekularpathologisch

Therapieansprechen auf
RCT
Prognose

Inzidenz

junger, haufiger weiblichen
Geschlechts
hohe Anzahl Sexualpartner

kleine Tumorgrofe (T1-
T2), haufig N+

Oropharynx, v.a. Tonsillen

undifferenziert

p53 und pRb
Funktionsverlust durch
Expression der viralen
Onkogene E6 und E7
gut

gut

ansteigend

alter (> 60 Jahre)

UbermaRiger Alkohol

und/oder Tabakkonsum

grofe Tumoren (>T2)
haufig(er) NO

auch Regionen auflerhalb
des Oropharynx

moderat bis gut differenziert
p53 Mutationen,

zytogenetische Instabilitét

schlecht

schlecht

sinkend

2.2.6 Therapie und Prognose von HNSCC

Die Therapie von Kopf-Hals-Karzinomen ist international bis heute uneinheitlich. Es ist

dabei allerdings grundsatzlich therapeutisch ein multidisziplindrer Ansatz erforderlich.

Therapieverfahren

chemotherapeutischen

bestehen

MaRnahmen,

in  chirurgischen,

welche

strahlentherapeutischen

alleinig

oder

oder in Kombination

untereinander eingesetzt werden kénnen (Kessler et al. 2008).



Die Behandlung von Kopf-Hals-Tumoren besteht zumeist aus der operativen
Entfernung des Tumors, sowie unter Umstdnden aus einer Ausrdumung der
Halslymphknoten mit umgebendem Gewebe (Neck-Dissection) und einer
anschliefende Radio- und/oder Chemotherapie. Die operative Resektion des Tumors
als primare Therapie soll die Toxizitat einer anschlie@enden Radio-Chemotherapie
verringern, sowie die physische und psychische Belastung einer alleinigen Radio-
Chemotherapie so klein wie méglich halten. Im Falle von inoperablen Tumoren ist die
kombinierte Radio-Chemotherapie die Therapie der Wahl. Versucht wird dabei den
Tumor so weit zu verkleinern, dass er anschlieBend gegebenenfalls noch operativ
vollstandig entfernt werden kann. Letztendlich ist die Wahl der Therapie von
verschiedenen Faktoren abhéngig. Tumorstadium und -lokalisation, Alter und
allgemeiner Gesundheitszustand des Patienten sowie individuelle Patientenwiinsche

spielen dabei eine Rolle (Jemal et al. 2008).

HPV-induzierte und HPV-nicht-induzierte Tumore werden bis heute gleichermalen
behandelt. Zu erwahnen ist aber die Studie von Lindel et al., in der alle Patienten
dasselbe Schema einer Strahlentherapie erhielten. Hier war das gunstige
Ansprechverhalten der HPV-positiven Tumoren auf die Therapie besonders deutlich.
Vermutet wird dabei eine erhéhte Radiosensitivitdt HPV-assoziierter Karzinome.
Entsprechend zeigen HPV-induzierte Oropharynxkarzinome eine deutlich bessere
Prognose (Lindel et al. 2001; Ang et al. 2010; Wittekindt et al. 2018).

Nach Angaben des Zentrums fir Krebsregisterdaten (ZfKD) des Robert-Koch-Instituts
betragt die relative 5-Jahres-Uberlebensrate fiir die Jahre 2013/2014 bei Ménnern rund
48% und bei Frauen 59% fur nicht-HPV-induzierte Karzinome des Rachens und der
Mundhéhle.

Weitere Prognosefaktoren sind die Lokalisation des Primartumors sowie
Stagingparameter (NO / N+). Auch die klinische Studie von Fakhry et al. (Fakhry et al.
2008) zeigt eine verbesserte Uberlebensrate von Patienten mit HPV-induzierten
Tumoren im Gegensatz zu solchen mit einer HPV-negativen Karzinogenese. Des
Weiteren folgt bei Patienten mit HPV-positiven OSCC ein verlangertes krankheitsfreies
Intervall als bei nicht HPV-induzierten Tumoren und es zeigte sich ein signifikant
verringertes Rezidivrisiko (Ragin und Taioli 2007).



2.3 Laktatdehydrogenase A

Die Laktatdehydrogenase (LDH) ist ein zytoplasmatisches Enzym, welches folgende
reversible Reaktion in der anaeroben Glykolyse katalysiert:

0 - o)
N 7 N\
C LOH (&4
| + NADH + HY s I + NAD+
C=0 H=— C—= OH
| |
CHa CHa
Pyruvat Laktat

Abbildung 4: Die chemische Reaktion von Pyruvat zu Laktat mit Hilfe der
Laktatdehydrogenase (LDH)

In menschlichem Gewebe gibt es 5 aktive Isoenzyme der Laktatdehydrogenase. Das
Enzym ist ein Tetramer, welches aus zwei unterschiedlichen Polypeptidketten M und
H (auch A und B genannt) zusammengesetzt ist. Diese Einheiten verbinden sich in
unterschiedlicher Weise, so dass 5 Enzymkomplexe entstehen. Diese werden nach
ihrer Zusammensetzung H4, H3M, H2M2, HM3 und M4 genannt (Tabelle 4). H-Ketten
dominieren im Herzmuskel, wdhrend M-Isoformen vor allem im Skelettmuskel
vorkommen. In Muskelzellen ist die hauptséachliche Form der LDH das Isoenzym A
(LDHA), bestehend aus vier A-Untereinheiten. Liegen mehr A als B-Ketten vor, so wird
das Enzym effizienter bei der Umwandlung von Pyruvat zu Laktat (LDHA
beziehungsweise LDHS5). Bei einem Uberwiegenden Vorliegen von B-Einheiten (LDH1
beziehungsweise LDHB) wird vor allem die Reaktion von Pyruvat zu Acetyl-CoA
katalysiert (Krebs-Zyklus). Jedes Monomer besitzt dabei seine eigene NADH-

Bindungsstelle.



Tabelle 4: Zusammensetzung der 5 Isoenzyme der Laktatdehydrogenase. Die

Untereinheiten werden von den Genen LDHA und LDHB codiert

Isoenzym Enzymkomplexe
LDH-1 H4 4 x LDHB
LDH-2 H3M1 3 xLDHB /1 x LDHA
LDH-3 H2M2 2 x LDHB /2 x LDHA
LDH-4 H1M3 1xLDHB /3 x LDHA
LDH-5 M4 4 x LDHA

Anders als normale Zellen gewinnen Tumorzellen auch bei ausreichender
Sauerstoffversorgung ihre Energie primar aus Glukose durch die Umwandlung von
Pyruvat zu Laktat und nicht durch vollstandige Oxidation mit Hilfe von Sauerstoff
wahrend des Krebs-Zyklus. Dieses Phadnomen wird als ,Warburg-Effekt” bezeichnet
(siehe Abbildung 5). Nach Aufnahme Uber den Glukosetransporter GLUT1 wird
Glukose in der Glykolyse zu Pyruvat umgewandelt. In normalen Zellen wird Pyruvat in
die Mitochondrien geschleust, wo es mit Hilfe von Sauerstoff in der oxidativen
Phosphorylierung zur ATP-Synthese verwendet wird. Tumorzellen gewinnen Energie
Uberwiegend in der Glykolyse. Dabei entstehendes Laktat wird Uber den
Monocarboxylattransporter MCT1 aus der Zelle ausgeschleust und sorgt so fur einen
Abfall des pH-Wertes im Blut.
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Abbildung 5: Vergleich des Glukosemetabolismus einer gesunden mit einer

transformierten Zelle (,Warburg Effekt")

Eine klinische Relevanz erfahrt der Glukosemetabolismus dahingehend, dass die
erhdhte Expression von Glukosetransportern (GLUT1, GLUT3) seit langem in der
medizinischen Diagnostik genutzt wird. Die Glykolyserate eines Tumors kann mittels

Positronen-Emissions-Tomographie (PET) sichtbar gemacht werden.

Bei gesunden Epithelzellen steigt der LDH-Level bei einer Zellantwort auf Hypoxie,
Nekrose, Hamolyse und Myokardinfarkten an. Da LDHA eine Schlisselrolle bei der
Regulation der anaeroben Glykolyse spielt, sind Tumorzellen fir ihr Wachstum durch
eine Hochregulation von LDHA nicht mehr auf die Versorgung mit Sauerstoff
angewiesen, sondern sie nutzen die Energie durch die Umwandlung von Pyruvat zu

Laktat in der anaeroben Glykolyse.

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass Tumorzellen und gesundes menschliches
Gewebe eine gleiche Konzentration von LDHB zeigen. LDHA hingegen ist in
Tumorzellen deutlich erhéht (Miao et al. 2013; Shi und Pinto 2014). So untersuchte
Koukourakis et al. die Expression von LDHA im kolorektalen Adenokarzinom. Dabei

zeigte sich eine Korrelation zwischen dessen Uberexpression und schlechter



Uberlebensrate der Patienten. Koukourakis et al. konnten auch im Lungenkarzinom
eine erhéhte Expression von LDHA finden. Diese korrelierte mit der Tumoraggressivitat
und schlechter Prognose fur die Patienten. Dies spiegelte sich auch in den erhéhten
LDH-Konzentrationen im Serum der Patienten wieder (Koukourakis et al. 2003;
Koukourakis et al. 2009; Koukourakis et al. 2009).

Auch bei Kopf-Hals-Tumoren konnte diese Arbeitsgruppe eine Uberexpression von
LDHA feststellen. Hier zeigten sich eine erhdéhte Bildung von Metastasen und eine
starkere Infiltration des Tumors in umliegende Gewebe. Auflerdem wurden vermehrt
Rezidive festgestellt (Koukourakis et al. 2009).

2.4 Hypoxie

Unter Hypoxie werden sowohl in gesunden Zellen als auch in veréanderten Zellen Uber
HIF-1-a verschieden Gene reguliert. Der Transkriptionsfaktor HIF-1-a steht dabei im
Zentrum eines komplexen Netzwerkes. Unter Normoxie wird HIF-1-a an Prolinresten
von spezifischen Prolylhydroxylasen (PHDs) hydroxyliert. Dies fihrt zu einer
Ubiquitinierung von HIF-1-a Uber das Von-Hippel-Lindau-Tumorsuppressor-Gen (kurz
VHL-Gen) und in der Folge zu dessen proteosomalen Degradation. Ein hypoxisches
Milieu stabilisiert wiederum den Transkriptionsfaktor da die PHD-Aktivitat
Sauerstoffabhangig ist. Die Prolinreste kénnen nicht mehr hydroxyliert werden und es
kommt zu einer Dimerisierung von HIF-1-alpha und HIF-1-beta. Der hieraus
entstehende HIF Komplex kann nun in den Zellkern wandern und dort verschiedene
Gene, unter anderem der Glukoseaufnahme, Glykolyse, Laktatproduktion, pH-
Regulation und Angiogenese regulieren (Airley et al. 2007) (siehe Abbildung 6). Dies
fuhrt zu einer Induktion von Enzymen der anaeroben Glykolyse fiir die ATP-Synthese
unter  hypoxischen Bedingungen. Zu diesen Enzymen gehdéren die
Laktatdehydrogenase A (LDHA) und Glukosetransporter wie GLUT-1 und GLUT-3.
Auch die HP-Virusproteine E6 und E7 beeinflussen den Zellmechanismus
dahingehend, dass selbst ohne das Vorliegen von hypoxischen Bedingungen HIF-1a

stabilisiert wird und als Dimer in den Zellkern wandern kann.
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Abbildung 6: Der Abbau von HIF-1-alpha unter Normoxie und dessen
Stabilisierung unter Hypoxie (Pr = Prolinreste; OH = Hydroxylgruppen; Ubi =
Ubiquitinreste)

2.41 Hypoxie und der physiologische Glukosemetabolismus

Die Konzentration der Laktatdehydrogenase A ist unter hypoxischen Zellbedingungen
erhoht. Dabei erfiillt die Bildung von Laktat den Zweck, das in der Glykolyse benétigte
Nicotinamidadenindinukleotid+ (kurz NAD+) zu generieren. Physiologisch zeigt sich
dieser Effekt vor allem unter einem intensiven und langandauernden Muskeltraining.
Laktat reichert sich in den Muskeln an wenn der Verbrauch von Sauerstoff dessen
Vorrat Ubersteigt. Das Laktat selbst ist fur den Organismus nicht weiter nutzbar und
wird von der Zelle ausgeschieden. Es wird anschlieBend Uber den Blutstrom in die
Leber transportiert. Dort l1duft in Gegenwart von NAD+ die umgekehrte Reaktion ab und



Laktat wird dabei zu Pyruvat oxidiert. Die Reaktion lauft auch in einigen
Muskelgeweben ab, sofern NAD" verfiigbar ist (Bensaad und Harris 2014).

2.4.2 Hypoxie und der onkogene Glukosemetabolismus

Auch Onkoproteine kénnen HIF-1-alpha stabilisieren und somit die Energieversorgung
eines Tumors auch unter Hypoxie gewahrleisten (Semenza, G.L. 2007; Miao et al.
2013; Shi und Pinto 2014). Weiterhin stimuliert HIF-1a die Angiogenese und fuhrt
durch eine erhéhte Sauerstoffversorgung des Tumors zu einer verstarkten
Radiosensitivitdt von HPV-positiven Tumorzellen (Lindquist et al. 2007; Semenza, G.L.
2007; Arenz et al. 2014).

Die Forschungsgruppe der Tumorforschung der Hals-, Nasen- Ohrenheilkunde der
Justus-Liebig-Universitat GieRen (Knuth et al. 2017) untersuchte den Einfluss von HIF-
1a bei HPV-positiven Zelllinien von HNSCC unter Normoxie und unter hypoxischen
Bedingungen. Die Ergebnisse zeigten eine vermehrte Expression von HIF-1a und
PHD2 bei HPV-positiven HNSCC sowohl unter Normoxie als auch unter Hypoxie im
Vergleich zu HPV-negativen Zelllinien. HIF-1a zeigte dabei unter Normoxie ein bis zu
7-fach héheres Proteinlevel bei den HPV-positiven Zelllinien als bei HPV-negativen.
Unter Normoxie wird HIF-1a hydroxyliert und abgebaut, dabei spielt PHD2 offenbar
eine wichtige Rolle. In der Arbeit von Knuth et al. wurde weiterhin die Wundheilung in
vitro untersucht, um die zelluldre Anpassungsreaktion auf Hypoxie zu vergleichen. Eine
Inhibition von HIF-1a flihrte zu einer verminderten Migration und Proliferation in HPV-
positiven Zelle, nicht so bei HPV-negativen Zelllinien. Zellen ohne HPV-Assoziation
anderten ihr Proliferations- und Migrationsverhalten nicht unter HIF-1a-Inhibition,
allerdings verschlechterte sich die wundheilende Zellaktivitdt unter chemisch
induzierter Hypoxie. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass unter hypoxischen
Bedingungen in der Immunfluoreszenz von HPV-positiven Zellen eine verringerte
Farbung von E-Cadherin vorliegt. E-Cadherin ist ein transmembrandses Protein
welches vor allem in Epithelien vorkommt. Cadherine dienen der Zell-Zell-Adhasion
und sind somit entscheidend an Zellkontakten und Gewebeverbunden beteiligt. Der
Verlust von E-Cadherin wird in Zusammenhang mit erhdhtem Metastasierungsrisiko
von HPV-assoziierten HNSCC gebracht. Zusammenfassend zeigt die Arbeit von Knuth
et al., dass in HPV-positiven HNSCC-Zelllinien unter Hypoxie vermehrt HIF-1a
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exprimiert wird und der PHD2-Level hingegen verringert ist. Zuséatzlich fand die
Arbeitsgruppe heraus, dass HIF-1a bei HPV-assoziierten Zelllinien vor allem im
Zellkern lokalisiert ist. Von daher wird weiterfihrend angenommen, dass HIF-1a einen
funktionellen Einfluss auf die Zellregulation und Tumorwachstum hat und das

Uberleben von Zellen férdert.

