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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Prognostische Biomarker

Obwohl seit vielen Jahrzehnten an der molekularen Charakterisierung von
Tumorerkrankungen mittels Biomarkern fir Neoplasien geforscht wird, ist es
bisher nicht gelungen, fir die wichtigsten Tumorentitaten Tumor-/oder Biomar-
ker mit ausreichender Sensitivitdt und Spezifitat zu etablieren. Generell gibt es
bisher noch keine Tumor-/Biomarker, die unabhangig von der Tumorentitat
universell eingesetzt werden kénnen. Auch fir das Mundhéhlenkarzinom sind
bisher trotz zahlreicher Vorarbeiten zur Detektion und molekularen Charakteri-
sierung von Tumorerkrankungen keine sicheren Marker etabliert [1, 2].

Eine Erkrankung geht mit einer Vielzahl von Veranderungen im Korper einher.
Der Metabolismus wird angeregt, manche Substanzen neu zu bilden, andere
Stoffe werden in geringerem Mal3e produziert. Die Analyse solcher Verande-
rungen kann Kenntnisse dartiber vermitteln, ob ein pathologischer Prozess
vorhanden ist und ob Therapieansatze Wirkung zeigen. Aul3erdem kann dies
hilfreich sein, gezielt Behandlungsstrategien festzulegen und den Therapiever-
lauf zu kontrollieren. Korpereigene Indikatoren fur biologische und pathologi-
sche Prozesse werden als Biomarker bezeichnet und kénnen wertvolle Hin-
weise uber das Risiko der Entstehung, Vorhandensein und Progression einer
Erkrankung liefern. AulRerdem ist es mdglich, Uber deren Bestimmung das
pharmakologische Ansprechen auf die BehandlungsmalRhahmen zu beurteilen
und somit Personengruppen zu identifizieren, die moéglicherweise nicht oder in
erhohtem Mal3e von einem Therapieansatz profitieren. Solche biologische In-
dikatoren sind daher von grof3er Relevanz fur das Behandlungsmonitoring und
Prognose vieler Tumorentitaten [3].

Die Uberlebenswahrscheinlichkeit eines Patienten mit einer malignen Erkran-
kung des Kopf-Hals-Bereichs wird durch bestimmte Prognosefaktoren beein-
flusst. Die Einschatzung Uber deren Relevanz spielt eine wichtige Rolle fir
eine frihzeitige therapeutische Intervention. Die Ermittlung weiterer
prognoserelevanter Kriterien wirde neben klinisch-pathologischen Verlaufspa-

rametern zur Identifizierung potentieller  Risikogruppen fur die
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Rezidivdiagnostik beitragen und eventuelle Konsequenzen fir die Therapie
aufzeigen.

Biomarker lassen sich auf verschiedenen biologischen Ebenen identifizieren:
auf Genomebene (DNA), Transkriptomebene (MmRNA) und Proteinebene
(Proteom). Das Proteom charakterisiert im Gegensatz zu DNA- oder mRNA-
Ebenen den tatsachlichen Phanotyp von potentiellen tumorspezifischen Mar-
kern, indem es biologisch relevante Strukturen aufzeigt. Die Proteinebene
bietet sich daher am ehesten an, wichtige Hinweise auf metabolische Veran-
derungen sowie mogliche therapierelevante Tumormarker zu geben.

Neben der ldentifizierung potentieller tumorspezifischer Proteom-Parameter
im Blut wird einer weiteren Konzeption grof3e diagnostische Bedeutung bei-
gemessen. Die Analyse von Gewebeproben stellt bei der Detektion der Bio-
marker ein geeignetes Instrument der Friherkennung dar, da sie im Tumor-
gewebe in den hochsten Konzentrationen vorliegen. Weiterhin lassen sich zu-
verlassige tumorspezifische Parameter im malignen Gewebe auffinden, die
entweder durch den Tumor selbst oder seine Umgebung exprimiert oder modi-
fiziert werden. Die primére Detektion von tumorassoziierten Markern im neo-
plastischen Gewebe stellt daher einen potentiellen diagnostischen Nutzen dar
und sollte bestenfalls durch eine minimal-invasive und kostengunstige Nach-
weismethode wie eine Blutuntersuchung validiert werden. Eine innovative
Konzeption kann kiinftig durch eine hochsensitive und hochspezifische Analy-
se der Gewebetumormarker auch im Blut von onkologischen Patienten einen
sinnvollen Beitrag zur Friherkennung und Therapiemonitoring des Mundhoh-

lenkarzinoms leisten [4].
1.2 Plattenepithelkarzinom der Mundhohle

Das Mundhohlenkarzinom (orales Plattenepithelkarzinom, OPC, engl. oral
squamous cell carcinoma, OSCC) gilt mit einer jahrlichen globalen Inzidenz
von 7,1% aller malignen Erkrankungen als 6. haufigste Tumorentitat [5-8].
Deutschlandweit erkrankten im Jahre 2008 ca. 13.010 Menschen an einem
Mundhdhlenkarzinom und fur das Jahr 2012 wurde mit einer weiteren Inzi-
denzzunahme gerechnet [9]. In den letzten Jahren wurde den humanen

Papillomaviren (HPV), vor allem HPV-16, eine zunehmende Rolle in der Ent-
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stehung von prakanzerdsen und kanzerdsen Veranderungen der Mundhdhle
zugeschrieben [10, 11]. Bereits 1999 wurde eine Zunahme der Inzidenz des
oralen Plattenepithelkarzinoms auf bis zu 15,75% [12] beobachtet, die mit dem
Auftreten von HPV, insbesondere bei jungen Patienten (<40. Lebensjahr) und
Patienten ohne typischen Nikotin- und Alkoholabusus assoziiert ist [12-14].
Insgesamt konnen ca. 25% aller Mundhohlenkarzinome in Verbindung mit ei-
ner HPV-Infektion gebracht werden [13], wobei der Zusammenhang zwischen
HP-Viren und Karzinogenese des oralen Plattenepithelkarzinoms von anderen
Autoren dementiert wird [15, 16]. Auch ein mdglicher karzinogener Einfluss
des Bakteriums Helicobacter pylori (HP) auf die Entstehung oraler Neoplasien
wird diskutiert [17-23]. Chronisch einwirkende Noxen, wie der regelmaliiige
Nikotin- und Alkoholabusus gelten als die wichtigsten Risikofaktoren fir die
Entstehung eines Mundhdhlenkarzinoms. Das relative Risiko an einem oralen
Plattenepithelkarzinom zu erkranken ist bei Rauchern im Vergleich zu der
Normalbevélkerung bis zu 38-fach erhéht und steht in direkter Verbindung zu
Dauer und Quantitat des Nikotinkonsums [24]. Neben diesen Hauptrisikofakto-
ren gibt es eine Reihe anderer Einflussgrof3en, die eine synergistische Rolle
bei der Entwicklung der neoplastischen Veranderungen im intraoralen Milieu
spielen. Als solche pradisponierende Kriterien, die als Promoter in Gegenwart
von Initiatoren wie Tabak und Alkohol fungieren, werden die mangelnde
Mundhygiene, Ernahrungsdefizite in Form von Vitamin A und Vitamin C Man-
gel und mechanische lIrritationen, etwa durch schlecht sitzenden Zahnersatz
oder scharfe Zahnkanten, diskutiert [25].

In Gber 90% der Falle handelt es sich bei Mundhdhlenkarzinomen histologisch
um Plattenepithelkarzinome, Gberwiegend gut differenziert, wobei auch selte-
ner Basalzellkarzinome und Adenokarzinome der Mundhdéhle diagnostiziert
werden [26, 27]. Am haufigsten sind orale Plattenepithelkarzinome der Zunge
und des Mundbodens, gefolgt von Karzinomen des Alveolarfortsatzes/Gingiva,
seltener sind diese Tumoren im Bereich des Gaumens, der Wangenschleim-

haut und der Lippen lokalisiert [28].
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Die Behandlung des Mundhdhlenkarzinoms erfolgt unter Beachtung des Tu-
mor-Stadiums, des Gradings sowie des Alters und Allgemeinzustandes des
Patienten. Die TNM-Klassifikation (TNM-System; engl.. TNM Classification of
Malignant Tumours, kurz TNM staging system, Tabelle 1, S.8) ermdglicht die
Union internationale contre le cancer (UICC)-Tumorstadieneinteilung (Tabelle
2, S.8) des Mundhohlenkarzinoms [26, 27].

Tabelle 1: Zusammenfassende Darstellung der TNM-Klassifikation des Mundhdhlenkarzinoms [26, 27]. TNM
ist eine Abkirzung fur: T, TumorgroRe, Beschreibung von Ausdehnung und Verhalten des Primartumors;
N=Nodus/Nodes=Lymphknoten, Fehlen bzw. Vorhandensein von regiondren Lymphknotenmetastasen;
M=Metastasen, Fehlen bzw. Vorhandensein von Fernmetastasen.

T-Status

T1 Tumor bis 2 cm

T2 Tumor Uber 2 cm, maximal 4 cm

T3 Tumor Uber 4 cm

T4 | Infiltration von Nachbarorganen

T4a | Lippe
Infiltration durch kortikalen Knochen, oder den N. alveolaris inf.,
oder Mundhohlenboden, oder in Haut von Kinn oder Nase
Mundhdéhle
Infiltration durch kortikalen Knochen, oder in die auRere Muskulatur
der Zunge, oder Kieferhohle, oder Gesichtshaut

T4b | Infiltration des Spatium masticatorium, oder Proc. pterygoideus, oder Sché-
delbasis, oder Tumor umschliel3t A. carotis interna

N-Status
N1 | solitire Metastase, maximal 3 cm
N2

N2a | solitdre Metastase Uber 3 cm, maximal 6 cm

N2b | mehrere Metastasen ipsilateral, keine Uber 6 cm

N2c e Metastasen bilateral, oder
e Metastase liber 6 cm

N3

N3 | Metastase lber 6 cm

M-Status

M1 | Fernmetastasen

Tabelle 2: Zusammenfassende Darstellung der UICC-Stadien des Mundhdhlenkarzinoms [26, 27].

UICC-Stadien
I T1 NO MO
Il T2 NO MO
11 T1,T2 N1 MO
T3 NO, N1 MO
IVA | T1,T2,T3 N2 MO
T4a NO, N1, N2 MO
IVB | T4b jedes N MO
jedes T N3 MO
IVC |jedesT jedes N M1
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Sofern der Allgemeinzustand des Patienten es zulasst, sollte bei kurativ
resektablen Mundhohlenkarzinomen die Operation in Kombination mit einer
sofortigen Rekonstruktion durchgefiihrt werden. Bei fortgeschrittenen Karzi-
nomen sollte zusatzlich eine adjuvante Therapie erfolgen [29-31].

Die Rekonstruktion im Bereich der Mundhdhle mit mikrochirurgisch
anastomosierten Transplantaten stellt eine bewéhrte Methode dar. In vielen
Fallen ist die Technik des mikrovaskuldren Gewebetransfers bereits im Rah-
men der Tumorresektion indiziert, um eine sichere Defektdeckung zu errei-
chen [31]. Das Leitlinienprogramm Onkologie von 2012 (S3 Leitlinie Mundhoh-
lenkarzinom, [31]) gibt fur die Strahlentherapie, ggf. in Kombination mit einer
Chemotherapie, folgende Empfehlung: eine neoadjuvante oder alleinige
adjuvante Chemotherapie hat beim Plattenepithelkarzinom der Mundhoéhle in
Verbindung mit der Operation keinen positiven Effekt. Bei Patienten mit fort-
geschrittenem Tumorstadium (UICC 11I/1V), nicht operablem und nicht meta-
stasiertem Mundhdhlenkarzinom soll, besonders in den Altersgruppen bis 70
Jahren, eine priméare Radiochemotherapie einer alleinigen Strahlentherapie
vorgezogen werden. Alternativ zu einer Radiochemotherapie kann eine Kom-
bination der Strahlentherapie mit Cetuximab (Handelsname: Erbitux®), durch-
gefuhrt werden. Eine postoperative Radio- oder Radiochemotherapie soll bei
fortgeschrittener T-Kategorie (T3/T4), knappen oder positiven Resektionsran-
dern, perineuraler Invasion, Gefaldinvasion und/oder Lymphknotenbe-
fall/Lymphangiosis erfolgen. Die postoperative Strahlentherapie soll konventi-
onell fraktioniert werden und bei durchschnittichem Risiko mit 54-60 Gray
(Gy) in 27-30 Fraktionen uber 5,5-6 Wochen sowie bei Tumoren mit erh6htem
Rezidivrisiko mit 66 Gy in 33 Fraktionen Uber 6,5 Wochen erfolgen. Die post-
operative Strahlentherapie sollte auch méglichst frih begonnen werden und
innerhalb eines Zeitraums von hochstens 11 Wochen nach der Operation be-
endet werden. Sofern die Indikation zu einer Radiotherapie gestellt wurde,
sollte bei Patienten mit erhdhten histopathologischen Risikokriterien fur ein
Tumorrezidiv.  (Resektionsrand <5mm  und/oder LK  Kapseldurch-
bruch/extrakapsulares Tumorwachstum) nach erfolgter Tumorresektion die

adjuvante Behandlung in Form einer Radiochemotherapie mit Cisplatin erfol-
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gen. Patienten mit kleinen und zuganglichen Tumoren (T1/T2) der Mundhdhle
kbnnen in ausgewahlten Fallen durch eine interstitielle Brachytherapie behan-
delt werden.

Beim Mundhdhlenkarzinom kommt es in 20-40% zu einer okkulten Metastasie-
rung in die Halslymphknoten. Nahezu immer sind dabei die Level I-Ill, nur sehr
selten das Level V betroffen [31]. Gemald der gangigen Klassifikation nach
Robbins werden folgende sechs Lymphknotenlevel unterschieden, die bei der

Neck-dissection ausgeraumt werden kénnen (Tabelle 3, S. 10) [31, 32].

