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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie und Atiologie des Plattenepithelkarzinoms im Kopf-Hals-

Bereich

Weltweit werden Tumoren des Kopf-Hals-Bereichs mit mehr als 550.000
Neuerkrankungen und einer Mortalitdt von 350.000 Patienten jahrlich beziffert
(Jemal et al. 2011). Laut einer Studie der Gesellschaft der epidemiologischen
Krebsregister und des Robert Koch-Institutes stellt diese Tumorentitdt mit 11.360
Neuerkrankungen pro Jahr bei mannlichen Patienten die siebthaufigste
Krebserkrankung in Deutschland dar (Husmann et al. 2010). Bei Frauen sind die
Malignome des Kopf-Hals-Bereichs fur ca. 3.390 der jéhrlichen Neuerkrankungen in
Deutschland verantwortlich und liegen damit an 16. Stelle der haufigsten
Krebserkrankungen (Husmann et al. 2010). Proportional zur steigenden Anzahl der
weiblichen Raucherinnen kann auch eine Zunahme der Inzidenz beobachtet werden.
Waéhrend das mittlere Erkrankungsalter bei Frauen bei 64 Jahren liegt, erkranken
Manner im Schnitt bereits mit 60 Jahren. Der Altersgipfel zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung liegt bei beiden Geschlechtern zwischen dem 55. und 65. Lebens-
jahr (Husmann et al. 2010).

Die Entwicklung von Kopf-Hals-Tumoren ist multifaktoriell bedingt. Mindestens
75 % der Tumore sind auf eine Kombination aus Nikotin- und Alkoholabusus
zurlckfihrbar (Blot et al. 1988). Damit stellen diese beiden Noxen, sowohl
unabhéngig voneinander als auch synergistisch, die Hauptrisikofaktoren in
industrialisierten L&ndern dar.

Raucher weisen im Vergleich zu Nichtrauchern ein erhohtes Erkrankungsrisiko auf,
das im Sinne einer Dosis-Wirkungsbeziehung mit der Haufigkeit, Dauer und Anzahl
der konsumierten Zigaretten weiter zunimmt (Hashibe et al. 2007). Auch andere
Formen des Tabakkonsums wie Zigarren- und Pfeifenrauchen, aber auch Kau- und
Schnupftabak, sind assoziiert mit einer Zunahme der Inzidenz (Blot et al. 1988).

Das Erkrankungsrisiko steigt multiplikativ bei zusatzlichem Alkoholmissbrauch vor
allem fir Mundhohlen- und Oropharynxkarzinome (Blot et al. 1988). Bei
kombiniertem Abusus zeigt sich in der Bevolkerung ein attributables Risiko von
37 % im Vergleich zu 4 % bei alleinigem Alkoholmissbrauch (Hashibe et al. 2009).
Eine Infektion mit Hochrisiko-humanen Papillomaviren (HPV), insbesondere HPV
16 und 18, stellt in etwa 26 % der Félle einen weiteren Risikofaktor fur die
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Entwicklung eines Tumors im Kopf-Hals-Bereich dar (Hashibe et al. 2007). Eine
HPV-Assoziation wird meistens bei Karzinomen des Oropharynx beobachtet,
betroffen sind hdufig Patienten ohne Nikotin- oder Alkoholanamnese.

Slaughter et. al. etablierten 1953 den Ausdruck der field cancerization zur
Beschreibung von multipel lokalisierten, neoplastischen Sekundéarldsionen als
Reaktion auf Umweltkarzinogene (Slaughter et al. 1953).

Ein erhohtes Erkrankungsrisiko zeigt sich aufferdem bei unzureichender
Mundhygiene sowie mechanischen Irritationen z.B. durch Prothesen. Einer obst- und
gemusereichen Erndhrung werden hingegen protektive Effekte zugeschrieben
(Boenninghaus und Lenarz 2007).

1.2 Histologie, Tumorlokalisation und —klassifikation

Der Begriff der Kopf-Hals-Tumoren umfasst Karzinome im Bereich des oberen
Aerodigestivtraktes einschlieflich der Mundhéhle, Oropharynx, Hypopharynx und
Larynx, wobei Karzinome des Nasopharynx meist separat betrachtet werden. Mit
uber 90 % stellen Plattenepithelkarzinome den grofiten Anteil der soliden Tumoren
im Kopf-Hals-Bereich dar. Andere Tumorentitdten, wie z.B. Adenokarzinome,
Karzinome lymphoepithelialen Ursprungs oder Sarkome kommen weitaus seltener
vor.

Am héufigsten betroffen ist die Mundhdohle, gefolgt von Larynx und Pharynx (Preif3
et al. 2012).

Die Mundhoéhle lasst sich topographisch in sechs anatomische Bezirke gliedern, die
Mundschleimhaut, oberer und unterer Alveolarfortsatz, harter Gaumen, Mundboden,
der Zungenriicken vor den Papillae vallatae sowie die Zungenunterseite.

Ein Befall des Zungengrundes, des Gaumenbogens mit Tonsillen, der Uvula oder der
oberen Flache des weichen Gaumens wird unter dem Begriff des Oropharynx-
Karzinoms subsumiert.

Der Hypopharynx verbindet Oropharynx und Osophagus, ventral weist er einen
Eingang in den Kehlkopf auf. Unterteilt werden die Karzinome des Hypopharynx
nach  drei  Bereichen:  Postkrikoidgegend,  Recessus  piriformis  und
Hypopharynxhinterwand.

Am Larynx werden supraglottische, glottische und subglottische Karzinome
differenziert. Die supraglottischen Karzinome umfassen Raumforderungen der

suprahyoidalen Epiglottis, der aryepiglottischen Falte, der laryngealen Anteile der
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Arytaenoidgegend sowie der infrahyoidalen Epiglottis und der Taschenfalten.
Tumoren der Glottis konnen sich im Bereich der Stimmlippen sowie der vorderen
und hinteren Kommissur manifestieren. Der subglottische Bereich wird nicht weiter
unterteilt. Maligne Raumforderungen, die alle drei Teilbereiche des Larynx befallen
und deren urspringlicher Entstehungsort nicht mehr erkennbar ist, werden als
transglottische Karzinome bezeichnet.

Die klinische Klassifikation der Neoplasien erfolgt nach dem sog. TNM-System (T:
Tumor, N: Nodus, M: Metastasis), basierend auf der Lokalisation des Primartumors
sowie dessen lymphogener und hdmatogener Ausbreitung (siehe Tabelle 8 bis
Tabelle 15 im Anhang) (Wittekind und Meyer 2010).

Auf dieser pratherapeutischen Einteilung aufbauend erfolgt eine Einstufung in
Stadien nach der Union internationale contre le cancer (UICC) und ergénzend die
histologische Klassifikation des Differenzierungsgrades, das sog. Grading, anhand
morphologischer Gesichtspunkte, wie z.B. Kernatypien und Zellschichtung (vgl.
Tabelle 16 und Tabelle 17 im Anhang) (Preil et al. 2012; Wittekind und Meyer
2010).

1.3 Symptomatik und Diagnostik

Die Symptomatik der malignen Erkrankungen im Kopf-Hals-Bereich ist abhéngig
von der Tumorausbreitung und -lokalisation. Eine spezifische Frihsymptomatik
findet sich selten. Betroffene Patienten kommen héufig erst in fortgeschrittenen
Stadien zur Priméardiagnostik.

Eine maligne Neoplasie im Bereich der Mundhohle kann sich unter anderem mit
brennenden Schmerzen, blutigtingiertem Speichel und Foetor ex ore bemerkbar
machen. Bei Karzinomen im Bereich des Oropharynx kann es bereits friihzeitig zu
einseitigen Schluckbeschwerden kommen. Im Verlauf kdnnen eine kloR3ige Sprache
und Otalgien auftreten.

Ein Primdrsymptom des glottischen Karzinoms ist eine Veranderung der Stimme in
Form von Heiserkeit. Subglottische Karzinome konnen sich mit Dyspnoe und
inspiratorischem Stridor bemerkbar machen. Supraglottische Malignome und
Hypopharynxkarzinome bleiben dagegen lange symptomarm. Starke Schmerzen oder
eine  Funktionseinschrdnkung durch Kieferklemme machen sich erst in

fortgeschrittenen Stadien bemerkbar. In vielen Fallen sind daher eine einseitige
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Schwellung im Halsbereich oder Halslymphknotenmetastasen als Initialsymptom
wegweisend.

Die Verdachtsdiagnose ergibt sich nach Zusammenschau der klinischen Befunde.
Neben einer Spiegeluntersuchung des Hals-Nasen-Ohren-Bereichs (HNO-Bereich)
erfolgt eine grundliche Palpation der Halsweichteile zur Erfassung von
Lymphknotenmetastasen. Als empfindlichste Methode zur Erfassung einer friihen
Infiltration und Beeintrachtigung der Stimmlippen hat sich die Stroboskopie
erwiesen.

Zur histopathologischen Sicherung der Diagnose erfolgt die Biopsie des
Primdrtumors oder einer zuganglichen regiondren Lymphknotenmetastase.

Per Panendoskopie mit Osophago- und Bronchoskopie wird die Ausdehnung des
Primartumors beurteilt bzw. das Auftreten von Zweitkarzinomen ausgeschlossen.
Bildgebende Verfahren wie Sonographie, Computertomographie (CT) und
Magnetresonanztomographie (MRT) kdnnen zu Verifizierung der Tumorausdehnung
besonders hinsichtlich Tiefeninfiltration, Beteiligung von Nachbarstrukturen und zur
Beurteilung des regiondaren Lymphknotenstatus genutzt werden.

Bewahrheitet sich der Verdacht auf ein Malignom erfolgt pratherapeutisch die
Komplettierung des Stagings in Form einer Rontgenuntersuchung des Thorax in zwei
Ebenen zur Suche pulmonaler Filiae sowie einer Sonographie des Abdomens
insbesondere zum Ausschluss hepatischer Metastasen. Gegebenenfalls kénnen diese
Untersuchungen durch CT-Aufnahmen von Thorax und Abdomen ergénzt werden.
Bei klinischem Verdacht auf Knochenmetastasen oder hohes Metastasierungsrisiko

ergibt sich die Indikation einer Skelettszintigraphie.

1.4 Therapie

Abhédngig von den Ergebnissen des vorangegangenen Stagings wird generell
zwischen Behandlungsanséatzen in kurativem oder palliativem Setting unterschieden.
Eine Therapie mit palliativer Zielsetzung in Form von Symptomkontrolle wird bei
Patienten verfolgt, bei denen eine Heilung aufgrund von Fernmetastasen nicht mehr
moglich ist.

Ist die Tumorausbreitung lokoregiondr begrenzt, ist ein kurativer Therapieansatz
mdoglich, d.h. die vollstdndige Heilung des Patienten wird angestrebt. Ziel ist die
vollstdndige Resektion bzw. Remission des Primartumors sowie befallener

lokoregiondrer Lymphknoten mittels einer multimodalen Therapie.
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Die Entscheidung, welche Therapieform Anwendung findet, erfolgt stadiengerecht
und ist abhdngig von dem Allgemeinzustand und Wunsch des Patienten. Prinzipiell
stehen heutzutage sowohl primér chirurgische als auch priméar radio(chemo)-
therapeutische Behandlungsansétze zur Verfligung.

Sofern eine Operation in kurativer Intention moéglich ist, wird in Europa bei jedem
Patienten in UICC-Stadien | und Il primér die vollstandige chirurgische Exzision des
Tumors angestrebt.

Sollten ein fortgeschrittener Lokalbefund vorliegen oder es Hinweise auf einen
Lymphknotenbefall im Rahmen des Stagings geben, wird zusatzliche eine Neck
Dissection durchgefhrt.

Alternativ, im angloamerikanischen Raum bevorzugt, steht vor allem bei glottischen
Frihkarzinomen im Stadium T1-2 NO auch die alleinige Radiotherapie mit kurativem
Ansatz zur Verfligung (Boenninghaus und Lenarz 2007).

Eine postoperative adjuvante Radiotherapie ist ab UICC-Stadium 111 (pT3 oder pN+)
bzw. bei Lymphinvasion oder Residualtumor (R1-Resektion) indiziert (Pfister et al.
2011).

Sollte sich der Tumor in einem fortgeschritteneren Stadium (UICC III, IV A/B) als
inoperabel herausstellen bzw. ist eine Operation schon in friiheren Tumorstadien
aufgrund des Allgemeinzustandes des Patienten nicht moéglich, wird eine primare
Radiotherapie praferiert (Pfister et al. 2011).

Sowohl bei der priméren als auch bei der adjuvanten Radiotherapie zeigen sich in
Studien bessere Ergebnisse durch eine simultane Chemotherapie. Anhand von
Metaanalysen konnte gezeigt werden, dass eine konkominante Chemotherapie in
beiden Fallen sowohl die lokale Kontrolle als auch das Gesamtiiberleben verbessern
konnte (Budach et al. 2006; Pignon et al. 2009).

1.4.1 Durchfihrung der primaren Radio(chemo)therapie

Standard bei der Durchfiihrung einer kurativen, primdren Radiotherapie ist die
normofraktionierte Bestrahlung. Das Zielvolumen, bestehend aus Primartumor plus
regiondre Lymphknotenstationen, wird flinfmal wdchentlich mit einer Tagesdosis
von 2 Gy uber sieben bis acht Wochen bis zu einer Gesamtdosis von mindestens 66-
74 Gy bestrahlt.

In den letzten Jahrzehnten stellte sich eine Verbesserung der lokalen Tumorkontrolle

und des Gesamtiberlebens durch simultane Applikation einer Chemotherapie heraus
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(Brizel et al. 1998; Wendt et al. 1998). Die konkominante Radiochemotherapie ist
daher mittlerweile Goldstandard bei der Behandlung fortgeschrittener, inoperabler
Kopf-Hals-Tumoren. Die optimale Wahl der Zytostatika und des Chemotherapie-
Schemas ist nach wie vor Ziel vieler Studien. Pignon et al. wiesen 2009 in einer
Metaanalyse einen Uberlebensvorteil unter Mitomycin C, Bleomycin, 5-Fluorouracil
(5-FU) oder Platinderivaten kombiniert mit einem normofraktionierten
Bestrahlungsschema nach (Pignon et al. 2009). Alternativ zeigt sich auch unter einer
simultanen Gabe unterschiedlicher Chemotherapeutika wie z.B. 5-FU in
Kombination mit Cisplatin ein verbessertes Gesamtiiberleben (Budach et al. 2006).
Sollten bei inoperablen Tumoren Kontraindikationen gegen eine Chemotherapie
bestehen oder wird diese vom Patienten abgelehnt, kommt eine alleinige
Radiotherapie zum Einsatz.

Alternativ zur alleinigen Radiotherapie besteht die Zulassung zur Therapie mit dem
monoklonalen Antikdrper Cetuximab in Kombination mit der Bestrahlung. Diese
Antikorpertherapie richtet sich gegen die ligandenbindende Domane des EGFR
(engl. epidermal growth factor receptor) (Bonner et al. 2006). Die Applikation des
Antagonisten Cetuximab startet eine Woche vor Beginn der Radiotherapie und wird
anschlieBend begleitend bis zum Ende der Therapie fortgesetzt. Durch die
Kombination von hochdosierter Radiotherapie und Cetuximab kann im Vergleich zur
alleinigen Radiotherapie eine Verbesserung sowohl der lokoregionédren Kontrolle als
auch eine Reduktion der Mortalitit ohne Steigerung der allgemeinen,
bestrahlungsbedingten Nebenwirkungen erreicht werden (Bonner et al. 2006).
Aufgrund fehlender Vergleichsstudien bleibt es bislang allerdings noch unklar, ob
eine Kombination aus Bestrahlung und Cetuximab genauso effektiv ist wie die

Kombination aus Radio- und Chemotherapie (Merlano und Occelli 2007).

1.5 Akut- und Spatnebenwirkungen der Radio(chemo)therapie

Neben dem Outcome sind die therapiebedingten Nebenwirkungen ein wichtiger
Endpunkt der onkologischen Therapie.

Prinzipiell ist zwischen akuten und spéten Nebenwirkungen der Radiochemotherapie
zu unterscheiden. Akute Nebenwirkungen treten innerhalb von 90 Tagen nach
Therapiebeginn auf.

Zur Erfassung der akuten Nebenwirkungen dienen die vom National Cancer Institute

entwickelten common toxicity criteria for adverse events (CTCAE) (Seegenschmiedt
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et al. 1999; Trotti et al. 2003). In zwolf Haupt- und zusétzlichen organspezifischen
Nebenkriterien lassen sich die Nebenwirkungen einer Radiochemotherapie
systematisch dokumentieren. In einer sechsteiligen Abstufung erfolgt prospektiv die
Einteilung in geringe/leichte (Grad 1), maRige/deutliche (Grad 2), starke/ausgepragte
(Grad 3) und lebensbedrohliche (Grad 4) Schweregrade. Grad 0 beschreibt einen
nebenwirkungsfreien Verlauf, Grad 5 dagegen umfasst organspezifische
Nebenwirkungen, die zum Tode flihren.

Typische Akutnebenwirkungen der Radiochemotherapie bei Kopf-Hals-Tumoren
sind vor allem Organtoxizitat in Form von Mukositis, Hautreaktionen im Sinne einer
Radiodermatitis und Dysphagie (Wolff et al. 2010). AuRerdem kann es zu Ubelkeit
sowie durch die Bestrahlung blutbildender Zellen zu einer zu akuten Veranderung
des Blutbildes kommen. Tabelle 18 bis Tabelle 23 im Anhang liefern einen
Uberblick tiber mogliche Nebenwirkungen.

Therapiebedingte Auswirkungen, die ab dem 91. Tag auftreten, gelten als spate
Nebenwirkungen. Diese Langzeitfolgen der onkologischen Therapie werden in sechs
Schweregraden (Grad 1: gering/leicht, Grad 2: maRig/deutlich, Grad 3:
stark/ausgeprégt, Grad 4: lebensbedrohlich) im LENT-System erfasst. Ergdnzend
gibt es wie bei den CTCAE Grad 0 (keine Nebenwirkungen) und Grad 5 (letale
Nebenwirkungen).

Die Akronyme LENT-SOMA stehen fur Spatfolgen am Normalgewebe (LENT-late
effects on normal tissues) sowie flr vier zusétzlich zu jedem Organsystem erfasste
Dimensionen: subjektive, objektive, therapiebedingte Kriterien und Analyse-
verfahren (SOMA-subjective objective management analysis) (Rubin et al. 1995).
Der Begriff ,subjektive Kriterien umfasst die subjektive Beschreibung von
klinischen Symptomen wie z.B. Schmerzen durch den Patienten. Es wird
unterschieden zwischen gelegentlich, intermittierend, persistierend und refraktar.
Durch klinische Untersuchung, Labor oder Bildgebung objektiv erfasste Parameter
wie z.B. Gewichtsverlust oder Odeme werden unter dem Begriff ,,objektive
Kriterien* evaluiert.

Der Punkt ,, Therapiebedingte Kriterien/Management™ erfasst gezielte Therapie-
malnahmen bei organspezifischen Nebenwirkungen. Unter ,,Analyse werden
Verfahren dokumentiert, wie z.B. Sonographie, CT, MRT, die eine spezifischere
Quantifizierung und Validierung der Spéatfolgen ermdglichen sollen.
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Das mdgliche Auftreten von Zweittumoren wird in dem LENT-SOMA-System nicht
erfasst (Seegenschmiedt et al. 2000).

Typische radiogene Spatfolgen im Kopf-Hals-Bereich sind Xerostomie, chronische
Hautveranderungen, Schluckstérungen, Stérung des Geschmacksinns, das Auftreten
eines zervikalen Lymphddems, Fistelbildung und Osteonekrosen (Karstens et al.
2010).

1.6 Prognose der primaren Radio(chemo)therapie

Trotz multimodaler Therapieansatze bei lokal fortgeschrittenen, inoperablen Kopf-
Hals-Tumoren (UICC I1l1, IV A/B) betrdgt das 5-Jahres Gesamtiiberleben nur 20 bis
30 % (Adelstein und Leblanc 2006; Suntharalingam et al. 2001). Ca. 50 % der
Patienten mit lokal fortgeschrittenen Kopf-Hals-Tumoren entwickeln innerhalb der
ersten zwei Jahre nach Behandlung lokale Rezidive oder Fernmetastasen (Argiris et
al. 2008).

Das Ausmal der zervikalen Lymphknotenmetastasierung erweist sich bislang als
aussagekraftigster Indikator bezogen auf ein Wiederauftreten des Tumors (Grandis et
al. 1998). Die Wahrscheinlichkeit eines Langzeitiiberlebens ist bei Vorhandensein
von Lymphknotenmetastasen um 50 % reduziert (Sanderson und Ironside 2002)
Zweittumore, die den gesamten Aerodigestivtrakt betreffen konnen, entwickeln sich
bei ca. 15 % der Patienten (Cooper et al. 1989).

Als  aussagekraftigste  Indikatoren fir die Prognose einer  primaren
Radiochemotherapie gelten bislang das T-Stadium (Griffin et al. 1984), das Grading
(Adelstein und Leblanc 2006), das Geschlecht (Overgaard et al. 1986), das Alter
(Suntharalingam et al. 2001), die Lokalisation (Griffin et al. 1984) und der
pratherapeutische Ha&moglobinwert (Schafer et al. 2003).

Das Ziel bleibt nach wie vor eine Reduktion der therapeutischen Nebenwirkungen
bei effizienter Krankheitskontrolle. Daher ist ein Forschungsinhalt die
Identifizierung relevanter molekularer Biomarker, mit deren Hilfe sich eine
frihzeitige Aussage zu der Prognose des Krankheitsverlaufs bzw. zum Auftreten von

therapieassoziierten Nebenwirkungen treffen l&asst.
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1.7 Molekulare Gewebemarker

1.7.1 p53

1.7.1.1 Struktur und Funktion

1979 entdeckten mehrere Forschergruppen fast zeitgleich das Protein p53 im
Zusammenhang mit dem DNA-Virus Simian-Virus 40 (Kress et al. 1979; Lane und
Crawford 1979; Linzer und Levine 1979). Da das Protein als zellularer Partner von
Onkoproteinen beschrieben wurde und eine Akkumulation in Tumorzellen
beobachtet wurde, ging man initial davon aus, dass es sich auch bei p53 um ein
Onkoprotein handle (Linzer und Levine 1979).

Eine Dekade spater wurde diese urspringliche Annahme revidiert und p53 als
Tumorsupressor identifiziert (Baker et al. 1989).

Unter physiologischen Bedingungen befindet sich das Wildtypprotein (wtp53) im
Standby-Modus und wird sowohl durch regulatorische Proteine als auch durch seine
relativ kurze Halbwertszeit (ca. 20 Minuten) in einer niedrigen Konzentration
gehalten. Als Antwort auf zelluldaren Stress kommt es Uber unterschiedliche
posttranslationale  Veranderungen zu einer Stabilisierung und nukleéren
Akkumulation des Proteins. Als Ausloser gelten DNA-Schéden z.B. infolge von
Gammastrahlen. Aber auch Hypoxie, Aktivierung von Onkogenen und Abbau von
Ribonukleotiden sind endogen oder exogen stressauslosende Signale, die zu einer
Anreicherung des Proteins fiihren (Vousden und Lu 2002).

wtp53 reguliert (ber seine sequenzspezifische DNA-Bindungsaktivitat die
Expression unterschiedlicher Zielgene, kann aber auch Gber Protein-Protein-
Interaktion agieren. In seiner Funktion als Tumorsuppressorprotein werden p53
Aufgaben beziglich Zellzykluskontrolle, Seneszenz, Proliferation und Apoptose
zugeschrieben.

Vereinfacht formuliert kommt es je nach AusmaR der zelluldren Schéden entweder
zum Zellzyklusarrest oder zum apoptotischen Zelltod.

Bei reparablen Schaden sorgt p53 fir die Transkription von pl16 und p21, die an
Cycline und Cyclin-abhangige Kinasen (CDK) binden und diesen Komplex
inhibieren. Dadurch wird die Phosphorylierung des Retinoblastomproteins (pRb)
verhindert. In diesem nichtphosphorylierten Zustand inhibiert das pRb den E2F-
Transkriptionsfaktor-Komplex und damit den Progress des Zellzyklus in die
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Synthesephase. Die G1-Phase des Zellzyklus wird fiir notwendige DNA-Reparaturen
verlangert. Auch der Ubergang von der G2 in die Mitose-Phase wird durch den

negativen Effekt von p21 auf die CDKs reguliert.

Bei irreparablen Schaden des Genoms kommt es zu einer Einleitung des
programmierten  Zelltodes, der Apoptose. p53 reguliert pro-apoptotische
Effektorproteine wie BAX, BAK, PUMA und NOXA und anti-apoptotischer
Faktoren der bcl-Familie. Die mitochondriale Membran wird permeabel und
Cytrochrom C wird freigesetzt. Es kommt zu einer kaskadenartigen Aktivierung von
Signal-Caspasen. Abbildung 1 zeigt eine schematische Darstellung tiber die Funktion
von p53 im Rahmen der Zellzykluskontrolle.

Obwohl p53 als Transkriptionsfaktor eine Vielzahl seiner Funktionen vom Zellkern
ausgehend steuert, kommt es nicht nur im Rahmen des Proteinabbaus zum
Kernexport. Eine Translokation von p53 ins Zytoplasma bewirkt Uber direkte
Interaktion mit Proteinen der bcl-Familie die Freisetzung pro-apoptotischer Proteine

aus den Mitochondrien (Green und Kroemer 2009).

Genotoxischer Stress

Abbildung 1: Ubersicht tiber die Funktion von p53 im Rahmen der Zellzykluskontrolle
(modifiziert nach Weinberg 2014, S. 385)

Das humane p53-Gen (TP53), das auf dem kurzen Arm von Chromosom 17
lokalisiert ist, kodiert fur ein Protein bestehend aus 393 Aminosduren, welche sich in
vier strukturellen und funktionellen Doménen organisieren (Romer et al. 2006).
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Die aminoterminale Doméne umfasst die Transaktivierungsdoméne, aufRerdem
beinhaltet sie eine Prolin-reiche SH3-Region (Src-Homology 3-Region), welche eine
wichtige Rolle bei pro-apoptotischen Funktionen von p53 spielt (Weinberg 2014).
Sie ist in nativem Zustand ungefaltet und fungiert als Zielstruktur fir die Interaktion
mit anderen Proteinen.