Die Arbeitsgruppe fiihrte in diesem Bereich weiterfiihrende Untersuchungen durch und
verglich den Zellmetabolismus von HPV-positiven und HPV-negativen Tumorzellen,
diesmal im Bereich des Glukosestoffwechsels von OSCC (Sharma et al. 2017). Mittels
eines PET-CT (einer Kombination aus Positronen-Emissions-Tomografie und
Computertomografie) kénnen zuvor verabreichte Radiopharmaka detektiert und
Ruckschlisse unter anderem auf die Stoffwechselaktivitdit von Tumoren gezogen
werden. Sharma et al. nutzen dabei die mit Fluor markierte Fluordesoxyglucose (F-
FDG), welche aus der Blutbahn mittel Glukosetransportern in die Zelle aufgenommen
wird und dort Rickschlisse auf den Glukosemetabolismus erlaubt. Tumorzellen
zeichnen sich dabei durch einen besonders hohen Glukosestoffwechsel (verstarkte
Glukoseaufnahme und Glykolyse, vermehrte Laktatproduktion) aus. Entgegen der
Annahme einer unterschiedlichen Glukoseaufnahme bei HPV-positiven und negativen
OSCC =zeigten sich im PET-CT keine signifikanten Unterschiede. Die
Glukoseaufnahme war allerdings bei HPV-positiven Lymphknotenmetastasen
signifikant hoher als bei HPV-negativen Metastasen. Es zeigte sich weiterhin ein
erhdhter Glukosemetabolismus bei HPV-negativen Primartumorproben mit einer GréRRe
T3 und T4. Dies wird mit hypoxischen Tumorbereichen durch eine verringerte
Sauerstoffversorgung bei grolen Tumoren in Verbindung gebracht. Die Arbeitsgruppe
stellt aus diesen gewonnen Erkenntnissen die Hypothese auf, dass die
Glukoseaufnahme bei HPV-assoziierten OSCC an die Interaktion von viralen
Onkoproteinen mit Zellproteinen gekoppelt ist. Dies wiirde zu einer HPV-induzierten
Glykolyse fuhren, hervorgerufen durch eine Hypoxie-unabhangige Induktion von HIF-
1a.

Auf Grund der bereits veroffentlichen und in den Kapiteln zuvor erlduterten Daten
bezuglich der LDHA-Expression bei Tumoren und den Vorarbeiten der Arbeitsgruppe
(Knuth et al. und Sharma et al.), sollte in dieser Arbeit die LDHA-Expression als
essentieller Teil des Glukosemetabolismus bei HPV-assoziieten OSCC untersucht

werden.



3. Fragestellung und Ziel dieser Arbeit

Der Schwerpunkt der HNO-Tumorforschung in GieRen liegt darin, den Zusammenhang
von humanen Papillomaviren mit Mechanismen der Karzinogenese, dem Ansprechen
auf verschiedene Therapiemdglichkeiten und der Prognose von Patienten mit malignen
Kopf-Hals-Tumoren zu untersuchen. Dabei spielt besonders der Transkriptionsfaktors
HIF und dessen Einfluss auf verschiedene Signalkaskaden innerhalb der HPV-
assoziierten Tumorzelle eine Rolle. Der Einfluss viraler Onkoproteine auf HIF-1-a und
dadurch bedingter Expression von Enzymen der anaeroben Glykolyse soll in dieser

vorliegenden Arbeit weiterfihrend untersucht werden.

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass eine veranderte LDHA-Expression einen
Einfluss auf die Karzinogenese und auf das Therapieansprechen von malignen
Tumoren hat (Sheng et al 2012; Rong et al 2013; Huang et al 2016). Im Bereich der
Oropharynxkarzinome wurde dies bisher allerdings wenig untersucht. Allerdings
zeigten dabei vor allem die Arbeitsgruppe um Knuth und Sharma die Bedeutung von
HIF-1a bei der Karzinogenese von HPV-assoziierten OSCC und den Einfluss auf den
Glukosemetabolismus der transformierten Zelle (Knuth et al. 2017; Sharma et al.
2017).

Auf Grund der zuvor beschriebenen Erkenntnisse liegt dieser Arbeit die Fragestellung
zugrunde, ob bei HPV-assoziierten Plattenepithelkarzinomen im Oropharynx ein
Unterschied in der Expression von LDHA im Vergleich zu einer Noxen-assoziierten
Karzinogenese festgestellt werden kann. Dafir wurden das immunhistochemische
Farbemuster, die LDHA-Intensitdt und die GréRe der stark gefarbten LDHA-Flache
ausgewertet. Zudem soll untersucht werden, ob eine verénderte Expression von LDHA

Einfluss auf das Uberleben der Patienten hat.
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4. Material und Methoden

4.1 Datenmaterial

Die Patienten des in dieser Arbeit untersuchten Kollektivs befanden sich wegen eines
histologisch gesicherten OSCC in Behandlung in der Klinik fur Hals-, Nasen- und
Ohrenheilkunde des Universitatsklinikums der Justus-Liebig-Universitat in GieRen.
Grundlage der Patientenauswahl war ein Untersuchungszeitraum vom 01.01.2000 bis

zum 31.12.2016. Zur Datenerfassung wurden folgende Dokumente ausgewertet:

e poliklinische Patientenakte
o stationdre Patientenakte

e histo-pathologische Untersuchungsberichte und —befunde

Das aufgenommene Datenmaterial enthalt folgende Informationen:

e biometrische Merkmale:
— Geschlecht
— Alter: Die Patienten des Kollektivs wurden eingeteilt in ,jung” (Alter bei
Diagnosestellung unter 60 Jahren) und ,alt* (Patienten >= 60 Jahre)
— Alkohol- und Tabakkonsum

o Die Einteilung des Alkoholkonsums erfolgte in der MaReinheit
des sogenannten ,Standardglas“. Diese Maleinheit der
Bundeszentrale fir gesundheitliche Aufkldrung gibt den
Alkoholgehalt unabhéngig von der aufgenommenen Menge an
Flussigkeit an. Ein Standardglas entspricht dabei zehn Gramm
reinem Alkohol.

Fur die statistische Auswertung wurden die Patienten aufgeteilt in
< 2 Standardglasern und >= 2 Standardglasern pro Tag.

o Als Raucher wurden Patienten mit einem Nikotinkonsum von
mindestens 3 Zigaretten pro Tag eingestuft. Bei weniger als
dieser Anzahl pro Tag galten diese Patienten als Nichtraucher.
Ebenfalls als Nichtraucher wurden Patienten eingestuft, wenn
der Nikotinabusus seit mindestens 16 Jahren eingestellt wurde.



e Tumordiagnose
— Diagnosedatum
— TNM-Klassifikation
— anatomische Lokalisation
— UICC-Stadium
— histologische Klassifizierung
— Residualstadium
e Therapie
— Therapiedatum
— Art der angewandten Therapiemafinahme(n)
e Prognose
— Patient lebendig oder verstorben
— Uberleben nach Erstdiagnose
— Dauer der Tumorfreiheit

— Auftreten eines Rezidivs

Die Daten wurden in eine IBM-SPSS-Datei eingepflegt und ausgewertet.

4.2 HPV-Nachweis

Der Nachweis der HPV-DNA in allen Gewebeproben erfolgte am Institut fur
angewandte Tumorbiologie des Pathologischen Instituts des Universitatsklinikums in
Heidelberg. Dies geschah mit einer PCR zur HPV-Genotypisierung. Zusatzlich erfolgte
die immunhistochemischen Untersuchung von p16 an den einzelnen Gewebeschnitten.
Die Kombination beider Testverfahren ist heutzutage als obligat anzusehen. Laut
Hoffmann et al. (2010) kann ein geringer Anteil von Karzinomen im Kopf-Hals-Bereich
eine p16-Uberexpression trotz HPV-Negativitdt aufweisen. Eine alleinige
immunhistochemische Untersuchung auf eine p16-Uberexpression kann somit zu
einem falsch positiven Ergebnis fiihren. Nur die Kombination von positiver HPV-DNA
und dem Nachweis einer Uberexpression von p16 filhren zur sicheren Diagnose eines

HPV-positiven Gewebes.



4.3 Patientenkollektiv

Aus den aufgenommenen Daten wurden Patienten mit einem HPV-positiven
Untersuchungsbefund eines OSCC und ohne nodalen Metastasen (N=0) ausgewahlt.
Wie bereits erlautert liegt im Zentrum des Tumornestes bei groRen Tumoren eine
verringerte Sauerstoffversorgung vor und durch diese hypoxischen Tumorbereiche
kann es bereits zu einem immunhistochemischer Nachweis von LDHA ohne
Beteiligung von HPV kommen. Aus diesem Grund kamen flr die vorliegende Arbeit nur
Patienten mit einem histologisch gesicherten OSCC der GréRen T1 bis einschlieRlich
T3 in Frage. Zu diesen ausgewahlten Patienten wurden passende weitere Patienten
gewahlt (HPV-positiv und N+ sowie HPV-negativ und NO beziehungsweise N+, Alter,
Geschlecht) und so ein sogenanntes ,matched-pair‘-Kollektiv erstellt, so dass
insgesamt 74 Patientinnen und Patienten eingeschlossen werden konnten. 34
Patienten (entspricht 46 %) zeigten einen HPV-positiven Befund, wohingegen die

andere Halfte des Patientenkollektivs keine HPV-assoziierte Tumorgenese aufwies.

Eine ausfuhrliche Aufstellung des Patientenkollektivs findet sich in Tabelle 5.

Tabelle 5: Detaillierte Aufstellung des Patientenkollektivs

Gesamt- HPV- HPV- p-Wert
Patientencharakteristika kollektiv negativ positiv
n=74 n =40 n =34
Geschlecht mannlich 53 32 21
(72%) (80%) (62%)
weiblich 21 8 13 0,083
(28%) (20%) (38%)
Alter jung (<60 Jahre) 26 15 11
(35%) (38%) (32%) 0.644
alt (>=60 Jahre) 48 25 23 ’
(65%) (62%) (68%)
ECOG gesund (0-1) 61 34 27
(82%) (85%) (79%)
krank (2-4) 13 6 7 e
(18%) (15%) (21%)
Alkohol >2 33 29 4
Standardglaser (45%) (73%) (12%)
<2 39 10 28
Standardglaser (53%) (25%) (82%) 0,000
keine Angabe 2 1 2
(2%) (2%) (6%)




Nikotin ja 47 32 15
(64%) (80%) (44%)
nein 24 7 17 g
(32%) (18%) (50%)
keine Angabe 3 1 2
(4%) (2%) (6%)
Tumorcharakteristika
Lokalisation Vorderwand 22 9 13
(30%) (23%) (38%)
Seitenwand 42 22 20
_ (57%) (55%) (59%) 0.119
Hinterwand 1 1 0 ’
(1%) (2%) (0%)
Dach 9 8 1
(12%) (20%) (3%)
uiCcC- 1-3 44 23 21
Stadium (59%) (57%) (62%)
4a 25 13 12
(34%) (33%) (35%) 0,297
4b-c 5 4 1
(7%) (10%) (3%)
T-Stadium 1-2 54 29 25
(73%) (72%) (74%)
g 20 11 9 g
(27%) (28%) (26%)
N-/M- NO und MO 29 20 9
Stadium (39%) (50%) (26%) 0.154
N>0/ M>0 45 20 25 ’
(61%) (50%) (74%)
Therapie
sanierende OP 60 33 27 alle
. . (81%) (83%) (80%) Patienten
Neck-Dissection 53 31 22 bekamen
(72%) (78%) (65%) cine/
Bestrahlung 56 28 28 mehrere
(75%) (70%) (82%) Kurative
Chemotherapie 31 15 16 Th ;
(42%) (38%) (47%) erapien

*p-Wert ermittel via Log Rank (Mantel-Cox)-Test

Anmerkung zur Therapie:

Zeilen ergeben nicht 100%, da bei Patienten auch mehrere Therapieansédtze in Kombination

erhalten konnten.



4.4 Biometrische Merkmale

Von den untersuchten Patienten (n = 74) sind 21 weiblich (entspricht 28,4%) und 53
Patienten mannlich (entspricht 71,6%)

Die Altersverteilung zum Zeitpunkt der Diagnose liegt zwischen 42,9 und 82,3 Jahren.
Zur statistischen Auswertung wurde die Altersspannweite in ,jung” (unter 60 Jahren)
und ,alt* (>= 60 Jahre) unterteilt. 26 Patienten sind zum Zeitpunkt der Diagnose jlinger
als 60 Jahre, 48 sind é&lter.

Es lasst sich weiterhin erkennen, dass nur bei 16 (entspricht 21,6%) der insgesamt 74
Patienten weder ein Nikotin-, noch an einem Alkoholabusus festgestellt wurden. 7
Patienten mit einem HPV-negativen Status (dies entspricht 9,5% des Gesamtkollektivs
und 17,5% der HPV-negativen OSCC) litten weder an einer Alkohol-, noch an einer
Nikotinabhangigkeit, wohingegen Patienten mit einem HPV-assoziierten OSCC
haufiger weder einen Nikotin-, noch einen Alkoholabusus angaben (15 Patienten,
entspricht 20,3% des Gesamtkollektivs und 44,1% der HPV-positiven OSCC).

4.5 Tumordiagnosen

Der Zeitpunkt der Erstdiagnose eines OSCC ereignete sich bei den 74 Patienten Uber
einen Zeitraum von 14 Jahren (24.07.2000 bis 29.04.2014).

Bezuglich der Lokalisation wurde aufgenommen in welchem anatomischen Bereich der
Tumor vorzufinden war (Zungengrund, Vallecula, Tonsillen, Glossotonsillarfurche,
Weichgaumen, Uvula, Hinterwand und mehrere Bereiche Uberlappend). Anschlieend
erfolgte eine weitere Gruppierung in vier Abschnitte (Vorder- und Hinterwand, Dach,
Seitenwand). Zungengrund und Vallecula gehéren dabei zur Vorderwand, Tonsillen
und Glossotonsillarfurche jeweils zur Seitenwand, Weichgaumen und Uvula zum Dach
des Oropharynx. Der Bereich der Tonsillen (Seitenwand des Oropharynx) macht dabei

mit knapp 40% den gréRten Teil der Tumorlokalisation aus (siehe Abbildung 7).