Tabelle 3: Zusammenfassende Darstellung der Halslymphknoten (Level I-VI) [31, 32].

Halslymphknoten

Level Bezeichnung anatomische Begrenzung

IA und IB Submentale und subman- | ventral und dorsal des vorderen
dibuldare Knoten Digastrikusbauches

IIAund IIB | obere jugulare Lymphkno- | Ventral und dorsal der V. jugularis
tengruppe

11 mittlere jugulare Lymph- Zwischen Hohe des Zungenbeins und
knotengruppe Membrana cricothyroidea

v untere juguléare Lymph- Zwischen Hohe der Membrana cricothyroidea
knotengruppe und Clavicula

VA und hinteres Halsdreieck zwischen M. sternocleidomastoideus und M.

VB trapezius oberhalb und unterhalb des M.

omohyoideus

VI anteriore pratracheale zwischen Hoéhe des Hyoids und Jugulum

Lymphknotengruppe

Abhangig von der Intention spricht man von einer elektiven (prophylaktischen)
Neck-dissection (chirurgische Resektion der Halslymphknoten und des umge-
benden Gewebes zwischen Mandibula und Clavicula), wenn ein cNO-Befund
vorliegt, und einer kurativen Neck-dissection, wenn sich aufgrund der Klini-
schen und radiologischen Voruntersuchungen der Verdacht auf das Vorliegen
einer oder mehrerer Lymphknotenmetastasen ergeben hat. Bezliglich des
Ausmaldes der Neck-dissection werden folgende Modifikationen unterschieden
[31-33]:

e Radikale Neck-dissection: Ausrdumung der Level I-V zusammen mit Opfe-
rung des N. accessorius, der V. jugularis und des M. sternocleidomastoideus.
¢ Modifizierte radikale Neck-dissection: Ausraumung der Level I-V unter Erhalt

einer oder mehrerer nicht-lymphatischer Strukturen.
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e Selektive Neck-dissection: Ausraumung von weniger Levels als I-V; beim
Mundhdhlenkarzinom in der Regel Ausrdumung der Level I-lIl.
e Erweiterte Neck-dissection: Ausraumung oder Entfernung zuséatzlicher

Lymphknotengruppen oder nicht-lymphatischer Strukturen.

Eine Heilung ist nur durch eine vollstandige chirurgische Entfernung des Tu-
mors im gesunden Gewebe (RO-Resektion) erreichbar. Der Resektionsstatus
und die Lymphknotenmetastasierung gehéren nach wie vor zu den wichtigsten
Prognoseparametern des oralen Plattenepithelkarzinoms. Bei etwa der Halfte
aller Patienten mit Mundhohlenkarzinom wird im weiteren Verlauf der Erkran-
kung ein lokales Tumorrezidiv oder lokoregionédre Lymphknotenmetastasie-
rung diagnostiziert, die mit aul3erst schlechter Prognose assoziiert sind [34].
AuBerdem wird bei ca. einem Drittel der Tumorpatienten im postoperativen
Zeitraum von 20 Jahren zuséatzlich noch ein Zweitkarzinom nachgewiesen
[24]. Trotz intensiver Bemuhungen um Fortschritte in der Diagnostik und fort-
laufender Optimierung der etablierten Therapieschemata, liegt die relative
Uberlebensrate nach fiinf Jahren (5-Jahres-Uberlebensrate) bei lediglich 45-
65% [9, 28, 35, 36]. Insbesondere die primare Diagnostik des Mundhéhlenkar-
zinoms hat keine nennenswerten molekularbiologischen Innovationen zu ver-
zeichnen [37]. Der Fokus der aktuellen onkologischen Grundlagenforschung
liegt daher auf der Identifizierung neuer tumorspezifischer Marker, die kinftig
fur die Entwicklung von neuen individualisierten und zielgerichteten diagnosti-
schen und therapeutischen Strategien eingesetzt werden kdnnen. In einigen
Untersuchungen zu potentiellen Tumor-assoziierten Parametern konnten be-
reits zahlreiche prognostisch relevante Gewebebiomarker detektiert werden
[5]. Von besonderem Interesse sind dabei Forschungsansatze im Bereich se-
rologisch bestimmbarer Tumormarker. Die bisher fur andere Tumorentitaten
untersuchten Tumormarker wie das Squamous Cell Carcinoma Antigen
(SCC), das karzinoembryonale Antigen (CEA) sowie das Cytokeratin-
Fragment 19 (CYFRA 21-1), etc. konnten sich fir das Therapiemonitoring
beim Mundhdhlenkarzinom aufgrund der geringen Sensitivitat und Spezifitat
jedoch nicht durchsetzen [38-41].
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1.3 Krebsmerkmale von Tumoren

Damit sich Uberhaupt ein Malignom entwickeln kann, missen Tumorzellen
intrinsische und extrinsische (immunologische) Barrieren Gberwinden. In erster
Linie bedeutet das, dass Tumorzellen die immunologische Uberwachung des
Organismus umgehen mussen [42]. Dies alleine ist fir eine progressive ma-
ligne Transformation jedoch nicht ausreichend. Nach dem Modell von Douglas
Hanahan und Robert A. Weinberg missen Tumorzellen weitere charakteristi-
sche physiologische Eigenschaften erlangen, die durch eine Anhaufung
chromosomaler Aberrationen und Mutationen in der Tumorzelle zustande
kommen [43]. Hauptsachlich handelt es sich bei betroffenen genomischen
Regionen um Gene fiir Regulation der Mitose, des programmierten Zelltodes
und DNA-Reparatur. Jede einzelne Etappe im komplexen mehrstufigen Pro-
zess der Karzinogenese reflektiert die ,Gesetzlosigkeit® der Genexpression
und Epigenetik und verleiht den betroffenen Zellen einen Wachstumsvorteil
gegenuber Nachbarzellen. Eine einzelne Mutation 16st jedoch noch keine Tu-
morerkrankung aus. In der Regel flihrt erst eine Akkumulation verschiedener
genomischer Veranderungen zu einer unkontrollierten zellularen Expansion.
Fur die meisten malignen Tumoren steigt die Inzidenz mit dem Lebensalter.
Auch bei der Entstehung des Mundhdhlenkarzinoms spielt das Alter (insbe-
sondere die Expositionsdauer der o0.g. Noxen) eine wichtige Rolle, wobei eine
maligne zellulare Expansion vom Zusammentreffen mehrerer unabhéngiger
Ereignisse in einer Zelle abhéngig ist. Bei einem solchen Einzelereignis kann
es sich um die Aktivierung eines Protoonkogens oder die Inaktivierung eines
Tumorsuppressorgens handeln. Mindestens sechs unabhéngige Ereignisse
missen eintreten, damit sich ein Mundhdhlenkarzinom entwickeln kann. Dies
wird daher mit zunehmendem Alter durch eine progressive Akkumulation ge-
netischer und epigenetischer Verdnderungen immer wahrscheinlicher. Durch
diese Verdnderungen werden die Tumorzellen mit neuen Eigenschaften aus-
gestattet, wodurch sie unabhéngig von aul3eren Signalen Uberleben und sich
weiter vermehren kénnen. Im Jahr 2000 klassifizierten Hanahan und Weinberg
initial sechs erworbene Eigenschaften (1.-6.) maligner Tumore, die als

"Hallmarks of Cancer” bezeichnet werden [43] und 2011 vier weitere Schlis-
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selmerkmale (7.-10.) von Tumorerkrankungen [44], die Gegenstand aktueller
Forschungen sind: 1. Unabhéangigkeit von / Selbstversorgung mit Wachstums-
signalen, 2. Unempfindlichkeit gegentber Anti-Wachstumssignalen, 3. Resis-
tenz gegenuber Apoptose, 4. Unbegrenztes Replikationspotential, 5. Fahigkeit
zur Angiogenese, 6. Fahigkeit zur Invasion und Metastasenbildung, 7.
Genomische Instabilitat und Mutation, 8. Veranderter Tumorzellmetabolismus:
9. Inflammatorisches Tumormikromilieu, 10. Inaktivierung der Anti-Tumor-

Immunantwort.
1.4 DNaseX als Marker fur Apoptoseresistenz

Unter Apoptose versteht man den programmierten (kontrollierten) Zelltod. Sie
sorgt bei multizellularen Organismen fur eine nattrliche Entfernung nicht mehr
bendtigter oder unerwiinschter Zellen. Normale Zellen sind in der Lage, diesen
"Selbstmord”, z.B. durch Aktivierung von Caspasen (Cysteinyl-Aspartasen,
Effektorphase) zu begehen, wenn sie irreparable Schaden aufweisen. Tumor-
zellen reagieren jedoch oftmals nicht mehr auf die Signale, die diesen pro-
grammierten Zelltod einleiten sollen. Die Apoptose-Initiierung kann durch ex-
trinsische (Rezeptor-vermittelte, Typ 1), intrinsische (DNA-Schaden-vermittelte,
Typ 1) Wege und zellularen Stress (Typ IllI) induziert werden. Ansatze zur
Identifikation von Prognoseparametern flr Tumorerkrankungen finden sich
daher auch im Bereich der Apoptoseresistenz [43].

DNaseX markiert gutartige oder bosartige Tumorzellen mit Proliferationssto-
rung [45-47] und wird als hochsensitiver Tumormarker verschiedenster Tu-
morentitdten verwendet [47]. Der ApolO-Antikorper wurde gegen eine Se-
guenz der DNaseX generiert [45, 46]. DNaseX gehort zu der DNasel-Protein-
familie, zu der auRerdem auch die DNasel, DNaseX (DNasel-like 1), DNasel-
like 2 and DNasel-like 3 (DNase gamma) zéhlen [45, 46]. Er erkennt ein be-
sonderes Epitop, das in Tumorzellen, aber auch in einigen Immunzellen, die
im Thymus durch Apoptose eliminiert werden, exprimiert wird. Im Tumorgewe-
be ist die Funktion der DNaseX - eine Endonuklease, die normalerweise die
nukledre DNA zerschneidet - durch ein Protein (Proteinkinase B, Akt) geblockt
[44, 47-49], wodurch verhindert wird, dass die Tumorzelle durch Apoptose ab-
stirbt (Apoptoseresistenz) (Abbildung 1, S. 14).
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Abb. 1: Darstellung der funktionellen
Rolle der DNaseX in Normalgewebe
(a, links) und in humanem Tumorge-
webe (b, rechts).

Physikalische oder chemische Noxen
(z.B. UV-Strahlung, Zellgifte) fihren
durch Aktivierung von DNaseX in
normalen Gewebezellen (a, links) zum
programmierten Zelltod (falls endoge-
ne Reparaturmechanismen versagen).

© Spaltung &

1@ @ In humanen Tumorzellen (b, rechts) ist
eine Akkumulation von DNaseX fest-
DNasex DNaseX zustellen, die durch Apoptoseresistenz
1® 1® einer insuffizienten DNaseX Wirkung
(Blockierung durch Proteine, griine
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% DNaseX X @ DNAseX111
| DNA | : S0 DNA
% Q Q DNA Spaltung keine DNA

programmierter Zelltod Akkumu‘l‘éﬂt‘:iobn DNaseX

1.5 Transketolase-like 1 als Marker fur gesteigerten Tumorstoff-

wechsel

Tumorzellen kénnen ihren biochemischen Metabolismus zugunsten einer er-
hohten Proliferation andern. So sind entartete Zellen befahigt, trotz energeti-
scher Insuffizienz und Anwesenheit von Sauerstoff, Glukose anaerob zu
Laktat abzubauen (aerobe Glykolyse, [50]). Dadurch wird fir die Tumorzellen
ein Selektionsvorteil erreicht. Ein gesteigerter Glukoseumsatz sowie eine ver-
mehrte Laktatproduktion werden als unglnstige Parameter flir die Prognose
von Tumoren aufgefasst. Fur den Abbau von Glukose zu Laktat ist der
Embden-Meyerhof-Weg (Glykolyse) und der Pentosephosphatweg (PPP) zu-
standig. Aufgrund der vermehrten Laktatbildung entwickeln die Tumorzellen
eine Resistenz gegenuber séureinduzierter Zelltoxizitat. Diese beglnstigt ne-
ben der hochregulierten Glykolyse das Tumorwachstum und fordert die
Invasivitat des Malignoms. Das Transketolase-like 1 (TKTL1) Enzym markiert
invasive Tumorzellen mit einem aggressiven biologischen Phanotyp, die auf-

grund ihres Sauerstoff-unabhéngigen Metabolismus auch unter hypoxischen

14



Einleitung

Bedingungen wachsen kénnen. Das TKTL1-Enzym stellt eine wéahrend der
Evolution  der  S&ugetiere  mutierte  Form  des  urspringlichen
Transketolaseproteins dar, das besondere Enzymeigenschaften aufweist und
nicht nur fir die Bereitstellung von Ribose-5-P fir Nukleinsauresynthese sowie
fur eine erhohte Laktatproduktion verantwortlich ist [4, 51-66], sondern auch
Acetyl-CoA generiert, das zur Bildung von Fettsauren genutzt wird (Abbil-
dung 2, S.16). Das TKTL1-Enzym stellt damit eine bisher nicht identifizierte
neue direkte Verbindung des Zucker- mit dem Fettstoffwechsel dar. In Situati-
onen, die aufgrund einer erh6hten Radikalfreisetzung oder einer
Apoptosegefahr fur die Krebszellen bedrohlich sind, wird der Glukoseflux
durch eine Hemmung der Pyruvatdehydrogenase sowie eine Aktivierung von
TIGAR (Tp53-induced glycolysis and apoptosis regulator [67]) aus dem
Embden-Meyerhof-Weg in den PPP in Richtung der TKTL1 Enzymaktivitat
umgeleitet, wodurch die Aktivitat der Mitochondrien reduziert werden kann.
Hierdurch wird die Radikalproduktion und die die Apoptoseausldésung ge-
hemmt, wodurch diese metabolische Veranderung zur verstarkten Resistenz
gegenuber Strahlen- und Chemotherapien und zu einer sehr schlechten Prog-
nose fihrt [66, 68]. Auch fur Kopf-Hals-Tumoren wurde TKTL1 als metaboli-
scher Marker beschrieben, der mit einer deutlich verkiirzten Uberlebenszeit
von Tumorpatienten assoziiert ist [69]. Da einhergehend mit der TKTL1-
Enzymaktivitat auch Milchsaure-/Laktat produziert wird, das zu einer Matrix-
degradation fuhrt, sind diese Tumoren invasiv wachsend und bilden vermehrt
Metastasen [70].
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Abb. 2: Darstellung der TKTL1 Funktion: Der PPP dient der Bereitstellung von reduziertem Nikotinamid-Adenin-
Dinukleotid-Phosphat (NADPH) als Koenzym fur die Fettsdure- und Steroidbiosynthese und von Ribose-5-Phosphat
(Ribose-5-P) zur Nukleinsduresynthese. In der zweiten Phase katalysieren die beiden Enzyme Transketolase und
Transaldolase durch Umlagerung von C2- bzw. C3-Kérpern die Bildung von Fruktose-6-Phosphat (Fruktose-6-P) und
Glycerinaldehyd-3-Phosphat (GAP) aus Ribulose-5-P. In Tumorzellen ist TKTL1 an der Bereitstellung von Acetyl-CoA
beteiligt, welches zur Fettsdurebiosynthese sowie zur Synthese anti-apoptotischer Molekiile benétigt wird (bisher
unpublizierte Daten der Univ. Barcelona, Cascante et al.).

