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Referat

Plattenepithelkarzinome der Mundhohle sind eine héaufige Tumorentitat. Trotz
medizinischen Fortschritts hat sich die 5-Jahres-Uberlebensrate in den letzten Jahren
nicht wesentlich verbessert. Um das aggressive Potential dieser Tumore besser
charakterisieren zu kdnnen, sind zusatzliche molekulare Parameter notwendig. In der
Literatur werden verschiedene Marker diskutiert, u.a. die Carboanhydrase IX (CAIX). Die
CAIX tragt indirekt zur Aufrechterhaltung des intrazellularen pH-Wertes bei und
ermoglicht der (Tumor-)Zelle das Uberleben im hypoxischen, azidotischen Mikromilieu.
Zudem ist eine geloste Variante des Enzyms im Blut nachweisbar.

Um die prognostische Bedeutung von CAIX bei Patienten mit Plattenepithelkarzinomen
der Mundhohle weiter zu charakterisieren, wurden Tumor- und Normalgewebeproben
mittels Western Blot (n = 78), ELISA (n = 38) und Immunhistochemie (n = 158) auf ihren
CAIX-Gehalt untersucht. Zusatzlich wurden 89 Serumproben von Patienten mit
Plattenepithelkarzinomen der Mundhdhle hinsichtlich der gelésten Variante von CAIX
mittels ELISA getestet. Bei weiteren 28 Patienten wurden zudem Serumproben im Laufe

der Radiatio zu funf unterschiedlichen Zeitpunkten analysiert.

In der statistischen Auswertung bestatigte sich, dass CAIX im Tumorgewebe haufig
Uberexprimiert wird, im Normalgewebe dagegen fast gar nicht nachweisbar ist.
Allerdings zeigte sich in den Uberlebenszeitanalysen nur in der Kohorte, welche mittels
Immunhistochemie untersucht wurde, eine schlechtere Prognose hinsichtlich des

Gesamtiberlebens bei Patienten mit hohem CAIX-Gehalt.

Im Serum konnte anhand des CAIX-Gehaltes nicht zwischen gesunden Blutspendern
und Patienten mit Plattenepithelkarzinomen der Mundhghle unterschieden werden. In
der multivariablen Cox-Analyse zeigt sich jedoch, dass Patienten mit sehr hohem CAIX-
Gehalt ein geringeres Gesamtiiberleben aufwiesen. Anderungen des CAIX-Gehaltes im

Blut wahrend bzw. nach einer Radiatio waren nicht nachweisbar.

Das im Serum nachweisbare CAIX scheint weder ein geeigneter Tumormarker flr
Patienten mit Mundhdhlenkarzinomen noch ein verlasslicher Verlaufsparameter
wahrend einer Radiatio zu sein. Patienten mit sehr hohem CAIX-Gehalt im Serum hatten
jedoch eine schlechtere Prognose hinsichtlich des Gesamtiiberlebens als Patienten mit
einem geringeren CAIX-Gehalt. Ob diese Patienten von einer aggressiveren Therapie

profitieren wirden, sollte Gegenstand weiterer Studien sein.
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und Serum von Patienten mit Plattenepithelkarzinomen der Mundhdhle, Halle (Saale), Univ.,
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1. Einleitung
1.1. Epidemiologie

Mundhohlen- und Rachenkarzinome gehéren zu den zehn haufigsten Tumoren des
Menschen. 2014 betrug der Anteil der Mundhdhlenkarzinome an allen
Krebsneuerkrankungen des Mannes in Deutschland 3,7 % (Kaatsch et al. 2017).
Histologisch handelt es sich in etwa 90 % der Falle um Plattenepithelkarzinome (Kaatsch
et al. 2015). Der Uberwiegende Anteil der Betroffenen, ungefahr 70 %, sind Méanner
(Becker et al. 2009). Im Mittel erkranken diese im Alter von 63 Jahren und damit im
Schnitt 5 Jahre fruher als Frauen (Kaatsch et al. 2017). Hauptrisikofaktoren sind
UbermaRiger Alkohol- bzw. Tabakgenuss, wobei das Erkrankungsrisiko bei
gleichzeitigem Alkohol- und Nikotinkonsum um das 24-fache ansteigt (Znaor et al. 2003).
Als weitere Risikofaktoren werden schlechte Mundhygiene, das Kauen von Betelniissen,
Infektionen mit humanen Papillomaviren sowie einseitige, vitaminarme Ernahrung
diskutiert (Kaatsch et al. 2015; Benson et al. 2014; Yen et al. 2007). Da die meisten
Mundhdhlenkarzinome anfanglich kaum Beschwerden verursachen, wird nur jeder vierte
Tumor beim Mann im T1-Stadium diagnostiziert (Kaatsch et al. 2015). Erst in
fortgeschrittenen Tumorstadien treten Ulzerationen, Kau- und Schluckstérungen sowie
Sialorrhoe in den Vordergrund. Zu einer okkulten Metastasierung in die
Halslymphknoten kommt es in ungefahr 40 % der Falle (O-charoenrat et al. 2003). Die
5-Jahres-Uberlebensrate ist bei Frauen mit 59 % giinstiger als bei Mannern mit 48 %
(Kaatsch et al. 2017). Eine regelmafiige und engmaschige Nachsorge ist aufgrund der
hohen Rezidiv- und Sekundarkarzinomwahrscheinlichkeit notwendig. Lokalrezidive
werden bei ca. einem Flnftel der Patienten mit Mundhohlenkarzinom beobachtet
(Boysen et al. 1992). Bei ungefahr 25 % der Kopf-Hals-Tumore muss mit einem
Zweitkarzinom gerechnet werden (Haremza et al. 2019), insbesondere im oberen

Aerodigestivtrakt und der Lunge (Haughey et al. 1992).

Klassifiziert werden Mundhohlenkarzinome nach dem TNM-System bzw. nach den
Richtlinien der Union internationale contre le cancer. Bei den Klassifikationen werden
TumorgroRe, die Infiltration von Nachbarstrukturen, die Lymphknoten- und

Fernmetastasierung bertcksichtigt.

Die Therapieempfehlungen richten sich in Abhangigkeit des Tumorstadiums und des
allgemeinen Gesundheitszustandes des Patienten nach der im Dezember 2019
erschienenen S3-Leitlinie ,Diagnostik und Therapie des Mundhdhlenkarzinoms®
(Leitlinienprogramm Onkologie). In der Regel erfolgt eine operative Tumorexzision mit
Neck-Dissection, ab Tumorstadium T3 mit anschlielender Radiatio bzw.

Radiochemotherapie. Bei metastasiertem Tumorleiden kann eine palliative platinhaltige



Chemotherapie in Kombination mit Cetuximab bei PDL1-negativen Tumoren bzw. in
Kombination mit Pembrolizumab bei PDL1-postivien Tumoren angeboten werden.
Prinzipiell sollte jeder Fall zur Abstimmung der Behandlung prétherapeutisch in einem

interdisziplinaren Tumorboard vorgestellt werden.

1.2. Prognosefaktoren und Tumormarker

Anhand von Prognosefaktoren kann die Wahrscheinlichkeit eines Tumorrezidivs bzw.
des Gesamtiiberlebens abgeschéatzt werden. Wie in der 2019 erschienenen Leitlinie zum
Mundhohlenkarzinom dargestellt, zéhlen zu den bekannten prognosebestimmenden
Faktoren das TNM-Stadium, das Grading (die histologische Klassifizierung des
Differenzierungsgrades des Tumorgewebes), das kontinuierliche bzw. diskontinuierliche
Wachstum eines Tumors sowie die Beschaffenheit der Resektionsrdnder des

Primartumors nach chirurgischer Intervention (Leitlinienprogramm Onkologie).

Tumormarker sind biologische Substanzen, meist Proteine, die beispielsweise im Blut
oder Urin bestimmt werden konnen. Sie werden vom Tumor selbst bzw. vom
Organismus als Reaktion auf den Tumor gebildet. Erh6hte Konzentrationen kénnen ein
Hinweis auf eine Tumorerkrankung oder deren Rezidiv sein. Zum Beispiel sind das
Carcinoembryonale Antigen (CEA) und das Carbohydrate-Antigen 19-9 (CA19-9)
etablierte Tumormarker fiir das Kolonkarzinom. Beim Plattenepithelkarzinom der

Mundhohle ist ein derartiger Tumormarker im klinischen Alltag noch nicht gebrauchlich.

1.3.  Tumorhypoxie

Eine Mangelversorgung von Zellen mit Sauerstoff wird als Hypoxie bezeichnet. Eine
ausreichende Versorgung der Zellen aerober Lebewesen mit Sauerstoff ist notwendig,
da Sauerstoff als Substrat der oxidativen Phosphorylierung dient. Zur Energiegewinnung
wird dabei durch die Metabolisierung von Glucose in der aeroben Glykolyse, welche im
Zytosol stattfindet, sowie den nachfolgenden mitochondrialen Prozessen des
Citratzyklus und der oxydativen Phosphorylierung Adenosintriphosphat synthetisiert. Die
Endprodukte dieser Prozesskette sind die energiearmen Verbindungen Wasser und
Kohlenstoffdioxid. Pro Molekil Glucose werden dabei etwa 32 Molekule
Adenosintriphosphat generiert. Adenosintriphosphat kann als Energieédquivalent

angesehen werden.

Unter anaeroben Bedingungen, also bei unzureichender Sauerstoffzufuhr, wird Glucose
zu Pyruvat abgebaut, welches weiter zu Laktat reduziert wird. Dabei entstehen pro
Molekul Glucose lediglich zwei Molekiile Adenosintriphosphat. Die Energiegewinnung

ist unter anaeroben Bedingungen also vergleichsweise gering. Aus diesem Grund steigt



die Glucoseaufnahme und Laktatproduktion vieler Gewebe unter hypoxischen
Bedingungen stark an. Die vermehrte Generierung von Laktat im Gewebe fuhrt zur
metabolischen Azidose.

Hypoxie und metabolische Azidose sind kennzeichnend fir das Mikromilieu eines
Tumors (Hanahan und Weinberg 2011). Deshalb hat sich der Begriff Tumorhypoxie

etabliert.

Fast alle humanen soliden Tumore sind schlechter oxygeniert als das dazugehérige
Ursprungsgewebe. Der durchschnittliche Sauerstoffpartialdruck im Normalgewebe liegt
zwischen 40 und 60 mmHg. Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches weisen
hingegen einen wesentlich niedrigeren durchschnittlichen Sauerstoffpartialdruck von
14,7 mmHg auf (Becker et al. 1998).

Folgende Mechanismen tragen wesentlich zur Entstehung der Tumorhypoxie bei:

Die deregulierte Zellteilung bei Tumorzellen fuhrt zu hohen Proliferationsraten. Da die
Angiogenese im Tumor mit der Proliferation der Tumorzellen nicht standhalt, vergré3ern
sich die Abstande zwischen den einzelnen Tumorzellen und den versorgenden
BlutgefaRen und damit die Diffusionstrecke fur Sauerstoff. Zellen, welche mehr als 70
MM vom nachsten versorgenden Blutgefal? entfernt sind, sind dauerhaft mit Sauerstoff

unterversorgt. Man spricht von chronischer Hypoxie.

Um eine Sauerstoffmangelversorgung auszugleichen, werden Angiogenesefaktoren,
wie zum Beispiel VEGF, von den Tumorzellen ausgeschittet. Das Gleichgewicht
zwischen pro- und anti-angiogenetischen Faktoren in einem Tumor ist zugunsten
kontinuierlich hoher Level an Pro-Angiogenesefaktoren verschoben. Die normale
BlutgefaRentwicklung ist somit empfindlich gestort, weshalb die entstehenden GefalRe
insuffizient ausgebildet sind. Es kommt zu temporéren Obstruktionen und variablem
Blutfluss innerhalb dieser neugebildeten GefaRe, wodurch nachfolgende (Tumor-)
Gewebeabschnitte kurzzeitig nur unzureichend mit Sauerstoff versorgt werden (Chaplin

et al. 1987). Diese Hypoxieform wird daher auch als akute Hypoxie bezeichnet.

Im Verlauf einer (malignen) Tumorerkrankung kommt es zudem héaufig zur Ausbildung
einer sogenannten Tumoranamie. Die fallende Hamoglobinkonzentration kann bedingt
sein durch Blutverluste aus dem Tumorgewebe oder durch tumorinduzierte
pathophysiologische Begleitprozesse, wie Storungen des Eisenstoffwechsels und
Hemmung der Hamatopoese. Auch therapeutische Malinahmen, wie beispielsweise
Chemotherapie, Strahlentherapie sowie chirurgische Maflinahmen, tragen zur
Tumoranamie bei. Die resultierende anamische Hypoxie fihrt zu einer weiteren

Verschlechterung der Oxygenierung des Tumorgewebes (Becker et al. 2000).



Hypoxie und das hypoxische Mikromilieu eines Tumors spielen eine groRe Rolle bei der
Tumorpathogenese. Unter anderem fihrt ein niedriger extrazellularer pH-Wert, welcher
oftmals unter Hypoxie feststellbar ist, zu einer Degradierung der extrazellularen Matrix
durch Saure-induzierte Matrix-Metalloproteinasen (Bose et al. 2013). Dieses Mikromilieu
tragt so zur Entwicklung eines invasiv wachsenden und friihzeitig metastasierenden
Phanotyps bei (Estrella et al. 2013).

Tumorhypoxie wurde als unabh&ngiger prognostischer Marker bei verschiedenen
Tumorentitaten, wie zum Beispiel Kopf-Hals-Tumoren und Zervixkarzinomen,
identifiziert (Hockel et al. 1996; Brizel et al. 1997).

Von besonderer klinischer Relevanz ist, dass hypoxische Tumore oder Tumorareale

schlechter auf eine Chemo- und/ oder Strahlentherapie ansprechen.

In Anwesenheit von Sauerstoff erhdht sich die Strahlenwirkung durch die entstehenden
Peroxidradikale, welche in der Lage sind die durch ionisierende Strahlung entstandenen
DNA-Schaden zu fixieren. Um unter hypoxischen Bedingungen die gleichen
Strahleneffekte wie unter Normoxie zu erzielen, sind zwei- bis dreifach hoéhere

Strahlendosen notwendig (Gray et al. 1953).

Die Resistenzentwicklung gegentiber Chemotherapeutika beruht auf verschiedenen
Mechanismen, unter anderem resultieren die relativ langen Diffusionsstrecken und
missgebildete  GefdRe innerhalb des Tumorgewebes in einer geringen

Chemotherapeutikakonzentration am Zielort (Baish et al. 1996; Primeau et al. 2005).