Die Verteilung der Lokalisation der Primartumore bei Erstdiagnose lasst sich weiterhin
Abbildung 8 entnehmen.
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Abbildung 7: Detaillierte Lokalisation der Primartumore bei Erstdiagnose
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Abbildung 8: Kateqorisierte Lokalisation der Primartumore bei Erstdiaanose



Es erfolgte weiterhin eine Analyse der UICC-Stadien bei Erstdiagnose. Nach Vorgaben
der UICC lassen sich Stadien von Krebserkrankungen nach der TNM-Klassifikation zu
folgenden Stadiengruppierungen zusammenfassen (UICC Stadien 7. Auflage (gultig ab
2010)).

e Stadium| T1 NO MO

e Stadium Il T2 NO MO

e Stadium Il T3 NO MO

bis T3 N1 MO

e Stadium IV
IV a: T1-3 N2 MO oder T4a NO-2 MO
IV b: jedes T N3 MO oder T4b NO-3 MO
IV c: jedes M1

Die Stadien Il und IVa sind mit jeweils Gber 30% am héaufigsten vertreten. Es folgt das
Stadium Il (15%) und Stadium | (13,5%). Die Stadien IVb und IVc sind seltener
vertreten (4% beziehungsweise 3%).

4.6 Therapie und Uberleben

Bei den Therapiemdglichkeiten wird zwischen der kurativen und der palliativen

Therapie unterschieden.

Palliativmedizin beinhaltet lindernde Behandlungen unheilbar kranker Patienten (zum
Beispiel in der Onkologie).

Bei einer Behandlung spricht man dann von Kuration, wenn sie auf eine vollstandige
Wiederherstellung der Gesundheit (,restitutio ad integrum*“) beziehungsweise auf eine
definitive Tumorkontrolle eines Patienten abzielt und so auch gleichzeitig eine
Verschlechterung verhindern soll. Zu der kurativen Therapie gehéren bei der
Behandlung eines Plattenepithelkarzinoms im Oropharynx die chirurgische Entfernung
des Tumors, die Bestrahlung und die Chemotherapie. Zudem findet sich im Bereich der
operativen Entfernung die Méoglichkeit der Neck-Dissection. Neck-Dissection (zu

Deutsch ,Halspraparation”) bezeichnet eine Radikaloperation mit Ausrdumung aller
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Lymphknoten des Halses. Dies erfolgt zusammen mit einer Tumoroperation im Kopf-
Hals-Bereich um Metastasen des Tumors zu entfernen und eine weitere Streuung von
Tumorzellen im  Koérper zu verhindern. Die  verschiedenen  kurativen

Therapieméglichkeiten kdnnen zudem miteinander kombiniert werden.

Bis zum Ende der Auswertung der gesammelten Patientenparameter (Stand 31.12.
2016) sind 28 der insgesamt 74 Patienten verstorben. Dies entspricht 37,8 %. Der
Mittelwert des Gesamtuberlebens nach Erstdiagnose liegt dabei bei 4,4 Jahren. Nur
bei vier der 74 Patienten wurde im Nachbehandlungszeitraum das Auftreten eines
Rezidivs festgestellt. Im Schnitt dauerte es bei diesen vier Patienten dabei 2,8 Jahre
bis zum Auftreten des Tumorrezidivs.

4.7 Immunhistochemie

Die Uberpriifung der Hypothese dieser Dissertationsarbeit erfolgt mittels
immunhistochemischer Farbung von Gewebeschnitten HPV-positiver und HPV-
negativer OSCC. Diese wurden im Anschluss auf unterschiedliche LDHA-Expression

mikroskopisch untersucht und die gewonnenen Daten ausgewertet.

4.71 Gewebeschnitte

Aus Paraffin-Gewebeblécken wurden mit einem Schlittenmikrotom der Firma Leica
(Modell SM2010R) 2,5 ym dicke Gewebeschnitte hergestellt und auf Superfrost-Plus
Objekttrager aufgezogen. Nach der 24-stiindigen Trocknung bei 37 Grad Celsius in
einem Warmeschrank konnten die Gewebeschnitte in einer immunhistochemischen
Farbung untersucht werden.

Fur den Nachweis der HPV-DNA ist eine Untersuchung mittels Polymerase-

Kettenreaktion notwendig. Dafir wurden Gewebeschnitte mit einer Dicke von 10 ym
hergestellt und in DNA-LoBind-Tubes der Firma Eppendorf Uberfiihrt.
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4.7.2 Immunhistochemische Untersuchung

Bei der Immunhistochemie handelt es sich um eine Methode, mit welcher spezifische
chemische Verbindungen, insbesondere Peptide und Proteine, mit einer Antigen-
Antikérper-Reaktion nachgewiesen werden kénnen. In der Regel soll ein Antigen in
einem Gewebeschnitt nachgewiesen werden. Dabei wird der Gewebeschnitt mit einer
Lésung inkubiert, in der ein spezifischer Antikdrper gegen das gesuchte Antigen
enthalten ist. In einem zweiten Schritt bindet ein enzymkonjugierter sekundérer
Antikérper an den primaren Antikdrper. In dieser Arbeit erfolgte dies Uber die die
Verwendung der ABC-Methode (ABC = Avidin-Biotin Enzyme Complex) (Hsu et al.
1981). Die ABC-Methode ist ein Test zur Sichtbarmachung der Bindung von
Antikérpern an Antigenen. Dabei reagiert der Prim&rantikdrper mit einem biotinylierten
Sekundarantikérper, an den sich der vorgeformte Avidin-Biotin-Enzymkomplex bindet.
Zum Ende erfolgten die Detektion der erfolgten Reaktionen mit einem passenden
Farbsubstrat und gegebenenfalls eine Kernfarbung. Der letzte Schritt der Farbung
stellte die Dehydrierung der Schnitte mit einer aufsteigenden Alkoholreihe und Xylol

und die Eindeckelung dar.

Zunéchst werden alle Schnitte vor der Farbung in Xylol und anschlieBend einer
absteigenden  Alkoholreihe  entparaffiniert. ~ Als  ndchstes  erfolgte  die
Antigendemaskierung Uber die sogenannte ,heat induced epitope retrieval®. Die
feuchte Hitze sorgt fur eine schonende Antigendemaskierung, die anschlieRende
langsame Abkuhlungsphase ist dabei entscheidend fiir die Rekonstituierung der
Epitope. Im Anschluss erfolgt die Hemmung der endogenen Peroxidase zur Reduktion
des Hintergrundsignales bei der Farbentwicklung. Danach wird ein Proteinblock mit
einem fir den Prim&rantikdrper spezifischem Serum auf die Schnitte aufgebracht,
welches in einer Herabsetzung der unspezifischen Antikdrperbindung resultiert.
Verhindert wird damit, dass Antigene binden koénnten, die gar nicht nachgewiesen
werden sollen. Darauf folgend werden die Gewebeschnitte mit dem 1. Antikérper
inkubiert.

Der néchste Schritt der immunhistochemischen Farbung ist die Verwendung des
sekundéren Antikérpers. Dafiir werden die gesuchten Antigene im Schnitt mit einem
monoklonalen Antikérper aus der Maus inkubiert. Im Anschluss werden diese mit
markierten  Anti-Maus-Ig-Antikérpern  (anti-mouse-biotin antibody) markiert. Der
Nachweis erfolgt durch die Verwendung der ABC-Methode. Zum Ende erfolgen die

Detektion der Reaktionen mit einem passenden Farbsubstrat und gegebenenfalls eine
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Kernfarbung. Der letzte Schritt der Farbung stellt die Dehydrierung der Schnitte mit

einer aufsteigenden Alkoholreihe und Xylol und die Eindeckelung dar.
Das Farbeprotokoll fur diese Arbeit stellt sich folgendermafien dar:

» Alle Schnitte zu Beginn entparaffinieren :

1x Xylol (8lteres) 10 Minuten
1x Xylol (frischeres) 10 Minuten
2x Ethanol 100% 5 Minuten
2x Ethanol 96% 5 Minuten
1x Ethanol 70% 5 Minuten

* Spulenin VE-H,O

* Target Retrieval Solution (pH 6) in Kivette fullen und Objekttrager in der
Kuvette platzieren, Antigendemaskierung Uber die feuchte Hitze mittels eines
nicht vorgewarmten Dampfgarers fur 45 Minuten

* 30 Minuten bei Raumtemperatur stehen lassen

* 5 Minuten in 1:1 Mischung aus TRS und TBST stellen

» 3x waschen in einer Kivette mit VE-H,0O, je 2 Minuten

* Hydrophobe Barriere auftragen

* 20 Minuten in 3% H,O, inkubieren

e 2x2 Minuten mit VE-H,0 waschen in Klivette

* 5 Minuten mit TBST-Puffer waschen

* Proteinblock: 2% BSA in TBST fiir mindestens 60 Minuten

* 1 Minute mit TBST waschen

* 1. Antikorper: LDHA Antibody (© 2010 Cell Signaling Technology, Inc.)
(Semenza et al. 1996; Semenza, G.L. 2007) uber Nacht inkubieren;
Verdinnung: 1:200

*  2x 5 Minuten mit TBST

+ 2. Antikdrper: Anti-mouse-Biotin-Antikdrper (1:180) in TBST verdinnen,
60 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren

* Wahrend der Inkubation ABC-Mix vorbereiten:

— Mouse (1:125 A; 1:125 B; + TBST)

*  Waschen auf Objekttrager mit TBST fur 5 Minuten

* Waschen in Klvette mit TBST fir 5 Minuten

+ ABC-Mix auftragen, 40 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren

* Waschen auf Objekttrager mit TBST fur 5 Minuten

* Waschen in Klvette mit TBST fir 5 Minuten
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Detektion:

mittels Nova Red Substrat, fir 10 Minuten bei Raumtemperatur
(Reagenz 1 1:76 + Reagenz 2 1:81 + Reagenz 3 1:81+ H,0, 1:76 + HPLC-H,0)

5 Minuten waschen in VE-H,0O auf Objekttrager

5 Minuten waschen in VE-H,0 in Klvette

fur die Kernfarbung Hamalaun fir 30 Sekunden bei Raumtemperatur
inkubieren

10 Min blauen in leicht flieBendem, kaltem Leitungswasser

Dehydrieren:

1x 1 Minute 70% Ethanol

2x 1 Minute 96% Ethanol

2x 1 Minute 100% Ethanol

2x 3 Minuten Xylol

* Gewebeschnitte eindeckeln und aushérten

Tabelle 6: Verwendete Chemikalien und Geréte in der immunhistochemischen Farbung

Material/Chemikalie

Zusammensetzung

Hersteller

ABC-Mix (Mouse)

anti-mouse IgG-HRP (1:180)

BSA-Block (bovine
serumalbumine)
Ethanol 100%, 96%, 70%

Hémalaun RT

LDHA Antibody

Mikroskop (DMI3000B)

A Avidin DH
B Biotinylated Horseradish

Peroxidase H

Vector Laboratories

Inc.

Cell Signaling
Technology, Inc.
Sigma-Aldrich

Otto Fischer
Carl Roth

Cell Signaling
Technology Inc.

Leica



NovaRED Peroxidase (HRP) Reagent 1 Vector Laboratories
Substrate Kit Reagent 2 Inc

Reagent 3

Hydrogen Peroxid Solution

Reiskocher Tefal

TBS (Tris-buffered saline)10x | HCI (mit 10% oder héher AppliChem
konzentriertem HClI titrieren)
NaCl 40g
Tris 12,19

TRS (Target Retrieval Solution) Dako

pH 6

TBS-T-Puffer (englisch Tris- H,O 500ml AppliChem

buffered saline with Tween20) TBST 10 50m|

Tween 20 500yl

Vortexer (Lab dancer) IKA
Wasserstoffperoxid 3% AppliChem
Xylol Carl Roth

4.8 Statistische Methoden

Zur statistischen Auswertung der in der immunhistochemischen Untersuchung
gewonnenen Ergebnisse wurde mit dem Softwareprogramm IBM-SPSS-Statistics
Version 24 und Excel-Office 2010 gearbeitet.

Bei der deskriptiven Statistik erfolgte eine Auswertung des Log-Rank und des Chi-
Quadrat Tests. Bei einem p-Wert < 0,05 ist das Ergebnis als statistisch signifikant

anzusehen, bei einem Wert < 0,1 kann von einem Trend ausgegangen werden.

Die Uberlebensanalyse in Abhangigkeit des HPV-Statuts erfolgte nach der Methode

von Kaplan-Meier. Bei der Kaplan-Meier-Analyse wird dargestellt, wie haufig ein



bestimmtes Ereignis wahrend des Untersuchungszeitraums aufgetreten ist. In dieser
Arbeit wurde die Kaplan-Meier-Analyse genutzt, um fur die Patienten des Kollektivs
das Uberleben in Abhangigkeit des Zeitpunktes der Erstdiagnose des Primértumors zu

berechnen.

Da die Untersuchung via Kaplan-Meier eine univariante Analyse dargestellt, wurde
zusatzlich eine multivariante Analyse mit dem Cox-Regression-Modell erstellt. Das
genutzte Konfidenzintervall (confidence interval Cl) (Konfidenzniveau 95%) gibt die
Prazision der Lageschéatzung der genutzten Parameter wieder. Die Hazard Ratio (HR)
ist ein MalR des Risikoverhaltnisses von zwei Gruppen, unter Bericksichtigung

mehrerer Faktoren der Modellanalyse.



5. Ergebnisse

Als notwendige Vorarbeit erfolgte durch das Institut fir angewandte Tumorbiologie des
Universitatsklinikums in Heidelberg die Analyse einer HPV-Beteiligung an der
Karzinogenese der OSCC erfolge an Gewebeschnitten. Dazu erfolgte die
PCR/Multiplex HPV-Genotypisierung und die immunhistochemische Untersuchung
von p16. Nur bei einem Vorliegen des Nachweises der HPV-DNA und der positiven
Immunreaktion gegen p16 wurde die Gewebeprobe als ,HPV-positiv* deklariert. Sind
die Ergebnisse beider Untersuchungen negativ ausgefallen (HPV-DNA negativ und
p16-Immunreaktion negativ) wurde der HPV-Status als ,negativ‘ bezeichnet. Sollte nur
einer der beiden Parameter positiv sein, so kann der HPV-Status nicht endgultig
festgelegt werden. Diese Patienten wurden nicht in das Kollektiv mit aufgenommen.
Somit fuhrt nur die Kombination von positiver HPV-DNA und dem Nachweis einer

Uberexpression von p16 zu der Diagnose eines HPV-positiven Tumors.

