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Referat

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von verschiedenen Zytokinen (TNF-a, IL-6,
IL-8, IL-18, VEGF) sowie von Entziindungs- und Andmieparametern (CRP, Leukozyten,
Héamoglobin) bei Patienten mit fortgeschrittenen gynidkologischen- und Kopf-Hals-Tumoren
untersucht. Es wurden Serumproben zu Beginn, wihrend und am Ende der Radio-bzw.
Radiochemotherapie entnommen. Die Zytokinbestimmung erfolgte mittels kommerzieller
Immuno-Assays. Insgesamt wurden 52 Patienten untersucht, 30 Patienten mit Kopf-Hals-
Tumoren und 22 Patienten mit gynidkologischen Tumoren. 45 Patienten befanden sich davon
in den Tumorstadien III und IV. Nach Therapieende schloss sich eine Nachbeobachtung bis
zu 28 Monaten an. Eine wesentliche Rolle spielte die Untersuchung von Zytokininteraktionen
und moglichen Zusammenhingen zwischen der Zytokinexpressionshéhe und der Prognose.
Die statistische Auswertung erfolgte mit SPSS 11.0 fiir Windows. Es konnte aufgezeigt
werden, dass enge Interaktionen sowohl zwischen den Zytokinen als auch zwischen
Entziindungsparametern und proinflammatorischen Zytokinen bestehen, so dass ein
»pathologischen Zytokinprofil“ bei vielen Patienten mit den o.g. Tumorentititen vorzuliegen
scheint. Eine Schliisselrolle spielte das CRP. Patienten mit signifikant erhohten CRP-
Serumkonzentrationen wiesen héufig deutlich erhohte Zytokinkonzentrationen auf und hatten
eine schlechtere Prognose. Wichtig scheint in diesem Zusammenhang die enge Korrelation
zwischen proinflammatorischen Zytokinen und dem CRP. Ebenso hatten hypoxische
Verhiltnisse im Wirtsorganismus héufig deutlich erhohte Serumkonzentrationen mehrerer
Zytokine zur Folge (VEGF, TNF-q, IL-6, MMP-9), d. h., die Expression verschiedener
Zytokine kann moglicherweise durch Hypoxie induziert werden. Ein peritherapeutischer
Héamoglobin-Ausgleich scheint daher sinnvoll zu sein.

Die Ergebnisse der Arbeit zeigen die Notwendigkeit einer multimodalen Tumortherapie und
sprechen fiir einen moglicherweise sinnvollen Einsatz von Zytokininhibitoren (z.B.VEGF,

MMP-Inhibitoren) auch in der primédren Tumortherapie.

Frank Peter Sieker: Untersuchungen zur Zytokinexpression von Patienten mit
fortgeschrittenen gynikologischen Tumoren und Tumoren im Kopf-Hals-Bereich
Halle, Univ., Med.Fak., Diss., 79 Seiten, 2007



Inhaltsverzeichnis

1.1

1.2

1.3

1.3.1
1.3.2
1.3.3
1.3.4
1.3.5
1.3.6
1.3.7
1.3.8

2.1
2.1.1
2.1.2
2.2
2.3
24
2.5

3.1
3.2
33
3.3.1
332
333
334
34
34.1

Einleitung

Allgemeine Einfiihrung
Zielstellung der Arbeit
Zytokine
Erythropoetin

VEGF

IFN-y

IL-18

TNF-a

MMP-9

IL-6

IL-8

Material und Methodik
Patientengut
Altersverteilung
Diagnosegruppen

Therapieschemata

Bestimmung der Zytokine

Nachbeobachtung
Statistische Auswertung
Ergebnisse

Zytokinkonzentrationen

CRP, Hb, Leuk-, Thrombozytenkonzentrationen

Uberleben

Einfluss der Zytokinkonzentrationen fiir das Geasamtkollektiv
Einfluss der Zytokinkonzentr. fiir die gynédkolog. Patienten

Einfluss der Zytokinkonzentr. fiir die Kopf-Hals-Patienten

Multivariate Analyse
Zytokinnetzwerk

Erythropoetin

Seite

— O 00 N NN N RN W W e

12
12
13
15
16
16
17
18
18
20
22
22
23
24
24
25
25



342
343
344
345
3.4.6
3.4.7
3438

4.1
4.2
4.3
4.4
4.5
4.6
4.7
4.8
4.9

5.1
52
53
54

VEGF

IFN-y

IL-16

TNF-a
MMP-9

IL-6

IL-8
Diskussion
Statistische Auswertung
Erythropoetin
VEGF

IFN-y

IL-18

TNF-a
MMP-9

IL-6

IL-8

Zusammemfassung und Schluffolgerung

Entziindungsparameter und Zytokine

Hypoxie und Zytokine

Interaktionen der Zytokine

SchluBfolgerung
Literaturverzeichnis
Tabellenanhang
Thesen

28
33
35
38
43
46
49
52
52
52
54
56
57
58
59
61
62
64
64
65
65
66
67
75
78



Abkiirzungsverzeichnis

CRP
CUP
EGF
EPO
Hb
HDR
HIF-1a
HV-Radiatio
IFN-y
IL-18
IL-6
IL-8
IL-12
IL-18
LKCS
MHC
MMP-9
MMPI
NF«xB
NK-Zellen
PAF
TGF
TNF-a
TRCS
uPA
VEGF

C-Reaktives-Protein

Cancer of Unknown Primary
Epidermal Growth Factor
Erythropoetin

Héamoglobin

High Dose Rate
Hypoxia-Inducible Factor-1 alpha
Hochvolt-Radiotherapie
Interferon-gamma

Interleukin-1 beta

Interleukin-6

Interleukin-8

Interleukin-12

Interleukin-18

Leukozyten

Major Histocompatibility Complex
Matrixmetalloproteinase-9
Matrixmetalloproteinaseinhibitor
Nuclear Factor Kappa B
Natiirliche Killerzellen

Platelet Activating Factor
Transforming Growth Factor
Tumornekrosefaktor-alpha
Thrombozyten

Plasminogenaktivatoren vom Urokinasetyp

Vascular Endothelial Growth Factor



1. Einleitung

1.1 Allgemeine Einfiihrung

Die Entwicklung eines malignen Tumors ist duflerst komplex und beriihrt grundlegende
Lebensvorginge. Diese Komplexitit lebender Systeme entzieht sich noch weitgehend
unserem Verstidndnis (80). Ein Grundproblem in der Behandlung maligner Tumoren besteht
in der Metastasierung und hier insbesondere in der Ausbildung von Fernmetastasen, die
letztendlich iiber die weitere Prognose entscheidet und damit iiber das Schicksal des
Patienten. Eine Vielzahl maligner Tumoren ist einer kurativen Therapie nicht mehr
zuginglich, wenn der Tumor den Ubergang von einer rein lokalen hin zu einer systemischen
Erkrankung vollzogen hat.