1.4. Hypoxia-inducible Factor 1

Im Zentrum der Anpassungsvorgdnge der Zelle an Sauerstoffmangel steht der
Transkriptionsfaktor HIF-1. Dieser besteht aus einer a- und einer 3-Untereinheit (Wang
et al. 1995). Eine Heterodimerisierung von HIF-1a und HIF-1B ist fir den

Wirkmechanismus unabdingbar.

Unter normoxischen Bedingungen wird HIF-1a durch die Prolyl-4-Hydroxylase
hydroxyliert. Das Von-Hippel-Lindau-Protein (VHL) bindet an das hydroxylierte HIF-1a
und fahrt es dem Abbau durch das Ubiquitin-Protein-System zu (Ke und Costa 2006;
Semenza 2007; Supuran 2008) (siehe Abbildung 1).

Unter  hypoxischen Bedingungen entfallen diese  sauerstoffabhangigen
Degradierungsprozesse von HIF-1a, welches akkumuliert und in den Zellkern
transloziert, wo es zur Heterodimerisierung mit dem kontinuierlich exprimierten HIF-13
kommt. Das Dimer, welches vor allem unter hypoxischen Bedingungen stabilisiert wird,
bindet an das Hypoxia response element (HRE), ein DNA-Motiv in der Promotorregion

der Zielgene von HIF-1, und induziert deren Transkription. Zu den tUber 100 Zielgenen



gehoren unter anderem der Vascular Endothelial Growth Factor, die Carboanhydrase
IX, Survivin und die Glucosetransporter 1 und 3 sowie alle Gene der Glykolyse. Der
Metabolismus der Zelle wird somit modifiziert und die Glykolyse als dominanter
Stoffwechselweg forciert. Ferner beeinflusst die Wirkung von HIF-1 den intrazellularen
sowie extrazellularen pH-Wert, die Angiogenese, die Struktur der Extrazellularmatrix und
die Apoptose (Ke und Costa 2006; Semenza 2007; Supuran 2008) (siehe Abbildung 1).

HIF-1a ist in vielen soliden Tumoren nachweisbar, jedoch im Allgemeinen nicht im
Normalgewebe (Talks et al. 2000; Zhong et al. 1999). Die kurze Halbwertszeit von circa
5 Minuten in reoxygenierten Zellen (Wang et al. 1995) erschwert den exakten Nachweis
des HIF-1a-Gehaltes im Gewebe erheblich.

Prolyl Proteasomale
Hydroxylierung Degradierung

Normoxie 0,

0,

G ~— @D ~— @D —

-~ 1]} — 1[1) —

HIF-1a JS S

T -

HIF-18

Abbildung 1: HIF-1 unter Normoxie und Hypoxie (madifiziert nach Johnson 2019)

1.5. Carboanhydrase IX

Die Carboanhydrasen sind Zink-Metalloenzyme, welche die reversible Hydratisierung
von Kohlenstoffdioxid (CO, + H,O < H,CO; <« H* + HCOgz) katalysieren. Bei
Saugetieren sind bisher 13 aktive und 3 inaktive Isoformen bekannt, eine davon ist die
membrangebundene CAIX (Neri und Supuran 2011). CAIX, ein 58/54 kDa grof3es
Protein, besteht aus einer groRen extrazellularen Doméne, der sogenannten
Ektodoméane (ECD), einer transmembranédren Region und einem kurzen, intrazellularen
Anteil. Die CAIX hat unter den Carboanhydrasen eine hohe enzymatische Aktivitat mit
1,5x108 M/sec (Simone und Supuran 2010).

Die Transkription der CAIX wird durch den Transkriptionsfaktor HIF-1 gesteuert (Dayan
et al. 2006; Supuran 2008), wobei die CAIX-Expression die transkriptionelle Aktivitat von
HIF-1a reflektiert (Kaluz et al. 2009). CAIX ist jedoch in reoxygenierten Zellen langer
nachweisbar als HIF-1a. Die Halbwertszeit von CAIX betragt in reoxygenierten Zellen 38



Stunden (Rafajova et al. 2004). Aus diesem Grund wird CAIX haufig als
Surrogatparameter fur Hypoxie genutzt.

CAIX gilt als sensitiver, zellularer Hypoxiemarker. Sgrensen et al. konnten zeigen, dass
humane, zervikale Plattenepithelzellen bereits bei 1 % Sauerstoff die maximale
Konzentrationen von Ca9 mRNA exprimierten, wohingegen andere potentielle
Hypoxiemarker, wie GLUT1, OPN und LDHA, erst bei anoxischen Konditionen (0-0,01
% Sauerstoff) ihr maximales Expressionslevel erreichten (Sorensen et al. 2005).

Mit nur wenigen Ausnhahmen ist CAIX in den meisten Tumorentitaten im perinekrotischen
bzw. hypoxischen Gewebe zu finden (Olive et al. 2001; Wykoff et al. 2000).

Hypoxische Zellen missen, wie zuvor beschrieben, ihren Stoffwechsel auf die anaerobe
Glykolyse umstellen, wodurch vermehrt Laktat, eine schwache Saure, in der Zelle
erzeugt wird. Um einen Abfall des intrazellularen pH-Wertes zu vermeiden, muss das
entstandene Laktat durch den Laktat-/H™-Cotransporter (MCT 1 und 4) aus der Zelle
ausgeschleust werden. Der extrazellulare pH-Wert fallt dadurch unter den
physiologischen extrazellularen pH-Wert von 7,4. CAIX setzt extrazellular das anfallende
Kohlenstoffdioxid zu Bikarbonationen um, welche Uber einen membranassoziierten
Bikarbonattransporter aktiv in die Zelle transportiert werden kénnen. Dort reagiert das
Bikarbonat mit Protonen zu Kohlenstoffdioxid, welches aus der Zelle diffundiert. Somit
tragt CAIX indirekt zur Alkalisierung und Pufferung des intrazellularen pH-Wert bei (siehe
Abbildung 2). Eine Stabilisierung des intrazellularen pH-Wertes zwischen 7,2 und 7,5 ist
fur die Zelle essentiell, da die zentralen Enzyme der Glykolyse pH-sensitiv sind. Auch
fur die Proteinsynthese ist ein stabiler intrazellularer pH-Wert wichtig. Gleichzeitig wird
durch die enzymatische Aktivitat von CAIX die extrazellulare Tumorazidose verstarkt,
wodurch die Invasivitat des Tumors gefordert wird. Neben CAIX gibt es noch zahlreiche
andere Mechanismen zur Stabilisierung des intrazellularen pH-Wertes (Neri und
Supuran 2011).

CAIX wird in nur wenigen Normalgeweben, wie den Epithelien des Magens, des
Dinndarms und der Gallenwege, exprimiert (lvanov et al. 2001). Viele Tumore
exprimieren  hingegen vermehrt CAIX, unter anderem Mammakarzinome,
Nierenzellkarzinome und Plattenepithelkarzinome im Kopf-Hals-Bereich (Bartosova et
al. 2002; Ivanov et al. 2001).

Eine CAIX-Uberexpression in Plattenepithelkarzinomen der Mundhéhle ist assoziiert mit
einem fortgeschrittenem Tumorstadium, einer schlechten Uberlebensprognose und
einer erhohten Rezidivbildung (Choi et al. 2008; Perez-Sayans et al. 2012; Yang et al.
2015).



Eine Uberexpression von CAIX geht zudem mit einer gesteigerten Zellmigration einher
(Yang et al. 2017), wohingegen eine Suppression der katalytischen Aktivitat zu einer
reduzierten Invasivitat fuhrte (Radvak et al. 2013). Dementsprechend konnte in
verschiedenen Studien gezeigt werden, dass die pharmakologische Inhibierung von
CAIX zu einem reduzierten Wachstum von Xenograft-Tumoren fuhrt (Chiche et al. 2009;
Lou et al. 2011).

Ebenso konnte experimentell gezeigt werden, dass Tumore mit hohem CAIX-Level
weniger gut auf Therapien ansprachen (Koukourakis et al. 2001), die Inhibierung von
CAIX aber zu einer erhéhten Chemo- und Strahlensensibilitat fihrte (Dubois et al. 2011,
Dubois et al. 2013; Faes et al. 2016; Doyen et al. 2012; Bryant et al. 2018). Aus diesem
Grund gilt CAIX als erfolgsversprechende Zielstruktur zur Entwicklung neuer
Therapieansatze in der Behandlung von Tumoren.
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Abbildung 2: Stabilisierung des pH-Wertes durch CAIX (modifiziert nach McDonald et al.
2012)



1.6. Im Blut gelostes CAIX

Eine geloste Variante von CAIX ist im Blut nachweisbar. Bisher sind zwei

Entstehungsmechanismen bekannt.

Mit Hilfe von Metalloproteasen erfolgt die proteolytische Spaltung der extrazellularen
Doméane von CAIX, welche anschlieBend als gelostes CAIX (50/54 kDa) im Blut
nachweisbar ist. Dieser Vorgang wird als ,Ectodomain shedding® bezeichnet (ZatoviCova
und Pastorekova 2013). Die proteolytische Spaltung erfolgt kontinuierlich, wobei durch
bestimmte Stimuli, wie beispielsweise die Behandlung mit Phorbol-12-myristat-13-
acetat, der Vorgang verstarkt werden kann. Auch konnte gezeigt werden, dass die
Induktion von Apoptose, beispielsweise durch das Chemotherapeutikum Doxorubicin,
mit einem verstarkten ,ectodomain shedding” von CAIX einhergeht (Vidlickova et al.
2016).

CAIX wird zudem in Form von Exosomen, welche von Tumorzellen freigesetzt werden,
an das Blut abgegeben. Je saurer das Mikromilieu, desto mehr Exosomen mit CAIX
werden abgegeben (Logozzi et al. 2019).

Ob die geldste Ektodomane autokrine oder parakrine Funktionen ausibt, ist bislang noch

nicht geklart.

Ebenfalls noch nicht abschliel3end geklart ist die prognostische Rolle von CAIX im Serum

bzw. Plasma.

Kalavska et al. testete 83 Serumproben von Patienten mit Keimzelltumoren des Hodens,
wobei die mittels ELISA gemessene Konzentration des gelésten CAIX keine Aussage
Uber das progressionsfreie Uberleben bzw. das Gesamtiiberleben ermdglichte. Auch
konnten keine signifikanten Unterschiede der Serum-CAIX-Konzentrationen bei
verschiedenen Patientengruppen (nicht-metastasiert, metastasiert und Chemotherapie
naiv, mit Chemotherapie behandelt) nachgewiesen werden (Kalavska et al. 2016). In der
Arbeit von Papworth at al. konnte fir Patienten mit klarzelligem Nierenzellkarzinom
ebenfalls keine prognostische Relevanz von Serum-CAIX im Hinblick auf das Uberleben

nachgewiesen werden (Papworth et al. 2010).

Hingegen wurde bei Patienten mit Vulvakarzinom ein reduziertes krankheitsfreies
Uberleben bei praoperativ erhéhtem Serum-CAIX nachwiesen (Kock et al. 2011). In
einer Arbeit der eigenen Arbeitsgruppe wurden 55 Patienten mit NSCLC untersucht,
wobei hohe CAIX-Plasmaspiegel signifikant mit einem kirzeren Gesamtiuberleben
einhergingen (Ostheimer et al. 2014). Bei Nierenzellkarzinomen waren erhéhte Serum-
CAIX-Werte mit einer erhéhten Rezidivrate assoziiert (Li et al. 2008). In einer kleinen

Studie Uber 48 Patienten mit Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich gingen



hohere CAIX-Serumwerte mit einem geringeren Uberleben einher, jedoch konnte kein
Zusammenhang zwischen dem vortherapeutischen CAIX-Serumgehalt und dem T- bzw.
N-Stadium festgestellt werden (Rosenberg et al. 2016).

Insgesamt ist die Beziehung zwischen der intratumoralen CAIX-Expression, der

TumorgroRe und dem im Serum nachweisbarem CAIX umstritten.

Eine deutsche Arbeitsgruppe untersuchte 221 Tumorproben primarer Zervixkarzinome
und 46 praoperativ entnommene Serumproben hinsichtlich ihres CAIX-Gehaltes. Hier
konnte kein Zusammenhang zwischen der Menge an geléstem CAIX und dem Tumor-
CAIX-Gehalt festgestellt werden (Woelber et al. 2011). In einer Arbeit Uber das
klarzellige Nierenzellkarzinom konnte hingegen ein Zusammenhang zwischen

TumorgroRe und geldstem CAIX-Gehalt im Serum gezeigt werden (Zhou et al. 2010).

Da die chemotherapieinduzierte Apoptose zu einem verstarkten ,ectodomain shedding*
fuhrt, stellt sich die Frage, ob CAIX als Marker flr ein Therapieansprechen genutzt
werden kann. Entsprechende Studien gibt es bisher kaum.

Bei 20 Patienten mit kastrationsresistentem Prostatakarzinom wurde der CAIX-Serum-
Gehalt vor und nach Gabe von Docetaxel, einem Chemotherapeutikum, bestimmt. Es
zeigte sich jedoch keine signifikante Anderung der Werte nach erfolgter Chemotherapie
(Smith et al. 2016). Eine weitere Arbeitsgruppe untersuchte die CAIX-Serum-Level im
Verlauf der 1st-line-Therapie bei Patienten mit Ovarialkarzinom. Auch hier konnten keine
signifikanten Unterschiede festgestellt werden (Woelber et al. 2010).

Einen definierten Cutoff flr den CAIX-Serum-Gehalt von Gesunden gibt es bisher nicht.
Die bisher publizierten Daten sind uneinheitlich. In einer Studie von Li et al. zur Rolle von
Serum-CAIX in metastasiertem Nierenzellkarzinom lag der CAIX-Serumgehalt der
gesunden Probanden bei 14,59 * 6,22 pg/ml (Li et al. 2008). Hingegen wurde in einer
Studie zur Rolle von geléstem CAIX im Serum bei Patienten mit testikuldrem
Keimzelltumoren in der gesunden Vergleichsgruppe, welche 35 Proben umfasste, eine
deutlich hohere CAIX-Serum-Konzentration von 249,6 + 100,0 pg/ml gemessen
(Kalavska et al. 2016).



2. Zielstellung

Es ergeben sich folgende Zielstellungen dieser Arbeit:

1. Welche prognostische Bedeutung hat das tumorale bzw. im Serum geldste CAIX
im Hinblick auf das Gesamtliberleben bei Patienten mit Mundhdhlenkarzinom?