Verantwortlich fur die sequenzspezifische DNA-Bindung von p53 ist die grofte,
zentral lokalisierte Doméne. Eine definierte Oligomerisierungsdomane vermittelt die
native Struktur des Proteins. In Losung bildet sich durch hydrophobe
Wechselwirkungen aus zwei Dimeren ein Tetramer, das hohe Affinitdt zur
Konsensus-DNA aufweist (Rémer et al. 2006). Uber eine basische Linkerregion
schlielt sich die carboxyterminale Region an. Diese Domane vermittelt unter
anderem negativ regulatorische Einflisse auf die spezifische DNA-Bindung des

Gesamtproteins (Weinberg 2014).

Schétzungsweise mehr als 50 % aller humanen Krebsformen zeigen Mutationen des
p53-Proteins, wobei die Haufigkeit der Mutationen von Krebstyp zu Krebstyp
variiert (Brosh und Rotter 2009; Levine 1997; Petitjean et al. 2007).

Die Mehrheit der p53-Mutationen finden sich in der Doméne, die fiur die
sequenzspezifische DNA-Bindung verantwortlich ist (Vousden und Lu 2002). Im
Gegensatz zu einem Grofteil der Tumorsupressorgene, die haufig durch Deletionen
oder Nonsense-Mutationen verandert werden, handelt es sich dabei hauptséchlich um
Punktmutationen in Form von Missense-Mutationen (Freed-Pastor und Prives 2012).
Die Mutation eines Allels flihrt zu einem partiellen Verlust der Wildtyp-Funktionen.
Das mutierte Protein kann auf’erdem als dominant-negativer Inhibitor fungieren,
indem die DNA-Bindung und Transaktivierungsaktivitat des verbleibenden Wildtyps
durch gemischte Tetramerisierung gehemmt wird (de Vries et al. 2002). Neben einer
Inaktivierung durch ein mutiertes p53-Protein, kann der Wildtyp auch durch Bindung
an virale Proteine (z.B. HPV EB6) inaktiviert werden.

Im Laufe des weiteren Tumorprogresses mutiert das verbleibende wtp53 haufig oder
wird im Sinne eines loss of heterozygosity eliminiert (Brosh und Rotter 2009).
Resultat ist ein mutiertes p53-Protein, das - im Gegensatz zum Wildtyp - in einer
stabileren Form in hohen Konzentrationen in den Tumorzellen akkumuliert (Rotter
1983).
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Neben dem Verlust der Tumorsuppressorfunktionen zeigen einige der mutierten p53-
Isoformen auch onkogene Eigenschaften. Die Literatur bezeichnet diese als gain of
function (Oren und Rotter 2010). Betroffen sind unterschiedliche Punkte der
Tumorgenese wie genomische Instabilitdt, DNA-Synthese und Proliferation,
Antiapoptose, Chemoresistenz, Forderung von Angiogenese, Invasion und
Metastasierung (Brosh und Rotter 2009; Freed-Pastor und Prives 2012; Oren und
Rotter 2010).

1.7.1.2 Expression von p53 und dessen Bedeutung im Rahmen der Kopf-Hals-

Tumoren

Immunhistochemische Untersuchungen weisen sowohl das Vorhandensein von
wtp53 als auch mutierter Formen des Proteins in Plattenepithelkarzinomen des Kopf-
Hals-Bereichs nach. Jedoch geht man davon aus, dass es sich bei einem positiven
Farbeergebnis um ein Protein mit defekter Funktion im Sinne einer mutierten Form
bzw. inaktivierten Wildtyps handelt (Mineta et al. 1998).

Eine gesteigerte Expression wird vor allen Dingen bei Patienten mit ausgepragter
Nikotinanamnese beobachtet (Field et al. 1991).

In 40-50 % der Félle zeigen sich Mutationen des p53-Gens (Greenblatt et al. 1994).
Wie unter 1.7.1.1 beschrieben, handelt es sich dabei hauptsédchlich um Missense-
Mutationen. Typische, sogenannte hotspots betreffen Exon 5-8.

Veranderungen der p53-Expression zeigen sich teilweise schon in gesundem,
tumorumgebenden Gewebe, was auf ein frilhes Auftreten der Mutationen im Rahmen
der Karzinogenese und eine mdogliche Rolle bei der field cancerization hinweisen
konnte (Califano et al. 1996; Nees et al. 1993).

Zugleich zeigt sich jedoch auch zusammen mit dem Tumorprogress eine Zunahme
der Inzidenz der p53-Mutationen (Boyle et al. 1993).

Welche Rolle p53 als prognostischer Marker der Kopf-Hals-Tumoren spielt, wird
nach wie vor kontrovers diskutiert.

Unter Betrachtung der gesamten Tumorentitat der Kopf-Hals-Tumoren konnten viele
Studien bislang keinen Zusammenhang zwischen der Expression des p53-Proteins
und der Prognose nachweisen (Chin et al. 2005; Kumar et al. 2008b).

Bei Eingrenzung der Fragestellung und Studienbedingungen, unter Betrachtung
einzelner Therapieformen, Tumorentidten oder —stadien, zeigten sich zum Teil

andere Ergebnisse: So kamen unterschiedliche Studien zu dem Ergebnis, dass sich
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p53-Mutationen und zum Teil auch eine gesteigerte Expression des Proteins auf das
Outcome der Patienten mit kiirzerem krankheitsfreien Uberleben oder kirzerem
Gesamtlberleben auswirken (Mineta et al. 1998; Poeta et al. 2007; Sauter et al.
1995). Poeta et. al. unterschieden in ihrer Arbeit zwischen ,,disruptiven* Mutationen
und ,,nicht-disruptiven* Mutationen, wobei erstere in der DNA-Bindungsdoméane
oder in Stoppcodons lokalisiert und fir die Bildung fragmentierter Proteine
verantwortlich sind (Poeta et al. 2007). Das Vorhandensein dieser ,,disruptiven*
Mutationen war bei Patienten, die in kurativer Intention operativ therapiert wurden,
mit einem schlechteren Outcome verbunden. Sauter et al. beobachteten eine
Korrelation der p53-Expression mit einer schlechteren Prognose bei Patienten mit
Kopf-Hals-Tumoren, die bereits lokale, regionale oder Fernmetastasen aufwiesen
(Sauter et al. 1995). Auch eine Verschlechterung der lokoregiondren Kontrolle im
Anschluss an eine primdre Radiotherapie konnte beobachtet werden (Alsner et al.
2001).

Diese Ergebnisse werden von Studien erganzt, die ein hoheres Risiko fur ein
Therapieversagen bei Patienten mit p53-Mutationen bei 5-FU- und platinbasierter
Chemotherapie beschreiben (Cabelguenne et al. 2000; Temam et al. 2000).

In einer prospektiven Studie zur Korrelation von p53-Verédnderungen und dem
Ansprechen auf eine neoadjuvante Chemotherapie, bestehend aus 5-FU und
Cisplatin, fand sich eine signifikant hohere Prévalenz an p53-Mutationen in der
Patientengruppe, die kein Ansprechen auf die neoadjuvante Chemotherapie zeigte im
Vergleich zu der Patientengruppe mit komplettem oder zumindest partiellem
Ansprechen (81 % vs. 57 %, p < 0,04) (Cabelguenne et al. 2000). Auch die Analyse
von 107 Patienten mit fortgeschrittenen Kopf-Hals-Tumoren (UICC 111 und 1V), die
eine Induktionschemotherapie erhielten, zeigte ein drei- bis vierfach schlechteres

Therapieansprechen bei Patienten mit p53-Mutationen (Temam et al. 2000).

1.7.2 Epidermal Growth Factor-Rezeptor (EGFR)

1.7.2.1 Struktur und Funktion

Mitte der 70er Jahre konnte Graham Carpenter erstmals das Vorhandensein eines
spezifischen Rezeptors fir proliferationsférdernde Liganden auf epithelialen Zellen

nachweisen (Carpenter et al. 1975). Mittlerweile ist bekannt, dass dieser sog.
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epidermal growth factor-receptor (EGFR) eine Schllsselrolle im Rahmen einer
Vielzahl zellul&rer Prozesse einnimmt.

Der EGFR (auch erbB-1 oder HER-1 genannt) ist einer von vier, strukturell und
funktionell eng verwandten transmembrandsen Rezeptorproteinen, die zusammen die
Gruppe der erbB- oder HER-Rezeptor-Tyrosinkinasen bilden. Die Bezeichnung erbB
geht auf die Strukturverwandschaft des EGF-Rezeptors zu dem v-ErbB-Onkoprotein
des aviaren Erythroblastose-Virus zuriick. Weitere Mitglieder dieser Rezeptorgruppe
sind erbB-2/ HER2, erbB-3/ HER3 und erbB-4/ HERA4.

Der humane EGF-Rezeptor ist ein Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von
170 kDa.

Ein auf dem menschlichen Chromosom 7pl12 lokalisiertes Gen kodiert fiir eine
Polypeptidkette, bestehend aus 1186 Aminosauren, die tber Stickstoffbindungen mit
Oligosaccharid-Ketten verbunden sind (Carpenter und Cohen 1990). Der Rezeptor
endet extrazellular N-terminal, das C-terminale Ende ist intrazellul&r gelegen.
Funktionell besteht der Rezeptor aus drei Teilen: einer extrazelluléren,
cysteinreichen, ligandenbindenden Domane, einer hydrophoben, transmembrandsen
Region und einer intrazellularen Doméane mit Tyrosinkinasefunktion sowie mehreren

Phosphorylierungsstellen (vgl. Abbildung 2).

Liganden-bindende
Domane

Ligand
—>

--------------------------------------------------------

Transmembrandomine
QOO0
Kinasedomiine

Tyrosinreste p
inaktiv aktiv

Abbildung 2: Struktureller Aufbau des EGFR als Homomer und in dimerisierter Form
(modifiziert nach Kumar et al. 2008a, S. 1744)

Zur Aktivierung kommt es in der Regel durch Bindung von extrazelluldren Liganden
an die Ektodoméne. Man geht davon aus, dass der epidermal growth factor (EGF)
und der transforming growth factor « (TGF-a) zu den wichtigsten Liganden des
EGF-Rezeptors gehdren (Herbst 2004).

Die Bindung l6st eine Homodimerisierung des Rezeptors oder eine Hetero-
dimerisierung mit anderen Rezeptoren der HER-Familie (v.a. HER-2) an der

Zelloberflache aus. Folge dieser Konformationsanderung ist die Bildung maglicher



1  Einleitung 15

Bindungsstellen  fur  Effektormolekiile  durch  Autophosphorylierung  der
zytoplasmatischen Tyrosinkinase-Domane.
Abbildung 3 zeigt eine Ubersicht der wichtigsten Signalwege.

TGF-a EGF | Liganden |
T =
oo m:m:ﬁm‘:ﬂmﬂirgl Rezeptnrd.lmer |
EGFR

Enzyme und
Adaptoren

Kaskaden

Pl 1 —
Transkriptions-
o= D Cm > (D[ o
APOPTOSE MIGRATION WACHSTUM ADHASION DIFFERENZIERUNG

Abbildung 3: Schematische Darstellung der EGFR-vermittelten Signalwege (modifiziert
nach Yarden und Sliwkowski 2001, S. 129)

Ein Signalweg fihrt tber die Ras-Raf-Kaskade zu einer Aktivierung der sog.
MAPKSs (mitogen-activated protein kinases), die wiederum weitere Substrate
regulieren, welche die Transkription wachstumsregulierender Proteinen wie
Cyclin D, p21WAF oder p27K"® beeinflussen. Weitere mogliche Signalwege laufen
uber PI3K-AKT und sowie die Januskinase (Jak) und STAT-Proteine (signal
transducers and activators of transcription).

Ein zusatzliches Adaptermolekul des Rezeptors ist die Phospholipase C y (PLCy),
deren Aktivierung eine IPs-vermittelte Freisetzung von Kalzium aus intrazelluléren
Speichern und Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) bewirkt.

Die unterschiedlichen EGFR-vermittelten Signalwege miinden jeweils in der
Aktivierung spezifischer Transkriptionsfaktoren im Zellkern und Beeinflussung

wachstumsregulierender Proteine.
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Resultat ist die Regulierung einer Vielzahl komplexer zellularer Prozesse wie
Genexpression, Zellteilung und —migration, Proliferation, Angiogenese und Anti-

Apoptose.

1.7.2.2 Expression des EGFR und dessen Bedeutung im Rahmen der Kopf-

Hals-Tumoren

Neben der Expression auf der Zelloberfliche gesunder Zellen zeigen auch
Tumorzellen eine (Uber)Expression des EGF-Rezeptors. Dazu gehdren vor allem
Tumoren epithelialen Ursprungs wie Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-
Bereichs, der Haut und des Oesophagus, aber unter anderem auch Neoplasien von
Gehirn, Brust, Lunge, Darm und Prostata (Salomon et al. 1995).

In vielen Féllen scheint eine verédnderte Expression des Rezeptors ausschlaggebend
fur Tumorgenese und Tumorprogress zu sein.

Durch Uberexpression von Wachstumsfaktoren, vor allem aber durch Mutationen
und Uberexpression des EGFR, kann es zu einer erhéhten Aktivitat der EGFR-
Tyrosinkinase und folglich zu einer Verstarkung der EGFR-vermittelten
Signalkaskade kommen. Mdgliche Grinde einer gesteigerten EGFR-Expression
konnen unter anderem eine Genamplifikation oder insbesondere Fehlregulationen auf
RNA-Ebene sein. Die Uberaktivitit des EGF-Rezeptors und der generierten
Wachstumssignale kann zu einer ligandenunabhéangigen Dauerstimulation fiihren
und bedingt ein unkontrolliertes Zellwachstum. Das zelluldre Gleichgewicht
verschiebt sich zugunsten von Proliferation, Angiogenese und Metastasierung,
wéhrend die Apoptose reduziert wird.

Bei Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereichs zeigt sich in 80-90 % der
Falle eine Rezeptor-Uberexpression (Dassonville et al. 1993). Wihrend auf normalen
Zellen die EGFR-Expression zwischen 40.000 bis 100.000 Rezeptoren pro Zelle
variiert, ist sie bei Tumorzellen des Kopf-Hals-Bereichs zum Teil um das 1,8-
1,9fache erhoht (Carpenter und Cohen 1979; Grandis und Tweardy 1993). Diese
Uberexpression tritt schon friih im Rahmen der Karzinogenese auf, d.h. gesundes
peritumordses Gewebe kann im Vergleich zu gesundem Kontrollgewebe eine
Rezeptor-Uberexpression aufweisen (Shin et al. 1994). Die Anzahl der
uberexprimierten Rezeptoren nimmt parallel zum Schweregrad der Dysplasie zu
(Grandis et al. 1996).
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Ein mdglicher Zusammenhang zwischen der Expression des EGFR sowie klinisch-
pathologischen Daten und der Prognose von Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren wird
nach wie vor kontrovers diskutiert.

Unterschiedliche Arbeitsgruppen postulierten einen Zusammenhang zwischen der
Expression des EGFR und einem fortgeschrittenem Tumorstadium, Lymphknoten-
metastasen, einem kiirzeren rezidivfreien Uberleben und kiirzerem Gesamtiiberleben
(Ang et al. 2002; Dassonville et al. 1993; Grandis et al. 1998; Maurizi et al. 1996).
Eine Bestrahlung der Tumorzellen im Rahmen der Therapie flihrte zu einer
Aktivierung des EGFR und zu einer gesteigerten Expression des Rezeptors
(Schmidt-Ullrich et al. 1994). Das Endresultat, die Vermittlung der Zellproliferation,
gleicht der ligandenabhéngigen Aktivierung des Rezeptors (Bowers et al. 2001).
Dennoch konnte eine mdgliche Rolle der quantitativen EGFR-Expression als
prognostischer Faktor bei Kopf-Hals-Tumoren fiur das Ansprechen einer
Radio(chemo)therapie bislang nicht endgultig nachgewiesen werden (Aebersold et
al. 2002; Dassonville et al. 1993; Magné et al. 2001).

1.7.3 Natrium/Glukose-Cotransporter SGLT1

1.7.3.1 Struktur und Funktion

Essentieller Bestandteil zur Bereitstellung von Energie im menschlichen Organismus
ist die Aufnahme und Verarbeitung von Glukose. Die Glukoseaufnahme der Zellen
wird durch zwei unterschiedliche Mechanismen vermittelt. Zum einen durch die
Glukosetransportproteine (GLUT) der SLC2-Genfamilie, die einen erleichterten,
energieunabhangigen Transport von Glukose und strukturell &hnlichen Proteinen
entlang des Konzentrationsgefélles vermitteln.

Auf der anderen Seite ermdglichen sog. Natrium/Glukose-Co-Transporter (sodium-
glucose transporter, SGLT- oder SLC5-Genfamilie) einen aktiven Transport.
Mitglieder der SLC5-Cotransporterfamilie beinhalten Transporter unter anderem fir
Zuckermolekile, Myo-Inositol, Anionen, Fettsduren und Cholin (Wright et al. 2011).
Beim Menschen sind bislang sechs unterschiedliche Transporter identifiziert
(SGLT1-6), die sich anhand ihrer Substrate und Gewebespezifitat unterscheiden, sich
jedoch strukturell ahneln.

Tabelle 24 und Tabelle 25 im Anhang zeigen die wichtigsten Vertreter beider

Genfamilien.
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Seit Aufstellung der Hypothese zum aktiven, natriumabhangingen Transport von
Glukose im Jahre 1960 durch Robert Crane gilt der SGLT1 als Prototyp des
ionengekoppelten Co-Transports (Crane 1960).

Nachdem 1987 ebendieses aktive Transportprotein aus dem Dulnndarm von
Kaninchen kloniert wurde, gelang Hedinger, Turk und Wright zwei Jahre spéter die
Klonierung aus dem menschlichen Dinndarm (Hediger et al. 1989).

Die Primérstruktur des menschlichen Proteins besteht aus 664 Aminosduren bei
einem Molekulargewicht von 73 kDa (Turk et al. 1994).

Laut dem allgemein anerkannten Topologiemodell von Ernest M. Wright wird die
Sekundarstruktur des Proteins aus 14 transmembrandren a-Helices gebildet, die
NH2-Doméne und der hydrophobe COOH-Terminus sind extrazellular lokalisiert
(Wright et al. 2011). Die Bindung der Zuckermolekiile erfolgt am COOH-Terminus
unter der Beteiligung der Transmembrandomanen 11 bis 14 (Panayotova-Heiermann
et al. 1997).

Die Tertidrstruktur wird nach wie vor diskutiert. Durch Tiermodelle gewonnene
Erkenntnisse implizieren, dass es sich um ein Homotetramer handelt (Wright et al.
2011).

Unter physiologischen Bedingungen wird der SGLT1 nach der Nahrungsaufnahme
auf der apikalen Birstensaummembran reifer Enterozyten exprimiert. Dort vermittelt
er mit gleich hoher Affinitat, aber verhaltnisméRig niedriger Kapazitat, die
Aufnahme von D-Glukose und Galaktose aus der Nahrung (Wright et al. 2011).
Zusétzlich wird der Co-Transporter auch im S3-Segment des proximalen Tubulus der
Niere exprimiert und ermdglicht dort die Re-Absorbtion von Glukose (Takata 1996).
Der Transport der Zuckermolekule ist sekundér aktiv und verlauft unter Verbrauch
von Energie gegen einen Konzentrationsgradienten, er weist eine Michaelis-Menten-
Kinetik auf.

Die fur den Transport bendtigte Energie erhdlt der Transporter Uber den
Konzentrationsgradienten der Natriumionen (Na*) zwischen Intra- und Extra-
zelluldrraum und das negative Membranpotential. Eine an der basolateralen
Membran lokalisierte Na*/K*-ATPase sorgt unter Hydrolyse von ATP fir die
Aufrechterhaltung des Natriumgradientens (vgl. Abbildung 4).
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Abbildung 4: Zellulére Lokalisation der Glukosetransporter (modifiziert nach Wright et
al. 2007, S. 33)

Pro Glukosemolekil werden zwei Natrium-lonen in das Zellinnere transportiert. Die
Bindung von Natriumionen an das N-terminale Segment das Co-Transporters l6st
eine Affinitatssteigerung an der Bindungsstelle fiir Monosaccharide aus (Hirayama et
al. 2007). Die Bindung von Monosacchariden wiederum sorgt Uber eine
Konformationsédnderung fur den Transport in die Zelle (Panayotova-Heiermann et al.
1996). Die Natriumionen folgen nach der Dissoziation der Glukosemolekdle in das
Zytoplasma. Um den Rucktransport zu verhindern, nimmt der Transport
anschlieBend wieder seine urspriingliche, inaktive Konformation an (Wright und
Turk 2004).

1.7.3.2 Expression des SGLT1 und dessen Bedeutung im Rahmen der Kopf-

Hals-Tumoren

Tumorzellen lassen sich unter anderem durch einen veradnderten Glukosestoffwechsel
charakterisieren. Bei gestortem, oxidativem Katabolismus erfolgt der Abbau
verstarkt via anaerober Glykolyse unter der Bildung von Laktat (Ganapathy et al.
2009; Warburg 1956). Der gesteigerte Bedarf an Glukose wird unter anderem uber
die Induktion von Glukose-Transportern sichergestellt (Flier et al. 1987). Eine
gesteigerte Expression der Transportproteine fir den erleichterten Glukosetransport,
insbesondere von GLUT1, wurde bereits bei unterschiedlichen Tumorentitaten

nachgewiesen (Barron et al. 2012; Yamamoto et al. 1990).
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Im Gegensatz dazu liefert die Literatur bislang nur vereinzelt Studien zur Expression
des SGLT1 im Rahmen maligner Prozesse.

Blais beschrieb einen natriumabhangigen Glukose-Transporter in differenzierten
ICH -29 Zellen, dessen in vitro-Expression sich durch das Vorhandensein von
Glukose beeinflussbar zeigte (Blais 1991). Mittels Western Blot gelang der
Proteinnachweis in der Burstensaummembran der Kolonkarzinomzellen Caco-2
(Bissonnette et al. 1996). Kipp et al. konnten diese Lokalisation weiter prazisieren,
indem sie beschrieben, dass der Transporter in kultivierten Caco-2—Zellen sowohl
intrazelluldr (verbunden mit Mikrotubuli), als auch apikal (in einem Verhéltnis von
2:1) nachweisbar ist (Kipp et al. 2003).

Bei Lungenkarzinomen konnte mittels Real-time-Polymerasekettenreaktion kein
Unterschied zwischen der SGLT1-Expression in Primértumor, Metastasen und
Normalgewebe gefunden werden (Ishikawa et al. 2001).

Anhalt fir eine differenzierungsabhéngige Expression des SGLT1 in normaler und
praneoplastischer Mukosa sowie bei Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-
Bereichs fand die Arbeitsgruppe um Helmke (Helmke et al. 2004). SGLT1-mRNA
konnte hauptsdachlich in Zellkulturen maRig bis gut differenzierter Platten-
epithelkarzinome nachgewiesen werden. Auf Proteinebene zeigte sich auch in
gesunder Mukosa eine positive SGLT1-Farbung, allerdings begrenzt auf
differenzierte Geweberegionen unter Aussparung dysplastischer Areale. Analog dazu
war die SGLT1-Expression im Tumorgewebe heterogen und auf differenzierte
Tumorzellen begrenzt.

Eine dhnliche, differenzierungsabhéngige Expression des SGLT1 fanden auch Deron
et al. in ihrer Studie zur Expression und prognostischen Aussage von Glukose-
Transportern bei Plattenepithelkarzinomen der Tonsillen und Zunge (Deron et al.
2011). Die Expression war bei Karzinomen der Tonsille signifikant hoher als bei
Zungenkarzinomen, jedoch konnte keine signifikante prognostische Rolle fiir SGLT1
bei diesen beiden Tumorentitdten nachgewiesen werden.

Ausgangspunkt weiterer Forschungen zu der Expression des SGLT1 ist eine Studie
von Weihua et al. aus dem Jahr 2008, die eine interessante Rolle des Transporters im
Zusammenhang mit dem EGFR bei Tumorzellen epithelialen Ursprungs offenlegte
(Weihua et al. 2008). Die Autoren demonstrierten eine Interaktion beider Proteine,
die Uber die extrazellulare Doméne des EGFR vermittelt wird und unabhéngig von

der Tyrosinkinasefunktion erfolgt. Diese Stabilisierung des SGLT1 gewahrleistete
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die Glukoseaufnahme der Tumorzellen und verhinderte somit den Zelltod. Eine
Downregulation des EGFR fiihrte zu einer verminderten SGLT1-Expression und
niedrigeren Glukosekonzentrationen.

Darauf aufbauend untersuchten Hanabata et al. eine mégliche Co-Expression beider
Proteine in Bezug auf die Differenzierung bei Plattenepithelkarzinomen der
Mundhohle (Hanabata et al. 2011). Es zeigte sich, dass eine hohe Expression des
EGFR auch mit einer héheren Expression des SGLT1 verbunden war und diese Co-
Expression moéglicherweise fiir die De-Differenzierung dieser Tumorentiét bendtigt
wird.

Bislang liegen verhéltnismalig wenig klinische Daten (ber eine mdgliche
Beteiligung des SGLT1 an malignen Prozessen vor.

In einer Studie, welche die Expression des SGLT-1 (p53 und Bcl-2) bei
Adenokarzinomen des Pankreas immunhistochemisch untersuchte, fanden die
Autoren einen statistischen signifikanten positiven Zusammenhang zwischen der
Uberexpression des SGLT1 und dem krankheitsfreien Uberleben (Casneuf et al.
2008).