1.6 Epitop Detektion in Monozyten (EDIM)-Technologie

Monozyten und Makrophagen sind an den unspezifischen (angeborenen) und
spezifischen (adaptiven, erworbenen) Immunmechanismen beteiligt.

Das Epitop Detektion in Monozyten (EDIM)-Testverfahren [4] fur DNaseX
(Apol10) und TKTL1 (EDTA Blut) mittels Durchflusszytometrie stellt eine neue
Methode dar, Tumorzellbestandteile in (Blut-)Monozyten/Makrophagen nach-
zuweisen. In Tumorzellen bilden sich durch molekulare und biochemische An-
derungen Proteine wie DNaseX (Apol10) und TKTL1, die mit Hilfe der EDIM-
Technologie fir eine Diagnose und Charakterisierung von Tumoren genutzt
werden kdonnen. Wenn das Immunsystem benigne oder maligne Tumorzellen
erkennt, werden Abwehrmechanismen wie die Phagozytose ausgeldst. Dieses
Erkennen und Eliminieren von unerwinschten Zellen wird hochspezifisch von

Monozyten/Makrophagen durchgeftihrt, die anschlie3end wieder in das Blut

16



Einleitung

zurtckkehren und tber eine einfache Blutentnahme isoliert werden konnen [4,
71, 72] (Abbildung 3, S.17).

Diese Eigenschaft des Immunsystems nutzt das EDIM-Testverfahren, das mit
Hilfe der Durchflusszytometrie durchgefihrt wird. Hierbei werden durch spezi-
fische Antikdrper Makrophagen (CD14/CD16 positiv) im Blut markiert und de-
tektiert und gleichzeitig die Prasenz von Proteinen in Makrophagen (DNaseX,
TKTL1) bestimmt [71].

Das EDIM-Testverfahren ist 1. hochspezifisch: Die natirlichen Mechanismen
des menschlichen Immunsystems werden genutzt; 2. hochsensitiv: Antigene
werden in Makrophagen angereichert; 3. Die EDIM-Technologie fungiert wie
eine nichtinvasive Biopsie. Tumore, bei denen keine Biopsie mdglich ist und

die operativ nicht entfernbar sind, werden Uber die Makrophagen erreicht.

© Makrophagen mit aufgenommenen
‘ | tumorspezifischen Strukturen wandern
; - wieder in die Blutgefilie
© Makrophagen =

phagozytieren
Tumorzellen ' 7 N
) - EDIM-Technologie \
< m ‘ 1 Die phagozytierten Tumorzel- i
len werden untersucht. |
i
© Makrophagen wandem
aus den Blutgefafien in
das Gewebe

‘ TKTL1- positiv
& Apo10-positiv
‘ Makrophagen

Abb. 3: EDIM-Testverfahren (Epitop Detektion in Monozyten) fir DNaseX (Apol10) und TKTL1:

In Tumorzellen bilden sich durch molekulare und biochemische Anderungen Proteine wie DNaseX (Apol0) und
TKTL1, die mit Hilfe der EDIM-Technologie fiir eine Diagnose und Charakterisierung von Tumoren genutzt werden
konnen (Quelle: www.tavarlin.com)

BlutgefsB
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2 Zielsetzung und Fragestellung

Ziel der Studie ist die Beantwortung der Frage, ob DNaseX (Apo10) und TKTL1
als aussagekréftige Prognose- und Therapiestratifikationsmarker retrospektiv
(durch Tumorgewebeanalyse) und prospektiv (durch eine Blutanalyse) fur Pati-

enten mit Mundhdhlenkarzinom validierbar sind.

Zukinftig kann hierdurch Patienten eine individuell besser wirksame und
gleichzeitig schonendere Diagnostik (als nicht-invasive Biopsie) sowie Therapie
angeboten und langfristig die Lebensqualitdt sowie die Prognose fur Tumorpati-

enten verbessert werden.
In der geplanten Untersuchung sollen daher folgende Ziele erreicht werden:

1. Der retrospektive Nachweis von DNaseX (Apol0) und TKTL1 in Tumorge-
webeproben von Patienten mit Mundhéhlenkarzinom sowie deren prognosti-
scher Wert als Biomarker.

2. Der prospektive Nachweis von DNaseX (Apol0) und TKTL1 in Makrophagen
(EDIM-Technologie) in einer Kohorte von Tumorpatienten als diagnostischen
Bluttest.

3. Den Hinweis, dass die Enthahme von Biopsien durch die Detektion von Bio-
markern wie DNaseX (Apol0) und TKTL1 in Makrophagen die Tumordiagnos-
tik-/therapie ergdnzen (postoperative Qualitatskontrolle im Sinne einer RO-

Resektion) konnen.

Daher ergeben sich fir die vorliegende Untersuchung folgende Fragestellun-

gen:

1. Ist der Nachweis von DNaseX (Apol0) und TKTL1 in Tumorgewebeproben
mit der Prognose (klinisch-pathologische Verlaufsparameter, tumorspezifisches
Uberleben) von Tumorpatienten assoziiert?

2. Ist der Nachweis von DNaseX (Apol0) und TKTL1 in Makrophagen (EDIM-
Test) als erganzender diagnostischer Test flir Tumorpatienten geeignet?
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3. Kann der DNaseX (Apo10) und TKTL1-EDIM-Test als diagnostisches Tool
als postoperative Qualitatskontrolle im Sinne einer RO-Resektion die bisherige

Tumortherapie erganzen?
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3 Material und Methoden
3.1 Patientenkollektiv

Die Studie erfasst retrospektiv ein Kollektiv von insgesamt 161 Patienten
(n=161) mit histologisch gesichertem oralen Plattenepithelkarzinom, die in ei-
nem Zeitintervall von 10 Jahren in der Klinik und Poliklinik fur Mund-, Kiefer-
und Gesichtschirurgie des Universitatsklinikums Tibingen behandelt und nach-
beobachtet wurden [47]. Gewebeproben von 10 gesunden Personen (n=10) mit
normaler Mundschleimhaut dienten als Kontrollen. Die histologische Einteilung
wurde entsprechend der 7. Auflage der Union International Contere le Cancer —
TNM Kilassifikation bestimmt [26, 27]. Das Kollektiv umfasste RO-resezierte Pa-
tienten der UICC-Stadien I-1V, die mit kurativer Absicht operiert wurden. Infor-
mationen Uber den Status der Resektionsrander wurden der endgultigen
histopathologischen Auswertung entnommen. Tumorfreie Resektionsrander von
10mm oder mehr wurden als tumorfrei (RO) eingestuft. Die Tumoren wurden
nach Lokalisation, Tumorgréf3e und Differenzierungsgrad klassifiziert. Die mitt-
lere Nachbeobachtungszeit lag bei 52 Monaten mit einer Standardabweichung
von 38,9 Monaten. Patienten- und Tumorcharakteristiken sind in Tabelle 4
(S.31) zusammengestellt. Die Tumorproben, wie auch das normale Gewebe,
wurden mit Einverstandniserklarung der Patienten sofort nach chirurgischer Re-
sektion gesammelt (Genehmigung der Ethikkommission, Zulassungsnummer
001/2012B0219). Das verwendete Gewebe war formalinfixiertes und in Paraffin
eingebettetes (FFPE; formalin-fixed, paraffin-embedded) Archivmaterial aus der
histopathologischen Routinearbeit, welches unter standardisierten Bedingungen
hergestellt wurde. Die Diagnose des oralen Plattenepithelkarzinoms wurde von
der Abteilung fur Pathologie des Universitatsklinikums Tibingen bestatigt. Die
Auswahl geeigneter Gewebeblocke wurde von erfahrenen Pathologen anhand
von Hamatoxylin-Eosin (HE) gefarbten Routinepraparaten getroffen. Ungeach-
tet des vorangegangenen histopathologischen Befundes wurden die Préaparate
aller verfigbaren Tumorblécke der ausgewéhlten Patienten einer intensiven
histopathologischen Beurteilung unterzogen. Die Follow-up-Daten stammten

aus dem lokalen Tumorregister. Diese Daten wurden vom letzten ambulanten
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Besuch oder dem Datum des Auftretens eines lokoregionaren Rezidives oder
des Tumor-spezifischen Todes generiert.

Die Stadienbestimmung (Tumorstaging) wurde nach der 7. Auflage der TNM-
Klassifikation der UICC von 2010 durchgefuhrt [26, 27]. Das Grading wurde
nach WHO-Kriterien durchgefuhrt [26, 27]. Tumor-Charakteristika (UICC-
Stadium, pT-Kategorien, pN-Kategorien, cM-Kategorien, R-Status) und Patien-
teneigenschaften (Geschlecht, Alter, Anamnese, bisherige Behandlung) wurden

in einer Datenbank (Excel, Microsoft) gespeichert.

Die Studie analysierte zudem prospektiv 50 Patienten mit histologisch gesicher-
tem oralen Plattenepithelkarzinom (n=50) mithilfe des EDIM-Bluttests und au-
Berdem eine Kontrollgruppe gesunder Blutspender (n=74) (Genehmigung der
Ethikkommission, Zulassungsnummer 023/2013B0O2).

3.2 Immunhistochemie (IHC) und Quantifizierung

Durch die Immunhistochemie kdnnen bestimmte Proteine (Antigene) in einer
Gewebeprobe sichtbar gemacht werden. Zunéchst wurden von den Gewebe-
blécken mittels Mikrotom Serienschnitte von 2um Dicke hergestellt und auf ad-
hasive Objekttrager (Hartenstein, Wirzburg) aufgebracht. Diese Préaparate wur-
den in Xylol (2x10 Minuten, J.T. Baker, Deventer, Niederlande) entparaffiniert
sowie einer absteigenden Alkoholreihe (3 Minuten 100% Ethanol, 3 Minuten
90% Ethanol, 3 Minuten 80% Ethanol, 3 Minuten 70% Ethanol) und anschlie-
Rend mit Wasser rehydratisiert.

Um die Antigenbindung zu verbessern, bzw. wieder zu erméglichen, welche
durch die Formalinfixierung teilweise verloren gegangen war, wurde das Gewe-
be zun&chst hitzeinduziert demaskiert (HIER; heat induced epitope retrieval).
Fir das HIER wurden die Pr&parate 10 Minuten in einem Dampfgarer in
Citratpuffer pH=6 (Dako, Hamburg, Deutschland) gekocht. Dadurch wurden
Quervernetzungen der Epitope, welche durch die Formalinfixierung und Paraf-
fineinbettung entstanden und die Antigenitat storen, wieder rickgangig ge-
macht. Zur Blockierung unspezifischer Antikorper-Bindungsstellen wurden die
Praparate bei Raumtemperatur 20 Minuten in Normalserum (2%) und Rinderse-

rumalbumin (BSA) (0,5%) inkubiert. AulRerdem wurde das Gewebe fir 5 Minu-
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ten in eine 3% Wasserstoffperoxid-Losung gestellt, um endogene Peroxidasen
zu blocken. Endogenes Biotin wurde durch die Verwendung des Avidin/Biotin
Blocking Kits (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) geblockt. Anschlie-
Bend wurden die Gewebeschnitte mit den unkonjugierten Priméarantikérpern
oder den Kontrollantikdrpern (Tabelle 5, S.23) verdinnt in Dako REAL® Anti-
korperverdinnungslosung (Dako, Hamburg) tber Nacht bei 4°C in einer feuch-
ten Kammer inkubiert.

Hernach wurde ein Biotin-konjugierter affinitatsgereinigter Esel anti-Maus oder
Esel Anti-Ratte 1gG Antikdrper 20 Minuten inkubiert. Dabei handelt es sich um
einen biotinylierten Sekundéarantikorper, der einen Komplex mit an
Meerrettichperoxidase  (HRP; horseradish  peroxidase)  konjugierten
Streptavidinmolekilen (LSAB2 System, Dako, Hamburg) im Folgeschritt bildet.
Daraufhin wurde das Gewebe fur 5 Minuten mit DAB (3,3’-Diaminobenzidin,
Biogenex, San Ramon, USA) inkubiert. HRP oxidiert das Chromogen zu einem
braunen Endprodukt. SchlieB3lich wurden die Praparate mit Hamalaun gegenge-
farbt und mit Glycergel (Dako, Hamburg) eingedeckt.