Einer der Hauptschwerpunkte der aktuellen Grundlagen- und der klinischen Forschung liegt
im Bereich des Tumormikromilieus sowie bei den Vorraussetzungen fiir den Ablauf der
malignen Progression. In den letzten Jahren konnten mehrere Medikamente in die Therapie
von malignen Tumoren eingefiihrt werden, die zielgerichtet an molekularen Strukturen von
Tumorzellen angreifen (targeted therapy). Auf diesem Weg soll z.B. iiber Inhibition der
Angiogenese das Tumorwachstum verhindert werden.

Fir den Prozess des Tumorwachstums und der Metastasierung sind vor allem zwei
Grundvorraussetzungen fiir die Tumorzelle unabdingbar: zum einen die Destruktion der
Basalmembran sowie der umgebenden extrazelluliren Matrix und zum anderen die
Neubildung von Blutgefdlen, die sog. Neoangiogenese. Bekannt ist auch, dass nicht alle
zirkulierenden Tumorzellen das Potential zur Metastasierung besitzen, eine wichtige Funktion
scheint hier den Zytokinen zuzukommen. Fiir die Destruktion der Basalmembran sowie die
Zersetzung der extrazelluliren Matrix spielen verschiedene Proteasen eine wichtige Rolle,
von denen die Matrixmetalloproteinasen (MMPs) eine besondere Bedeutung besitzen (9, 83).
Angiogenese ist notwendig, wenn ein solider Zellverband die GroBe von ca. 1 mm
iiberschreitet, da dann die Erndhrung allein durch Diffusion nicht mehr gewihrleistet werden
kann. Es miissen Blutgefie neu gebildet werden bzw. einsprieBen (20). Einer der
bedeutendsten Wachstumsfaktoren fiir die Tumorangiogenese ist das Glykoprotein VEGEF,
welches sowohl die Permeabilitit der Endothelzellen steigert als auch ein eigenstindiges
angiogenes Potential besitzt. Volm et al. (1998) konnten zeigen, dass eine erhohte Expression
von VEGF mit einer schlechteren Prognose bei einigen Malignomen einherging.

Es ist bekannt, dass bestimmte Konstellationen im Tumormikormilieu, wie die

Gewebehypoxie und eine hohe Konzentration an Entziindungsmediatoren, die
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Tumoraggressivitit heraufsetzen und  damit eine wichtige Rolle fiir den weiteren
Krankheitsverlauf spielen konnen (10). Schon Rudolf Virchow kniipfte 1863 einen
Zusammenhang zwischen Entziindungsprozessen und malignem Geschehen, als er eine
auffallend hohe Zahl an Leukozyten in Tumorgeweben fand (2). Dvorak (1986) griff diesen
Zusammenhang wieder auf und sprach von ,,Tumoren als nicht heilenden Wunden*. Balkwill
et al.(2001) bezeichnen den genetischen Defekt metaphorisch als den ,,Funken, der das Feuer
entfacht®, sie sehen die Entziindungsmediatoren im Tumormikromilieu als ,,Brennstoffe, die
die Flammen aufrecht erhalten®. Klinische Daten untermauern dies: So ist bekannt, dass
Thalidomid als Inhibitor von VEGF und TNF-a bei Patienten mit einem multiplen Myelom
eine antitumorale Aktivitit besitzt (67). Mehrere Studien belegen aulerdem, dass die Gruppe
der Nicht-Steroidalen-Antirheumatika, z.B. die Acetylsalicylsdure, eine tumorprotektive
Wirkung besitzt (38, 75).

Tumorhypoxie spielt eine wesentliche Rolle im Prozess der malignen Progression. Fiir einige
Tumoren konnte die Hypoxie als ein unabhingiger Prognosefaktor neben den seit ldngeren
bekannten, wie der Tumorgrofle oder dem Lymphknotenstatus, detektiert werden. Belegt ist
das deutlich schlechtere therapeutische Ansprechen von hypoxischen Tumoren bzw.
Tumorarealen bei einer Radiotherapie aufgrund des Sauerstoffeffektes. Prosnitz et al. (2005)
fanden ein schlechteres therapeutisches Ansprechen fiir pritherapeutisch andmische Patienten
mit Kopf-Hals-Tumoren. Mehrere Arbeiten zeigen mogliche weitere Kausalzusammenhénge
auf, so z. B. eine enge Korrelation zwischen Tumorhypoxie und VEGF-Expression (15). In
Ubereinstimmung hiermit fanden Chen et. al. (1999) erhohte Konzentrationen an
proinflammatorischen und proangiogenetischen Zytokinen bei Kopf-Hals-Tumoren, die
hiufig hypoxische Areale aufwiesen. Teknos et al. (2002) publizierten Daten, die ein
signifikant schlechteres Uberleben bei Patienten mit fortgeschrittenen Larynxkarzinomen und
erhohten VEGF-Werten zeigten. Auch bei gynikologischen Tumoren ist bekannt, dass
Tumorhypoxie mit einer schlechteren Prognose einhergeht und hiufig mit einer frithen
lymphonodalen Metastasierung verbunden ist, welche von entscheidender Bedeutung fiir den
weiteren Erkrankungsverlauf ist. Van Trappen et al. (2001) fanden in ihrem
Patientenkollektiv nahezu bei 50 % der Zervixkarzinome in den FIGO-Stadien 1A2-1B2
Tumorzellen in den pelvinen Lymphknoten im Sinne einer okkulten Mikrometastasierung.
Diese sind hadufig Ausgangpunkt eines Lokalrezidivs (29). Auch Kopf-Hals-Tumore konnen
eine Vielzahl von proinflammatorischen Zytokinen ausschiitten, als Beispiele seien hier das
IL-6 (10, 72) , IL-8 (72) und IL-18 (45) genannt. Konsekutiv konnen diese zu einer

Progredienz bzw. einer ,,Malignisierung* des Tumors beitragen.



