Universitatsklinikum Hamburg- Eppendorf

Klinik fir Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde
Direktor: Prof. Dr. Rainald Knecht

Rad51 als Prognosefaktor fiir das Uberleben
von Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren:

- Eine immunhistochemische Studie -

Dissertation

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Zahnmedizin der

Medizinischen Fakultat der Universitat Hamburg vorgelegt von
Nicole Klein, geb. Mahler
aus Aschersleben

Hamburg 2011



Angenommen von der Medizinischen Fakultat
der Universitat Hamburg am: 23.04.2012
Veroffentlicht mit Genehmigung der Medizinischen

Fakultat der Universitat Hamburg

Prufungsausschuss, der Vorsitzende: Prof. Dr. R. Knecht
Prufungsausschuss: 2. Gutachter: Prof. Dr. G. Rune

Prufungsausschuss: 3. Gutachter: PD Dr. K. Borgmann



Gewidmet meinen Eltern Dietmar und Angelika Mahler



Inhaltsverzeichnis:

Abkurzungsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis

Tabellenverzeichnis

—

Einleitung

AL OON-

[ N N \ A L (U N[ (L N L (U (U (U (IS (I [ N
©CPPOENDUT A WWWLWWN =
WN -~

Allgemeine Beschreibung von Kopf-Hals-Tumoren
Klassifikation von Kopf-Hals-Tumoren

Therapie

Chirurgische Therapie

Radiotherapie

Chemotherapie

Radiochemotherapie

Induktionschemotherapie

Prognose von Kopf-Hals Tumoren

Rad51

p53

Ki67

Tissue Microarrays (TMA)

Entwicklung der Tissue Microarray-Technik
Prinzip der Tissue-Microarray-Technik
Anwendungsgebiete der Tissue-Microarray-Technik
Zielsetzung

2 Material und Methoden

21 Patientenkollektiv

2.2 TMA-Herstellung

2.3 Immunhistochemie

2.3.1 Manuelle Vorbereitung

2.3.2 Entparaffinisierung

2.3.3 Farbeprotokoll

2.4 Statistische Auswertung

241 SPSS

2.4.2 Kaplan-Meier-Schatzer

243 Log-Rank-Test

3 Ergebnisse

3.1 Patientenkollektiv

3.2 Zusammenhang zwischen klinischen Parametern und
Rad51-Expression

3.3 Uberlebenszeitanalyse

10

10
11
15
15
16
17
17
18
19
20
21
24
26
26
28
29
32

33

33
33
35
35
36
36
38
39
39
41

42

42
46

48



4 Diskussion

5 Zusammenfassung
6 Literaturverzeichnis
7 Anhang

8 Danksagung

19 Lebenslauf

10 Erklarung

61

65

67

82

86

87

88



Abkurzungsverzeichnis

bzw. beziehungsweise

DNA Desoxyribonukleinsaure

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

et al. und andere

FISH Fluoreszens-in-situ-Hybridisierung
G Grading

HE Hamatoxilin-Eosin

HPV Humanes Papillomavirus

HR Homologe Rekombination

IHC Immunhistochemie

kDa Kilodalton

KMS Kaplan-Meier-Schatzer

LKM Lymphknotenmetastasen

mdm2 Mouse double minute 2

p Signifikanzniveau

R R-Status

RNA Ribonukleinsaure

TBS-Puffer  Tris-buffered Saline

TMA Tissue Microarray

TNM TumorgroéRe, Lymphknotenmetastasen, Fernmetastasen

UICC Union Internationale Contre Cancer



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1:

Abbildung 2:
Abbildung 3:
Abbildung 4:
Abbildung 5:
Abbildung 6:
Abbildung 7:
Abbildung 8:
Abbildung 9:

Abbildung 10:
Abbildung 11:
Abbildung 12:

Abbildung 13:

Abbildung 14:

Abbildung 15:

Abbildung 16:

Abbildung 17:

Abbildung 18:

Maoglichkeiten der p53-Aktivierung und Formen der pS53
induzierten Zellantwort

Das Auftreten des Ki67 Antigens wahrend des Zellzyklus
MTA-1 Manual Tissue Arrayer

Tumor Array Herstellung

prozentuale Verteilung mannlich/ weiblich

Altersverteilung bei Diagnosestellung

Verteilung der Tumorstadien

Verteilung der T-Stadien

Verteilung der N-Stadien

Verteilung der M-Stadien

Verteilung des Grading

rezidivfreie Uberleben von
und Rad51-

Kaplan-Meier-Kurve fur das
Rad51-negativen sowie Rad51-schwachen
moderaten/starken Kopf-Hals-Tumoren
Kaplan-Meier-Kurve fir das Gesamtlberleben von Rad51-
negativen sowie Rad51-schwachen und Rad51-
moderaten/starken Kopf-Hals-Tumoren

rezidivfreie Uberleben von

und Radb51-

Kaplan-Meier-Kurve flr das
Rad51-negativen sowie Rad51-schwachen
moderaten/starken Mundhohlenkarzinomen
rezidivfreie Uberleben von
und Rad51-

moderaten/starken Hypo-/Oropharynxkarzinomen

Kaplan-Meier-Kurve fur das

Rad51-negativen sowie Rad51-schwachen

Kaplan-Meier-Kurve fiir das rezidivfreie Uberleben von

Rad51-negativen sowie Rad51-schwachen und Rad51-
moderaten/starken Larynxkarzinomen
Kaplan-Meier-Kurve fir das Gesamtlberleben von Rad51-

negativen sowie Rad51-schwachen und Rad51-

moderaten/starken Mundhohlenkarzinomen
Kaplan-Meier-Kurve fur das Gesamtuberleben von Rad51-

negativen sowie Rad51-schwachen und Rad51-

24

25
28
29
43
44
44
45
45
46
46
49

50

51

52

53

54

55



Abbildung 19:

Abbildung 20:

Abbildung 21:

Abbildung 22:

Abbildung 23:

moderaten/starken Hypo-/Oropharynxkarzinomen
Kaplan-Meier-Kurve fur das Gesamtuberleben von Rad51-
negativen sowie Rad51-schwachen und Rad51-
moderten/starken Larynxkarzinomen

Kaplan-Meier-Kurve fir das rezidivfreie Uberleben in
Abhangigkeit von der Mib-Expression bei Kopf-Hals-Tumoren
Kaplan-Meier-Kurve fur das Gesamtuberleben in Abhangigkeit
von der Mib-Expression bei Kopf-Hals-Tumoren
Kaplan-Meier-Kurve fiir das rezidivfreie Uberleben von p53-
positiven und p53-negativen Kopf-Hals-Tumoren
Kaplan-Meier-Kurve fur das Gesamtuberleben von p53-

positiven und p53-negativen Kopf-Hals-Tumoren

56

57

58

59

60



TABELLENVERZEICHNIS

Tabelle 1:

Tabelle 2:
Tabelle 3:
Tabelle 4:
Tabelle 5:
Tabelle 6:
Tabelle 7:
Tabelle 8:

Tabelle 9:

Tabelle 10:

Tabelle 11:

Tabelle 12:

Tabelle 13:

Tabelle 14:

Tabelle 15:

TNM-Stadieneinteilung fur Plattenepithelkarzinome des Kopf-
und Hals-Bereichs

Stadieneinteilung der Kopf-Hals-Karzinome
Standard-Kontrollgewebe

Zusammensetzung des TEC - Puffers

Erstellung des Datenarrays

Daten des Patientenkollektivs

Altersverteilung nach Diagnosestellung

Mittelwerte und Mediane fiir die rezidivfreie Uberlebenszeit
von Rad51-negativen sowie Rad51-schwachen und Rad51-
moderaten/starken Kopf-Hals-Tumoren

Mittelwerte und Mediane fir die Gesamtuberlebenszeit von
Rad51-negativen sowie Rad51-schwachen und Rad51-
moderaten/starken Kopf-Hals-Tumoren

Mittelwerte und Mediane fiir die rezidivfreie Uberlebenszeit
von Rad51-negativen sowie Rad51-schwachen und Rad51-
moderaten/starken Mundhohlenkarzinomen

Mittelwerte und Mediane fiir die rezidivfreie Uberlebenszeit
von Rad51-negativen sowie Rad51-schwachen und Rad51-
moderaten/starken Hypo-/Oropharynxkarzinomen

Mittelwerte und Mediane fiir die rezidivfreie Uberlebenszeit
von Rad51-negativen sowie Rad51-schwachen und Rad51-
moderaten/starken Larynxkarzinomen

Mittelwerte und Mediane fur die Geamtuberlebenszeit von
Rad51-negativen sowie Rad51-schwachen und Rad51-
moderaten/starken Mundhdhlenkarzinomen

Mittelwerte und Mediane fur die Geamtuberlebenszeit von
und Rad51-

moderaten/starken Hypo-/Oropharynxkarzinomen

Rad51-negativen sowie Rad51-schwachen

Mittelwerte und Mediane fir die Geamtlberlebenszeit von
Rad51-negativen sowie Rad51-schwachen und Rad51-

moderaten/starken Larynxkarzinomen

13
34
37
40
42
43

50

54

55

56



Tabelle 16:

Tabelle 17:

Tabelle 18:

Tabelle 19:

Mittelwerte und Mediane fir die rezidivfreie Uberlebenszeit in
Abhangigkeit von der Mib-Expression bei Kopf-Hals-Tumoren
Mittelwerte und Mediane fur die Gesamtuberlebenszeit in
Abhangigkeit von der Mib-Expression bei Kopf-Hals-Tumoren
Mittelwerte und Mediane fiir die rezidivfreie Uberlebenszeit
von p53-positiven und p53-negativen Kopf-Hals-Tumoren
Mittelwerte und Mediane fur die Gesamtuberlebenszeit von

p53-positiven und p53-negativen Kopf-Hals-Tumoren

10

57

58

59

60



EINLEITUNG 11

1 Einleitung

1.1. Allgemeine Beschreibung von Kopf-Hals-Tumoren

Kopf-Hals-Tumore umfassen maligne Erkrankungen der Mundhohle, des
Oropharynx, des Nasopharynx, des Hypopharynx, der Nasennebenhdhlen, der
Speicheldrisen sowie des Kehlkopfes.

Weltweit erkranken jedes Jahr ca. 500000 Menschen an einem Karzinom der oberen
Luft- und Speisewege. Dabei sind Manner mit 7,9% haufiger betroffen als Frauen mit
3,9% (PARKIN et al., 2005). Mehr als % der Patienten weisen bei der Erstdiagnose
bereits die fortgeschrittenen Tumorstadien Ill und IV (siehe Stadieneintilung weiter
unten) auf (LANG et al. 2002). 50% der Patienten sterben innerhalb von 5 Jahren
nach Diagnosestellung. Damit ist die 5-Jahres-Uberlebensrate in den letzten 30
Jahren trotz verbesserter chirurgischer Verfahren, der EinflUhrung neuer
Bestrahlungstechniken und des Einsatzes adjuvanter Chemotherapeutika nahezu
unverandert schlecht geblieben (INAGI et al. 2002).

Der Altersgipfel fur die Erkrankung an Kopf-Hals-Tumoren liegt in Europa derzeit um
das 5. und 6. Lebensjahrzehnt (HUSSEINY et al., 2000), (FRIES et al. 1979). Die
Anzahl der Neuerkrankungen in Deutschland pro Jahr liegt geschatzt bei etwa 12000
Einwohnern, die ein Karzinom im Kopf-Halsbereich entwickeln (LANG et al., 2002).
Uber 90% dieser Malignome sind Plattenepithelkarzinome. Der Rest verteilt sich auf
Adenokarzinome, adenoid-zystische Karzinome, Non-Hodgkin-Lymphome (5%),
Melanome und Sarkome (YOUSSEFZADEH, S et al., 1999).

In den letzten Jahrzehnten hat sich die Inzidenz von Plattenepithelkarzinomen der
oberen Luft- und Speisewege in Deutschland erheblich verandert (ESSER et al.,
2000). Bei den Frauen erfolgte ein kontinuierlicher Anstieg von Neuerkrankungen,
wahrend sie bei Mannern konstant blieben. Dies steht vermutlich mit der
gesellschaftlichen Entwicklung der Frau seit der Nachkriegszeit in Verbindung
(HUNT et al., 2004), da die Zahl der Raucherinnen in den letzten Jahrzehnten
drastisch zugenommen hat (CASPERS-MERK, 2000).

Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches nehmen mit 5% aller neu
auftretenden Karzinome den sechsten Platz in der Tumorstatistik in Europa und den
USA ein (PARKIN et al., 2005; BIER, 1991).
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Die Entstehung der Tumoren des oberen Aerodigestivtraktes ist multifaktoriell
bedingt. Zu den Hauptrisikofaktoren gehoren der Tabak- und ein hoher
Alkoholkonsum, wobei besonders fur den Tabakkonsum eine Dosisabhangigkeit
nachgewiesen ist (HOWALDT et al., 2000; MACFARLANE et al., 1995).

Als weiterer Risikofaktor gilt die meist berufliche Exposition gegentiber Schadstoffen
wie Asbest- und Zementstaub und polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffen
(MAIER et al.,2002).

Infektionen mit dem Humanen Papillomavirus (HPV), insbesondere vom Typ 16 und
18, werden ebenfalls mit einem erhdhten Risiko fur die Entwicklung von Kopf-Hals-
Karzinomen in Zusammenhang gebracht (KLUSSMANN et al., 2003). Onkogene
HPV-Typen lassen sich besonders haufig in Tonsillen- und Zungengrundkarzinomen
nachweisen (KLUSSMANN et al., 2001). Dabei wird den HPV-positiven Karzinomen
insgesamt eine deutlich bessere Prognose zugeschrieben, als den HPV-negativen
(RITCHI et al., 2003).

Zusatzliche Faktoren sind der Vitamin-A-Mangel, der Zustand nach Strahlentherapie
und Immunsuppression (RUDERT 1992, HARTMANN et al., 1997, MAIER et al.
1990, MAIER et al. 1991).

Der haufigste maligne Tumor der oberen Luft- und Speisewege ist das
Plattenepithelkarzinom des Larynx (GATTA et al., 1996).

Plattenepithelkarzinome der Tonsillen sind nach Larynxkarzinomen die

zweithaufigsten Malignome der oberen Luftwege (BARRS et al., 1979).

1.2 Klassifikation von Kopf-Hals-Tumoren

Zur Klassifikation von Tumoren wird das international anerkannte TNM-System der
UICC genutzt (UICC 1997). Es beschreibt die GrolRe des Primartumors (T), die
regionare Lymphknotenmetastasierung (N), und das Auftreten von Fernmetastasen
(M) (UICC 1997). Dabei unterscheidet man zwischen praoperativer (klinisch; cTNM)
und postoperativer Klassifikation (histopathologisch; pTNM).
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Tabelle 1: TNM-Stadieneinteilung fur Plattenepithelkarzinome des Kopf- und
Hals-Bereichs.
(Jede Tumorart innerhalb der Gruppe der Kopf-Hals-Tumoren hat eine hiervon

abgeleitete, eigene Stadieneinteilung).