2. In welchem Zusammenhang stehen klinopathologische Merkmale, wie

beispielsweise die TumorgroRe, das intratumorale und das im Blut geléste CAIX?

3. Kann das geltste CAIX als Marker fur ein Therapieansprechen im Rahmen einer
Radiatio genutzt werden?
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3. Material und Methodik
3.1. Material

3.1.1.

Gerate und Verbrauchsmaterialien

Becherglaser

Merck (Darmstadt)

Einweg-Handschuhe

Hardmann (Heidenheim)

Greiner-R6hrchen

Greiner Bio-One (Frickenhausen)

Human Carbonic Anhydrase 1X
Assay

R&D systems (Minneapolis, USA)

Magnetrihrer

IKA-Labortechnik (Staufen)

Messzylinder

Merck (Darmstadt)

Mettler AM 100 (Analysenwaage)

Mettler (Giessen)

Mini Gel Tank

ThermoFisher Scientific (Waltham, USA)

Nitrocellulose-Membran (Amersham
Hybond ECL)

GE Healthcare Life Science (Miinchen)

NuPAGE® 4-12 % Bis-Tris-Gele

Invitrogen (Karlsruhe)

Odyssey CLx Western Blot Detection
System

Li-Cor Biosciences GmbH (Bad Homburg)

Ofen, Typ 3216

Braun (Kornberg)

Parafilm

Merck (Darmstadt)

pH-Meter CG 840

Schott (Hofsheim)

Pipetboy

Bioscience (Fernwald)

Pipetten

Eppendorf (Hamburg)

Pipettenspitzen (low-binding)

Biozym Scientific (Hessisch Oldendorf) und
Greiner Bio-One (Frickenhausen)

Rollenmischgerat RM 5

Karl Hecht KKG (Sondheim)

Serum S-Monovette Sarstedt Z-Gel,
9 ml

Sarstedt AG &Co AG (Numbrecht)

VortexGenie 2

Roth (Karlsruhe)

Whatman-Filterpapier

Biorad (Muinchen)

Zentrifuge 5415 R

Eppendorf (Hamburg)
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3.1.2.

Chemikalien und Reagenzien

Bolt®’NuPAGE® LDS Sample Buffer

Invitrogen (Karlsruhe)

Bolt®’NuPAGE®
Agent 10x

Sample Reducing

Invitrogen (Karlsruhe)

3,3 -Diaminobenzidin, DAB Substrate
Kit

Zytomed Systems (Berlin)

Dinatriumhydrogenphosphat
(NazHPOu,)

Boehringer Ingelheim/Serva

ECL™ Prime Western Blotting System

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Ethanol (96 %)

Merck (Darmstadt)

Eukitt®

ORSAtec (Bobingen)

Eukitt® quick-hardening
medium for microscopy

mounting

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Giemsa-Ldsung

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Hamalaun

Dr. K. Hollborn & Séhne (Leipzig)

HRP, Zytochem Plus HRP

Zytomed Systems (Berlin)

Human Carbonic Anhydrase X Assay

R&D systems (Minneapolis, USA)

Kaliumchlorid (KCI)

Boehringer Ingelheim/Serva

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2POg)

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Magermilchpulver

Roth (Karlsruhe)

Methanol (100 % p.a.)

Roth (Karlsruhe)

Natriumcholrid (NaCl)

Merck (Darmstadt)

NuPAGE® MES Puffer 20x

Invitrogen (Karlsruhe)

NuPAGE® Transferpuffer

Invitrogen (Karlsruhe)

PageRuler™ Plus Prestained Protein
Ladder

Fernmentas (St. Leon-Rot)

Plattenreader

TECAN GENios (Mannedorf, Schweiz)

Tween 20

Roth (Karlsruhe)
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3.1.3. Puffer und Lésungen

1x MES Bolt®/ Elektrophoresepuffer | Von Invitrogen, gemaR Herstellerangaben

10x PBS 4 M NacCl

26mM KCI
15mM KH2PO4
80mM NazHPO4

1x PBST 1x PBS
0,1 % Tween 20

1x Transferpuffer 50 ml 20x Transferpuffer
100ml Methanol
850ml Aqua bidest

Antikorperlésung 1XPBST
5 % (w/v) Milchpulver

Gehalt an entsprechenden Antikorpern
gemal Herstellerangaben

Blockierungsreagenz 1xPBST
10 % (w/v) Milchpulver

Cell Lysis Buffer Cell Signaling Technology (Danvers, USA)

Washing buffer  ZUC202-2500, | Zytomed Systems (Berlin)
Zytochem Plus HRP it/Plus Polymer

System
T-EDTA buffer ZUC029-500 Zytomed Systems (Berlin)
3.1.4. Primér- und Sekundéarantikorper

Anti-Human Carbonic Anhydrase IX | BioScience (Slowakei)
M75

Broad Spectrum, Zytochem Plus | Zytomed Systems (Berlin)
HRP Kit

3.1.5. Patientenmaterial

Fur diese explorative Studie wurden Gewebeproben von Patienten mit einem
Plattenepithelkarzinom der Mundhohle und Blutserumproben dieser Patienten
untersucht. Die Proben wurden im Zeitraum von Februar 2009 bis Dezember 2014

gesammelt.

Die Durchfiihrung der Studie erfolgte in Ubereinstimmung mit der Deklaration von

Helsinki und wurde von der Ethik-Kommission der Martin-Luther-Universitat Halle-
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Wittenberg genehmigt. Von allen an der Studie teilnehmenden Patienten liegt eine

schriftliche Einverstandniserklarung vor.

Insgesamt wurden 56 Tumorgewebeproben und 22 Normalgewebeproben mittels
Western Blot, 38 Tumorproben mittels ELISA und 158 Tumorproben mittels
Immunhistochemie auf ihren CAIX-Gehalt untersucht. Die Tumorgewebeproben wurde
zum Zeitpunkt der Probeexzision oder der Tumoroperation entnommen (siehe Abbildung
3). Die einzelnen Arbeitsschritte zur Aufarbeitung der Proben sind in 3.2.1. bis 3.2.6.
detailliert dargestellt.

Zusatzlich wurden 89 Blutproben von Patienten mit Plattenepithelkarzinom der
Mundhohle und 43 Blutproben von gesunden Probanden mittels ELISA im Hinblick auf
ihren CAIX-Gehalt getestet (sieche Abbildung 3). Bei weiteren 28 Patienten wurden
zudem Serumproben im Laufe der Radiatio zu 5 unterschiedlichen Zeitpunkten
gesammelt (siehe Abbildung 4, siehe 3.2.7.). Die untersuchten Patientenkollektive sind

dabei nicht identisch, es gibt allerdings Uberschneidungen.

Diagnosedaten, Alter bei Erstdiagnose, TNM-Stadium bei Erstdiagnose,
Tumorhistologie, Grading, Therapiedaten und Uberlebensdaten wurden hauptséchlich
aus der klinischen Dokumentation und durch regelmafiges Abfragen der Daten des
Klinischen Krebsregisters Sachsen-Anhalt erfasst. Die letzte Abfrage erfolgte im Juli
2020.

Probeentnahme bei Erstdiagnose
(Probeexzision/ Tumoroperation)

S T 89 Serumproben
RALS Tl + 43 Serumproben von gesunden
78 Gewebeproben (Immunhistochemie) Probanden
(ELISA)
56 Tumorgewebeproben 22 Normalgewebeproben
(Wesern Blot) (Westemn Blot)

Kontrolluntersuchung von 38
Tumorgewebeproben mittels
ELISA

Abbildung 3: Untersuchte Proben bei Erstdiagnose

Tumorexzision/ Beginn der Gesamtdosis Ende der 4-6 Wochen
Probeexzision Radiatio van 20 Gy Radiatio nach Radiatio
n=28 n=23 n=22 n=12 n="9

Abbildung 4: Untersuchte Proben wahrend Radiatio
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3.2. Methoden
3.21. Gewinnung der Gewebeproben

Die Gewebeproben wurden wéahrend der operativen Tumorexzision gewonnen und

direkt nach Entnahme in Flissigstickstoff schockgefroren und gelagert.

Die Gewebeproben wurden anschlieBend im Cryocut geschnitten. Jeweils die ersten
beiden sowie die letzten beiden Schnitte mit einer Schnittdicke von 5 um wurden auf
einem Objekttrager aufgebracht, beschriftet und anschlieend mit Hamatoxylin und

Eosin angefarbt (siehe 3.2.2).

Die dazwischenliegenden 10 bis 15 Gewebeschnitte mit einer Schnittdicke von 20 pm
wurden in einem gekuhlten low-binding Eppendorfgefald aufgefangen und anschlie3end
auf Trockeneis gelagert. Es wurde darauf geachtet, dass die Gewebeschnitte wéhrend
des gesamten Vorganges nicht auftauen.

Die weiteren Arbeitsschritte zur Aufarbeitung der Proben sind in Abbildung 5
zusammengefasst und werden im Folgenden detailliert beschrieben.

Gewebeprobeentnahme bei Probeexzision bzw. Tumoroperation

Kryoschneiden der gewonnenen Gewebeprobe

pathologische Begutachtung (Einteilung in Normal-/ Tumorgewebe)

Proteinisolation

Proteinkonzentrationsbestimmung mittels Bradford Methode

Analyse der CAIX-Expression mittels Western Blot bzw. ELISA

Abbildung 5: Arbeitsschritte zur Aufbereitung der entnommenen Gewebeproben

3.2.2. Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) und histologische
Einstufung der Gewebeproben

Die HE-Farbung gehort zu den Standardfarbungen in der Histologie. Das Hamatoxlylin
farbt die Zellkerne dunkelviolett, wohingegen das Zytoplasma vom Eosin rot angefarbt

wird. Die Farbung ermd@glicht die histologische Begutachtung des Gewebes.

Positivkontrolle
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Die Objekttrager wurden hierzu mit 4,5%iger Formalinldsung fixiert und anschliel3end
durch viermaliges Eintauchen in destilliertem Wasser gewaschen. Danach wurden die
Schnitte in Mayers Hamalaunldsung fur drei Minuten gefarbt. Das uberschussige
Farbemittel wurde mit 0,1%iger HCI-LOsung entfernt und die Objekttrager fur drei
Minuten unter flieRendem Leitungswasser abgespult. Die Farbung des Zytoplasmas mit
0,5%iger Eosinldsung erfolgte fur weitere zwei Minuten. Im Anschluss wurden die
Objekttrager fur 30 Sekunden unter flieBendem Leitungswasser abgespult. Die
gefarbten Schnitte wurden nachfolgend in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70 %, 96 %
und 100 % Ethanollésung) jeweils viermal eingetaucht und abschlieend zweimal in
Xylol inkubiert. Das Eindecken der feuchten Praparate erfolgte mit Eukitt® quick-

hardening mounting medium for microscopy.

Die Praparate wurden durch Herrn Dr. med. Bilkenroth (Institut fir Pathologie, Eisleben)
begutachtet. Die Einteilung der gewonnenen Gewebeproben erfolgte in Normal-, Misch-

und Tumorgewebe

Praparate, welche kein transformiertes Gewebe enthielten, wurden als Normalgewebe
eingestuft. Enthielten die Gewebeschnitte mehr als 75 % maligne entartete Zellen
wurden diese Proben als Tumorgewebe gewertet. Schnitte mit weniger als 75 %
Tumorzellen wurden als Mischgewebe klassifiziert, die dazugehérigen Proben entfielen

fur die weiteren Untersuchungen.

3.2.3. Proteinisolation

Die Gewebeschnitte wurden in 300 ul Cell Lysis Buffer aufgenommen, wobei der Puffer
zuvor mit einer 1:100 Proteininhibitorlésung vermischt wurde. Nach einer funfmindtigen
Inkubationszeit auf Eis wurde der Zellverband zusatzlich mittels Ultraschall
aufgeschlossen (9 Zyklen: 45 % fiir 9 Sekunden). AnschlieRend wurden die Proben flr
zehn Minuten bei 14,000xg bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in low-binding

Eppendorfgefal3e tberfihrt.

Es wurde wahrend des gesamten Arbeitsvorganges auf die Einhaltung der Kuhlkette

geachtet.

3.24. Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Quantifizierung des Proteingehaltes der Proben wurde der Bradford-Test
durchgefuhrt. Diese auf Photometrie beruhende Methode nutzt den Umstand, dass der
Farbstoff  Triphenylmethanfarbstoff Coomassie-Brilliant-Blau G-250 in  seiner

ungebundenen Form ein Absorptionsmaximum bei 465 nm aufweist. In saurem Milieu in
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Anwesenheit von basischen Aminosauren bindet der Farbstoff an diese und das

Absorptionsmaximum verschiebt sich zu 595 nm.

Zur Proteinkonzentrationsbestimmung wurde die Bradford-Reagenz im Verhéltnis 1:5
mit Aqua bidest. verdinnt. 998 pul dieser Lésung wurden mit 2 ul der zu untersuchenden
Probe vermischt. Nach 30 Minuten Inkubationszeit wurde die Extinktion bei 595 nm
gemessen. Mit Hilfe einer vorher bestimmten Eichkurve und der gewonnenen Messwerte

wurde der Proteingehalt der Probe ermittelt.

Um ein Ausfallen der Proteine Uber einen langeren Zeitraum zu verhindern, wurden die
Proben mit Cell Lysis Buffer auf eine Zielkonzentration von 3 pg/ul verdinnt.
AnschlieBend wurde die Proteinkonzentration erneut mit der Bradford-Methode mittels

Photometer bestimmt.

3.2.5. Western Blot
3.25.1 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur elektrophoretischen Auftrennung der Proteine nach ihrer Molekiilmasse wurde das
NuPage®-System von Invitrogen mit den dazugehorigen 4 - 12 % Bis-Tris Gelen und
dem MES-Laufpuffer gewahlt. Je Probe wurden 30 pg Gesamtprotein auf das Gel
aufgetragen. Als Positivkontrolle fir die untersuchten Proteine diente eine bereits von
Frau Ulrike Pabst isolierte Proteinprobe, welche aus unter hypoxischen Bedingungen
kultivierten Zellen einer Kopf-Hals-Tumorzelllinie gewonnen wurde. Nach Zugabe von
jeweils 6 pl 4x LDS-Ladepuffer und 2 pl Reduktionsmittel zu den Proteinproben wurden
diese fur funf Minuten bei 95 °C denaturiert. AnschlieRend wurden die Proben auf das
Gel aufgetragen. Je Gel wurde dieselbe Menge der Positivkontrolle aufgetragen. Zur

Abschatzung der Proteingrée wurde zusatzlich ein Proteinstandard (PageRuler™ Plus
Prestained Protein Ladder) aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei einer Spannung

von 135 V und einer Stromstarke von 200 mA fur 70 Minuten bei etwa 4 °C im
Kuhlschrank.