1.2 Zielstellung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war zunéchst die Evaluierung der Expression von verschiedenen
Zytokinen bei fortgeschrittenen Kopf-Hals- und gynikologischen Tumoren. Hierbei ging es
um die Hohe und den Verlauf der Serumkonzentrationen wihrend der antitumoralen Therapie
sowie um Korrelationen der Zytokine untereinander. Des Weiteren sollte die Frage geklart
werden, ob es signifikante Beziehungen zwischen den einzelnen untersuchten Zytokinen
und Entziindungs- sowie Andamieparametern gibt und welche Aussagekraft diese hinsichtlich
der Prognose besitzen. Betrachtet wurden dabei das Patientenkollektiv insgesamt sowie die

Tumorentitéten als getrennte Subgruppen.

1.3 Zytokine

Zytokine sind im Korper ubiquitir vorkommende (Gluco-) Proteine, die nach spezifischer
Stimulierung Einfluss auf Wachstum, Funktion und Differenzierung von Zellen nehmen (54).
Das Wort Zytokin hat seinen Wortursprung im Griechischen und bedeutet wortlich tibersetzt
»zwischen den Zellen bewegend®. So spielen Zytokine eine wichtige Rolle bei zahlreichen
biologischen  Vorgingen, wie der Immunantwort, der Blutbildung wund bei

Entziindungsprozessen. Otto (57) und Loppnow (42) klassifizieren die Zytokine wie folgt:

Interferone IFN-y
Interleukine IL 6, IL-8, IL-18
Tumornekrosefaktoren TNF-o
Wachstumsfaktoren EGF, VEGF, EPO

Die meisten Zytokine haben als molekulares Geriist, als Vertreter der Proteine, eine a-Helix-
bzw. B-Faltblatt-Struktur. Als Vertreter fiir die a-Helix-Zytokine seien hier IFN-y und IL-6
genannt, Zytokine mit B-Faltblatt-Struktur sind u. a. TNF-a und VEGF. Die helikalen
Zytokine spielen vor allem eine Rolle bei der Himatopoese, wihrend die Faltblatt-Zytokine
einen Funktionsschwerpunkt bei der Steuerung von Wachstum und Zelldifferenzierung
besitzen (42). Die Aktivitdt der Zytokine wird iiber Rezeptoren vermittelt, die iiber einen
extrazelluliren Teil, einen membranstindigen Anteil und einen intrazelluliren Anteil
verfiigen und meistens aus einer Polypeptidkette bestehen. Die Rezeptoren konnen jeweils
von mehreren Zytokinen gemeinsam benutzt werden, d. h., verschiedene Zytokine kdnnen
gemeinsame Signaltransduktionswege benutzen. Die Signaltransduktion erfolgt hauptsidchlich

tiber Tyrosinkinasen und die nachfolgende Aktivierung von Transskriptionsfaktoren wie z. B.
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das NF-«kB-Protein. Diese wandern dann in den Zellkern und fungieren als Regulatoren

spezifischer Gene.

1.3.1 Erythropoetin

Erythropoetin (EPO), ein Glykoprotein mit einer Molekiilmasse von ungefdahr 30,4 kDalton,
spielt eine zentrale Rolle bei der Regulation der Erythropoese. Es wird primér in der Niere in
Abhingigkeit von der O2-Konzentration des Blutes produziert. Eine erhohte Expression von
EPO ist entweder kausal mit einer niedrigen O2-Konzentration im Blut verkniipft oder durch
andere pathophysiologische Faktoren bedingt (z. B. Polyzythdmia vera, chronisch obstruktive
Lungenerkrankung, Schlaf-Apnoe-Syndrom, Rauchen). Auch Tumoren konnen eine
pathologisch erhohte Expression von EPO zur Folge haben, hier seien insbesondere die
Leberzellkarzinome, Wilms-Tumore sowie Nebennierenrindentumoren genannt.

Erniedrigte Expressionsraten von EPO finden sich bei verschiedenen Formen der Andmie,
bei Autoimmunerkrankungen, bei rheumatoider Arthritis, bei HIV sowie malignen Tumoren.
Acs et al. (2002) fanden, dass die Rezeptorendichte von EPO bei schlecht differenzierten
Mammakarzinomen mit Nekrosearealen und Lymphknotenmetastasen signifikant hoher war.
Dies betraf vor allem Raucherinnen. Auch Zytokine, wie TNF-a und IL-1, sind als Inhibitoren
von EPO bekannt. EPO war der erste Wachstumsfaktor, der klinisch eingesetzt wurde. Bei der
Therapie des akuten Schlaganfalls wird EPO aufgrund seiner angiogenetischen,
antiapoptotischen und neurotrophen Wirkung benutzt.

Es ist bekannt, dass bei Tumorpatienten der Serum-EPO-Spiegel deutlich niedriger ist als bei
Gesunden. In der Tumortherapie wird EPO daher zur Therapie der Tumorhypoxie sowie zur
Behandlung der tumorassoziierten Andmie und des Fatigue-Syndroms genutzt. Derzeit zeigen
jedoch die meisten klinischen Studien keine Uberlegenheit von EPO gegeniiber der
herkommlichen Bluttransfusion hinsichtlich des Uberlebens. Glaser et al. (2001) fanden
jedoch, dass ein pritherapeutischer niedriger Hidmoglobinwert (als ein negativer
prognostischer Faktor) durch EPO-Gabe kompensiert werden kann. Durch die Identifizierung
neuer extramedullirer EPO-Rezeptoren kann moglicherweise das Spektrum der

therapeutischen Moglichkeiten noch erweitert werden (11).