Grundlage des Patientenkollektivs bildet das Untersuchungs- und Datenmaterial von
insgesamt 74 Patientinnen und Patienten. Diese befanden sich wegen eines
histologisch gesicherten OSCC in Behandlung in der Klinik fur Hals-, Nasen- und
Ohrenheilkunde des Universitatsklinikums der Justus-Liebig-Universitat in GieRen.
Ausgewahlt wurden die Patienten auf Grund ihres HPV-Status. 34 Patienten
(entspricht 45,9 %) zeigten einen HPV-positiven Befund, wohingegen 40 Patienten des
Kollektivs eine nicht HPV-assoziierte Tumorgenese aufwiesen (entspricht 54,1 %).

5.1 Uberlebensanalyse des Patientenkollektivs

Die Uberlebensanalyse zeigt, dass Patienten mit einem HPV-assoziierten OSCC ein
signifikant besseres Uberleben gegeniiber Patienten mit einem HPV-negativen
Karzinom haben (Log-Rank-Test, p=0,002) (Abbildung 9).

Die mediane Uberlebenszeit fir HPV-negative Patienten betragt 5,64 Jahre. Fir HPV-
positive Patienten kann die mediane Uberlebenszeit nicht ermittelt werden, da das
mediane Uberleben dieser Patienten fiir den gesamten Untersuchungszeitraum bei
tiber 50 % liegt. Deshalb wurde die 2-, 5- und die 10-Jahres-Uberlebensrate berechnet
(siehe Tabelle 8).
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Abbildung 9: Uberlebensanalyse anhand des HPV-Status beim OSCC

Zusétzlich zum Uberleben abhéngig vom HPV-Status wurden auch fir alle anderen
Risikofaktoren des Patientenkollektivs die mediane Uberlebenszeit (siehe Tabelle 7)
und die Uberlebensraten errechnet (siehe Tabelle 8).



Tabelle 7: Mediane Uberlebenszeit des Patientenkollektivs
(Gesamtkollektiv n=74; Alkohol n=72, Nikotin n=71)

Mediane Uberlebenszeit

(Jahre)
p-Wert
n os 95% CI (Log-
Rank)
Untere Obere
Grenze Grenze
Gesamt-
kollektiv 74 10,0 3,5 16,7
Rezidiv 4 3,6 0,6 6,6
HPV-negativ 40 5,6 3,6 7,7
HPV 0,002
HPV-positiv 34 n.d. n.d. n.d.
J“j‘agh<r<ef)5° 2% 112 2,1 20,2
Alter alt (>=60 0,143
- 48 5,6 3,6 7,7
Jahre)
weiblich 21 10,0 8.8 16,8
Geschlecht 0,177
mannlich 53 6,1 0,4 7.9
9?05_“1’;" 61 100 3,7 16,4
ECOG krank 0,551
(2-4) 13 n.d. n.d. n.d.
e 33 59 0,007 17
Alkohol Standardglaser ’ ’ ’ 0,282
>2 39 nd n.d n.d
Standardgléaser o h o
nein 24 n.d. n.d. n.d.
Nikotin 0,199
ja 47 6,1 2,1 9,9
Tonsille 30 71
Lokalisation 2,5 1.7 0,311
nicht-Tonsille 44 11,3 4,0 18,6
4b-c 5 1,4 0,6 2,2
UICC-Stadien 4a 25 71 2,2 12,0 0,064
1-3 44 11,3 3,8 18,9
1-2 54 10,0 5,8 14,3
T-Stadium 0,014
3 20 5,6 0,8 10,5
NO und MO 29 11,3 3,3 19,4
N-/M-Stadium 0,350
N>0/ M>0 45 6,1 4,1 8,0

* n.d. = nicht durchfiihrbar; p-Wert ermittel via Log Rank (Mantel-Cox)-Test



Tabelle 8: Uberlebensraten des Patientenkollektivs
(Gesamtkollektiv n=74; Alkohol n=72, Nikotin n=71)

Uberlebensraten

2v-0s sv-0s 0¥ o
(95%  (95% S HR
n cl) cy  95%  (gggcy Wert
in%) (n% . (Log-
(in %) Rank)
Gesamt-
o 74 836 711 51,2
Rezidiv 4 750 250 0
HPV-negativ | 40 749 57,2 38,2 1
HPV 0,002
HPV-positiy | 34 940 87,4 66,6 0273
j“jgh(r;f)so 26 881 839 66,1 1
Alter alt (>=60 0,143
48 812 638 420 1,855
Jahre)
weiblich 21 902 902 78,9 1
Geschlecht 0,177
ménnlich 53 81,1 64,1 412 1,930
gfg_‘;';d 61 87 755 503 1
ECOG - 0,551
o) 13 692 538 538 1,318
- 33 870 775 581 1
Alkohol ~ Standardglaser ’ Y Y 0,282
Standardglsser | 39 787 616 479 1544
nein 24 873 778 66,6 1
Nikotin 0,199
ja 47 828 676 478 1,804
Tonsille 30 796 654 49,8 1
Lokalisation 0,311
nicht-Tonsile | 44 862 745 527 1477
4b-c 5 40,0 40,0 20,0 1
vicc- 4a 25 920 667 486 0375 0,06
Stadien ’ ’ ’ ’ !
13 44 839, 768 585 0,275
12 54 90,6 76,1 56,7 1
T-Stadium 0,014
3 20 650 59,1 205 2,789
N-/M- NOundMO | 29 793 70,2 63,8 0,350
Stadium N>0 / M>0 45 864 709 39,4 1449

* p-Wert ermittel via Log Rank (Mantel-Cox)-Test



5.2 LDHA-Farbemuster

Nach immunhistochemischer Farbung des Kollektivs zeigte sich unter dem Mikroskop
eine unterschiedliche Verteilung der stark LDHA-gefarbten Zellen. Bei einem Teil der
Gewebeschnitte (n = 24) liel sich innerhalb des Tumors ein Farbemuster erkennen.
Bei diesem Féarbemuster liegen die am starksten gefarbten Zellen zentral des
Tumornestes. Dieses wird im Folgenden als ,Hypoxiemuster* bezeichnet. Bei 50
Gewebeschnitten konnte dieses Muster nicht festgestellt werden. Die stark gefarbten
Zellen verteilen sich gleichméaRig in den Tumornestern. Dieses Farbemuster wird

weiterhin als ,uniformer Typ“ bezeichnet (Abbildung 10).

Abbildung 10: Die Ansicht der verschiedenen Farbetypen im Mikroskop:
A Hypoxiemuster Ubersichtsaufnahme, B Hypoxiemuster Detailaufnahme

C uniformer Farbetyp Ubersichtsaufnahme, D uniformer Typ Detailaufnahme
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Es zeigt sich, dass bei HPV-assoziierten OSCC signifikant haufiger ein Hypoxiemuster
in der immunhistochemischen Farbung von LDHA zu sehen ist als in HPV-negativen
Geweben (Chi-Quadrat-Test, p=0,048). Bei HPV-negativen Tumorproben liegt LDHA
dagegen vermehrt gleichmaRig verteilt vor (Abbildung 11 A). Bei gréReren Tumoren
(T3) lieB sich bei HPV-assoziierten OSCC signifikant haufiger ein Hypoxiemuster in der
Farbung erkennen (Chi-Quadrat-Test, p=0,024) (Abbildung 11 B). Bei kleineren
TumorgréRen (T1 und T2) zeigte sich dies nicht. Patienten mit einem Primartumor
groRer als T3 wurden nicht in das Patientenkollektiv fur diese Arbeit mit aufgenommen.
Des Weiteren konnte im Bezug auf das Alter der Patienten ein Unterschied erkannt
werden. Tumorproben von Patienten mit einem Alter von tber 60 Jahren zum Zeitpunkt
der Diagnosestellung zeigten in der immunhistochemischen Farbung héaufiger ein
Hypoxiemuster als die Gewebeproben von jingeren Patienten (Chi-Quadrat-Test,
p=0,074). Es wurde weiterhin das LDHA-Farbemuster bei Patienten mit Nikotin- und
Alkoholabusus untersucht. Dabei zeigte sich, dass in der immunhistochemischen
Farbung der Gewebeproben haufiger der uniforme Farbetyp vorkommt. Bei Rauchern
ist dies signifikant haufiger (Chi-Quadrat-Test, p=0,023), bei Patienten mit erhéhtem
Alkoholkonsum ist in der Haufigkeit ein Trend erkennbar (Chi-Quadrat-Test, p=0,072)
(Abbildung 11 C und D). Beziiglich der Uberlebensanalyse lieR sich bei den
verschiedenen Farbemustern kein Unterschied in der Uberlebenswahrscheinlichkeit
feststellen. Weder HPV-unabhéngig noch aufgeteilt in HPV-positive und —negative
OSCC lieR sich ein signifikanter Unterschied im 2-, 5, sowie auch im 10-Jahres-
Uberleben feststellen (Tabelle 9).
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Abbildung 11: Verteilung der LDHA-Farbetypen bei verschiedenen Patienten-
beziehungsweise Tumorkriterien
A: HPV-Status bei allen Patienten; B: HPV-Status, nur TumorgréRe T3

C: Nikotinabusus ja oder nein; D: vermehrter Alkoholkonsum ja oder nein
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Tabelle 9: Uberlebensanalyse anhand des LDHA-Farbemusters

LDHA-Farbemuster

HPV-negativ HPV-positiv
uniformer  Hypoxie- | uniformer  Hypoxie- | uniformer Hypoxie-
Typ muster Typ muster Typ muster
n 50 24 31 9 19 15
= oS 10,0 8,3 5,9 4,4 n.d. n.d.
# oy
8 g g 3,5 n.d. 2,5 3,1 n.d. n.d.
Q —~ 5O
5 g 95% ClI
A ey
=2 g9 167 n.d. 9,2 56 n.d. n.d.
2 <XG
8
k-] p-Wert
g (Log- 0,997 0,658 n.d.
Rank)
2Y-0S
(95% Cl) 83,8 83,3 74,2 77,8 100 86,7
g (in %)
® 5Y-0S
®»  (95%Cl) 721 69,2 63,0 46,7 87,8 86,7
g (in %)
2 10Y-0S
2 (95%cl) 52,5 46,2 45,0 23,3 65,9 65,0
g (in %)
D 1 0,999 1 1,264 1 1,290
(95%Cl) ’ ! ’
p-Wert 0,997 0,658 0,742

* n.d. = nicht durchfiihrbar; p-Wert ermittel via Log Rank (Mantel-Cox)-Test



5.3 LDHA-Intensitéat

Als weiterer Faktor zur Auswertung der immunhistochemischen Farbung von LDHA
konnte unter dem Mikroskop eine unterschiedlich starke Farbeintensitat innerhalb der
Gewebeprobe erkannt werden. Dabei lieRen sich schwacher und stérker gefarbte
Bereiche deutlich unterscheiden. Im Vergleich zu gesundem Gewebe war die
Féarbeintensitat innerhalb eines Tumornestes immer als stérker anzusehen. Da sich
innerhalb eines Tumorbereichs auch unterschiedlich stark geféarbte Bereiche vorfinden
lassen (siehe Abbildung 11 bei Hypoxiemuster), wurde der untersuchte Gewebeschnitt

der hochsten vorliegenden LDHA-Farbeintensitat zugeordnet (Abbildung 12).

Abbildung 12: Die Ansicht der verschieden stark gefarbten Tumorflache im Mikroskop
A: schwache LDHA-Intensitat; B: starke LDHA-Intensitat



Bei der Betrachtung des HPV-Status und der Farbeintensitat zeigt sich, dass bei HPV-
assoziierten Tumorproben LDHA héaufig schwécher exprimiert ist (Chi-Quadrat-Test,
p=0,077) (Abbildung 13 A). Es stellt sich heraus, dass bei keiner der 21 weiblichen
Patienten eine starkere LDHA-Expression festgestellt werden konnte. Bei
Gewebeproben von mannlichen Patienten zeigten 7 Proben (entspricht 13,4 %) eine
vermehrt starkere Férbeintensitdt. Somit ist bei Mannern LDHA haufig starker
exprimiert als bei Frauen (Chi-Quadrat-Test, p=0,08). Gewebeproben von
histologisch gut differenzierten Plattenepithelkarzinomen zeigen signifikant h&ufiger
eine starkere Intensitat der gefarbten Gewebebereiche (Chi-Quadrat-Test, p=0,035).
Auch bei der Auswertung der Expressionsstéarke von LDHA wurde der Zusammenhang
zu externen Noxen untersucht. Es zeigt sich, dass Tumorgewebeproben von Patienten
mit einem angegeben erhohten Alkoholkonsum signifikant haufiger eine starkere
LDHA-Expression aufzeigen (Chi-Quadrat-Test, p=0,026) (Abbildung 13 B). Es lieR
sich kein Zusammenhang zu einem mdglichen Nikotinabusus feststellen. Sowohl bei
HPV-positiven, als auch bei HPV-negativen OSCC zeigte sich vermehrt eine schwache
LDHA-Expression. Diese ist allerdings nicht als statistisch signifikant anzusehen (Chi-
Quadrat-Test, p=0,25). Bei Patienten mit einer schwacheren LDHA-Expression konnte
unabhangig des HPV-Status ein signifikant besseres Uberleben festgestellt werden
(Log-Rank-Test, p=0,005). Bei der Betrachtung der Uberlebensanalyse anhand des
HPV-Status scheint es so zu sein, dass die LDHA-Expression bei HPV-negativen
Patienten einen Einfluss auf das Uberleben hat (Log-Rank-Test, p=0,045), im
Vergleich dazu bei HPV-positiven Patienten nicht (Log-Rank-Test, p=0,711) (Abbildung
14). Allerdings hat nur eine der HPV-positiven Gewebeproben eine stérkere Intensitét
von LDHA innerhalb des Tumornestes gezeigt. HPV-unabhéngig betrachtet zeigt sich,
dass nur einer der insgesamt sieben Patienten mit einer starkeren LDHA-Expression
ein Uberleben von iiber fiinf Jahren aufweist (entspricht 14,3%), kein Patient mit einer
starkeren LDHA-Expression erreicht eine Uberlebenszeit von 10 Jahren. Bei einer
schwécheren Intensitat liegt die 5-Jahres-Uberlebenszeit bei knapp 75 %, die 10-
Jahres-Uberlebenszeit noch bei tiber 50 % (HPV-unabhéngig) (Tabelle 10).
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Abbildung 13: Verteilung der Farbeintensitat bei verschiedenen Patienten-

beziehungsweise Tumorkriterien

A: HPV-Status bei allen Patienten; B: vermehrter Alkoholkonsum ja oder nein
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Abbildung 14: Uberlebensanalysen in Anbetracht einer schwacheren oder

starkeren LDHA-Expression im Vergleich:
A: HPV-positive OSCC, B HPV-negative OSCC
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Tabelle 10: Uberlebensanalyse anhand der LDHA-Intensitat

LDHA-Intensitat

HPV-negativ HPV-positiv
stark schwach stark schwach stark schwach
n 7 67 6 34 1 33
= oS 3,4 10,0 2,1 5,6 n.d. n.d.
o o N
2 29 02 5,9 0 1,4 n.d. n.d.
9 39
5 S 95%Cl
28 o N
=2 S3 66 14,2 6,0 10,0 n.d. n.d.
o XG
[=
K
° p-Wert
g (Log- 0,005 0,045 n.d.
Rank)
2Y-0S
(95% Cl) 71,4 84,9 66,7 76,4 100 93,8
g (in %)
% 5Y-0S
% (95%Cl) 42,9 74,5 33,3 62,4 0 87,0
S (in %)
2 10Y-0S
2 (5% 0 56,1 0 46,8 0 66,3
2 (in %)
= - HR 1 0,262 1 0,362 1 0,047
(95%Cl) 0 ) ;
p-Wert 0,005 0,045 0,711

* n.d. = nicht durchfuihrbar; p-Wert ermittel via Log Rank (Mantel-Cox)-Test



5.4 LDHA-positive Tumorflache

Bei der mikroskopischen Betrachtung der Tumorproben zeigte sich ein quantitativer
Unterschied der stark positiv gefarbten Zellen. So erfolgte eine Aufteilung in zwei
Gruppen: Die zytoplasmatisch stark LDHA-positiv gefarbte Fldche macht mehr oder
weniger als 75% der gesamten Tumorflache aus (Abbildung 15).