3.25.2 Blotting

Mittels Tank-Blot-Verfahren wurden die im Gel aufgetrennten Proteine auf eine
Nitrocellulosemembran tUbertragen. Der Transfer erfolgte bei einer Spannung von 150 V
und einer Stromstarke von 260 mA fur 150 Minuten bei circa 4 °C im Kuhischrank in

einer mit 1x Transferpuffer gefullten Elektrophoresekammer.
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3.253 Immundetektion

Im Anschluss an den Transfer wurden die Membranen in 10 % Milchpulver/PBST-
Losung fur eine Stunde bei Raumtemperatur blockiert, um unspezifische
Antikérperbindungen zu verhindern. Danach wurde die Membran bei ca. 25 kDa und ca.
70 kDa in drei Teilstlicke geteilt. Die Inkubation mit dem entsprechenden spezifischen
primaren Antikdrper in geeigneter Verdiunnung erfolgte tUber Nacht bei 4 °C. Nach
dreimaligem Waschen des Membranteilstiickes mit PBST wurde dieses mit sekundarem
Antikorper fir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wurden die

Membranstiicke dreimal mit PBST fur finf Minuten gewaschen.

Fur die Detektion von CAIX wurde ein Peroxidase-gekoppelter Sekundarantikdrper
verwendet. Die Membran wurde mit ECL Prime inkubiert, welches das Substrat der
Peroxidase enthdlt. Dieses wird von der Peroxidase unter Lichtemission reduziert. Mit
Hilfe eines Rontgenfilms kann das entstandene Licht quantifiziert werden. Ein Beispiel
fir einen Rontgenfilm mit der flir CAIX-typischen Doppelbande ist in Abbildung 6
dargestellt. Die Réntgenfilme wurden eingescannt und mit dem Programm Image Studio
Lite Version 4.0 analysiert. Die erhaltenen Daten wurden anhand der Positivkontrolle des

jeweiligen Durchgangs normalisiert.

Proteinproben

- - - -

Abbildung 6: Western Blot CAIX-Doppelbande (54/58 kDa)

3.26. Immunhistochemie

Gewebeproben, welche wahrend der Probeexzision oder radikalen Tumoroperation
gewonnen wurden, wurden deparaffiniert. Die Proben wurden mittels vorgewarmtem T-
EDTA Buffer bei einem pH von 6,0 und 98 °C im Ofen fur 30 Minuten gedampft.
Anschlieend wurden die Proben mit destilliertem Wasser gewaschen und fir sieben bis
zehn Minuten in einer 3%iger Wasserstoffperoxid-Losung geblockt. Nach erneutem
Waschen und Applikation von Waschpuffer wurde der CAIX-Antikorper in einer
Verdinnung von 1:200 auf das Gewebe aufgetragen. Es folgte eine Inkubationszeit von
30 Minuten bei Raumtemperatur. Anschlie@Bend wurde der sekundare Antikdrper
aufgetragen und fir weitere 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden

die Objekttrager mit Wasch-Puffer gewaschen und fir 15 Minuten mit
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Meerrettichperoxidase inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Oxidation des Chromogen
DAB (3,3 -Diaminobenzidin), welches fur zehn Minuten inkubiert wurde. Nach Waschen
mit destilliertem Wasser erfolgte die Farbung mit Hamalaun fir 30 Sekunden. Nach
erneutem zehnmindtigem Waschen in Wasser wurden die gefarbten Schnitte in Alkohol
und nachfolgend in Xylol inkubiert. Anschlie3end wurden die feuchten Praparate mit
Eukitt® eingedeckt.

Die Préparate wurden durch Dr. med. Daniel Bethmann vom Institut der Pathologie der
Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg mikroskopisch begutachtet. Die Farbung
wurde anhand des Immunreaktiven Scores (IRS) nach Remmele klassifiziert
(Zygogianni et al. 2011; Remmele und Stegner 1987). Der IRS berechnet sich aus der
Produkt der Farbeintensitat und dem prozentualen Anteil positiver Zellen und kann Werte
zwischen 0 bis 12 einnehmen. Der Score wird wie folgt interpretiert: IRS 0- 2 steht fiir
keine Farbung, IRS 3-4 fir eine schwache Expression, IRS 6-8 fir eine méaRig starke
Expression, IRS 9-12 fir eine starke Expression. In Abbildung 7 sind exemplarisch die
mikroskopischen Bilder fur die immunhistochemischen Farbungen von CAIX fur die
Scores 0, 2, 6 und 12 abgebildet.

IRS=0 : i IRS=2

Abbildung 7: Immunhistochemische Farbungen von CAIX (modifiziert nach Eckert et al.
2019)
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3.2.7. Gewinnung der Blutserumproben

Von den an der Studie teilnehmenden Patienten wurden nicht nur Tumorteilstiicke
gesammelt und untersucht, sondern auch Blutserumproben. Diese wurden zeitgleich mit

den Gewebeproben wahrend der operativen Tumorexzision gewonnen (o).

Erhielten die Patienten nach der Operation noch eine Radiotherapie wurde im Verlauf
noch zu vier weiteren Zeitpunkten Blut abgenommen, einmal vor Beginn der
Strahlentherapie (t1), nach der Bestrahlung mit einer Gesamtdosis von 20 Gy (t2),
unmittelbar nach Beendigung der Therapie (t3) und vier bis sechs Wochen nach Ende
der Radiatio (t4).

Nach einer Inkubationszeit von ca. 30 - 60 Minuten nach Blutentnahme wurden die
EDTA-Blutréhrchen bei 2000xg und 20 °C fir zehn Minuten zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgenommen, in Kryoréhrchen tberfiihrt und bei - 80 °C gelagert.

3.2.8. Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Ein Teil der Gewebeproteinproben und die Blutserumproben wurden mittels eines
spezifischen CAIX-ELISA-Kits (Human Carbonic Anhydrase IX Assay) nach
Herstellerangaben untersucht. Die CAIX-Serum-Konzentration wurde mit Hilfe der
Standardkurve ermittelt. 100 ul der zu untersuchenden Probe wurde mit 50 ul Assay
Puffer fir zwei Stunden bei Raumtemperatur in einer 96-Well-Platte inkubiert.
Anschlielend wurde die Platte vier Mal mit 400 pl Waschpuffer gewaschen, gefolgt von
einer zweistindigen Inkubation bei Raumtemperatur mit 200 pl Konjugat-Puffer. Nach
der Inkubation wurde erneut viermal mit Waschpuffer gewaschen. Im nachsten Schritt
erfolgte die Inkubation mit 200 ul Substratpuffer fir 30 Minuten bei Raumtemperatur im
Dunkeln. Nach erneutem Waschen wurden 50 ul Stopplésung hinzugefigt.
AnschlieRend erfolgte die Vermessung mittels Plattenreader bei 450 nm. Die

Konzentration von CAIX in jeder Probe wurde mit Hilfe einer Standardkurve ermittelt.

3.2.9. Statistische Auswertung

Ob anhand des CAIX-Gehaltes zwischen Normal- und Tumorgewebe bzw. zwischen
Serum von Blutspendern und Serum von Tumorpatienten unterschieden werden kann,

wurde mittels ROC-Kurven analysiert.

Zur Uberlebenszeitanalyse wurden Kaplan-Meier-Kurven und Cox-Regressionen
genutzt, um die prognostische Bedeutung von CAIX im Hinblick auf das
Gesamtiiberleben der Tumorpatienten zu charakterisieren. Dafiir wurden die Proben
anhand ihres Expressionslevels an CAIX in Gruppen mit niedriger bzw. hoher

Expression eingeteilt. Die Einteilung der Kohorten erfolgte bei der Immunhistochemie
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und bei den Serumproben willkirlich. Bei den Kohorten, untersucht mittels ELISA und
Western Blot, wurde bei der Gruppeneinteilung darauf geachtet, dass die Gruppe mit
dem hoheren CAIX-Gehalt ca. 15 % der untersuchten Probanden enthielt, um eine
bessere Vergleichbarkeit mit den Immunhistochemiedaten zu erméglichen. Zur Testung
auf signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen erfolgte bei der Kaplan-
Meier-Methode ein Log-Rank-Test.

Ob der intratumorale CAIX-Gehalt und der Serum-CAIX-Gehalt miteinander korreliert,
wurde mit der Korrelation nach Spearman analysiert. Ob es Unterschiede hinsichtlich
des intratumoralen bzw. Serum-CAIX im Hinblick auf die einzelnen T-, N-, M-Stadien
bzw. Grading gibt, wurde mittels Kruskal-Wallis-Test ermittelt.

Mit Hilfe des T-Test flr abhangige Variablen wurden die Mittelwerte des CAIX-Gehaltes
im Serum zu den verschiedenen Zeitpunkten vor, wahrend und nach der

Strahlentherapie miteinander verglichen.
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4. Ergebnisse

4.1. CAIX-Proteingehalt im Tumor- und im Normalgewebe

Insgesamt wurde der CAIX-Proteingehalt von 56 Tumorgewebeproben und 22
Normalgewebeproben untersucht. Der mediane CAIX-Proteingehalt im Tumorgewebe
lag bei 5231,7 (Mittelwert 15313,5 + 20506,5; Wertspanne 0 - 94057,9), wohingegen der
mediane CAIX-Proteingehalt im Normalgewebe bei 0 (Mittelwert 2265,4 + 10105,3;
Wertspanne 0 — 47503,35) lag. In Abbildung 8 ist die Verteilung des CAIX-Gehaltes fiir
Tumor- und Normalgewebe dargestellt. Ein Extremwert bei den Normalgewebeproben
ist dabei eindeutig sichtbar.

100000

80000

&0000

40000

CAIX-Proteingehalt (Western Blot)
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0 a I

Mormalgewebe Tumorgewebe

Histologie

Abbildung 8: CAIX-Gehalt (Western Blot) im Normal- und Tumorgewebe

Um zu testen, ob anhand des CAIX-Wertes zwischen Normal- und Tumorgewebe
unterschieden werden kann, wurde eine Analyse mittels ROC-Kurve (siehe Abbildung
9) durchgefihrt. Wéahlt man als Grenzwert fir CAIX 36,7, dann liegt die Sensitivitat bei
0,79 und die Spezifitdt 0,55. Die AUC lag bei 0,78 (95%KI: 0,67 - 0,89; p < 0,001).
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Abbildung 9: ROC-Kurve zur Diskriminierung von Normal- und Tumorgewebe mittels
des CAIX-Gehaltes

4.2. Prognostische Bedeutung des CAIX Proteingehaltes im
Tumorgewebe bestimmt mittels Immunhistochemie

Das Tumorgewebe von 158 Patienten mit Mundhohlenkarzinom wurde
immunhistochemisch fiir CAIX gefarbt. Die klinopathologischen Merkmale sind in

Tabelle 1 dargestellt.

Entsprechend ihrer CAIX-Expression wurde das Kollektiv in zwei Gruppen aufgeteilt. In
134 Gewebeproben (85 %) konnte CAIX nicht bzw. nur schwach nachgewiesen werden
(IRS 0-6), diese bildeten die erste Gruppe. Nur in 24 Proben (15 %) zeigte sich eine
starke CAIX-Expression (IRS 7-12), daher wurden diese zur zweiten Gruppe
zusammengefasst.

In der Kaplan-Meier-Analyse zeigte sich, dass die Gruppe mit schwacher CAIX-
Expression im Median 46 Monate (95 %KI: 22,6-69,4 Monate) lebte und damit deutlich
langer als die Gruppe mit starker CAIX-Expression, welche im Median 17 Monate (95
%KI: 0-36,1 Monate) (p=0,027). Die entsprechende Kaplan-Meier-Kurve ist in Abbildung
10 dargestellt.
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Tabelle 1: Klinopathologische Merkmale des Patientenkollektivs untersucht mittels IHC
(p-Werte kalkuliert mittels Kruskal-Wallis-Test)

Niedriger CAIX- Hoher CAIX-
Gesamtproben . Proteingehalt Proteingehalt
Immunhistochemie
(IRSO - 6) (IRS7-12)
Gesamtanzahl 158 134 24
Geschlecht p =0,29
Mannlich 123 102 21
Weiblich 35 32 3
T-Stadium p =0,03
T1 37 35 2
T2 43 37 6
T3 19 16 3
T4 59 46 13
N-Stadium p=0,16
NO 72 64 8
N1 19 17 2
N2 63 49 14
N3 4 4 0
M-Stadium p=0,18
MO 146 125 21
M1 12 9 3
Grading p =0,54
1 16 15 1
2 93 78 15
3 49 41 8
Tod p =0,45
Nicht verstorben 68 61 7
Verstorben 90 73 17

Aufgrund des deutlichen Unterschiedes zwischen den beiden Gruppen hinsichtlich des
Uberlebens wurde zusatzlich eine multivariable Cox-Regression durchgefiihrt. Das
Modell wurde dabei zusatzlich nach dem T- und N-Stadium sowie nach dem
Tumorgrading adjustiert. Aufgrund der relativ kleinen Fallzahl wurde dabei das T- und
das N- Stadium in jeweils zwei Gruppen zusammengefasst. T1 und T2 bildeten eine
Gruppe und T3 und T4 die zweite Gruppe. NO bildete ebenfalls eine eigensténdige
Gruppe und N1 bis N3 wurden zu einer weiteren Gruppe zusammengefasst. Bei

Durchfiihrung einer multivariablen Cox-Regression zeigt sich, dass Patienten, deren
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Tumore CAIX sehr stark exprimieren, ein 1,6-fach erhdhtes Risiko friher zu versterben
haben (95 %KI: 0,96 — 2,8; p= 0,066) (siehe Abbildung 11).