1.3.2 VEGF

Bei VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), ebenso unter dem Namen VPF (Vascular
Permeability Factor) bekannt, handelt es sich um ein 34-42 kDalton grofles Glykoprotein
(Dimer), welches eine groB3e Rolle bei der in-vivo-Angiogenese spielt. Erstmals wurde es als
Wachstumsfaktor fiir Endothelzellen im konditionierten Medium von Hypophysenzellen
identifiziert (19). VEGF ist Mitglied einer Familie von Wachstumsfaktoren, hierzu gehoren
neben VEGF noch VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D und PIGF. VEGF stimuliert die Proliferation
vaskulidrer Endothelzellen, andere Zellarten werden nur unwesentlich beeinflusst. VEGF iibt
dariiber hinaus eine Vielzahl von Funktionen aus, hierzu zihlen u. a. die Erhéhung der
GefidBpermeabilitdt, wobei es eine 15.000-fach stiarkere Potenz als Histamin besitzt,
Vasodilatation, Expression von uPA, tPA, dem uPA-Rezeptor sowie von MMP-1. VEGF wird
von einer Vielzahl von Normalgewebs- und Tumorzellen exprimiert, u.a. von aktivierten
Makrophagen, Keratinozyten und Mesangiumzellen. Eine besondere Rolle spielen hierbei
auch die Thrombozyten als ein wichtiges Reservoir fiir VEGF (2). TGF-8 und Hypoxie
bewirken eine erhohte Ausschiittung von VEGF. Fiir VEGF existieren zwei verschiedene
Rezeptoren, ndmlich VEGF-R1 und VEGF-R2. Hierbei handelt es sich um homologe
transmembrandse Tyrosinkinasen.

Bei malignen Prozessen kommt VEGF eine wesentliche Rolle in der malignen Progression
bzw. Metastasierung zu. Seit ldngerem ist bekannt, dass viele Tumorpatienten signifikant
hohere Serum-VEGF-Spiegel aufweisen (7, 15, 60). Ein Beispiel fiir einen sehr gut
vaskularisierten Tumor ist das Glioblastom (60). Bei andmischen Patienten soll die VEGF-
Sekretion durch eine verstirkte intratumorale Hypoxie erhoht sein (15). HIF-1a kann ebenso
durch Tumorhypoxie induziert werden und die VEGF-Expression fordern. Einige Autoren
berichten iiber eine damit einhergehende signifikant schlechtere Prognose fiir Patienten mit
pratherapeutisch erhohtem VEGF (63, 73, 79), wobei dies jedoch noch strittig diskutiert wird
(10, 12, 26). Ebenso wird in der Literatur iiber eine Korrelation der VEGF-Expression zum
Tumorgrading und der lymphogenen Metastasierung berichtet (37, 81).

In der Zusammenschau zeigen sich also vielfiltige Interaktionen im Rahmen der malignen

Progression, bei denen VEGF eine wesentliche Rolle zukommt.



1.3.3 IFN-y

IFN-y ist ein multifunktionales Protein, welches von T-Lymphozyten und NK-Zellen
produziert wird. Seine Hauptaufgaben sind die Inhibierung der Virusreplikation sowie der
Einfluss auf verschiedene weitere immunologische Prozesse, als Beispiele seien hier die
Makrophagen-vermittelte Abwehr intrazelluldrer Parasiten sowie die Priasentation von MHC-
Klasse- I/II- Antigenen genannt (32). Die Hauptzahl der Funktionen wird hierbei von IFN-y-
induzierten Proteinen iibernommen. Es existieren zwei verschiedene Arten von IFN-y, bei
beiden handelt es sich um Glykoproteine, die sich jedoch hinsichtlich des Grades ihrer
Glykosylierung unterscheiden. IFN-y mit einem Molekulargewicht von 25 kDalton ist an
beiden moglichen N-terminalen Seiten glykosyliert, wihrend bei der 20 kDalton-Variante nur
eine Glykosylierung vorliegt. Die Glykosylierung scheint fiir die biologische Funktion von
IFN-vy keine Rolle zu spielen. IFN-y bindet an einen spezifischen membranstédndigen Rezeptor
(90 kDalton Glykoprotein, zugehorige Gene auf Chromosom 6 lokalisiert). Nach Bindung
eines IFN-y-Molekiils an den Rezeptor erfolgt mittels einer Tyrosinkinase die
Autophosphorylierung sowie die Phosphorylierung eines assoziierten Proteins. Die
Reaktionskaskade miindet schlieBlich in die Expression verschiedener Proteine, die ihrerseits
eine Vielzahl verschiedener Effekte evozieren konnen, als Beispiele seien hier nur antivirale
und immunmodulatorische Wirkungen genannt (erhohte Produktion von IL-1, PAF,
erniedrigte Produktion von IL-8).

Dariiber hinaus besitzt IFN-y antiangiogenetische Eigenschaften und kann die
Neovaskularisation von Tumoren unterbinden (40). Lorenzen et al. (1991) konnten dies fiir
Mammakarzinompatienten zeigen. Uberdies konnen durch IFN-y weitere Zellarten bzw.
Gewebearten in ihrem Wachstum gehemmt werden. Gottlober et al. (2001) zeigten, dass eine
,Jow-dose"- Therapie mit IFN-y eine effektive Behandlungsmethode fiir eine radiogen

induzierte Hautfibrose war.



1.3.4. IL-18

IL-1 besteht aus den verwandten Proteinen IL-1a und IL-18, wobei beide eine zentrale
biologische Rolle bei der akuten und chronischen Entziindungsreaktion spielen (13). IL-1
wird vorwiegend von Monozyten und Makrophagen synthetisiert, allerdings auch von einer
Vielzahl weiterer Zelltypen. Die entscheidende Rolle von IL-1 liegt in der Initiierung der
Entziindungsreaktion, wobei der Induktionsreiz fiir die IL-1-Ausschiittung sowohl
mikrobieller Herkunft sein als auch von diversen anderen Zytokinen stammen kann.
Beziehungen gibt es hier u. a. zu IL-12, IFN-y und den MMPs, so wird z. B. durch IL-1 die
Ausschiittung von IFN-y und MMPs induziert. Ferner werden kapilldre Endothelzellen zur
Ausschiittung von Chemokinen angeregt. Dennoch ist die Funktion von IL-1 nicht nur auf die
Rolle bei Entziindungsreaktionen beschrinkt, vielmehr existiert eine Vielzahl weiterer
biologischer Mechanismen, wie z. B. der Knochenauf- und Umbau, ferner die
Insulinsekretion, bei der IL-1 involviert ist. Vermittelt werden die IL-1B- Funktionen iiber
zwel Rezeptoren, IL-1R1 und IL-2R2, sowie ein rezeptorassoziiertes Protein, das IL-1RacP.
IL-1RacP spielt eine wichtige Rolle als Inhibitor der Magensdureproduktion bei zugrunde
liegender Helicobacter-pylori-Infektion (2). Patienten mit einem Pankreaskarzinom und
Homozygotie fiir das Alleel 2 des IL-18 Gens besallen signifikant hohere Konzentrationen an
IL-18 und CRP (3). IL-18 fungiert hier ebenfalls als proinflammatorisches Zytokin und als

mogliches Stimulans von proangiogenetischen Faktoren wie VEGF.