Abbildung 15: Die Ansicht der verschieden positiven Tumorflache im Mikroskop
A weniger als 75 %, B mehr als 75 % stark gefarbte Tumorflache
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Es lasst sich erkennen, dass bei HPV-positiven Gewebeschnitten weniger
zytoplasmatisch gefarbte Tumorflache vorliegt (Chi-Quadrat-Test, p=0,112) (Abbildung
16 A). Bei der Auswertung der LDHA-positiven Flache zeigt sich im gesamten
Patientenkollektiv ein Zusammenhang mit einer vermehrten Alkoholaufnahme, nicht
allerdings mit einem moglichen Nikotinabusus. Patienten mit einem erhéhten
Alkoholkonsum haben signifikant haufiger Gber 75 % positiv gefarbte Tumorflache (Chi-
Quadrat-Test, p=0,026) (Abbildung 16 B). Die Auswertung des Zusammenhangs der
LDHA-positiv gefarbten Tumorflache zu einem Nikotinabusus ergab kein statistisch
signifikantes Ergebnis (Chi-Quadrat-Test, p=0,97). Es lag sowohl bei Rauchern, als
auch bei Nicht-Rauchern vermehrt eine positiv gefarbte Tumorflache von unter 75%

vor.
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Abbildung 16: Verteilung der positiv gefarbten Tumorfladche

A: HPV-Status bei allen Patienten; B: vermehrter Alkoholkonsum ja oder nein

Bei der HPV-unabhéngigen Analyse des Uberlebens konnte ein geringer Unterschied
dahingehend festgestellt werden, dass eine LDHA-positive Tumorflache von unter 75%
ein leicht besseres Uberleben zu zeigen scheint (Log-Rank-Test, p=0,310). Bei der
Betrachtung des Uberlebens von Patienten mit einer LDHA-positiven Tumorflache von
Uber oder unter 75 % zeigt sich bei HPV-abhangiger Auswertung kein signifikanter
Unterschied zwischen HPV-assoziierten OSCC und HPV-negativen Tumorproben
(Tabelle 11).



Tabelle 11: Uberlebensanalyse anhand der LDHA-positiven Tumorfléche

LDHA-positive Tumorflache

HPV-negativ HPV-positiv
<75% > 75% <75% > 75% <75% > 75%
n 62 12 31 9 31 3
= oS 11,2 5,9 5,6 54 n.d. n.d.
2 o
g 2g 40 4,8 1,2 0 n.d. n.d.
2 —_ 5O
5 2 95%Cl
25 s
P02 S$g 184 6.9 10,1 11,2 n.d. n.d.
g S O
©
S p-Wert
g (Log- 0,310 0,494 n.d.
Rank)
2Y-0S
(95% CI) 83,9 85,5 74,2 77,8 93,5 100
g (in %)
* 5Y-08
% (95%Cl) 70,8 73,3 54,8 66,7 86,4 100
g (in %)
2 10Y-0OS
2 (es%c 54,0 36,7 45,6 22,2 64,0 100
g (in %)
D HR
(95%Cl) 1 1,601 1 1,401 1 0,044
p-Wert 0,3 0,5 0,437

* n.d. = nicht durchfiihrbar; p-Wert ermittel via Log Rank (Mantel-Cox)-Test



5.5 LDHA-Score aus gefarbter Flache und Intensitat

Zur besseren Vergleichbarkeit mit bereits veroffentlichten Daten zu LDHA in
Karzinomen unterschiedlicher Organe und zur gleichzeitigen Auswertung der von
LDHA gefarbten Flache und deren Intensitdt wurde aus beiden Kategorien ein Score
gebildet. Die mikroskopische Auswertung der quantitativ gefarbten Tumorflache
erfolgte zunachst in vier Kategorien (bis 25 %, bis 50 %, bis 75 % und Uber 75 %), die
Intensitat der Farbung in drei Kategorien (schwach, mittel und stark). Fir den Score
wurden die Kategorien miteinander multipliziert, so dass eine maximale Punktzahl von

zwolf erreicht werden konnte.

A LDHA-positive Tumorflache

B LDHA-Intensitat

A B
Gefarbte Bereiche in %: Intensitat der Farbung:
bis 25 % = 1 Punkt schwach = 1 Punkt
bis 50 % = 2 Punkte mittel = 2 Punkte
bis 75 % = 3 Punkte stark = 3 Punkte

Uber 75 % = 4 Punkte

— A x B = maximal 12 Punkte mdglich




Zunachst wurde festgestellt, dass der Medianwert des Scores bei sechs liegt. Im

weiteren Verlauf erfolgte die Unterteilung in einen Score <=6 beziehungsweise > 6 der

mdglichen zwolf Punkte. In Anbetracht des HPV-Status lasst sich erkennen, dass HPV-

positive OSCC bei der Untersuchung signifikant haufiger einen geringeren Score
zeigen (Chi-Quadrat-Test, p=0,004) (Abbildung 17 A). Bei Betrachtung des Scores im
Zusammenhang mit dem Vorhandensein nodaler Metastasen ist erkennbar, dass bei
einem hohen Score haufiger Metastasen vorliegen (Chi-Quadrat-Test, p=0,066). Bei
Patienten die unter einem erhéhten Alkoholkonsum leiden ist signifikant haufiger ein
hoher LDHA-Score zu erkennen (Chi-Quadrat-Test, p=0,002) (Abbildung 17 B), nicht
so bei einem Nikotinabusus. Es zeigt sich bei Rauchern und bei Nicht-Rauchern
vermehrt ein niedriger Score, dies allerdings ohne statistische Signifikanz (Chi-

Quadrat-Test, p=0,479).

o A (p=0,004)

n=33

30 n=29

Patientenanzahl
g

n=11

275%

n=1
29%

HPY-negativ

HPV-assoziiert

Patientenanzahl
i ki

T

n=35

n=
26%

(p=0,002)

n=22

nein

@Score <=6
Score =6

Abbildung 17: Anzahl der Patientenfélle bei der Bildung von zwei Score-Gruppen

A: HPV-abhangig; B: erhéhter Alkoholkonsum ja oder nein
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Fur Patienten mit einem geringen Score konnte HPV-unabhéngig eine signifikant
bessere Uberlebenszeit festgestellt werden (Log-Rank-Test, p=0,044) (Abbildung 18).
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Abbildung 18: HPV-unabhéngige Uberlebensanalyse

Diese bessere Uberlebenszeit zeigte sich HPV-unabhéngig, nur bei einer Probe mit
einer HPV-positiven Testung konnte ein hoher LDHA-Score gezeigt werden (siehe
Kapitel 12, Tabelle 6). Bei HPV-negativen OSCC scheint die schwéchere und/oder
geringere LDHA-Expression mit einem kleineren Score einen Einfluss auf das
Uberleben zu haben (Log-Rank-Test, p=0,344, im Vergleich dazu bei HPV-positiven
OSCC p=0,711) (Abbildung 19). Bei Patienten mit einem HPV-negativen OSCC ist die
5-Jahres-Uberlebenszeit mit einem geringen LDHA-Score zunachst ahnlich der 5-
Jahres Uberlebensrate eines OSCC mit LDHA-Score >6. Die 10-Jahres-
Uberlebensrate ist bei Patienten mit einem HPV-negativen OSCC und einem geringen
LDHA-Score mit knapp 50% allerdings mehr als doppelt so hoch als bei HPV-
negativen OSCC mit einem hohen LDHA-Score (siehe Tabelle 12).
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Abbildung 19: Vergleich der Uberlebensanalyse in Anbetracht des HPV-Status;
A: HPV-positive OSCC, B: HPV-negative OSCC
Tabelle 12: Uberlebensanalyse anhand des LDHA-Score
LDHA-Score
HPV-negativ HPV-positiv
<=6 >6 <=6 >6 <=6 > 6
n 62 12 29 11 33 1
2 oS 11,2 5.3 5,6 54 n.d. n.d.
8 sy
g 2g 33 0 0,6 0 n.d. n.d.
O —~ SO
=2 95%Cl
25 777 on
22 29 191 11,0 10,7 11,2 n.d. n.d.
“:’ S O
©
k] p-Wert
g (Log- 0,044 0,344 n.d.
Rank)
2Y-0S
(95% Cl) 85,3 75,0 75,9 72,7 93,8 100
5 (in %)
% 5Y-0S
% (95%Cl) 72,3 66,7 556 63,6 87,0 0
5 (in %)
o 10Y-0S
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2 (in %)
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* n.d. = nicht durchfiihrbar; p-Wert ermittel via Log Rank (Mantel-Cox)-Test
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6. Diskussion

Ein veradnderter Stoffwechsel von Tumorgewebe, dabei vorrangig die verstarkte
Glykolyse der Tumorzellen, ist bereits bekannt und untersucht worden. Dabei steht
zunehmend die Frage im Raum, ob dieser veranderte Glukosemetabolismus von
Tumorzellen ein Ziel fur die Tumortherapie darstellen kann.

Es ist bekannt, dass Tumore durch eine hohe Glukoseaufnahme charakterisiert sind
und oft eine hohe glykolytische Aktivitdt zeigen. Diese Eigenschaft wird bereits in der
Positronen-Emissions-Tomographie (PET) zur Tumordiagnostik genutzt (Ruiz
Hernandez et al. 2005). Anders als normale Zellen gewinnen Tumorzellen ihre Energie
priméar durch die Umwandlung von Pyruvat zu Laktat unter der Nutzung von LDHA.
Verschiedene Arbeitsgruppen konnten eine erhéhte Konzentration von LDHA mit einer
starkeren Aggressivitdt des Tumors in Verbindung bringen. Es zeigten sich unter
anderem vermehrt Rezidive, eine erhéhte Bildung von Metastasen und eine stérkere
Infiltration des Tumors in umliegende Gewebe (Koukourakis et al. 2009; Rong et al.
2013).

Vorangegangene Untersuchungen durch die Arbeitsgruppe Tumorforschung der Hals-,
Nasen-, Ohrenklinik Gieflen zeigten veradnderte Glykolyseparameter im PET-CT in
HPV-positiven im Vergleich zu HPV-negativen OSCC (Sharma et al. 2017). Des
Weiteren zeigten HPV-assoziierte HNSCC-Zelllinien eine verstarkte Aktivierung von
HIF und eine Anpassungsreaktion an eine erhéhte Expression von HIF-1-alpha (Knuth
et al. 2017). Auf Grund dieser Erkenntnisse untersuchten wir ob bei HPV-assoziierten
OSCC im Vergleich zu einer noxen-assoziierten Karzinogenese ein Unterschied im
Glukosemetabolismus im Bezug auf ein Schlisselenzym der Glykolyse, LDHA,
festgestellt werden kann.
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6.1 Diskussion der Ergebnisse

Die immunhistochemischen Untersuchungen wurden an FFPE-Gewebeproben
durchgefuhrt. Diese Proben zeichnen sich durch einen guten Erhalt der
morphologischen Strukturen aus. Immunhistochemische Farbemethoden sind seit
Jahren etablierte Nachweisverfahren fir die Darstellung von Antigenen in
Gewebeproben (Sternberger et al. 1970; Delellis et al. 1979). Zur
immunhistochemischen Untersuchung verwendeten wir kommerziell erhaltliche
Farbekits, um einen Einfluss von unterschiedlicher Zusammensetzung der Substanzen
mdglichst auszuschlieen und eine grofle Anzahl an Proben mit konstant gleichen
Methoden untersuchen zu kénnen.

Das als Vergleichsgewebe betrachtete ,Normalgewebe“ findet sich in der Regel auf
den gleichen Gewebeschnitten. Zwar wurden nur sicher vom Normalgewebe
abgrenzbare Bereiche in die Auswertung mit einbezogen, trotzdem ist nicht
auszuschlieBen, dass an das pathologisch verdnderte Gewebe angrenzendes
Normalgewebe bereits nicht sichtbare Veranderungen aufweist. Somit kénnen sich
unter Umsténden verfalschte Werte ergeben, was es bei zukunftigen Untersuchungen
bei der Wahl der Methodik und der Auswertung zu beachten gilt. Zudem erfolgte die
Eingruppierung der Expression von LDHA mittels visueller Uberpriifung durch das
Mikroskop. Vor allem bei Grenzfdllen erscheint die Einteilung der Praparate einer
teilweise erheblichen Beobachter-Variabilitdt zu unterliegen. Trotz aller Bemiihungen
um Objektivitdt unterliegt die Auswertung immunhistochemischer Férbungen
subjektiven Einflissen und ist deshalb insgesamt als semiquantitativ zu bezeichnen.
Vor allem die Quantitat der stark LDHA-positiven Tumorflache und die Farbeintensitat
sind GréRen, welche in der mikroskopischen Betrachtung subjektiv bewertet werden
kénnten (Cardesi und Galliano 2013; Markaki und Harz 2017; Ryan et al. 2017). In
dieser Arbeit wurden die gefarbten Tumorproben von LDHA mittels mikroskopischer
Untersuchung von einer zusétzlichen Untersucherin (Frau C.B.) Uberprift um gréRere
Abweichungen in den Ergebnissen zu erkennen. Es lagen allerdings keine
signifikanten Unterschiede in der Einschatzung von Farbeergebnissen vor. Trotz allem
ist die Bestimmung objektiverer GréRen im Bezug auf Farbequantitat und —intensitat in
zuklnftigen Untersuchungen wenn mdglich vorzuziehen. Die Auswertung der
immunenzymatischen Farbungen dieser Arbeit erfolgte mittels Lichtmikroskopie im
konventionellen  Durchlichtverfahren.  Ein  alternatives  Verfahren stellt die
Immunfluoreszenzfarbungen dar. Durch letzteres Verfahren gelingt die Farbung
mehrerer Antigene in einem Schnitt. Der Vorteil dabei ware eine gleichzeitige

Bestimmung mehrerer biochemisch unterschiedliche Antigene eines Gewebes in ein
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und demselben Analyseansatz. Andererseits klingen Fluoreszenzsignale in kurzer Zeit
ab, da Fluoreszenzfarbstoffe relativ instabil sind.