Primartumor: T

TX Primartumor kann nicht beurteilt werden

Tis Prainvasives Karzinom (Carcinoma in situ)

T0 Kein Anhalt fur Primartumor

T Tumor <2 cm im grof3ten Durchmesser

T2 Tumor >2 cm aber <4 cm im grof3ten Durchmesser
T3 Tumor >4 cm im grof3ten Durchmesser

Tumor infiltriert den Larynx, die tiefe/extrinsische Muskulatur der
T4a Zunge, den M. pterygoideus medialis, den harten Gaumen oder
den Unterkieferknochen

Tumor infiltriert den M. pterygoideus lateralis, die Pterygoid Platten,
T4b den lateralen Nasopharynx / die Schadelbasis / umschlie3t die A.
carotis

Regionale Lymphknoten : N

NX regionare Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden

NO keine regionaren Lymphknotenmetastasen

N1 ipsilateral solitare Lymphknotenmetastasen <3 cm im groften
Durchmesser
Lymphnotenmetastasen ipsilateral solitar >3 cm aber <6 cm im

N2a N
grofiten Durchmesser

N2b Lymphknotenmetastasen ipsilateral multipel <6 cm im groften
Durchmesser

N2 Lymphknotenmetastasen bilateral oder kontralateralen <6 cm im
grofiten Durchmesser

N3 Lymphknotenmetastasen >6 cm im gréfdten Durchmesser

Fernmetastasen: M
MX Fernmetastasen kdnnen nicht beurteilt werden
MO keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen
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Der TNM-Status bezieht sich auf das Tumorstadium zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung und wird histopathologisch gesichert.

Die TNM-Klassifikation als Ergebnis des Tumorstagings stellt heute eine Grundlage
fur die Therapieentscheidung dar. Diese Tumorformel reicht allerdings nicht aus, um
prognostische homogene Kollektive zu erhalten (CARR 1983). Es werden wichtige
Faktoren wie z.B. das Tumorvolumen nicht erfasst, so dass das TNM-System vor
allem einen beschreibenden Charakter in der Tumordiagnostik und -therapie hat
(FRIES et al. 1977; PLATZ et al. 1982).

Anhand der TNM-Klassifikation hat die UICC eine Stadieneinteilung abgeleitet.
Eingeteilt wird in die Stadien 0 bis IV.

Tabelle 2: Stadieneinteilung der Kopf-Hals-Karzinome

Stadium T N M
0 Tis NO Mo

I T1 NO Mo

I T2 NO Mo

" T3 NO MO
T1-3 N1 MO

Va T1-3 N2 MO
T4a NO-2 MO
wooIm e
Vic T1-4 NO-3 M1

Eine weitere Klassifikation ist das histopathologische Grading. Es beschreibt das
Wachstumsverhalten bzw. die Aggressivitat des Tumors auf histologischer Ebene.
Dabei wird bei der Begutachtung der Praparate durch den Histopathologen eine
Einteilung in die Malignitatsgrade G1-G4, sowie GX, entsprechend gut, mafig,
schlecht, undifferenziert und unbestimmt differenzierten Plattenepithelkarzinomen
gemal den Kriterien der WHO vorgenommen.

GX = Differenzierungsgrad kann nicht bestimmt werden

G1 = gut differenziert
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G2 = maliig differenziert
G3 = schlecht differenziert

G4 = undifferenziert

Beurteilungsgrundlage sind Zellreichtum, Mitoserate, Zellpleomorphie, das Vorliegen
von Nekrosen und das Verhaltnis von Zellen zu Interzellularsubstanz innerhalb von
Tumorgewebe (SCHWENZER, N., et al., 2002)

Des Weiteren beschreibt die R-Klassifikation das Fehlen bzw. Vorhandensein von R-
Status nach der Therapie. Nach WITTEKIND et al. (2002) gehort sie aus historischen
Grunden nicht obligat zur TNM-Klassifikation. Aufgrund ihrer prognostischen
Bedeutung sei sie vor allem bei der chirurgischen Therapie unerlasslich und stelle
daher einen grundlegenden Bestandteil in der Tumordokumentation dar.

In der R-Klassifikation nach WHO wird die lokoregionare Situation (Primartumor und

regionares Lymphabflussgebiet sowie auch evtl. Fernmetastasen) berucksichtigt.

- RO ist gegeben, wenn der Primartumor (mit oder ohne regionarem
Lymphabflussgebiet und etwaigen Fernmetastasen) nach makroskopischer
Beurteilung durch den Operateur komplett im Gesunden entfernt wurde und
die Resektionsflachen mikroskopisch tumorfrei sind.

- R1 ist gegeben, wenn mikroskopisch Tumorgewebe an den
Resektionsflachefestzustellen sind.

- R2a ist gegeben, wenn der Primartumor makroskopisch nicht oder
wahrscheinlich nicht entfernt wurde, dies mikroskopisch jedoch nicht bestatigt
ist.

- R2b ist gegeben, wenn sowohl mikroskopisch als auch makroskopisch ein R-

Status festzustellen ist.
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1.3 Therapie

Die Therapiemoglichkeiten von Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich sind
vielfaltig. Die Entscheidung zu einer Therapie richtet sich nach dem
Allgemeinzustand des Patienten, sowie nach dem Patientenwunsch. Aullerdem
spielen die GroRe des Primartumors, seine Resektabilitat, der Lymphknotenbefall,
der histologische Differenzierungsgrad und die Tumorlokalisation eine wichtige Rolle
in der Entscheidungsfindung.

Die klassischen Behandlungsverfahren sind neben der Operation die Radiotherapie
und in geringem Umfang die Chemotherapie. Bei bestimmten Indikationen kénnen,
zur  Verbesserung der  Erfolgsaussichten, auch  Kombinationen  der

Therapiemoglichkeiten in Betracht gezogen werden.

1.3.1 Chirurgische Therapie

Das Ziel der chirurgischen Therapie von malignen Tumoren im Kopf-Hals-Bereich ist
die RO-Resektion bzw. die Resektion des Tumors ,in sano® mit histopathologisch
nachgewiesener Tumorfreiheit an den Resektionsrandern. Nach SLOAN et al. (1991)
konnen zusatzlich neben der plastisch-chirurgischen Wiederherstellung vereinzelt
suspekte und vergroferte Lymphknoten im Rahmen einer Neck dissection entfernt

werden.

Man unterscheidet:

e Radikale Neck-Dissektion: Basisverfahren der Halsweichteilausraumung
aller funf Lymphknotengruppen mit Entfernung wichtiger nichtlymphatischer
Strukturen (M. sternocleidomastoideus, V. jugularis interna und N.
accessorius),

e modifiziert radikale Neck-dissection: Resektion aller funf
Lymphknotengruppen, mit Erhalt einer oder mehrerer nicht-lymphatischer
Strukturen,

¢ selektive Neck-Dissektion: Resektion von mindestens zwei aber weniger als
funf Lymphknotengruppen, Erhalt von mindestens einer nichtlymphatischen

Struktur, sowie
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e erweiterte radikale Neck-dissection: Entfernung zusatzlicher
Lymphknotengruppen (z.B. intraparotideale Lymphknoten) oder
nichtlymphatischer Strukturen (z.B. Glandula parotis, Schilddrise). Bei der
elektiven Neck-Dissektion sollen Mikrometastasen in Abwesenheit von
palpablen Lymphknoten eliminiert werden. Die Indikation ergibt sich aus der
klinischen Einschatzung der Wahrscheinlichkeit einer mikroskopischen
Lymphknotenbesiedlung, die abhangig ist von Lokalisation, Groélke und
Differenzierungsgrad des Primartumors. (AL-SARRAF, 2002; GLEICH et al.,
2003)

1.3.2 Radiotherapie

Die Radiotherapie wird entweder als Monotherapie oder in Kombination mit
operativen MalRnahmen pra- oder postoperativ eingesetzt. Die neoadjuvante
Radiotherapie wird bei Tumorkrankheiten des Kopf-Hals-Bereiches nur selten
angewandt, in der Regel im Rahmen kontrollierter Studien, meist in Kombination mit
einer Chemotherapie und anschlielender Operation in kurativer Absicht. Die
Resektion soll entsprechend den pratherapeutischen Tumorgrenzen erfolgen
(GELLRICH et al., 2004)

Die postoperative adjuvante Radiotherapie ist in Abhangigkeit von Tumorstadien
und/oder Lymphknotenbefall haufig indiziert.

Die Ubliche Fraktionierung variiert zwischen 1,8 und 2,2Gy (mittlere Wochendosis
10,0Gy). Die Tumordosen liegen zwischen 50,0 und 70,0Gy. Sie sind abhangig von
der Tumorhistologie einschlie3lich Grading, vom Tumorsitz, von der Tumorgréf3e und
vom Ausmal} der befallenen Lymphknoten (HESS, 2005).

Die 3-Jahres-Uberlebensraten nach kurativer Radiotherapie sind insbesondere
abhangig vom Initialen Befall der Lymphknoten. Bei T1 NO-Tumoren Uberleben 82%,
bei T2 NO-Tumoren 60% und bei T4 N2-3-Tumoren nur 24% der Patienten (AL-
SARRAF, 2002; MENDENHALL et al., 2000).

Haufige Folgeschaden der Strahlentherapie sind: trockener Mund, Verlust des
Geschmacksinns, Osteoradionekrose, bestrahlungsinduzierter Krebs (PERNOT et al.
1996; ASAKAGE et al. 1999).
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1.3.3 Chemotherapie

Bislang wird die alleinige Chemotherapie bei Patienten mit Fernmetastasen oder
lokoregionarem Rezidiv, bei denen eine chirurgische oder strahlentherapeutische
Maglichkeit der Behandlung nicht mehr besteht, nur in palliativer Absicht eingesetzt
(CASTRO et al. 2003). Dabei zeigte die Kombination der Zytostatika Cisplatin mit 5-
Fluoruracil die hdchsten Remissionsraten, wobei eine solche Polychemotherapie
wesentlich  haufiger toxische Nebenwirkungen mit sich bringt als eine
Monochemotherapie (WELKOBORSKY et al.,, 1992). Eine Chemotherapie kann
systemisch oder intratumoral gegeben werden.

Durch die Einfuhrung unterschiedlicher Kombinationsformen und neuer Praparate
konnte eine Verbesserung der Ansprechrate erreicht werden. Allerdings ist es nicht
gelungen die Uberlebensdauer zu verbessern, sie betragt bei durchschnittlich
resektablen Tumoren im Mittel immer noch 6 Monate nach Diagnosestellung
(FORASTIERE et al., 1994).

1.3.4 Radiochemotherapie

Die Radiochemotherapie stellt eine chemotherapeutische Moglichkeit mit kurativem
Therapieansatz dar. Durch die parallele Radiochemotherapie kann in ausgewahlten
Fallen auf eine Operation verzichtet werden, oder das Operationsausmal} in Grenzen
gehalten werden, womit ein Erhalt des Organs erreicht werden kann (LAAK et al.,
1998). Meist wird diese Therapieform jedoch genutzt, wenn eine chirurgische
Tumorentfernung aufgrund der Tumorausdehnung nicht mehr sinnvoll ist und ein
Organerhalt hierdurch erzielt werden kann.

Simultan zur Radiotherapie werden neben radiosensibilisierenden Substanzen auch
Zytostatika gegeben. Als effektivste Substanzen gelten vor allem Cisplatin und 5-
Fluorouracil aber auch Carboplatin, Taxane und Mitomycin. Vorteile der simultanen
Radio-Chemotherapie liegen in einer hoheren lokoregionaren Tumorfreiheit und in
der Organerhaltung. Allerdings wirken sich therapieassoziierte Nebenwirkungen wie
z.B. Mukositis und Osteonekrose nachteilig aus (OLMI et al., 2003).

Die simultane Radio-Chemotherapie erbringt signifikant hohere Raten an
lokoregionarer Tumorfreiheit sowohl im Vergleich zur alleinigen Radiotherapie als
auch zur sequentiellen Radio-Chemotherapie (STAAR et al., 2001).
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1.3.5 Induktionschemoterapie

Nach Mumme et al. fUhrten der Wunsch nach Organerhalt sowie lokal inoperable
Tumoren und ein hohes Rezidivrisiko nach Resektion zur Etablierung der
Induktionschemotherapie sowohl als kurative als auch palliative Therapieoption. Die
Induktionschemotherapie hat das Ziel bei noch nicht vorbehandelten Patienten in
einem noch gut durchbluteten Tumorgewebe hohere Chemotherapiekonzentrationen
zu erreichen. Der Grundstein der Induktionschemotherapie wurde aufgrund der
Ansprechbarkeit von Kopf-Hals-Tumoren auf cisplatinhaltige Chemotherapien Anfang
der 70er Jahre gelegt. Untersuchungen in den 80er Jahren zu Cisplatin und 5-
Floururacil  (5-FU) zeigten gute Ansprechraten. Eine Steigerung der
GesamtlUberlebenszeit konnte jedoch durch die Behandlung mit Cisplatin und 5-FU
nicht realisiert werden. Der neuste Stand der Induktionschemotherapie sieht eine
Dreifachtherapie als TPF (Docetexal, Cisplatin und 5-FU) sowie PPF (Paclitaxel,
Cisplatin und 5-FU) vor. In den Studien TAX-323 und TAX-324 konnte die
signifikante Uberlegenheit von TPF-Schemata gegeniiber der alleinigen PF-

Induktionschemotherapie gezeigt werden. (MUMME et al. 2010)

Die oben aufgefuhrten Therapiemoglichkeiten sind als Behandlungsspektrum fur
Kopf-Hals-Tumore zu sehen. Welche dabei Wann und Wie zum Einsatz kommen
hangt dabei hauptsachlich von der kérperlichen Verfassung des Patienten und des
Tumorstadiums ab. Der neuste medizinische Stand sieht daher eine
patientenspezifische Behandlung (,Custom Tailored®) vor, bei der in der Regel
mehrere Therapien zum Einsatz kommen. Derzeit laufen verschiedene
Untersuchungen zur Optimierung der Kombinationsbehandlung. Vgl. (FORASTIERE
et al. 2003, FU et al. 2000)
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1.4 Prognose von Kopf-Hals-Tumoren

Die Prognose fur maligne Erkrankungen des Kopf-Hals-Bereiches hat sich trotz des
Fortschritts in Chirurgie, Strahlen- und Chemotherapie nicht verbessert
(KASTENBAUER, 1999). Die 5-Jahres-Uberlebensrate betragt durchschnittlich 50%
und gehort somit zu den schlechtesten unter den haufigsten Tumorarten.

Eine Ursache fur diese schlechte Prognose ist der Zusammenhang von
Tumorstadium und dem Ausmall der Metastasierung zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung. So werden durchschnittliche 5-Jahres Uberlebensraten im
Stadium | von 90%, im Stadium Il von 75%, im Stadium Ill von 45-75% und im
Stadium IV von kleiner als 35% erreicht (PERICOT et al., 2000).

Die Hauptprognosefaktoren bei den Plattenepithelkarzinomen des Kopf- und
Halsbereichs sind die Lymphknotenmetastasen (LKM) (MAMELLA et al. 1994;
SHINGAKI et al., 1999; FERLITO, 2000). So reduziert sich die Uberlebensrate bei
Anwesenheit einer einzigen Lymphknotenmetastase um mindestens 50%
(ENEPEKIDES et al., 1999).

Fasst man alle Tumoren zusammen, so wird eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 28%
und ein krankheitsfreies Uberleben von 41% erreicht. 25% der Langzeitiberlebenden
tragen das Risiko der Bildung von Zweittumoren (SCHMOLL et al., 2006).