1.3.5 TNF-a

Der sogenannte Tumor-Nekrose-Faktor-alpha (TNF-a), ebenso unter den Namen Cachectin
bekannt, ist eng verwandt mit TNF-B (Lymphotoxin). Es handelt sich in beiden Féllen um
Proteine, die sich in ihrer Aminoséduresequenz dhneln und an gleiche Oberflichenrezeptoren
von Zellen binden. TNF-a wird vorwiegend von neutrophilen Granulozyten, aktivierten T-
und B-Lymphozyten, NK-Zellen und Endothelzellen produziert. TNF-a ist ein Polypeptid,
welches aus 157 Aminosduren besteht und ein Molekulargewicht von ungeféhr 17 kDalton
besitzt. Es kommt v. a. in membrangebundener Form vor und wird durch proteolytische
Spaltung freigesetzt. Zwei unterschiedliche Rezeptoren existieren, TNFR I sowie TNFR II,
hierbei handelt es sich um Glykoproteine, die Teile verschiedener Signaltransduktionswege
sind. Ferner existieren geloste Rezeptorformen im Serum und Urin, die eine entscheidende
Rolle fiir die Modulation der TNFa-Aktivitdat spielen. Aufgrund der Ubiquitit der TNF-

Rezeptoren lésst sich auch die Vielzahl biologischer Funktionen von TNF-a erklidren, wie z.
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B. die Induktion verschiedener Gene, einschliefllich solcher fiir Wachstumsfaktoren und
diverser Zytokine. Viele der Funktionen von TNF-a dhneln denen von IL-1. Hinsichtlich der
Rolle beim Wachstum maligner Tumoren spielt TNF-a einerseits eine positive Rolle als
Immunstimulans, andererseits kann jedoch auch das Tumorwachstum {iiber eine Induktion von
inflammatorischen Mediatoren gefordert werden (2) oder die Angiogenese direkt (40).
Scannell et al.(1993) konnten in vitro fiir Makrophagen eine Induktion der TNF-a-Expression
durch Hypoxie nachweisen. Versuche mit Miusen zeigten, dass Tiere, denen das TNF-o0 Gen
fehlte, resistent hinsichtlich der Karzinogenese von Hauttumoren waren (48). Ebenso fanden
Harimaya et al. (2000) bei Osteosarkomzellen eine erhohte Tumorzellmotilitit sowie eine
Zunahme der Expression von MMP-9 bei hoher TNF-o- Konzentration. Vor allem
Makrophagen sind ein Hauptreservoir fiir TNF-o0 im Mikromilieu von Mamma- und
Ovarialtumoren (52, 62). Niedbala et al. (1991) konnten zeigen, dass TNF-a die Produktion
von u-PA steigert und auf diesem Weg ebenfalls zur Angiogenese und Metastasierung

beitragt.

1.3.6 MMP-9

Matrixmetalloproteinasen gehoren zu einer Familie von Endopeptidasen (Zink-abhéngig), die
extrazellulire Matrixproteine abbauen. Bekannt sind derzeit iiber 20 Mitglieder dieser
Familie. Inhibiert werden sie von spezifischen Gewebsinhibitoren (TIMPs) sowie von a2-
Makroglobulin. Solide Tumoren bestehen aus den eigentlichen Tumorzellen sowie aus
akzessorischen Zellen, wie z. B. Fibroblasten, Makrophagen, Endothelzellen und Leukozyten.
Untersuchungen an menschlichen Tumorzellen zeigten u. a. Unterschiede hinsichtlich der
Lokalisation und Synthese von Matrixmetalloproteinasen. MMP-9 (Synonym: Gelatinase B)
wird vor allem in Makrophagen und Endothelzellen exprimiert, wobei jedoch auch eine
Vielzahl weiterer Zellen involviert sein kann, nicht zuletzt Tumorzellen selbst. Hochreguliert
wird die Expression u. a. von IL1-B, TNF-a, die Substrate sind v. a. denaturiertes Kollagen
Typ I (Gelatin), native Kollagene, Fibrinogen und Fibronektin. MMP-9 spielt ebenfalls bei
einer Vielzahl zelluldrer Prozesse eine Rolle, hierunter fallen Entziindungsreaktionen,
Gewebsumbau, Wundheilung, Freisetzung von Wachstumsfaktoren und Zytokinen. Bei der
Freisetzung von Wachstumsfaktoren, hierzu zidhlen u. a. TGF-a, und EGF-dhnliche Faktoren,
bewirken Metalloproteinasen zum einen die proteolytische Freisetzung membrangebundener
Faktoren sowie zum anderen auch die Freisetzung bindegewebsgebundener Faktoren (TGF-3

als Beispiel).



Bei malignen Tumoren kommt MMP-9 vor allem eine Bedeutung bei der Ausbildung von
Metastasen zu (neben dem ebenfalls wichtigen uPA-System), ferner spielt es eine Rolle im
Rahmen der Angiogenese, wobei hier durch die Forderung der Produktion von Angio-und
Endostatin auch eine wichtige antiangiogenetische Komponente zum Tragen kommt (58). Im
Metastasierungsprozess spielen Matrixmetalloproteinasen, als eine Proteinasengruppe, eine
Schliisselrolle beim Abbau der Basalmembran sowie der extrazelluliren Matrix (9, 83). Sie
sind in der Lage Matrixkomponenten wie Elastin und Kollagen abzubauen (41). Benassi (5) et
al. zeigten, dass in Proben von Weichteilsarkomen mit schlechter Prognose eine signifikant
hohere Expression von MMP-2 und MMP-9 zu verzeichnen war. Das Gleiche galt fiir
Ovarialtumore (65) sowie fiir Oesophagus- (84), Colon- (51) und Pankreastumoren (84).
Nishiyama et al. (1997) zeigten ein signifikant hoheres Fernmetastasenrisiko bei Patienten mit
Magenkarzinomen und gleichzeitig hoher MMP-Serumkonzentration. In die gleiche Richtung
weisen Arbeiten von Gong et al. (2000) bei Pankreaskarzinomen sowie von Horikawa
(2000) und Yoshizaki et al. (1999) bei Nasopharynxkarzinomen. Vor dem Hintergrund
dieser Ergebnisse in der Literatur wurde eine Phase-IlII-Studie bei Patienten mit
metastasiertem Mammakarzinomen im Stadium ,,stable disease* von Sparano (2004) et al. mit
dem MMP-Inhibitor (u. a. wird auch MMP-9 inhibiert) Marimastat durchgefiihrt, wobei sich
jedoch kein signifikanter Vorteil hinsichtlich des progressionsfreien Uberlebens bei den mit