Bei kolorektalen Karzinomen konnten Guo et al. eine positive Korrelation zwischen
der Expression von SGLT1 und dem klinischen Stadium nachweisen (Guo et al.
2011). AulRerdem zeigte sich ein Trend fur eine positive Korrelation zwischen der
SGLT1-Expression und dem Ansprechen einer first-line Chemotherapie, wohingegen
sich kein Zusammenhang zwischen der Expression des SGLT1 und dem

krankheitsfreien Uberleben und dem Gesamtiiberleben feststellen lieR.

1.8 Zielsetzung

Die konkominante, primare Radiochemotherapie ist momentan Therapie der Wahl
zur Behandlung inoperabler, lokal fortgeschrittener Kopf-Hals-Tumoren. Dabei stellt
insbesondere die lokoregiondre Kontrolle eine therapeutische Herausforderung dar,
da ein Grofiteil der lokoregiondren Rezidive innerhalb der ersten zwei Jahre nach
Behandlung auftritt (Argiris et al. 2008).

Die Tumoren zeigen die Eigenschaft, mit unterschiedlicher Strahlensensibilitat auf
die Therapie zu reagieren. Wahrend einige Patienten nach Abschluss der Therapie
eine komplette Rickbildung der Tumormasse aufweisen, zeigt sich bei anderen nur
eine partielle Remission. In einigen Fallen kommt es unter Therapie sogar zum

Tumorprogress.
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Ahnlich verhilt es sich mit der Reaktion des ,Normalgewebes* auf die
Radio(chemo)therapie. Im Gegensatz zu Patienten, welche die Behandlung ohne
Entwicklung von Nebenwirkungen tolerieren, kommt es bei anderen zum Auftreten
starker, zum Teil auch therapielimitierender Nebenwirkungen.

Die Rolle von molekularen Biomarkern bei der Entwicklung von Nebenwirkungen
unter einer Radio(chemo)therapie bei Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren wurde
bislang nicht geklért.

Idealerweise lieBen sich durch eine prétherapeutische Evaluation der Expression
definierter molekularer Gewebemarker Aussagen zu der Wahrscheinlichkeit flr das
Auftreten von Nebenwirkungen unter einer priméren Radio(chemo)therapie und dem
Outcome dieser Behandlung treffen und eine individualisierte Anpassung von z.B.
Dosis und Dauer dieses Therapieregimes ermdglichen.

Die Expression des EGFR und insbesondere p53 ist im Rahmen von Kopf-Hals-
Tumoren intensiv beschrieben worden. Als wichtige Kontrollinstanz des Zellzyklus
und Transkriptionsfaktor wird p53 eine entscheidende Rolle im Rahmen der
Tumorbiologie zugeschrieben. Mittlerweile hat sich auch die Relevanz von EGFR-
vermittelten Signalkaskaden sowohl bezuglich tumorbiologischer Mechanismen als
auch als therapeutisches Target im klinischen Alltag etabliert.

Zu der Expression des aktiven Na*/Glukose-Symporters SGLT1 im Rahmen von
malignen Prozessen liefert die Literatur bislang vergleichsweise wenig
Informationen. Bisherige Daten implizieren jedoch, dass der Co-Transporter, gerade
in  Verbindung mit dem EGFR, eine wichtige Rolle im Rahmen des
Tumorzellmetabolismus spielt (Weihua et al. 2008).

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es daher, einen méglichen Zusammenhang zwischen
der Expression der molekularen Marker p53, EGFR und SGLT1 und den
Nebenwirkungen sowie dem Outcome einer priméren Radio(chemo)therapie bei
Patienten mit lokal fortgeschrittenen Kopf-Hals-Tumoren zu identifizieren. Dazu
sollte ein Patientenkollektiv von insgesamt 233 Patienten retrospektiv analysiert
werden. Alle Patienten wurden im Zeitraum zwischen 1994 und 2011 aufgrund eines
lokal fortgeschrittenen Plattenepithelkarzinoms des Kopf-Hals-Bereichs in der
Abteilung fur Strahlentherapie und Radioonkologie des Universitatsklinikums
Gottingen therapiert. Die im Rahmen der Diagnostik asservierten Tumorbiopsien
werden auf die Expression von p53, EGFR und SGLT1 immunhistochemisch

untersucht.
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In der statistischen Analyse werden zum einen die lokoregiondre Kontrolle und das
Gesamtlberleben des Patientenkollektivs berechnet, zum anderen das Auftreten von
Akut- und Spatnebenwirkungen ausgewertet und im Zusammenhang mit der

Expression der molekularen Marker betrachtet.
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2 Patienten, Probenakquirierung, Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

Das Patientenkollektiv bestand aus 233 Patienten, welche im Zeitraum von 1994 bis
2011 aufgrund eines Tumors im Kopf-Hals-Bereich in der Abteilung fur
Strahlentherapie und Radioonkologie der Universitatsmedizin Goéttingen (UMG)
behandelt wurden.

Als Einschlusskriterium wurde die Behandlung in Form einer priméaren
Radio(chemo)therapie in kurativer Intention bei histologisch gesichertem
Plattenepithelkarzinom der Mundhdhle, des Oropharynx, des Hypopharynx oder des
Larynx ohne Fernmetastasierung definiert. Die Mdglichkeit einer Resektion in
kurativer Absicht war vorab durch Arzte der HNO-Abteilung ausgeschlossen
worden. Mdogliche Grunde einer Inoperabilitdt waren unter anderem ein
fortgeschrittenes Tumorstadium mit Infiltration umgebender Strukturen (z.B. der
Arteria carotis) bzw. allgemeine Kontraindikationen gegen ein operatives VVorgehen
unter Vollnarkose z.B. bei internistischen Begleiterkrankungen.

Patienten mit anderen Tumorentitaten des Kopf-Hals-Bereichs, wie Nasopharynx-
karzinomen, wurden aufgrund von Unterschieden unter anderem beziglich
Epidemiologie, Klinik und Therapie primar ausgeschlossen.

Patienten, die auRerhalb der UMG bestrahlt wurden und bei denen daher kein Follow
up moglich war, wurden aus dieser Arbeit ausgeschlossen.

Bezogen auf Alter, Geschlecht oder Risikofaktoren wurden keine Ausschluss-
kriterien festgelegt. Die Altersverteilung lag zwischen 21 und 89 Jahren
(Durchschnitt: 60 Jahre).

197 der eingeschlossenen Patienten waren mannlich, 36 waren weiblich.

17 Patienten waren Nichtraucher. 199 Patienten gaben an zu rauchen bzw. geraucht
zu haben. Bei 17 Patienten war keine Information beziglich eines mdglichen
Nikotinkonsums vorhanden.

Den Konsum von Alkohol beschrieben 173 Patienten (43 Patienten verneinten
Alkoholkonsum, bei 17 Patienten lag keine Information vor). Von den 173 Patienten
konsumierten 28 Patienten gelegentlich Alkohol, 114 Patienten regelméRig, 31
Patienten gaben eine Abstinenz bei friherem Alkoholkonsum an.
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Bei insgesamt 166 Patienten lag anamnestisch ein kombinierter Nikotin- und
Alkoholkonsum vor.

63 Patienten zeigten einen Primértumor im Bereich der Mundhdéhle. Bei 99 Patienten
war der Primarius im Bereich des Oropharynx lokalisiert, bei 45 Patienten im
Bereich des Hypopharynx. Einen Ersttumor im Bereich des Larynx zeigten 26
Patienten.

Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung wurde bei 7 Patienten ein Tumor im Stadium
T1 festgestellt, bei 17 Patienten ein Stadium T2, bei 39 Patienten ein Stadium T3 und
170 der Tumore waren im Stadium T4.

Bei 35 Patienten wurde im Rahmen des Stagings kein Befall der Lymphknoten
gefunden (NO). 27 Patienten wiesen ein N1-Stadium auf. Insgesamt 149 Patienten
zeigten ein N2-Stadium und 22 ein N3-Stadium.

Alle Karzinome wurden histologisch als Plattenepithelkarzinome beschrieben. 11
waren gut differenzierte Karzinome (G1), 187 waren malig differenziert (G2) und 35
waren schlecht differenziert (G3).

Gemall UICC-Klassifikation befanden sich 7 Patienten im UICC-Stadium Il und 16
Patienten im UICC-Stadium Ill. Insgesamt 210 Patienten wurden als UICC-Stadium
IV eingestuft, davon 189 als UICC IVa und 21 Patienten als UICC IVb.

Tabelle 26 im Anhang fasst die Charakteristika des untersuchten Patientenkollektivs

Zusammen.

2.2 Therapie des Primartumors

Das gesamte Patientenkollektiv wurde mittels primarer Radiotherapie behandelt.
Gemal} den aktuellen Leitlinien werden Tumore der UICC-Stadien | und Il primér
operiert. In diese Studie eingeschlossen wurden jedoch auch sieben Patienten in
UICC-Stadium II, die primar radio(chemo)therapiert wurden.

Bei sechs dieser insgesamt sieben Patienten handelte es sich bei dem zu
behandelnden Tumor um ein lokoregionédres Rezidiv. In diesen Féllen wurde auf
ausdriicklichen Wunsch der Patienten keine operative Resektion durchgefiihrt. Bei
einem Patienten bestanden aufgrund multipler Begleiterkrankungen Kontra-

indikationen fur eine operative Therapie.

Innerhalb  des untersuchten Zeitraumes kamen, zum Teil Gberlappend,

unterschiedliche Bestrahlungstechniken und Chemotherapeutika zum Einsatz.
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Von Juni 1994 bis September 2010 wurden insgesamt 138 Patienten 3D-konformal
bestrahlt.

Diese Patienten wurden nach einem normofraktionierten Radiotherapieschema
finfmal wochentlich mit einer Strahlendosis von 2 Gy pro Fraktion behandelt.
Aufbauend auf eine dreidimensionale CT-basierte Planung wurde zundchst der
Primartumor sowie die zervikalen und supraclavikuldaren Lymphabflussgebiete
beidseits mit einer Dosis von 50 Gy bestrahlt. Die Gesamtdosis von 70 Gy wurde
anschlieBend durch einen Boost von 20 Gy (2 Gy pro Fraktion, funfmal wdchentlich)
auf Primértumor und makroskopisch befallene Lymphknoten aufgeséattigt. Die
Maximaldosis fur das Rickenmark betrug insgesamt 45 Gy.

Bei 45 Patienten erfolgte die Therapie von September 1999 bis Februar 2008 in einer
lateral opponierenden ,,Kreuzfeuerbestrahlung“. In der ersten Etappe wurde der
Primartumor sowie die oberen Halslymphknoten Uber zwei lateral opponierende
Photonenfelder mit 2 Gy pro Fraktion bis zu einer Dosis von 36 Gy bestrahit.
AnschlieBend wurde das Riuckenmark geblockt und die hinteren Halslymphknoten
mit Elektronen in individueller Energie je nach bendétigter Eindringtiefe aufgesattigt.
Die unteren Halslymphknoten sowie supraclaviculdre Lymphknotenstationen wurden
jeweils uber ein ventrales Feld mit 3 cm Herdtiefe abgedeckt.

Nach Erreichen einer Dosis von 50 Gy im Bereich des Primartumors und der
(supra)clavicularen Lymphknoten erfolgte ein Boost (2 Gy pro Tag an 5 Tagen pro
Woche bis zu 20 Gy) bis zum Erreichen einer Gesamtdosis von 70 Gy. Die Planung
dieser Boostapplikation erfolgte CT-basiert. Das Rickenmark wurde mit einer
Gesamtdosis von 45 Gy bestrahit.

Insgesamt 34 Patienten wurden von Juli 2008 bis April 2011 per intensitats-
modulierter Radiotherapie (IMRT) bestrahlt, bei 16 Patienten erfolgte die Be-
strahlung ab November 2009 bis September 2011 mit einer intensitdtsmodulierten
Rotationstechnik (RapidArc). Bei beiden Techniken wurden Einzeldosen von 2,2 Gy

bis zu einer Gesamtdosis von 66 Gy appliziert.

170 Patienten wurden begleitend chemotherapeutisch behandelt: in Form von funf
Einzelgaben erhielten 93 Patienten kontinuierliche, intravendse (i.v.) Infusionen mit
5-FU (600 mg/m? Korperoberflache an den Tagen 1 bis 5 der Radiotherapie) in
Kombination mit zwei Mitomycin-Gaben (10 mg/m? Korperoberfliche an Tag 5 und

36 der Bestrahlung), ein Patient wurde ausschlielich mit Mitomycin
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chemotherapeutisch behandelt. 67 Patienten wurden nach einem platinbasierten
Chemotherapieschema behandelt: ein Patient mit Carboplatin (50 mg/m?
Korperoberflache i.v. vor jeder Bestrahlungsfraktion), 66 Patienten mit Cisplatin, in
einer Dosierung von bis zu 6 mg/m? Koperoberflache i.v. an jedem Bestrahlungstag.

9 Patienten erhielten aufgrund einer reduzierten Kreatinin-Clearance (<60ml/min)
anstatt einer platinbasierten Chemotherapie begleitend zur Radiotherapie den EGFR-
Antikorper Cetuximab als sogenannte loading dose 400 mg/m? Korperoberflache
eine Woche vor Beginn der Radiotherapie und anschlieRend wochentlich 250 mg/m?

Korperoberflache begleitend zur Bestrahlung.

2.3 Dokumentation der Toxizitat und Follow-up

Im Vorfeld der statistischen Datenanalyse wurden Nebenwirkungen mit CTCAE > 3
als hohergradige Toxizitat und cut off-Wert definiert, da ab Nebenwirkungen dieses
Grades mit einer deutlichen Einschrankung der Lebensqualitat der Patienten zu
rechnen ist. Wéhrend der Therapie wurde die Akuttoxizitdt anhand der CTCAE-
Kriterien wochentlich erfasst und in der Patientenakte dokumentiert. Nach Abschluss
der Behandlung erfolgte die Dokumentation bis zum Abklingen der Akut-
nebenwirkungen im zweiwdchentlichen Intervall.

Im Rahmen der Nachsorge erfolgte die Evaluation und Dokumentation der
radiogenen Spétschaden anhand der Lent-SOMA Kriterien.

Zur Beurteilung einer Remission erfolgte drei Monate nach Behandlungsende eine
klinische HNO-Untersuchung mit Palpation der Lymphknotenstationen an Kopf und
Hals sowie eine computertomographische Bildgebung des Kopf-Hals-Bereichs. Eine
Komplettremission wurde als fehlendes Vorhandensein aller makroskopischen
Tumormanifestationen definiert. Uber einen Zeitraum von zwei Jahren folgten im
dreimonatlichen Intervall HNO-&rztliche Kontrollen sowie — bei Verdacht auf ein
lokoregiondres Rezidiv, Fernmetastasen oder Zweittumoren — zusétzlich ent-
sprechende bildgebende Diagnostik. Suspekte Befunde wurden bioptisch abgeklart.
Die Nachsorgeuntersuchungen wurden bei Rezidivfreiheit bzw. fehlender
Metastasierung zwei Jahre nach Therapieende auf halbjahrliche bzw. jahrliche

Kontrollen erweitert.
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2.4 Probenakquirierung

Vor Therapiebeginn wurde bei allen Patienten eine ausfiihrliche Anamnese erhoben.
Im Rahmen der Diagnostik erfolgte eine HNO-Untersuchung inklusive
Panendoskopie mit Biopsie sowie eine klinische Untersuchung samt Bildgebung.
AuRerdem wurden Blutproben zur Bestimmung des Blutbildes und der Leber- und
Nierenparameter entnommen sowie ein Elektrokardiogramm durchgefihrt.

Die entnommenen Gewebeproben wurden in Formalin fixiert und in Paraffin
eingebettet. AnschlieRend wurden die Gewebebldcke in der Abteilung der Pathologie
des UMG beurteilt und asserviert.

Das Studiendesign wurde durch eine Ethikkommission begutachtet und bewilligt
(Antragsnummer DOK_74_2012).
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2.5 Material

2.5.1

Chemikalien und Antikorper

Tabelle 1: Chemikalien und Antikdrper
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Chemikalien:

Albumin fraction
Art.-Nr. 1.12018.0025

Merck

Darmstadt, Deutschland

Antibody Diluent
ZUC025-500

Zytomed Systems GmbH

Berlin, Deutschland

Aqua dest.

Universitat Gottingen

Gottingen, Deutschland

Hamalaun (nach Mayer)

Merck

Darmstadt, Deutschland

Citronenséure-Monohydrat
Art.-Nr. 1.00244.1000

Merck

Darmstadt, Deutschland

Ethanol

Chemie Vertrieb
GmbH&Co

Hannover, Deutschland

Natriumchlorid
Art.-Nr. 1.06404.1000

Merck

Darmstadt, Deutschland

Protease
Proteinase, bacterial
Art.-Nr. P8038-16

Sigma-Alderich

Seelze, Deutschland

Salzséure 3,5 mol/I Merck Darmstadt, Deutschland
Art.-Nr. 1.13134.9010

tri-Natriumcitrat-Dihydrat | Merck Darmstadt, Deutschland
Art.-Nr. 1.06448.0500

TRIS Puffer Roth Karlsruhe, Deutschland
Art.-Nr. 4855.2

VE-Wasser Universitat Gottingen Gottingen, Deutschland
Xylol Baker Deventer, Holland

Antikorperliste:

p53 (Clone DO-7), Biologo Kronshagen, Deutschland
Monoclonal Mouse IgG
EGFR (Clone 31G7), Invitrogen Darmstadt, Deutschland

Monoclonal Mouse IgG
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SGLT1 [N3C3], GeneTex Inc.
Polyclonal Rabbit AK
Katalog-Nr.: GTX105367

Irvine, USA

2.5.2 Puffer und LOsungen

Tabelle 2: Puffer und Ldsungen

BSA2 %

4g Albumin Fraction
200 ml TRIS-Puffer

Citratpuffer pH 6,0

18 ml Losung A:
4,2 g Citronensaure-Monohydrat
200 ml VE-Wasser

82 ml Losung B:
29,4 g tri-Natriumcitrat-Dihydrat
11 VE-Wasser

Chromogen-Substrat-Arbeitsldsung

1 Trpf. Levamisole fur je 10 ml AP
Substrat Puffer ;

750 pl AP-Substratpuffer (mit
Levamisole)

30 pl Chromogen Red 1

30 pl Chromogen Red 2

30 ul Chromogen Red 3

TBS-Puffer pH 7,4

900 ml VE-Wasser plus
100 ml Konzentrat:
60,6 g TRIS

87,6 g Natriumchlorid
800 ml VE-Wasser

120 ml Salzsaure 3,5 mol/l
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2.5.3 Laborkits
Tabelle 3: Laborkits
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Detektions-Kit Dako Real
K5005

Bestehend aus:

e Biotylinierter
Sekundar-
Antikorper
(Ziege-Anti-Maus)

e Streptavidin-AP-
Konjugat

e Chromogen Red 1-3

e AP-Substratpuffer

e Levamisole

DakoCytomation

Hamburg

254 Gerate

Tabelle 4: Gerate

Dampfgarer

Braun Multigourmet

Braun GmbH

Kronberg, Deutschland

Folieneindeckautomat

Sakura Finetek Germany
GmbH

Staufen, Deutschland

Farbeautomat Zymed Laboratories Inc. | San Jose, USA
MOZAIC™

MSP 9500 Zymed

Kihlplatte pfm medical AG Kdln, Deutschland
TES 4004

Mikroskop Carl Zeiss AG Jena, Deutschland

Schlittenmirkotom
Microm HM 430

Microm International
GmbH

Waldorff, Deutschland
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Warmebad Chicago surgical and [llinois, USA

32lectrical co.
Waérmeschrank Thermo Fisher Scientific | Waltham, Massachusetts,
Heraeus® Inc. USA

2.5.5 Zubehor
Tabelle 5: Zubehor

Einmalklingen

Feather® A35

Feather Safety Road Co.,
LTD.

Osaka, Japan

Coverplates

Thermo Fisher Scientific

Inc.

Waltham, Massachusetts,
USA

Klingenhalter

pfm medical AG

Koln, Deutschland

Klvetten Schiitt-Biotec GmbH Gattingen, Deutschland
Labormarker Paul Marienfeld GmbH Lauda-Kdnigshofen,
Art.-Nr. 6130603 & Co.KG Deutschland
Obijekttrager Menzel Glaser GmbH Braunschweig,

Superfrost®plus
Art.-Nr. JIBOOAMNZ

Deutschland

Objekttragerbehalter Simport Beloeil, Canada
SlideFile™

Pinsel Brunnen Heilbronn, Deutschland
Pipetten Eppendorf Hamburg, Deutschland

2.5.6 Software

Tabelle 6: Software

EndNote X5 Thomson Reuters New York, USA
Excel Mac 2008, Version | Microsoft Redmond, USA
12.1.0

Word Mac 2008, Version | Microsoft Redmond, USA

12.1.0

Statistica

StatSoft Europe GmbH

Hamburg, Deutschland
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2.6 Methoden

2.6.1 Schnittpraparation

Die Paraffinblocke wurden zur besseren Schnittgewinnung auf einer Kihlplatte bei -
14 °C fur mindestens 15 Minuten (min) gekuhlt. Danach wurden serielle Schnitte mit
einer Dicke von jeweils 2 um mithilfe eines Schlittenmikrotoms von den Bldcken
angefertigt. Fertige Schnitte wurden zeitgleich in einem mit Aqua destillata (Aqua
dest.) gefillten Wasserbad bei Zimmertemperatur feucht gehalten. Die Schnitte
wurden dann in ein auf 48 °C erwarmtes Wasserbad mit Aqua dest. Uberfiihrt, wo sie
sich auf der Wasseroberflache glatteten, um anschlieBend auf Objekttragern
positioniert zu werden.

Zur Trocknung wurden die Objekttrager Gber Nacht bei 37,5 °C in einem
Warmeschrank deponiert. Danach wurden sie bis zur Farbung trocken und

staubgeschitzt bei Raumtemperatur gelagert.

2.6.2 Entparaffinierung

Die Entfernung des Einbettmediums erfolgte manuell in insgesamt sieben
Arbeitschritten. Die Schnitte wurden konsekutiv in insgesamt drei Kivetten Xylol
flr jeweils finf Minuten entparaffiniert.
Das Rehydrieren der Schnitte erfolgte in einer absteigenden Alkoholreihe.

3x100 % Ethanol

1x96 % Ethanol

1x75 % Ethanol
In jeder der aufgeftihrten Alkoholkonzentrationen wurden die Schnitte fur jeweils
1-2 min belassen.
Abschlieend wurden die Schnitte fir 2-3 min unter flieBendem, vollstandig
entsalztem Wasser (VE-Wasser) gespult, um dann bis zur Weiterbehandlung in Aqua

dest. zu verbleiben.

2.6.3 Vorbehandlung

Vorangegangene Schritte der Fixierung, Dehydrierung und Einbettung kénnen zu
einer eingeschrankten bzw. aufgehobenen Immunreaktivitat vieler Antigene (Ag)

fuhren.
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Der Erfolg der Immunhistochemie (ICH) wird neben der Selektivitat und Sensitivitat
des Nachweisverfahrens vor allem durch die Art der Gewebefixierung bestimmt.

Mit Formaldehyd steht ein preiswertes und einfach zu handhabendes
Fixierungsmittel zur Verfugung, das die zelluldren Strukturen mit geringen
Artefakten hervorragend schutzt. Mit dieser Fixierung verbunden ist allerdings ein
gravierender Nachteil, der durch die Quervernetzung der Proteine, auch Maskierung
oder Antigenmaskierung genannt, zu einem Verlust der ,,Antigenitit fiihrt, so dass
die Epitope nicht mehr mit den entsprechenden Antikdrpern reagieren.

Folge dieser ,,Maskierung®“ des Antigens, respektive des Epitops, sind schwache bis
fehlende Signale in der Immunmarkierung an formaldehydfixiertem,
paraffineingebettetem Material.

Bis in die spaten 1980iger war es, abgesehen von wenigen sogenannten
formalinresistenten Antigenen, nicht mdglich immunhistochemische Methoden auf
formalinfixierte und in Paraffin eingebettete (FFPE, formalin-fixed paraffin-
embedded) Gewebeschnitte anzuwenden. Man ging damals davon aus, dass die
Epitope durch die Fixierung irreversibel denaturiert wéren und es nicht zur
Ausbildung  eines  Antigen-Antikorperkomplexes  k&me  (Warnke  1979).
Immuntypisierung gelang nur mit der wesentlich aufwendigeren Gefrierschnitt-
Technik.

Die Herausforderung fiir eine optimale Antigendemaskierung, auch antigen retrieval
(AR) genannt, besteht in dem Aufbrechen der durch die Fixierung verursachten
Quervernetzungen und einer Rekonstruktion der dreidimensionalen Struktur der
Epitope unter Erhalt der Gewebsmorphologie.

In vielen Laboren wird mittlerweile eine Vorbehandlung mit Proteasen wie Pronase,
Proteinase K, Dnase, Ficin oder Pepsin nach eigenen Protokollen durchgefiihrt
(Leong 1993; Taylor et al. 1994). Der eigentliche Durchbruch in der
Antigendemaskierung wurde durch die Vorbehandlung der Schnitte mit Hitze erzielt,
wodurch die Antigenitat des Gewebes und die Reproduzierbarkeit der Farbungen
wesentlich gesteigert werden konnten (Shi et al. 1991). In Kombination mit
geeigneten Puffern (z.B. 0,01 mol/I Citratpuffer (pH 6,0), 0,1 mol/l Tris—Hcl

(pH 8,0) oder 1 mmol/l EDTA (pH 8,0) und der enzymatischen Verdauung stellt die
Hitzebehandlung (Wasserbad, Mikrowellenofen oder Dampfdrucktopf) heute die
Vorbehandlung der Wahl dar, wobei die Mechanismen, die dem antigen retrieval

zugrunde liegen noch nicht vollstandig geklart sind (Leong und Leong 2007). Jedes
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Labor ist auf der Suche nach der besten Vorbehandlung, die hdufig einen
Kompromiss darstellt zwischen einem Verfahren, das optimal fir ein einzelnes
Antigen ist und ein durchschnittliches Ergebnis fiir die meisten Antigene liefert (Shi
etal. 2011).