Fir die immunhistochemische Analyse wurden zwei monoklonale anti-DNaseX
(Deoxyribonucleasel-like 1, DNasel-like 1) Antikdrper verwendet: ApolO
(TAVARTIS GmbH, Hainburg, Deutschland, Ratte anti-Human) und ab54750
(Abcam, Cambridge, UK, Maus anti-Human).

Dartber hinaus kamen monoklonale anti-TKTL1 Antikorper (TAVARTIS GmbH,
Hainburg, Deutschland, Maus anti-Human) und Isotyp-Kontroll-Antikorper (BD
Pharmingen, Heidelberg, Deutschland) zum Einsatz. Die Sequenzspezifitat des
Apol0-Antikdrpers wurde durch Vorinkubation mit immunogenem DNaseX-

Peptid nachgewiesen.

22



Material und Methoden

Tabelle 5: Zusammenfassende Darstellung der verwendeten Primér- und Sekundarantikdrper fir die
Immunhistochemie, sowie Angaben uber Verdinnung, Herkunft und Hersteller der Antikdrper. AP, alkalische
Phosphatase; HRP, horseradish peroxidase (Meerrettichperoxidase).

Zielprotein Herkunft Verdin- Firma
nung
DNaseX (Apol0) Ratte 1:100 TAVARTIS GmbH (Hainburg,
(monoklonal) (5ug/ml) Deutschland)
DNaseX Maus 1:100 Abcam (Cambridge, UK)
(DNasel-like 1) (monoklonal) (10ug/ml)
TKTL1 Maus 1:100 TAVARTIS GmbH (Hainburg,
(monoklonal) (5ug/ml) Deutschland) Klon JFC12T10
[73]
Isotyp- Maus, Ratte 1:50 BD Pharmingen (Heidelberg,
Kontrollantikérper (monoklonal) (5-10ug/ml) | Deutschland)
Sekundarantikorper- Esel 1:200 Jackson ImmunoResearch La-
Biotin (Anti-Maus) (5ug/mil) boratories Inc. (Suffolk, England)
Sekundarantikorper- Esel 1:200 Jackson ImmunoResearch labor-
Biotin (Anti-Ratte) (5ug/ml) atories Inc. (Suffolk, England)
Sekundarantikorper- | Esel 1:200 Jackson ImmunoResearch labor-
AP (Anti-Ratte) (5ug/ml) atories Inc. (Suffolk, England)
Sekundarantikorper- | Esel 1:200 Jackson ImmunoResearch labor-
HRP (Anti-Maus) (5ug/ml) atories Inc. (Suffolk, England)

In den immunhistochemisch gefarbten Gewebeschnitten wurden jeweils funf
reprasentative VergroRerungsfelder (,high-power fields*, 1 HPF=0.237 mm?,
x200 Vergrol3erung) ausgewéhlt und die Anzahl der TKTL1 positiven Tumorzel-
len zunachst Beobachter-assoziiert semiquantitativ analysiert. Definiert als Pro-
zentsatz immunhistochemisch TKTL1 positiver Tumorzellen in Bezug auf
immunhistochemisch TKTL1 negative Tumorzellen, wurde das Ergebnis auf
einer Skala von 0 bis 3 wie folgt bestimmt: 0, <10%, 1, 10-30%, 2, 30-60%, 3,
>60%. Die Signalintensitaten wurde mit 1+, 2+ und 3+ bestimmt. Anschliel3end
wurde eine kombinierte Punktzahl (0-9) fur jede Probe durch Multiplizieren der
Werte dieser beiden Gruppen berechnet [74]. TKTL1 positive Proben wurden
mit 1-9 Punkten, TKTL1 negative Proben mit O Punkten bewertet. Das Ergebnis
der Auszéahlung in reprasentativen VergroR3erungsfeldern wurde ebenfalls von

einem weiteren unabhéngigen Untersucher bestimmt.
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Dariliber hinaus wurde eine Computer-assistierte semiquantitative Analyse der
TKTL1 Expression durch ImageJ Software (http:/rsbweb.nih.gov/ij/) mit dem
. mmunomembrane-Plug-in* (http://imtmicroscope.uta.fi/immunomembrane)
verwendet. Damit konnte eine semiquantitative Analyse von TKTL1 positiven
Gewebeproben in identischen VergroRerungsfeldern durch angefertigte JPEG-
Bilder (Fotos) erstellt werden. Hieraus ergab sich ebenfalls eine kombinierte
Punktzahl (0-20) fur jede Probe durch Addieren (als fester Programmalgorith-
mus) dieser Werte, die sich aus Vollstandigkeit der Farbung (0-10 Punkte) und
Signalintensitat (0-10 Punkte) berechnete [75]. TKTL1 positive Proben wurden
mit 1-20 Punkten, TKTL1 negative Proben mit O Punkten bewertet.

Die DNaseX (Apol10) Expression wurde ebenfalls in jeweils flnf reprasentativen
VergroRerungsfeldern durch zwei unabhangige Untersucher quantitativ analy-
siert und als Prozentsatz immunhistochemisch Apol0 positiver Tumorzellen in
Bezug auf immunhistochemisch Apol0 negative Tumorzellen bestimmt. Dari-
ber hinaus wurde eine Computer-assistierte quantitative Analyse der ApolO
Expression durch ImageJ Software mit dem ,Immunoratio-Plug-in®
(http://imtmicroscope.uta.fi/immunoratio) analysiert und das Ergebnis in Prozent
ausgedriickt [76].

Alle Fotos wurden mit einer Canon-Kamera (Krefeld, Deutschland) aufgenom-

men und in den Microsoft Office Picture Manager importiert.
3.3 Zellkultur und Immunzytochemie (ICC)

Als Positivkontrolle der DNaseX (Apol0) und TKTL1 Expression wurden Tu-
mor-Zelllinien BICR3 und BICR56 (European Collection of Cell Cultures,
ECACC) [77] durch Immunzytochemie (ICC) an Zytospins (1x10* Tumorzellen)
analysiert. Die Zytospins wurden 10 Minuten in Aceton (J.T. Baker, Deventer,
Niederlande) fixiert und dann 5 Minuten getrocknet [78]. Die
immunzytochemische Farbung erfolgt nach oben genannter Prozedur analog
zur IHC. BICR3 und BICR56-Zellen wurden in DMEM F-12-Medium (Invitrogen,
Belgien) mit 10% FCS (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland), 1% Fungizid
und Penicillin/Streptomycin (Biochrom, Berlin, Deutschland) bei 37°C und 5%
CO kultiviert.
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3.4 Immunhistochemische und immunzytochemische Doppelfar-

bung

Eine sequentielle Doppelfarbung (Co-Expression) wurde fir DNaseX (Apol0)
mit TKTL1 analysiert. Als Sekundarantikérper fur die IHC/ICC-Doppelfarbung
von Apol0 wurden ein mit alkalischer Phosphatase (AP)-konjugierter affinitats-
gereinigter Esel anti-Ratte 1gG sowie fir TKTL1 ein HRP-konjugierter affinitats-
gereinigter Esel anti-Maus 1gG (Jackson ImmunoResearch, Tabelle 5, S.23)
verwendet.

Hierzu erfolgte die Inkubation des ersten Primérantikérpers ApolO oder des
Kontrollantikdrpers tber Nacht bei 4°C, gefolgt von der Inkubation mit AP-
konjugiertem Sekundarantikérper. Daraufhin wurde das Gewebe fir 20 Minuten
mit Fast Red (Biogenex, San Ramon, USA) inkubiert. AP oxidiert das
Chromogen zu einem roten Endprodukt. Anschlie3end wurden die Objekttrager
mit dem zweiten Primarantikorper TKTL1 oder Kontrollantikdrper tiber Nacht bei
4°C und anschlieRend mit HRP-konjugiertem Sekundarantikérper inkubiert. Da-
raufhin wurde fir max. 5 Minuten DAB (Biogenex, San Ramon, USA) appliziert
und die ausreichende Entwicklung der braunen Farbung lichtmikroskopisch
kontrolliert. Die Gegenfarbung erfolgte mit Hamalaun und das Eindecken der

Praparate mit Glycergel (Dako, Hamburg).

3.5 Durchflusszytometrie von DNaseX (Ap010) und TKTL1 in Tu-
mor-Zelllinien und EDIM-Bluttest

Grundlage einer Durchflusszytometrie ist eine (gefarbte) Einzelzellsuspension,
die einzeln einen fokussierten Laserstrahl passiert. Das dabei erzeugte Streu-
und Fluoreszenzlicht wird separat detektiert. Bei der Messung werden die Zel-
len durch eine Kapillare gesaugt und gelangen einzeln in die Durchflusszelle
(flow cell), in der sie durch Laserlicht angeregt werden. Detektiert wird zum ei-
nen die Lichtstreuung, zum anderen das emittierte Fluoreszenzlicht z.B. der mit
Apol10 und TKTL1-Antikdrper-gekoppelten Fluorophore.

Als Positivkontrolle der Apol0 und TKTL1 Expression wurden Tumor-Zelllinien
BICR3 und BICR56 gemal’ Herstellerangaben [4, 46] durchflusszytometrisch
(1x10° Tumorzellen) analysiert. Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-konjugierte
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oder Phycoerythrin (PE)-konjugierte Apol0 und TKTL1-Antikdrper wurden
durch TAVARLIN AG (Pfungstadt, Deutschland) zur Verfiigung gestellt.

Beim EDIM-Test wurden zusatzlich zu FITC- oder PE-konjugierten Apo10 und
TKTL1-Antikorpern, Allophycocyanin (APC)-konjugierte CD14/CD16 Makropha-
gen-spezifische Antikorper eingesetzt um den Anteil Apo10 und TKTL1 positiver
Makrophagen im Blut zu bestimmen [47, 71].

3.6 Bestimmung der EDIM-Scores

Die Auswertung des EDIM Tests beschreibt die relative Anzahl CD14+/CD16+
Monozyten, die Apol0 oder TKTL1 positiv sind, verglichen mit der Gesamtzahl
aller gemessenen CD14+/CD16+ Monozyten der Blutprobe, multipliziert mit
dem Faktor 10. Eine ApolO-Score von 139 bedeutet, dass 13,9% der
CD14+/CD16+ Monozyten Apol0O positiv sind [4, 46]. Das Analyseverfahren
und die Ergebnisse des EDIM-Tests wurden durch ein externes Institut (Dr.
Steffen Schmitt, Leiter der Zytometrie Core Facility FACS® am Deutschen
Krebsforschungszentrum, DKFZ) validiert [47].

3.7 Statistische Analyse

Die statistische Analyse erfolgte durch die MedCalc Software, Version 12.7.0
(Mariakerke, Belgien). Die Uberlebenszeit wurde als die Zeit von der Tumorre-
sektion bis zum Wiederauftreten einer tumorbedingten Erkrankung
(lokoregionares Rezidiv/tumorbedingter Tod) bestimmt. Die Uberlebensrate in
Bezug auf die Untersucher-assoziierte (semi-)quantitative Auswertung der
DNaseX (Apol0) und TKTL1-Markierung der Mundhoéhlenkarzinome wurde
univariat mit der Kaplan-Meier Methode ermittelt [79]. Der Cut-off Wert
immunhistochemisch Apol0- und TKTL1 positiver, versus Apol0- und TKTL1
negativer Gewebeproben wurde bei 10% festgelegt (s.0.). Zur Analyse der Sig-
nifikanz bei univariater Uberlebensanalyse der Apo10- und TKTL1 Markierung
wurde die Log-Rank-Teststatistik [80] verwendet. Die multivariate Analyse aller
Faktoren, die signifikante Unterschiede bei univariater Analyse ergaben, wurde
durch das Cox-Hazard-Modell analysiert [81]. Um Assoziationen oder Unter-
schiede der quantitativen Auswertung Apol0- und TKTL1 markierter Tumoren

mit klinischen Merkmalen zu analysieren, wurde der Chi-Quadrat-Vierfeldertest
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(x’-Test) durchgefiihrt. Falls die Voraussetzungen hierfiir nicht erfiillt waren
(z.B. wegen zu kleiner StichprobengroRe) wurde der exakte Fisher-Test (Fisher-
Yates-Test, exakter Chi-Quadrat-Test) verwendet. Die Reproduzierbarkeit (Re-
liabilitat) bei der Ubereinstimmung der Beobachter-assoziierten vs. Computer-
assistierten Auswertung wurde mittels des nicht-parametrischen Kendall’s tau
(T) Korrelationskoeffizienten durchgefuhrt, weil dieser Koeffizient keine lineare
Beziehung zwischen beiden Methoden/Variablen voraussetzt.