Die Fallzahlen der in dieser Arbeit untersuchten Gewebe sind relativ gering,
insbesondere durch die Unterteilung in HPV-positive und HPV-negative Tumorproben.
Durch die immer weiter steigende Inzidenz der HPV-positiven Tumore kdnnten
zukUnftig mehr Praparate fir immunhistochemische Untersuchungen genutzt werden,
sodass die Ergebnisse mit héheren Fallzahlen untermauert wirden. Dieser Aspekt
findet ebenfalls Einfluss bei der statistischen Auswertung. Zum einen kénnen nicht
signifikante Unterschiede bedeuten, dass tatséchlich keine statistisch signifikanten
Unterschiede vorhanden sind oder dass die Fallzahl zum Nachweis eines statistisch
signifikanten Unterschieds zu gering ist. Deshalb sollte bei kleineren Kohorten das
Fehlen von signifikanten Unterschieden, aber vor allem auch das Vorhandensein

solcher generell zuriickhaltend interpretiert werden.

6.1.1 Uberlebensanalyse des Gesamtkollektivs

Nach der Analyse des Uberlebens ergab sich fiir Patienten mit einer HPV-assoziierten
Onkogenese ein signifikant besseres kumultatives Uberleben als bei Patienten mit
HPV-negativem oropharyngealem Plattenepithelkarzinom (Log-Rank-Test, p = 0,002).
Die mediane Uberlebenszeit fir HPV-negative Patienten mit einem OSCC betragt 5,64
Jahre. Fur HPV-positive Patienten kann die mediane Uberlebenszeit nicht ermittelt
werden, da sie fir den gesamten Untersuchungszeitraum bei Gber 50 % liegt. Die
ausgewahlten Patienten des Kollektivs dieser Arbeit sind Teil einer bereits 2017
veroffentlichten groReren Kohorte (Wagner et al. 2017). Auch dort zeigte sich ein
signifikant besseres Uberleben fir Patienten mit einer HPV-assoziierten
Karzinogenese und einem 5-Jahres-Uberleben von Uber 75% bei einem kurativen
Therapieansatz. Dies ist stimmig mit weiteren in der Literatur veréffentlichten Daten
(Gillison, M.L. 2006; Fakhry et al. 2008). In der retrospektiven Analyse von Ang et al.
aus dem Jahre 2010 konnte ebenfalls ein signifikant besseres Uberleben von Patienten
mit einem HPV-assoziierten OSCC bestatigt werden. Auch in einer prospektiven Arbeit
wurde dieses Ergebnisse gezeigt (Fakhry et al. 2008). Die Ursachen fir diesen
signifikant besseren Verlauf sind als multifaktoriell anzusehen. Unter anderem
beschreiben Lindel et al. im Jahre 2001 eine gunstigere Prognose aufgrund einer

héheren Sensitivitdt gegentber einer Therapie mit ionisierenden Strahlen. 56 der
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Patienten unseres Kollektivs erhielten eine Strahlentherapie (entspricht 75,7 %, siehe
Kapitel 12, Tabelle 5). Ang et al. fuhrt den Uberlebensvorteil von Patienten mit einem
OSCC der UICC-Grade Ill und IV auf ein besseres Ansprechen auf Strahlen- und
Chemotherapie und damit auf eine bessere lokoregiondre Kontrolle zuriick (Ang et al.
2012).

6.1.2 LDHA-Farbemuster

Bei der Auswertung der LDHA-Expression im Gewebeschnitt wurde zun&chst das
Vorhandensein eines Farbemusters untersucht. Hypoxie stellt ein verbreitetes Merkmal
von Tumoren dar. Ein schnelles Tumorwachstum hat eine schlechtere
Gefalversorgung und dadurch bedingt eine unzureichende Versorgung mit Sauerstoff
zur Folge. Wie bereits erlautert fuhrt diese verminderte Sauerstoffversorgung dazu,
dass LDHA vermehrt exprimiert wird. Bei HPV-assoziierten oropharyngealen
Karzinomen konnten wir signifikant h&ufiger ein Hypoxiemuster in der
immunhistochemischen Farbung erkennen. Das Féarbemuster in HPV-negative
Tumorproben stellen sich vermehrt gleichmaRig verteilt vor. Knuth et al. konnten
zeigen, dass HPV-positive HNSCC Zellkulturen eine erhdhte Expression des HPV-
induzierenden-Faktors 1-alpha unter Hypoxie sowie unter Normoxie aufweisen (Knuth
et al. 2017). Unter Hypoxie werden in gesunden Zellen normalerweise uber HIF-1-
alpha verschieden Gene reguliert. Der Transkriptionsfaktor HIF-1-alpha steht dabei im
Zentrum einer Reihe von Signalwegen. Ein hypoxisches Milieu stabilisiert den
Transkriptionsfaktor. Spezifische Prolinreste des Proteins kénnen nicht mehr
hydroxyliert werden und es kommt zu einer Dimerisierung von HIF-1-alpha und HIF-1-
beta. Unter Normoxie wird HIF-1-a an Prolinresten hydroxyliert. Dies fuhrt zu einer
Ubiquitinierung von HIF-1-a und dadurch zu dessen proteosomalen Degradation (siehe
dazu auch Kapitel 2.4). Der Komplex aus HIF-1-alpha und HIF-1-beta wandert in den
Zellkern und reguliert dort verschiedene Gene. Diese sind unter anderem in
Glukoseaufnahme, Glykolyse, Laktatproduktion, pH-Regulation und Angiogenese
involviert (Airley et al. 2007). Die Ergebnisse dieser Arbeit mit einem vermehrten
Vorliegen eines Hypoxiemusters bei HPV-assoziierten OSCC bauen somit auf den

bisher veréffentlichten Literaturergebnissen auf.



Bei den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit lieR sich bei gréReren Tumoren (T3)
signifikant haufiger ein Hypoxiemuster in der Farbung erkennen. Der Sauerstoffbedarf
von Tumorzellen wachst stetig mit der Zunahme der TumorgréRe. Wéchst der Tumor
dabei zu schnell, kann der erh6hte Sauerstoffbedarf nicht mehr gedeckt werden und es
kommt zu einer lokalen Hypoxie. Durch die Hypoxie kommt es erwartungsgemaf zu
einer Aktivierung von hypoxie-induzierbaren Faktoren wie zum Beispiel HIF-1-alpha
und damit zur Erhéhung des Glukosemetabolismus (Semenza, G.L. 2003; Mohamed
et al. 2004). Aus diesem Grund wurden Tumoren gréRer T3 auch nicht in das

Patientenkollektiv mit aufgenommen.

Des Weiteren konnte im Bezug auf das Alter der Patienten ein Unterschied in der
statistischen Auswertung erkannt werden. Patienten mit einem Alter von Uber 60
Jahren zum Zeitpunkt der Diagnosestellung zeigten in der immunhistochemischen
Farbung haufiger ein Hypoxiemuster als jingere Patienten. Durch altersbedingte
Veranderungen in den Bereichen des respiratorischen und des Herz-Kreislauf-Systems
lasst sich ein Anstieg von hypoxischen Gewebearealen erklaren. Die verminderte
Lungenparenchymsteifigkeit fihrt zu einem erhéhten Risiko fiir eine generelle Hypoxie
und eine altersbedingt verminderte zerebrale Ansprechbarkeit auf CO2 und Hypoxie
erhoht die Inzidenz einer allgemeinphysiologischen Hypoxie (Kochs et al. 2008). Das
maximal erreichbare Atemminutenvolumen fallt im Alter ab. Hollmann und Hettinger
diskutieren als Ursache des verminderten Atemminutenvolumens zuséatzlich eine
limitierende Rolle seitens physiologischer Altersverédnderungen in den Luftwegen und
einer relativen Hypoventilation, hervorgerufen durch die erhdhte CO2-
Sensibilitatsschwelle (Hollmann und Hettinger 2000). Mit zunehmender Lebensdauer
vermindert sich sowohl die maximal erreichbare Herzfrequenz, als auch die Héhe des
Schlagvolumens. Die Reduktion des Schlagvolumens wird auf eine verringerte
Kontraktilitdt und Elastizitdt des Herzmuskels zurtickgefuhrt (Weisser et al. 2003). Die
beschriebenen Effekte des Alterns auf die Kérperfunktionen und eine dadurch bedingte
erhéhte Inzidenz fur eine Hypoxie kénnen das vermehrt aufgetretene Hypoxiemuster in

der immunhistochemischen Farbung von LDHA erklaren.

Bei der Auswertung untersuchten wir zudem das LDHA-Farbemuster bei Patienten mit
Nikotin- und Alkoholabusus. Dabei zeigte sich, dass sowohl bei Patienten mit
Nikotinabusus, als auch bei solchen mit erhéhtem Alkoholkonsum haufiger der
uniforme Farbetyp von LDHA vorkommt. Bei Rauchern ist dieses Ergebnis statistisch
signifikant, bei Gewebeproben von Patienten mit erhéhtem Alkoholkonsum erreicht der

Unterschied kein statistisch signifikantes Resultat.
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Der Abbau des Alkohols gliedert sich in drei Schritte:

1. Oxidation von Alkohol zu Acetaldehyd

2. Oxidation von Acetaldehyd zu Acetat

3. Aktivierung von Acetat durch Acetyl-CoA und Oxidation im Tricarbonsaure-Zyklus zu
CO, und Wasser

Fir den ersten Schritt benétigt die Zelle als Enzym die Alkoholdehydrogenase (ADH).
ADH benétigt fur die Oxidation von Ethanol zu Acetaldehyd das Co-Enzym NAD als
Reduktionspartner. NAD wird dabei zu NADH umgewandelt. Die Produktion von NADH
wahrend des Alkoholabbaus kann den Redoxstatus der Zelle verandern. Dieser l&sst
sich direkt durch das NADH+H+/NAD+-Verhéltnis charakterisieren (Mitka, M. 2005).
Wenn bei einer hohen Konzentration von Ethanol viel NADH anfallt, verandert sich
unter anderem das Gleichgewicht von Pyruvat und Laktat, der Pyruvat/Laktat-Quotient
wird zugunsten von Laktat verschoben (Batra et al. 2010). Durch den Anstieg des
Laktat misste folglich auch ein erhéhter Umbau zu Pyruvat durch LDHA erfolgen, so
dass die Expression von LDHA unter Alkohol erhéht sei. Es lasst sich allerding kein
Zusammenhang zu einem bestimmten Farbemuster beziehungsweise einer
verénderten Expression von Parametern des Glukosemetabolismus in Tumorzellen

erkennen und auch in der Literatur nicht finden.

Ahnlich verhélt es sich bei Patienten mit einem Nikotinabusus. Zigarettenrauch sorgt
fur die Freisetzung von Sauerstoffradikalen von bronchialen und alveoldren
Epithelzellen und neutrophilen Granulozyten. Diese Sauerstoffradikale sorgen fur einen
sogenannten oxidativen Stress innerhalb einer Zelle. Oxidativer Stress ist
mitverantwortlich fir den nekrotischen Zelluntergang, welcher wiederum zur
Freisetzung von LDHA fiuhrt (Batra et al. 2010). Hier lasst sich weder in der bereits
veroffentlichten Literatur noch bezlglich unserer Ergebnisse ein Zusammenhang zu

einem bestimmten LDHA-Farbemuster finden.

6.1.3 LDHA-Intensitét

Bei der Betrachtung des HPV-Status und der Farbeintensitat zeigt sich in dieser Arbeit,
dass bei HPV-assoziierten Tumorproben LDHA schwécher exprimiert ist. Dies deckt
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sich mit den vorangegangenen Ergebnissen, dass bei HPV-positiven OSCC LDHA

auch quantitativ weniger gebildet wurde.

Wie im vorherigen Kapitel bereits gezeigt, entspricht dies nicht den veréffentlichten
Forschungsergebnissen von anderen Arbeitsgruppen. Allerdings gibt es bisher auch
noch keine Verodffentlichung Uber die genaue Untersuchung von LDHA bei HPV-
assoziierter Tumorgenese. Alle Studien untersuchten entweder den generell
veranderten zelluldren Tumorstoffwechsel unter HPV oder den Einfluss der LDHA-
Expression auf die Tumorentwicklung, die Metastasierung oder das Uberleben der
Zellkulturen oder Patienten ohne Einbeziehung des HPV-Status. Dadurch ist es
schwer, die Ergebnisse dieser Arbeit mit anderen Studiengruppen zu vergleichen.

Eine weitere Erkenntnis dieser Arbeit war, dass bei keiner der weiblichen Patienten (n
= 21, dies entspricht 28,4% des Kollektivs) eine starke LDHA-Expression festgestellt
werden konnte und Patientinnen mit einem OSCC ein besseres Uberleben zeigten. Es
ist zudem der prognostische Vorteil des weiblichen Geschlechts im Bezug zur LDHA-
Expression und der Annahme der daraus resultierenden besseren Prognose
aufgefallen (siehe Kapitel 12, Tabelle 5). Das Geschlecht ist ein in der Literatur oft
betrachteter Prognosefaktor. So hat eine Vielzahl von Autoren das weibliche
Geschlecht als prognostisch relevanten Faktor zum Beispiel fir das Lungenkarzinom
gefunden (Harpole et al. 1995; Muley et al. 2004; Sawabata et al. 2004; Kobayashi et
al. 2007; Sawabata et al. 2007). Im Gegensatz dazu gibt es ebenso einige Autoren, die
diesen Zusammenhang nicht zeigen konnten (Suzuki et al. 2007, Moro et al. 1995;
Bréchot et al. 1997). Warum dies genau der Fall ist, l8sst sich auch durch eine
umfassende Literaturrecherche nicht erkldren. So konnte auch die Arbeitsgruppe um
Arriaran keinen Zusammenhang zum Geschlecht zwischen einer erhéhten LDHA-,
LDHB- oder Laktatproduktion in einem Tierexperiment herstellen (Arriaran et al. 2015).
Somit kann auch in dieser Arbeit nur konstatiert werden, dass das Geschlecht ein
wesentlicher Prognosefaktor zu sein scheint.

Ein in der vorliegenden Arbeit untersuchter Faktor war auferdem der
Differenzierungsgrad des Tumorgewebes und eine mdgliche Assoziation zu einer
veranderten LDHA-Expression. Gesundes Plattenepithel besteht aus organtypisch
differenzierten Zellen, wohingegen Zellen von bésartigen Tumoren mehr oder weniger
stark ent- oder undifferenziert sind. Gut differenzierte Tumoren haben somit eine hohe
Ahnlichkeit zum Ausgangsgewebe. Je héher der Differenzierungsgrad der Zellen,

sprich je niedriger die Grading-Stufe, desto langsamer und weniger aggressiv ist das
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Wachstum des Tumors. Es wére zu erwarten gewesen, dass Tumore mit einem hohem
Differenzierungsgrad keine beziehungsweise nur eine geringfigig veranderte LDHA-
Expression verglichen mit Normalgewebe vorweisen. In der immunhistochemischen
Untersuchung zeigte sich allerdings eine signifikant verstarkte LDHA-Intensitét bei gut
differenzierten Gewebeschnitten. Dazu lieBen sich in der Literatur leider keine
vergleichbaren Untersuchungen finden. Die Ergebnisse diesbeziglich lassen sich
somit nicht in einen weiterfiihrenden Kontext bringen.