2.6.3.1 Vorbehandlung mit Protease

Die Schnitte fur die Farbung des EGFR wurden durch Inkubation mit Protease
vorbehandelt.

Die Protease wurde im Verhéltnis 4,2 mg/10 ml VE-Wasser in einer Kivette
aufgeltst. Dabei wurde das VE-Wasser bereits im Vorfeld im Brutschrank auf 40 °C
erwarmt.

Die Kivetten wurden mit den Objekttragern bestlickt und anschlieBend fir 10 min
bei 40 °C im Brutschrank inkubiert. Vor der Immunmarkierung folgte die Spilung
der Objekttrager tiber 5 min unter fliekendem VE-Wasser.

2.6.3.2 Vorbehandlung durch Erhitzen in Citratpuffer pH 6

Die Schnitte fir die p53- und SGLT1-Farbungen wurden durch Erhitzen in
Citratpuffer pH 6 vorbehandelt. Der Citratpuffer pH 6 wurde in einer Farbekuvette
im Dampfgarer tber 15 min auf ca. 95 °C erhitzt. Die zuvor entparaffinierten und in
VE-Wasser feucht gehaltenen Schnitte wurden dann tber 40 min in der hei3en
Citratpufferlésung belassen.

Nach abgelaufener Zeit wurden die Behdlter mit den Objekttrdgern fir 10 min in
einer Schussel mit Eiswasser abgekihlt und danach mit VE-Wasser grundlich

gespult.
2.6.4 Immunhistochemie

2.6.4.1 Allgemeines

Seit der Einfuhrung der Immunfluoreszenztechnik durch A. Coons im Jahr 1941
wurde eine Vielzahl von Methoden entwickelt, mit deren Hilfe sich licht-,
fluoreszenz-, oder elektronenmikroskopisch qualitative und semiquantitative
Aussagen zur Expression, Synthese, Funktion und Abbau von Molekilen und
Antigenen machen lassen. Damit hat man ein geeignetes Werkzeug zur Hand um

Gewebeherkunft, Malignitat, Prognosen und Therapie beurteilen zu kénnen.
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Die wichtigsten Instrumente der Immunhistochemie sind die Antikorper und die
Visualisierung des durch die Antigen-Antikorper-Reaktion gebildeten Immun-
komplexes mithilfe der immunhistochemischen Farbung. Dadurch wird eine
wesentlich hohere Selektivitdt und Sensitivitat erreicht, als bei einfachen
histochemischen Farbetechniken (Bourne 1997).

Zum Einsatz kommen vor allem Antikorper der Immunklasse G (IgG). Man
unterscheidet polyklonale Antikdrper (pAK) und monoklonale Antikorper (MAK).
Das zentrale immunologische Dogma besagt, dass jede Plasmazelle (B-Zelle) nur
einen, genau definierten Antikorpertyp einer Ig-Klasse und einer Ig-Subklasse
produziert, der gegen ein Epitop gerichtet ist. Dieser Antikorper besitzt eine
bestimmte Affinitdtskonstante und hat bezuglich seiner Komplement- oder
Makrophagen-Aktivierung einzigartige biologische Eigenschaften.

Ein Antigen besteht in der Regel aus mehreren Epitopen und aktiviert somit mehrere
B-Zellen d.h. zu einem Epitop gehort eine B-Zelle, die sich nach mehreren Teilungen
zu einer Plasmazelle ausdifferenziert. Aus jeder B-Zelle wird ein echter Klon. Nach
Kontakt mit einem Fremdantigen entstehen im Organismus gewoéhnlich polyklonale
Antikorper. Der Nachteil solcher polyklonaler Antiseren ist ihre unterschiedliche
Zusammensetzung und fehlende Standardisierung. Wegen der Antikorpervielfalt
liegt der Anteil, der gegen ein spezifisches Epitop gerichteten Antikdrper zwischen
einem Prozent und einem Promille. Bis in die Siebzigerjahre waren polyklonale
Antikorper, die von einem Plasmazellpool unterschiedlicher Klonitt stammen und
gegen unterschiedliche Epitope des gleichen Antigens gerichtet sind, das einzige
Werkzeug, das in der Diagnostik, Therapie und Forschung zur Verfiigung stand.
Monoklonale Antikérper gehoren im Gegensatz dazu zu einer genau definierten
Immunklasse und lg-Subklasse mit einer genau beschriebenen Spezifitat bezuglich
ihrer Affinitatskonstante und ihren biologischen Funktionen.

1975 entwickelten G. Kohler und C. Millstein die sogenannte Hybridom-Technik,
die es erlaubt einen Plasmaklon, der einen wohl definierten monoklonalen
Antikorper erzeugt, in vitro zu kultivieren (Koéhler und Milstein 1975). Mit dem
Einsatz monoklonaler Antikorper ist die Selektivitdt in der Immunhistochemie
maximal ausgeschopft.

Die Sensitivitat wird durch die Farbemethode erreicht, wobei das Grundprinzip auf
der Komplexbindung des gesuchten Antigens mit dem spezifischen Antikorper
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basiert, an den ein Marker gekoppelt ist. Dieser Marker dient der Sichtbarmachung

des Antigen-Antikorper-Komplexes.

Man unterscheidet die direkte Methode, bei der nur ein gegen das Antigen

spezifischer, markierter Antikérper zum Einsatz kommt, von der indirekten Methode,

bei der mindestens zwei Antikorper eingesetzt werden, wobei einer der Antikorper
Tréger eines Markers ist (vgl. Abbildung 5). Wéhrend die direkte Methode wegen

ihrer geringen Sensitivitdt und dem Umstand, dass jeder Antikdrper mit dem Marker

gekoppelt werden muss, heute kaum noch Anwendung findet, erdffnet die indirekte

bzw. 2-Schritt-indirekte Methode eine Vielzahl von Méglichkeiten und Variationen;

immer mit dem Ziel, die Sensitivitat bei einfacher Durchfiuhrbarkeit und vertretbaren

Kosten zu steigern.

bv,
3
{3
C; Cromogenes Substrat
<
< zB. Alk. Phospha
hv T fase
A Endprodukt farbig
Gewebsantigen
| Direkte Methode |

* Der spezifische Antik&rper bindet an das Gewebsantigen

* Der AK ist mit einem Marker (Fluoreszenzfarbstoff oder Enzym
gekoppelt)

* Relativ geringe Sensitivitat

* Jeder AntikGrper mmss mit dem Marker gekoppelt werden

A

Marker-Molekiil

zB. Enzyme oder
Fluoreszenzfarhstoffe

0 )
..:::.. '.‘=‘o-
- Sek]mﬂmt]kﬁm
A% """ 7 B. Ziege-Anti-Kaninchen

‘ Die indirekte bzw. 2 Schntt-indirekte Methode

* Der unkonjugierte Pnmar-Ak bindet an das Antigen und
wirkt selbst als Antigen gegeniiber dem 2. mit einem
Marker versehenen AK der an das FC Fragment koppelt.

* Primir- und Sekundar-AK miissen von unterschiedlichen

Species sein.

* Dhe Sensitivititssteigenung betrigt etwa das 10fache
gegeniiber der direkte Methode, da mehrere sek_ Aks pro
Fe-Fragment binden und ist flexibler einsetzbar.

E: Antikdrper einer anderen Spezies

Abbildung 5: Prinzip der Antigenmarkierung bei immunhistochemischen Methoden

(modifiziert nach Key 2009, S. 57 - 58)

Wegen ihrer grof3en Bedeutung, ihrer universellen Einsetzbarkeit und des Umstands,

dass diese Methode in meiner Arbeit Anwendung findet, soll hier ausfihrlicher auf
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den Nachweis und die Visualisierung uber Sekundérantikorper mithilfe der (Strept-)-
Avidin-Biotin Methode eingegangen werden.

2.6.4.2 Die (Strept-)Avidin-Biotin-Methode

Man unterscheidet die klassische Avidin-Biotin-Komplexmethode (ABC-Methode)
von der ,markierten” (Strept-)Avidin-Biotin-Methode (LSAB, labeled (strept -)-
avidin-biotin-Methode). In Abbildung 6 sind die Hauptcharakteristika beider
Methoden graphisch dargestellt.

Avidin-Biotin-

Enzymkomplex
oo, Enzyvmmarkiertes
‘0:0, Ayidin/Streptavidin
o Biotinylierter o Biotinylierter
o Sekundarantikorper Sekundarantikrper
Primirantikérper
Gewebsantigen
(]
7 D
@ | O
. e
Enzym Biotin Awidin/Streptavidin Enzymmarkiertes Avidin/Streptavidin
2B. Alk. Phosphatase Biotin-Enzymkomplex

| LAB/LSAB-Methode |

Abbildung 6: Prinzip der ABC-und LSAB-Methode (modifiziert nach Key 2009, S. 58)

Grundlage dieser indirekten 2-Schritt-Methoden ist die sehr starke, nichtkovalente
Interaktion des Glykoproteins Avidin mit dem Vitamin Biotin und die damit
verbundene, extrem hohe Stabilitdt des Komplexes, die den Methoden auch den
Namen Avidin-Biotin-Methode gaben (Green 1975).

Neben dem Avidin kennt man mit Streptavidin noch ein weiteres Molekul mit einer
sehr hohen Affinitat zu Biotin. Trotz einer Sequenzhomologie von 30 % zeigen beide
Molekiile eine fast identische Sekundar-, Tertidr- und Quartéar-Struktur.

Der wesentliche Unterschied liegt darin, dass Avidin als positiv geladenes
Glykoprotein mit einem isoelektrischenPunkt (pl) von 10 eine starkere unspezifische
Bindung aufweist als das native Streptavidin. Die Wechselwirkungen mit
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biologischen Strukturen lassen sich weiter vermindern, indem man rekombinantes
Streptavidin (pI = 7) und deglykosiliertes Avidin (NeutrAvidin) einsetzt, das in
GroRe, pl und unspezifischer Bindung mit dem Steptavidin vergleichbar ist (vgl.
Tabelle 27 im Anhang).

Die Assoziationskonstante K. des Streptavidin-Biotin-Komplexes wird in der
Literatur mit 2,5x10'® Mol angegeben, der Wert fiir den Avidin-Biotin-Komplex
liegt noch dartber. Im Vergleich dazu liegt der Mittelwert der Bindungskonstanten,
ausgedriickt als IgKa fir Ag-Ak-Komplexe bei 8,1+2,0 und fir Enzym-Substart-
Komplexe bei 3,7+1,3 (Houk et al. 2003). Seit der Einfiihrung des Avidin-Biotin-
Komplexes in der Immunfluoreszenz durch Hegeness und Ash 1977 sowie durch
Guesdon et al. in die immunenzymatische Technik ist er ein universelles, weit
verbreitetes Werkzeug in der Bioanalytik (Wilchek und Bayer 1988).

Bei beiden Verfahren, der ABC- sowie der LSAB-Methode, ist der Primarantikorper
unkonjugiert, der Sekundarantikorper biotinyliert. Das Biotin ist kovalent an den
Antikorper gebunden. Bei der ABC-Methode besteht die dritte Komponente aus
einem praformierten, lI6slichen Komplex aus biotinyliertem Enzym und Avidin. Die
Zusammenstellung des Komplexes ist so eingestellt, dass unter den vier
Bindungsstellen des Avidins/Streptavidins noch freie Bindungsstellen mit dem
Biotin des Sekundéarantikdrpers eine Bindung eingehen kénnen.

Bei der enzymmarkierten (Strept-)Avidin-Biotin-Methode, LSAB-Methode, ist das
Enzym direkt an das Streptavidin gekoppelt und bindet allein an den biotinylierten

Sekundarantikorper.

Bei allen Farbungen wurde die LSAB-Methode angewandt. Die LSAB-Methode ist
gegenuber der ABC-Methode um den Faktor 4-8 empfindlicher (Giorno 1984).
Schon geringe Mengen an Antigen lassen sich detektieren, das resultierende Signal
ist starker und die verwendeten Antikdrpermengen lassen sich reduzieren. Die
Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten unerwinschter Hintergrundfarbungen z.B.
durch hydrophobe Wechselwirkungen wird durch Zugabe von 2 % Rinder-
serumalbumin (BSA) reduziert. Zusétzlich wird dadurch endogenes Biotin, das als
Vitamin und Coenzym in unterschiedlichen Geweben zu finden ist, vor der
Immunmarkierung blockiert.

Die Visualisierung des Antigens erfolgt durch die enzymatische Umsetzung des

farblosen Chromogens durch das Enzym.
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In der vorliegenden Versuchsreihe wurde als Enzym (Label) die Alkalische
Phosphatase (AP) eingesetzt.

Neben der Meerrettichperoxidase stellt die Alkalische Phosphatase ein weit
verbreitetes Markerenzym dar, das in Verbindung mit einem chromogenen Substrat
zur Antikorperfarbung eingesetzt wird.

Wegen der groReren Sensitivitdt wird die Alkalische Phosphatase der
Meerrettichperoxidase als Markierungsenzym vorgezogen, da sie mit ihren
chromogenen Substraten sowohl einen héheren Umsatz als auch einen grof3eren
Extinktionskoeffizienten aufweist. Gewonnen wird die AP entweder aus Kélberdarm
oder aus Bakterien wie E. coli. Die zu den Hydrolasen z&hlende alkalische
Phosphatase (EC-Nummer: 3.1.3.1) ist ein Enzym, das im alkalischen Bereich (pH-
Optimum 9,6) die Ester der Orthophosphorsaure mit verschiedenen Alkoholen und
Phenolen spaltet.

Allgemeines Reaktionsschema:

R-OPOz* + H,O —> R-OH + H* + POs*

Alkalische Phosphatasen kommen in allen Lebewesen vor. Allein beim Menschen
findet man 15 Isoenzyme. Wegen der pathophysiologischen Bedeutung kommt der
Bestimmung der AP in Korperflissigkeiten sowie dem Nachweis als hydrolytischem
Enzym in Geweben eine groRRe Bedeutung zu.

Als Substrat eignen sich neben p-Nitrophenolphosphaten oder 1-Naphtholphthalein-
monophosphaten vor allem Phosphorsaureester von Derivaten des 3-Hydroxy-2-
naphthoesaureanilid (Naphthol AS), insbesondere das 3-Hydroxy-2-naphthoeséure
2,4-dimethylanilid Phosphat (Naphthol AS-MX Phosphat) (vgl. Abbildung 7).

CH,
o CH,
(o]
C\N Alkalische Phosphatase g
' + H,O —~— \N + HPO,*
H CH, 2 | N
H

Naphthol AS-MX Phosphat Naphthol AS-MX

3-Hydroxy-2-naphtoesaure 2,4-dimethylanilid Phosphat 3-Hydroxy-2-naphtoeséaure 2,4-dimethylanilid

Abbildung 7: Hydrolysereaktion (nach Burstone 1958)

Ziel ist die Bildung eines ortsfesten, schwerldslichen und farbigen Markers. Nach

Hydrolyse mittels AP reagiert das Naphtholderivat mit einem Diazoniumsalz unter
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Azokupplung (vgl.Abbildung 8). In Frage kommen Variaminblau-Salze, Echtblau-
Salze oder besonders hdufig Echtrot-Salze wie Fast Red TR (4-Chlor-2-methyl-
benzendiazonium) oder Fast Red KL (2-Carbamoyl-5-methoxybenzendiazonium).
Das Antigen wird via Kopplung mit dem enzymmarkierten Antikérper durch einen
roten Farbstoff lokalisiert. Das Absorptionsmaximum liegt bei 505 nm und zeigt
nach Griinanregung noch eine Fluoreszenz bei 560 nm. Die entstandene Markierung
durch das in dieser Versuchsreihe eingesetzte Fast Red-Chromogen aus dem Dako

Detektionskit ist, im Gegensatz zu anderen Fast Red-Produkten, nicht alkoholléslich.

CH,
i
N
CH, c
o o ~\
I o I
C C Azokupplung H CH,3
\T + 0// ?
H A H
(° CH;0 \c
oz
o
Naphthol AS-MX Fast Red KL
3-Hydroxy-2-naphtoeséaure 2,4-dimethylanilid 2-Carbamoyl-5-methoxybenzendiazonium CH,0

Abbildung 8: Chromogenreaktion (modifiziert nach Espada et al. 1997)

Im letzten Farbeschritt wird dem Substrat das Imidazothiazol Levamisol zugesetzt.
Levamisol ist ein Anthelminthikum, das bei immunhistologischen Nachweisen der
AP zur Blockung unspezifischer endogener alkalischer Phosphatase nicht aber der im
Test eingesetzten intestinalen Phosphatase eingesetzt wird (Cordell et al. 1984).

Dadurch wird die Spezifitat aufrechterhalten und unspezifische Farbungen reduziert.
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2.6.4.3 Durchfuhrung der immunhistochemischen Farbungen

Alle Farbungen wurden maschinell an dem Immunostainer MOZAIK MSP 9500
durchgefihrt. Es handelt sich dabei um ein computergesteuertes, offenes Gerét, das
bis zu 96 Objekttrager in einem Lauf farbt.

Vor der eigentlichen Immunmarkierung wurden die Schnitte, wie unter 2.6.3
beschrieben, vorbehandelt. Der p53-Primarantikdrper wurde unmittelbar vor dem
Férbeprozess in einem Verhaltnis von 1:75 mit dem Verdinnungsmedium (antibody
diluent) grindlich durchmischt. Bei dem EGFR-Primdrantikorper betrug das
Verhaltnis zu dem antibody diluent 1:50. Der SGLT1-Primarantikdrper wurde in
einem Verhéltnis von 1:200 verdinnt.

Die Pumpe des Gerates wurde vor der ersten Farbung sowie am Ende des letzten
Laufes mit VE-Wasser durchspult. Die Objekttrdger wurden einzeln auf sog.
Coverplates gesteckt. Diese Coverplates ermdglichen ein Kapillarspaltprinzip.
Zwischen Objekttrager und Coverplate verbleibt ein Spalt von 50 um Breite, der ein
konstantes VVolumen von 150 ul hélt. Durch Oberflachenspannung wird die definierte
Menge Flissigkeit im Rahmen des Farbeablaufes im Spalt gehalten, Uberschissige
Flussigkeit lauft automatisch durch. Die bestiickten Coverplates wurden in Gestellen
platziert.

Der Farbeablauf wurde an der angeschlossenen Computer-Station programmiert.
Dazu wurden nacheinander die Farbeinformationen der einzelnen Objekttréager,
bestehend aus Primarantikorper, Sekundérantikorper, Tertidrreagenz  und
Chromogen, eingegeben. Anhand des erstellten Protokolls wurden die Gestelle,
bestiickt mit den Coverplates, exakt innerhalb der Maschine positioniert. Alle
Reagenzien bis auf das Chromogen wurden an den numerisch vorgegebenen
Positionen platziert und erneut mit dem Protokoll abgeglichen.

Aufgrund der kurzen Haltbarkeit wurde das Chromogen erst unmittelbar vor
Gebrauch wahrend des Label-Auswaschschrittes angesetzt und in der Maschine

platziert.

Séamtliche Farbungen wurden nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:
Die Mengenangaben (in ul) beziehen sich jeweils auf einen Schnitt/Objekttrager.
1. Objekttrager unter Wasser zur Vermeidung von Lufteinschlissen auf

Objekttragerhalter (Coverplates) platzieren.
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9.

10.
11.
12.
13.

14.
15.

2.6.5

Gestelle der Maschine mit gefiillten Coverplates bestlicken.

5 min Inkubation mit 150 ul 2 % BSA.

30 min Inkubation bei Raumtemperatur mit 150 ul des verdiinnten
Primarantikorpers.

Vier Waschdurchgénge mit je 150 ul TBS-Puffer pH 7,4 zur Entfernung von
unspezifisch gebundenem Antikorper aus dem Gewebe.

Bei dem dritten Waschdurchgang 5min Inkubation mit dem Puffer.

20 min Inkubation bei Raumtemperatur mit 150 ul Link
(Sekundarantikdrper).

Vier Waschdurchgange mit je 150 ul TBS-Puffer pH 7,4.

Bei dem dritten Waschdurchgang 5 min Inkubation mit dem Puffer.

20 min Inkubation mit 150 pl Label (alkalische Phosphatase-Enzym-
Konjugat).

2x10 min Inkubation mit jeweils 100 ul Fast Red/Chromogen-Arbeitsldsung.
Spilung mit VE-Wasser.

45 s mit 150 pl Hamalaun nach Mayer gegenfarben.

Objekttrager solange in warmem Wasser blauen, bis das Spulwasser Kklar ist.
Dehydrierung in aufsteigender Alkoholreihe. Jeweils 30 s in 75 %, 96 %,
100%, 100 % Alkohol.

Jeweils 30 s nacheinander in drei Kivetten Xylol.

Eindecken mithilfe des Folieneindeckers Sakura.

Histologische Auswertung

Die histologische Auswertung der gefarbten Schnitte erfolgte unter einem

Lichtmikroskop bei 2- bis 100facher VergroRerung.

Betrachtet wurden Zellmembran, Zytoplasma und Zellkern der Tumorzellen.

Mithilfe eines Punktescores wurde die Farbeintensitdt der einzelnen Zell-

kompartimente unabh&ngig voneinander bewertet.

Vergeben wurden je nach Intensitat der angefarbten Tumorzellen 0 bis 3 Punkte:

Keine Farbung 0 Punkte
Schwache Farbeintensitat 1 Punkt

MaRige Farbeintensitat 2 Punkte
Starke Farbeintensitat 3 Punkte
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Der Anteil angefarbter Tumorzellen an den unterschiedlichen Scores wurde
prozentual in 5 % Schritten ausgedriickt. Maximal wurden 100 % - entsprechend
einer Anfarbung des gesamten Tumors - vergeben. Gesundes Gewebe wurde aus der
Wertung ausgeschlossen. Aus der Farbeintensitdt und dem prozentualen Anteil
positiver Tumorzellen wurde ein gewichteter Histologiescore (H-Score) berechnet,
indem die Produkte aus Farbeintensitat und prozentualem Anteil addiert wurden; so
waren fir den H-Score Werte zwischen 0 und 300 méglich.

Bezliglich der nukledren p53-Expression wurde ein H-Score < 90 als niedrige
Expression und Werte > 190 als hohe Expression gewertet, wobei H-Scores, welche
zwischen diesen Werten lagen, als mittlere Expression eingestuft wurden.

Bei der p53-Expression im Zytoplasma lag der Cut-Off-Wert einer niedrigen
Expression bei <50, hohe Expressionen wurden als H-Score > 105 definiert.

Der H-Score fiir die Einteilung in eine niedrige nukledre EGFR-Expression betrug
<0, als hohe nukledre Expression wurden H-Score > 10 gewertet.

Bei einem H-Score < 110 erfolgte die Einteilung in eine niedrige zytoplasmatische
EGFR-Expression, ab einem H-Score > 170 wurde die EGFR-Konzentration im
Zytoplasma als hoch gewertet.

Bezliglich der membranésen EGFR-Expression wurden Werte < 117 als niedrig
eingestuft, eine hohe Expression wurde ab einem H-Score > 200 definiert.

Bei der nukledren SGLT-1 Expression lag der Cut-Off fur eine niedrige Expression
bei <0, hohe Expressionen wurden als H-Score > 40 festgelegt.

Der H-Score flr die Einteilung als niedrige zytoplasmatische SGLT1-Expression

wurde als < 10 definiert, ein H-Score > 90 galt als hohe Expression.

2.6.6 Statistische Auswertung

Fiir die statistischen Analysen wurde das Programm ,,Statistica® (StatSoft Europe
GmbH, Hamburg) verwendet. Alle statistischen Test wurden mit einem
Signifikanzniveau von o = 5 % berechnet.

Um Kaorrelationen zwischen den jeweiligen Expressionsmustern zu ermitteln, wurde
der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman (r) ermittelt und in Streudiagrammen

graphisch dargestellt.
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Fur die Untersuchung der unterschiedlichen zellularen Expressionsmuster bezogen
auf hohergradiger Nebenwirkungen wurden Lageparameter (Median, Maximum,
Minimum, 25 %- und 75 %-Quantil) berechnet. Zu vergleichende Werte wurden mit
dem Mann-Whitney-U-Test in einen statistischen Kontext gesetzt. Die

Visualisierung erfolgte mittels Boxplot.

Zur Schatzung des Gesamtiiberlebens sowie der lokoregiondren Kontrolle wurde die
Kaplan-Meier-Methode verwendet. Die Uberlebenszeitwahrscheinlichkeit wurde ab
dem Tag der histopathologischen Diagnosestellung berechnet. Als lokoregionére
Kontrolle wurde die Abwesenheit von lokalen und/oder regionalen Rezidiven und
Tumorprogress definiert.

Der Einfluss der p53-, EGFR- und SGLT1-Expression auf das Gesamtiiberleben und
die lokoregionére Kontrolle wurde mittels Cox-Propotional-Hazards-Analyse (Cox-
Regression) gepruft. Unterschiede zwischen den jeweils definierten Gruppen wurden

mit dem Log-Rank-Test berechnet.
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3 Ergebnisse

3.1 Remission, Nachbeobachtungszeitraum und Gesamtuberleben

Bei 126 der 233 Patienten (54,08 %) wurde nach Abschluss der Radiochemotherapie
eine komplette Remission beobachtet. Eine partielle Remission im Sinne einer
Verkleinerung der Tumormasse um mindestens 50 % wurde bei 48 Patienten
(20,6 %) dokumentiert. 19 Patienten (8,15 %) wiesen einen unveranderten Befund
auf (stable disease) und 20 Patienten (8,58 %) zeigten einen Tumorprogress nach
Abschuss der Radio(chemo)therapie. Bei weiteren 20 Patienten (8,58 %) gab es
keine Angaben zum Krankheitsstatus nach Abschluss der Therapie.

Der Nachbeobachtungszeitraum betrug im Mittel 13,1 Monate (Range 9 Tage bis
122,1 Monate). Bei 8 Patienten wurde ein Lost to Follow up dokumentiert.