Die prospektiv durchgefuhrte Diagnosestudie (Pilotstudie) mittels EDIM-Bluttest
an 50 Patienten mit Mundhdhlenkarzinom dient dazu, die Validitat von DNaseX
(Apo10)- und TKTL1 im Blut als diagnostischen Tests zu untersuchen und des-
sen Spezifitat und Sensitivitat zu ermitteln. Aul3erdem bendtigt man einen Stan-
dard, mit dem der Krankheitsstatus einer Person zweifelsfrei festgestellt werden
kann. Zu den Gutekriterien eines diagnostischen Verfahrens zahlen die Validitat
und die Reliabilitat. Die Validitat ist die Fahigkeit eines diagnostischen Systems,
zwischen Patienten mit Mundhdhlenkarzinom und tumorfreien Patienten (ge-
sunde Blutspender oder Tumorpatienten mit Z. n. kurativer RO-Resektion) durch
einen Schwellenwert fir DNaseX (Apol0)- und TKTL1 als Serumbiomarker zu
unterscheiden. Die Validitat eines diagnostischen Systems wird durch Sensitivi-
tat und die Spezifitat bestimmt. Receiver-Operating-Characteristic (ROC)-
Analysen [82] wurde bereits in den 60er Jahren des letzten Jahrhunderts in der
Medizin eingesetzt und etablierte sich dort als Analyse-Verfahren in der Krank-
heitsdiagnostik. Das Finden einer Diagnose kann man als Folge von bindren
Einzelentscheidungen (Tumorerkrankung: ja/nein) auffassen. Bei diesen Ein-
zelunterscheidungen werden diagnostische Tests eingesetzt, die zwischen zwei
Zustanden entscheiden sollen: Krankheit vorhanden/nicht vorhanden. Entspre-
chend ist auch das Testresultat eine Ja/Nein-Aussage: krank (=positiv)/nicht
krank (=negativ). Bei Tests mit quantitativen Ergebnissen, wie z.B. bei Labor-
werten, erfolgt die Uberfilhrung in eine solche bindre Aussage mit einem
Trennwert (Cut-Off Wert). Der diagnostische Test weist eine Trennscharfe auf,
wenn sich die Kurve signifikant von der Diagonalen (links unten-rechts oben)
unterscheidet. Im Idealfall (100%ige Trennschérfe) liegt die Kurve auf der linken

bzw. oberen Begrenzungs-Seite des umschlieBenden Quadrates. Je grofer
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also der Abstand der ROC-Kurve von der Diagonalen, desto besser die Trenn-
scharfe des Tests. Ein Mal} fur die Gute des Tests (Qualitatskontrolle) ist die
Flache unter der ROC-Kurve (AUC: Area under Curve). Die Flache kann Werte
zwischen 0,5 und 1 annehmen, wobei ein hoherer Wert die bessere Gite an-
zeigt. AUC berechnet man am einfachsten mit der sogenannten Trapezmetho-
de, die im Allgemeinen die Flache gut abschatzt. Der Cut-off Wert ist ein
Schwellenwert, der den pathologischen vom physiologischen (gesunden) Be-
reich trennt, bzw. den Bereich der beiden Biomarker ermittelt, der als Therapie-
erfolg einer RO-Resektion (postoperative Verlaufskontrolle) gewertet werden
kann. Um die Unterschiede der EDIM-Apo10 und EDIM-TKTL1 Scores von ge-
sunden oder kurierten Personen nach Tumorerkrankung zu ermitteln, wurde
daher eine ROC-Analyse mit gesunden Blutspendern als Kontrollen durchge-
fuhrt. Als Schwellenwert (Cut-off Wert) wurde der Punkt mit der hdchsten diag-
nostischen Sensitivitdt und Spezifitat (hdchste diagnostische Genauigkeit) be-
stimmt. Als Cut-off Werte wurden fiir EDIM-Apo10 ein Score von >109 bestimmt
und fir EDIM-TKTL1 ein Score von >117 ermittelt. Der kombinierte Cut-off Wert
beider EDIM-Scores (Summe aus EDIM-Apol0 und-TKTL1-Score) wurde bei
>227 bestimmt und entspricht dem Score mit dem héchsten Youden-Index. P-
Werte <0,05 wurden statistisch als signifikant angesehen.
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4 Ergebnisse

4.1 Immunhistochemische Analyse von DNaseX

Fur die immunhistochemische Analyse der DNaseX Expression im Tumorge-
webe wurden zwei monoklonale Antikorper eingesetzt. Abbildung 4 (S. 29)
zeigt eine spezifische zytoplasmatische und fokal nukledre Farbung des Anti-
korpers ab54750 in Tumor-und Stromazellen. In malignen Zellen wurde im Ver-
gleich zu Normalgewebe (normale Mundschleimhaut) eine Uberexpression der
DNaseX nachgewiesen. Die DNaseX-Farbung mit dem Antikorper ab54750 war
auch in den Zellen der gesunden menschlichen Mundschleimhaut (n=6/10 Pro-
ben) nachweisbar.

Apol0 wurde im Normalgewebe (normale Mundschleimhaut) nicht exprimiert.
Tumorzellen zeigten hingegen eine starke nukleare Expression von ApolO
(Abbildung 4, S.29).

Abb. 4: Die immunhistochemische DNaseX-
Analyse der ab54750 Farbung im Vergleich zur
Apol0 Farbung. Der Antikdrper ab54750 weist ein
zytoplasmatisches und ein nukledres Farbemuster auf
(a, b), wohingegen die Apo10 Farbung fast ausschlie3-
lich im Zellkern nachweisbar ist (c, d). Die blaue Farbe
entspricht der Haemalaun Kerngegenfarbung. Vergro-
Rerung x100 (a, c) und x400 (b, d)

4.2 Assoziation klinisch-pathologischer Verlaufsparameter mit

DNaseX (Apo10) Expression

Der Cut-off Wert immunhistochemisch Apol0 positiver versus Apol0 negativer
Gewebeproben wurde bei der semiquantitativen Analyse der DNaseX Expres-
sion bei >10% festgelegt. Die immunhistochemische Markierung der DNaseX
(Apo10) wurde in 82% der Tumoren (n=132/161) nachgewiesen (Abbildung 5,
S.30). Tabelle 4 (S.31) zeigt die klinisch-pathologischen Verlaufsparameter und
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prognostische Faktoren von 161 Patienten mit Mundhdhlenkarzinom mit positi-
ver und negativer DNaseX Expression im Tumorgewebe. Eine positive DNaseX
(Apo10) Expression in Tumorproben war signifikant mit der TumorgroRRe (pT3/4,
p=0,0194) und fortgeschrittenen Tumorstadien (UICC 1lI/IV, p<0,0025) assozi-

iert.

Abb. 5: Darstellung der DNaseX beim oralen Plattenepithelkarzinom durch Immunhistochemie: a, b, Kontrolle - Spezifi-
tatsnachweis: Blockierung des AK mit DNaseX Sequenz-spezifischem Peptid, keine Farbung; c, d, nukledre DNaseX
Expression (braun, Diaminobenzidin); e, f, DNaseX positive Tumorzellen analysiert durch ImageJ software (Wayne
Rasband, National Institute of Health, USA) mit Immunoratio-Plug-in. Pseudokoloriertes Farbbild der semiquantitativen
Auswertung (e, f), VergroRerung x100 (a, c, e, oben) und x400 (b, d, f, unten). FFPE, formalin-fixed paraffin embedded;
AK, Antikorper.

4.3 Vergleich der Beobachter-assoziierten quantitativen Auswer-
tung der DNaseX (Apol0) Expression mit der Computer-

assistierten Analyse

Um die Zuverlassigkeit beider Analyseverfahren (Beobachter-assoziierte quanti-
tativen Auswertung vs. Computer-assistierte Analyse) zu demonstrieren, wurde
eine Korrelationsanalyse der Ergebnisse durchgefiihrt. Es bestand eine signifi-
kante Korrelation beider Quantifizierungsmethoden (ApolO Expression:
1=0,868; p<0,0001).
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Tab. 4: Klinisch-pathologische Verlaufsparameter sowie Apo10 und TKTL1 Expression von Patienten mit ora-
lem Plattenepithelkarzinom (n=161).

Eigenschaften Patientenzahl p-Wert Patientenzahl p-Wert
Gesamtzahl Apo10 Expression  Apo10 Expression TKTL1 Expression  TKTL1 Expression
=161 negativ (<10%) positiv (210%) negativ (<10%) positiv (210%)
n=29 (18%) n=132 (82%) n=93 (58%) n=68 (42%)
Alter (Jahre) 0.9050 0.2624
<62 90 (55.9%) 17 (19%) 73 (81%) 48 (53%) 42 (47%)
262 71 (44.1%) 12 (17%) 59 (83%) 45 (63%) 26 (37%)
Geschlecht 0.8016 0.4501
mannlich 122 (75.8%) 23 (19%) 99 (81%) 73 (60%) 49 (40%)
weiblich 39 (24.2%) 6 (15%) 33 (85%) 20 (51%) 19 (49%)
Tumorlokalisation 0.8991 0.8782
Lippe 11 (6.8%) 3(27%) 8 (73%) 9 (82%) 2 (18%)
Zunge 41 (25.5%) 8 (20%) 33 (80%) 21 (51%) 20 (49%)
Mundboden 64 (39.8%) 10 (16%) 54 (84%) 37 (58%) 27 (42%)
Gaumen 15 (9.3%) 0 (0%) 15 (100%) 6 (40%) 9 (60%)
Wangenschleimhaut 8 (5.0%) 3(38%) 5 (62%) 6 (75%) 2 (15%)
Alveolarkamm 22 (13.7%) 5 (23%) 17 (77%) 14 (64%) 8 (36%)
Grading 0.4765* 0.7396*
G1 41 (25.5%) 10 (24%) 31 (76%) 23 (56%) 18 (44%)
G2 106 (65.8%) 15 (14%) 91 (86%) 63 (59%) 43 (41%)
G3 13 (8.1%) 3(23%) 10 (77%) 6 (46%) 7 (54%)
G4 1(0.6%) 1(100%) 0 (0%) 1(100%) 0 (0%)
TumorgréRe 0.0194** 0.0018**
pT1 64 (39.8%) 14 (22%) 50 (78%) 46 (72%) 18 (28%)
pT2 42 (26.1%) 11 (26%) 31 (74%) 25 (59%) 17 (41%)
pT3 17 (10.6%) 0 (0%) 17 (100%) 5 (29%) 12 (71%)
pT4 38 (23.6%) 4 (11%) 34 (89%) 17 (45%) 21 (55%)
Lymphknotenmetastasierung 0.5638 0.0008
pNO 118 (73.3%) 23 (19%) 95 (81%) 78 (66%) 40 (34%)
pN1-3 43 (26.7%) 6 (14%) 37 (86%) 15 (35%) 28 (65%)
UICC Stadium 0.0025*** <0.0001***
uicC | 48 (29.8%) 12 (25%) 36 (75%) 42 (88%) 6 (12%)
uicc Il 36 (22.4%) 11 (31%) 25 (69%) 23 (64%) 13 (36%)
uicc i 31(19.3%) 1(3%) 30 (97%) 11 (35%) 20 (65%)
uicC Iv 46 (28.6%) 5(11%) 41 (89%) 17 (37%) 29 (63%)
Lokoregionéres Rezidiv 0.0125 <0.0001
nein 117 (72.7%) 27 (23%) 90 (77%) 81 (69%) 36 (31%)

ja 44 (27.3%) 2 (5%) 42 (95%) 12 (27%) 32 (73%)
UICC, International Union against Cancer; *G1/2 vs. G3/4; **pT1/2 vs. pT3/4; ***UICC I/l vs. UICC IV

4.4 Prognostische Wertigkeit von DNaseX (Apo10)

Um Unterschiede im Uberleben von Patienten mit Mundhohlenkarzinom nach
erfolgreicher kurativer chirurgischen (R0O) Resektion zu analysieren, wurden die
Patienten in zwei Subgruppen (positive und negative Apol0 Expressoren, di-
chotome Variablen) unterteilt.

Das Uberleben in der Subgruppe mit positiver Apol0 Expression (Apol0+:
n=132, p=0,0027, HR=6,4509) war signifikant schlechter verglichen mit Patien-
ten ohne Apol10 Expression (Abbildung 6, S.32).

Die univariate Uberlebensanalyse aller (n=161) Patienten mit Mundhohlenkarzi-
nom zeigte Lymphknotenmetastasierung (pN1-3, HR=2,1145, p=0,0139) als
wichtige EinfluRgroRe fir schlechtes tumorbedingtes Uberleben. Fir fortge-
schrittene TumorgroRe (pT3/4, HR=1,3865, p=0.3080) bzw. schlechte Differen-
zierung des Tumors (Grading, G3/4, HR=0.9199, p=0.8885) konnte jedoch kein
Zusammenhang mit dem Uberleben analysiert werden.

Die multivariate Analyse nach dem Cox-Hazard-Modell demonstrierte eine posi-

tive Apol0 Expression, jedoch nicht Lymphknotenmetastasierung als unabh&n-
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gigen prognostischen Faktor fiir schlechtes tumorbedingtes Uberleben:
Apol0+: Exp (b) 4, 8016; p=0,0319 (Abbildung 6, S.32); N+, pN1-3: Exp (b) 1,
5781, p=0, 1690.
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Abb. 6 Univariate (a, Kaplan-Meier Plot) und multivariate (b, Cox-Regression) Uberlebensanalyse zeigen ein signi-
fikant schlechteres tumorfreies Uberleben von Patienten mit positivem DNaseX Nachweis im Tumorgewebe.

4.5 Assoziation klinisch-pathologischer Verlaufsparameter mit
TKTL1 Expression

Die immunhistochemische Analyse der TKTL1 Expression in den Tumorgewe-
beproben wurde mit einem spezifischen anti-TKTL1 monoklonalen Antikorper
JFC12T10 durchgefihrt (Abbildung 7, S.33). Einige Voruntersuchungen zeig-
ten die Fahigkeit des JFC12T10 das TKTL1-Protein spezifisch zu erkennen,
ohne dabei Kreuzreaktionen mit TKT oder TKTL2 einzugehen [57, 73]. Normal-
gewebe (normale Mundschleimhaut) zeigte keine TKTL1 Expression auf
(n=0/10 Proben). In 42 % der Mundhdhlenkarzinome (n=68/161) konnte eine
gesteigerte TKTL1 Expression nachgewiesen werden. Tabelle 4 (S.31) zeigt
die klinisch-pathologischen Verlaufsparameter und prognostische Faktoren von
161 Patienten mit TKTL1 negativen und TKTL1 positiven Tumoren. TKTL1 Ex-
pression war signifikant mit TumorgrofRe (pT3/4, p=0,0018), fortgeschrittenen
Tumorstadien (UICC 1lI/IV, p<0,0001) und Lymphknotenmetastasierung (pN1-3,
p=0,0008) assoziiert.
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Abb. 7: Darstellung der TKTL1 Expression beim oralen Plattenepithelkarzinom durch Immunhistochemie: a, b, 1gG-
Kontrolle; ¢, d, cytoplasmatische TKTL1 Expression (braun, Diaminobenzidin); e, f, TKTL1 positive Tumorzellen analy-
siert durch ImageJ software (Wayne Rasband, National Institute of Health, USA) mit Immunomembrane-Plug-in. Pseu-
dokoloriertes Farbbild der semiquantitativen Auswertung (e, f), Vergréerung x100 (a, c, e, oben) und x400 (b, d, f,
unten). FFPE, formalin-fixed paraffin embedded; AK, Antikorper.