Auch bei der Auswertung der Expressionsstarke von LDHA wurde der Zusammenhang
zu externen Noxen untersucht. Es zeigt sich, dass sich auch bei der Intensitat OSCC-
Gewebeschnitte von Patienten mit einem erhéhten Alkoholkonsum signifikant h&ufiger
eine starke LDHA-Expression aufzeigen. Dies lasst sich ebenfalls mit den im folgenden
Kapitel erlduterten Punkten zu einer vermehrten LDHA-Expression von Uber 75% bei
Patienten mit einem erhéhten Alkoholkonsum erklaren.

Des Weiteren konnte bei Patienten mit einer schwachen LDHA-Expression unabhéngig
des HPV-Status ein signifikant besseres Uberleben festgestellt werden. Diverse
Studien zeigen, dass eine verringerte Expression von LDHA mit einem geringeren
Tumorwachstum assoziiert ist. So wurden Tumorzellen einem LDHA-Knockdown
unterzogen. Resultat war eine Steigerung der Zellatmung in den Mitochondrien, eine
Reduktion der Proliferation unter hypoxischen Bedingungen sowie ein verzdgertes
Tumorwachstum in vivo (Fantin et al. 2006). Eine andere Arbeitsgruppe konnte zeigen,
dass ein Knockdown von LDHA in vitro mit einer geringerer Proliferation und Invasion
assoziiert war. Die entsprechenden in vivo Daten zeigten ein langsameres Wachstum
von Primartumoren und eine verzdgerte Metastasierung (Rizwan et al. 2013). Eine
geringere Expression von LDHA schient mit einem geringeren Tumorwachstum zu
korrelieren. Zudem konnte in vitro eine Steigerung der mitochondrialen Aktivitat gezeigt
werden (Xie et al. 2014). Ein Knockdown von LDHA fuhrt zu einer dramatischen
Verringerung des Tumorzellwachstums. Eine erhéhte LDHA-Expression fiihrt zu
vermehrten Metastasen und ein erhéhtes Level von LDHA sei verantwortlich fur ein
schlechteres Uberleben (Koukourakis et al. 2009; Miao et al 2013; Rong et al. 2013).
All diese Studien unterstreichen die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse, dass
eine schwache LDHA-Expression mit einer verbesserten Uberlebensrate korreliert. Nur
einer der insgesamt sieben Patienten mit einer starken LDHA-Expression hat ein
Uberleben von dber fiinf Jahren. Bei einer schwachen Intensitét liegt die 10-Jahres-
Uberlebenszeit bei Uiber der Halfte. Es scheint weiterhin so zu sein, dass die LDHA-

Expression vor allem bei HPV-negativen Patienten einen Einfluss auf das Uberleben
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hat. Allerdings hat nur einer der HPV-positiven Patienten eine starke Intensitat

innerhalb des Tumornestes gezeigt.

6.1.4 LDHA-positive Tumorflache

Bei der Untersuchung der HPV-assoziierten und der HPV-negativen Tumorproben
lasst sich erkennen, dass bei HPV-positiven Gewebeschnitten weniger zytoplasmatisch
gefarbte Tumorflache vorliegt. Dies ist insofern interessant, da wie bereits beschrieben
bei HPV-positiven HNSCC HIF-1-alpha stabilisiert wird und tber eine Dimerisierung mit
HIF-1-beta regulatorische Funktionen im Zellkern ibernimmt. Uber diesen Komplex
wird unter anderem die Expression von LDHA induziert. In der Literatur findet sich ein
Zusammenhang zwischen HPV und LDHA: Eine Herabregulation des HPV-
Onkoproteins E6 fiuhrt zu einer reduzierten Expression von LDHA (Zhang et al. 2016).
Auch daraus lasst sich schlussfolgern, dass bei HPV-assoziierten OSCC LDHA
generell vermehrt exprimiert werden sollte als bei HPV-negativen Karzinomen. Dies ist
in dieser Arbeit nicht der Fall, unabhéngig davon welches Farbemuster (uniform oder

Hypoxiemuster) vorliegt.

Die Arbeitsgruppen um Walenta fanden bei Biolumineszenzmessungen erhéhte
Laktatspiegel in malignen Tumoren des Zervixkarzinoms, Kolonkarzinoms sowie
Tumoren des Kopf- und Halsbereichs, jedoch nicht in umliegendem Normalgewebe
(Walenta et al. 2000; Walenta et al. 2004). Eine immunhistochemische Untersuchung
von Koukourakis et al. zeigte im Lungenkarzinom und im kolorektalen Adenokarzinom
eine erhéhte Expression der LDHA, die mit erhdhter Aggressivitat und Invasivitat der
Tumore korrelierte (Koukourakis et al. 2003; Koukourakis et al. 2006). Weiterhin konnte
in vivo im Serum von Patienten mit Brust- und Ovarialkarzinomen eine erhdéhte LDH-
Konzentrationen unabhéngig eines mdoglichen HPV-Status  gemessen werden
(Koukourakis et al. 2009). Auch in dieser Arbeit zeigte sich, dass die LDHA-Expression
im Tumorgewebe immer héher war als im umliegenden, als gesund anzusehendem,

Gewebe.

GroRere Tumore zeigen durch ihr schnelles Wachstum im Vergleich zum umliegenden
Gewebe ein vermehrtes Mal} an intratumoraler Hypoxie. Der dieser Arbeit zugrunde

liegenden These, dass eine HPV-bedingte Stabilisation von HIF-1-alpha und ein
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dadurch fiir die Zelle ,simuliertes” hypoxisches Milieu die Expression von LDHA férdert,
passt zu der ausgewerteten vermehrten Expression von LDHA bei groReren Tumoren.
Das Auftreten von spezifischen Farbemustern allerdings lieR® sich nicht vorhersehen.
Es lag zunéchst die Annahme zugrunde, dass sich durch eine vermehrte Expression
von LDHA ein gleichmaRiges Expressionsmuster in allen HPV-positiven
Gewebeproben darstellt. In 44% der in dieser Arbeit untersuchten HPV-positiven
Gewebeproben findet sich allerdings anstatt einer uniformen Farbung ein
Hypoxiemuster. Dies ist allerdings nicht alleinig auf das Vorhandensein einer HPV-
assoziierten Karzinogenese zuriickzufihren. Auch HPV-negative Gewebeproben
zeigten in dieser Arbeit in 9 von 40 Fallen ein Hypoxiemuster. Des Weiteren ist es so,
dass auch HPV-positive Gewebeschnitte nicht in jedem Fall ein Hypoxiemuster zeigten
(uniforme Farbung in 19 von 34 Féllen). Dies kann sich dadurch erklaren lassen, dass
eine Hypoxie ein verbreitetes Merkmal von Tumoren ist (schnelles Tumorwachstum
fuhrt zu einer schlechteren Gefa3- und Sauerstoffversorgung). Wie bereits erlautert
fuhrt diese verminderte Sauerstoffversorgung dazu, dass LDHA auch HPV-unabhéngig

vermehrt exprimiert werden kann.

Dass eine erhéhte LDHA-Expression mit Metastasierung und schlechter Prognose
korreliert, konnte von Walenta et al. im Zervixkarzinom (Walenta et al. 2000) und von
Koukourakis et al. im Kolon- und Lungenkarzinom nachgewiesen werden (Koukourakis
et al. 2006; Koukourakis et al. 2007). Dies konnte auch eine weitere Verdoffentlichung
aus dem Jahre 2017 bestatigen. Dort korrelierte eine Aktivierung von LDHA ebenfalls
mit einer verstarkten Metastasierung (Jin et al. 2017). Eine weitere groRe Studie um
LDHA veréffentlichten Miao et al. im Jahre 2013. Diese zeigte eine Zunahme von
Lungenmetastasen bei einer erhdhten LDHA-Expression von 66,7%. Die Anzahl von
Lungenmetastasen in der Gruppe ohne LDHA war um das 10-fache verringert im
Vergleich zur Kontrollgruppe. (Miao et al. 2013).

Weiterhin lieR sich in der hier vorliegenden Arbeit bei der Auswertung der LDHA-
positiven Flache ein Zusammenhang mit einem Alkoholabusus feststellen. Patienten
mit einer erhéhten Alkoholaufnahme haben signifikant vermehrt eine positiv gefarbte
Tumorflache von Uber 75 %. Wie bereits im vorherigen Kapitel beschrieben sind durch
Alkohol bedingte Stoffwechselstérungen auf den erhéhten NADH+H*/NAD®-
Quotienten zuriickzufihren. Dadurch bedingt wird Pyruvat verstdrkt in Laktat
umgewandelt und dem entsprechend muss vermehrt LDHA bereitgestellt werden.
Dieses Ergebnis der immunhistochemischen Férbung stimmt somit mit der bereits



veroffentlichten Datenlage Uber LDHA bei vermehrter Zunahme von Alkohol Uberein
(Mitka M. 2005; Batra et al.2010).

Bei der Betrachtung des Uberlebens von Patienten mit einer LDHA-positiven
Tumorflache von Uber oder unter 75 % zeigt sich kein Unterschied zwischen HPV-
assoziierten OSCC und HPV-negativen Tumorproben. Lediglich bei der HPV-
unabhéngigen Analyse des Uberlebens konnte ein Unterschied dahingehend
festgestellt werden, dass eine gréRere LDHA-positive Tumorflache mit einem leicht
verbesserten 5-Jahres-Uberleben zu korrelieren scheint. Hier stellt sich erneut ein
Unterschied zu bereits verdffentlichten Ergebnissen anderer Studien dar. Ein erhéhter
LDH-Spiegel sei ein Prognosefaktor fir ein schlechteres Uberleben (Miao et al. 2013).
Es besteht weiterhin die Moglichkeit, dass das gebildete Laktat selbst einen Einfluss
auf erhohte Sterblichkeit, Progression und auf die Bildung von Metastasen hat (Gillies
et al. 2008). Auch bei der Untersuchung um die Arbeitsgruppe Huang et al. aus dem
Jahre 2016 zeigte sich eine signifikante Korrelation von der vermehrten LDHA-
Expression zu einem Anstieg der Anzahl von gebildeten Metastasen und der
Verschlechterung der Uberlebensrate (Huang et al. 2016). Daraus ergibt sich ebenfalls
ein verringertes Uberleben bei verstarkter LDHA-Expression gegeniiber Patienten mit
einer geringeren LDHA-Produktion. Allerdings findet sich dies auch in unseren
Ergebnissen beziglich der 10-Jahres-Uberlebensrate wieder, sodass sich alleinig aus
der quantitativ positiv gefarbten LDHA-Flache kein Rickschluss auf ein besseres,
respektive schlechteres Uberleben ziehen lasst.

Die Ergebnisse dieser Arbeit und der Vergleich mit der Literatur sind auch
dahingehend interessant, dass die zu untersuchende Theorie von einer erhdhten
LDHA-Expression bei hypoxischem intrazellularem Milieu durch eine HPV-Assoziation
nicht bestéatigt werden konnte. Patienten mit HPV-assoziierte OSCC zeigen bei unserer
Untersuchung allerdings ein verbessertes Uberleben, welches mit der Literatur
Ubereinstimmt (Klussmann et al. 2009; Ang et al. 2010). Im Bezug auf eine verandertes
Uberleben im Zusammenhang mit einer veranderten LDHA-Expression kann rein fiir
eine quantitativ LDHA-positive Tumorflache keine abschlieRBende Aussage getroffen

werde. Dazu werden in Zukunft mehr Studien nétig sein.



6.1.5 LDHA-Score aus gefarbter Flache und Intensitét

In der Medizin versteht man unter einem Score einen Punktwert, welcher sich aus
verschiedenen Parametern zusammensetzt. Dadurch kann sich Uber ein
Forschungsergebnis oder auch eine Diagnose schnell ein Uberblick verschafft werden,
ohne zunachst viele Details auswerten zu missen. Zudem dienen Scoresysteme auch
der statistischen Erfassung vieler Daten. Im klinischen Alltag evaluiert man Uber
gebildete Scores Verletzungs- oder Dysfunktionsschweregrade, Verlaufbeurteilungen
oder mdogliche Therapieverfahren. Allerdings kénnen aus Scoreergebnissen nicht
uneingeschrankt therapeutische Konsequenten gezogen werden. Es gilt zu
berlicksichtigten, dass ein Scoresystem als Messverfahren auch systemischen Fehlern
oder Storfaktoren unterliegt, da ein bestimmter Scorewert auf unterschiedliche Weise
zustande kommen kann. Ein Punktwert kann sich durch mehrere geringe
Einzelparameter oder aber durch wenige gravierende Abweichungen zusammen
setzen. Scores oder Punktwerte sind daher nur als Hilfsmittel und Naherungswerte fiir
ein Forschungsergebnis oder eine Diagnose anzusehen. Ein Vorteil von
Scoresystemen ist deren gute Vergleichbarkeit bei Forschungsarbeiten, zumindest

dann wenn ahnliche Punktwerte verwendet werden.

In dieser Forschungsarbeit gibt ein hoher Scorewert eine vermehrte LDHA-Expression
und/oder starke LDHA-Intensitat wieder. Es wurden die LDHA-Intensitat und die LDHA-
positiv geférbte Fl&che miteinander kombiniert und multipliziert, so dass eine maximale
Punktzahl von zwélf vorliegen konnte. Demnach spiegelt sich eine Aktivierung des
Glukosemetabolismus tber LDHA in einem hohen Score wieder.

Es liel sich zeigen, dass entgegen der Anfangshypothese bei HPV-positiven OSCC
signifikant hdufiger niedrige Score-Werte vorliegen. Bei Betrachtung des Score im
Zusammenhang mit dem Vorhandensein nodaler Metastasen ist erkennbar, dass bei
einem groRen Score haufiger solcher Metastasen vorhanden sind. Erneut zeigt sich,
dass in den Gewebeproben von Patienten mit einer erhéhten Alkoholaufnahme
signifikant haufiger ein groBer LDHA-Score zu erkennen ist. Fur Patienten mit einem
geringen Score konnte eine signifikant bessere Uberlebenszeit beobachtet werden.
Nur eine HPV-positive Gewebeprobe zeigte einen groRen Score, sodass hierbei auf

das Uberleben keine Riickschliisse gezogen werden konnten.