dem MMP-Inhibitor Marimastat behandelten Patienten zeigte.

1.3.7 IL-6

Der Name Interleukin ist historisch bedingt und umfasste zunidchst eine Gruppe von
Glykoproteinen, die fiir den Austausch von Informationen zwischen Leukozyten
verantwortlich war. Erst spiter wurde bekannt, dass diese Substanzen auch von anderen
Zellen gebildet werden und Wirkungen auferhalb des Systems der Leukozyten entfalten
konnen. Am Namen ,Interleukin® wurde dennoch festgehalten, so wird er heute fiir die
meisten neueren Zytokine verwendet.

IL-6 ist urspriinglich als ,,B-Zell-stimulierender Faktor 2 (BSF-2) definiert worden, seine
Molekiilmasse betrdgt 20-30 kDalton und die molekulare Struktur ist identisch mit der von
anderen wichtigen regulatorischen Proteinen, wie z. B. dem T-Zell- aktivierenden Faktor und
dem Hepatozyten-stimulierenden Faktor. IL-6 wird von Monozyten, T-Zellen, B-Zellen,
Keratinozyten sowie Endothelzellen und Fibroblasten produziert. Eine Vielzahl maligner

Tumoren konnen IL-6 produzieren (54).



IL-6 ist innerhalb des lymphatischen Systems essentieller Faktor fiir die finale Reifung von B-
Lymphozyten zu antikdrperproduzierenden Zellen. Es spielt eine entscheidende Rolle bei der
Akute-Phase-Reaktion, indem es die Synthese wuud Freisetzung der damit
zusammenhingenden Proteine (CRP, Fibrinogen, ai-Antitrypsin, Haptoglobin) fordert (54).
So konnten Nollert et al. (1999) zeigen, dass es unter laufender Radiochemotherapie zu
einem Konzentrationsanstieg von 1L-6 kam, der als kompensatorische Gegenregulation zur
Lymphozytenreduktion gewertet wurde. Die gleiche Beobachtung machten Hong et al. (2001)
bei der Bestrahlung von Kaposi-Sarkomen. Auch bei der normalen Hamatopoese spielt es
durch Interaktionen mit hdmatopoetischen Wachstumsfaktoren und der damit verbundenen
schnelleren Erholung des Knochenmarks z. B. nach zytostatischer Therapie eine wichtige
Rolle. Bei malignen Tumoren bedingt IL-6 vor allem proliferative Effekte: Es ist bekannt,
dass es einen potenten Wachstumsfaktor fiir Myelomzellen darstellt (2, 76), so korrelieren
Serumspiegel von IL-6 bei Plasmozytompatienten mit der Prognose. In der Literatur gibt es
mehrere Arbeiten, die gleichartige Zusammenhinge fiir weitere Tumorentitdten herstellten
(8, 46, 70). De Schutter et al. (2005) konnten fiir Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinome zeigen,
dass eine pritherapeutisch erhohte Serumkonzentration von IL-6 eine Radioresistenz und eine
schlechtere Prognose zur Folge hatten. Ahnliche Ergebnisse zeigten Miyamoto et al. (2001)
und Tamatani et al. (2004) Wang et al. (2002) konnte ebenso ein erhohtes Auftreten von
Lymphknoten- sowie Fernmetastasen fiir Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren und hohen IL-6
Serumkonzentrationen zeigen. Dariiber hinaus ist aus der Literatur bekannt, dass IL-6 ebenso

die Tumorangiogenese fordern kann (33).
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1.3.8 IL-8

Bei IL-8 handelt es sich um ein Glykoprotein mit einer Gro3e von 10 kDalton, welches unter
verschiedenen Synonyma bekannt ist, u. a. als Neutrophilen aktivierendes Protein bzw.
aktivierender Faktor. Es wird von Fibroblasten, Monozyten, Makrophagen, Neutrophilen
Granoluzyten und T-Lymphozyten produziert. Zielzellen sind B-Lymphozyten, Neutrophile
Granulozyten sowie T-Lymphozyten, auf die es chemotaktisch wirkt. Die Wirkung von IL-8
selbst wird iiber G-Protein-gekoppelte transmembrandse Rezeptoren vermittelt, hierbei
kommt es zu einer Aktivierung von membrangebundenen Kalziumkanilen bzw. von
Phospholipase C. Nollert et al.(1999) fanden bei der Radiochemotherapie von Kopf-Hals-
Tumoren eine Abnahme des IL-8 Serumspiegels und interpretierten diese Abnahme als Folge
einer Immunsuppression. IL-8 ist ebenfalls in ein engmaschiges Zytokinnetzwerk
eingebunden, so wird seine Produktion u. a. von IL-1 induziert. Von Bedeutung ist ferner die
Funktion als Induktor der in-vivo-Angiogenese. IL-8 wird ebenfalls von Tumorzellen
produziert und fordert die Migration und Proliferation von Endothelzellen. Tamatani et al.
(2004) konnten in vitro einen Zusammenhang zwischen IL-8 und einer Radiotherapieresistenz

feststellen.
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2 Material und Methodik
2.1 Patientengut
2.1.1 Altersverteilung

Bei der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt 52 Patienten mit fortgeschrittenen, inoperablen
Kopf-Hals und gynikologischen Tumoren untersucht. Das Patientengut setzte sich aus 23
weiblichen sowie 29 minnlichen Patienten zusammen. Der Altersmedian lag bei den
weiblichen Patienten bei 59 Jahren, in der Gruppe der ménnlichen Patienten bei 56 Jahren, im
Gesamtkollektiv ebenfalls bei 56 Jahren. Abbildung 1 gibt einen Uberblick iiber die

Altersverteilung der Patienten (nach Gruppen sortiert).