4.6 Vergleich der Beobachter-assoziierten quantitativen Auswer-
tung der TKTL1 Expression mit der Computer-assistierten Ana-

lyse

Analog zur DNaseX (Apol0) Untersuchung wurde eine Korrelationsanalyse der
TKTL1-Ergebnisse durchgefuhrt. Der Vergleich der Beobachter-assoziierten
guantitativen Auswertung der TKTL1 Expression mit der Computer-assistierten
Analyse zeigte eine signifikante Korrelation beider Quantifizierungsmethoden
(TKTL1 Expression: 7=0,886, p<0,0001).

4.7 Prognostische Wertigkeit von TKTL1

Um Unterschiede im Uberleben von Patienten nach erfolgreicher (R0) kurativer
chirurgischer Resektion von Mundhoéhlenkarzinomen zu analysieren, wurden
die Patienten in zwei Subgruppen (positive und negative TKTL1 Expressoren,
dichotome Variablen) unterteilt.

Das Uberleben in der Subgruppe mit positiver TKTL1 Expression (TKTL1+) war
signifikant schlechter als das Uberleben der Patienten, bei denen keine TKTL1
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Expression nachgewiesen wurde (TKTL1+: n=68, p<0,0001, HR=3,8382, Ab-
bildung 8, S.34).

Multivariate Analyse nach dem Cox-Hazard-Modell zeigt, dass die positive
TKTL1 Expression ein unabhéangiger prognostischer Faktor in allen (n=161)
Tumorgewebeproben ist. TKTL1+ : Exp ( b) 4,9078, p=0,0029 (Abbildung 8,
S.34).
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Abb. 8: Univariate (a, Kaplan-Meier Plot) und multivariate (b, Cox-Regression) Uberlebensanalyse zeigen ein signifikant
schlechteres tumorfreies Uberleben von Patienten mit positivem TKTL1 Nachweis im Tumorgewebe.

4.8 Prognostische Wertigkeit der DNaseX (Apo10)/TKTL1-
Subgruppen

Alle Tumorpatienten wurden in vier Subgruppen eingeteilt: Apol0-/TKTL1-,
Apo10 +/TKTL1-, Apol0-/TKTL1+ und Apol0+/TKTL1+. Hierbei wurde DNaseX
als Biomarker fur Apoptoseresistenz in Tumoren betrachtet und TKTL1 als Tu-
mormarker fir erhéhten Tumorzellmetabolismus, der mit Invasion und negativer
Prognose assoziiert ist. Tabelle 6 (S.35) zeigt die Subgruppenanalyse mit kli-
nisch-pathologischen Verlaufsparametern und prognoserelevanten Faktoren.
Die Untergruppe mit positiver Expression beider Biomarker im Gewebe
(Apol0+/TKTL1+, n=61/161, 38%) zeigte das schlechteste tumorbedingte
Uberleben (p=0,0002). Die giinstigste Prognose wurde fiir die Subgruppe der
Patienten demonstriert, die weder DNaseX-, noch TKTL1 Expression in Tumor-
proben aufwiesen (Apol0-/TKTL1-, n=22/161, 14%) (Abbildung 9, S.35).
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Tab. 6: Apo10 und TKTL1 Subgruppenanalyse von Patienten mit oralem Plattenepithelkarzinom (n=161).

Eigenschaften Patientenzahl p-Wert
Gesamtzahl Apo10-/TKTL1- Apo10+/TKTL1- Apo10-/TKTL1+ Apo10+/TKTL1+
n=161 n=22 (14%) n=71 (44%) n=7 (4%) n=61(38%)
Alter (Jahre) 0.2468
<62 90 (55.9%) 13 (15%) 35 (39%) 4 (4%) 38 (42%)
262 71 (44.1%) 9 (13%) 36 (51%) 3 (4%) 23 (32%)
Geschlecht 0.3179
mannlich 122 (75.8%) 18 (15%) 55 (45%) 5 (4%) 44 (36%)
weiblich 39 (24.2%) 4(10%) 16 (41%) 2 (5%) 17 (44%)
Tumorlokalisation 0.4899
Lippe 11 (6.8%) 3(27%) 6 (55%) 0(0%) 2 (18%)
Zunge 41 (25.5%) 5 (12%) 16 (39%) 3 (7%) 17 (42%)
Mundboden 64 (39.8%) 7(11%) 30 (47%) 3 (5%) 24 (37%)
Gaumen 15(9.3%) 0(0%) 6 (40%) 0(0%) 9 (60%)
Wangenschleimhaut 8 (5.0%) 3(37.5%) 3 (37.5%) 0(0%) 2 (25%)
Alveolarkamm 22 (13.7%) 4 (18%) 10 (45%) 1(5%) 7 (32%)
Grading 0.8621*
G1 41 (25.5%) 8 (19%) 15 (37%) 2 (5%) 16 (39%)
G2 106 (65.8%) 10 (9%) 53 (50%) 5(5%) 38 (36%)
G3 13 (8.1%) 3 (23%) 3(23%) 0(0%) 7 (54%)
G4 1(0.6%) 1(100%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
TumorgréRRe 0.0002**
pT1 64 (39.8%) 14 (22%) 32 (50%) 0(0%) 18 (28%)
pT2 42 (26.1%) 8 (19%) 17 (41%) 3 (7%) 14 (33%)
pT3 17 (10.6%) 0(0%) 5 (29%) 0(0%) 12 (71%)
pT4 38 (23.6%) 0(0%) 17 (45%) 4(10%) 17 (45%)
Lymphknotenmetastasierung 0.0007
pNO 118 (73.3%) 19 (16%) 59 (50%) 4 (3%) 36 (31%)
pN1-3 43 (26.7%) 3(7%) 12 (28%) 3 (7%) 25 (58%)
UICC Stadium <0.0001***
uicC I 48 (29.8%) 12 (25%) 30 (63%) 0(0%) 6 (12%)
uiccli 36 (22.4%) 8 (22%) 15 (42%) 3(8%) 10 (28%)
uicc il 31(19.3%) 1(3%) 10 (32%) 0(0%) 20 (65%)
uiCcC IV 46 (28.6%) 1(2%) 16 (35%) 4 (9%) 25 (54%)
Lokoregionares Rezidiv <0.0001
nein 17 (72.7%) 21 (18%) 60 (51%) 6 (5%) 30 (26%)
ja 44 (27.3%) 1(2%) 11 (25%) 1(2%) 31(71%)

UICC, International Union against Cancer; *G1/2 vs. G3/4; **pT1/2 vs. pT3/4; ***UICC I/ll vs. UICC lll/IV
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Abb. 9: Subgruppenanalyse der DNaseX und TKTL1 Expression beim oralen Plattenepithelkarzinom durch
Immunhistochemie (n=161 FFPE samples). )

Die univariate (Kaplan-Meier Plot) Uberlebensanalyse zeigt ein signifikant schlechteres tumorfreies Uberleben von
DNaseX+ Patienten mit positiver TKTL1 Expression (griine Linie, DNaseX+/TKTL1+) verglichen mit Patienten, die
keine TKTL1 Expression (rote Linie, DNaseX+/TKTL1-) aufwiesen (roter Pfeil), bzw. negativ sind fir beide Marker
(blaue Linie, DNaseX-/TKTL1-).
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4.9 Immunzytochemie

Die Einfachmarkierung der DNaseX (Apo10) und TKTL1 Expression der Tumor-
Zelllinien des Mundhéhlenkarzinoms BICR3 und BICR56 in Zytospins dienten
als zusatzliche Positivkontrolle und bestatigten die Expression beider Epitope in
Tumorzellen (Abbildung 10, S.36).

o var

Abb. 10: Darstellung der DNaseX (Apol0O) und TKTL1 Expression an einer Tumor-Zelllinie (BICR56) durch
Immunzytochemie. Die 1gG-Kontrollen (a, b) zeigen keine Markierung; c, d, nukledre DNaseX (Apol0) Expression
(braun, Diaminobenzidin); e, f, cytoplasmatische TKTL1 Expression (braun, Diaminobenzidin); VergroRerung x400.

4.10 Durchflusszytometrische, immunhistochemische und

immunzytochemische Analyse von DNaseX (Apo10) und TKTL1

in Tumorzellen

Die durchflusszytometrische Untersuchung von DNaseX (Apo10) und TKTL1 an
der Tumor-Zelllinie eines Zungengrundkarzinoms (BICR56) diente als weitere
Positivkontrolle der Expression beider Zielmolekile in Tumorzellen. Fur die
Ermittlung einer Co-Expression von DNaseX (Apol0)+/TKTL1+ in Tumorzellen
wurden immunhistochemische und immunzytochemische Doppelmarkierungen
(an Gewebeschnitten und Zytospins der Tumor-Zelllinie BICR56) durchgefihrt
(Abbildung 11, S.37).
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Abb. 11: Darstellung der DNaseX (Apol0O AK) Einfachmarkie-
rung, TKTL1 Einfachmarkierung mittels Durchflusszytometrie
(Dot-Plots, a, b) und Doppelmarkierung von DNaseX/TKTL1
durch Immunzytochemie (Zytospin, e) an der Tumorzelllinie
BICR56 (Zungengrundkarzinom) sowie im Gewebeschnitt eines
Patienten mit oralem Plattenepithelkarzinom (c, d). Die Ergeb-
nisse zeigen eine erhdhte DNaseX und TKTL1 Expression (a,
b) von Tumorzellen der Positivkontrolle BICR56 (x>95%) sowie
im  Zytospin (e) und Gewebeschnitt (c, d). FITC,
Fluoresceinisothiocyanat. AK, Antikdrper.

Braune Markierung TKTL1 (zytoplasmatische Expression),
Diaminobenzidin, rote Markierung DNaseX (nukledre Expressi-
on), Fast Red. VergréRerungen x100 (c), x200 (d), x400 (e).
Kerngegenfarbung (blau) mit Hamalaun.

Ergebnisse

4.11 Sensitivitat und Spezifitadt der EDIM-DNaseX (Ap010) und EDIM-

TKTL1- Bluttests bei Patienten mit Mundh6hlenkarzinom vergli-

chen mit gesunden Blutspendern

Im Rahmen einer prospektiven Untersuchung wurden 50 Bluttests bei Patienten

mit primarem und/oder rezidiviertem Mundhohlenkarzinom durchgefihrt und
mithilfe der Epitop Detektion in Monozyten (EDIM)-Methode beurteilt. Die Er-
gebnisse des EDIM-DNaseX und EDIM-TKTL1-Tests zeigten eine sehr hohe
Sensitivitat und Spezifitdt, Patienten mit Mundhohlenkarzinom von gesunden
Blutspendern zu unterscheiden. Die Abbildung 12 (S.38) zeigt die ROC-
Analyse (Area under Curve) und die Interaktiv-Dot-Diagramme der Einzelwerte

beider Gruppen: der Cut-off Wert der EDIM-DNaseX Expression wurde bei
>109 der Cut-off Wert der EDIM-TKTL1 Expression bei >117 und der kombi-
nierten Cut-off Wert beider Biomarker bei >227 festgelegt. Die Summe beider

37



Ergebnisse

Scores durch den EDIM-DNaseX und EDIM-TKTL1 Score erhoht zusétzlich die
Trennscharfe (Sensitivitat und Spezifitdt), Tumorpatienten von Gesunden zu
unterscheiden (Abbildung 12,S.38).

45 von 50 Tumorpatienten zeigten positive EDIM-DNaseX Werte (90%) und 46
Patienten wiesen erhohte EDIM-TKTL1 Scores (92%) auf. Nur zwei Patienten
(n=2/50, 4%) waren negativ fur beide Werte. Durch Kombination der EDIM-
DNaseX/EDIM-TKTL1 Werte (>227) wurden 47 Tumorpatienten (n=47/50, 94%)
positiv getestet.

Bei 4 von 74 gesunden Personen (gesunde Kontrollen, Blutspender) liel3en sich
erhohte EDIM-DNaseX Werte nachweisen (n=4/74, 5%), 3 von 74 Personen
waren positiv fur EDIM-TKTL1 (n=3/74, 4%) und bei 3 Personen waren beide
Werte positiv (n=3/74, 4%). Durch Kombination der EDIM-DNaseX/EDIM-
TKTL1 Werte (>227) wurden 71 gesunde Personen (n=71/74, 96%) negativ
getestet (Abbildung 12, S.38). Abbildung 13 (S.39) zeigt exemplarisch die
durchflusszytometrische Analyse (Rohdaten) eines gesunden Blutspenders,
verglichen mit positiven DNaseX- und TKTL1-Werten eines Patienten mit

Mundhohlenkarzinom.

a EDIM-DNaseX (OSCC, n = 50) b EDIM-TKTL1 (OSCC, n = 50) c EDIM-DNaseX/TKTL1 (OSCC, n = 50)
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Abb. 12: Receiver-Operating-Characteristic (ROC)-Analysen von DNaseX (a), TKTL1 (b) und die Summe beider
Scores (DNaseX plus TKTL1, c) zeigen die Signifikanz des EDIM-DNaseX und EDIM-TKTL1-Bluttests, Tumorpatienten
mit Mundhdhlenkarzinom von gesunden Patienten (Blutspender, gesunde Kontrolle) zu unterscheiden. Darstellung der
Cutoff-Werte (Cutoff score) in roter Schrift (sowie durch den roten Pfeil in der Abbildung). Die Summe beider Werte (c)
durch den EDIM-DNaseX und EDIM-TKTL1 Werte erhoht zusatzlich die Trennscharfe (Sensitivitdt und Spezifitat),
Tumorpatienten von Gesunden zu unterscheiden.
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Abb. 13: Durchflusszytometrische Analysen des EDIM-DNaseX und EDIM-TKTL1-Bluttests: die IgG-Kontrollen beider
Antikdrper sind in (a, FITC-A und b, PE-A) aufgefiihrt. Die Werte gesunder Blutspender/Kontrollen (c, DNaseX und d,
OPC) sind geringer verglichen mit Werten von Patienten mit Mundhéhlenkarzinom (e, DNaseX und f, OPC). OPC,
orales Plattenepithelkarzinom; FITC, Fluoresceinisothiocyanat; PE, Phycoerythrin; APC, Allophycocyanin.