Zur Verbesserung der Prognose von Kopf-Hals-Tumoren sind zuverlassige
biologische Marker notwendig, die zu einem frihen Zeitpunkt mit dem Tumor
assoziiert werden kdénnen und somit flr eine routinemafige Frihdiagnose geeignet
sind. Ein weiteres Forschungsziel ist es, relevante molekulare Marker als
Zielstrukturen fur neue Therapieformen zu identifizieren. Bisher sind jedoch nur sehr

wenige geeignete molekulare Biomarker verflgbar.
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1.5 Rad51

Rad51 ist eines der Schlisselproteine der homologen Rekombination (HR) und der
Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen (MAACKE et al. 2000a). Zellen, die einen
Defekt in der HR aufweisen, sind anfallig gegentber ionisierender Strahlung sowie
gegenuber Substanzen, die Strangvernetzungen (cross-links) der DNA-Doppelhelix
auslosen (CONNELL et al, 2006). Durch Defekte in Rad51 kommt es zu einer
Blockierung der Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen (RESNICK et al., 1976),
Chromosomenbrichen sowie zum Stopp des Zellzyklus und Apoptose (BAUMANN
et al., 1998).

Rad51 bindet an Einzel- und Doppelstrang-DNA und férdert ATP-abhangig die
genetische Rekombination wahrend der Meiose und Mitose sowie die Reparatur von
DNA-Schaden (BAUMANN et al., 1996). Diese Bindung erfolgt durch die Formung
von helikalen Nukleoprotein-Filamenten, welche die DNA ausdehnen und
unterwinden (BENSON et al., 1994).

Rad51 spielt eine wichtige Rolle im Zellzyklus. Die Expression dieses Proteins ist am
niedrigsten in GO/G1, steigt in der S-Phase an und erreicht in der G2/M-Phase ihr
Maximum (CHEN et al., 1997). Dieses Ergebnis spricht dafur, dass in der G2-Phase
des Zellzyklus eine erhdhte homologe Rekombination und Reparatur stattfindet.
Neueste Studien besagen, dass eine Uberexpression von Rad51 in den Zellen zu
einer Resistenz gegenuber ionisierenden Strahlen in der spaten S/G2-Phase des
Zellzyklus fuhrt und es somit zu einer gesteigerten Radioresistenz von Tumorzellen
kommt (HANSEN et al., 2003; MAACKE et al., 2000; SLUPIANEK et al., 2001;
VISPE et al., 1998)

In seiner Funktion bei der HR ist das Rad51-Protein auf Kofaktoren wie Rad52 und
.Replication Protein A“ angewiesen (KANAAR et al.,, 1998; SUNG, 1997). Rad52
unterstutzt Rad51 bei der Bindung an Einzel- und Doppelstrang-DNA durch Induktion
von Konformationsanderungen, welche die ATPase-Aktivitat steigern (Baumann et
al., 1996). Fur den DNA-Strang-Austausch bendétigt Rad51 das ,Replication Protein
A“. Die Verbindungsmolekul-Formation von Rad51 ware ohne dieses Protein
unwirksam (BAUMANN et al., 1997).
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Des Weiteren interagiert Rad51 mit den Tumorrsuppressoren p53, BRCA1 und
BRCA2. Der Tumorsupressor p53 beeinflusst als ein zentraler Faktor der
genomischen Integritat den Zellzyklus, verschiedene DNA-Reparaturmechanismen
und die Apoptose (BUCHHOP et al., 1997). Fur die Bildung von Proteinkomplexe
nach DNA-Schadigung (STURZBECHER et al., 1996) konnten bei p53 zwei Rad51-
Bindungsstellen identifiziert werden (BUCHHORP et al., 1997).

Weiterhin bindet sich Rad51 an die Produkte der Tumorsupressorgene BRCA1 und
BRCA2 (SCULLY et al.,, 1997). Mutationen in diesen Genen liegen bei 60% der
hereditaren Mammakarzinome vor (VENKITARAMAN et al., 2002). BRCA1 und
BRCA2 sind wichtige Gene fir die Regulation der DNA-Reparatur, deren
Funktionsverlust zu einem gestorten Reparaturmechanismus mittels HR fuhren kann
(SNOUWAERT et al., 1999; MOYNAHAN et al., 2002).

Kritisch fur die Tumorentstehung scheint das Expressionsniveau von Rad51 zu sein.
In immunhistochemischen Untersuchungen wurde eine Uberexpression von Rad51
bereits bei einer Reihe von menschlichen Malignomen der Brust, der Harnblase, des
Pankreas und beim Bronchialkarzinom nachgewiesen (MAACKE et al., 2000a). In
einer Studie uUber Pankreasadenokarzinome wurden in 66% der Falle erhOhte
Rad51-Level festgestellt (MAACKE et al.,, 2000b). Bei der Untersuchung von
sporadischen invasiv-duktalen Mammakarzinomen sowie dem Harnblasenkarzinom
wurde eine Korrelation zwischen der Rad51 Uberexpression und dem histologischen
,Tumorgrading“ gefunden (MAACKE et al., 2000a). Eine neuere Studie von Patienten
mit Lungenkrebs zeigte eine schlechte Prognose fur diejenigen, bei denen eine
starke Rad51- Expression vorlag (QIAO et al., 2005).

Andererseits finden sich auch niedrige Rad51-Konzentrationen. So wurde in fast
einem Drittel aller in einer Studie von Yoshikawa et al. untersuchten
Mammakarzinomzellinien und primaren sporadischen Brustkarzinomen ein sehr
niedriger Rad51-Gehalt gefunden (YOSHIKAWA et al., 2000).

1.6 p53

P53 ist ein Tumorsupressorgen mit einem Molekulargewicht von 53 Kilodalton,

welches sich aus 393 Aminosauren zusammensetzt und auf dem kurzen Arm von
Chromosom 17 (17p3.1) lokalisiert ist (LANE et al., 1979). Das Gen weist in rund
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50% aller Tumorerkrankungen Mutationen auf und ist damit das am haufigsten
veranderte Gen bei onkologischen Erkrankungen (GREENBLATT et al., 1994).

Das p53 Protein kann in verschiedene Domanen eingeteilt werden: Der N-terminale
Bereich wird von den Aminosauren 1 bis 42 gebildet und enthalt eine
Transaktivierungsdomane (UNGER et al., 1992). Im mittleren Bereich befindet sich
an den Aminosaurepositionen 102-292 die sequenzspezifische DNA-bindende
Doméne (PAVLETICH et al., 1993). Dazwischen bilden die Aminosauren 63 bis 97
eine prolinreiche Region. Sie scheint Uber die Bindung an SH3-Domanen anderer
Proteine eine Rolle in der Signaltransduktion der Wachstumsregulation zu spielen
(WALKER et al., 1996). Am carboxy-terminalen Ende bilden die Aminosauren 325
bis 356 die Oligomerisierungsdomane. Am C-terminalen Ende des Proteins ist
zwischen den Aminosauren 363 bis 393 eine zusatzliche funktionelle Domane
lokalisiert. Diese fungiert als negativer Regulator der sequenzspezifischen p53-DNA-
Bindung (HUPP et al., 1993).

Als Transkriptionsfaktor hat p53 die Aufgabe, nach einer DNA-Schadigung die
Expression von Genen zu regulieren, die an der Kontrolle des Zellzyklus, an der
Induktion des programmierten Zelltods, der sogenannten Apoptose, oder an der
DNA-Reparatur beteiligt sind. Aus diesem Grund bezeichnet man p53 auch als
~Wachter des Genoms" (LANE, 1992)

Die Aktivierung von p53 kann durch eine Reihe von Faktoren bewirkt werden. Ein
wichtiger Ausloser sind DNA-Schaden in der Zelle, die u. a. durch UV- oder
Gammastrahlung, Basenalkylierung, Depurinierung von DNA oder Reaktion mit
freien Sauerstoffradikalen entstehen kénnen (LEVINE et al., 2006).

Weitere Ausloser der p53-Aktivierung sind zellulare Mangelzustande wie Hypoxie,
Glukosemangel und Ribonucleotid-Depletion sowie thermische Schockzustande
(Hitze als auch Kalte), Stickstoffoxid-Detektion, die Expression von Onkogenen und
die Beschadigung der Mitosespindel. (LEVINE et al., 2006)

Unter normalen Bedingungen liegt p53 in der Zelle nur in sehr niedriger oder nicht
nachweisbarer Konzentration vor, da es eine aullerst kurze Halbwertszeit von 5 bis
30 Minuten hat (REICH et al., 1984). Diese Halbwertszeit kommt vor allem durch die

Interaktion von p53 mit dem Onkoprotein mdm2 (mouse double minute) zustande
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(HAUPT et al., 1997). Durch die Bindung von mdm2 an den N-Terminus von p53
hemmt es die transkriptionelle Aktivitat von p53, was eine Ubiquitinierung und
Proteasom-vermittelte Degradierung begunstigt (MOMAND et al., 1992; CHEN et al.,
1996; HAUPT et al., 1996). P53 flhrt seinerseits durch transkriptionelle Aktivierung
des mdm2-Gens zur Akkumulation von mdm2 (BARAK et al., 1993; WU et al., 1993).
Das Onkoprotein mdm2 und das Tumorsuppressorprotein p53 bilden somit einen
negativen Ruckkopplungsmechanismus. Damit die beiden Proteine nicht mehr
interagieren, muss eine Inhibierung der mdm2-Funktion (z. B. durch p53-
Phosphorylierung) stattfinden. Aufgrund dieser kovalenten Modifikation wird p53
aktiviert und stabilisiert. Die p53-Proteinmenge nimmt zu, was man auch als
overtranslation bezeichnet und p53 akkumuliert (LEVINE, 1997; PERRY et al., 1993).
Die Halbwertszeit des normalerweise kurzlebigen Proteins erhoht sich. p53 bindet in
vivo als Tetramer an die DNA (LANE, 1992; LEVINE et al., 1997) und kann Zielgene

aktivieren oder hemmen und zellulare Funktionen steuern.

Die Reaktion von p53 auf eine DNA-Schadigung lasst sich stark vereinfacht
folgendermalien beschreiben: Werden Schaden an der DNA festgestellt, so wird p53
aktiviert und der Zellzyklus wird am Ende der G1-Phase, vor Eintritt in die S-Phase
so lange gestoppt, bis der Schaden repariert ist. Im Falle eines zu gro3en Schadens
induziert p53 die Apoptose(HOFSETH et al., 2004).

Von p53 induzierte Gene, die helfend in die DNA- Reparatur eingreifen sind z. B. P48
und P53R2 (LEVINE et al., 2006).

Die DNA-Reparatur wurde nicht viel Sinn machen, wenn die beschadigten Zellen
den Zellzyklus weiter durchlaufen wirden und die defekte DNA repliziert wirde. p53
stimuliert das Protein p21"WAFYCP1 und vermittelt so einen Zellzyklusblock.
p21WAFICIPT st ein effektiver Inhibitor der cyclinabhangigen Kinasen (engl. cyclin-
dependent kinases, CDKs), welche zu den Hauptregulatoren des Zellzyklus gehoren
und fur das Fortschreiten der Zelle durch die verschiedenen Phasen des Zellzyklus
verantwortlich sind. Dadurch das p21WAF1/CIP1 die CDKs blockiert, kommt es zu
einem Zellzyklusstop sowohl am Ubergang von der G1- in die S-Phase als auch
zwischen der G2- und der M-Phase (VOGELSTEIN et al., 2000).

Fiar die Induktion der Apoptose stehen verschiedene Mediatoren zur Verfugung
(VOUSDEN et al., 2002). Zu Ihnen gehéren z. B. die Proteine PUMA, NOXA und

BAX, die Uber die Induktion mitochondrialer Cytochrom-C-Freisetzung ihre
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proapoptotische Funktion erfullen (VOGELSTEIN et al., 2000). Durch das
zytoplasmatische Cytochrom-C wird im Zusammenspiel mit anderen Proteinen die

Caspase-Kaskade initiiert die zur Apoptose fuhrt.

Abbildung 1 fasst die Aktivierungswege und Funktionen des p53-Proteins bildlich

Zzusammen.
Schadigung der
Mitosespindel
DNA-Schadigung
Hitze-/Kalte-Schock
NO
Glukosemangel
Hypoxie
v
Ribonucleotid- Onkogen-
Depietion \ ‘*—’_ Expression
DNA-Reparatur Apoptose
P48, P53R2 u. a. Kontrolle des PUMA, NOXA, BAX u. a.
Zellzyklus

p21'l.'|'AF‘_'lfCIF‘_'l u. a.

Abbildung 1: Moglichkeiten der p53-Aktivierung und Formen der p53 induzierten Zellantwort

1.7 Ki 67

Ki-67 ist ein von Gerdes et al. 1983 entwickelter monoklonaler Antikdrper der Maus.

Der Ki-67-Antikorper erkennt ein nukleares Antigen, das nur in proliferativen Zellen
exprimiert wird, in ruhenden Zellen aber fehlt (GERDES et al., 1983). Die Expression
dieses Antigens erfolgt wahrend aller aktiven Phasen des Zellzyklus, das heil3t Ki67

ist wahrend der G1-, S- und G2-Phase sowie wahrend der Mitose vorhanden.
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Ruhende Zellen, also Zellen, die sich in der GO-Phase befinden, exprimieren das Ki-
67-Antigen nicht (GERDES et al.,, 1984). Sobald die Zelle den nicht-proliferativen
Zustand erreicht, wird das Antigen sofort abgebaut (SCHOLZEN et al., 2000).

In weiteren Studien (DARZYNKIEWICS et al., 1982; GERDES et al.1984) wurden
der G0-Zustand und die G1-Phase genauer untersucht. In diesen zeigte sich, dass
nach der Mitose direkt weiter proliferierende Zellen einen anderen metabolischen
Weg durchlaufen als Zellen, die aus dem Ruhezustand heraus in den Zellzyklus und
damit in die G1-Phase eintreten.

Demnach kann die G1-Phase in eine G1A- und G1B-Phase unterteilt werden. Aus
dem Ruhezustand geht die Zelle in die Phasen G1T, G1a, G1b und G1B Uber. Die
ersten drei werden als Startsequenzen des Zellzyklus angesehen, nicht aber zum
eigentlichen Zellzyklus gerechnet (Gerdes J, Lemke H et al. 1984). Die Phasen GO,
G1T, G1a und G1b sind Ki67 negativ, in den Phasen G1A und G1B dagegen findet
sich eine Expression von Ki67 (Abbildung 2) (GERDES et al. 1984).

GO (Ki-67 negativ)

v

GIT (Ki-67 negativ)

y

Gla (Ki-67 negativ)

v

G1b (Ki-67 negativ)

> \r > > >

Mitose GIlA G1B S-Phase G2-Phase
(Ki-67 positiv) (Ki-67 positiv) (Ki-67 (Ki-67
positiv) positiv)

Abbildung 2: Das Auftreten des Ki67 Antigens wahrend des Zellzyklus (nach GERDES et al. 1984)
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Das Ki-67-Antigen ist ein Nicht-Histon-Protein, das sich aus Polypeptidketten mit
einem Molekulargewicht von 345 und 395 kDa zusammensetzt (GERDES et al.,
1991). Das entsprechende Gen ist auf dem Chromosom 10 lokalisiert (FONATSCH
et al.,, 1991). Die Lage des Ki67-Proteins innerhalb der Zelle verandert sich wahrend
des Zellzyklus. In der Interphase ist das Protein ausschliel3lich im Zellkern, vor allem
im Nucleolus, lokalisiert. Mit dem Eintritt der Zelle in die erste Phase der Mitose, der
Prophase, I0st sich der Zellkern, einschlie3lich des Nukleolus auf und der Grofteil
des Ki67-Proteins wird auf die Oberflache des Chromosoms verlegt (SCHOLZEN et
al., 2000; STARBORG et al., 1996; KILL 1996). In der Telophase entstehen wieder
neue Nukleoli und irgendwann in diesem zeitlichen Zusammenhang wird Ki67 wieder
in die Nukleoli zurlckverlagert. Der genaue Zeitpunkt ist umstritten (ENDL, 2000),
aber es besteht Ubereinstimmung dariiber, das Ki67 in der friihen G1-Phase wieder

im Nukleolus und im Nukleoplasma nachweisbar ist (BRIDGER et al. 1998).