CAIXIHC

-7 IRS 0B
I IRST7-12

= IRS 0-6, zensiert
—— RS 7-12, zensiert
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Uberebenszeitrate

0z
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0 500 1000 1500 2000

Uberlebenszeit in Monaten

Anzahl gefahrdeter Personen (zensierte Falle)

Zeitraum in Monaten 0 25 50 75 100 125 150 175
IRS0-6 134 72(8) 51(19) 9(55) 4(58) 2(59) 1(60) 0(61)
IRS 7- 12 24 10(2) 2(5) 0 0(7) 0 0(7) 0(7)

Abbildung 10: Kaplan-Meier-Kurve in Abhangigkeit des CAIX-Gehaltes (IHC)
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Abbildung 11: Multivariable Cox-Regression in Abhangigkeit vom CAIX-Gehalt (IHC)
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4.3. Prognostische Bedeutung des CAIX-Proteingehaltes im
Tumorgewebe gemessen mittels Western Blot-Analyse

56 Tumorgewebeproben wurden anhand ihres CAIX-Proteingehaltes, ermittelt im
Western Blot-Verfahren, in 2 Gruppen aufgeteilt. Proben mit niedrigem CAIX-
Proteingehalt (n=46, CAIX-Proteingehalt < 32250) bildeten die erste Gruppe. Die
verbleibenden Proben mit einem hohen CAIX-Gehalt (Proteingehalt > 32250; n= 10)
ergaben die zweite Gruppe. Die Wahl des Cut-offs erfolgte zur besseren Vergleichbarkeit
in Anlehnung an die Immunhistochemiedaten in zwei Gruppen. Dabei wurde darauf
geachtet, dass die zweite Gruppe in etwa 15 % der Patienten umfasst und somit
vergleichbar mit der Gruppengrof3e der Immunhistochemiedaten und der Serumdaten
ist. Die klinopathologischen Parameter des Gesamtkollektivs sind in Tabelle 2

dargestellt.

CAlX-Proteingehalt
Western Blot)

-7 = 32250
71 = 32250
-+ = 32250, zensiert
—— = 32250, zensiert

1,0

0,5

0,47

Uberlebenszeitrate

0,2

0,0

T T T T T T
a 20 40 &0 80 100

Uberlebenszeit in Monaten

Anzahl geféahrdeter Personen (Anzahl zensierter Félle)

Zeitraum in Monaten 0 20 40 60 80
CAIX-Proteingehalt < 32250 46 25(2) 17(4) 2(16) 0(18)
CAIX-Proteingehalt > 32250 10 5(0) 3(2) 3(5) 1(6)

Abbildung 12: Kaplan-Meier-Kurve in Abhangigkeit vom CAIX-Gehalt (Western Blot)
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Patienten mit niedrigerem CAIX-Proteingehalt hatten eine mediane Uberlebenszeit von
25 Monaten (95 %: KlI: 18 — 32 Monate) und unterschieden sich damit nicht wesentlich
von der zweiten Gruppe mit hdherem CAIX-Proteingehalt (mediane Uberlebenszeit 20
Monate; 95 % KI: 6 — 34 Monate). Die Unterschiede hinsichtlich des medianen
Uberlebens sind prognostisch nicht relevant (p = 0,809) (siehe Abbildung 12).

Tabelle 2: Klinopathologische Parameter des Patientenkollektivs untersucht mittels
Western Blot ( p-Werte kalkuliert mittels Kruskal-Wallis-Test)

Gesamtproben CAIX-Proteingehalt CAIX Proteingehalt

< 32250 > 32250

Gesamtanzahl 56 46 10
Geschlecht p =0,99

Mannlich 42 33 9

Weiblich 14 13 1
T-Stadium p =0,37

T1 6 6 0

T2 19 18 1

T3 8 6 2

T4 23 16 7
N-Stadium p=0,14

NO 21 16 5

N1 13 10 3

N2 20 19 1

N3 2 1 1
M-Stadium p=0,31

MO 52 44 8

M1 4 2 2
Grading p =0,27

G1 10 9 1

G2 39 31 8

G3 7 6 1
Tod p =0,64

nicht 21 18 3

verstorben
Verstorben 35 28 7
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4.3.1. T-Stadium

Die 56 Tumorproben wurden zudem hinsichtlich ihres T-Stadiums in 2 Gruppen
aufgeteilt. Tumorstadium 1 und 2 wurden zu einer Gruppe (n = 25) zusammengefasst
und Tumorstadium 3 und 4 wurden ebenfalls zu einer Gruppe (n = 31)
zusammengefasst. Die Zusammenlegung erfolgte, da verhaltnismafiig wenig Patienten

Tumorstadium 1 oder 3 aufwiesen.

Patienten mit Tumorstadium 1 und 2 verstarben im Mittel nach 54 Monaten (95 %KI:
41,423 — 67,017 Monate), wohingegen Patienten im Tumorstadium 3 und 4 im Mittel
nach 24 Monaten (95 %KI: 16,63 — 31,87 Monate) verstarben (p = 0,002). Die
entsprechende Kaplan-Meier-Kurve ist in Abbildung 13 dargestellt. Der Median konnte
in diesem Fall nicht bestimmt werden, da in der Gruppe, bestehend aus Tumorstadium

1 und 2, in weniger als 50 % der Félle ein Ereignis (Tod) auftrat.

T -Stadium

- TUT2
—1 T3/T4
—— T1/T2, zensiert

08 —— T3/T4, zensient

08

b= = - e

04

Uberlebenszeitrate

02

0,0

1] 20 40 60 a0 100

Uberlebenszeit in Monaten

Anzahl gefahrdeter Personen (zensierte Falle)

Zeitraum in Monaten 0 20 40 60 80
T1lund?2 25 18 (2) 14 (4) 3 (14) 1(14)
T3und 4 31 12 (0) 6 (1) 1(5) 0 (6)

Abbildung 13: Kaplan-Meier-Kurve in Abhangigkeit vom T-Stadium
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4.3.2. N-Stadium

Hinsichtlich des N-Stadiums wurden die 56 Tumorproben ebenfalls in zwei Gruppen
aufgeteilt. Patienten ohne Lymphkontenmetastasen wurden zu einer Gruppe (n = 21)
zusammengefasst, zur anderen Gruppe (n = 35) zahlten die Patienten mit

Lymphknotenmetastasen unabhéngig von Anzahl und Lokalisation.

Waren die Lymphknoten nicht befallen ergab sich eine mediane Uberlebenszeit von 44
Monaten (95 %KI: 25,472 - 62,528 Monate), wohingegen Patienten mit
Lymphknotenmetastasen nur eine mediane Uberlebenszeit von 20 Monaten (95 %KI:
16,534 — 23,466 Monate) aufwiesen (p = 0,056) (siehe Abbildung 14).
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Anzahl gefahrdeter Personen (zensierte Falle)

Zeitraum in Monaten 0 20 40 60 80
NO 21 14(2) 11(3) 3(8) 1(10)
N 1-3 35 16 (0) 9(2) 1(9) 0 (10)

Abbildung 14: Kaplan-Meier-Kurve in Abhangigkeit vom N-Stadium
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4.4. Prognostische Bedeutung des CAIX-Proteingehaltes im
Tumorgewebe gemessen mittels ELISA

Es wurden zudem 38 Tumorproben, der bereits mittels Western Blot untersuchten
Proben, hinsichtlich ihres CAIX-Gehaltes mittels ELISA untersucht. Die

klinopathologischen Parameter sind in Tabelle 3 dargestellt.

Anhand des gemessenen CAIX-Proteingehaltes wurden die untersuchten Proben in
zwei Gruppen eingeteilt. Auch hier orientierte sich die Gruppenaufteilung an den
Immunhistochemiedaten, wobei die erste Gruppe wiederum ca. 85 % der Patienten
umfasst. Patienten mit einem CAIX-Gehalt < 7125 pg/ml (n=32) bildeten die erste
Gruppe. Die verbliebenen 6 Proben mit htherem CAIX-Gehalt bildeten die zweite
Gruppe. In der Kaplan-Meier-Analyse (siehe Abbildung 15) zeigte sich, dass Patienten
mit niedrigerem CAIX-Proteingehalt eine mediane Uberlebenszeit von 20 Monaten (95
%: KI: 7,5 — 32,5 Monate) und unterschieden sich damit nicht von der zweiten Gruppe
mit hdherem CAIX-Proteingehalt (mediane Uberlebenszeit 20 Monate; 95 % KI: 9 — 31
Monate) (p = 0,691).
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Anzahl geféahrdeter Personen (zensierte Falle)

Zeitraum in Monaten 0 10 20 30 40 50 60

CAIX-Gehalt < 7125 pg/ml 32 23 16 12 10 3(8) 0
©) (0) (1) 3) (10)

CAIX-Gehalt > 7125 pg/ml 6 60 30O 20 1(1) 02 0(©

Abbildung 15: Kaplan-Meier-Kurve in Abhangigkeit vom CAIX-Gehalt (ELISA)
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Tabelle 3: Klinopathologische Parameter des Patientenkollektivs untersucht mittels
ELISA (p-Werte kalkuliert mittels Kruskal-Wallis-Test)

Gesamtproben CAIX-Gehalt CAIX-Gehalt
i < 7125 pg/ml > 7125 pg/ml
Gesamtanzahl 38 32 6
Geschlecht 0 =0.28
Ménnlich 28 24 4
Weiblich 10 3 5
T-Stadium 0 =013
T1 4 4 0
T2 12 12 0
T3 7 6 1
T4 15 10 5
N-Stadium b =0.10
NO 13 10 3
N1 8 6 2
N2 15 15 0
N3 2 1 1
M-Stadium b =0.79
MO 37 31 6
M1 1 1 0
Grading D =013
Gl 6 6 0
G2 26 21 5
G3 6 5 1
Tod p =0,87
nicht 12 10 ,
verstorben
Verstorben 26 22 A
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4.5. CAIX-Proteingehalt im Serum von Patienten mit
Mundkohlenkarzinom und im Serum von Blutspendern

In dieser Arbeit wurden zuséatzlich zu den Tumorgewebeproben 89 Serumproben von
Patienten mit bekanntem Mundhdhlenkarzinom und 43 Serumproben von Blutspendern
mit Hilfe eines ELISA beziglich ihres CAIX-Gehaltes untersucht. Die Einzelmesswerte
fur die Tumorpatienten und Blutspender sind in Abbildung 16 dargestellt. Der mediane
CAIX-Proteingehalt im Serum von Patienten mit Mundhdhlenkarzinom lag bei 69 pg/ml
(Mittelwert 112 pg/ml; Minimum 16,5 pg/ml, Maximum 1117 pg/ml), wohingegen der
mediane CAIX-Proteinserumgehalt bei gesunden Blutspendern bei 70 pg/ml (Mittelwert
87 pg/ml; Minimum 15,8 pg/ml, Maximum 281,1 pg/ml) lag. Entsprechend zeigt sich in
der ROC-Kurve (siehe Abbildung 17) eine AUC von 0,53 (95 %KI: 0,372-0,572;
p=0,603). Bei einem CAIX-Serum-Gehalt von 74,4 pg/ml liegt die Sensitivitat bei 0,442
und die Spezifitat bei 0,506.
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Abbildung 16: CAIX-Serumgehalt bei Tumorpatienten und Blutspendern
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Abbildung 17: ROC-Kurve zur Diskriminierung von Tumorpatient oder Gesundem
mittels Serum-CAIX
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Abbildung 18: Haufigkeitsverteilung der Serum-CAIX-Werte der gesunden Blutspender
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Sieht man sich die Haufigkeitsverteilung des Serum-CAIX bei gesunden Blutspendern
an, hat man den Eindruck, dass es sich um zwei Gauf3-Kurven handelt (siehe Abbildung
18). Um dies zu verdeutlichen wurden die gesunden Probanden in zwei Gruppen
eingeteilt. Die erste Gruppe beinhaltete Werte bis zu einem Serum-CAIX-Wert von
kleiner 108 pg/ml (n=32, Mittelwert 61,4 + 21,1 pg/ml, Median 62,7 pg/ml). Die zweite
Gruppe bildeten die Probanden mit CAIX-Werten grof3er 108 pg/ml (n =11, Mittelwert
165,2 + 52 pg/ml, Median 136,7 pg/ml) (siehe Abbildung 19).
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Abbildung 19: Haufigkeitsverteilung der Serum-CAIX-Werte kleiner bzw. groRer 108
pg/ml der gesunden Blutspender

4.6. Prognostische Bedeutung des CAIX-Proteingehaltes im
Serum von Patienten mit Mundhdhlenkarzinom

Es wurden 89 Blutproben, welche wahrend der Probeexzision bzw. der Tumorexzision
entnommen wurden, auf ihren CAIX-Proteingehalt mittels ELISA untersucht. Diese 89
Proben wurden in drei Gruppen aufgeteilt. Die erste Gruppe (h=43) beinhaltete die 48,3
% der Proben mit dem niedrigeren CAIX-Gehalt (16 — 65 pg/ml), die zweite Gruppe (n=
32, 36 %) beinhaltete die Patienten mit mittlerem CAIX-Gehalt (66 — 139 pg/ml), die dritte
Gruppe (n=14, 15,7 %) bildeten die Patienten mit dem hdchsten CAIX-Gehalt (140 —
1117 pg/ml). Die Gruppeneinteilung erfolgte nach selbst gewahlten Cut-off-Kriterien. Die

entsprechenden klinopathologischen Parameter sind in Tabelle 4 dargestellt.
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Tabelle 4: Klinopathologische Merkmale des Patientenkollektivs untersucht auf den
Serum-CAIX-Gehalt (p-Werte kalkuliert mittels Kruskal-Wallis-Test)

Gesamt Serumgehalt Serumgehalt Serumgehalt
proben CAIX CAIX CAIX
Serum 16 — 64 pg/ml 65 —139 pg/ml  140-1117 pg/ml
(Elisa)
Gesamtanzahl 89 43 32 14
Geschlecht p=0,71
Mannlich 67 31 26 10
Weiblich 22 12 6 4
T-Stadium p =0,10
T1 19 12 6 1
T2 30 15 7 8
T3 13 8 5 0
T4 27 8 14 5
N-Stadium p=0,70
NO 39 20 12 6
N1 12 4 6 2
N2 36 17 13 6
N3 3 2 1 0
M-Stadium p =0,67
MO 88 43 31 14
M1 1 0 1 0
Grading p =1,00
1 12 5 4 3
2 65 33 24 8
3 12 5 4 3
Tod p =0,23
Nicht verstorben 37 21 12 3
Verstorben 52 22 20 11

In der Kaplan-Meier-Analyse zeigte sich, dass Patienten mit niedrigerem CAIX-
Proteingehalt eine mediane Uberlebenszeit von 44 Monaten (95 %: KI: 20,7 — 67,3
Monate), dagegen wies die zweite Gruppe mit mittleren CAIX-Proteingehalt eine
mediane Uberlebenszeit 18 Monaten (95 % KI: 13,8 — 22,2 Monate) auf. Die dritte
Gruppe hatte eine mediane Uberlebenszeit von 19 Monaten (95 % Kl: 12,9 — 25,1
Monate) (p = 0,03) (siehe Abbildung 20).
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Abbildung 20: Kaplan-Meier-Kurve in Abhangigkeit vom Serum-CAIX-Gehalt