Zum Zeitpunkt des Studienendes lebten noch 48 Patienten (20,6 %), 185 Patienten
(79,4 %) verstarben im Laufe des beobachteten Zeitraums. 127 Patienten (54,51 %)
verstarben tumorbedingt, bei 58 Patienten (24,89 %) war die Todesursache nicht
primdr tumorassoziiert.

Insgesamt betrugen die 3- und 5-Jahres-Uberlebensraten 30,71 % und 22,08 %.

In Tabelle 28 im Anhang findet sich eine Ubersicht zu diesen Daten. Die graphische
Darstellung des krankheitsfreien Uberlebens und des Gesamtiiberlebens bezogen auf
das gesamte Kollektiv finden sich in Abbildung 29 und Abbildung 30 im Anhang.

3.2 Expression der molekularen Gewebemarker

Bei der immunhistochemischen Auswertung von p53 zeigte sich sowohl eine
nukledre als auch eine zytoplasmatische Anfarbung. Ein p53-positives Farbemuster
wurde in 217 (93,13 %) der Tumorproben beobachtet. In 22 Gewebeproben (9,44 %)
fand sich keine nukledre Anféarbung. Kein zytoplasmatisches Farbemuster wurde in
50 Proben (21,46 %) beobachtet. Der Mittelwert fur den H-Score der p53-Expression
im Zellkern betrug 141,05 (Range 0-290). Bei einer p53-Expression im Zytoplasma
wurde ein Mittelwert von 86,07 (Range 0-280) ermittelt. Abbildung 9 und Abbildung
10 zeigen beispielhaft die beobachtete p53-Expression.

Bei der Auswertung der EGFR-Expression fand sich sowohl im Nukleus als auch im
Zytoplasma und in der Zellmembran ein positives Férberesultat. Bei 224 (96,14 %)
Karzinomen zeigte sich eine Anféarbbarkeit des EGFR. 143 (61,37 %) Proben zeigten
kein Farberesultat im Zellkern, 26 (11,16 %) Proben waren in der Zellmembran
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EGFR-negativ. Neun Proben (3,86 %) zeigten kein zytoplasmatisches EGFR-
Farbemuster (vgl. Abbildung 11 und Abbildung 12).

Es wurden folgende Mittelwerte fur die H-Scores berechnet: EGFR im Zellkern
10,79 (Range 0-95), EGFR im Zytoplasma 144,46 (Range 0-300) und EGFR in der
Zellmembran 155,45 (Range 0-300).

Die Immunhistochemie des SGLT1 lieferte ein nukledres und zytoplasmatisches
Farberesultat (vgl. Abbildung 13 und Abbildung 14). 181 (77,69 %) der
Gewebeproben waren SGLT1-positiv, 97 (41,63 %) Proben zeigten kein nukledres
Farbemuster. 63 (27,04 %) Tumorbiopsien zeigten keine Anféarbbarkeit im
Zytoplasma durch den SGLT1-Antikorper. Die Mittelwerte der H-Scores lagen bei
31,35 (Range 0-155) fir SGLT1 im Zellkern und 57,45 (Range 0-195) bei einer

zytoplasmatischen Expression.

Abbildung 9: p53-Farbung bei Abbildung 10: p53-Farbung bei Larynx-
Mundhéhlen-Karzinom; 20fache Karzinom; 20fache VergréRerung
VergroRerung
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Abbildung 11: EGFR-Féarbung bei Larynx- Abbildung 12: EGFR-Farbung bei
Karzinom; 20fache VergroRerung Zungengrund-Karzinom; 20fache
VergroRerun

Abbildung 13: SGLT1-Farbung bei Abbildung 14: SGLT1-Farbung bei
Mundboden-Karzinom; 20fache Hypopharynx-Karzinom; 10fache
Vergrofierung Vergrolierung

3.3 Korrelation der molekularen Gewebemarker

Die p53-Expression im Zellkern zeigte eine statistisch signifikante Korrelation zu der
membrandsen EGFR-Expression (r = 0,2485; p = 0,00013) sowie der SGLT1-
Expression im Zellkern (r = 0,193; p = 0,031) und im Zytoplasma (r = 0,2168;
p = 0,0009).

Auch die p53-Expression im Zytoplasma korrelierte mit der SGLT1-Expression im
Zytoplasma (r = 0,2199; p = 0,00072).
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Des Weiteren zeigte sich eine statistisch signifikante Korrelation der EGFR-
Expression in der Zellmembran bezogen auf die Expression von SGLT1 im Zellkern
(r=0,2070; p = 0,0015).

Eine erhdhte SGLT1-Expression im Zellkern Kkorrelierte mit hohen Expressions-
werten von SGLT1 im Zytoplasma (r = 0,6104; p <= 0,00001).

Die Darstellung der zugehdérigen Streudiagramme findet sich in Abbildung 15 bis 20.
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Abbildung 15: Streudiagramm der p53-Expression im Zellkern und der EGFR-Expression
in der Zellmembran
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Abbildung 16: Streudiagramm der p53-Expression im Zellkern und der SGLT1-
Expression im Zellkern
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Abbildung 17: Streudiagramm der p53-Expression im Zellkern und der SGLT1-
Expression im Zytoplasma
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Abbildung 18: Streudiagramm der SGLT1-Expression im Zytoplasma und der p53-

Expression

im Zytoplasma
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Abbildung 19: Streudiagramm der EGFR-Expression in der Zellmembran und der

SGLT1-Expression im Zellkern
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Abbildung 20: Streudiagramm der SGLT1-Expression im Zytoplasma und der SGLT1-
Expression im Zellkern

3.4 Toxizitat

217 der 233 Patienten (93,13 %) erhielten die geplante Gesamtdosis. Bei 16
Patienten (6,87 %) wurde die Radiotherapie vor Erreichen der geplanten
Gesamtdosis aufgrund akuter Nebenwirkungen oder mangelnder Compliance
abgebrochen. Die applizierte Dosis war in diesen Féllen im Schnitt um 13 Gy
geringer als die geplante Gesamtdosis.

170 Patienten (72,96 %) erhielten eine konkominante Chemotherapie. Bei 13
Patienten (5,58 %) wurde die Chemotherapie vor Erreichen der Gesamtdosis
aufgrund akuter Nebenwirkungen friihzeitig abgebrochen.

Hamatotoxizitat trat wie folgt auf: Bei 41 Patienten in Form einer Andamie Grad 1. 59
Patienten hatten eine Andmie Grad 2 und 11 Patienten eine Andmie Grad 3. 122
Patienten zeigten keine Andmie (Grad 0).

123 Patienten zeigten keine Leukopenie (Grad 0), 35 Patienten entwickelten eine
Leukopenie Grad 1, 42 Patienten eine Leukopenie Grad 2, 26 Patienten eine
Leukopenie Grad 3 und sieben Patienten eine Leukopenie Grad 4.

Eine Thrombopenie 1. Grades zeigte sich bei 19 Patienten, bei sieben Patienten

entwickelte sich eine Thrombopenie Grad 2, bei drei Patienten eine Thrombopenie
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Grad 3 und ein Patient entwickelte eine Thrombopenie 4. Grades. 203 Patienten
entwickelten keine Thrombopenie (Grad 0).

Im Rahmen der Therapie wurde das Auftreten akuter Organtoxizitat wie folgt
dokumentiert: 231 Patienten entwickelten eine Mukositis (58 Patienten Grad 1;
131 Patienten Grad 2; 42 Patienten Grad 3). Bei 232 Patienten wurde eine akute
Hautreaktion beobachtet (82 Patienten Grad 1; 135 Patienten Grad 2; 15 Patienten
Grad 3). Dysphagie trat bei 196 Patienten auf (92 Patienten Grad 1, 70 Patienten
Grad 2; 34 Patienten Grad 3). In 51 Falle wurde das Auftreten von Ubelkeit unter der
Therapie dokumentiert (36 Patienten Grad 1; 15 Patienten Grad 2).

Das Auftreten von chronischen Nebenwirkungen der Radio(chemo)therapie wurde
im Rahmen der Nachsorgeuntersuchungen wie folgt erfasst: 206 Patienten
entwickelten eine Xerostomie (129 Patienten Grad 1; 55 Patienten Grad 2; 22
Patienten Grad 3). Bei 40 Patienten wurde Heiserkeit beobachtet
(35 Patienten Grad 1; 5 Patienten Grad 2). Bei drei Patienten wurde eine subkutane
Fibrose Grad 1 beobachtet.

Eine Verdnderung des Geschmacks wurde bei 35 Patienten dokumentiert
(29 Patienten Grad 1; sechs Patienten Grad 2).

21 Patienten mussten aufgrund eine Lymphédems behandelt werden (19 Patienten
Grad 1; zwei Patienten Grad 2). neun Patienten entwickelten einen Trismus Grad 1,
ein Patient eine Osteoradionekrose Grad 1, und vier Patienten eine Fistel .

Bei insgesamt acht Patienten waren die Angaben bezuglich einzelner chronischer
Nebenwirkungen unvollstéandig.

Tabelle 7 bietet eine Ubersicht (ber die aufgetretenen Akut- und Spat-

nebenwirkungen des untersuchten Kollektivs.
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Tabelle 7: Ubersicht tiber das Auftreten von akuter und chronischer Toxizitat

54

Grad | Grad | Grad | Grad | Grad | keine
0 1 2 3 4 Angaben
Akute Hamatotoxizitat
Toxizitat Hamoglobin 122 41 59 11 - -
Leukozyten 123 35 42 26 7 -
Thrombozyten 203 19 7 3 1 -
Organtoxizitat
Mukositis 2 58 131 |42 - -
Hautreaktion 1 82 135 |15 - -
Dysphagie 37 92 70 34 - -
Ubelkeit 182 | 36 15 - - -
Chron. Xerostomie 27 129 55 22 - -
Toxizitat Heiserkeit 193 |35 5 - - 1
Fibrose 230 3 - - - -
Geschmack 197 |29 6 - - 1
Lymphddem 210 19 2 - - 2
Trismus 222 9 - - - 2
Osteonekrose 231 |1 - - - 1
Fistel 228 |4 - - - 1
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3.5 Expression molekularer Gewebemarker beim Auftreten hohergradiger
Toxizitat

Untersucht wurde die Expression der molekularen Marker p53, EGFR und SGLT1

bezogen auf hohergradige hamatotoxische und organtoxische Nebenwirkungen

(CTCAE > 3) sowie die Gesamttoxizitat.

3.5.1 Expression molekularer = Gewebemarker bei der Ausbildung

hohergradiger hdmatotoxischer Nebenwirkungen

42 der insgesamt 233 Patienten (18,03 %) entwickelten unter der
Radio(chemo)therapie hohergradige hdmatotoxische Nebenwirkungen. 191 Patienten
(80,69 %) zeigten laborchemisch keine Anzeichen einer H&matotoxizitat oder
hamatotoxische Nebenwirkungen, die niedriger als Grad 3 der CTCAE waren. Bei
drei Patienten (1,29 %) fehlen die Angaben beziglich der Ausbildung
hamatotoxischer Nebenwirkungen.

Die Expression von p53, EGFR und SGLT1 in den unterschiedlichen
Zellkompartimenten wurde in Bezug auf die Entwicklung hdohergradiger
hamatotoxische Nebenwirkungen untersucht.

Weder die nukledre p53-Expression (p = 0,94) noch die Expression von p53 im
Zytoplasma (p = 0,62) zeigten einen statistisch signifikanten Unterschied bei
Patienten mit hohergradigen hamatotoxischen Nebenwirkungen im Vergleich zu
Patienten ohne Anzeichen einer héhergradigen Hamatotoxizitat.

Auch fir den EGFR zeigte sich keine statistisch signifikante Differenz in Bezug auf
hamatotoxische Nebenwirkungen: EGFR im Zellkern (p = 0,11), EGFR im
Zytoplasma (p = 0,62), EGFR in der Zellmembran (p = 0,82).

Eine statistisch unterschiedliche Expression von SGLT1 bei Patienten mit
hohergradigen h&matotoxischen Nebenwirkungen im Vergleich zu Patienten ohne
ebendiese Nebenwirkungen wurde nicht beobachtet (p = 0,82 fir SGLT1 im
Zellkern; p = 0,93 fur SGLT1 im Zytoplasma). Die graphischen Darstellungen der
molekularen Marker bezogen auf die Entwicklung hohergradiger, hamatotoxischer
Nebenwirkungen finden sich in Abbildung 31 bis Abbildung 37 im Anhang.
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3.5.2 Expression molekularer Gewebemarker bei der Ausbildung

organtoxischer Nebenwirkungen

Zur Beurteilung der Expression der Gewebemarker bei organtoxischen
Nebenwirkungen wurden sowohl einzelne Akutnebenwirkungen wie Mukositis,
Hautreaktionen, Dysphagie und Ubelkeit, als auch eine Zusammenschau der
Organtoxizitat analysiert.

Bei verschiedenen Schweregraden der Mukositis wurde keine signifikant
unterschiedliche p53-Expression im Zellkern (p = 0,91) und im Zytoplasma
(p = 0,98) festgestellt.

Gleiches gilt sowohl fir die Expression des EGFR im Zellkern (p = 0,8), im
Zytoplasma (p = 0,96) und als auch in der Zellmembran (p = 0,78). Auch bei der
SGLT1-Expression im Zellkern (p = 0,35) und im Zytoplasma (p = 0,36) wurde das
Signifikanzniveau bezogen auf die Schweregrade der Mukositis nicht erreicht. Die
graphische Darstellung dieser Analysen findet sich in Abbildung 38 bis 44 im
Anhang.

Bei Hautreaktionen in Form radiogener Dermatitiden zeigte sich weder bei einer
nukledren p53-Expression (p = 0,78) noch bei einer Expression im Zytoplasma
(p = 0,41) ein statistisch signifikanter Unterschied. Die Expressionen von EGFR im
Zellkern (p = 0,53), im Zytoplasma (p = 0,29) und in der Zellmembran (p = 0,29)
divergierten bei Patienten mit unterschiedlichen Schweregraden der Hautreaktion
ohne statistische Signifikanz.

Genauso zeigten auch die SGLT1-Expression im Zellkern (p = 0,28) und im
Zytoplasma (p = 0,23) keine signifikanten Unterschiede (vgl. Abbildung 45 bis
Abbildung 51 im Anhang).

Bei Dysphagie konnte ein statistisch signifikanter Unterschied beziiglich der p53-
Expression im Zytoplasma festgestellt werden: Patienten, die eine Dysphagie 3.
Grades entwickelten, zeigten im Vergleich zu Patienten mit Dysphagie Grad 0 bis 2
eine hohere Expression des Markers (p = 0,015).

Die Boxplot-Analyse der zytoplasmatischen p53-Expression bezogen auf
Schluckbeschwerden Grad 0 bis 3 finden sich in Abbildung 21.
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Abbildung 21: Boxplot-Analyse der p53-Expression im
Zytoplasma bezogen auf Dysphagie Grad 0 bis 3

Die Expression von EGFR im Zellkern zeigte einen statistischen Trend bezogen auf
die Entwicklung von Schluckbeschwerden (p = 0,099). Abbildung 22 zeigt eine
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Fur die folgenden Parameter konnte kein statistisch signifikanter Unterschied
beziglich der unterschiedlichen Schweregrade der Dysphagie festgestellt werden:
p53 im Zellkern (p = 0,89), EGFR im Zytoplasma (p = 0,59), EGFR in der
Zellmembran (p = 0,11), SGLT1 im Zellkern (p = 0,92) und SGLT1 im Zytoplasma
(p = 0,96). Abbildung 52 bis 56 im Anhang zeigen die Boxplot-Analysen der drei

untersuchten Gewebemarker bezogen auf die Schweregrade der Dysphagie.

Bei Patienten mit Ubelkeit zeigte sich zwischen den dokumentierten Schweregraden
0 bis 2 ein statistisch signifikanter Unterschied der EGFR-Expression im Zellkern
(p = 0,046).

Abbildung 23 zeigt die Boxplot-Analyse der nukledren EGFR-Expression bezogen
auf Ubelkeit Grad 0 bis 2.
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Abbildung 23: Boxplot-Analyse der EGFR-Expression
im Zellkern bezogen auf Ubelkeit Grad 0 bis 2

Bei den Ubrigen untersuchten Gewebemarkern wurde das Signifikanzniveau nicht
erreicht: p53 im Zellkern (p = 0,41), p53 im Zytoplasma (p = 0,23), EGFR im
Zytoplasma (p = 0,97), EGFR in der Zellmembran (p = 0,81), SGLT1 im Zellkern
(p=0,9) und SGLT1 im Zytoplasma (p = 0,63). Die graphischen Darstellungen
finden sich in Abbildung 57 bis 62 im Anhang.
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77 (33,05 %) der insgesamt 233 untersuchten Patienten entwickelten im Verlauf
hohergradige organtoxische Nebenwirkungen (CTCAE > Grad 3). 156 (66,95 %)
Patienten zeigten keine Anzeichen fur hohergradige organtoxische Nebenwirkungen.
Weder bei einer nukledren p53-Expression (p = 0,95) noch einer Expression von p53
im Zytoplasma (p = 0,19) zeigten sich Unterschiede bei Patienten mit einer
hohergradigen Organtoxizitdt und Patienten ohne hdohergradige organtoxische
Nebenwirkungen.

Auch bei der Expression des EGFR im Zellkern (p = 0,73), im Zytoplasma (p = 0,94)
und in der Zellmembran (p = 0,34) wurde das Signifikanzniveau nicht erreicht.

Die Expression von SGLT1 im Zellkern (p = 0,19) und im Zytoplasma (p = 0,77)
zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen Patienten mit und ohne
hohergradiger Organtoxizitat.

Abbildung 63 bis Abbildung 69 im Anhang zeigen die Boxplot-Analysen der

unterschiedlichen Gewebemarker bezogen auf eine hohergradige Organtoxizitat.

3.5.3 Expression der molekularen Gewebemarker bei der Ausbildung
hohergradiger Gesamtnebenwirkungen

103 Patienten des Gesamtkollektivs (44,2 %) zeigten im Verlauf der
Radio(chemo)therapie eine hohergradige Gesamttoxizitat. Diese setzt sich sowohl
aus hohergradigen hamatotoxischen als auch organtoxischen Nebenwirkungen
zusammen. 130 Patienten (55,79 %) zeigten keine Anzeichen fir eine hohergradige
Gesamttoxizitat.

Die Boxplot-Analysen zum Vergleich der Expression der einzelnen Gewebemarker
in Bezug auf Patienten mit und ohne Auftreten einer hohergradigen Gesamttoxizitat
sind in Abbildung 70 bis Abbildung 76 im Anhang dargestellt.

Es zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied beziiglich der Expression von
p53 im Zellkern (p = 0,91) und im Zytoplasma (p = 0,55) zwischen Patienten mit und
Patienten ohne einer héhergradigen Gesamttoxizitét.

Weder bei EGFR im Zellkern (p = 0,71), EGFR im Zytoplasma (p = 0,51) noch
EGFR in der Zellmembran (p = 0,4) wurde das Signifikanzniveau erreicht.

Auch bei einer Betrachtung der SGLT1-Expression im Zellkern (p = 0,5) und im
Zytoplasma (p = 0,93) zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen
Patienten mit und ohne einer hohergradigen Gesamttoxizitat.
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3.6 Lokoregiondre Kontrolle sowie Auftreten von Fernmetastasen und

Zweittumoren

Das Auftreten von lokoregiondren Rezidiven im Sinne eines Rezidivs nach
kompletter Remission bzw. eines Tumorprogresses nach partieller Remission wurde
bei insgesamt 66 Patienten (28,33 %) diagnostiziert. Bei 44 Patienten (18,88 %) war
initial das Rezidiv ausschlieflich lokal, auf den Bereich des urspringlichen
Primartumors begrenzt. Acht Patienten (3,43 %) wiesen alleinig ein regionéres
Rezidiv im Bereich des lokoregionalen Lymphabflussgebietes auf. Lokale und
regionale Rezidive wurden bei insgesamt 14 Patienten (6,01 %) beobachtet.

Der Zeitraum nach Therapieende bis zum Auftreten eines Rezidivs betrug im Mittel
4,9 Monate (Range 0,06-115,63 Monate). Die lokoregionare Kontrolle allgemein
betrug nach drei Jahren 63 % und nach fiinf Jahren 58 % (vgl. Abbildung 77 im
Anhang).

Nach Abschluss der Therapie traten bei 28 Patienten (12,02 %) Fernmetastasen auf.
15 Patienten (6,44 %) wiesen pulmonale Metastasen auf, vier Patienten (1,72 %)
ossare Metastasen, drei Patienten (1,28 %) kutane Metastasen, zwei Patienten
(0,86 %) hepatische Metastasen und ein Patient (0,43 %) Metastasen im Bereich der
Pleura. Insgesamt vier Patienten (1,72 %) hatten Metastasen in mehreren Organen
(Ein Patient pulmonale und ossdre Metastasen, ein Patient pulmonale und hepatische
Metastasen, ein Patient ossdre und hepatische Metastasen und ein Patient ossare und
mediastinale Metastasen). Der Zeitraum nach Therapieende bis zum Auftreten von
Metastasen betrug im Mittel 6,4 Monate (Range 0,23-32,93 Monate). Das
metastasenfreie Uberleben des Gesamtkollektivs betrug nach drei Jahren 85,4 7 %
und nach 5 Jahren 83,26 % (vgl. Abbildung 78 im Anhang).

Bei 18 Patienten (7,73 %) wurde ein Zweittumor diagnostiziert: sechs Patienten mit
Bronchialkarzinomen, sechs Patienten mit Osophaguskarzinomen, ein Patient mit
chronisch lymphatischer Leuk&mie, ein Patient mit Magenkarzinom, ein Patient mit
Harnblasenkarzinom, ein Patient mit Plattenepithelkarzinom der Unterlippe, ein
Patient mit Bronchialkarzinom und Lymphom und ein Patient mit Verdacht auf
Tumoren im Bereich der Lunge und Niere.

In Tabelle 29 im Anhang findet sich eine Zusammenfassung dieser Daten.



3 Ergebnisse 61

3.7 Expression der molekularen Gewebemarker bezogen auf das Outcome

Auf den erhobenen Daten basierend, erfolgte die Uberlebenszeitanalyse anhand von
Kaplan-Meier-Schatzern zur Berechnung des krankheitsfreien Uberlebens, der
lokoregionaren  Kontrolle, des metastasenfreien ~ Uberlebens und  des

Gesamtiberlebens.

3.7.1 Expression der molekularen Gewebemarker bezogen auf das

krankheitsfreie Uberleben

In Abbildung 79 im Anhang ist die Kaplan-Meier-Kurve fiir das krankheitsfreie
Uberleben bei Patienten mit niedriger, mittlerer und hoher Expression von p53 im
Zellkern dargestellt.

Nach sieben Jahren zeigten 32,12 % der Patienten mit niedriger p53-Expression im
Zellkern ein krankheitsfreies Uberleben. Bei den Patienten mit mittlerer und hoher
p53-Expression waren es zum gleichen Zeitpunkt 28,21 % bzw. 38,78 %. Ein
statistisch signifikanter Unterschied des krankheitsfreien Uberlebens beziiglich der
p53-Expression im Zellkern wurde nicht gefunden (p = 0,49).

Abbildung 80 im Anhang zeigt die Uberlebenszeitanalysen fiir das krankheitsfreie
Intervall bei Patienten mit niedriger, mittlerer und hoher p53-Expression im
Zytoplasma.

30,56 % der Patienten mit niedriger p53-Expression und 28,78 % der Patienten mit
mittlerer p53-Expression im Zytoplasma zeigten nach sieben Jahren einen
krankheitsfreien Verlauf. Im Vergleich dazu zeigten nach drei Jahren 35,87 % der
Patienten mit hoher p53-Expression im Zytoplasma ein krankheitsfreies Uberleben
(p =0,48).

Kein statistisch signifikanter Einfluss auf das krankheitsfreie Uberleben konnte fiir
EGFR im Zellkern (p = 0,22), EGFR im Zytoplasma (p = 0,16) und EGFR in der
Zellmembran (p = 0,52) nachgewiesen werden. Auch die SGLT1-Expression im
Zellkern und Zytoplasma erreichten nicht das Signifikanzniveau bezogen auf das
krankheitsfreie Uberleben (p = 0,57 und p = 0,53).

Die Kaplan-Meier-Analysen dieser Daten sind in Abbildung 81 bis 85 im Anhang

wiedergegeben.
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3.7.2 Expression der molekularen Gewebemarker bezogen auf das
metastasenfreie Uberleben

Abbildung 86 im Anhang zeigt die Kaplan-Meier-Schétzer des metastasenfreien
Uberlebens bei Patienten mit niedriger, mittlerer und hoher p53-Expression im
Zellkern.

Nach sieben Jahren waren 90 % der Patienten mit einer niedrigen p53-Expression
und 82,94 % der Patienten mit hoher p53-Expression ohne Metastasen. Patienten mit
mittlerer p53-Expression zeigten das kiirzeste metastasenfreie Uberleben: nach
sieben Jahren lieferten 77,57 % keinen Hinweis auf Filiae (p = 0,51).

Die Uberlebenszeitanalysen des metastasenfreien Uberlebens bei Patienten mit
niedriger, mittlerer und hoher p53-Expression im Zytoplasma sind in Abbildung 24
graphisch dargestellt.

Patienten mit einer hohen p53-Expression zeigten im Vergleich zu Patienten mit
einer niedrigen und mittleren Expression im Zytoplasma ein statistisch signifikant
verkiirztes metastasenfreies Uberleben (p = 0,017). In der Untergruppe mit einer
niedrigen p53-Expression waren nach sieben Jahren 91,42 % ohne Metastasen,
wohingegen 84,14 % der Patienten mit mittlerer Expression und 74,8 % der

Patienten mit hoher Expression zum gleichen Zeitpunkt keine Metastasen zeigten.
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Abbildung 24: Kaplan-Meier-Schatzer fir das metastasenfreie Uberleben bei Patienten
mit niedriger, mittlerer und hoher p53-Expression im Zytoplasma
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Abbildung 87 im Anhang stellt die Kaplan-Meier-Schétzer des metastasenfreien
Uberlebens bei Patienten mit unterschiedlich hoher Expression des EGFR im
Zellkern dar. Zwischen den einzelnen Untergruppen der EGFR-Expression im
Zellkern wurde kein statistisch signifikanter Unterschied festgestellt (p = 0,28).