Bei 32 von 50 Studienteilnehmer (n=32/50) wurde zum Nachweis der DNaseX
und TKTL1 Expression eine immunhistochemische Analyse durchgefihrt. In 18
Fallen (n=18/50) war eine Biopsie aufgrund einer palliativen Behandlungsindi-
kation oder einer extern durchgefihrten Probeentnahme nicht moglich. 29 von
32 Tumorgewebeproben wiesen eine positive DNaseX Expression (n=29/32,
91%) auf. 30 von 32 Tumorgewebeproben waren positiv fur TKTL1 (n=30/32,
94%)).

Der Vergleich der pra- und postoperativen EDIM-DNaseX und EDIM-TKTL1
Werte aus diesem Patientengut zeigte exemplarisch an n=3 Patienten einen
Rickgang der EDIM-DNaseX und EDIM-TKTL1 Werte in den Normalbereich
gemessen an Werten gesunder Kontrollen (Blutspendern) 6 Wochen nach RO-
Resektion (n=3) (Abbildung 14, S.40).
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Abb. 14: Darstellung der EDIM-DNaseX und EDIM-TKTL1 préoperativ (rote Umrandung) und 6 Wochen postoperativ
(blaue Umrandung). Die postoperative Kontrolle zeigt nach RO-Resektion einen Riickgang der EDIM-DNaseX und

EDIM-TKTL1 Werte in den Normalbereich (gemessen an Werten gesunder Blutspender).
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5 Diskussion

Die Entwicklung von Tumoren ist ein komplexer mehrstufiger Prozess. Damit
ein Tumor Uberhaupt entsteht, muss notwendigerweise eine Reihe zufalliger
Ereignisse eintreten. Eine gesteigerte Resistenz gegeniber Apoptose gehort
zu den wichtigsten zellphysiologischen Veranderungen im Tumorgewebe, den
sogenannten ,Hallmarks of Cancer” [34]. Der programmierte Zelltod spielt eine
wichtige Rolle bei der Elimination von mutierten und geschadigten Zellen, die
standig durch aul3ere und innere Noxen entstehen. Durch eine ineffektive
Apoptoseleistung wird das empfindliche Gleichgewicht zwischen Zellproliferati-
on und Zelluntergang gestort. Dies kann fur die einzelne Zelle einen entschei-
denden Selektionsvorteil bedeuten.

DNaseX wird in normalen Gewebezellen durch physikalische oder chemische
Reize (z.B. UV-Strahlung, Zellgifte) aktiviert und fuhrt zum programmierten Zell-
tod. In humanen Tumorzellen besteht infolge einer insuffizienten DNaseX Wir-
kung eine Apoptoseresistenz [49]. DNaseX akkumuliert demnach im Zellkern
und Zytoplasma der entarteten Zellen und ist somit diagnostisch nutzbar.

Ein wichtiger Gegenstand dieser Arbeit war zun&chst eine retrospektive Unter-
suchung der DNaseX Expression im Tumorgewebe sowie die Ermittlung der
prognostischen Wertigkeit als Biomarker bei Patienten mit oralem Plattenepi-
thelkarzinom. In unserer Untersuchung wurde neben Apol0 auch ein anderer
Anti-DNaseX monoklonaler Antikorper eingesetzt, der eine zytoplasmatische
Uberexpression des Proteins in Tumorgewebeproben zeigte. Dieser Antikorper
erwies sich jedoch durch positiven Nachweis im Normalgewebe als gering tu-
morspezifisch verglichen mit dem ApolO Antikorper. Der Unterschied im Ex-
pressionsmuster beider Antikdrper kann durch verschiedene Kreuzreaktivitaten
zu anderen DNasel- oder verwandten Proteinen verursacht werden, konnte
aber auch die Folge der Epitopverdeckung bei der Proteinbindung sein. Solche
selektive Epitoperkennung durch monoklonale Antikdrper wurden bereits fur
DNase-gamma (DNasel -like 3) beschrieben [83]. Wahrend der eine Antikorper
eine konstitutiv exprimierte DNase-gamma-Protein-Variante markierte, erkann-
ten die anderen monoklonalen Antikdrper eine nukleare DNase-gamma-Protein-

Variante als Folge der Apoptoseinduktion durch Rontgenstrahlung. Dies deutet
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daraufhin, dass einige molekulare Anderungen, die die Aktivierung von DNase-
gamma in Gang setzten, als Reaktion auf apoptotische Stimuli in der erfassten
Proteindoméane vorkommen [83].

Das Apol0-Epitop konnte bereits in verschiedenen Tumorentitdten nachgewie-
sen werden, bei Karzinomen, Sarkomen, Glioblastomen, Lymphomen, Leuka-
mien, usw., wahrend nur wenige benigne Zellen mit und ohne Induktion der
Apoptose dieses Epitop besitzen [46]. Wir konnten in Normalgewebe (normale
Mundschleimhaut) keine Expression der DNaseX durch ApolO nachweisen.
Dagegen wiesen 82% der untersuchten Tumorproben eine erhdéhte DNaseX
(Apol10) Expression auf, die signifikant mit der Tumorgrof3e und fortgeschritte-
nen Tumorstadien assoziiert wurde. Dies zeigt, dass die gesteigerte DNaseX
Expression im Gewebe auf eine Proliferationsstérung hinweisen kann.

Die Tumorzellen des oralen Plattenepithelkarzinoms zeigen demzufolge in ihrer
Uberwiegenden Anzahl eine Apoptoseresistenz durch Apol0 auf und sind aus
diesem Grund maoglicherweise auch resistent gegenuber
apoptoseinduzierenden Therapien (z.B. Bestrahlung und/oder Chemotherapie).
Die Ergebnisse unserer Studie zeigten in diesem Zusammenhang ein signifi-
kant schlechteres Uberleben von Patienten mit positivem DNaseX (Apol0)
Nachweis im Tumorgewebe. Therapieresistenz ist daher der entscheidende
Faktor, der den Erfolg eines kurativen Therapieansatzes bestimmt. Aufgrund
unserer Ergebnisse kann die Bestimmung der DNaseX Expression im Tumor-
gewebe dazu beitragen, Therapiemalinahmen bei Patienten mit Mundhdhlen-
karzinom, die die Apoptoseauslésung in Tumorzellen fordern, z.B. durch Gabe
von Vitamin C oder Vitamin K3 effizienter zu gestalten [48].

Im Jahre 2011 beschrieben Hanahan und Weinberg den veranderten Tumor-
zellmetabolismus als ein weiteres Krebsmerkmal bdsartiger Tumoren [35]. Zahl-
reiche entartete Zellen entwickeln die Fahigkeit, ihren biochemischen Stoff-
wechsel zugunsten einer erhohten Proliferation anzupassen. Bereits im Jahre
1924 postulierte Otto Warburg, dass die Tumorzellen auch unter Anwesenheit
von Sauerstoff Glukose anaerob zu Laktat abbauen kdnnen, was ihnen einen
entscheidenden Uberlebensvorteil verleiht. Dabei nehmen die Tumorzellen

vermehrt Glukose auf und produzieren gro3e Mengen an Laktat. Erh6hte Ab-
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gabe von Milchsdure in das den Tumor umgebende Gewebe verursacht eine
Matrixdegeneration und ermdoglicht den Tumorzellen, besonders invasiv zu
wachsen und zu metastasieren [84, 85].

In dieser Studie wurde festgestellt, dass eine positive TKTL1 Expression im
Tumorgewebe von Patienten mit Mundhoéhlenkarzinom signifikant mit der Tu-
morgroRe, Lymphknotenmetastasierung, fortgeschrittenen Tumorstadien sowie
reduziertem tumorbedingten Uberleben assoziiert ist. Die Uberexpression von
TKTL1 konnte in einer Vielzahl vorangegangener klinischer Untersuchungen zu
verschiedenen Tumorentitaten festgestellt werden, z.B. in Karzinomen, Sarko-
men, Glioblastomen, Lymphomen und Leuk&mien [51-53, 56, 57, 60, 62-64, 67-
70, 86, 87]. In einer Studie von Sun et al. [69] konnte eine positive TKTL1 Ex-
pression auch fur Kopf-Hals-Tumoren beschrieben werden. Diese korrelierten
deutlich mit schlechtem Outcome von Tumorpatienten. Unsere Analyse besta-
tigte die Uberexpression der TKTL1 in Mundhohlenkarzinomen. Insgesamt zeig-
ten 42% Mundhohlenkarzinome eine positive TKTL1 Expression. Verglichen mit
der DNaseX (Apol10) Expression ist der Anteil TKTL1 positiver Tumoren in die-
ser Untersuchung geringer. Fast alle TKTL1 positiven Tumoren waren DNaseX
positiv, wohingegen nur 4% der Mundhdhlenkarzinome bei positiver TKTL1 Ex-
pression keine positive DNaseX Expression aufwiesen. Dies lasst vermuten,
dass die Apoptoseresistenz durch die DNaseX (Apol10) im mehrstufigen Verlauf
der malignen Transformation der TKTL1 Aktivierung vorangeht. Zahlreiche an-
dere Untersuchungen verdeutlichen die klinische Bedeutung einer erhdhten
TKTL1 Expression, die mit Metastasierung in vielen soliden Tumoren und ei-
nem schlechten Outcome der Patienten korreliert ist [51-53, 56, 57, 60, 62-64,
68-70, 86, 87].

Die Folgen einer Hemmung der TKTL1-mRNA-Translation wurden in einigen
Studien untersucht. Diese fihrte zu einer Hemmung der Tumorzellproliferation
sowie der Laktatproduktion [57, 64]. Insbesondere in Oropharynxkarzinom wird
TKTL1 durch Promoterhypomethylierung aktiviert und begunstigt die Tumorent-
stehung durch eine erhdhte aerobe Glykolyse und Stabilisierung des Hypoxie-
induzierbaren-Faktors 1 alpha (HIF-1a) [69]. In einer neueren Untersuchung

wurde TKTL1 als ein essentieller Faktor fur die Funktion des p53-abhangigen
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glykolyseinduzierenden Effektor Tp53 Apoptoseregulatorproteins (TIGAR) beim
Hypoxie-induzierten Zelltod beschrieben. Nach dieser Untersuchung stellt
TKTL1 neben seiner diagnostischen Funktion fur die Krebsfriherkennung ein
neues wichtiges Zielmolekudl fur die Tumorbehandlung dar, dessen Hemmung
ermoglicht, das Uberleben von Tumorzellen zu reduzieren und die Empfindlich-
keit gegentber Hypoxie-, Apoptose-, und Radikal-induzierten Therapien zu er-
héhen [88].

Die Prasenz von DNaseX (Apol10) und TKTL1 im Tumorgewebe deutet auf zwei
unabhangige biophysikalische Prozesse hin, die mit Therapieresistenz, fortge-
schrittenen Tumorstadien und reduziertem tumorspezifischen Uberleben beim
Mundhéhlenkarzinom assoziiert sind. Der kombinierte Nachweis beider Para-
meter ermdglicht eine bessere Charakterisierung der Mundhéhlenkarzinome
hinsichtlich ihrer Malignitat und der Prognose von Tumorpatienten. Orale Plat-
tenepithelkarzinome mit negativer DNaseX und TKTL1 Expression hatten in
unserer Untersuchung die gunstigste Prognose. DNaseX Nachweis kann auf
ein benignes und malignes Geschehen hinweisen, wobei die positive Expressi-
on beider Biomarker sehr wegweisend auf ein malignes Geschehen mit invasi-
vem und metastasierendem Phanotyp sein kann. Die univariate Uberlebens-
analyse der Patienten mit Apo10+/TKTL1+ Coexpression zeigte die Subgruppe
mit dem schlechtesten tumor-bedingten Uberleben. Die Identifizierung der bei-
den Biomarker im Tumorgewebe stellt somit den direktesten Nachweis der Pro-
teine dar, da sie im Tumorgewebe in den hdchsten Konzentrationen vorliegen.
Im Klinischen Alltag erscheint eine zuverlassige routineméfige Analyse aller-
dings aus unterschiedlichen Grinden kaum realisierbar. Das entnommene Tu-
morgewebe steht nicht immer zur Verfligung oder die Resektion liegt langer
zuriick, sodass der aktuelle Tumormarker-Status nicht ermittelt werden kann.
Mehrmalige Biopsien zu Analysezwecken sind aufgrund der Invasivitat der Me-
thode den Tumorpatienten nicht zumutbar.

Die Detektion neuer tumorspezifischer Parameter, die sich im Blut oder anderen
Korperflissigkeiten analysieren lassen, ist daher ein weiterer wertvoller Ansatz
der modernen Tumortherapie. Eine Blutuntersuchung ist minimal-invasiv und

zeitsparend. Zahlreiche Studien beschéftigten sich bereits mit der Suche nach
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potentiellen Tumormarkern fir das Mundhohlenkarzinom, die serologisch
nachweisbar sind. Die meisten bisher untersuchten Zielmolekile konnten sich
jedoch aufgrund der geringen Sensitivitat und Spezifitat im Therapiemonitoring
nicht durchsetzen.