Aufgrund des deutlich schlechteren Uberlebens der Gruppe mit hohem CAIX-

Serumgehalt im Vergleich zur Gruppe mit niedrigstem CAIX-Gehalt im Serum, wurde

zusatzlich eine multivariable Cox-Regression durchgefiihrt. Diese, adjustiert nach T-

Stadium, N-Stadium und Grading, zeigt, dass das Risiko zu versterben in der Gruppe

mit dem hdchsten CAIX-Gehalt im Blut um das 2,2-fache hoher ist als in der Gruppe mit
den geringsten CAIX-Werten (95 % Kl 0,95 - 5,05; p=0,066). In der Gruppe mit dem
mittleren CAIX-Gehalt ist das Sterberisiko um das 1,4-fache hoher als in der Gruppe mit
niedrigem Serum-CAIX (p=0,32; 95 % KI: 0,73 - 2,63) (siehe Abbildung 21). Fir die

Auswertung wurden T1 und T2 zu einer Gruppe zusammengefasst und T3 und T4

bildeten die zweite Gruppe. Fir das N-Stadium wurden N1-N3 zu einer Gruppe

zusammengefuhrt.
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Abbildung 21: multivariable Cox-Regression in Abhangigkeit vom CAIX-Gehalt im
Serum

4.7. Serum-CAIX im Verlauf der Strahlentherapie

Es wurden bei 28 Patienten zudem Serumproben im Verlauf der Strahlentherapie
gesammelt. Die Proben wurden zum Zeitpunkt der Tumorexzision bzw. Probenexzision
(to, Nn=28), vor Beginn der Strahlentherapie (t1, n=23), bei einer Gesamtdosis von 20 Gy
(t, n=22), unmittelbar nach Beendigung der Strahlentherapie (ts, n=12) und vier bis
sechs Wochen nach Beendigung der Bestrahlung (ts, n=9) abgenommen. Urs&chlich fur
fehlende Proben sind vor allem logistische Probleme und Incompliance der Patienten.
Insbesondere der Nachsorgetermin vier bis sechs Wochen nach Therapieende wurde
haufig nicht wahrgenommen. Von insgesamt vier Probanden lagen alle finf Blutproben

zu den verschiedenen Zeitpunkten vor.

Drei der Patienten erhielten eine alleinige Radiatio. Bei sechs Patienten erfolgte eine
Strahlentherapie in Kombination mit einer Chemotherapie. In acht Fallen kam zusatzlich
noch eine operative Versorgung hinzu. Bei weiteren acht Patienten erfolgte eine
Kombination aus Bestrahlung und operativer Therapie. Bei drei Patienten ist die
Therapie retrospektiv nicht mehr zu eruieren (alleinige Bestrahlung oder in Kombination
mit einer Operation bzw. Chemotherapie). Die weiteren klinopathologischen Merkmale

sind in Tabelle 5 dargestellt.
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Tabelle 5: Klinopathologische Merkmale des Patientenkollektivs untersucht auf den
Serum-CAIX-Gehalt

Serum-CAIX im Verlauf der
Strahlentherapie

Gesamtanzahl 28
Geschlecht

Méannlich 20

Weiblich 8
T-Stadium

T1 5

T2 9

T3 2

T4 11

Fehlend 1
N-Stadium

NO 10

N1 4

N2 12

N3 1

Fehlend 1

Grading

Gl 2

G2 15

G3 6

Fehlend 5

Bei Durchfihrung eines T-Test fiir abhéngige Variablen, zeigt sich, dass sich die
Mittelwerte des CAIX-Gehaltes im Blut zu den einzelnen Zeitpunkten nicht signifikant
unterscheiden. Die Mittelwerte bzw. Mediane des CAIX-Gehaltes im Serum zu den

einzelnen Zeitpunkten sind in Tabelle 6 zusammengefasst.

Tabelle 6: Mittelwert bzw. Median der Serum-CAIX im Verlauf der Radiatio

Zeitpunkt Mittelwert £ Standardabweichung Median in pg/ml
in pg/ml
t0 69,85 + 44,87 65,65
t1 85,79 + 110,66 55,97
t2 105,15 + 84,65 84,58
3 159,47 £ 172,25 79,17
t4 158,31 £ 138,18 79,26
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4.8. Korrelation von Ca9 mRNA, CAIX Protein und CAIX im Serum

Der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman wurde berechnet, wobei der
Zusammenhang zwischen dem CAIX im Tumorgewebe, gemessen mittels Western Blot,
ELISA, Immunhistochemie, und dem CAIX im Serum und der Ca9 mRNA evaluiert

wurde.

In einer Arbeit unserer Arbeitsgruppe wurde der Ca9 mRNA-Gehalt an Proben des
gleichen Patientenkollektivs von T. Kaune bestimmt. Diese Daten wurden mir

freundlicherweise flr diese Auswertung zur Verfligung gestellt.

Nach Berechnung der Korrelation nach Spearman zeigt sich eine starke Korrelation
zwischen dem CAIX-Proteingehalt im Tumorgewebe gemessen mittels Western Blot
bzw. ELISA (rs=0,833, p<0,001, n=38). Die Werte korrelierten auch stark mit den Ca9
MRNA-Daten (Western Blot: rs=0,663, p<0,001, n=40 und ELISA (rs=0,758, p<0,001,
n=25)

Zudem korrelierten die mittels Immunhistochemie gemessenen CAIX-Werte mit dem
CAIX-Gehalt gemessen mittels Western Blot (rs=0,497, p=0,003, n=34) und dem Tumor-
CAIX gemessen mittels ELISA (rs=0,56, p=0,019, n=17) und der Ca9 mRNA im Tumor
(rs=0,611, p< 0,001, n=37).

Das im Serum geloste CAIX korreliert kaum mit dem Ca9 mMRNA-Gehalt im
Tumorgewebe (rs=0,115, p=0,487, n=39) bzw. mit dem CAIX-Proteingehalt im
Tumorgewebe bestimmt mittels Immunhistochemie (rs=0,432, p=0,011, n=15). Das
Serum-CAIX korrelierte nicht mit dem intratumoralem CAIX ermittelt via Western Blot-
Analyse (rs=-0,024, p=0,883, n=39) bzw. ELISA (rs=-0,065, p=0,7, n=38).

Ob es Unterschiede zwischen den einzelnen T-, N-, M-Stadien und Grading hinsichtlich
des intratumoralen bzw. gelésten CAIX gibt, wurde mittels Kruskal Wallis Test ermittelt.
Insgesamt ergab sich keine Unterschiede hinsichtlich des CAIX-Gehaltes im Tumor und
Serum im Hinblick auf die die einzelnen Stadien von Tumorgr63e, Lymphknotenbefall,
Metastasierung und Grading. Einzig bei der Immunhistochemie ergab sich ein Hinweis
auf Unterschiede im CAIX-Gehalt zwischen den einzelnen T-Stadien. Die

entsprechenden p-Werte sind in den Tabellen aufgefiihrt.
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5. Diskussion

5.1. Patientenkollektiv

Laut der Auswertung des Zentrums flr Krebsregisterdaten des Robert-Koch-Instituts
erkrankten im Jahr 2014 in Deutschland Manner im Mittel mit 63 Jahren an
Mundhohlenkarzinomen, Frauen erkrankten dagegen im Mittel drei Jahre eher, mit 66
Jahren (Kaatsch et al. 2017). Circa 70 % der Erkrankten sind Manner (Becker et al.
2009). Sie haben eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 48 % und damit eine schlechtere
Prognose als Frauen, welche eine relative 5-Jahres-Uberlebensrate von 59 % aufweisen
(Kaatsch et al. 2017). Dies wird unter anderem darauf zuriickgefuihrt, dass Frauen
haufiger im T1-Stadium erstdiagnostiziert werden als Manner (Kaatsch et al. 2017). Bei
Méannern wurden in den Jahren 2013/2014 bei Erstdiagnose bei 26 % ein T1-Stadium
dokumentiert, bei 28 % handelte es sich um ein T2-Stadium, bei 21% um ein T3-Stadium
und bei 25 % um ein T4-Stadium (Kaatsch et al. 2017). Bei Frauen wurde das
Mundhohlenkarzinom dagegen bei 36 % im T1-Stadium entdeckt, bei 30 % im T2-
Stadium, bei 16 % im T3 Stadium und bei 18 % im T4-Stadium (Kaatsch et al. 2017).

Im Patientenkollektiv, welches mittels Western Blot untersucht wurde, lag der Anteil der
Méanner bei 75 %. Bei der Analyse des Tumor-CAIX-Gehaltes mittels ELISA lag der
Méanneranteil dagegen etwas niedriger mit 73,7 %. Auch bei der Analyse mittels
Immunhistochemie waren die Manner mit 77,8 % etwas starker vertreten als in der
Literatur beschrieben. Im hinsichtlich des Serum-CAIX-Gehaltes untersuchten
Patientenkollektivs war der Manneranteil mit 75,3 % ebenfalls leicht erhoht. Das
Kollektiv, dessen Serumproben auf CAIX wéhrend der Strahlentherapie getestet wurden,
weist einen Manneranteil von 71,4 % auf. Insgesamt ist der Manneranteil in allen

untersuchten Patientenkollektiven etwas hdher als in der Literatur beschrieben.

Vergleicht man die hier untersuchten Patientenkollektive mit dem deutschlandweiten
Schnitt sind T2- und T4-Stadium etwas Uberreprésentiert, wohingegen T1- und T3-
Stadium im Schnitt etwas unterreprasentiert sind. In Tabelle 7 sind die prozentualen
Anteile der einzelnen T-Stadien an den untersuchten Patientenkollektiven
zusammengefasst. Auf eine getrennte Berechnung des T-Stadiums fir Manner und

Frauen wurde aufgrund der insgesamt kleinen Fallzahlen verzichtet.

Die untersuchten Patienten waren im Mittel jinger bei Erstdiagnose als im
deutschlandweiten Schnitt im Jahr 2013/2014. Beim Western Blot-Kollektiv lag der
Mittelwert bei 58,8 Jahren (= 14,3 Jahre). Bei dem Tumorkollektiv, welches mittels ELISA
untersucht wurde, lag der Mittelwert bei 60,6 Jahren (= 13,3 Jahre). Im Mittel erkrankten

die Patienten, welche mittels Immunhistochemie untersucht wurden mit 59,5 Jahren
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(12,3 Jahre). Bei den Patienten, deren Serumproben auf CAIX untersucht wurden, lag
das durchschnittliche Alter bei Erstdiagnose bei 60,45 Jahre (+ 12,5 Jahre). Die
Patienten, deren Serumproben im Verlauf der Radiatio untersucht wurden, waren
durchschnittlich 60,2 Jahre (+ 8,8) alt.

Tabelle 7: prozentuale Anteile der T-Stadien am untersuchten Patientenkollektiv

Patientenkollektiv untersucht mittels:

T- West | Serum- Serum
Manner* Frauen* estern mmun-
i ELISA CAIX- CAIX-
Stadium Blot histochemie
Gehalt Gehalt**

T1 (%) 26 36 10,7 10,5 23,4 21.3 17,9
T2 (%) 28 30 33,9 31,6 27,2 33,7 32,1
T3 (%) 21 16 14,3 18,4 12 14,6 7,1
T4 (%) 25 18 41,1 39,5 37,4 30,4 39,3

*in Deutschland 2013/14 (Kaatsch et al. 2017)
** |[m Verlauf der Radiatio

5.2.  CAIXim Tumorgewebe

Wie eingangs dargestellt, wird CAIX in nur wenigen Normalgeweben exprimiert,
wohingegen CAIX in vielen Tumorgeweben, unter anderem auch in Kopf-Hals-Tumoren,
tberexprimiert wird (Ivanov et al. 2001; Beasley et al. 2001). Bei Gesunden ist CAIX in
den Geweben der Mundhoéhle nur fokal in den duktalen Zellen der Speicheldriisen
nachweisbar (Ilvanov et al. 2001).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestétigen diese Beobachtung. In den 22 mittels
Western Blot untersuchten Normalgewebeproben war kaum bis gar kein CAIX
nachweisbar (medianer CAIX-Gehalt 0). Im Tumorgewebe lag der mediane CAIX-Gehalt
mit 5231,7 deutlich héher. Sieht man sich die entsprechende ROC-Kurve (Abb. 5) an,
wird deutlich, dass anhand des CAIX-Gehaltes im Gewebe zwischen Tumor- und
Normalgewebe unterschieden werden kann. Wahlt man als Grenzwert fur CAIX 36,7,
kann mit einer Sensitivitat von 79 % und einer Spezifitat von 55 % zwischen Normal- und
Tumorgewebe unterschieden werden. Die AUC lag bei 0,79 (95 % KI: 0,67 - 0,89; p <
0,001).

Eine Arbeit der eigenen Arbeitsgruppe, welche den Ca9-mRNA-Gehalt in 72
Tumorproben von Patienten mit Plattenepithelkarzinom der Mundhdhle und in 24
Normalgewebeproben untersuchte, konnte ebenfalls eine deutlich erhéhte mRNA-
Expression im Tumorgewebe nachweisen. In der entsprechenden ROC-Kurve ergab
sich eine AUC von 0,82 (p < 0,001) (Eckert et al. 2019).
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5.21. Prognostische Bedeutung von CAIX im Tumorgewebe

CAIX gilt als einer der vielversprechendsten Prognoseparameter bei Patienten mit

Mundhdhlenkarzinom.