Die Kaplan-Meier-Analysen des metastasenfreien Uberlebens bei Patienten mit
niedriger, mittlerer und hoher Expression des EGFR im Zytoplasma finden sich in
Abbildung 88 im Anhang. Es fand sich kein statistisch signifikanter Unterschied in
den Uberlebenszeiten: nach sieben Jahren waren 88,93 %, 85,54 % bzw. 76,66 % frei
von Metastasen (p = 0,79).

Die Uberlebenszeitanalyse des metastasenfreien Uberlebens bei Patienten mit einer
EGFR-Expression der Zellmembran lieferte ahnliche Ergebnisse (vgl. Abbildung 89
im Anhang): Nach sieben Jahren zeigten 80,06 % (niedriger EGFR), 84,85 %
(mittlerer EGFR) und 87,07 % (hoher EGFR) keine Anzeichen fur Filiae. Auch hier
wurde das Signifikanzniveau nicht erreicht (p = 0,76).

In Abbildung 90 und 91 im Anhang sind die Kaplan-Meier-Analysen des
metastasenfreien Uberlebens bei Patienten mit unterschiedlicher SGLT1-Expression
dargestellt.

Nach sieben Jahren waren bei 82,24 % der Patienten mit niedriger SGLT1-
Expression, bei 84,66 % der Patienten mit mittlerer und 85,41 % der Patienten mit
hoher Expression im Zellkern keine Metastasen zu beobachten (p = 0,64).

Beziiglich des metastasenfreien Uberlebens bei Patienten mit unterschiedlicher
SGLT1-Expression im Zytoplasma konnte kein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen den einzelnen Untergruppen mit niedriger, mittlerer und hoher Expression

festgestellt werden (p = 0,95).

3.7.3 Expression der molekularen Gewebemarker bezogen auf die

lokoregionare Kontrolle

Zur Bewertung der Expression der molekularen Marker bezogen auf die
lokoregiondre Kontrolle wurde die unterschiedliche Expression von p53, EGFR und
SGLT1 bezogen auf den Zeitraum nach Therapieende bis zum Auftreten eine
Rezidives analysiert.

Abbildung 92 im Anhang gibt die Kaplan-Meier-Schétzer des rezidivfreien
Uberlebens bei Patienten mit unterschiedlicher Expression von p53 im Zellkern

wieder.
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Zwischen einer niedrigen, mittleren und hohen p53-Expression wurde kein statistisch
signifikanter Unterschied bezogen auf die lokoregionére Kontrolle gefunden
(p=0,7).

Patienten mit einer hohen p53-Expression im Zytoplasma zeigten im Vergleich zu
Patienten mit niedriger und mittlerer Expression einen statistischen Trend zu einem
verkiirzten rezidivfreien Uberleben (p = 0,087). Nach sieben Jahren waren von
diesen Patienten noch 42,31 % rezidivfrei im Vergleich zu 65,54 % Patienten bzw.
60,22 % Patienten (vgl. Abbildung 25).
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Abbildung 25: Kaplan-Meier-Schatzer fir das rezidivfreie Uberleben bei Patienten mit
niedriger, mittlerer und hoher p53-Expression im Zytoplasma

Sowohl bei Patienten mit unterschiedlicher Expression des EGFR im Zellkern als
auch im Zytoplasma konnte kein statistisch signifikanter Unterschied der EGFR-
Expression bezogen auf die lokoregionare Kontrolle festgestellt werden (p = 0,8
bzw. p = 0,82). Die Uberlebenszeitanalysen der nuklearen EGFR-Expression bzw.
der Expression im Zytoplasma sind in Abbildung 93 und 94 im Anhang
wiedergegeben.

Nach sieben Jahren waren 70,43 % der Patienten mit niedriger EGFR-Expression in
der Zellmembran nach wie vor rezidivfrei. Zum gleichen Zeitpunkt zeigten 34,9 %
der Patienten mit mittlerer EGFR-Expression keine Anzeichen fur ein Rezidiv, bei
hoher EGFR-Expression in der Zellmembran waren 46,64 % der Patienten frei von
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Rezidiven. Damit zeigte sich ein potentieller Zusammenhang zwischen dem
jeweiligen ExpressionsausmaR des EGFR in der Zellmembran und dem rezidivfreien
Uberleben (p = 0,065). Die graphische Darstellung dieser Daten findet sich in
Abbildung 26.
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Abbildung 26: Kaplan-Meier-Schatzer fir das rezidivfreie Uberleben bei Patienten mit
niedriger, mittlerer und hoher EGFR-Expression in der Zellmembran

Unter Betrachtung der lokoregionaren Kontrolle bei niedriger, mittlerer und hoher
SGLT1-Expression im Zellkern wurde kein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen den Subgruppen festgestellt (p = 0,65). Auch bei einer Expression von
SGLT1 im Zytoplasma bezogen auf das rezidivfreie Uberleben wurde das
Signifikanzniveau nicht erreicht (p = 0,82) (vgl. Abbildung 95 und 96 im Anhang).

3.7.4 Expression der molekularen Gewebemarker bezogen auf das

Gesamtiberleben

Die Uberlebenszeitanalysen des Gesamtiiberlebens bei Patienten mit niedriger,
mittlerer und hoher p53-Expression im Zellkern sind in Abbildung 97 im Anhang
wiedergegeben.

Nach sieben Jahren lebten noch 14,89 % der Patienten mit niedriger, 17,04 % der
Patienten mit mittlerer und 14,46 % der Patienten mit hoher Expression des Markers
im Zellkern (p = 0,2).
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Unter Betrachtung der p53-Expression im Zytoplasma zeigte sich ein statistisch
signifikanter Unterschied bezlglich des Gesamtiiberlebens (p = 0,024). Nach sieben
Jahren lebten noch 14,01 % der Patienten mit niedriger Expression. Von den
Patienten mit hoher p53-Expression lebten nach sieben Jahren noch 21,16 %.
Patienten mit mittlerer p53-Expression im Zytoplasma zeigten zu diesem Zeitpunkt
im Vergleich das kirzeste Gesamtiiberleben mit 10,57 %. (vgl. Abbildung 27).
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Abbildung 27: Kaplan-Meier-Schatzer fur das Gesamtlberleben bei Patienten mit
niedriger, mittlerer und hoher p53-Expression im Zytoplasma

Abbildung 98 und 99 im Anhang zeigen die Kaplan-Meier-Analysen des
Gesamtiberlebens bei Patienten mit EGFR-Expression im Nukleus bzw. im
Zytoplasma. Eine niedrige, mittlere und hohe Expression des EGFR im Zellkern
zeigte sich ohne statistisch signifikanten Einfluss auf das Gesamtiberleben
(p = 0,72). Auch bei unterschiedlich hoher EGFR-Expression im Zytoplasma konnte
das Signifikanzniveau nicht erreicht werden (p = 0,22).

Im Vergleich dazu zeigten Patienten mit mittlerer und hoher EGFR-Expression in
der Zellmembran ein statistisch signifikant verkurztes Gesamttiberleben (p = 0,036).
Nach sieben Jahren waren 11,45 % bei Patienten mit mittlerer und 7,59 % mit hoher
EGFR-Expression in der Zellmembran noch am Leben. Zum gleichen Zeitpunkt
lebten noch 26,91 % der Patienten mit niedriger EGFR-Expression. Die graphische
Darstellung dieser Daten findet sich in Abbildung 28.
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Abbildung 28: Kaplan-Meier-Schatzer flr das Gesamtiiberleben bei Patienten mit
niedriger, mittlerer und hoher EGFR-EXxpression in der Zellmembran

In Abbildung 100 und 101 im Anhang sind die Uberlebenszeitanalysen der Patienten
mit SGLT1-Expression im Zellkern und Zytoplasma dargestellt. In beiden Féllen
konnte kein statistisch signifikanter Zusammenhang der SGLT1-Expression in Bezug

auf das Gesamtiberleben festgestellt werden (p = 0,6 und p = 0,44).
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4  Diskussion

Im Rahmen dieser Studie wurden pratherapeutisch entnommene Biopsate von
insgesamt 233 Patienten mit lokal fortgeschrittenem, inoperablem Kopf-Hals-Tumor
immunhistochemisch aufgearbeitet und die Expression von p53, EGFR und SGLT1
im Tumorgewebe semiquantitativ analysiert.

Anhand der anamnestisch und im Verlauf der Therapie erhobenen Patientendaten
wurde diese Auswertung in Bezug zu den Nebenwirkungen und dem Outcome der

priméren Radio(chemo)therapie gesetzt.
4.1 Expression und Korrelation der molekularen Gewebemarker

4.1.1 p53-Expression

In der vorliegenden Arbeit wurde sowohl eine p53-Expression im Zellkern als auch
im Zytoplasma mithilfe des monoklonalen Antikérpers DO-7 detektiert. 93,13 % der
Tumorbiopsien waren p53-positiv. Referenzwerte in der Literatur variieren zwischen
55 % und 68 % bzw. einer heterogenen Expression im gesamten Tumorkollektiv
(Friedmann et al. 2001; Hirvikoski et al. 1997; Pukkila et al. 2002). Dies mag daran
liegen, dass zum Teil einzelne Tumorlokalisationen gesondert untersucht wurden
bzw. dass eine zytoplasmatische Farbung nicht eingeschlossen wurde. Einige
Autoren nehmen in ihren Studien ausschlieBlich Bezug auf eine nukleére
Lokalisation (Awwad et al. 1996; Friedmann et al. 2001; Kumar et al. 2008b).
Jedoch wurde auch eine zytoplasmatische Akkumulation des Proteins bereits im
Rahmen von Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereichs beschrieben (Field et
al. 1991). Unter Verwendung des DO-7 Antikorpers beschrieben Hirvikoski et al.
eine zytoplasmatische Farbung in 20 % der untersuchten Larynxkarzinome, Pukkila
et al. beobachteten dies in 45 % der untersuchten Pharynxkarzinome (Hirvikoski et
al. 1997; Pukkila et al. 2002).

Eine zytoplasmatische Expression ist nicht gleichzusetzen mit einer Inaktivierung
des Proteins in Tumoren. Neuroblastom-Zellen zeigten keine Beeinflussung der p53-
vermittelten Funktionen trotz Verlagerung des wtp53 in das Zytoplasma (Goldman et
al. 1996). Jansson et al. zeigten bei einer Untersuchung an kolorektalen Karzinomen,
dass eine zytoplasmatische Akkumulation mit &hnlichen Mutationen wie die

nukledre Uberexpression verbunden war (Jansson et al. 2001).
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4.1.2 EGFR-Expression

Bei einer Vielzahl der Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereichs zeigt sich
eine Uberexpression des EGFR (Santini et al. 1991).

In der vorliegenden Arbeit wurde ein immunhistochemischer Ansatz gewéhlt, um die
Proteinexpression des EGFR zu bestimmen, da die Uberexpression des Rezeptors
nicht immer auch mit einer Amplifikation des EGFR-Gens einhergeht (Grandis und
Tweardy 1993). Es zeigte sich eine Anfarbbarkeit im Zellkern, im Zytoplasma und in
der Zellmembran. 96,14 % der Tumorproben waren EGFR-positiv. Damit liegt die
EGFR-Expression leicht tber den mit 80-90 % angegebenen Literaturwerten
(Dassonville et al. 1993).

Viele Studien konzentrieren sich in ihren Untersuchungen auf die physiologische
Expression des Rezeptors in der Plasmamembran (Bentzen et al. 2005; Eriksen et al.
2004; Grandis et al. 1996).

Zum Teil wurde auch eine primére Lokalisation des Rezeptors im Zytosol der Zelle
beschrieben, was in Zusammenhang mit dynamischen Abbau- und Recycle-
Prozessen des Rezeptors stehen kénnte (Aebersold et al. 2002).

Im Zellkern lokalisiert, fungiert der EGFR als transkriptioneller Regulator durch
Bindung an die Promotoren von Cyclin D1, iNOS (inducible nitric oxide synthase),
B-Myb und COX-2 (Hanada et al. 2006; Hediger et al. 1987; Lin et al. 2001; Lo et
al. 2010; Lo et al. 2005). Sowohl Bestrahlung als auch Cisplatin kdnnen die
Translokation des Rezeptors in den Zellkern induzieren (Dittmann et al. 2005).

Der EGFR (bernimmt im Zellkern auRerdem auch direkte Aufgaben im Rahmen von
DNA-Reparaturprozessen. Zellen, deren nukledre EGFR-Expression aufgrund von
Mutationen, die den Transport in den Nukleus einschranken, beeintrachtigt ist,
zeigen eine reduzierte F&higkeit DNA-Strangbriiche nach Bestrahlung oder
Behandlung mit Cisplatin zu reparieren (Liccardi et al. 2011). Im Fibroblasten-
Modell waren Zellen, die EGFR im Zellkern Uberexprimierten, mit der DNA-
Proteinkinase assoziiert, die in Reperaturmechanismen von DNA-Doppel-
strangbrichen involviert ist, und reagierten resistent gegentber Cisplatin. Auch als
Reaktion auf Bestrahlung kommt es zu einer gesteigerten Assoziation und
Stabilisation mit der DNA-Proteinkinase (Dittmann et al. 2005). Weitere Ergebnisse
legen die Vermutung nahe, dass der nukledre EGFR auch durch Modulation der
Chromatinbindungen eine Resistenz gegenlber Bestrahlung vermittelt (Dittmann et
al. 2011).
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4.1.3 SGLT1-Expression

Unter physiologischen Umstanden ist die Expression des SGLT1 auf intestinale und
renale Zellen sowie endotheliale Zellen der Blut-Hirn-Schranke begrenzt. Um
gentigend Energie flr ein gesteigertes Zellwachstum zu gewéhrleisten, zeigen auch
Krebszellen eine verénderte Expression des SGLT1 im Rahmen einer gesteigerten
Glukoseaufnahme und Glykolyse. Jedoch ist die Datenlage zur Expression dieses
Transporters bei humanen Karzinomen nach wie vor begrenzt.

77,69 % der Tumorbiopsien in der vorligenden Arbeit waren SGLT1-positiv. Dieses
Ergebnis ist niedriger als die Untersuchungen von Tumorbiopsien des Kopf-Hals-
Bereichs durch Helmke et al., die eine SGLT1-positive Anfarbbarkeit in 90 % der
untersuchten Proben beschrieben (Helmke et al. 2004). Obwohl es sich bei SGLT1
um einen membranstandigen Transporter handelt, fanden sich sowohl
zytoplasmatische als auch nukledre Farbemuster in der vorliegenden Studie. Eine
solche vorwiegend zytoplasmatische Expression des Transporters beschrieben auch
Kipp et al. bei der Untersuchung von Caco-2-Zellen (Kipp et al. 2003) .

Welche Rolle der Transporter im Zellkern spielen konnte, l4sst Raum fir
Hypothesen. Eine dhnliche Expression wurde bislang nur im Rahmen von Prostata-
Karzinomen beschrieben. Blessing et al. beobachteten eine membrandse und
zytoplasmatische ~ SGLT1-Expression bei low grade-Prostata-Karzinomen,
wohingegen high grade-Karzinome eine Anfarbung der inneren Kernmembran
aufwiesen (Blessing et al. 2012). Die Autoren vermuten eine Translokation des
Transporters in den Zellkern im Rahmen des tumordsen Geschehen ahnlich wie bei
dem EGFR unter Beeinflussung der Tumoraggressivitat.

Ergebnisse bislang unveroffentlichter Studien der Arbeitsgruppe von Prof. Klaus
Dittmann aus der Abteilung fir Radioonkologie der Universitat Tubingen kdnnten
eine mogliche Erklarung fir die Kernlokalisation liefern: Bilder der konfokalen
Mikroskopie zeigen eine Co-Lokalisation des SGLT1 mit Lamin A in der inneren
Kernmembran (Prof. K. Dittmann, pers. Mitteilung November 2013). Bei Lamin A
handelt es sich um einen Vertreter einer Gruppe von Filamentproteinen, der sog.
Lamine. Lamin A hat strukturelle und funktionelle Bedeutung fiir den Zellkern.
Durch Bindung an Histone, DNA und Polynukleosome wird Lamin A eine
regulatorische Rolle bei der Organisation des Heterochromatins zugesprochen
(Mattout et al. 2007; Stierlé et al. 2003; Yuan et al. 1991).
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Dieselbe  Forschungsgruppe  beobachtete  auch  die  Aufnahme  von
radioaktivmarkierter Glukose in den Zellkern (Prof. K. Dittmann, pers. Mitteilung
November 2013). SGLT1 wird an der Zellmembran an einer spezifischen
Bindungsstelle mit Glukose beladen. Intrazelluldr findet sich der Transporter in
Mikrotubuli-assoziierten Vesikeln (Kipp et al. 2003). Moglicherweise gelangt der
mit Glukose beladene Transporter stressinduziert im Rahmen des tumordsen
Geschehens in den Zellkern. Da auch die Enzyme der Glykolyse im Zellkern
vorhanden sind (Siebert 1961), kdnnte es dort unter Stress sowohl zur Speicherung
von Glukose als auch, aufgrund des erhohten ATP-Bedarfs z.B. im Rahmen von
DNA-Reparaturprozessen, zum direkten Verbrauch von Glukose kommen.

4.1.4 Korrelation der molekularen Gewebemarker

Die nukleére p53-Expression zeigte eine positive Korrelation sowohl zu der SGLT1-
Expression im Zellkern (r = 0,193, p = 0,0031) als auch zu der zytoplasmatischen
Expression von SGLT1 (r = 0,22, p = 0,0008). Auch die p53-Expression im
Zytoplasma Kkorrelierte mit der SGLT1-Expression im Zytoplasma (r = 2199;
0,00072). Eine Erklarung fir einen moglichen Zusammenhang der Expressionen
liefert die Literatur bislang nicht. Casneuf et al. konnten bei der Untersuchung von
Adenokarzinomen des Pankreas keinen korrelativen Zusammenhang zwischen
diesen beiden molekularen Markern feststellen (Casneuf et al. 2008). Jedoch greift
p53 direkt und indirekt in unterschiedliche Schritte des Metabolismus der
Krebszellen ein.

Nach Aktivierung beeinflusst p53 sowohl die Glykolyse als auch die oxidative
Phosphorylierung. Wtp53 kann die Transkription der Glukosetransporter GLUT1
und GLUT4 hemmen und so zu einer verringerten Glukoseaufnahme fiihren
(Schwartzenberg-Bar-Yoseph et al. 2004). Eine negative Regulierung der zelluléren
Glykolyse durch wtp53 erfolgt Gber die Transkription von TIGAR (TP53-Induced
Glycolysis and Apoptosis Regulator), einem Inhibitor der Fruktose-2,6-
Bisphosphatase (Bensaad et al. 2006). Der Pentosephosphatweg zur Energie-
gewinnung fiir biosynthetische Prozesse wird durch zytoplasmatisches p53 gehemmit,
indem es die Dimerisierung der Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase zu einem
aktiven Holoenzym blockiert (Jiang et al. 2011). Uber die Transkription von SCO2
(Synthesis of Cytochrome C Oxidase 2), einem direkten p53-Target, wird die
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oxidative Phosphorylierung als mitochondrialer Weg zur Energiegewinnung
verstarkt (Matoba et al. 2006).

Dysfunktionales p53 bzw. ein loss of function in Krebszellen kann zu einer
ineffizienten mitochondrialen Respiration fiihren, was wiederum zu einer
Verlagerung der ATP-Gewinnung von oxidativer Phosphorylierung zu Glykolyse
fuhrt.

Zwischen EGFR und SGLT1 scheint ein komplexes Zusammenspiel im Rahmen des
tumordsen Geschehens zu bestehen. Eine Steigerung der Glukosekonzentration kann
in einer Aktivierung des EGFR resultieren (Han et al. 2011). Bei
Prostatatkarzinomen wurde in den EGFR-positiven Gewebeproben eine Co-
Lokalisation des SGLT1 in den Krebszellen beobachtet (Ren et al. 2013).

Der Korrelationkoeffizient zwischen der EGFR-Expression in Zellmembran und der
nukledren SGLT1-Expression betrug in der vorliegenden Arbeit 0,207 (p = 0,0015).
Bei der Untersuchung oraler Plattenepithelkarzinome zeigte sich ein positive
Korrelation zwischen beiden Markern (Pearsons Korrelation Koeffizient = 0,89, p =
0,016) (Hanabata et al. 2011). Dies konnte bei kolorektalen Karzinomen nicht
nachgewiesen werden (p = 0,67) (Guo et al. 2011).

Fur die Plausibilitdt einer gemeinsamen Expression sprechen die Ergebnisse von
Weihua et al., die zeigten, dass die SGLT1-Expression und Transportaktivitit durch
den EGFR beeinflusst werden (Weihua et al. 2008). Eine Blockade des EGFR durch
siRNA resultierte in einem vermehrten Abbau und einer Abnahme der SGLT1-
Expression. Die Interaktion beider Proteine gewahrleistete die intrazellulare
Glukosekonzentration und verhinderte die Autophagie der Zellen bei niedriger
Glukose-Konzentration. Nach Knockdown des EGFR kam es zur Apoptose der
Zellen, der Inhibitor der EGFR-Kinaseaktivitit AEE788 erzielte jedoch nicht
denselben Effekt. Auch die Interaktion zwischen EGFR und SGLT1 zeigte sich
unbeeinflusst durch den Tyrosinkinase-Inhibitor und damit anscheinend unabhéngig
von der Tyrosinkinaseaktivitat des EGFR. Ausschlaggebend flr das Zusammenspiel
scheint vielmehr die Autophosphorylierungsdoméne des EGFR zu sein (Ren et al.
2013).

Gleichzeitig wurde unter Inhibition der Tyrosinkinase durch AEE788 und Erlotinib
nach Bestrahlung eine deutliche Reduktion der Glukoseaufnahme beobachtet (Huber

et al. 2012; Weihua et al. 2008). Die Autoren sahen eine mégliche Erklarung darin,
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dass die SGLT1-vermittelte Glukoseaufnahme unter Ruhebedingungen unabhangig
von der Tyrosinkinaseaktivitat ist, unter Stress und als Reaktion auf
Wachstumssignale jedoch nicht (Huber et al. 2012).

In der vorliegenden Arbeit wurde eine positive Korrelation zwischen der p53-
Expression im Zellkern und der Expression des EGFR in der Zellmembran
beobachtet (r = 0,2485, p = 0,00013).

Aus friiheren Studien geht hervor, dass interessanterweise sowohl der wtp53 als auch
mutierte Formen als Aktivatoren der EGFR-Transkription fungieren kdnnen (Deb et
al. 1994; Ludes-Meyer et al. 1996; Sheikh et al. 1997). Dies wird ergénzt durch die
Ergebnisse einer Studie von Bheda et al., die durch Untersuchungen an humanen
Keratinozyten herausfanden, dass wtp53 in niedriger Konzentration eine Hemmung
des EGFR-Promotors induziert und in hohen Konzentrationen eine Aktivierung
bewirkt (Bheda et al. 2008). Dabei scheint p53 sowohl direkt tber Bindungsstellen
am Promoter als auch indirekt, unter anderem vermittelt durch
Transkriptionsfaktoren wie Yin Yang 1 und Spl, die Transkription des EGFR zu

beeinflussen.

4.2 Expression der molekularen Gewebemarker beim Auftreten von

Nebenwirkungen der primaren Radio(chemo)therapie

Aufgrund einer Verbesserung des Gesamtiberlebens und der lokoregiondren
Kontrolle ist die konkominante Radiochemotherapie mittlerweile Standardtherapie
bei fortgeschrittenen Kopf-Hals-Tumoren. Gleichzeitig mit der Verbesserung der
Prognose steigt jedoch auch das Risiko fur hohergradige (CTCAE > 3),
therapiebedingte Nebenwirkungen, welche die Effektivitat der Therapie begrenzen.
Uni- und multivariante Analysen ergaben einen signifikanten Zusammenhang
zwischen hohergradiger akuter Organtoxizitat sowie dem Gesamtiberleben und der
lokoregiondren Kontrolle bei Patienten mit fortgeschrittenen Kopf-Hals-Tumoren
(Wolff et al. 2010). Patienten mit hohergradiger akuter Organtoxizitat (CTCAE > 3)
zeigten ein 5-Jahres-Uberleben von 44 % im Vergleich zu 8 % bei Patienten ohne
hohergradige akute Organtoxizitat (p < 0,01). Die Ursachen dieser Zusammenhénge
sind bislang noch unklar.

Die Daten dieser Arbeit zeigten einen signifikanten Zusammenhang zwischen der

Expression von p53 im Zytoplasma sowie einen Trend fir die Expression des EGFR
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im Zellkern und dem Auftreten von organtoxischen Nebenwirkungen in Form von
Dysphagie (p = 0,015 bzw. p = 0,099). Eine nukledare EGFR-Expression zeigte
auflerdem einen statistisch signifikanten Zusammenhang mit dem Auftreten von
Ubelkeit unter der Therapie (p = 0,046).

Es gelang jedoch nicht, einen Zusammenhang zwischen der Expression von p53,
EGFR bzw. SGLT1 in den unterschiedlichen Zellkompartimenten und dem Auftreten
von zusammengefasster hohergradiger Hamatotoxizitdt, Organtoxizitat und
Gesamttoxizitat nachzuweisen.

Ergebnisse aus Tiermodellen lassen vermuten, dass zumindest p53 auch hier eine
essentielle Rolle spielt. Genotoxischer Stress fihrt zu einer p53-abhangigen
Apoptose, besonders in Organen, welche sensibel flr ionisierende Strahlen sind:
hamatopoetische Zellen, Haarfollikel und epitheliale Zellen des Interstitiums.