Ki-67 stellt einen guten Proliferationsmarker fur Tumoren dar, da er die Zellen
anfarbt, die sich vermehren, die sogenannte Wachstumsfraktion (GERDES et al.,
1983). Die Farbung fur Ki-67 gibt also indirekt Aufschluss uber die
Wachstumsgeschwindigkeit eines Tumors und ist deshalb in der Routinediagnostik
von hohem Wert. Der Ki-67- Farbeindex errechnet sich aus dem relativen Anteil der

Ki-67 positiv gefarbten Zellkerne an der Gesamtzellkernzahl.

1.8 Tissue Microarrays (TMA)

1.8.1 Entwicklung der Tissue MicroarrayTechnik

Bereits 1986 beschrieb Hector Battifora einen Multitumor Gewebeblock (multitumor
tissue block oder sausage block), mit dessen Hilfe er 100 oder mehr Gewebe
gleichzeitig untersuchte. Durch die Behandlung unterschiedlicher Gewebe in einem
Block konnten Schwankungen durch Messfehler nahezu ausgeschaltet und
Vergleiche unter den Geweben vereinfacht werden. Ein weiterer Vorteil war die
Materialersparnis, da jeweils nur ein Tropfen eines Antikorpers bendtigt wurde
(BATTIFORA, 1986).
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J. Kononen et al. entwickelten 1998 die Methode der Tissue Micorarrays (KONONEN
et al., 1998). Bei dieser Technologie werden aus einem so genannten Spenderblock
(=“Donorblock®), in dem die Primartumoren in Paraffin eingebettet vorliegen,
Gewebestanzen mit einem Durchmesser von 0,6 bis 3,0 mm entnommen und in
einen Empfangerblock udberfuhrt und nach einem standardisierten Schema
angeordnet. Diese entnommenen Gewebeareale werden in dem Empfangerblock in
eine standardisierte Anordnung Uberfuhrt.

Im Gegensatz zu den heutigen TMAs verwandte Battifora gro3ere Gewebeproben,
welche vergleichsweise ungeordnet in einen Paraffinblock eingesenkt wurden.

Mit der TMA-Technologie und der Verwendung eines Stanzgerates (Beecher
Instruments, Microarray Technology, Sun Prairie, Wisconsin, USA), welches durch
das National Institute of Health entwickelt wurde, kbnnen heute in nur einem
Arbeitsgang bis zu 1000 Gewebeproben gleichzeitig mittels Fluoreszenz in situ
Hybridisation, RNA in situ Hybridisation oder Immunhistochemie untersucht werden
(MOCH et al., 2001). Durch den Einsatz dieses Stanzgerates konnte die Prazision
wesentlich erhdht werden, da nun zum ersten Mal genormte zylindrische Proben mit
einem festen Durchmesser in einen Paraffinblock eingebracht werden konnten, so
dass sich ein reproduzierbares Probenmuster ergab. Ein weiterer Vorteil dieser
Technik ist, dass die Blocke, aus denen das zu untersuchende Gewebe entnommen
wird, nur geringflgig beschadigt werden. Wenn man den einzelnen Block betrachtet,
so kénnen aus diesem theoretisch 300 Proben entnommen werden, wenn der
jeweilige Tumor eine Grolke von 18x18 mm hat. Jede dieser Proben kann, genau so
wie der Ursprungsblock, in bis zu 300 Schichten geschnitten werden. Im Idealfall
ware es also mdglich, 90 000 (300 x 300) in situ Analysen eines einzigen Tumors
durchzufihren (BUBENDOREF et al. 2001).

Seit der erstmaligen Beschreibung der Tissue Microarray Technik (KONONEN et al.,
1998), konnte durch zahlreiche Studien die Praktikabilitat und Kostenersparnis
dieses Verfahrens belegt werden (MOCH et al.,, 1999; MUCCI et al., 2000;
HORVARTH et al., 2001; MOCH et al., 2001). AulRerdem tragt die Technik zur
Qualitatssicherung bei, da bisher die Vergleichbarkeit der in verschiedenen
Laboratorien wegen lokaler Unterschiede in der Fixation, Verarbeitung und Farbung

manchmal schwierig waren (HSU et al., 2002).



EINLEITUNG 29

1.8.2 Prinzip der Tissue Microarray Technik

Zur Herstellung eines Tissue Microarrays wird ein speziell daflur hergestelltes
Stanzgerat (Beecher Instruments, Microarray Technology, Sun Prairie, Wisconsin)
verwendet (Abbildung 3). Mit diesem Gerat werden zylindrisch geformte
Gewebeproben aus Paraffinblocken enthommen und in einen neuen Paraffinblock

eingebracht.

Abbildung 3: MTA-1 Manual Tissue Arrayer (Beecher Instruments)

Dementsprechend wird der Block, aus dem das Gewebe entnommen wird, “donor-
(deutsch: “Geber”) und der leere, neue Paraffinblock “recipient’- (deutsch:
“‘Empfanger”) Block genannt.

Zuvor werden die Regionen, aus denen die Biopsie entnommen wird, entsprechend
ihrer morphologischen Reprasentativitat mit Hilfe von Hamatoxilin-Eosin- (HE)
Schnitten ausgesucht.

Das Stanzgerat enthalt zwei an der Spitze gescharfte Hohlzylinder. Der innere
Hohlzylinder hat einen AuRendurchmesser von 0,6 mm und wird zum Stanzen von
zylinderformigen Lochern in die Empfangerblocke verwendet. Der grollere
Hohlzylinder dient dem Ausstanzen von Gewebezylindern aus dem Donorblock und

dem Einbringen der so gewonnenen Tumorproben in die vorgefertigten Locher des
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Empfangerblockes. Der innere Durchmesser des gréfieren Hohlzylinders entspricht
dem aulieren Durchmesser des kleineren Hohlzylinders (Abbildung 4).

Die Stanzen sollten in ein x-y-Koordinatensystem, das mit Hilfe des Gerates
eingestellt werden kann, Ubertragen werden, um nachher im Empfangerblock die
einzelnen Stanzen den jeweiligen Patientendaten zuordnen zu kdénnen
(BUBENDOREF et al., 2001).

Abbildung 4: Tumor Array Herstellung

a) Die Gewebebiopsien werden aus ausgewdahlten Regionen mit Hilfe eines dinnen, an der Spitze
gescharften Hohlzylinders ausgestanzt. b) Ein genau in den Hohlzylinder passender Stahldraht
ermdglicht das AusstoRen von gestanzten Gewebestlicken in  vorgefertigte Locher in einem
vorgegebenen Koordinatensystem des Empfangerblocks (Tumor-Array). ¢) Ein mit einer Klebeschicht
Uberzogenes Haltesystem erleichtert die Anfertigung der Tissue-Microarray-Schnitte. Die
Gewebeproben im Array haben einen Durchmesser von 0,6 mm und sind im Abstand von 0,1 mm
zueinander angeordnet (KONONENEN et al., 1998).

1.8.3 Anwendungsgebiete der Tissue Microarrays

Heutzutage ist das Problem nicht mehr die Entdeckung der Gene, sondern die
Analyse ihrer Funktion. Seit der Sequenzierung des menschlichen Genoms steht der
Wissenschaft eine groRe Menge von Informationen von Uber zehntausenden von
Genen und deren Strukturen zur Verfugung (LANDER et al., 2001; VENTER et al.,
2001;).

Bei der Erforschung von Zellgenomen auf DNA- und RNA-Ebene ist der Einsatz von
DNA-Microarrays ein wichtiger Arbeitsschritt, da damit alle in einer Zelle
vorkommenden Gene identifiziert werden konnen (DERISI et al., 1996; LOCKHART
et al., 1996; SCHENA et al., 1995; SCHENA et al., 1996). Die Qualitat der Gene und
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ihre Bedeutung flr den Zellstoffwechsel lassen sich mit diesem Verfahren jedoch

nicht beurteilen. Aus diesem Grund verwendet man zusatzlich Fluoreszenz-in-situ

Hybridisierung (FISH) und TMAs, die fur diesen Zweck optimal geeignet sind
(BUBENDOREF et al., 1999; HOFELE et al., 2002; 1999; MOCH et al., 1999).

Mit Tissue Microarrays konnen verschiedene Fragestellungen bearbeitet werden, die

sich nach dem jeweiligem Design der TMAs richten:

Multitumor TMASs:

Enthalten Spots aus Tumorgewebe verschiedener Art._Mit ihnen kann man

untersuchen, welche DNA, RNA oder Proteine in welcher Tumorart
vorkommen (ANDERSEN et al., 2000; SCHRAML et al., 1999).
Progression TMAs:

Enthalten Gewebe einer Tumorart, jedoch von verschiedenen Stadien dieses
Tumors. Damit kann beispielsweise untersucht werden, ob ein Gen in
verschiedenen Phasen der Tumorentwicklung unterschiedlich stark exprimiert
wird (BOWEN et al., 2000: BUBENDOREF et al., 1999; KONONEN et al., 1998)

Prognostic bzw. Prognosis TMASs:

Kombination aus den Spots eines Microarrays und den jeweiligen Follow-up-
Daten der Patienten. Damit kann man feststellen, ob ein bestimmtes Protein
prognostische Relevanz besitzt (BARLUND et al., 2000; MOCH et al., 1999;
TORHORST et al., 2001)

Hieraus ergeben sich folgende Anwendungsgebiete fur Tissue Microarrays in der
Krebsforschung (SPYRO et al., 2001):

Bestimmung der intra- und extrazellularen Verteilung von Molekulen.
Verknupfung der Informationen Gber ein Molekul auf DNA-, RNA- und
Proteinebene.

In vivo-Uberpriifung von Hypothesen, die an Zellinien oder in Tierversuchen
erarbeitet wurden, an Gewebeproben von Patienten.

Uberprifen von Ergebnissen, die mir einer limitierten Anzahl von
Gewebeproben durch cDNA-Microarrays gewonnen wurden, an einer
reprasentativen Probenanzahl im TMA.

Erforschung eines Auftretens von mutmallichen Tumorgenen und deren

Produkten in verschiedenen Tumorstadien.
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e Herstellung einer Verbindung zwischen molekularbiologischen und

pathohistologischen Patientendaten.

Daruber hinaus kénnen TMAs auch in vielen anderen Bereichen aulierhalb der
Tumorforschung angewendet werden. So konnen Arrays mit Geweben von Tieren
oder Arrays zur Altersforschung hergestellt werden (KALLIONIEMI et. al., 2001)

Auch der Einsatz von TMAs in der Lehre ist sinnvoll, da die einzelnen Proben immer
einen charakteristischen Ausschnitt des Gewebes reprasentieren und man an ihnen
exemplarisch  gewebespezifische  Details zeigen  kann. Ein  weiters
Anwendungsgebiet der TMAs findet sich in der Entwicklung, Testung und
Verbesserung neuer Antikorper und Farbemethoden, insbesondere wenn man TMAs
mit normalen Gewebeproben nutzt. TMAs sind weiterhin gut geeignet, um

Patientendaten von Gewebeproben zu anonymisieren (BUBENDORF et al., 2001)
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1.9 Zielsetzung

Maligne Erkrankungen des Kopf-Hals-Bereiches gehodren weltweit zu den haufigsten
Krebserkrankungen und sind aufgrund der spaten Diagnose mit einer schlechten
Prognose assoziiert. Fur eine erwunschte Fruhdiagnostik dieser Tumorentitat sind
bisher jedoch nur sehr wenige geeignete molekulare Biomarker verfugbar.

Es gibt Hinweise darauf, dass der Rad51-Gehalt einer Krebszelle die
Therapiemoglichkeit dieses Krebses beeinflusst. Neueste Studien besagen, dass
eine Uberexpression von Rad51 in den Zellen zu einer Resistenz gegeniiber
ionisierender Strahlen fiihrt (VISPE et al 1998). In diesen Zellen kommt es zu einer
erhdhten homologen Rekombination (VISPE et al 1998). In verschiedenen malignen
Tumoren konnte eine Rad51-Uberexpression nachgewiesen werden. Beispiele
hierfir sind das Pankreaskarzinom (Maacke et al., 2000b), das Mammakarzinom
(Maacke et al., 2000a) und das Bronchialkarzinom (Qiao et al., 2005). Darlber
hinaus korreliert das Ausmaf der Rad51-Uberexpression in Mammakarzinomen mit
dem histologischen Grading (MAACKE et al., 2000a), bei Bronchialkarzinomen mit
der Uberlebenszeit (QIAO et al., 2005).

Ziel der hier vorliegenden Studie ist es herauszufinden, ob

1.) in Kopf-Hals-Tumoren eine Korrelation zwischen dem Tumorstadium und

einer mdglichen Rad51-Uberexpression besteht,

2.) es einen Zusammenhang zwischen Rad51-Expression und dem Uberleben

des Patienten bzw. dem Entstehen eines Rezidivs gibt,

3.) eine mdgliche Rad51-Uberexpression mit Parametern wie ,Grading“ , Ki67 oder
P53 korreliert.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

In dieser Arbeit wurden Kopf-Hals-Tumore von 452 Patienten untersucht, die im
Zeitraum von 1996 bis 2006 in der Abteilung fur Hals-Nasen-Ohrenheilkunde des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf behandelt wurden. Das mediane Alter der
334 Patienten und 118 Patientinnen lag bei 54,5 Jahren, die Altersspanne reichte
von 20 bis 89 Jahren.

Die Daten wurden retrospektiv aus den Krankenakten der Patienten entnommen. Bei
der Auswertung der Krankenakten wurde auf folgende Daten besonderer Wert
gelegt: Geschlecht, Alter bei Erstdiagnose, Tumorlokalisation, TumorgroRe,
Lymphknotenbefall, Fernmetastasierung, Grading R-Status, rezidivfreies Uberleben,
Gesamtuberleben.

Das Tumorstadium der Patienten wurde gemal® der TNM-Klassifikation der
International Union Against Cancer (UICC) von 1997 ermittelt. Die Klassifikation
erfolgte nach Abschluss der chirurgischen Therapie und histopathologischer
Begutachtung der Karzinome. Ausschlaggebend war das diagnostizierte
pathologische pTNM-Stadium.

Von samtlichen Patienten wurden anhand der E-Nummern die HE-Schnitte aus dem
Archiv des Instituts fur Pathologie herausgesucht. Nach lichtmikroskopischer
Begutachtung und Beurteilung durch einen Pathologen ( Dr. Til Clauditz) des Instituts
fur Pathologie am Universitatsklinikum Eppendorf, wurden die tumorreichsten HE-
Schnittpraparate ausgewahlt und die entsprechenden Paraffinblocke aus dem Archiv
herausgesucht. Diese wurden erneut auf ausreichendes Tumormaterial untersucht.