So konnten Peterle et al. beispielsweise zeigen, dass CAIX ein unabh&ngiger
prognostischer Faktor bei Mundhohlenkarzinom ist. Patienten mit hoher CAIX-
Expression hatten ein nahezu dreifach erhghtes Risiko zu versterben (Peterle et al.
2018). In einer weiteren Studie hatten Patienten mit Mundhohlenkarzinom, welche eine
verstarkte CAIX-Farbung in der Immunhistochemie aufwiesen, ein um fast 20 Monate
verkiirztes Uberleben im Vergleich zu Patienten mit geringer bis keiner tumoralen
Expression (Perez-Sayans et al. 2012). Auch Yang et al. zeigten, dass die Expression
von CAIX im Tumorgewebe mit einem signifikant geringeren Uberleben assoziiert ist.
Patienten mit einer Expression von CAIX lebten im Median 4,8 Jahre, die Patienten ohne
Nachweis von CAIX dagegen im Median 6,35 Jahre nach Erstdiagnose (Yang et al.
2015). In einer Metaanalyse, bei der Uber 18 Studien berlcksichtigt wurden, welche die
CAIX-Expression bei Plattenepithelkarzinomen der Mundhdéhle mittels
Immunhistochemie untersuchten, bestatigte sich die Assoziation von hoher CAIX-
Expression mit einem signifikant geringen Gesamtiberleben. Eine CAIX-
Uberexpression erhohte das Risiko zu versterben um fast 50 % (Lorenzo-Pouso et al.
2020). In allen zitierten Studien wurde die CAIX-Expression via Immunhistochemie

bestimmt.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit beziiglich der prognostischen Relevanz des
intratumoralen CAIX sind uneinheitlich. Mittels Western Blot wurden 56 Tumorproben
auf ihren CAIX-Gehalt untersucht. In der Uberlebenszeitanalyse mittels Kaplan-Meier-
Kurve zeigte sich jedoch kein Klinisch relevanter Unterschied hinsichtlich des
Gesamtiiberlebens bei Patienten mit niedrigem versus hohem CAIX-Gehalt (p = 0,809).
Fur die gangigen Prognosemarker T- und N-Stadium konnte in diesem Patientenkollektiv
jedoch ein geringeres Uberleben bei héherem T- bzw. N-Stadium festgestellt werden.
So verstarb die Gruppe mit T1- und T2-Stadium im Median 30 Monate spater als die
Gruppe mit héherem T-Stadium (p = 0,002). Patienten, bei denen die Lymphknoten
tumorfrei waren, lebten im Median 24 Monate langer als die Patienten mit befallenen

lokoregionalen Lymphknoten (p = 0,056).

Mittels ELISA wurden 38 Tumorgewebeproben aus demselben Patientenkollektiv erneut
auf ihren CAIX-Gehalt getestet. Dies diente vorrangig zur internen Kontrolle der Western
Blot-Daten, da wie beschrieben kein housekeeping protein beim Western Blot ermittelt
werden konnte. Entsprechend konnte auch in der Uberlebenszeitanalyse der ELISA-

Daten kein unterschiedliches Uberleben bei verschiedenem intratumoralem CAIX-
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Gehalt festgestellt werden. Die mediane Uberlebenszeit in beiden Gruppen lag bei 20
Monaten (p = 0,691).

Am mittels Immunhistochemie untersuchtem Patientenkollektiv konnte allerdings ein
klinisch relevanter Unterschied hinsichtlich der Uberlebenszeit festgestellt werden.
Patienten mit niedrigem CAIX-Gehalt lebten im Median 29 Monate langer (p=0,027).
Dies bestatigte sich auch in der multivariablen Cox-Regression, adjustiert nach dem T-,
N-Stadium und Grading. Patienten mit starker CAIX-Expression hatten ein 1,6-fach
erhohtes Risiko friiher zu versterben (p= 0,066). Das mittels Immunhistochemie
untersuchte Patientenkollektiv (n = 158) war jedoch fast dreimal so grofd wie das mittels
Western Blot untersuchte Patientenkollektiv (n =56), wodurch die unterschiedlichen
Ergebnisse erklart werden konnen. 34 Proben wurden sowohl mittels Immunhistochemie
als auch Western Blot untersucht. In der bivariaten Korrelation nach Spearman
korrelierte der CAIX-Gehalt ermittelt mittels Western Blot mit der CAIX-Expression in der
Immunhistochemie (p=0,003), sodass der Western Blot der Immunhistochemie
diesbezuglich nicht unterlegen ist.

5.3. Housekeeping Protein fir Western Blot

Da viele Arbeitsschritte wahrend des Western Blottings, z.B. die Auftragungsmenge, die
Transfereffizienz, die Menge an primdrem und sekunddrem Antikdrper, etc., die
densidometrischen Ergebnisse verandern kénnen, wird zur Normalisierung haufig eine
Ladekontrolle herangezogen. Als Ladekontrollen werden in der Regel sogenannte
housekeeping proteins genutzt. Ein housekeeping protein wird idealerweise unabhéngig
vom Zelltyp, dem Zellzyklus und den &ufReren Einflissen, wie beispielsweise Hypoxie,

exprimiert.

Wir testeten verschiedene Primarantikdrper, unter anderem gegen [(-Aktin, Oct-4
(Oktamer-bindender Transkriptionsfaktor), RPL4 (Ribosomales Protein L4), B-Tubulin,
Vinculin, RPL 15 (Ribosomales Protein L15), EEF2 (Eukaryotischer Elongationsfaktor 2)
und RNA-Polymerase Il, als mdgliche housekeeping proteins. Jedoch erwies sich keines
als geeignet, da die Expression der einzelnen Enzyme in den einzelnen Tumorproben

sehr unterschiedlich war.

Verschiedene Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass die Verwendung von housekeeping
proteins aus unterschiedlichen Griinden kritisch zu sehen ist.

So wird B-Aktin, ein haufig genutztes housekeeping protein, in den meisten Zellen sehr
viel starker exprimiert als die zu untersuchenden Proteine. In einer Arbeit der Klinik fr
Gynakologie des Universitatsklinikums in Halle konnte gezeigt werden, dass bei

Proteinkonzentrationen zwischen 1,88 — 7,5 ug Protein bei Verwendung eines
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polyklonalen B-Aktin-Antikdrpers keine Veranderung der Bande detektiert werden
konnte (Dittmer und Dittmer 2006). Zudem wird B-Aktin in vielen Tumorzellen
hochreguliert (Chang et al. 1998), gleiches gilt fur das ebenfalls haufig verwendete Oct-
4 (Krogh Petersen et al. 2016; Jiang et al. 2016; Reers et al. 2014). Damit ist die
Aussagekraft dieser beiden Proteine als housekeeping protein fraglich.

Um die erhaltenen Ergebnisse dieser Arbeit quantifizieren zu kénnen, wurde der
Proteingehalt jeder Probe bestimmt und jeweils 30 pg Gesamtprotein auf das Gel
aufgetragen. Ebenso wurde auf jedem Gel die gleiche Proteinmenge einer
Positivkontrolle, welche aus Zellen einer unter hypoxischen Bedingungen kultivierten
Kopf-Hals-Tumorzellline isoliert wurde, mitgefiihrt. Anhand dieser wurden Unterschiede

zwischen den einzelnen Gelen ausgeglichen.

Als interne Kontrolle dienten zudem die 38 Tumorgewebeproben die zusatzlich mittels
ELISA untersucht wurden. In der bivariaten Korrelation nach Spearman zeigte sich eine
signifikante, starke Korrelation zwischen dem CAIX-Proteingehalt gemessen im Western
Blot und dem im ELISA gemessenen CAIX-Gehalt. Somit kann von validen Ergebnissen

der Western Blot-Analyse ausgegangen werden.

Alternativ hierzu ware, wie von verschiedenen Autoren beschrieben, eine Anfarbung des
Gesamtproteins mit beispielsweise Coomassie-Farbstoff zum Ausgleich von
Beladungsunterschieden gewesen. Anhand der Intensivitat der Farbung der einzelnen
Banden kann dann eine Normalisierung vorgenommen werden (Eaton et al. 2013;
Welinder und Ekblad 2011).

5.4. Gelostes CAIX
5.4.1. Serum-CAIX-Gehalt bei Gesunden und bei Tumorpatienten

CAIX ist im Serum von Gesunden nachweisbar. Bei einigen Tumorpatienten scheint der
CAIX-Gehalt im Serum deutlich héher zu liegen. Einen definierten Cut-off gibt es aktuell

jedoch nicht, da die publizierten Daten uneinheitlich sind.

Li et al. untersuchte in einer Studie zu metastasiertem Nierenzellkarzinom eine
Vergleichsgruppe von 32 gesunden Probanden auf ihren Serum-CAIX-Gehalt. Dieser
lag bei durchschnittlich 14,6 + 6,2 pg/ml (Li et al. 2008). Finkelmeier et al. fanden
dagegen bei insgesamt 43 gesunden Probanden einen medianen Serum-CAIX-Gehalt
von 41 pg/ml (Finkelmeier et al. 2018). In einer weiteren Publikation zeigte sich in der
Kontrollgruppe von 48 weiblichen, gesunden Probanden ein medianer CAIX-Gehalt im
Serum von 199 pg/ml (26-1133 pg/ml) (Schutze et al. 2013). In einer anderen
Untersuchung wurden Serumproben von 50 gesunden, postmenopausalen Frauen
analysiert, wobei der mittlere CAIX-Serumgehalt bei 244 + 131 pg/ml (87 - 667 pg/ml)
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lag (Sivendran et al. 2007). Zu einem ahnlichen Ergebnis kamen Kalavska et al., welche
Serum-Proben von 35 gesunden Probanden testeten. Die durchschnittliche CAIX-
Serum-Konzentration wurde in der Studie mit 249,6 + 100,0 pg/ml angegeben (Kalavska
et al. 2016).

Der CAIX-Serumgehalt lag in der eigenen Arbeit im Mittel bei 87,9 pg/ml + 55,7 pg/ml,
wobei insgesamt 43 Serumproben von gesunden Blutspendern untersucht wurden. Die
Werte lagen dabei zwischen 15,76 pg/ml bis 281,12 pg/ml. Die erhaltenen Werte sind
somit vergleichbar zu den Werten der zitierten Studien. Sieht man sich die
Haufigkeitsverteilung der Serum-CAIX-Werte der insgesamt 43 Blutspender an, lassen
sich diese in zwei Gaul3-Kurven aufteilen. Der Median der ersten Gau3-Kurve lag dabei
bei 62,7 pg/ml, der Median der zweiten Gauf3kurve bei 136,7 pg/ml. Zufélligerweise
entsprechen diese Werte in etwa den gewéhlten Cut-off-Werten zur Einteilung der
Serum-CAIX-Werte der Tumorpatienten in drei Gruppen im Rahmen der
Uberlebenszeitanalyse. Finkelmeier et al. konnten zeigen, dass vermehrt gelostes CAIX
im Serum bei Leberzirrhose nachweisbar ist (Finkelmeier et al. 2018). Da CAIX in nur
wenigen Normalgeweben, wie den Epithelien des Magens, des Dinndarms und der
Gallenwege, exprimiert wird (lvanov et al. 2001), kénnten pathogene Zustande des
Gastrointestinaltraktes den Serum-CAIX-Wert beeinflussen. Dies kénnte eine Erklarung
fur die zweite GaulR-Kurve sein. Ob CAIX von diesen Geweben zur Ausibung autokriner
bzw. parakriner Funktionen ins Blut abgegeben wird, ist unklar. Hier sind weiterfiihrende

Untersuchungen notwendig.

In der vorliegenden Arbeit wurden zudem 89 Serumproben von Patienten mit
Plattenepithelkarzinom der Mundhdhle untersucht. Die Serumproben wurden entweder
zur Probeexzision bzw. vor radikaler Tumorexzision abgenommen. In der Analyse
zeigten sich Werte zwischen minimal 16 pg/ml und maximal 1117 pg/ml bei einem

medianen CAIX-Gehalt von 69 pg/ml.

Vergleichbare Studien speziell zu Plattenepithelkarzinomen der Mundhdhle sind nicht
bekannt. Es gibt jedoch eine kleinere Arbeit, bei der 48 Serumproben von Patienten mit
Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich untersucht wurden. Nur 7 der
untersuchten 48 Proben stammten dabei von Patienten mit Tumorstadium 1 oder 2. Der
mediane Serum-CAIX-Gehalt lag mit 28,6 pg/ml niedriger als der mediane Serum-CAIX-
Wert in der hier vorgestellten Arbeit, obwohl in der Studie ebenfalls ein ELISA-Kit von
R&D Systems, Inc., USA genutzt wurde. Der minimale und maximale CAIX-Gehalt wurde

in dem Paper nicht veroffentlicht (Rosenberg et al. 2016).

Weitere Studien zum CAIX-Serumgehalt in verschiedenen Tumorentitaten sind in

Tabelle 8 zusammengefasst. Dabei wird ersichtlich, dass der mediane CAIX-
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Serumgehalt bei den meisten untersuchten Tumorentitdten tGber den hier ermittelten
Werten liegt. Die angegebenen minimalen und maximalen CAIX-Werte der zitierten
Studien und der hier vorliegenden Studie sind jedoch weitestgehend vergleichbar. Die
Diskrepanz in den medianen Werten ist mit der Studiengrof3e erklarbar. Mit 89
untersuchten Serumproben ist die vorliegende Studie vergleichsweise grof3.

Tabelle 8: Medianer, minimaler und maximaler Serum-CAIX-Gehalt in Studien

] Min. Max.
Serum Medianer
. } CAIX- CAIX-
Studie Tumorentitat proben CAIX-Gehalt
Gehalt Gehalt
anzahl [pg/ml]
[pg/mi]  [pg/ml]
Eigene Arbeit Plattenepithelkarzinome 89 69 16 1117
der Mundhdhle
(Rosenberg Plattenepithelkarzinome 48 28,62 k.A. k.A.
et al. 2016) im Kopf-Hals-Bereich
(Woelber et Zervixkarzinom 46 104 23 499
al. 2011)
(Kock et al. Vulvakarzinom 31 147 56 879
2011)
(Schitze et Mammakarzinom 140 296 56 1500
al. 2013)
(Finkelmeier  HCC 215 370 10 5080
et al. 2018)
(Ostheimer et  NSCLC 55* 105 22 420
al. 2014)
(Papworth et RCC 361 141 2-4 181
al. 2010)

*In diesen Studien wurde Blutplasma und kein Blutserum verwendet.

In der ROC-Kurve (siehe Abbildung 17) zeigt sich, dass anhand des Serum-CAIX-
Gehaltes nicht zwischen Gesunden und Probanden mit Mundh6hlenkarzinom
unterschieden werden konnte (AUC=0,53; 95 % KI: 0,372-0,572; p=0,603). Auf Basis
unserer Daten muss davon ausgegangen werden, dass der Serum-CAIX-Gehalt als

Tumormarker beim Plattenepithelkarzinom der Mundhdhle nicht geeignet ist.
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5.4.2. Prognostische Relevanz des im Serum geldsten CAIX

Die bisher publizierte Datenlage zur prognostischen Relevanz von geléstem CAIX bei
Tumorerkrankungen ist Gberschaubar und uneinheitlich. Ziel dieser Arbeit war es daher,
weitere Daten zu erfassen, um zur aktuellen Diskussion beizutragen und eventuelle

Widerspriiche aufzulésen.