Eine pharmakologische Blockade des wtp53 durch sog. small molecules nach
Radiatio mit 6 bis 11 Gy bewirkte eine Reduktion der bestrahlungsbedingten
Letalitat (Komarov et al. 1999).

p53-Knockout-Mduse zeigten sich resistent gegeniiber Bestrahlungsdosen, die
normalerweise nach 12 bis 20 Tagen zum Tod durch Knochenmarksdepletion, dem
sog. hamatopoetischen Syndrom, fiihren wirden (Westphal et al. 1997). Botchkarev
et al. beobachteten auBerdem einen p53-abhdngigen Haarausfall nach
experimenteller Chemotherapie (Botchkarev et al. 2000).

Interessanterweise zeigte sich jedoch bei Knockout-M&usen nach hoherdosierter
Bestrahlung (> 12,5 Gy) eine schnellere Entwicklung schwerer Schéden des
Gastrointestinaltraktes (Komarova et al. 2004). Dies geht vermutlich auf den p53-
vermittelten Wachstumsstopp zurlick, der verhindert, dass es zur mitotischen
Katastrophe kommt.

Studien, die solche Ergebnisse auf humane Zellen Ubertragen lassen, stehen derzeit
noch aus. Um einen mdoglichen Zusammenhang zwischen der Expression von p53
und dem Auftreten héhergradiger Nebenwirkungen herstellen zu kdnnen, sind daher
weitere detaillierte Untersuchungen notwendig.

Auch zu SGLT1 und EGFR fehlen bislang Kklinische Ergebnisse, die einen
Zusammenhang zwischen der Expression und mdglichen Nebenwirkungen der
Therapie beschreiben.

Dass die Expression des EGFR eine prognostische Rolle fur das Auftreten von

Nebenwirkungen einer Radio(chemo)therapie spielen konnte, l&sst sich nur indirekt
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aus der Betrachtung von Studien Uber EGFR-Inhibitoren schlieBen. EGFR-
Inhibitoren, wie der monoklonale Antikorper Cetuximab in Kombination mit
Bestrahlung, sorgen fir eine bessere Tumorkontrolle und verbessertes
Gesamtlberleben (Bonner et al. 2006). Ein weiterer Vorteil ware eine Reduktion der
systemischen Nebenwirkungen im Vergleich zu Chemotherapeutika.

Bei der Kombination aus EGFR-Inhibitoren und Radiotherapie steigt jedoch das
Risiko dermatologischer Nebenwirkungen (Tejwani et al. 2009). Die Metaanalyse
von 75 Studien ergab gesteigerte Risiken flr Strahlendermatitis (RR 2,39;
p <0,001), Ausschlag (RR 3,1; p < 0,001) und Mukositis (RR 1,8; p < 0,001) bei
einer kombinierten Therapie im Vergleich zur alleinigen Bestrahlung.

Die Inhibitoren scheinen mdglicherweise sowohl in Tumor- als auch gesundem
Gewebe eine Strahlensensibilisierung zu vermitteln. Ein mdglicher Umkehrschluss
aus diesen Ergebnissen wire eine ,,protektive” Rolle des EGFR vor allem vor den
dermatologischen  Nebenwirkungen einer Radio(chemo)therapie. Ergebnisse
experimenteller Studien deuten daraufhin, dass SGLT1, vor allem durch eine
verstarkte Aufnahme von Glukose als Antwort auf genotoxischen Stress, den EGFR
in dieser protektiven Funktion unterstitzt (Prof. K. Dittmann, pers. Mitteilung
November 2013). Jedoch stehen Ergebnisse aus klinischen Studien dazu noch aus.

4.3 Therapieergebnisse nach primarer Radio(chemo)therapie

Die 3- und 5-Jahres-Uberlebensrate fiir das gesamte Patientenkollektiv betrug
30,71 % bzw. 22,08 % bei einem medianen Follow-up von 13,1 Monaten. Zu diesen
Zeitpunkten waren 63,04 % bzw. 58,56 % der Patienten rezidivfrei. Damit stimmen
die Daten dieser Arbeit mit entsprechenden, in der Literatur angegebenen Werten
tiberein, wo die 5-Jahres-Uberlebens- bzw. lokoregionare Kontrollraten mit 24 bis
41 % und 31 bis 67 % angegeben sind (Adelstein und Leblanc 2006; Suntharalingam
et al. 2001).

4.3.1 Einfluss von p53 auf das Kklinische Outcome einer primaren

Radio(chemo)therapie

Bei der Untersuchung von 123 Patienten mit Oro- und Hypopharynxkarzinomen
(50 % UICC IV, 44 % RT) zeigte sich in univarianten Analysen erstmalig ein
Zusammenhang zwischen einer zytoplasmatischen p53-Expression und einem

schlechteren Gesamtuberleben (p = 0,04) (Pukkila et al. 2002). In multivarianten
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Analysen konnte die p53-Expression jedoch nicht als unabhéngiger prognostischer
Parameter verifiziert werden.

Bei Betrachtung der Proteinexpression im Zytoplasma zeigte sich in der
vorliegenden  Arbeit eine Korrelation zu  krankheitsfreiem  Uberleben,
metastasenfreiem  Uberleben und dem Gesamtilberleben nach  primérer
Radiochemotherapie (p = 0,0057, p = 0,017 und p = 0,024). In Bezug auf das
rezidivfreie Uberleben fand sich eine potentielle Korrelation (p = 0,087).

Ein solcher Zusammenhang konnte zwischen der Proteinexpression im Zellkern und
den gleichen Uberlebensendpunkten in dieser Arbeit nicht hergestellt werden. Diese
unterschiedlichen Ergebnisse spiegeln sich auch in den kontroversen Ergebnissen der
Literatur wider.

Haufig wird eine p53-Uberexpression (sowie TP53-Mutationen) mit einem kiirzeren
krankheitsfreien Uberleben und kiirzeren Gesamtiiberleben in Verbindung gebracht
(Sauter et al. 1995; Vielba et al. 2003).

Aufgrund seiner Schliisselrolle als ,,Wichter des Genoms™ konnten ein
Zusammenhang zwischen einer Uberexpression von p53 und der zelluldren
Sensitivitat fir eine Radio- und/oder Chemotherapie beobachtet werden (Raybaud-
Diogene et al. 1997).

Im Gegensatz dazu stehen Studien, welche die prognostische Rolle von p53 im
Rahmen des Kklinischen Outcomes infrage stellen und keinen Zusammenhang
zwischen einer Uberexpression des Proteins und dem Outcome unterschiedlicher
Therapieregime herstellen konnten (Friedmann et al. 2001; Mineta et al. 1998).

Diese unterschiedlichen Ergebnisse bezlglich der prognostischen Rolle von p53
legen die Hypothese nahe, dass Unterschiede in der GroRe des Kollektivs sowie des
Studiendesigns und bezuglich der Methodik eine Rolle spielen. Bericksichtigt
werden muss auch die Tumorlokalisation. So zeigte sich in einer Studie zum
Vergleich der p53-Verdnderungen bei Tumoren im Bereich des Hypopharynx
signifikant mehr Veranderungen in Form von Mutationen und Uberexpressionen,
Larynxtumore wiesen im Vergleich die geringste Anzahl an Alterationen auf (Bosch
et al. 2004).

Die in der Immunhistochemie gebrduchlichen Antikdrper weisen sowohl den
Wildtyp als auch das mutierte p53-Protein nach. Obwohl beide Formen dadurch
immunhistochemisch nicht differenzierbar sind, hat der wtp53 eine sehr kurze
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Halbwertszeit und sollte daher in normalem Gewebe durch die ublichen Antikorper
nicht nachweisbar sein.

Durch Mutation, Veranderung des Abbauweges oder durch Bindung an virale
Proteine kann es zu einem verladngerten Verbleib im Gewebe kommen und ein
immunhistochemischer Nachweis ermdglicht werden. Die immunhistochemische
p53-Detektion gilt daher allgemein als Alternative zum Nachweis der p53-
Mutationen.

Zum Teil besteht eine Korrelation zwischen der Uberexpression und der Mutation
von p53 (Hall und Lane 1994). Trotzdem kodiert eine Mutation des TP53-Gens nicht
immer fur ein stabiles Protein. Nonsense- und Frameshift-Mutationen kdnnen auch
zu fehlender Proteinbildung bzw. Bildung verkirzter Proteine fuhren. Daher bedeutet
ein positives Farberesultat den Nachweis eines defekten Proteins in mutierter oder
inaktiver Form. Ein negatives Farberesultat hingegen ist nicht mit einem Defekt oder
Abwesenheit des Proteins gleichzusetzen, da z.B. fragmentierte Proteine der
Antikorperdetektion entgehen.

Dies sollte bei der Interpretation und dem Vergleich immunhistochemischer

Ergebnisse bedacht werden.

4.3.2 Einfluss des EGFR auf das klinische Outcome einer priméaren

Radio(chemo)therapie

Je nach zellularer Lokalisation des Rezeptors wurden divergierende Ergebnisse
herausgearbeitet.

Bei Analyse der EGFR-Expression der Zellmembran in der vorliegenden Arbeit
zeigte sich eine signifikante Korrelation zum Gesamtiiberleben (p = 0,036) und ein
Trend fur die lokoregiondre Kontrolle nach Radio(chemo)therapie (p = 0,065).
Anhalt daftr, dass die Expression von EGFR eine aktive Rolle beziglich des
Ansprechens des Tumors auf die Radiotherapie spielt, liefern sowohl experimentelle
als auch klinische Daten.

Sheridan et al. fuhrten In-vitro-Untersuchungen an 14 Zelllinien von Kopf-Hals-
Tumoren durch (Sheridan et al. 1997). Die Hemmung des Wachstums von Zellen mit
hoher EGFR-Konzentration bei einer Bestrahlung mit 2 Gy erwies sich als weniger
effektiv, wahrend Zellen mit niedrigerer EGFR-Konzentration radiosensitiver

reagierten.
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Ergebnisse einer an Mausen durchgefiihrten In-vivo-Studie legen nahe, dass
ionisierende Strahlen eine Autophosphorylierung des Rezeptors und Aktivierung des
Signalwege bewirken konnen (Akimoto et al. 1999). Da die strahleninduzierte
Autophosphorylierung bei Tumoren mit einer hohen EGFR-Expression beobachtet
wurde, scheint es sich um einen Vorgang zu handeln, der vom Ausmal der
Rezeptorexpression abhéngig ist. Dies liefert einen moglichen Erklarungsansatz fur
ein aggressiveres Wachstumsverhalten von Tumoren mit erhéhter EGFR-Expression
und bildet die Grundlage fir Therapeutika, welche den Rezeptor selbst oder durch
EGFR-vermittelte Funktionen hemmen.

In korrelativen Studien zeigte sich eine schlechtere Prognose sowie schlechtere
lokoregiondre  Kontrolle bei  Patienten mit  Kopf-Hals-Tumoren nach
Radio(chemo)therapie. Ang et al. untersuchten 2002 den Einfluss der EGFR-
Expression auf das Uberleben bei Patienten mit fortgeschrittenen Kopf-Hals-
Karzinomen (Ang et al. 2002). 155 Patienten (30 % UICC Ill, 66 % UICC 1V)
wurden prétherapeutisch Biopsien enthommen und anschlieend mit 70 Gy Uber
insgesamt 7 Wochen behandelt. 95 % der mittels IHC untersuchten Proben zeigten
eine Expression des Rezeptors. Die statistische Analyse hob EGFR als unabhédngigen
prognostischen Indikator fir das Gesamtuberleben (p = 0,0006) und das
krankheitsfreie Uberleben (p = 0,0016) hervor. AuRerdem erwies sich der EGFR
auch als pradiktiver Faktor der lokoregiondren Kontrolle (p = 0,0031), nicht jedoch
fur das Auftreten von Fernmetastasen (p = 0,96).

Hitt et al. beobachteten bei der Untersuchung von 46 Biospien von Patienten mit
fortgeschrittenen Kopf-Hals-Tumoren, die mit einer Induktionchemotherapie,
bestehend aus 5-Fluorouracil, Cisplatin und Paclitaxel, behandelt wurden, eine
Assoziation zwischen einer Rezeptor-Uberexpression und einem Kirzeren
krankheitsfreien Uberleben und Gesamtiiberleben (Hitt et al. 2005). Jedoch zeigte
sich kein Zusammenhang zwischen dem EGFR-Status und dem Ansprechen auf die
Chemotherapie.

Ahnliche Ergebnisse, die eine erhohte EGFR-Expression in Zusammenhang mit
einem kirzeren rezidivfreien Uberleben und verkirzten Gesamtiiberleben bei
unterschiedlichen therapeutischen Ansdtzen beobachteten, finden sich auch in
vorhergehenden Studien (Dassonville et al. 1993; Grandis et al. 1998; Maurizi et al.
1996; Nicholson et al. 2001).
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In der vorliegenden Arbeit konnte keine Korrelation zwischen der Expression von
EGFR im Zytoplasma und einzelnen prognosebestimmenden Parametern wie
krankheitsfreiem Uberleben, lokoregionarer Kontrolle und Gesamtiiberleben
festgestellt werden. Zu einem ahnlichen Ergebnis gelangten auch Aebersold et al.
(Aebersold et al. 2002). In dieser retrospektiven Studie zur Expression von EGFR
(und TGFa) bei Patienten mit Oropharynxkarzinomen, die mit Kkurativer
Radiotherapie behandelt wurden, fand sich keine Korrelation zwischen der
Expression des EGFR, die hauptsdchlich im Zytoplasma beobachtet wurde, und den
Uberlebensendpunkten.

Hoshino et al. untersuchten 52 Patienten mit Plattenepithelkarzinomen des
Osophagus beztglich einer nuklearen Expression von phosphoryliertem EGFR
mittels IHC und Western Blot (Hoshino et al. 2007). Im Vergleich zur
nichtphosphoryliertem EGFR zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen
der nuklearen, phosphorylierten Form des Rezeptors sowie dem Tumorstadium,
Lymphknotenmetastasen und vor allen Dingen einem schlechteren Outcome. Dieses
Ergebnis konnte in der vorliegenden Arbeit nicht reproduziert werden. Es zeigte sich
kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen einer nukledren Expression
von EGFR und dem Outcome der Patienten.

In Zusammenschau stutzen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit die These, dass
zumindest die Bestimmung der membrandsen EGFR-Expression zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung ein sinnvoller Parameter zur Identifizierung von Patienten ist, die
maoglicherweise ein schlechteres Ansprechen auf die Radio(chemo)therapie zeigen

und von einem aggressiveren Therapieansatz profitieren konnten.

4.3.3 Einfluss des SGLT1 auf das klinische Outcome einer primaren

Radio(chemo)therapie

Wie unter 4.1.4 detaillierter beschrieben, wiesen Weihua et al. eine Steigerung der
SGLT1 Proteinkonzentration und seiner Transporteraktivitat durch Stabilisierung des
Transporters via EGFR nach (Weihua et al. 2008).

Aufgrund der Tatsache, dass der EGFR bei Tumoren epithelialen Ursprungs hdufig
Uberexprimiert wird, konnte daher auch SGLT1 in EGFR-positiven Tumoren
Uberexprimiert sein.

Die Ergebnisse der Forschungsgruppe rund um Helmke zur SGLT1-Expression in

(pré)malignen Geweben des Kopf-Hals-Bereichs stiitzen diese Hypothese (Helmke et
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al. 2004). Immunhistochemische Untersuchungen ergaben in 27 von 30 untersuchten
Tumorgeweben ein SGLT1-positives Farberesultat. Sowohl die Analyse auf mMRNA-
Ebene als auch die immunhistochemischen Féarbungen zeigten auflerdem eine auf
gutdifferenzierte Tumorbereiche begrenzte Expression des Transporters. Auch in
Normalgewebe war die Expression auf differenzierte Zellen beschrankt,
dysplastische Areale zeigten dagegen keine Anférbung.

Bei der Untersuchung zur Expression und prognostischen Aussagekraft von
Glukosetransporten bei Plattenepithelkarzinomen der Tonsillen und Zunge kamen
Deron et al. zu einem &dhnlichen Ergebnis: Hier war eine SGLT1-Uberexpression
hauptséachlich in gutdifferenzierten Tumorteilen zu beobachten (Deron et al. 2011).
SGLT1 konnte somit eine Rolle als prognostischer Marker bei Plattenepithel-
karzinomen des Kopf-Hals-Bereichs spielen.

Die Daten dieser Arbeit konnten keinen signifikanten Zusammenhang zwischen der
Expression des SGLT1 und dem Outcome der Patienten nach Radio(chemo)therapie
herausarbeiten. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit zwei anderen Studien:

Deron et al. konnten keine prognostische Aussagekraft fur die SGLT1-Expression
bei Platteneptihelkarzinomen der Tonsillen und Zunge feststellen (Deron et al. 2011),
jedoch wurde immunhistochemisch eine verstérkte Expression des Transporters bei
Karzinomen der Tonsillen im Vergleich zu den aggressiveren Zungenkarzinomen
beobachtet.

Guo et al. stellten in einer Studie der SGLT1-Expression (sowie EGFR-Expression)
bei kolorektalen Karzinomen eine positive Korrelation zwischen der SGLT1-
Expression und dem klinischen Stadium fest; je fortgeschrittener das Tumorstadium,
desto hoher war die SGLT1-Expression (Guo et al. 2011). Es zeigte sich aulRerdem
ein  moglicher Zusammenhang zwischen der SGLT1-Expression und dem
Ansprechen auf eine first-line Chemotherapie, wohingegen keine Korrelation zu
Krankheitskontrolle, krankheitsfreiem Uberleben und Gesamtiiberleben hergestellt
werden konnte.

Im Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse einer prospektiven Studie zur Expression
von SGLT1, Bcl-2 und p53 in 83 Resektaten von Adenokarzinomen des Pankreas
(Casneuf et al. 2008). In univarianten Analysen zeigten Patienten mit niedriger
SGLT1-Expression ein kirzeres Gesamtiberleben (17,1 Monate) als Patienten mit
hoher SGLT1-Expression (24,7 Monate; p = 0,041). In multivarianten Analysen

konnte ein Trend fur die Expression des SGLT1 bezogen auf das Gesamtiiberleben
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nachgewiesen werden (p = 0,071). Sowohl in uni- als auch multivarianten Analysen
zeigte sich auBerdem eine signifikante Korrelation zwischen der Expression des
SGLT1 und dem krankheitsfreien Uberleben: Das langste mediane krankheitsfreie
Uberleben (45,6 Monate) zeigten junge Patienten (< 63,9 Jahre) mit hoher SGLT1-
Expression (p = 0,022). Zusétzlich zeigte sich eine Korrelation zwischen einer hohen
Expression von SGLT1 und einer hohen Bcl-2-Expression. Ein solcher
Zusammenhang konnte zwischen der Expression des SGLT1 und p53 nicht
hergestellt werden. Obwohl Studien mit sensitiveren Techniken noch ausstehen,
implizieren die Ergebnisse dieser Arbeit, dass es sich bei SGLT1 (und Bcl-2) um
prognostische Marker bei Adenokarzinomen des Pankreas handeln kdnnte.

Schlussendlich konnte in der vorliegenden Arbeit, ergdnzend zu den Ergebnissen von
Helmke et al., die Expression des SGLT1 im Gewebe lokal fortgeschrittener Kopf-
Hals-Tumoren nachgewiesen werden (Helmke et al. 2004). Im Gegensatz zu einem
Teil der oben genannten Studien gelang es jedoch nicht, dieses Ergebnis in einen
Zusammenhang mit dem Outcome von Patienten zu bringen, welche mittels primarer
Radio(chemo)therapie behandelt wurden. Die Rolle des aktiven Glukose-
Transporters im Rahmen der Diagnostik und Behandlung der Kopf-Hals-Tumoren
bleibt daher nicht abschlielend geklart und erfordert weitere klinische und

experimentelle Betrachtung.

4.4 Ausblick und Problematik

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten nicht darauf hin, dass die Expression von p53,
EGFR oder SGLT1 die Ausbildung hohergradiger Nebenwirkungen unter einer
Radio(chemo)therapie signifikant beeinflusst. Die Ergebnisse beziglich des
Outcomes einer Radio(chemo)therapie stiitzen bisherige Literaturergebnisse, dass
p53 und EGFR eine prognostische Rolle spielen.

Um ausgehend von dieser Arbeit den Einfluss dieser Gewebemarker detaillierter zu
untersuchen bzw. praziser ausschlielen zu konnen, sind weiterfihrende Studien
sinnvoll, die u.a. auch andere Gewebsmarker beleuchten.

Gerade SGLTL1 ist in Hinblick auf eine Expression bei Kopf-Hals-Tumoren bislang
noch kaum untersucht, obwohl es Hinweise auf eine vermehrte Expression bei
Steigerung des EGFR gibt (Weihua et al. 2008).

Welche Methodik zur Identifizierung molekularer Marker bei Kopf-Hals-Tumoren

am sinnvollsten erscheint, wird in der Literatur kontrovers diskutiert.
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Die Immunhistochemie hat sich unter Anwendung kommerzieller Antikorper zu
einer Standardmethode im klinisch-pathologischen Alltag entwickelt. Gerade im
Hinblick auf pratherapeutische Verfahren erscheint dies durchaus sinnvoll. Unter
Berlcksichtigung der Durchfiihrbarkeit und Kosten ist es ein verhaltnisméaRig leicht
reproduzierbares Verfahren. Trotzdem bergen sowohl die Standardisierung der
Antikorperpraparation und Detektion als auch das Scoring-System Probleme, die
hauptsachlich die Gewahrleistung konstanter und vergleichbarer Ergebnisse
betreffen.

Diese Tatsache und heterogene Patientenkollektive bezuglich Tumorlokalisation und
Therapieschemata erschweren einen direkten Vergleich mit anderen Studien.

Die Klinische Relevanz dieses Themas in Bezug auf eine interindividuelle
Optimierung der Radio(chemo)therapie sollte jedoch geniigend Anlass bieten, die
Grundlagen des Zusammenhangs von Nebenwirkungen und Outcome weiterfiihrend

zu erforschen.
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5 Zusammenfassung

Aufgrund des meist fortgeschritteneren Stadiums zum  Zeitpunkt der
Diagnosestellung und der hohen Rezidivrate stellen Tumoren des Kopf-Hals-
Bereichs nach wie vor eine therapeutische Herausforderung dar. Trotz multimodaler
Therapieansitze bleibt das Uberleben von Patienten mit lokal fortgeschrittenen
Kopf-Hals-Tumoren verhaltnismaRig schlecht. Zum Zeitpunkt der Diagnose
befinden sich bereits 50-60 % der Patienten in fortgeschrittenen Tumorstadien.

Bei diesen Tumoren der UICC-Stadien Il und 1V werden Morbiditat und Mortalitét
vor allen Dingen durch die lokoregionare Kontrolle bestimmt. Die Prognose hangt
hauptsachlich von T- und N-Stadium ab, wobei letzteres bislang ausschlaggebender
Prognosefaktor der lokoregionédren Kontrolle ist (Spector et al. 2001).

Momentan sind verlassliche Aussagen dartiber, welche Tumoren mit vergleichbarer
GroRe und Lokalisation erfolgreich therapiert werden kdnnen und welche nicht,
allein auf Basis klinisch-pathologischer Daten nicht moglich. Genauso wenig lassen
sich bislang Aussagen (ber das Auftreten und das Ausmal therapiebedingter
Nebenwirkungen anhand molekularer Faktoren treffen, obwohl diese sowohl
subjektiv als auch objektiv den Therapieerfolg entscheidend beeinflussen kdnnen.
Die Identifizierung verlésslicher Gewebsmarker, welche die Tumoraggressivitat
adaquat widerspiegeln, kdnnte daher bei der Auswahl und Anpassung des jeweiligen
Therapieregimes von Nutzen sein.

In der vorliegenden Arbeit wurde retrospektiv ein Kollektiv von 233 Patienten
untersucht, welche im Zeitraum zwischen 1994 und 2011 in der UMG aufgrund
eines inoperablen Plattenepithelkarzinoms des Kopf-Hals-Bereichs eine priméare
Radio(chemo)therapie erhielten. Dazu wurden die pratherapeutisch entnommenen
Tumorproben jeweils bezlglich ihrer Expression von p53, EGFR und SGLT1
immunhistochemisch aufgearbeitet und in Bezug auf das Patientenkollektiv
analysiert. Ziel war die Untersuchung einer Korrelation zwischen diesen
Gewebemarkern und hohergradigen Nebenwirkungen unter Radio(chemo)therapie
einerseits sowie dem Outcome der Therapie andererseits.

93,13 % der untersuchten Tumorproben waren p53-positiv, wobei sowohl ein
nukleéres als auch ein zytoplasmatisches Férbemuster beobachtet wurde. EGFR-
positive Tumoren (nukleér, zytoplasmatisch und membrands) fanden sich bei
96,14 % der Patienten. 77,69 % der Biopsien zeigten eine SGLT1-positive
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Anféarbbarkeit in Zellkern und Zytoplasma. Aulerdem konnten statistisch
signifikante Korrelationen der einzelnen Marker nachgewiesen werden: So zeigten
sich positive Korrelationen zwischen p53 im Zellkern und EGFR in der
Zellmembran, SGLT1 im Zellkern bzw. im Zytoplasma. Auch die membrandse
EGFR-Expression korrelierte mit der nukledren SGLT1-Expression.

Die Daten lieferten keinen Hinweis auf einen statistisch signifikanten
Zusammenhang der Expression der untersuchten Marker p53, EGFR und SGLT1
und dem  Auftreten hdhergradiger  Nebenwirkungen  einer  priméren
Radio(chemo)therapie. Zwar zeigte sowohl die p53-Expression im Zytoplasma als
auch die nukledre EGFR-Expression eine Korrelation mit der Ausbildung von
Schluckbeschwerden (Dysphagie Grad 0 bis 3) und auch Ubelkeit Grad 0 bis 2 zeigte
eine unterschiedliche Auspragung bezogen auf die nukledre EGFR-Expression.
Jedoch konnte diese Signifikanz nicht auf die zusammengefassten hohergradigen,
hamatotoxischen oder organtoxischen Nebenwirkungen sowie die Gesamttoxizitét
Ubertragen werden.