20

10 1

Haufigkeit

30-39 40-49 50-59 60-69 >69

Altersgruppen
Abb. 1: Darstellung der Altersverteilung
Insgesamt wurden 22 Patientinnen mit gynédkologischen Tumoren, sowie 30 Patienten mit

Kopf-Hals-Tumoren eingeschlossen. Der Altersmedian lag bei den gynikologischen

Patientinnen bei 61,5 Jahren, bei den Kopf-Hals-Patienten bei 56 Jahren.
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2.1.2 Diagnosegruppen

Bei den 52 untersuchten Patienten stellte sich die Verteilung auf die einzelnen Tumorstadien
wie folgt dar: 2 Patienten (3,8 %) befanden sich zu Therapiebeginn im Stadium I (TINOMO),
4 Patienten (7,7 %) im Stadium II (T2N1-2M0), 19 Patienten (36,5 %) im Stadium III (T3N1-
2MO0) und 26 (50 %) im Stadium IV (T4, N3, M1). Ein Fall konnte keiner der o. g. Gruppen

zugeordnet werden

a) Gynikologische Tumore

Abbildung 2 zeigt die Verteilung der untersuchten Patientinnen auf die verschiedenen
Stadien. Die Tumorstadien sind auf der Abszisse dargestellt, auf der Ordinate finden sich die
Anzahl der Fille. Nach Tumorentititen aufgeteilt bestand das Kollektiv aus 16
Zervixkarzinomen, 4 Korpuskarzinomen, einem Vaginalkarzinom sowie einem Karzinom
unbekannter Herkunft. In dieser Gruppe befanden sich 7 Patientinnen mit positivem
Lymphknotenstatus (31,8 %), 6 mit negativem Lymphknotenstatus (27,3 %) und 9 mit
unbekanntem Lymphknotenstatus (40,9 %).

16 Tumore waren histologisch Plattenepithelkarzinome, 6 Adenokarzinome, 13 konnten
hiervon dem Differenzierungsgrad G 2 zugeordnet werden, 7 dem Grad 3, ein Fall konnte
nicht eindeutig zugeordnet werden und bei einem weiteren Fall fehlte die Angabe des

Differenzierungsgrades.
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b) Kopf-Hals-Tumore

In Abbildung 3 ist die Verteilung der Kopf-Hals-Tumoren auf die einzelnen Stadien
dargestellt.

Von den 30 Patienten waren 29 méinnlichen Geschlechts (96,7 %). Auf die verschiedenen
Tumorentitdten geschaut, ergab sich folgende Verteilung: 9 Hypopharynx-, 6 Mundboden-, 5
Tonsillen- bzw. Oropharynx-, 4 Larynx- sowie 2 Epi-/Nasopharynxkarzinome und ein
cervikales CUP-Syndrom.

Unter den untersuchten HNO-Patienten befanden sich 20 mit positivem lymphonodalem
Status (66,7 %), 10 mit negativem (33,3 %).

Histologisch handelte es sich bei 25 Tumoren um Plattenepithelkarzinome, bei den iibrigen in
der Mehrzahl um undifferenzierte Karzinome. Vom Differenzierungsgrad her betrachtet,

ergab sich folgende Verteilung:

Tab.1: Differenzierungsgrad der Kopf-Hals-Tumore

Grading | Gl G2 G3 Gx
n 2 11 14 3
30
201
104
.“q__)'
X
D
=
T o]
I 1l \Y

Tumorstadium

Abb. 3: Stadienverteilung Kopf-Hals-Tumore (TNM-Stadium)
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2.2 Therapieschemata

Von den 52 in die Untersuchung eingeschlossenen Patienten erhielten 35 eine simultane
Radiochemotherapie, 14 eine alleinige Radiotherapie, 2 eine Induktionschemotherapie mit
nachfolgender Radiatio sowie ein Patient eine Radiotherapie mit simultaner hyperbarer
Oxygenierung, jeweils unmittelbar vor der Bestrahlung, in der HBO-Kammer.

Das Behandlungsschema der simultanen Radiochemotherapie der Kopf-Hals-Patienten sah in
der Regel folgendermallen aus: Perkutane 3D-geplante Hochvoltradiottherapie der
Primértumorregion sowie der regiondren Lymphabflussgebiete mit Einzeldosen von 1,8 bzw.
2 Gy/d bis zu Gesamtdosen von ca. 25 Gy, anschlieBend Fortsetzung der Radiatio in
hyperfraktioniert-akzelerierter Form (concomitant Boost) mit Dosen von 1,8/1,6 Gy bis zu
kumulativen Gesamtdosen von 68-72 Gy im Primértumorbereich bzw. befallener
Lymphknotenregionen. Als Chemotherapeutika kamen in der Regel Cisplatin und Paclitaxel
zur lokalen Radiosensibilisierung bzw. Wirkungsverstirkung zur Anwendung.

Bei den gynikologischen Patientinnen erfolgte eine perkutane 3D-geplante perkutane HV-
Radiatio des Primértumors sowie der lokalen Lymphabflussgebiete mit Dosen von 1,8 Gy/d
bis zu einer Gesamtdosis von in der Regel 50,4 Gy, anschliefend schloss sich eine
intrakavitire HDR-Afterloading-Kontakttherapie mit Einzelfraktionsdosen von 5-7 Gy bis zu
Gesamtdosen von ca. 30 Gy an. Als Radiosensitizer wurde auch hier in Regel Cisplatin

(weekly) appliziert. Die Verteilung zeigt Abb.4.

HBO+Radiatio
1,9%

Indukt.+Radiatio
3,8%

alleinige Radiatio

26,9%

Abb.4: Quantitative Verteilung der Therapieschemata
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2.3 Bestimmung der Zytokine

Es wurden Serumblutproben zu Beginn der Therapie, wihrend der Behandlung sowie am
Ende der Therapie durchgefiihrt.