Tumorfreie Schnittpraparate wurden dementsprechend zurticksortiert.

2.2 TMA-Herstellung

Die fur diese Arbeit ausgewahlten in Formalin fixierten und in Paraffin eingebetteten
Gewebeproben wurden aus dem Archiv der Pathologie, Universitatsklinikum
Eppendorf entnommen. Die Paraffin-Gewebebloécke wurden anschlielfiend anhand
der korrespondierenden HE-Schnitte gemeinsam mit Dr. Til Clauditz (Pathologie

UKE) erneut histopathologisch beurteilt. Hierbei wurde neben der histologischen
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Beschreibung und diagnostischen Einordnung die Markierung eines reprasentativen
Areals fur die anschlieRende Tissue-Micro-Array-Herstellung vorgenommen. Zur
Identifizierung reprasentativer Tumorregionen wurden zur TMA-Herstellung erneut
HE-gefarbte Schnitte der Paraffinblocke erstellt, an denen die abschlieliende
Beurteilung vorgenommen wurde. Die tumorreprasentative Region wurde mit einem
Fineliner unter dem Lichtmikroskop auf dem Objekttrager markiert und die
Markierung auf den entsprechenden Paraffinblock Ubertragen. Als nachstes wurden
aus den markierten Gewebeblocken die relevanten Gewebebezirke ausgestanzt.
Zuvor wurden Paraffinblocke ohne Gewebe angefertigt und aus diesen die fur die
Tumorproben gewinschte Anzahl an Paraffinzylindern ausgestanzt. In die so
entstandenen  zylindrischen Hohlformen wurde dann jede ausgestanzte
Tumorgewebeprobe unmittelbar Ubertragen. Um die Anordnung der Gewebeproben
festzulegen und zu dokumentieren, wurde nun mit Hilfe des Programms ,Excel” eine
Datenmaske angelegt.

Auf das Herstellungsverfahren der TMA’s wurde bereits im Kapitel 3.1.2 detaillierter
eingegangen.

Die 452 Gewebezylinder wurden auf drei TMA-Blocke verteilt, von denen jeder
zwischen 105 und 222 Tumorproben enthielt. Jeder TMA-Block enthielt aulerdem

verschiedenen Kontrollgewebe.
Das Kontrollgewebe fur diesen TMA-Block setzt sich gemal Tabelle 3 zusammen.
Anhand der Anfarbung dieser Kontrollspots konnte die Qualitdt der anschlieRend

durchgefuhrten Spezialfarbungen uberpruft werden.

Tabelle 3: Standard-Kontrollgewebe

Standard-Kontrollgewebe Anzahl (spots)

Larynx 11

Lymphknoten

Lunge

Herzmuskel

Hypopharynx

Tonsille

Zunge

N|jlw|lw w|lr|~]A~

Endometrium
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Haut
Skelettmuskulatur

Kolonmucosa

Magen

Prostata

Leber

Niere

= INININININDNINDIN

Epiglottis

2.3 Immunhistochemie

FUr die imunhistochemische Analyse von Rad51 wurde der monoklonale Maus-
Antikérper Rad51 (Clone 3F326, USBiological, USA) in der Verdlinnung 1:50 (pH7,8)
verwendet. Zum Nachweis der Proteinprodukte des p53 Gens wurde ein
monoklonales Maus-Anti-Human p53 Protein, DO-1 (CAT OP43, Calbiochem) in
einer Verdinnung von 1:2000 eingesetzt. Um die Expression des Antigen Ki-67
darzustellen, wurde ein monoklonaler Maus-Antikoérper (Clone MIB-1, Code M724,

DakoCytomation, Danemark) in der Verdinnung 1:400 benutzt.

2.3.1 Manuelle Vorbereitung

Die in 4,5%igem, neutral gepuffertem Formalin fixierten Gewebeproben wurden
durch eine aufsteigende Alkoholreihe entwassert, danach mittels Xylol vom Alkohol
befreit und anschlieend in maximal 60 °C warmes Paraffin eingebettet.

Danach wurden 4-5 uym dicke Gewebeschnitte angefertigt und auf beschichtete
Objekttrager gezogen. Anschliellend wurden die Schnitte bei 60 °C eine Stunde lang

an der Luft getrocknet.
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2.3.2 Entparaffinisierung

Die Objekttrager mit den Gewebeschnitten missen vor dem Farben entparaffiniert
und rehydriert werden. Dieser Schritt ist notwendig, um das Paraffin vollstandig aus
dem Gewebe herauszuldsen. Verbleibende Paraffinreste im Gewebe fihren dazu,
dass der Primarantikorper an diesen Stellen das Antigen nicht erkennen kann und es
zu vermehrt unspezifischen Anfarbung kommt. Zur Entparaffinisierung wurden die
auf Raumtemperatur abgekuhlten Schnitte zwei Mal fur funf Minuten in Xylol
inkubiert. Danach erfolgte die Rehydrierung in einer absteigenden Alkoholreihe (2x
drei Minuten 100%iges Ethanol, 2x drei Minuten 95%iges Ethanol). AbschlieRend
wurden die Objektrager in Aqua dest. gespult.

2.3.3 Farbeprotokoll

Schritt 1: Epitopdemaskierung

Nach der Entparaffinisierung erfolgte eine hitzeinduzierte Epitopdemaskierung, um
die ursprungliche Form der Proteine wiederherzustellen und ein eindeutiges
Farbeergebnis zu garantieren. Wahrend der Fixierung, meistens mit Formalin,
entstehen Aldehydvernetzungen, die eine Bindung des Antikdrpers verhindern
konnen. Die dreidimensionale Struktur eines Antigens kann sich ebenfalls so
verandern, dass es flir den Antikérper nicht mehr erkennbar sein kann
(Antigenmaskierung).

FiUr die Epitopdemaskierung von Ki67 und Rad51 wurde ein Liter Epitope Retrieval
Solution (pH 9; DAKO S2367) mit einer Citratpufferkonzentration von 0,1 mol/l im
Verhaltnis 1:10 mit Aqua dest. verdinnt, in Farbetrége gefullt und in einem
Dampfgarer erwarmt. Die entparaffinierten Schnitte wurden dann in die vorgewarmte
Epitopdemaskierungslosung gelegt und 20 Minuten bei 98 °C inkubiert. . Nach der
Inkubation  wurden  die  Objekttrager  bei Raumtemperatur in  der
Epitopdemaskierungsléosung 20 Minuten abgeklhlt. AnschlieBend wurden die
Schnitte mit TBS-Puffer (DAKO S3006; 1:10 mit Aqua dest. verdunnt) gespult und bis
zum Farben 5-20 Minuten in Waschpuffer eingeweicht. Die Epitopdemaskierung von

p53 erfolgte auf die gleiche Weise. Allerdings erfolgte die Inkubation hier in einem
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TEC -

Puffer (TRIS-EDTA-Citrat) mit einem pH von 7,8. Die Zusammensetzung des

TEC - Puffers kann der Tabelle 4 enthommen werden.

Tabelle 4. Zusammensetzung des TEC - Puffers

TEC — Puffer Stammldsung (1 Liter)

Ansetzen der Stammlosung:

Trizma base (Sigma T 1503 — 1 kg) 5,009
EDTA (Merck 1.08418.0250) 10,00 g
Tri Natrium — Citrat (Sigma C 0909-100 g) 6,40 g

Mit 1 mol HCL auf pH 7,8 einstellen; es werden ca. 3-4 ml bendtigt.

Ansetzen der Gebrauchslésung:

50 ml TEC + 950 ml Aqua dest.

Schritt 2: Verarbeitung auf dem ,, Autostainer®

Die eigentliche immunhistochemische Farbung wurde mit dem Dako (Glostrup,
Denmark) REAL™ EnVision Detection System Peroxidase/ DAB+, Rabbit/Mouse
(Code 5007) im DAKO Autostainer gemaf Herstellerprotokoll durchgefthrt.

Der Ablauf der Schritte war wie folgt:

1x spiilen mit Waschpuffer (DAKO REAL™ Substrate Buffer)

100 pL Peroxidase-Blocking Reagent (3% H202): 10 Minuten

1x spulen mit Waschpuffer

100 pL primarer Antikdrper: 25 Minuten

1x spulen mit Waschpuffer

100 uL Dako REAL™ EnVision™/HRP, Rabbit/Mouse (oeroxidasekonjugiertes
Polymer mit sekundaren Ziegenantikérpermolekulen, das auch Antikdrper
gegen Kaninchen- bzw. Maus-Immunglobulinen enthalt): 25 Minuten

2x spulen mit Waschpuffer

2x 100 pL Dako REALTM DAB+ Chromogen (5%ige 3,3’-Diaminobenzidin-

Tetrahydrochloridchromogen-Ldsung): 5 Minuten

Nach dem Schritt der Verarbeitung mit Substrat-Chromogen erfolgte das Spulen der

Objekttrager in Aqua dest.
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Schritt 3: Gegenfarben mit Hamtoxylin

Nach diesem maschinellen Farbevorgang erfolgte nun eine manuelle Gegenfarbung
mit Hamatoxylin. Dazu wurden die Objekttrager aus dem Autostainer entnommen, in
ein Hamatoxylinbad eingetaucht und funf Minuten inkubiert. AnschlieRend wurden

die Schnitte in Aqua dest. gesplilt.

Schritt 4: Eindecken der Objekttrager
AbschlieBend durchliefen die Praparate zur Dehydrierung eine aufsteigende

Alkoholreihe und Xylol, damit sie anschlieRend eingedeckt werden kdnnen.

2.4 Statistische Auswertung

Fir die statistische Analyse der Daten wurde das Statistikprogramm SPSS benutzt
(SPSS Inc., USA). Die Auswahl der Methoden und die Ergebnisse wurden durch das
Institut fir Medizinische Biometrie und Statistik des Universitatsklinikums Hamburg-
Eppendorf (Direktor: ) Uberprift. Um die Korrelation zwischen der Rad51 Expression
und den gegebenen kategorisierten Parametern zu ermitteln, wurde der
nichtparametrische = Rangkorrelationskoeffizient nach  Spearman  verwendet
(SPEARMAN 1904).

Zur Berechnung der Gesamtuberlebenszeit, sowie des rezidivfreien Zeitintervalls
wurde der Kaplan-Meier-Schatzer angewendet (KAPLAN, MEIER, 1958). Mit dieser
Methode wird der geschéatzte Verlauf der Uberlebenszeitkurve durch eine fallende
Treppenfunktion dargestellt: Die X-Achse zeigt die Uberlebenszeit an, die Y-Achse
den prozentualen Anteil der zum jeweiligen Zeitpunkt noch lebenden Patienten. Um
die Uberlebenskurven miteinander zu vergleichen, wurde der p-Wert durch den Log-
Rank-Test bestimmt. Unter der Bedingung eines 95%igen Konfidenzintervalls
wurden p-Werte < 0.05 als statistisch signifikant gewertet.

Als rezidivfreies Intervall wurde der Zeitraum zwischen Erstdiagnose bis zur
histopathologisch gesicherten Diagnose eines Rezidivs definiert. Die Patienten, die
bis zum Zeitpunkt der letzten Statuserhebung rezidivfrei waren oder die ohne
Tumorrezidiv verstarben, wurden fur die statistische Analyse zensiert. Fur die
Untersuchungen des Gesamtuberlebens wurden die zum Zeitpunkt der letzten

Statuserhebung noch lebenden Patienten zensiert. In den Kaplan-Meier-Kurven ist
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die Entfernung dieser Daten jeweils durch einen kleinen, vertikalen Strich

gekennzeichnet.

2.4.1 SPSS

Bei diesem Programm handelt es sich um ein modular aufgebautes Programmpaket
zur statistischen Analyse von Daten. Das Basismodul ermdglicht das grundlegende
Datenmanagement und umfangreiche statistische und grafische Datenanalysen mit
den gangigsten statistischen Verfahren. Des Weiteren besteht die Mdglichkeit fur
spezielle Anwendungen, etwa Conjoint- oder Zeitreihenanalyse, Zusatzmodule, die
auf dem Basismodul aufsetzen zu verwenden. Die Bedienung erfolgt menugesteuert.

Es fanden alle klinischen und pathologischen Parameter Verwendung.

2.4.2 Kaplan-Meier-Schéatzer

Zur Auswertung der Ergebnisse der Farbungen wurden von Seiten der Statistiker des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf Kaplan-Meier-Kurven erstellt. Das
Verfahren soll der Vollstandigkeit halber im Folgenden kurz vorgestellt werden.

Der Kaplan-Meier-Schatzer (KMS) ist ein Verfahren der Methodik von klinischen
Studien, das insbesondere im onkologischen Bereich seine Anwendung findet.
Entwickelt wurde das Schatzverfahren im Jahre 1958 von Kaplan und Meier
(KAPLAN, MEIER, 1958) und gehdrt als ,Kaplan-Meier-Schatzer® heute zum
Standardrepertoire der statistischen Methoden zur Analyse von Ereigniszeiten. Die
KMS-Kurve beschreibt eine Uberlebensfunktion, auch Survivalfunktion genannt. Sie
gibt die Wahrscheinlichkeit an, ob ein Patient zu einem Zeitpunkt t ereignisfrei ist.

Definiert ist der Kaplan-Meier-Schatzer als:

S(t) = P(T =t)

In der Methodik von klinischen Studien (SCHUMACHER, 2008) wird die Berechung
wie folgt beschrieben. Der erste wesentliche Schritt besteht in der Erstellung des

Datenarrays wie in Tabelle 5 dargestellt.



MATERIALIEN UND METHODEN 41

Tabelle 5: Erstellung des Datenarrays

Ereigniszeitpunkt Anzahl ,unter Risiko" Anzahl Ereignisse
1 N4 d1
to Ny d>
ts n3 d;
tm nm dm

In einem zweiten Schritt werden die Uberlebenswahrscheinlichkeiten zu einem

Zeitpunkt t, fur t = t; geschatzt durch:

(ny— dy)

S5t = T
wobei (n4 - dq) die Menge der Patienten angibt, die zum Zeitpunkt t| ereignisfrei sind.
Diese werden dividiert durch die Anzahl derjenigen, die unmittelbar vor t; unter Risiko
waren. Mit (n2-d2)/n2 wird die bedingte Wahrscheinlichkeit geschatzt, den Zeitpunkt t,
ereignisfrei zu Uberleben vorausgesetzt, dass ti bereits ereignisfrei Uberlebt wurde.
Die Multiplikation beider Terme gibt an, wie hoch die Wahrscheinlichkeit ist den

zweiten Ereignispunkt ereignisfrei zu Uberleben:

iy —cd; MNa—d
1= d1, T2 2

5(t) =

nq i %

Alle anderen Wahrscheinlichkeiten werden analog dazu berechnet. Allgemein
mathematisch ausgedrickt ergibt sich fur die Berechnung des Kaplan-Meier-

Schatzers also die Wahrscheinlichkeit einen Zeitpunkt t ereignisfrei zu Gberleben:

iy —dy Pa—d n,—d d
1 1>< 2 3><...>< L L L
q g Ty Ry

8 =
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2.4.3 Log-Rank-Test

Der Log-Rang-Test gehoért zu den nichtparametrischen Verfahren und ist das
Standardverfahren in der Uberlebenszeitanalyse fiir Gruppenvergleiche, wie z.B. der
Vergleich zweier Therapien in einer klinischen Studie (BENDER et al., 2007). Der
etwas ungewohnliche Name Log-Rang erklart sich daher, dass sich das Verfahren
aus einem Test herleiten lasst, der auf dem Logarithmus der Range der Daten
basiert. Der Log-Rang-Test Iasst sich auch verwenden, wenn mehr als zwei Gruppen
miteinander verglichen werden sollen. Hingegen werden fur die gleichzeitige

Untersuchung verschiedener Einflussvariablen multifaktorielle Methoden bendtigt.
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3 Ergebnisse

3.1 Patientenkollektiv

43

Es wurden 452 Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom im Kopf-Hals-Bereiches

analysiert. Daten zu Alter, Geschlecht, Stadium und Grading sind in Tabelle 6

aufgefihrt.