Bislang fehlen vergleichbare Studien, die diese klinisch relevante Fragestellung
naher beleuchten. Dagegen liefert die Literatur zahlreiche Studien, die das Outcome
unterschiedlicher Therapieregime unter Berlicksichtigung der p53- und EGFR-
Expression analysieren. Auch erste Ergebnisse bezuglich des SGLT1 bei bdsartigen
Neubildungen liegen vor. Viele Ergebnisse deuten auf eine prognostische Rolle von
p53 und EGFR im Rahmen von Kopf-Hals-Tumoren hin. Auch Teilergebnisse dieser
Arbeit stutzen diese Hypothese. So konnte flr die p53-Expression im Zytoplasma
eine weitgehend statistisch signifikante Korrelation mit allen untersuchten
Parametern des Outcomes (krankheitsfreies Uberleben, rezidivfreies Uberleben,
metastasenfreies Uberleben und Gesamtiiberleben) festgestellt werden. Es zeigte sich
aullerdem eine Beeinflussung der lokoregiondren Kontrolle und des
Gesamtuberlebens durch eine membrantse EGFR-Expression.

Die Analyse von p53 im Zellkern, EGFR im Zellkern und Zytoplasma sowie SGLT1
im Zellkern und Zytoplasma lieferte keine signifikante Korrelation zu den
Endpunkten dieser Studie.

Obwohl endgiiltige Ergebnisse prospektiver Studien in beiden Fallen noch ausstehen,
erscheint bislang eine pratherapeutische Evaluation des p53-Status und des EGFR-
Status bei Patienten mit fortgeschrittenen Kopf-Hals-Tumoren durchaus sinnvoll, um
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weitere prognostische Aussagen und ggf. eine Individualisierung der Therapie zu
ermoglichen.

Sowohl p53 als auch EGFR sind als sog. molekulare Targets Mittelpunkt
experimenteller und klinischer Studien der Phasen | bis Il zur Erweiterung und
Erganzung aktueller therapeutischer Optionen (Cassell und Grandis 2010; Martins et
al. 2013; Nemunaitis et al. 2009; Roh et al. 2011).

Beide Gewebemarker gelten bereits jetzt als vielversprechende Angriffspunkte einer

gewebespezifischen, selektiven Therapie der Kopf-Hals-Tumoren.
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Tabelle 8: T-Stadien von Mundhdéhle und Lippe (Wittekind und Meyer 2010)

Tx Primartumor kann nicht beurteilt werden

TO Kein Anhalt fir Primé&rtumor

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor mit maximal 2 cm Ausdehnung

T2 Tumor mit mindestens 2 cm, maximal 4 cm Ausdehnung

T3 Tumor mit mehr als 4 cm Ausdehnung

T4a Tumor mit Ausdehnung auf Nachbarstrukturen
(Tiefeninfiltration)

T4b Tumor infiltriert Spatium masticatorium, Proc. pterygoideus

oder Schadelbasis oder umschliesst die Arteria carotis

Tabelle 9: T-Stadien des Oropharynx (Wittekind und Meyer 2010)

T1 Tumor mit maximal 2 cm Ausdehnung

T2 Tumor mit mindestens 2 cm, maximal 4 cm Ausdehnung

T3 Tumor mit mehr als 4 cm Ausdehnung zur lingualen
Oberflache der Epiglottis

T4a Tumor infilteriert Nachbarstrukturen: Larynx, duere
Zungenmuskulatur, lamina mediastinals des Proc.
pterygoideus, harten Gaumen oder Unterkiefer

T4b Tumor infiltriert Nachbarstrukturen wie M. pterygoideus

lateralis, Lamina lateralis des Proc. pterygoideus, Schadelbasis

oder umschlieft die Arteria carotis




7 Anhang 100

Tabelle 10: T-Stadien des Hypopharynx (Wittekind und Meyer 2010)

T1 Tumor beschrankt sich auf einen Unterbezirk (Sinus piriformis,

Postkrikoidregion, Hypopharynxhinterwand)

T2 Tumor ausgedehnt auf mehrere Bezirke oder Nachbarbezirk

ohne Fixation an die Umgebung

T3 Tumor ausgedehnt auf mehrere Bezirke oder Nachbarbezirk
mit Fixation an die Umgebung (Larynx, oberer Osophagus,

Oropharynx)

T4a Tumor infiltriert eine der folgenden Nachbarstrukturen: Schild-
/Ringknorpel, Zungenbein, Schilddriise, 6sophagus, zentrale
Halsweichteile

T4b Tumor infiltriert pravertebrale Faszien, umschlie3t Arteria

carotis oder infiltriert mediastinale Strukturen

Tabelle 11: T-Stadien der Supraglottis (Wittekind und Meyer 2010)

T1 Tumor beschrankt auf Unterbezirk der Supraglottis, mit

normaler Stimmlippenbewegung

T2 Tumor infiltriert die Schleimhaut von mehr als einem
benachbarten Unterbezirk der Supraglottis oder Glottis oder
eines Anteils auBerhalb der Supraglottis (z.B. Schleimhaut von
Zungengrund, Vallecula, medialer Wand des Sinus piriformis),

ohne Fixation des Larynx

T3 Tumor auf den Larynx begrenzt, mit Stimmlippenfixation,
und/oder Tumor mit Infiltration des Postkrikoidbezirks oder

des praepiglottischen Gewebes

T4a Tumor infiltriert durch den Schildknorpel und/oder breitet sich
auflerhalb des Kehlkopfes aus, z.B. Trachea, Weichteile des
Halses, eingeschlossen &ullere Muskulatur der Zunge, gerade

Halsmuskulatur, Schilddriise, Osophagus

T4b Tumor infiltriert den Pravertebralraum, mediastinale Strukturen
oder umschlieRt die A.carotis interna




7 Anhang

Tabelle 12: T-Stadien der Glottis (Wittekind und Meyer 2010)

101

T1 Tumor auf Stimmlippe(n) begrenzt, mit normaler

Beweglichkeit

Tla Tumor auf eine Stimmlippe begrenzt
T1b Tumorbefall beider Stimmlippen
T2 Tumor breitet sich auf Supraglottis und/oder Subglottis aus

und/oder Tumor mit eingeschréankter

Stimmlippenbeweglichkeit

T3 Tumor auf den Larynx begrenzt, mit Stimmlippenfixation
und/oder Invasion des Postkrikoidbezirks und/oder des
paraglottischen Raumes mit geringgradiger Erosion des

Schildknorpels (innerer Kortex)

T4a und T4b stimmen mit der Einteilung des supraglottischen Kazinoms

Uberein

Tabelle 13: T-Stadien der Subglottis (Wittekind und Meyer 2010)

T1 Tumor auf Subglottis beschrankt

T2 Tumor breitet sich auf eine Stimmlippe oder beide
Stimmlippen aus, diese mit normaler oder eingeschrénkter

Beweglichkeit

T3 Tumor auf Larynx begrenzt, mit Stimmlippenfixation

T4a und 4b stimmen mit der Einteilung des supraglottischen Karzinoms

Uberein
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Tabelle 14: N-Stadien fur Kopf-Hals-Tumoren (Wittekind und Meyer 2010)
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NO Keine regionalen Lymphknotenmetastasen

N1 Ipsilaterale, solitdare Lymphknotenmetastase < 3 cm

N2a Ipsilaterale, solitdre Lymphknotenmetastase, >3 cm bis 6 cm

N2b Ipsilaterale, multiple Lymphknotenmetastasen, >3 cm bis 6 cm

N2c Bilaterale oder kontralaterale Lymphknotenmetastasen, >3 cm
bis 6 cm

N3 Lymphknotenmetastasen >6 cm

Tabelle 15: M-Stadien fir Kopf-Hals-Tumoren (Wittekind und Meyer 2010)

MO

Keine Fernmetastasen

M1

Fernmetastasen

Tabelle 16: UICC-Stadien (Preil? et al. 2012)

Stadium 0 Tis NO MO
Stadium | T1 NO MO
Stadium 11 T2 NO MO
Stadium 111 T3 NO MO

Jedes T N1 MO
Stadium IVa T4 NO/1 MO

Jedes T N2 MO
Stadium IVb Jedes T N3 MO
Stadium IVc Jedes T N3 M1
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Tabelle 17: Histologisches Grading von Tumoren (Wittekind und Meyer 2010)
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Gx Nicht bestimmbar
Gl Gut differenziert

G2 MaRig differenziert
G3 Schlecht differenziert

Tabelle 18: Schweregrad der Hadmatotoxizitét nach CTCAE

gering/leicht | maRig/deutlich | stark/ausgeprégt | lebensbedrohlich
1 2 3 4

Hamoglobin 10,0-10,9 8,0-9,9 6,5-8,9 <6,5
(g/100ml)

Leukozyten 3,0-3,9 2,0-2,9 1,0-1,9 <1,0
(10%/1)

Thrombozyten | 75,0-99,9 50,0-74,9 25,0-49,9 <25,0
(10%/1)

Tabelle 19: Schweregrad der Mukositis nach CTCAE

Grad 1 Geringes Erythem, Bel&ge oder geringe Schmerzen

Grad 2 Schmerzhafte, fleckige Mukositis, blutige Belage, milde
Analgetika

Grad 3 Konfluierende fibrindse Mukositis, starke Schmerzen, starke
Analgetika

Grad 4 Tiefe Ulzera, Hamorrhagie; PEG/parenterale Ernédhrung
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Tabelle 20: Schweregrad der Hautreaktion/Epitheliolyse nach CTCAE

Grad 1 Geringes Erythem, Epilation, trockene Desquamation,
reduzierte Schweisssekretion

Grad 2 MéaRiges Erythem, vereinzelt feuchte Epitheliolyse (<50 %),
starkes Odem, lokale Therapie

Grad 3 Ausgepragtes Odem, konfluierende feuchte Epitheliolyse
(>50 %), starkes Odem, intensive Therapie

Grad 4 Tiefe Ulzera, Hdmorrhagie oder Nekrose, operative Therapie

Tabelle 21: Schweregrad der Dysphagie nach CTCAE

Grad 1 Geringes Wundsein, Erythem, schmerzlose Erosionen

Grad 2 Schmerzhafte Erytheme, Odem oder Erosionen; maRige
Dysphagie

Grad 3 Starke Dysphagie; Ulzera; flussige Nahrung oder Analgetika
notwendig

Grad 4 Verschluss oder Perforation; PEG/parenterale Ernédhrung

Tabelle 22: Schweregrad der Ubelkeit nach CTCAE

Grad 1 Gering, normale Nahrungsaufnahme
Grad 2 MaRig, Nahrungsaufnahme vermindert
Grad 3 Stark, keine Nahrungsaufnahme maglich
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Tabelle 23: Schweregrad der Xerostomie nach CTCAE

Grad 1 Geringe Mundtrockenheit, zaher Speichel,
Geschmacksstorung; normale Kost

Grad 2 MaRige Mundtrockenheit, sehr z&her Speichel, maéalige
Geschmacksstorung; feste/breiige Nahrung

Grad 3 Komplette Mundtrockenheit, kompletter Geschmacksverlust,
fliissige Nahrung

Grad 4 Akute Nekrose, tiefe Ulzera, PEG/parenterale Ernahrung

Tabelle 24: Ubersicht tiber die SLC5-Genfamilie (Wright et al. 2011)

Gen Substrat Km (MM) Lokalisation

SGLT1 (SLC5A1) | Glukose, je 0,5 Diunndarm, Trachea,

Co-Transporter Galaktose Niere, Herz, Gehirn,
Hoden, Prostata

SGLT2 (SLC5A2) | Glukose 6 Niere, Gehirn, Leber

Co-Transporter Schilddriise, Muskel, Herz

SGLT3 (SLC5A4) | Glukose 20 Dunndarm, Hoden,

Glukosensor Uterus, Lunge, Gehirn,
Schilddriise

SGLT4 (SLC5A9) | Glukose, Mannose | 2und 0,15 | Diinndarm, Niere, Leber,

Co-Transporter Gehirn, Lunge, Tracheo,
Uterus, Pankreas

SGLT5 (SLC5A10) | Glukose, Keine Nierenrinde

Co-Transporter Galaktose Angaben
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Tabelle 25: Ubersicht tiber SLC2-Genfamilie (Thorens und Mueckler 2009; Zhao und
Keating 2007)

Gen Substrat Km (MM) Lokalisation

GLUT 1 Glukose 3-7 Erythrozyten,
Kapillarendothelien

GLUT 2 Glukose, Fruktose | 17 Niere, Dinndarm,
Leber, Pankreas

GLUT 3 Glukose 1,5 Gehirn, Leukozyten

GLUT 4 Glukose 6,6 Fettgewebe, Muskel

GLUT5 Fruktose, Glukose | >10mM Diinndarm, Niere

Tabelle 26: Patientendaten vor Therapiebeginn

Charakteristika Anzahl Patienten n=233
(%)
Geschlecht
méannlich 197 (85 %)
weiblich 36 (15 %)
Tumorlokalisation
Mundhéhle 63 (27 %)
Oropharynx 99 (42,5 %)
Hypopharynx 45 (19,3 %)
Larynx 26 (11,2 %)
UICC-Stadium
Il 7 (3 %)
" 16 (6,9 %)
IV A/B 189/21 (90,1 %)
T-Stadium
1 7 (3 %)
2 17 (7,3 %)
3 39 (16,7 %)
4 170 (73 %)
N-Stadium
0 35 (15 %)
1 27 (11,6 %)
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2 149 (64 %)
3 22 (9,4 %)
Histologisches Grading
1 11 (4,7 %)
2 187 (80,3 %)
3 35 (15 %)
Risikofaktoren
Nikotin
Ja 199 (85,4 %)
Nein 17 (7,3 %)
Keine Angaben 17 (7,3 %)

Alkohol

Ja 173 (74,2 %)
Gelegentlich 28 (12 %)

RegelméRig 114 (48,9 %)
Abstinent 31 (13,3 %)

Nein 43 (18,5 %)
Keine Angaben 17 (7,3 %)

Kombinierter Nikotin- und

Alkoholabusus

166 (71,2 %)

107
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Tabelle 27: Vergleich von Avidin vs. Streptavidin (Green 1975)
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Avidin

Streptavidin

Chemische Natur

Glykoprotein/Homotetramer

Protein/Homotetramer

MolekilgroRe

66-69 kDa

60 kDa

Vorkommen Huhnereiweil3 Streptomyces avidinii
Ladung positiv keine

Isoelektrischer  Punkt

(pl) ~10* ~5

nativ ~ 7 (deglykosiliert) ~ 7 (rekombinant)
modifiziert

Affinitatskonstante zu

Biotin

~ 101"

~ 104

Anzahl der Biotin-
Bindungstaschen

Bemerkungen

Die Bindungsaffinitat des Avidin gegentiber

konjugiertem Biotin ist kleiner als von Streptavidin

Tabelle 28: Ubersicht tiber Remission und Uberleben

Remission Komplettremission 126
Teilremission 48
Stable disease 19
Tumorprogress 20
keine Angaben 20
Uberleben Am Leben 48
Verstorben 185
Tumorbedingt | 127
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Tabelle 29: Ubersicht tiber lokoregionadre Kontrolle und Metastasen

Rezidiv Lokal 44
Regionar 8

Lokoregionér 14

Metastasen Fernmetastasen 28

Zweittumor 17
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Abbildung 29: Kaplan-Meier-Schatzer fir das krankheitsfreie Uberleben des
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Abbildung 30: Kaplan-Meier-Schatzer fur das Gesamtiberleben des Gesamtkollektivs
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Abbildung 31: Boxplot-Analyse der p53-Expression im
Zellkern bezogen auf héhergradige Hamatotoxizitat
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Abbildung 32: Boxplot-Analyse der p53-Expression im
Zytoplasma bezogen auf hohergradige Hamatotoxizitat
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Abbildung 33: Boxplot-Analyse der EGFR-Expression
im Zellkern bezogen auf hohergradige Hamatotoxizitat
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Abbildung 34: Boxplot-Analyse der EGFR-Expression

im Zytoplasma bezogen auf héhergradige

Hamatotoxizitat



7 Anhang

350

300

250

200

150

EGFR Membran

100

50

-50

NEIN

Hamatotoxizitat >= 11|

JA

119

Héamatotoxizitatsgrad

Abbildung 35: Boxplot-Analyse der EGFR-Expression

in der Zellmembran bezogen auf héhergradige

Hamatotoxizitét
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Abbildung 36: Boxplot-Analyse der SGLT1-Expression
im Zellkern bezogen auf hohergradige Hamatotoxizitat
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Abbildung 37: Boxplot-Analyse der SGLT1-Expression
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Abbildung 38: Boxplot-Analyse der p53-Expression im

Zellkern bezogen auf Mukositis Grad 0 bis 3
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Abbildung 39: Boxplot-Analyse der p53-Expression im
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Abbildung 40: Boxplot-Analyse der EGFR-Expression
im Zellkern bezogen auf Mukositis Grad 0 bis 3
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Abbildung 41: Boxplot-Analyse der EGFR-Expression
im Zytoplasma bezogen auf Mukositis Grad 0 bis 3
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Abbildung 42: Boxplot-Analyse der EGFR-Expression
in der Zellmembran bezogen auf Mukositis Grad 0 bis 3
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Abbildung 44: Boxplot-Analyse der SGLT1-Expression
im Zytoplasma bezogen auf Mukositis Grad 0 bis 3
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Abbildung 45: Boxplot-Analyse der p53-Expression im
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Abbildung 46: Boxplot-Analyse der p53-Expression im
Zytoplasma bezogen auf Hautreaktionen Grad 0 bis 3
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Abbildung 47: Boxplot-Analyse der EGFR-Expression
im Zellkern bezogen auf Hautreaktionen Grad 0 bis 3
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Abbildung 50: Boxplot-Analyse der SGLT1-Expression im
Zellkern bezogen auf Hautreaktionen Grad 0 bis 3
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Abbildung 51: Boxplot-Analyse der SGLT1-Expression
im Zytoplasma bezogen auf Hautreaktionen Grad 0 bis 3
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Abbildung 52: Boxplot-Analyse der p53-Expression im
Zellkern bezogen auf Dysphagie Grad 0 bis 3
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Abbildung 53: Boxplot-Analyse der EGFR-Expression
im Zytoplasma bezogen auf Dysphagie Grad 0 bis 3
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Abbildung 54: Boxplot-Analyse der EGFR-Expression
in der Zellmembran bezogen auf Dysphagie Grad 0 bis 3
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Abbildung 55: Boxplot-Analyse der SGLT1-Expression
im Zellkern bezogen auf Dysphagie Grad 0 bis 3
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Abbildung 56: Boxplot-Analyse der SGLT1-Expression
im Zytoplasma bezogen auf Dysphagie Grad 0 bis 3
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Abbildung 57: Boxplot-Analyse der p53-Expression im
Zellkern bezogen auf Ubelkeit Grad 0 bis 2
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Abbildung 58: Boxplot-Analyse der p53-Expression im
Zytoplasma bezogen auf Ubelkeit Grad 0 bis 2
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Abbildung 59: Boxplot-Analyse der EGFR-Expression
im Zytoplasma bezogen auf Ubelkeit Grad 0 bis 2
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Abbildung 60: Boxplot-Analyse der EGFR-Expression
in der Zellmembran bezogen auf Ubelkeit Grad 0 bis 2
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Abbildung 61: Boxplot-Analyse der SGLT1-Expression
im Zellkern bezogen auf Ubelkeit Grad 0 bis 2
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Abbildung 62: Boxplot-Analyse der SGLT1-Expression
im Zytoplasma bezogen auf Ubelkeit Grad 0 bis 2
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Abbildung 63: Boxplot-Analyse der p53-Expression im
Zellkern bezogen auf hohergradige Organtoxizitat
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Abbildung 64: Boxplot-Analyse der p53-Expression im
Zytoplasma bezogen auf hohergradige Organtoxizitat
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Abbildung 65: Boxplot-Analyse der EGFR-Expression
im Zellkern bezogen auf hohergradige Organtoxizitat
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Abbildung 66: Boxplot-Analyse der EGFR-Expression
im Zytoplasma bezogen auf hohergradige Organtoxizitat
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Abbildung 67: Boxplot-Analyse der EGFR-Expression
in der Zellmembran bezogen auf héhergradige
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Abbildung 68: Boxplot-Analyse der SGLT1-Expression
im Zellkern bezogen auf hohergradige Organtoxizitat
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Abbildung 69: Boxplot-Analyse der SGLT1-Expression
im Zytoplasma bezogen auf hohergradige Organtoxizitét
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Abbildung 70: Boxplot-Analyse der p53-Expression im
Zellkern bezogen auf héhergradige Gesamttoxizitat
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Abbildung 71: Boxplot-Analyse der p53-Expression im
Zytoplasma bezogen auf hohergradige Gesamttoxizitat
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Abbildung 72: Boxplot-Analyse der EGFR-Expression
im Zellkern bezogen auf hohergradige Gesamttoxizitéat
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Abbildung 73: Boxplot-Analyse der EGFR-Expression
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Abbildung 74: Boxplot-Analyse der EGFR-Expression
in der Zellmembran bezogen auf héhergradige
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Abbildung 75: Boxplot-Analyse der SGLT1-Expression
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Abbildung 77: Kaplan-Meier-Schatzer fur das rezidifvfreie Uberleben des
Gesamtkollektivs
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Abbildung 78: Kaplan-Meier-Schatzer fur das metastasenfreie Uberleben des
Gesamtkollektivs
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Abbildung 79: Kaplan-Meier-Schatzer fiir das krankheitsfreie Uberleben bei Patienten mit
niedriger, mittlerer und hoher p53-Expression im Zellkern
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Abbildung 80: Kaplan-Meier-Schatzer fiir das krankheitsfreie Uberleben bei Patienten mit
niedriger, mittlerer und hoher p53-Expression im Zytoplasma
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Abbildung 81: Kaplan-Meier-Schétzer furr das krankheitsfreie Uberleben bei Patienten mit
niedriger, mittlerer und hoher EGFR-EXxpression im Zellkern
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Abbildung 82: Kaplan-Meier-Schatzer fiir das krankheitsfreie Uberleben bei Patienten mit
niedriger, mittlerer und hoher EGFR-EXxpression im Zytoplasma
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Abbildung 83: Kaplan-Meier-Schatzer fiir das krankheitsfreie Uberleben bei Patienten mit
niedriger, mittlerer und hoher EGFR-EXxpression in der Zellmembran
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Abbildung 84: Kaplan-Meier-Schatzer fiir das krankheitsfreie Uberleben bei Patienten mit
niedriger, mittlerer und hoher SGLT1-Expression im Zellkern
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Abbildung 85: Kaplan-Meier-Schatzer fiir das krankheitsfreie Uberleben bei Patienten mit
niedriger, mittlerer und hoher SGLT1-Expression im Zytoplasma
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Abbildung 86: Kaplan-Meier-Schatzer fiir das metastasenfreie Uberleben bei Patienten
mit niedriger, mittlerer und hoher p53-Expression im Zellkern
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Abbildung 87: Kaplan-Meier-Schatzer fir das metastasenfreie Uberleben bei Patienten
mit niedriger, mittlerer und hoher EGFR-Expression im Zellkern
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Abbildung 88: Kaplan-Meier-Schatzer fiir das metastasenfreie Uberleben bei Patienten
mit niedriger, mittlerer und hoher EGFR-Expression im Zytoplasma
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Abbildung 89: Kaplan-Meier-Schatzer fiir das metastasenfreie Uberleben bei Patienten
mit niedriger, mittlerer und hoher EGFR-Expression in der Zellmembran
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Abbildung 90: Kaplan-Meier-Schatzer fiir das metastasenfreie Uberleben bei Patienten
mit niedriger, mittlerer und hoher SGLT1-Expression im Zellkern
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Abbildung 91: Kaplan-Meier-Schatzer fiir das metastasenfreie Uberleben bei Patienten
mit niedriger, mittlerer und hoher SGLT1-Expression im Zytoplasma
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Abbildung 92: Kaplan-Meier-Schatzer fur das rezidivfreie Uberleben bei Patienten mit
niedriger, mittlerer und hoher p53-Expression im Zellkern
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Abbildung 93: Kaplan-Meier-Schatzer fiir das rezidivfreie Uberleben bei Patienten mit
niedriger, mittlerer und hoher EGFR-Expression im Zellkern
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Abbildung 94: Kaplan-Meier-Schatzer fiur das rezidivfreie Uberleben bei Patienten mit
niedriger, mittlerer und hoher EGFR-Expression im Zytoplasma
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Abbildung 95: Kaplan-Meier-Schatzer fiir das rezidivfreie Uberleben bei Patienten mit
niedriger, mittlerer und hoher SGLT1-Expression im Zellkern
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Abbildung 96: Kaplan-Meier-Schatzer fiir das rezidivfreie Uberleben bei Patienten mit
niedriger, mittlerer und hoher SGLT1-Expression im Zytoplasma
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Abbildung 97: Kaplan-Meier-Schatzer fur das Gesamtlberleben bei Patienten mit
niedriger, mittlerer und hoher p53-Expression im Zellkern
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Abbildung 98: Kaplan-Meier-Schatzer fur das Gesamtiberleben bei Patienten mit
niedriger, mittlerer und hoher EGFR-Expression im Zellkern



7 Anhang 151

o Vollst. + Zensiert

1,0
— EGFR Zytoplasma niedrig<=110; n=81
- - - EGFR Zytoplasma mittel; n=74
sl ® EGFR Zytoplasma hoch>170; n=78
p=0,22
g 06
3
g
g
© 04
0,2
0,0

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Gesamtiiberleben [M onate]

Abbildung 99: Kaplan-Meier-Schatzer fir das Gesamtlberleben bei Patienten mit
niedriger, mittlerer und hoher EGFR-Expression im Zytoplasma
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Abbildung 100: Kaplan-Meier-Schatzer fur das Gesamtiberleben bei Patienten mit
niedriger, mittlerer und hoher SGLT1-Expression im Zellkern
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Abbildung 101: Kaplan-Meier-Schatzer fur das Gesamtiberleben bei Patienten mit
niedriger, mittlerer und hoher SGLT1-Expression im Zytoplasma
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