Wir fuhrten prospektiv EDIM-DNaseX und EDIM-TKTLL1 Bluttests bei 50 Patien-
ten mit primarem oder rezidiviertem Mundho6hlenkarzinom durch, um die Detek-
tion von Mundhohlenkarzinomen durch einen Bluttest zu validieren. Hierbei
wurden die Sensitivitdt und die Spezifitdt beider Biomarker ermittelt. Unsere
Ergebnisse zeigen eine beeindruckende Signifikanz des EDIM-DNaseX und
EDIM-TKTL1 Testes, Patienten mit Mundhohlenkarzinom von gesunden Patien-
ten (Blutspendern) zu unterscheiden. Die Sensitivitdit des EDIM-DNaseX und
EDIM-TKTL1 Tests lag jeweils bei 90% und 92%, die Spezifitdt jeweils bei
94,6% und 95,9%. Die Kombination von EDIM-DNaseX und EDIM-TKTL1
Scores erhdhte die Sensitivitat auf 95,8% und die Spezifitat auf 97,3%.

Um die klinische Relevanz des EDIM Bluttests fir das Therapiemonitoring zu
analysieren, wurden von drei Patienten die EDIM-DNaseX und EDIM-TKTL1
Scores vor und nach der chirurgischen Therapie (RO-Resektion) verglichen,
wobei ein Ruckgang der Werte in den Normalbereich (gemessen an gesunden
Blutspendern) registriert wurde. Der Rickgang beider EDIM Werte deutet da-
rauf hin, dass der erhohte pratherapeutische Nachweis beider Biomarker durch
das Mundhdhlenkarzinom verursacht sein kann. Die immunhistochemische
Analyse bestatigte die Expression beider Biomarker im Tumorgewebe der pros-
pektiv untersuchten Patienten. Der Rickgang préaoperativ erhohter Werte nach
chirurgischer Therapie kann daher als Therapieerfolg interpretiert werden. Ein
Anstieg der beiden Werte kdonnte wiederum hinweisend auf ein Tumorrezidiv
sein, wodurch sich der Test zum Monitoring fur Patienten mit Mundhéhlenkarzi-
nom eignen konnte. Dies muss jedoch in weiterfihrenden Studien an einem
groReren Patientenkollektiv noch hinreichend analysiert werden.
Zusammenfassend kénnten wichtige potentielle Anwendungsgebiete des EDIM-
Bluttests bei Patienten mit Mundhdhlenkarzinomen in Zukunft die Sekundar-,
und Tertiarpravention beinhalten. Dartiber hinaus kann durch seinen diagnosti-

schen Einsatz die bildgebende Diagnostik optimiert und modifiziert werden. Die

45



Diskussion

Positronen Emissions Tomographie (PET) nutzt ebenso wie der Nachweis von
TKTL1 im Tumorgewebe oder Blut der erkrankten Patienten den veranderten
Glukosestoffwechsel in Malignomen und kann mit EDIM-Bluttest effektiv kombi-
niert werden [4]. Desweiteren kann der Erfolg der therapeutischen MalRnahmen
in regelmalligen Abstdnden Uberpruft und die Behandlungsstrategie im Falle
einer Therapieresistenz friihzeitig optimiert werden.

Als zielgerichtete therapeutische Interventionen der gewonnenen basiswissen-
schaftlichen Erkenntnisse konnten diese Grundkenntnisse die Option einer
ketogenen Diat [66, 89-103] bei der Behandlung des oralen Plattenepithelkarzi-
noms er¢ffnen, um eine Eradikation metabolisch aktiver (z.B. TKTL1+) und
apoptoseresistenter (z.B. DNaseX+) Tumorzellen anzustreben. Die Reaktivie-
rung eines physiologischen Metabolismus in den Tumorzellen stellt einen weite-
ren potentiellen therapeutischen Ansatz dar. Dies soll in weiterfihrenden Studi-

en untersucht werden.

46



Beantwortung der Fragestellung

6 Beantwortung der Fragestellung

1. Ist der Nachweis von DNaseX (Ap0l10) und TKTL1 in Tumorgewebe-
proben mit der Prognose (klinisch-pathologische Verlaufsparame-

ter, tumorspezifisches Uberleben) von Tumorpatienten assoziiert?

Die Ergebnisse der vorliegenden Dissertation geben den Hinweis, dass eine
positive DNaseX und TKTL1 Expression mit Prognose des Mundhdhlenkarzi-
noms in Verbindung steht. Die Anwesenheit der jeweiligen Parameter in Tu-
morproben war in unserer Untersuchung signifikant mit der Tumorgrol3e, fortge-
schrittenen Tumorstadien und Lymphknotenmetastasierung assoziiert. Das tu-
morspezifische Uberleben war in den Subgruppen der jeweils positiven DNaseX
und TKTL1 Expressoren signifikant schlechter verglichen mit Patienten, bei de-
nen keine Expression nachgewiesen wurde. Multivariate Analysen demonstrier-
ten die Prasenz beider Biomarker in den entarteten Zellen des Mundhéhlenkar-
zinoms als unabhangigen prognostischen Faktor flr schlechtes tumorbedingtes
Uberleben. Die giinstigste Prognose wurde in der Subgruppenanalyse fiir die
Subgruppe der Patienten demonstriert, die weder DNaseX- noch TKTL1 Ex-
pression in Tumorproben aufwiesen; die schlechteste Uberlebensrate zeigte
sich in der Untergruppe mit positiver Expression beider Tumormarker. Die Pra-
senz von DNaseX (Apol10) und TKTL1 im Tumorgewebe deutet demnach auf
zwei unabhangige biophysikalische Prozesse hin, die mit fortgeschrittenen Tu-
morstadien und reduziertem tumorspezifischen Uberleben von Patienten mit

oralem Plattenepithelkarzinom assoziiert sind.

2. Ist der Nachweis von DNaseX (Ap010) und TKTL1 in Makrophagen
(EDIM Test) als erganzender diagnostischer Test fur Tumorpatien-

ten geeignet?
Die Ergebnisse des EDIM-DNaseX und EDIM-TKTL1 Tests zeigten eine sehr

hohe Sensitivitdt und Spezifitat, Patienten mit Mundh6hlenkarzinom von gesun-

den Blutspendern zu unterscheiden. 90% aller Tumorpatienten zeigten positive

47



Beantwortung der Fragestellung

EDIM-DNaseX Werte und 92% der Patienten wiesen erhohte EDIM-TKTL1
Scores auf. Nur zwei Patienten (4%) waren negativ fur beide Werte. Durch
Kombination der EDIM-DNaseX/EDIM-TKTL1 Werte wurden 94% der Tumorpa-
tienten positiv getestet.

Bei 5% der gesunden Personen in der Kontrollgruppe liel3en sich erhdhte
EDIM-DNaseX Werte nachweisen, 4% waren positiv fir EDIM-TKTL1 und bei
4% waren beide Werte positiv. Durch Kombination der EDIM-DNaseX/EDIM-
TKTL1 Werte wurden 96% der gesunden Blutspender negativ getestet.

Die Expression von Apol0O- und TKTL1 konnte durch immunhistochemische
Analyse des Tumorgewebes aus diesem Patientengut eindrucksvoll bestatigt
werden. 91% der untersuchten Tumorgewebeproben wiesen erhéhte ApolO
Werte auf, 94% waren positiv fur TKTLL1.

Zusammenfassend erreichte der EDIM-DNaseX und EDIM-TKTL Bluttest in der
vorliegenden Studie eine Uberzeugend hohe Signifikanz, Tumorpatienten mit
oralen Plattenepithelkarzinomen von gesunden Personen zu unterscheiden. Die
kombinierte Ermittlung der beiden Biomarker bei der Blutuntersuchung fuhrte zu
einer Sensitivitdt von 95,8% und einer Spezifitat von 97,3%. Somit stellt die
Analyse von DNaseX und TKTL1 mithilfe des neuen EDIM-Verfahrens einen
sensitiven und spezifischen Nachweis von Neoplasien dar und kann hiermit

derzeitige diagnostische Verfahren sinnvoll erganzen.

3. Kann der DNaseX (Apo10) und TKTL1-EDIM Test als diagnostisches
Tool die postoperative Qualitatskontrolle im Sinne einer RO-

Resektion die bisherige Tumortherapie ergéanzen?

Der exemplarische Vergleich der pra- und postoperativen EDIM-DNaseX und
EDIM-TKTL1 Werte von drei Patienten demonstrierte einen Rickgang der
EDIM-DNaseX und EDIM-TKTL1 Werte in den Normalbereich gemessen an
Werten gesunder Kontrollen (Blutspendern) 6 Wochen nach RO-Resektion. Der
Ruckgang préoperativ erhohter Werte nach chirurgischer Therapie kann als
Therapieerfolg interpretiert werden. Ein Anstieg der beiden Werte kdnnte hin-

weisend auf ein Tumorrezidiv sein, wodurch sich der Test als Monitoringoption
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fur das Mundhohlenkarzinom etablieren kdnnte. Die frihzeitige Ermittlung sol-
cher Veranderungen kann zu einer Therapieoptimierung im Behandlungsverlauf
genutzt werden — auch vor dem Auftreten von klinisch manifesten Rezidiven

und Symptomen.
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7 Zusammenfassung

Die Etablierung nicht-invasiver, labordiagnostischer Tests zum Nachweis und
zur Charakterisierung von Tumorerkrankungen mittels Biomarker flr
Neoplasien, Malignitat und Therapieresistenzen stellt einen der entscheidenden
Schritte auf dem Weg zur Krebsfriherkennung und einer personalisierten
Krebstherapie dar.

Das Apol0-Epitop der Endonuklease DNaseX markiert gutartige oder bdsartige
Tumorzellen mit Proliferations- und Apoptosestorung und wird als hochspezifi-
scher Biomarker verschiedenster solider und nichtsolider Tumorentitaten ver-
wendet, der gleichzeitig mit einer reduzierten Uberlebenswahrscheinlichkeit kor-
reliert. Das Transketolase-like 1 (TKTL1) Enzym markiert hingegen Tumorzel-
len, die einen metabolischen Wechsel von einer Mitochondrien-basierten Ener-
giefreisetzung (Oxidative Phosphorylierung) hin zu einer Glukosevergarung
durchgefiihrt haben, wodurch ein Wachstum ohne Sauerstoff méglich ist, die
umgebende Gewebematrix aufgelost wird (invasives Wachstum und Metasta-
sierung), der Angriff des koérpereigenen Immunsystems supprimiert wird (Blo-
ckade der NK-Zellen) als auch eine Radikal- und Apoptoseauslosung unter-
drickt werden kann (Resistenz gegenuber Strahlen- und Chemotherapien).
Aufgrund dessen nimmt der Malignitatsgrad der Tumorzellen zu, wodurch das
Versterben von Patienten mit solchen TKTL1 positiven Tumoren massiv zu-
nimmt. Diese klinische Bedeutung beider Biomarker wurde auch in der vorlie-
genden Studie mit einer retrospektiven Untersuchung an Tumorgewebeschnit-
ten erneut untermauert — sowohl DNaseX/Apol10 als auch TKTL1 stellen unab-
hangige Marker fur schlechtes tumorbedingtes Uberleben von Patienten mit
Mundhoéhlenkarzinom (n=161) dar.

In der vorliegenden Studie wurde dartber hinaus prospektiv die Realisierbarkeit
eines personalisierten Diagnose- und Therapiekonzeptes als Proof of Concept
durch den Nachweis der beiden Marker DNaseX/Apo10 und TKTL1 mittels der
~Epitop-Detektion In Makrophagen“-Bluttest (EDIM-Technologie) demonstriert.
Hierbei wurden Immunzellen (aktivierte Monozyten/Makrophagen) in Blutproben
von Tumorpatienten (Mundhohlenkarzinom, n=50) und gesunden Kontrollen
(Blutspendern, n=74) mit Hilfe eines Laser-basierten, durchflusszytometrischen
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Verfahrens durch den Nachweis von Oberflachenmarkern (CD 14 und CD16)
identifiziert und gleichzeitig intrazellular die Prasenz prognoserelevanter
Epitope der beiden Biomarker DNaseX/Apo10 und TKTL1 bestimmt.

Die Sensitivitat des EDIM-DNaseX- als auch des EDIM-TKTL1-Bluttests, Tu-
morpatienten von gesunden Kontrollen zu unterscheiden, lag jeweils zwischen
90% und 92%, die Spezifitat betrug dabei zwischen 94% und 95%. Die Kombi-
nation von EDIM-Apol10- und EDIM-TKTL1-Scores erhohte die Sensitivitat auf
95% und die Spezifitat auf 97%, Tumorpatienten von gesunden Kontrollen zu
unterscheiden.

Postoperativ gemessene EDIM-Apol10- und EDIM-TKTL1-Blutwerte von Tu-
morpatienten (n=3) zeigten einen Rickgang praoperativ erhéhter Werte in den
Normalbereich nach vollstandiger (RO) Tumorresektion. Diese Vorergebnisse
liefern den Hinweis auf eine chirurgische Qualitatskontrolle im Sinne einer voll-
standigen Tumorentfernung durch den EDIM-Bluttest.

Die vorliegenden Daten zeigen erstmalig die Moglichkeit eines personalisierten
Monitorings von Tumorpatienten durch eine Blutanalyse zweier standardisierter
Biomarker (DNaseX/Apol0-TKTL1). Der Nachweis der beiden Biomarker in
Tumorgeweben als auch der nichtinvasive Nachweis in Blutproben vor, wah-
rend und nach der Therapie mittels der EDIM-Technologie eréffnet neue Optio-
nen fir eine individualisierte Prognose- und Therapiestratifikation. Der EDIM-
Bluttest erlaubt damit auch eine effiziente Therapietberwachung in der klini-
schen Routine bei Verlaufskontrolle (z.B. bei Verdacht auf ein Tumorrezidiv).
Zukinftig kann hierdurch Patienten eine zusatzliche und kosteneffiziente Diag-
nostik (im Sinne einer nicht-invasiven Biopsie / ,liquid biopsy“) sowie Therapie-
Uberwachung nach chirurgischer Tumorentfernung durch den EDIM-Bluttest

angeboten werden.
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