Tabelle 6: Daten des Patientenkollektivs

Klinisch-pathologische Parameter des

Patienten-Kollektivs

Anzahl der Patienten

Gesamt n =452
Manner / Frauen 334 /118
Alter (in Jahren)

Mittelwert 60
Spannweite 20 -89
T-Stadium (445 Daten vorhanden)

T1 103 (23,2%)
T2 133 (29,9%)
T3 79 (17,7%)
T4 130 (29,2%)
N-Stadium (445 Daten vorhanden)

NO 219 (49,2%)
N1 68 (15,3%)
N2 134 (30,1%)
N3 24 (5,4%)
M-Stadium (439 Daten vorhanden)

MO 414 (94,3%)
M1 25 (5,7%)
Grading (445 Daten vorhanden)

G1 31 (7,0%)
G2 318 (71,4%)
G3 92 (20,7%)
G4 4 (0,9%)
UICC-Klassifikation (220 Daten vorhanden)

1 32 (14,5%)
2 37 (16,6%)
3 43 (19,4%)
4 )

110 (49,5%
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Das Kollektiv umfasste 334 (73,9%) Manner und 118 (26,1%) Frauen (Abbildung 5).
Das Durchschnittsalter des kompletten Patientenkollektivs zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose betrug 60 Jahre (Median: 54,5 Jahre). Der alteste Patient war 89 und
der jungste Patient 20 Jahre alt.

Die Manner waren im Durchschnitt 59,3 Jahre alt, die Frauen 60,5 Jahre. Der Median
lag bei den Mannern bei 63,5 Jahren, bei den Frauen bei 54,5 Jahren.

Bei den Mannern lief3 sich erkennen, dass die Haufigkeit der Erkrankungen in der
sechsten und siebten Lebensdekade am hdochsten war und dann wieder abnahm. Bei
den Frauen war sie von der sechsten bis zur achten Lebensdekade konstant. Diese

Daten sind in Tabelle 7 und in der Abbildung 6 verdeutlicht.

B Manner

M Frauen

Abbildung 5: Prozentuale Verteilung mannlich/ weiblich

Tabelle 7: Altersverteilung nach Diagnosestellung

Alter mannliche mannliche % weibliche weibliche
Anzahl Anzahl %
<40 Jahre 5 1,1 7 1,6
40 bis 49 Jahre 50 11,3 13 3
50 bis 59 Jahre 117 26,4 37 8,3
60 bis 69 Jahre 109 24,6 27 6,1
> 70 Jahre 46 10,4 32 7,2
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Abbildung 6: Altersverteilung bei Diagnosestellung

Nach der UICC-Klassifikation befanden sich 32 (14,5%) Patienten in Stadium |, 37
(16,6%) in Stadium 1lI, 43 (19,4%) in Stadium Ill und 110 (49,5%) in Stadium IV
(Abbildung 7). Uber 230 (50,9%) Patienten fehlen die Angaben zum Tumorstadium.

60

49,5 %
50

40

30 -

20 14,4 % °
N . . .
(o] T T

Abbildung 7: Verteilung der Tumorstadien (n=220)

Nach dem TNM-Stadium wurden 103 (23,2%) Karzinome dem T-Stadium T1, 133
(29,9%) T2, 79 (17,7%) T3 und 130 (29,2%) T4 zugeordnet (Abbildung 8). In 7
(1,5%) Fallen fehlte das T-Stadium.
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Abbildung 8: Verteilung der T-Stadien

Der Lymphknotenstatus war bei 219 (49,2%) Karzinomen NO, bei 68 (15,3%) N1, bei
134 (30,1%) N2 und bei 24 (5,4%) N3 (Abbildung 9). In 7 (1,5%) Fallen fehlte das N-

Stadium.

60 49,2 %
50
40 30,1 %
30 0
2 15,3 % 0
0 [
NO N1 N2 N3

Abbildung 9: Verteilung der N-Stadien

Fernmetastasen wurden bei 414 (94,3%) Karzinomen nicht nachgewiesen, die somit
im MO Stadium klassifiziert werden. Bei 25 (5,7%) Karzinomen wurde das Stadium
M1 bewertet (Abbildung 10). In 13 (2,9%) Fallen fehlte das M-Stadium.
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Abbildung 10: Verteilung der M-Stadien

Das histologische Tumorgrading zeigte bei 31 (7%) Fallen ein gut differenziertes (G
1), bei 318 (71,4%) ein maRig differenziertes (G Il), bei 92 (20,7%) ein schlecht
differenziertes (G Ill) und bei 4 (0,9%) ein undifferenziertes Karzinom (Abbildung 11).
Bei 7 (1,5%) Patienten fehlen die Angaben zum Tumorgrading.
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Abbildung 11: Verteilung des Grading

3.2 Zusammenhang zwischen klinischen Parametern und Rad51-Expression

Um eine Korrelation zwischen der Rad51-Expression und den Kklinisch-
pathologischen Parametern sowie Ki67 und p53 zu ermitteln, wurde der
Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman verwendet. Als Parameter fungierten
Alter, Tumorgrof3e, Lymphknotenstatus, Fernmetastasen, R-Status und Grading. Alle

ausgewerteten Daten finden sich tabellarisch im Anhang dieser Arbeit.
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Eine signifikante Korrelation der Rad51-Expression in Bezug auf das gesamte
Patientenkollektiv bestand in dieser Untersuchung mit der TumorgrofRe (p=0,021)
und den Lymphknotenmetastasen (p=0,024).

Es konnte keine Korrelation zwischen der Rad51-Expression und Alter,
Fernmetastasen, R-Status oder Grading der Patienten gefunden werden.

Es erfolgt auch eine Korrelationsanalyse fur die einzelnen Tumorentitaten. Dabei
konnte fur Mundhdhlenkarzinome keine Korrelation zwischen der Rad51-Expression
und Alter, Tumorgrof3e, Lymphknotenmetastasen, Fernmetastasen, R-Status oder
Grading der Patienten gefunden werden.

Fir die untersuchten Hypo-/Oropharynxkarzinome liel® sich zwischen der Rad51-
Expression und der TumorgroRRe eine Tendenz feststellen, die aber nicht statistisch
signifikant war (p=0,076). In Bezug auf die Larynxkarzinome bestand eine
signifikante Korrelation zwischen der Rad51-Expression und den
Lymphknotenmetastasen (p=0,009). Zwischen der Rad51-Expression und dem
Grading liel3 sich eine Tendenz erkennen, die aber statistisch nicht signifikant war
(p=0,060).

Ebenfalls konnte zwischen Rad51 und Ki67 sowie p53 sowohl beim Gesamtkollektiv
als auch bei den einzelnen Tumorentitdten keine Korrelation festgestellt werden.
Allerdings korreliert Ki67 im Gesamtkollektiv mit einem p-Wert von 0,012 signifikant
mit p53. Bei den Mundhohlenkarzinomen korreliert Ki67 mit einem p-Wert von 0,014
ebenfalls signifikant mit p53. Weiterhin konnte bei den Larynxkarzinomen eine
signifikante Korrelation zwischen Ki67 und den Lymphknotenmetastasen gefunden
werden (p=0,049). AuRerdem gab es bei Mundhohlenkarzinomen eine signifikante
Korrelation zwischen p53 und den Lymphknotenmetastasen (p=0,016). Fur das
Larynxkarzinom lie® sich zwischen p53 und dem R-Status eine Tendenz feststellen,

die aber nicht statistisch signifikant war (p=0,079).

Zwischen den histologischen und klinischen Parametern gab es signifikante

Korrelationen.

Gesamtkollektiv:

Die TumorgroéfRe korrelierte signifikant mit Lymphknotenmetastasen (p=0,000) und
Grading (p=0,001). Es lie3 sich zwischen Tumorgré3e und Alter (p=0,074) sowie
Fernmetastasen (p=0,069) und R-Status (p=0,074) eine Tendenz feststellen, die

aber nicht statistisch signifikant war. Die Lymphknotenmetastasen korrelierten
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ebenfalls signifikant mit Fernmetastasen (p=0,000), R-Status (p=0,001) und Grading
(p=0,005).

Tumorentitaten:

In Bezug auf die Mundhdhlenkarzinome korrelierte die TumorgréflRe signifikant mit
den Lymphknotenmetastasen (p=0,000) und dem Grading (p=0,005). Es gab auch
signifikante Korrelationen zwischen Lymphknotenmetastasen (p=0,002) und
Fernmetastasen sowie Grading (p=0,15).

Bei den Hypo-/Oropharynxkarzinomen Kkorrelierte die TumorgrdfRe signifikant mit
Lymphknotenmetastasen (p=0,036). Zwischen Lymphknotenmetastasen und
Fernmetastasen (p=0,005) sowie R-Status (p=0.014), bzw. Fernmetastasen mit R-
Status (p=0,012) bestand eine signifikante Korrelation.

Bei Larynxkarzinomen konnte eine signifikante Korrelation zwischen Alter und
Fernmetastasen (p=0,011) festgestellt werden. Die TumorgréRe korrelierte signifikant
mit Lymphknotenmetastasen (p=0,000) und Grading (p=0,018). Es liel3 sich
zwischen TumorgroRe und Fernmetastasen (p=0,069) sowie zwischen
Lymphknotenmetastasen und R-Status (p=0,053) eine Tendenz feststellen, die aber

nicht statistisch signifikant war.

3.3 Uberlebenszeitanalyse

In Abbildung 12 sind die Kaplan-Meier-Kurven fiir das rezidivfreie Uberleben der
Patienten bei immunhistochemisch  negativen sowie  schwachen und
moderaten/starken Rad51-Staus dargestellt. Ein statistisch signifikanter Unterschied
konnte nicht festgestellt werden (p=0,9209). Die mediane und mittlere Uberlebenszeit

ist in Tabelle 8 aufgefuhrt.
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Tabelle 8: Mittelwerte und Mediane fiir die Uberlebenszeit
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Anzahl Anzahl
Gruppe Anzahl gesamt ausgefallen zensiert Mittelwert Median-Zeit p-Wert
negativ 90 38 52 68,2909 60 0,9209
weak 176 77 99 71,7374 61
mod/strong 66 30 36 72,9612 59,814
Kombiniert 332 145 187 71,8192 61
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Abbildung 12: Kaplan-Meier-Kurve fir das rezidivfreie Uberleben von Rad51-negativen sowie
Rad51-schwachen und Rad51-moderaten/starken Kopf-Hals-Tumoren

In Abbildung 13 sind die Kaplan-Meier-Kurven fir das Gesamtlberleben der

Patienten

bei

immunhistochemisch

negativen

sowie

schwachen

und

moderaten/starken Rad51-Staus dargestellt. Ein statistisch signifikanter Unterschied

konnte nicht festgestellt werden (p=0,7826). Die mediane und mittlere Uberlebenszeit

ist in Tabelle 9 aufgefihrt.
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Tabelle 9: Mittelwerte und Mediane fiir die Uberlebenszeit

Anzahl
RAD51 Anzahl gesamt ausgefallen Anzahl zensiert Mittelwert Median-Zeit p-Wert
negativ 90 32 58 67,8 96,0 0,7826
weak 179 73 106 75,6 66,0
mod/strong 67 31 36 71,7 62,0
Kombiniert 336 136 200 75,2 66,0
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Abbildung 13: Kaplan-Meier-Kurve fiir das Gesamtiberleben von Rad51-negativen sowie Rad51-
schwachen und Rad51-moderaten/starken Kopf-Hals-Tumoren

In den Abbildungen 14 bis 16 sind die Kaplan-Meier-Kurven fir das rezidivfreie
Uberleben der Patienten bei Rad51-positiven sowie Rad51-schwachen und Rad51-
Mundhdhlen-,

statistisch

moderaten/starken
Ein

Mundhdhlenkarzinom (p=0,4038) noch beim Hyop-/Oroharynxkarzinom (p=0,6502)
und Larynxkarzinom (p=0,4038) festgestellt werden. Die mediane und mittlere

Hypo-/Oropharynx- und Larynxkarzinomen

dargestellt. signifikanter Unterschied konnte weder beim

Uberlebenszeit ist in den Tabellen 10 bis 12 aufgefiihrt.
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Tabelle 10: Mittelwerte und Mediane fiir die Uberlebenszeit

52

Anzahl
Gruppe Anzahl gesamt ausgefallen Anzahl zensiert Mittelwert Median-Zeit p-Wert
negativ 36 21 15 51,6395 24,832 0,4038
weak 82 48 34 58,9436 32,329
mod/strong 26 17 9 74,7127 59,814
Kombiniert 144 86 58 60,2827 41,429
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Abbildung 14: Kaplan-Meier-Kurve fiir das rezidivfreie Uberleben von Rad51-negativen sowie
Rad51-schwachen und Rad51-moderaten/starken Mundhohlenkarzinomen
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Tabelle 11: Mittelwerte und Mediane fiir die Uberlebenszeit
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Anzahl
Gruppe Anzahl gesamt ausgefallen Anzahl zensiert Mittelwert Median-Zeit p-Wert
negativ 23 8 15 42,2961 50 0,6502
weak 58 20 38 42,6753 61
mod/strong 26 9 17 32,153 37
Kombiniert 107 37 70 41,3481 50
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Abbildung 15: Kaplan-Meier-Kurve fiir das rezidivfreie Uberleben von Rad51-negativen sowie
Rad51-schwachen und Rad51-moderaten/starken Hypo-/Oropharynxkarzinomen
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Tabelle 12: Mittelwerte und Mediane fiir die Uberlebenszeit

Anzahl
Gruppe Anzahl gesamt ausgefallen Anzahl zensiert Mittelwert Median-Zeit p-Wert
negativ 36 21 15 51,6395 24,832 0,4038
weak 82 48 34 58,9436 32,329
mod/strong 26 17 9 74,7127 59,814
Kombiniert 144 86 58 60,2827 41,429
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Abbildung 16: Kaplan-Meier-Kurve fir das rezidivfreie Uberleben von Rad51-negativen sowie
Rad51-schwachen und Rad51-moderaten/starken Larynxkarzinomen

17 bis das

Gesamtluberleben der Patienten bei Rad51-negativen sowie Rad51-schwachen und

In den Abbildungen 19 sind die Kaplan-Meier-Kurven fur
Rad51-moderaten/starken Mundhoéhlen-, Hypo-/Oropharynx- und Larynxkarzinomen
dargestellt. Auch hier bestand sowohl beim Mundhoéhlenkarzinom (p=0,9627) als
auch beim Hypo-/Oropharynxkarzinom (p=0,666) und beim Larynxkarzinom
(p=0,9775) keine statistische Signifikanz. Die mediane und mittlere Uberlebenszeit ist
in Tabelle 13 bis 15 aufgefuhrt.
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Tabelle 13: Mittelwerte und Mediane fiir die Uberlebenszeit