Einige Publikationen weisen auf eine vorhandene prognostische Relevanz des Serum-
CAIX hin. Kock et al. konnten beispielsweise nachweisen, dass im Serum geltstes CAIX
ein unabhéangiger prognostischer Marker bei Vulvakarzinomen ist (Kock et al. 2011).

Bei Patienten mit Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich waren in einer
univariablen Cox-Analyse hohere CAIX-Serumwerte signifikant mit einem geringeren
Uberleben assoziiert (Rosenberg et al. 2016).

Patienten mit nicht kleinzelligem Lungenkarzinom und erhéhten CAIX-Plasma-Werten
hatten in der univariable Cox-Regression ein 2-fach erhdhtes Risiko zu versterben
(Ostheimer et al. 2014).

Finkelmeier et al. konnten in ihrer Arbeit zu HCC nachweisen, dass erhohte CAIX-
Serumwerte mit einem kurzeren Gesamtuiberleben einhergehen. Auch hier fand nur eine

univariable Testung statt (Finkelmeier et al. 2018).

Bei Patienten mit Keimzelltumoren war der CAIX-Serumgehalt dagegen ohne
prognostischen Wert fir das Gesamtiberleben (Kalavska et al. 2016). Auch bei
Mammakarzinomen konnten Schiitze et al. keinen Einfluss des im Serum geldsten CAIX
auf das krankheitsfreie Uberleben bzw. auf das Gesamtiiberleben feststellen (Schiitze
et al. 2013).

In unserer Arbeit zeigt sich, dass die Patienten mit dem héchsten CAIX-Gehalt bezliglich
des Gesamtiberlebens eine schlechtere Prognose aufweisen. Patienten mit hdchsten
CAIX-Serumgehalt (> 139 pg/ml) lebten im Median 25 Monate langer als Patienten mit
niedrigem CAIX-Gehalt (<64 pg/ml) (p = 0,03). Das Ergebnis bestatigte sich in der
multivariablen Cox-Analyse. Adjustiert wurde nach den aus der Literatur bekannten
prognostisch relevanten Parametern T-, N-Stadium und Grading (Kaatsch et al. 2017).
Da in dem hier untersuchten Patientenkollektiv fast keine Fernmetastasierung auftrat,
war eine Adjustierung nach dem M-Stadium nicht notwendig. Das Risiko zu Versterben
war in der Gruppe mit dem hdchsten CAIX-Gehalt um das 2,2-fache hoher als Patienten
mit CAIX-Gehalt < 65 pg/ml (p=0,066). Die Ergebnisse lassen darauf schlie3en, dass
das geloste CAIX bei Patienten mit Plattenepithelkarzinom der Mundhohle eine

prognostische Relevanz hinsichtlich des Gesamtiberlebens hat.
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Zur weiteren Klarung des Sachverhaltes sind jedoch weitere Studien mit groReren

Patientenkollektiven notwendig, um die Ergebnisse zur verifizieren.

Ob Patienten mit sehr hohem CAIX-Gehalt von einem intensiveren Therapieregime bzw.
einer spezifische CAIX-Inhibitor-Therapie profitieren und welche Grenzwerte hierfur zu

setzen sind, sollte Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.

5.4.3. Einflussfaktoren auf den Gehalt von gelostem CAIX

In der vorliegenden Arbeit konnten keine Unterschiede zwischen dem geldsten CAIX im
Serum bzw. dem CAIX im Tumorgewebe und den einzelnen T-, N-, M- und
Gradingstadien gefunden werden. Auch Rosenberg et al., welche ebenfalls
Plattenepithelkarzinome im Kopf-Hals-Bereich untersuchten, konnten Kkeinen
Zusammenhang zwischen dem T- bzw. N-Stadium und dem vortherapeutischen CAIX-
Serumgehalt feststellen (Rosenberg et al. 2016). Ebenso konnte die Studie von Woelber
et al. den Serum-CAIX-Gehalt bei Patienten mit Zervixkarzinom nicht mit den
klinopathologischen Parametern, dem T-Stadium, dem N-Stadium, der Invasionstiefe,
dem Tumorgrading bzw. der Tumorhistologie in Verbindung bringen (Woelber et al.
2011).

Auch Finkelmeier et al. fanden beim HCC keine Korrelation zwischen dem
immunhistochemisch bestimmten CAIX im Tumorgewebe und dem Serum-CAIX
(Finkelmeier et al. 2018). In der Studie zu Mammakarzinomen konnte ebenfalls keine
Korrelation zwischen dem Gehalt an CAIX im Serum und den intratumoralem mRNA-

Ca9-Level festgestellt werden (Schitze et al. 2013).

Bei Nierenzellkarzinomen war das Serum-CAIX zwar assoziiert mit der TumorgroRRe (T-

Stadium), aber nicht mit der intratumoralen CAIX-Expression (Zhou et al. 2010).

Hingegen stellten Kalavska et al. mittels Spearman Analyse bei Patienten mit
Keimzelltumoren eine signifikante Korrelation zwischen dem immunhistochemisch
bestimmten CAIX-Gehalt im Tumorgewebe und dem im Serum geléstem CAIX fest
(Kalavska et al. 2016). Auch in einer Arbeit der eigenen Arbeitsgruppe zum nicht
kleinzelligen Bronchialkarzinom wurden héhere CAIX-Plasma-Level bei Patienten mit
fortgeschrittenem T-Stadium (T3/T4) beobachtet (Ostheimer et al. 2014).

In der vorliegenden Arbeit korrelierte das Serum-CAIX nicht bis kaum mit dem
intratumoralem CAIX. Der mRNA-Gehalt von CAIX und der CAIX-Proteingehalt im
Tumorgewebe, bestimmt mittels unterschiedlicher Methoden, korrelierte dagegen
deutlich.
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Obwohl die GroRe der untersuchten Patientenkollektive in allen genannten Studien
relativ gering war, scheint die Tumormasse nicht entscheidend fir den Serum-CAIX-
Gehalt zu sein.

Bisher sind zwei verschiedene Mechanismen der CAIX-Freisetzung bekannt.

Die proteolytische Spaltung der Ektodoméne des transmembranaren CAIX erfolgt durch
Metalloproteasen. Ca. 10 - 20 % des geltsten CAIX entsteht tiber diesen Mechanismus.
(Zatovicova et al. 2005; ZatoviCova und Pastorekova 2013). Neben diesem sogenannten
,Ectodomain shedding“ wird CAIX auf3erdem in Form von Exosomen abgegeben. Dieser

Prozess ist abhangig vom pH-Wert des Mikromileus (Logozzi et al. 2019).

Welche Prozesse diese Mechanismen beeinflussen ist weitestgehend unbekannt und
Gegenstand aktueller Forschung.

Wie bereits erwahnt, scheint der Serum-CAIX-Gehalt aber auch durch andere
pathogene Zustande beeinflusst zu werden. So konnte beispielsweise vermehrt geldstes
CAIX im Serum bei Leberzirrhose nachgewiesen werden, wobei insbesondere Patienten
mit Osophagusvarizen erhohte Werte aufwiesen (Finkelmeier et al. 2018). Da CAIX im
Normalgewebe des Gastrointestinaltraktes vorkommt, wird als mogliche Ursache der
verstarkten Freisetzung bei Leberzirrhose eine gastrale Hypertension diskutiert.

5.44. Gelostes CAIX als potentieller Marker fur das
Therapieansprechen

In einer in vitro-Studie konnte gezeigt werden, dass die Induktion von Apoptose,

beispielsweise durch das Chemotherapeutikum Doxorubincin, mit einem verstarkten

,=Ectodomain shedding® von CAIX einhergeht (Vidlickova et al. 2016). Ob dieser Umstand

genutzt werden kann, um ein Therapieansprechen anhand des CAIX-Gehaltes im Blut

zu dokumentieren, ist bisher unklar. Es gibt erheblichen Forschungsbedarf zur weiteren

Klarung dieser Frage.

Patienten mit lokal fortgeschrittenem Rektumkarzinom , welche nach neoadjuvanter
Chemotherapie vor definitiver Radiochemotherapie und Operation eine Serum-CAIX-
Konzentration gréRBer 224 pg/ml aufwiesen, hatten ein signifikant langeres

progressionsfreies Uberleben (Hektoen et al. 2015).

Im Gegensatz dazu, gibt es auch einige Publikationen, die keine signifikanten
Markereigenschaften des CAIX belegen konnten. Woebler et al. untersuchten die
Anderungen des gelosten CAIX im Serum von Patienten mit Ovarialkarzinom wahrend
der 1st-line Therapie. Hierfir wurden Blutproben von insgesamt 37 Patienten zu vier
verschiedenen Zeitpunkten, vor der radikalen Tumorresektion, nach der Operation und

vor der adjuvanten Chemotherapie, wahrend der Chemotherapie, nach Beendigung der
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Chemotherapie, gesammelt. Signifikante Anderungen des Serum-CAIX-Gehaltes
wurden nicht dokumentiert. Auch eine Assoziation mit dem Gesamtuberleben fand sich
nicht (Woelber et al. 2010).

In einer weiteren Studie wurden die CAIX-Serum-Level vor und nach Therapie mit
Docetaxel, einem Chemotherapeutikum bei 20 Patienten mit kastrationsresistentem
Prostatakarzinom untersucht. Es ergab sich jedoch keine signifikante Anderung der
Werte nach Chemotherapie (Smith et al. 2016).

In der vorliegenden Arbeit konnte keine Anderung der CAIX-Serum-Konzentration im
Verlauf der Strahlentherapie nachgewiesen werden. Die Studienpopulation ist mit 28
Probanden natirlich sehr gering. Auch sind die Zeitreihen haufig unvollstandig,
insbesondere Proben zum Zeitpunkt t4 fehlen. Dies ist vorrangig mit logistischen

Problemen und Incompliance der Patienten zu erklaren.

Insgesamt ist die Studienpopulation sehr klein. Da in der vorliegenden Arbeit nur die
Patienten mit dem hochsten CAIX-Serum-Gehalt einen Trend zu einem geringeren
Gesamtiiberleben aufwiesen, sollte diese Gruppe gegebenenfalls gesondert betrachtet

werden.
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6. Zusammenfassung

CAIX wird in vielen soliden Tumoren Uberexprimiert. CAIX katalysiert die reversible
Hydratisierung von Kohlenstoffdioxid und erméglicht der (Tumor-)Zelle das Uberleben
im hypoxischen, azidotischen Tumormikromilieu. Zudem lasst sich eine geléste Variante
von CAIX im Blut nachweisen. Dies macht CAIX zu einem interessanten mdglichen

Tumor- bzw. Prognosemarker bei Mundhéhlenkarzinomen.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass CAIX im
Plattenepithelkarzinomgewebe der Mundhdhle héaufig Gberexprimiert vorliegt, wahrend
im Normalgewebe der Mundhohle CAIX fast gar nicht nachweisbar ist. Anhand der CAIX-
Expressionslevel kann zwischen Tumor- und Normalgewebe unterschieden werden.
Eine intratumorale Uberexpression von CAIX scheint einen prognostisch negativen
Faktor fur das Uberleben darzustellen. Hier sind jedoch weitere Studien mit einer
groReren Probandenanzahl notwendig. Ob Patienten mit einer Uberexpression an CAIX
von einem intensiveren Therapieregime bzw. einer zielgerichteten Therapie profitieren,

sollte ebenfalls Gegenstand zuklnftiger Studien sein.

Im Serum ist gelostes CAIX nachweisbar. Das geloste CAIX scheint jedoch als
Tumormarker ungeeignet zu sein. Eine Unterscheidung zwischen gesunden Probanden
und Tumorpatienten anhand des Serum-CAIX-Gehaltes war nicht mdglich. Der Serum-
CAIX-Gehalt war unabhangig vom TNM-Stadium. Patienten mit Plattenepithelkarzinom
der Mundhdhle und sehr hohem CAIX-Serum-Gehalt scheinen jedoch ein geringeres
Gesamtiiberleben aufzuweisen. Hier sind weitere Studien mit grolRerer Fallzahl
notwendig, um diese Ergebnisse zu Uberprifen. Auch sollte geprift werden, ob diese
Patienten von einem intensiven Therapieregime bzw. einer zielgerichteten Therapie

gegen CAIX profitieren.

Erste Untersuchungen zeigen, dass zum Monitoring eines Therapieansprechens bei
Patienten mit Plattenepithelkarzinom der Mundhghle geléstes CAIX ungeeignet scheint.

Allerdings sind auch hier weitere Studien mit héherer Fallzahl notig.

Insgesamt bleibt die Rolle von gelésten CAIX bei Gesunden und Tumorpatienten
weiterhin unklar und sollte Gegenstand weiterer Forschung werden. Zudem sind

Metaanalysen aufgrund teilweise widerspruchlicher Ergebnisse notwendig.
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8.

Thesen

Die CAIX wird im Normalgewebe fast gar nicht exprimiert, im Tumorgewebe von
Patienten mit Plattenepithelkarzinomen der Mundhdhle jedoch haufig
Uberexprimiert. Anhand des CAIX-Gehaltes im Gewebe kann daher zwischen

Normal- und Tumorgewebe unterschieden werden.

Ein erhohter intratumoraler CAIX-Gehalt geht mit einem geringeren
Gesamtlberleben einher. Patienten mit hohem CAIX-Gehalt in der
Immunhistochemie (IRS > 6) lebten im Median 29 Monate langer als Patienten
mit niedrigem CAIX-Gehalt (IRS < 6) (p=0,027).

Eine geldste Variante von CAIX ist im But nachweisbar.

Auch bei gesunden Probanden ist CAIX im Serum nachweisbar. Eine
Unterscheidung zwischen Tumorpatient und gesunden Probanden anhand der

CAIX-Serum-Konzentration ist nicht méglich.

Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom der Mundhohle, die einen sehr
hohen CAIX-Serum-Gehalt aufweisen, scheinen eine schlechtere Prognose
hinsichtlich des Gesamtlberlebens als Patienten mit niedrigerem CAIX-Gehalt
zu haben. Das Risiko zu Versterben war in der Gruppe mit dem hoéchsten Serum-
CAIX-Gehalt (CAIX > 139 pg/ml) um das 2,2-fache hoher als Patienten mit
Serum-CAIX-Gehalt < 65 pg/ml (p=0,066).

CAIX im Serum scheint nicht als Marker fur ein Therapieansprechen im Rahmen

einer Radiatio geeignet zu sein.
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