Leider findet sich in der aktuellen Literatur bisher keine vergleichbaren Scoresysteme
bezogen auf LDHA. Forschungen des Glukosemetabolismus kénnten zukinftig geh&uft

auch in Scoresystemen ausgewertet werden, um vor allem auch international

68



Ergebnisse besser vergleichen zu kénnen. Betrachtet man die beiden
Einzelkomponenten des Scores, so sind die Ergebnisse der Scoreauswertung
dahingehend mit den Erkenntnissen der vorherigen Kapiteln passend, dass eine
verringerte beziehungsweise weniger intensive LDHA-Expression vor allem bei HPV-
positiven Gewebeproben und bei Patienten mit einem besseren Uberleben vorliegen.
Zudem ist ein groRer Score verknlpft mit einer starken und/oder hohen Expression und
findet sich bei Tumorproben von Patienten mit einer vermehrten Alkoholaufnahme.

6.2 Therapeutische Bedeutung

Seit langem wird versucht, den Warburg-Effekt therapeutisch zu nutzen. Inhibitoren
der Schlisselenzyme der Glykolyse wie der Hexokinase, der Phosphofruktokinase und
der Pyruvatkinase sind in Zellkulturen und teilweise auch im Tierversuch getestet
worden (Jang et al. 2013; EIf und Chen 2014). Die gewonnenen Erkenntnisse dieser
Arbeit stellen LDHA als einen interessanten Ansatzpunkt fur die Tumortherapie dar.
Vor allem fir Patienten bei denen ein chirurgischer Therapieansatz (zunachst) nicht in
Frage kommt oder bei denen eine vollstdndige Tumorresektion nicht durchfiihrbar ist,
kénnte eine Beeinflussung des LDHA-Metabolismus eine vielversprechende Alternative

sein.

Ein in der Literatur untersuchter Inhibitor von LDHA ist Dihydroxynaphthoinsaure.
Gemeinsam mit Oxamat, ebenfalls einem LDH-Inhibitor, konnte bei
Mammakarzinomen eine  Apoptoseinduktion nachgewiesen werden. Auch
Dichloracetat, bekannt aus der Behandlung der Laktatazidose, wurde im
Zusammenhang mit Tumoren mit erhdhter Laktatproduktion untersucht. Im
Zellkulturmodell mit oralen Plattenepithelkarzinomlinien konnte eine Apoptoseinduktion
beziehungsweise ein Proliferationsstop beobachtet werden (Jang et al. 2013; Ruggieri
et al. 2015).

Das in Tumorzellen gebildete Laktat wird mit einer Anderung des Migrationsverhaltens
von Tumor-und Immunzellen in Zusammenhang gebracht (Hirschhaeuser et al. 2011;
Arseneault et al. 2013; Seliger et al. 2013). In diversen Studien konnte gezeigt werden,
dass Laktat inhibitorische Effekte auf Immunzellen hat (Gottfried et al. 2006; Fischer et
al 2007; Dietl et al. 2010). Diese Daten deuten darauf hin, dass die verstarkte LDHA-
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Expression von Karzinomen die Infiltration von T-Zellen negativ beeinflussen kann.
Eine verringerte Glukosekonzentration, hervorgerufen durch die verstarkte
Glukoseaufnahme des Tumors, kénnte die Infiltration von T-Zellen im Tumormilieu
modulieren, da T-Zellen zur Aktivierung und Proliferation erhdhte Mengen an Glukose
bendtigen (Cham und Gajewski 2005). Ein Eingreifen in den Glukosemetabolismus als
therapeutisches Ziel konnte hier sowohl die Tumormalignitat verringern, als auch die T-
Zellaktivierung begtiinstigen. Dariber hinaus kdnnte nach Zhou et al eine Verringerung
der Laktatsekretion den Tumor sensibler fir Chemo- und Immuntherapien machen
(Zhou et al. 2010). Des Weiteren stellten Koukourakis et al. fest, dass glykolytische
Tumorzellen auch Tumor-assoziierte Fibroblasten modulieren (Koukourakis et al.
2007). All diese Beobachtungen machten den Glukosemetabolismus von Tumoren zu
einem interessanten Ziel fur die Tumortherapie. Die Arbeitsgruppe um Bonnet et al.
zeigte in vivo mittels eines Rattenmodells, dass das Tumorwachstum mit Dichloracetat
durch Hemmung der Glykolyse inhibierbar ist (Bonnet et al. 2007). In deren
Arbeitsmodell bekamen Ratten zundchst Tumorzellen subkutan injiziert und
anschliefend wurde tUber mehrere Wochen Dichloracetat oral iber das Trinkwasser
verabreicht. Diese Tiere entwickelten wesentlich kleinere Tumore als die
Kontrollengruppe. Die Auswirkung einer inhibierten LDHA-Expression konnten Xie et
al. an Nierenkarzinomzellen in einem Modell zeigen. Aufgrund einer Mutation im Gen
fur die Bildung der Fumarathydrase, welche wie HPV zu einer Stabilisation von HIF-1-
alpha fuhrt, wird in den Tumorzellen vermehrt LDHA exprimiert. Hier fihrte eine
Inhibition der LDHA zu einem verringerten Wachstum der Tumorzellen in vitro sowie
auch in vivo (Xie et al. 2009).

Zusammenfassend zeigt sich, dass die Beeinflussung des Glukosemetabolismus
bezogen auf LDHA in vitro und auch teilweise bereits in vivo am Rattenmodell gute und
vielversprechende Ergebnisse fir die Tumortherapie darstellt. Dieser Ansatzpunkt
misste nach den in dieser Arbeit gewonnen Erkenntnissen tber LDHA fur eine HPV-
assoziierten Tumorgenese noch erweitert und untersucht werden, um in Zukunft einen

mdglichen weiteren Therapieansatz generieren zu kénnen.



7. Zusammenfassung

Eine HPV-assoziierte Karzinogenese gilt als glnstiger Prognosefaktor bei
oropharyngealen Plattenepithelkarzinomen. Die Infektion mit dem humanen
Papillomavirus nimmt Einfluss auf den Zellmetabolismus und interagiert auch unter
Normoxie mit dem sonst nur unter hypoxischen Bedingungen stabilisierten Hypoxie-
induzierten Faktor 1-alpha. Dieser dimerisiert und wandert in den Zellkern der
betroffenen Zelle. Dort werden verschiedene Gene des Zellmetabolismus und —zyklus
reguliert, unter anderem betroffen ist dabei der Glukosemetabolismus mit seinen
Glukosetransportern (GLUT) und Enzymen (zum Beispiel LDHA). Dieser Arbeit liegt
die  Annahme zugrunde, dass die HPV-induzierte Verdnderung des
Glukosemetabolismus zu einer erhéhten Expression der Laktatdehydrogenase A fiihrt.

Die Uberpriifung dieser Anfangshypothese erfolgte mittels immunhistochemischer
Farbung von insgesamt 74 Gewebeproben mit oder ohne HPV-assoziierter
Onkogenese. Die ausgewahlten Patienten stammten allesamt aus der Klinik fur Hals-,
Nasen- und Ohrenheilkunde des Universitatsklinikums der Justus-Liebig-Universitat in
GieRen und befanden sich wédhrend eines Zeitraums vom 01.01.2000 bis zum
31.12.2016 dort in Behandlung.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen ein verringertes Uberleben von Patienten deren
Gewebeproben eine starke und/oder quantitativ hohe LDHA-Expression aufwiesen.
Dies spiegelt die Erkenntnisse anderer Arbeitsgruppen Uber LDHA und die
Auswirkungen auf Tumorzellen und Uberlebensraten von Patienten wieder. In der
Literatur lassen sich bisher aber nur sehr wenige Zusammenhénge zwischen LDHA
und einer HPV-assoziierten Karzinogenese finden. Dahingehend kdénnen unsere
Ergebnisse einen neuen Ansatzpunkt fiir weitere Forschungen in dieser Richtung sein.
Die Vermutung einer verstérkten Bildung von LDHA bei einer HPV-assoziierten
Onkogenese lie sich nicht in jedem Punkt bestatigen. Bei HPV-positiven
Tumorproben konnte immunhistochemisch zwar haufiger ein Hypoxiemuster erkannt
werden, allerdings war LDHA schwécher und quantitativ geringer exprimiert. Deutlich
zeigte sich allerdings eine vermehrte LDHA-Expression in Gewebeproben bei
erhdhtem Alkohol- und /oder Nikotinkonsum von Patienten des Kollektiv.

Da die LDHA-Expression, sowie die HPV-assoziierte Onkogenese von OSCC einen

interessanten Ansatz fur TherapiemaBnahmen bilden, sollten zukinftig weitere
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Untersuchungen in diesem Bereich erfolgen. Dabei sind vor allem weiterfiihrend der
Zusammenhang einer HPV-assoziierten Tumorentwicklung und der LDHA-Expression
interessant. LDHA stellt ein potentielles und vielversprechendes Ziel fir die
antitumorale Therapie dar. Trotz der groflen Anzahl pharmakologisch mdglicher
Inhibitionswege und verschiedener Untersuchungen fiir LDHA-Inhibitoren in vitro,
konnten nur wenige LDHA-inhibitorische Pharmazeutika klinisch Uberprift werden.
Diesbeziglich sind weitere Untersuchungen fir klinisch relevante und zukiinftig auch
nutzbare Therapeutika nétig, die auch eine mégliche virale Karzinogenese in der

Forschung bertiicksichtigen.
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8. Summary

HPV-associated carcinogenesis is considered a favorable prognostic factor in
oropharyngeal squamous cell carcinoma. Infection with the human papillomavirus
influences the cell metabolism and the hypoxia-induced factor 1-alpha, which is
otherwise stabilized only under hypoxic conditions. HIF-1-alpha dimerizes and migrates
to the nucleus of the affected cell. There, various genes of cell metabolism and cell
cycle are regulated, i.a. glucose metabolism with its glucose transporters (GLUT) and
enzymes (e.g. LDHA) is affected. This work is based on the assumption that HPV-
induced changes in glucose metabolism lead to increased expression of lactate

dehydrogenase A.

The examination of this initial hypothesis was carried out by immunohistochemical
staining of a total of 74 tissue samples with or without HPV-associated oncogenesis.
The selected patients all came from the Department of Otolaryngology of the University
Hospital of the Justus Liebig University in Giessen and were there in treatment for a
time period between 01/01/2000 and 12/31/2016.

The results of this work show a reduced survival of patients with tissue samples
showing a strong and/or quantitatively high LDHA expression. This reflects the findings
of other groups on LDHA and its impact on tumor cells and patient survival. However,
in the literature only very few correlations between LDHA and HPV-associated
carcinogenesis can be found so far. In this regard, our results may be a new starting
point for further research in this direction. However, our assumption of increased
formation of LDHA in HPV-associated oncogenesis could not be confirmed in all
aspects. In HPV-positive tumor samples a hypoxia pattern was more frequently
detected immunohistochemically, but LDHA-staining intensity was weaker and in area
quantitatively less expressed. LDHA expression was significantly increased in tissue
samples of patients with increased alcohol and/or nicotine consumption in our

collective.

Since the LDHA expression as well as the HPV-associated oncogenesis of OSCC
constitutes to be an interesting approach for therapeutic measures, further
investigations in this area should be carried out in the future. In particular, the context
of HPV-associated tumor development and LDHA expression are interesting. LDHA
represents a potential and promising target for antitumoral therapy. Despite the large
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number of pharmacologically possible inhibition pathways in vitro and various assays
for LDHA inhibitors, few LDHA inhibitory pharmaceuticals have been clinically
evaluated. In this regard, further investigations are needed for clinically relevant and in
the future also usable therapeutics, which also consider possible viral carcinogenesis in

research.
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9. Abkiirzungsverzeichnis

ABC Avidin-Biotin-Complex (englisch), deutsch ,Avidin-Biotin-Komplex*

Acetyl-CoA  Acetyl-Coenzym-A

ADH Alkoholdehydrogenase

ATP Adenosintriphosphat

BSA Bovines Serumalbumin

CDK Cyclin-Dependent Kinases (englisch), deutsch ,Cyclin-abhéngige-
Kinasen*

Cl Confidence Interval (englisch), deutsch ,Konfidenzintervall

cm Zentimeter

CO2 Kohlenstoffdioxid

DNA Deoxyribonucleic Acid (englisch), deutsch DNS fir
,Desoxyribonukleinsdure”

dsDNA Double-stranded Desoxyribonucleic Acid (englisch), deutsch
,doppelstrangige Desoxyribonukleinsaure”

e.g. exempli gratia (lateinisch), bedeutet auf Englisch ,for example®, deutsch
»Zum Beispiel”

E2F E2-Faktor

E6-AP E6-Associated Protein (englisch), deutsch ,E6-assoziiertes Protein®

F-FDG F-Fluordesoxyglukose

FFPE Formalin-Fixed Paraffin-Embedded Tissue (englisch), deutsch
,Formalin-fixiertes Paraffin-eingebettetes Gewebe*

GLUT Glukosetransporter

H,0, Wasserstoffperoxid

HIF-1-a Hypoxie-Induzierender-Faktor-1-alpha

HNO Hals-, Nasen-, Ohrenheilkunde

HNSCC Head and Neck Squamous Cell Carcinoma (englisch), deutsch ,Kopf-
Hals-Plattenepithelkarzinom*

HPV Humanes Papillomavirus

HR Hazard Ratio

i.a. inter alia (lateinisch), deutsch ,unter anderem*”

IARC International Agency for Research on Cancer

Inc. Incorporated (englisch), fur ,Incorporated company*, deutsch

Leingetragene Aktiengesellschaft*
LCR Long Control Region (englisch), deutsch ,lange Kontrollregion®
LDH Laktatdehydrogenase
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MCT1
Mdm2

pum
NCR
NAD
n.d.
nm
osccC

PCR

PHD
PET
pRb
RCT
RKI
TBST
TNM

TRS
uicc

URR

uv
VE-H,O
VHL-Gen
ZfKD

Musculus (lateinisch), deutsch ,Muskel”
Monocarboxylattransporter 1

Mouse double minute 2 homolog (englisch), deutsch ,Doppel-Minute-2-
Homolog der Maus*

Mikrometer

Noncoding Region (englisch), deutsch ,nicht kodierende Region®
Nicotinamidadenindinukleotid

nicht durchfihrbar

Nanometer

Oropharyngeal Squamous Cell Carcinoma (englisch), deutsch
Loropharyngeales Plattenepithelkarzinom®

Polymerase Chain Reaction (englisch), deutsch
,Polymerasekettenreaktion”

Prolylhydroxylase

Positronen-Emissions-Tomographie

Retinoblastomprotein

Radio-Chemotherapie

Robert-Koch-Institut

Tris-Buffered Saline mit Tween20

T = Tumor, N = Nodus (lateinisch Nodus lymphoideus, deutsch
L,Lymphknoten®), M = Metastasen

Target Retrieval Solution

Union Internationale Contre le Cancer (franzésisch), deutsch
Jnternationale Vereinigung gegen Krebs*

Upstream regulatory region (englisch), deutsch ,vorgelagerte
regulatorische Region®

Ultraviolette Strahlung

vollentsalztes Wasser
Von-Hippel-Lindau-Tumorsuppressor-Gen

Zentrums fir Krebsregisterdaten des Robert-Koch-Instituts
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