Anzahl
Gruppe Anzahl gesamt ausgefallen Anzahl zensiert Mittelwert Median-Zeit p-Wert
negativ 36 14 22 61,3 54,5 0,9627
weak 83 37 46 70,7 59,6
mod/strong 26 16 10 77,2 74,5
Kombiniert 145 67 78 72,1 62,0
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Abbildung 17: Kaplan-Meier-Kurve fir das Gesamtuberleben von Rad51-negativen sowie Rad51-
schwachen und Rad51-moderaten/starkenMundhdéhlenkarzinomen



ERGEBN

ISSE

Tabelle 14: Mittelwerte und Mediane fiir die Uberlebenszeit
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Anzahl
Gruppe Anzahl gesamt ausgefallen Anzahl zensiert Mittelwert Median-Zeit p-Wert
negativ 23 7 16 45,8394 0,666
weak 58 22 36 36,125 .
mod/strong 26 9 17 38,7615 55
Kombiniert 107 38 69 42,6747 60
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Abbildung 18: Kaplan-Meier-Kurve fir das Gesamtliberleben von Rad51-negativen sowie Rad51-

schwachen und Rad51-moderaten/starken Hypo-/Oropharynxkarzinomen
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Tabelle 15: Mittelwerte und Mediane fiir die Uberlebenszeit

Anzahl
Gruppe Anzahl gesamt ausgefallen Anzahl zensiert Mittelwert Median-Zeit p-Wert
negativ 31 11 20 72,4 96,0 0,9775
weak 38 14 24 72,8 96,0
mod/strong 15 6 9 87,4 120,0
Kombiniert 84 31 53 77,4 96,0
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Abbildung 19: Kaplan-Meier-Kurve fir das Gesamtiiberleben von Rad51-negativen sowie Rad51-
schwachen und Rad51-moderten/starken Larynxkarzinomen

In Abbildung 20 sind die Kaplan-Meier-Kurven fiir das rezidivfreie Uberleben der
Patienten mit einer Ki67-Expression von <11%, 11%-40% und >40% dargestellt.
Dabei ergab sich, dass Patienten mit einer Ki67-Expression uber 40% die langste
rezidivfreie Uberlebenszeit haben. Mittels Log Rank Test konnte eine statistische

Signifikanz festgestellt werden (p=0,046). Die mediane und mittlere Uberlebenszeit

ist in Tabelle 16 aufgefuhrt.
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Tabelle 16: Mittelwerte und Mediane fiir die Uberlebenszeit
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Mib (IHC) Mittelwert® Median
95%-Konfidenzintervall 95%-Konfidenzintervall
Untere Obere Untere Obere
Schatzer | Standardfehler | Grenze Grenze Schatzer | Standardfehler | Grenze Grenze
<11% 53,927 7,528 39,172 68,682 | .
11%-40% 62,563 11,519 39,986 85,140 34,685 6,299 22,338 47,032
> 40% 78,415 5,448 67,737 89,093 84,000 10,749 62,931 105,069
Gesamt 75,558 5,723 64,341 86,775 60,000 9,329 41,715 78,285
Uberlebensfunktionen
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Abbildung 20: Kaplan-Meier-Kurve fiir das rezidivfreie Uberleben in Abhangigkeit von der Mib-
Expression bei Kopf-Hals-Tumoren

In Abbildung 21 sind die Kaplan-Meier-Kurven fir das Gesamtlberleben der
Patienten mit einer Ki-67-Expression von <11%, 11%-40% und >40% dargestellt.
Dabei lieB sich eine Tendenz erkennen, nach der die Uberlebenszeit bei Tumoren
mit einer Ki67-Expression von mehr als 40% langere ist. Ein statistisch signifikanter
Unterschied konnte nicht festgestellt werden (p=0,090). Die mediane und mittlere

Uberlebenszeit ist in Tabelle 17 aufgefiihrt.
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Tabelle 17: Mittelwerte und Mediane fiir die Uberlebenszeit
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Mib (IHC) Mittelwert® Median
95%-Konfidenzintervall 95%-Konfidenzintervall
Untere Obere Untere Obere
Schatzer | Standardfehler | Grenze Grenze Schatzer | Standardfehler | Grenze Grenze
<11% 67,721 8,452 51,155 84,287 | .
11%-40% 82,416 15,119 52,783 112,049 61,085 10,099 41,291 80,879
> 40% 117,007 8,476 100,394 133,620 90,608 15,392 60,439 120,777
Gesamt 126,922 10,189 106,951 146,893 74,532 8,355 58,156 90,907
Uberlebensfunktionen
104« Wik (IHC)
i Me11%
1 T11%-40%
'L = 40%
0,51 -‘. 1 —— = 11%-zensiert
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Abbildung 21: Kaplan-Meier-Kurve fiir das Gesamtiiberleben in Abhangigkeit von der Mib-
Expression bei Kopf-Hals-Tumoren

In Abbildung 22 sind die Kaplan-Meier-Kurven fiir das rezidivfreie Uberleben der

Patienten bei immunhistochemisch positiven sowie immunhistochemisch negativen

p53-Staus dargestellt.

Ein statistisch signifikanter

Unterschied konnte nicht

festgestellt werden (p=0,899). Die mediane und mittlere Uberlebenszeit ist in Tabelle
18 aufgefuhrt.
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Tabelle 18: Mittelwerte und Mediane fiir die Uberlebenszeit

p53 Mittelwert® Median
(IHC) 95%-Konfidenzintervall 95%-Konfidenzintervall
Untere Obere Untere Obere
Schéatzer | Standardfehler | Grenze Grenze | Schéatzer| Standardfehler Grenze Grenze
negative 73,691 6,173 61,592 85,790 | 60,000 13,970 32,618 87,382
positive 69,563 5,841 58,114 81,013 | 60,000 8,926 42,505 77,495
Gesamt 72,872 4,577 63,901 81,843 | 60,000 7,874 44,566 75,434

Uberlebensfunktionen
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Abbildung 22: Kaplan-Meier-Kurve fiir das rezidivfreie Uberleben von p53-positiven und p53-
negativen Kopf-Hals-Tumoren

In Abbildung 23 sind die Kaplan-Meier-Kurven fur das Gesamtuberleben der
Patienten bei immunhistochemisch positiven sowie immunhistochemisch negativen
p53-Staus dargestellt. Ein statistisch signifikanter Unterschied konnte nicht
festgestellt werden (p=0,267). Die mediane und mittlere Uberlebenszeit ist in Tabelle
19 aufgefuhrt.
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Tabelle 19: Mittelwerte und Mediane fiir die Uberlebenszeit
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p53 Mittelwert® Median
(IHC) 95%-Konfidenzintervall 95%-Konfidenzintervall
Untere Obere Untere Obere
Schatzer | Standardfehler | Grenze Grenze Schatzer | Standardfehler Grenze Grenze
negative 105,658 9,662 86,720 124,596 90,608 15,034 61,141 120,075
positive 84,706 6,652 71,668 97,744 60,000 8,342 43,651 76,349
Gesamt 106,168 7,187 92,083 120,254 69,271 8,545 52,523 86,020
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Abbildung 23: Kaplan-Meier-Kurve fiir das Gesamtiiberleben von p53-positiven und p53-negativen
Kopf-Hals-Tumoren
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4 Diskussion

Die Prognose fiir maligne Erkrankungen des Kopf-Hals-Bereiches hat sich trotz des
Fortschritts in  Chirurgie, Strahlen- und Chemotherapie nicht verbessert
(KASTENBAUER, 1999). Die 5-Jahres-Uberlebensrate betragt durchschnittlich 50%
und gehort somit zu den ungulnstigsten unter den haufigsten Tumorarten.

Der Hauptprognosefaktor und der ausschlaggebende Faktor bei der Uberlebensrate
und Therapie von Plattenepithelkarzinomen des Kopf- und Halsbereichs (HNSCC) ist
das Auftreten von Lymphknotenmetastasen (LKM) (MAMELLA et al. 1994,
SHINGAKI et al.,, 1999; FERLITO, 2000). Schon allein die Anwesenheit einer
einzigen Lymphknotenmetastase reduziert die Uberlebensrate um mindestens 50%
(ENEPEKIDES et al., 1999).

Zur Verbesserung der Prognose von Kopf-Hals-Tumoren sind zuverlassige
biologische Marker notwendig, die zu einem frihen Zeitpunkt mit dem Tumor
assoziiert werden kénnen und somit fur eine routinemalige Frihdiagnose geeignet
sind. Ein weiteres Forschungsziel ist es, relevante molekulare Marker als
Zielstrukturen fur neue Therapieformen zu identifizieren. Obwohl eine gro3e Anzahl
von molekularen Markern mit der Prognose von Kopf-Hals-Tumoren in Verbindung
gebracht werden, finden sich in der Literatur widersprichliche Aussagen
(BRUNDAGE et al., 2002; QIAO et al., 2005). In Anbetracht dieser Tatsache sind
weiterfuhrende Untersuchungen notwendig, um die Aussagefahigkeit diesbezlglich

relevanter Marker experimentell zu Uberprufen.

Rad51 ist eines der Schlisselproteine der homologen Rekombination (HR) und der
Reparatur von DNA-Doppelstrangbrichen (MAACKE et al. 2000).

Rad51 spielt eine wichtige Rolle im Zellzyklus. Die Expression dieses Proteins ist am
niedrigsten in GO/G1, steigt in der S-Phase an und erreicht in der G2/M-Phase ihr
Maximum (CHEN et al., 1997). Dieses Ergebnis spricht daflir, dass in der G2-Phase
des Zellzyklus eine erhohte homologe Rekombination und Reparatur stattfindet.
Neueste Studien besagen, dass eine Uberexpression von Rad51 in den Zellen zu
einer Resistenz gegenuber ionisierenden Strahlen in der spaten S/G2-Phase des
Zellzyklus fluhrt und es somit zu einer gesteigerten Radioresistenz von Tumorzellen
kommt (HANSEN et al., 2003; MAACKE et al., 2000; SLUPIANEK et al., 2001;
VISPE et al., 1998)
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Nur wenige andere Studien haben sich mit der klinischen Signifikanz der Rad51-
Uberexpression in menschlichen Tumoren beschéaftigt. In immunhistochemischen
Untersuchungen wurde eine Uberexpression von Rad51 bereits bei einer Reihe von
menschlichen Malignomen der Brust, der Harnblase, des Pankreas und beim
Lungenkarzinom nachgewiesen MAACKE et al., 2000a). In einer dieser Studien
uber Harnblasenkarzinome konnte eine Korrelation zwischen der Rad51-
Uberexpression und der Tumorprogression hergestellt werden (HENNING et al.,
2003). In einer anderen Studie Uber Pankreasadenokarzinome wurden in 66% der
Falle eine erhdhte Rad51-Expression festgestellt (MAACKE et al., 2000a). Bei der
Untersuchung von sporadischen invasiv-duktalen Mammakarzinomen wurde eine
Korrelation zwischen der Rad51 Uberexpression und dem histologischen
»umorgrading” gefunden (MAACKE et al., 2000b). Qiao et al. fuhrten eine Studie an
383 Patienten mit einem nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom durch. Dabei wurde
festgestellt, dass Patienten mit einer hohen Rad51-Expression eine relativ schlechte
mediane Uberlebensrate hatten. Diese Ergebnisse blieben auch unter
Berucksichtigung anderer prognostischer Variablen, wie Staging und histologisches
Grading statistisch signifikant. In dieser Studie war die Signifikanz bei Patienten mit
einem Plattenepithelkarzinom deutlicher als bei denen mit einem Adenokarzinom.
Den Autoren dieser Studie lagen keine Informationen Uber adjuvante Therapien vor,
so dass keine Aussage uber die Bedeutung der Rad51-Expression als Indikator fur
Therapieerfolge gemacht werden konnte (QIAO et al., 2005). Li et al. kamen in ihrer
Studie zur Rad51-Expression bei Plattenepithelkarzinomen des Osophagus zu
einem ahnlichen Ergebnis. Zwar konnten sie keine signifikante Relation zwischen
der Rad51-Expression und klinischpathologischen Parametern wie Alter,
Geschlecht, Tumorlokalisation und TNM-Staging feststellen, es konnte jedoch
gezeigt werden, dass Patienten mit einer Rad51 Uberexpression eine kleinere
mediane Uberlebenschance hatten im Gegensatz zu Patienten mit einer geringen
Expression (LI et al., 2011).

Aufgrund der relativen Neuheit dieses Prognoseansatzes und der bis dato
lickenhaften Dokumentation finden sich jedoch ebenfalls Studien die mit diesem
Ansatz nicht vereinbar sind.

So verdffentlichten Yoshikawa et al. die Ergebnisse einer Studie in welcher in fast
einem Dirittel aller untersuchten sporadischen Mammakarzinome nur ein sehr
niedriger Rad51-Gehalt nachgewiesen werden konnte (YOSHIKAWA et al., 2000).
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Zusammenfassend kann mit Hinsicht auf den derzeitigen Stand der Wissenschaft
folgendes festgestellt werden: Auch wenn der Forschungsansatz vielversprechend
ist, kbnnen nach dem derzeitigen Stand der Literatur noch keine einheitlichen
Erkenntnisse bezlglich der Aussagekraft von Rad51 als Fruhdiagnosefaktor
getroffen werden.

Als Beitrag zur aktuellen Forschung zur Klarung der Aussagekraft unterschiedlicher
Rad51-Konzentrationen bei der Kopf-Hals-Tumordiagnostik, wurde im Rahmen
dieser Arbeit die Rad51-Expression in Kopf-Hals-Tumorgewebe mittels TMA

immunhistochemisch untersucht.

Primarziel dieser Arbeit war es erstmalig die prognostische Bedeutung von Rad51
bei Kopf-Hals-Tumoren sowie die Bedeutung der Rad51 Expression im Bezug auf

Radiotheraphie zu untersuchen.

Als ein Kernergebnis der hier vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass im
Vergleich zum Normalgewebe, eine Uberexpression von Rad51 in Tumorzellkernen

von Kopf-Hals-Tumoren deutlich nachgewiesen werden kann.

Anhand der Daten konnte veranschaulicht werden, dass es weder beim rezidivfreien
Uberleben noch beim Gesamtiiberleben einen signifikanten Unterschied zwischen
immunhistochemisch negativen, schwachen und moderaten/starken Rad51-Status

existiert.

Als weiteres Kernergebnis dieser Arbeit konnte diesbezlglich verdeutlicht werden,
dass trotz der Uberexpression von Rad51 in Tumorzellkernen von Kopf-Hals-
Karzinomen, diese keine prognostische Aussage flir den weiteren Krankheitsverlauf
erlaubte.

Die mediane rezidivfreie Uberlebenszeit der Patienten mit immunhistochemisch
negativem Rad51-Level betrug 60 Monate, bei schwachem Rad51-Level 61 Monate
und bei moderatem/starkem Rad51-Level 60 Monate. Die mediane
Gesamtuberlebenszeit belief sich bei Rad51-negativen Kopf-Hals-Tumoren auf 96
Monate, bei schwachem Rad51-Level auf 66 Monate und bei moderatem/starkem
Rad51-Level auf 62 Monate. Auch bei der Uberlebenszeitanalyse der einzelnen

Tumorentitaten (Mundhdhle, Hypo-/Oropharynx, Larynx) konnte sowohl beim
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rezidivfreien als auch beim Gesamtiberleben keine statistische Signifikanz
festgestellt werden.

In einer weiteren Untersuchung wurde Uberpruft ob bei Tumoren >T3 und/oder >N1
eine Radiotherapie von Vorteil fir die mediane Uberlebenszeit ist, was nicht

bestatigt werden konnte.

Neben Rad51 wurden ebenfalls der Proliferationsmaker Ki67 und das
Tumorsuppressorgen p53 untersucht. Die Analyse der Daten flUhrte zu dem
Ergebnis, dass Patienten mit einer hohen Ki67-Expression eine langere rezidivfreie
Uberlebenszeit hatten als Patienten mit einer niedrigen Ki67-Expression. Die
mediane rezidivfreie Uberlebenszeit der Patienten mit einer Ki67-Expression von
11% bis 40% betrug 34 Monate, mit einer Ki67-Expression von mehr als 40 % 84
Monate. Dieses Ergebnis war auch statistisch signifikant. Fir das Gesamtliberleben
konnte eine Tendenz festgestellt werden, nach der die Uberlebenszeit bei Tumoren
mit einer Ki67-Expression von mehr als 40% langer war. Die mediane
Gesamtuberlebenszeit der Patienten mit einer Ki67-Expression von 11% bis 40%
betrug 61 Monate, mit einer Ki67-Expression von mehr als 40 % 90 Monate. Ein
statistisch signifikanter Unterschied dieser Daten konnte allerdings nicht festgestellt

werden.

Fir p53 konnte gezeigt werden, dass weder beim rezidivfreien Uberleben noch
beim Gesamtlberleben einen signifikanter Unterschied zwischen
immunhistochemisch positiven und immunhistochemisch negativen p53-Status

existiert.

Als Schlusselergebnis dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine
Uberexpression von Rad51 zu keiner signifikanten Aussage beziglich des
rezidivfreien Uberlebens und des Gesamtiiberlebens flhrt.

Insgesamt bestatigte sich Rad51 in dieser Studie nicht als signifikanter unabhangiger
Prognosemarker in Kopf-Hals-Tumoren.

Diesbezuglich muss hier allerdings erwahnt werden, dass bei dem untersuchten
Patientenkollektiv keine Unterscheidung bezuglich der TherapiemalRnahmen

erfolgte.
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5 Zusammenfassung

Maligne Erkrankungen des Kopf-Hals-Bereiches gehoren weltweit zu den haufigsten
Krebserkrankungen und sind aufgrund der spaten Diagnose mit einer schlechten
Prognose assoziiert. Fur eine erwunschte Fruhdiagnostik dieser Tumorentitat sind

bisher jedoch nur sehr wenige geeignete molekulare Biomarker verfugbar.

Es gibt eine Reihe von Hinweisen, dass das humane Rad51-Protein eine zentrale
Bedeutung in der Entstehung und Kontrolle von malignem Wachstum hat. Rad51 ist
ein  SchlUsselprotein der homologen Rekombination, einem  wichtigen
Reparaturmechanismus fir DNA-Doppelstrangbriiche. Eine Uberexpression von
Rad51 konnte bereits in Mamma-, Bronchial-, Harnblasen- und Pankreaskarzinomen
nachgewiesen werden. Daruber hinaus korreliert das Ausmall der Rad51-
Uberexpression in Mammakarzinomen mit dem histologischen Grading, bei
Bronchialkarzinomen mit der Uberlebenszeit.

Aus diesem Grunde wurde Rad51 in der hier vorliegenden Studie an Kopf-Hals-
Tumoren immunhistochemisch untersucht und die Korrelation mit den

entsprechenden Patientendaten beziiglich Rezidiv und Uberleben tberprift.

Das untersuchte Kollektiv umfasste 452 Patienten mit Plattenepithelkarzinomen im
Kopf-Hals-Bereich. Die klinischen Daten ergaben eine Geschlechtsverteilung von
334 (73,9%) Manner und 118 (26,1%) Frauen. Das Durchschnittsalter des
kompletten Patientenkollektivs zum Zeitpunkt der Erstdiagnose betrug 60 Jahre
(Median: 54,5 Jahre), wobei Manner im Durchschnitt 59,3 Jahre, die Frauen 60,5
Jahre alt waren. Der Median lag bei den Mannern bei 63,5 Jahren, bei den Frauen
bei 54,5 Jahren. Der alteste Patient war 89 und der jungste 20 Jahre alt.

Bei den Mannern war erkennbar, dass die Haufigkeit der Erkrankungen in der
sechsten und siebten Lebensdekade am hdéchsten war und dann wieder abnahm. Bei

Frauen war sie von der sechsten bis zur achten Lebensdekade konstant.

Als ein Kernergebnis der hier vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass im
Vergleich zum Normalgewebe, eine Uberexpression von Rad51 in Tumorzellkernen
von Kopf-Hals-Tumoren deutlich nachgewiesen werden konnte.

Als weiteres Kernergebnis dieser Arbeit konnte diesbezuglich verdeutlicht werden,

dass trotz der Uberexpression von Rad51 in Tumorzellkernen von Kopf-Hals-



ZUSAMMENFASSUNG 67

Tumoren, diese keine prognostische Aussage fur den weiteren Krankheitsverlauf

erlaubte.

Auch bei der Uberlebenszeitanalyse der einzelnen Tumorentitaten (Mundhohle,
Hypo-/Oropharynx, Larynx) konnte sowohl beim rezidivfreien als auch beim

Gesamtuberleben keine statistische Signifikanz festgestellt werden.

Als Schlusselergebnis dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine
Uberexpression von Rad51 zu keiner signifikanten Aussage bezliglich des

rezidivfreien Uberlebens und des Gesamtiiberlebens fiihrte.

Insgesamt bestatigte sich Rad 51 in dieser Studie nicht als signifikanter

unabhangiger Prognosemarker in Kopf-Hals-Tumoren.
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7  Anhang
Gesamt Array (Spearman-Rho)
(daesie) pT pN pM R grading (ﬁ-?(s:) R(fgg’; Mib (IHC)
(dinmmasis)  Korrkoef. 1 -0,085 -0,057 0,049  -0,071 0 0,034  -0,048  -0,045
Sig.
i 0074 0232 0302 0323 0992 049 0382 0,367
N 443 443 443 437 195 443 403 338 396
oT  Korrkoeff.  -0,085 1 0,314* 0087 0128 0,151* -0014 0,125* -0,029
Sig.
(acig 0,074 0000 0069 0074 | 0001 0775 | 0021 0559
N 443 445 445 439 196 443 405 340 398
BN  Komkoefl. -0,057  0,314** 1 0,210 0,229* 0,134 0,048 0,122* 0,036
(oo 0232 | 0,000 0,000 0,001 0005 0337 | 0024 0472
N 443 445 445 439 196 443 405 340 398
PM  Korkoeff. 0,049 0,087  0,210** 1 0,080 0,049 -0,002 0,050 0,027
Sig.
(oo 0302 0,069 | 0,000 0,267 0305 0962 0357 0,588
N 437 439 439 439 195 437 399 335 392
R Komkoeff. -0,071 0,128  0,229** 0,080 1 -0,021 0,128  -0,029 0,041
Sig.
(oo 0323 0074 | 0001 0267 0775 0089 0710 0,598
N 195 196 196 195 196 195 178 172 169
grading  Korkoeff. 0,000  0,151** 0,134* 0,049  -0,021 1 0,049 0073 0,045
Sig.
(oo 0992 | 0001 | 0,005 0305 0775 0331 0,182 0370
N 443 443 443 437 195 443 403 338 396
0%, Komkoefl 0034 -0014 0048 -0002 0128 0,049 1 0011 0,128
Sig.
(2achig 0496 0775 0337 0962 0,089 0331 0,837 0,012
N 403 405 405 399 178 403 412 322 389
Moy Komkoefi -0,048  0,125* 0,122 0050 -0029 0073 0011 1 0,004
Sig.
(cocig 0382 | 0021 0024 0357 0710 0182 0837 0,944
N 338 340 340 335 172 338 322 344 314
(HG)  Korkoefl 0,045 0,029 0036 0027 0041 0045 0,128 0,004 1
Sig.
(acig 0367 0559 0472 0588 0598 0370 | 0012 0,944
N 396 398 398 392 169 396 389 314 403
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Oral Cavity Array (Spearman-Rho)
(dinasis) pT PN pM R grading (Fl—?g) R’(IaHd'CT Mib (IHC)
(diomesis)  Korrkoefr 1 -0,010  -0,059 -0,012 0,009 0066 -0,041 -0,056
Sig.
o 0,877 0383 0,855 0889 0349 0,621 0,428
N 221 221 221 219 0 221 205 146 206
oT Korrkoeff.  -0,010 1 0,302 0,035 — 0,187 0 0,028  -0,051
Sig.
(cackiqy 0877 0,000 0,606 0,006 0997 0,740 0,463
N 221 221 221 219 0 221 205 146 206
pN Korrkoef.  -0,059  0,302** 1 0,210 - 0,163* 0,168* 0,051  -0,069
Sig.
(2ackiay 0,383 | 0,000 0,002 0,015 0016 = 0538 0,323
N 221 221 221 219 0 221 205 146 206
PM  Komkoef. -0,012 0,035  0,210* 1 0,103 0,049 0,045 0,068
Sig.
(2ocig 0855 0606 | 0,002 0128 0487 0595 0,337
N 219 219 219 219 0 219 203 145 204
R Korrkoeff. - - - - -
Sig.
(2-seitig) - - - - - - - - -
N 0 0 0 0 0 0 0 0 0
grading Korrkoeff. 0,009 0,187**  0,163* 0,103 - 1 0,072 -0,050 0,105
Sig.
(2ackiy 0889 | 0005 0015 0,128 0,308 0551 0,132
N 221 221 221 219 0 221 205 146 206
fl,  Komoefl 0,066 0000 0,168* 0,049 0,072 1 -0,067  0,176*
Sig.
(oo 0349 0997 | 0,016 0487 0,308 0438 | 0,014
N 205 205 205 203 0 205 205 135 197
Moy  Komoef -0041 0,028 0051 0,045 -0,05 0,067 1 -0,055
Sig.
(ool 0621 0740 0538 059 0,551 0,438 0,527
N 146 146 146 145 0 146 135 146 134
(hgy  Komkosfl -0056 -0051 -0,069 0,068 0,105  0,176*  -0,055 1
Sig.
(aehiqy 0428 0463 0323 0,337 0132 | 0014 0,527
N 206 206 206 204 0 206 197 134 206
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Hypo-/Oropharynx Array (Spearman-Rho)
(dinasis) pT pN pM R grading (Fl—?g) R’(IaHd'CT Mib (IHC)
(diomesis)  Korrkoefr 1 -0,138 0,015 0,014 -0,067 009 0,029 -0,022 0,056
Sig.
o 0121 0871 0879 0502 0266 0767 0824 0,562
N 127 127 127 124 104 127 110 108 110
oT Korrkoeff. 0,138 1 0,187* 0087 0,150 -0,029 -0,042 0,72 0,019
Sig.
(aciqy 0,121 0,036 0336 0,129 0746 0,661 0076 0,847
N 127 127 127 124 104 127 110 108 110
oN Korkoeff. 0,015  0,187* 1 0,252* 0,239* 0,054 -0,129 0,040 0,047
Sig.
(ki 0871 | 0,036 0,005 0014 0546 0179 0681 0627
N 127 127 127 124 104 127 110 108 110
pM  Korkoeff. 0,014 0,087  0,252** 1 0,245* 0,016 0,006 -0,020 0,029
Sig.
(oo 0879 0336 | 0,005 0,012 0861 0955 0840 0,769
N 124 124 124 124 104 124 107 105 107
R Korkoeff. -0,067 0,15  0,239*  0,245* 1 -0,093 0,088 -0,035 0,100
Sig.
(coeki 0502 0,129 10014 0,012 0,349 0,406 0,745 0,346
N 104 104 104 104 104 104 92 91 91
gading  Korrkoeff. 0,099  -0,029 0,054 0,016  -0,093 1 0,059 0,099  -0,001
Sig.
(e 0266 0746 0546 0861 0,349 0,538 0,308 0,993
N 127 127 127 124 104 127 110 108 110
B,  Komoefl 0029 -0042 0,129 0006 0088  -0,059 1 0,094  -0,012
Sig.
(oo 0767 0661 0179 0955 0406 0538 0,354 0,906
N 110 110 110 107 92 110 110 100 106
Moy  Komoef. 0022 0472 0,040 -0020 -0,035 0099 0,094 1 0,029
Sig.
(cocki 0824 0076 0681 0840 0745 0308 0354 0,773
N 108 108 108 105 91 108 100 108 101
(e  Komeoefl 0,056 0019 0047 0029 0100 0,001 -0012 0,029 1
Sig.
(cackiq 0562 0847 0627 0769 0346 0993 0906 0,773
N 110 110 110 107 91 110 106 101 110
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Larynx Array (Spearman-Rho)

86

age

p53

Rad-51

(diagnosis) pT pN pM R grading (IHC) (IHC) Mib (IHC)

(diomesis)  Korrkoefr 1 -0,147  -0,091 0,261* -0,078 -0,147 -0,022 -0,075 -0,117
Sig.

oo 0155 0383 | 0011 0460 0,156 0,838 0498 0,302

N 95 95 95 94 91 95 88 84 80

oT Korrkoeff. 0,147 1 0,469 0,187 0,090 0242* -0,061 0,173  -0,081
Sig.

(2ackiq) 0,155 0 0069 0394 | 0018 0570 0,112 0,468

N 95 97 97 96 92 95 920 86 82

oN Korrkoeff.  -0,091  0,469** 1 0,161 0203 0,145 -0,033 0,280 0,218
Sig.

(2ackiqy 0,383 | 0,000 0,118 0,053 0162 0,760 | 0,009 0,049

N 95 97 97 9 92 95 920 86 82

pM  Korrkoeff. 0,261* 0,187 0,161 1 -0,075 -0,040 -0,117 0,159  -0,054
Sig.

(2acig | 0011 0069 0,118 0481 0,705 0274 0,147 0,633

N 94 96 96 96 91 94 89 85 81

R Korkoeff. -0,078 0,090 0,203  -0,075 1 0,059 0,191  -0,024  -0,050
Sig.

(2o 0460 0394 0053 0,481 0,581 0,079 0829 0,662

N 91 92 92 91 92 91 86 81 78

grading  Korrkoeff. -0,147  0,242* 0,145  -0,040 0,059 1 0,109 0206  -0,051
Sig.

(2aekig 0156 | 0018 0162 0705 0,581 0,312 0,060 0,652

N 95 95 95 94 91 95 88 84 80

B,  Komoef 0022 -0061 0,033 -0,117 0191 0,109 1 -0,004 0,177
Sig.

(acig 0838 0570 0760 0274 0079 0312 0,969 0,102

N 88 920 20 89 86 88 97 87 86

Moy  Komoef. 0075 0473 0280 0,159  -0,024 0,206  -0,004 1 0,041
Sig.

(cackiy 0498 0,112 10009 0147 0829 0060 0,969 0,721

N 84 86 86 85 81 84 87 20 79

(He)  Komeoefl 0,117  -0081 0218* -0054 -0050 -0,051 0177 0,041 1
Sig.

(2achiy 0302 0468 ||0049 0633 0662 0652 0102 0721

N 80 82 82 81 78 80 86 79 87
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