Zur Bestimmung der einzelnen Zytokine bzw. Proteinasen wurden den jeweiligen Patienten
zwel Serummonovetten a2 10 ml Blut entnommen. AnschlieBend erfolgte die quantitative
Auswertung mit Hilfe von kommerziellen Immunoassays der Firma R&D. Der genaue Ablauf
der Bestimmung fiir die einzelnen Zytokine ist im Folgenden am Beispiel von EPO
beschrieben.  Gleichzeitig wurden an den  Blutentnahmetagen ebenso  der
Entziindungsparameter CRP und mit Hilfe des kleinen Blutbildes Hidmoglobin- , Leuko- und
Thrombozytenwerte bestimmt.

Die Bestimmung der Zytokine in den Patientenseren wurde mit Hilfe eines ELISA-Tests von
Quantikine® durchgefiihrt. Als Prinzip liegt diesem Immunoassay eine sogenannte Sandwich-
Methode mit zwei Antikorpern zu Grunde. Zunidchst wurde das Zytokin von einer mit
monoklonalen Antikérpern beschichteten Mikrotiterplatte gebunden, in einer zweiten
Inkubationsphase wurde das bereits gebundene, immobilisierte Zytokin von einem
polyklonalen Antikorperkonjugat ebenfalls gebunden. Uberschiissiges Konjugat wurde
anschliefend ausgewaschen. Nachfolgend wurde ein Chromogen hinzugefiigt, welches durch
chemische Oxidation mit dem Zytokin-Enzym-Komplex eine farbige Komplexverbindung
bildet. Mit Hilfe eines anschlieBend hinzugegebenen Stoppreagenzes entstand eine gelbe
Komplexverbindung, die das Ende der Reaktion anzeigte. Die entstandene Menge an
Farbkomplexen ist direkt proportional der Menge an gebundenem Konjugat und damit der
Menge des jeweiligen Zytokins.

Im letzten Schritt wurde die Absorption photospektrometrisch bei einer Wellenlidnge von 450
nm gemessen, die Zytokin-Konzentration konnte dann durch den Abgleich mit vorhandenen
Standardkurven ermittelt werden. Es wurden fiir alle Proben jeweils Doppelbestimmungen

durchgefiihrt.

2.4 Nachbeobachtung

Die Patienten wurden im Anschluss an die Tumortherapie regelméfig nachbeobachtet. Dabei
fand die erste Nachsorgeuntersuchung einen Monat nach Therapieende statt. Die weiteren
Kontrollen wurden in regelméfigen Abstinden von 3 Monaten durchgefiihrt. Zum Zeitpunkt
der Auswertung der vorliegenden Daten lag der Nachbeobachtungszeitraum fiir die Patienten

in einem Intervall von 3 bis 28 Monaten, der Median bei einem Wert von 14 Monaten. Zu
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Therapieende befanden sich 5 Patienten (9,6 %) in kompletter Remission, bei 36 (69,2 %)
bestand eine partielle Remission, bei 5 Patienten (9,6 %) lag eine ,,no change*- Situation vor,
in 2 Fillen (3,8 %) bestand ein Tumorprogress, 4 Fille (7,7 %) konnten nicht eindeutig
beurteilt werden. Im Verlauf der Nachbeobachtung entwickelten 21 Patienten (40,3 %) ein
Rezidiv bzw. Fernmetastasen, 18 (34,6 %) verstarben daran.

Von den 22 gynikologischen Fillen befanden sich zu Therapieende zwei in kompletter
Remission (9,1 %), 16 in partieller Remission (72,7 %). In drei Fillen (13,6 %) bestand eine
,,ho change*- Situation, in einem Fall (4,5 %) ein Tumorprogress. Bei den Verlaufskontrollen
bestand bei 12 Patientinnen (54,5 %) eine komplette Remission, bei 8 (36,4 %) ein
Tumorprogress, in zwei Fillen konnte kein Befund erhoben werden. 7 Patientinnen (31,8 %)
verstarben im Verlauf am Tumorprogress bzw. einer Fernmetastasierung.

Bei den 30 Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren befanden sich zu Therapieende drei (10 %) in
kompletter Remission, 20 (66,7 %) in partieller Remission, in zwei Fillen (6,7 %) lag eine
,,ho change® Situation vor, ein Patient (3,3 %) zeigte einen Tumorprogress. Vier Fille (13,3
%) konnten nicht beurteilt werden. Im weiteren Verlauf kamen 17 Patienten (56,7 %) in
komplette Remission, bei 11 Patienten (36,7 %) trat ein Tumorprogress auf, bei zwei (6,7 %)

ein Rezidiv. Elf Patienten (36,7 %) verstarben am Tumorprogress.

2.5 Statistische Auswertung

Die nachfolgende statistische Auswertung erfolgte mit SPSS 11.0 fiir Windows. Hierbei
wurden sowohl deskriptive als auch Korrelations- (bivariate Korrelation nach Pearson) und
Uberlebensanalysen durchgefiihrt. Bei der Auswertung der Zytokinkonzentrationen im Serum
wurden jeweils die Mediankonzentrationen und Mittelwerte mit den Standardfehlern ermittelt,
die Korrelationsanalysen wurden mit kontinuierlichen und kategorialen Gréen durchgefiihrt.
Die Kategorien richteten sich jeweils nach dem Median und/oder dem bekannten Normalwert
des Parameters bzw. des Zytokins. Die Uberlebensanalyse erfolgte nach Kaplan-Meier, die
multivariante Analyse mittels Cox-Regression. Als statistisch signifikant wurden Ergebnisse

mit einem p-Wert von < 0,05 bezeichnet.
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3. Ergebnisse

3.1 Zytokinkonzentrationen

Die gemessenen Zytokinkonzentrationen fiir alle drei Messzeitpunkte (Mittelwert mit
Standardfehler, Median) sind dem Tabellenanhang zu entnehmen. Es sind Werte fiir das
Gesamtkollektiv und beide Subgruppen angegeben. Die folgenden Abbildungen zeigen den
Werteverlauf der Zytokine fiir das gesamte Patientenkollektiv als Boxplot graphisch
dargestellt. Ein Normwertbereich ist nur fiir Erythropoetin (3,3-16,6 mlU/ml) bekannt, ebenso
werden VEGF-Konzentrationen iiber 707 pg/ml als pathologisch angesehen. Fiir die anderen
Zytokine existiert kein allgemein giiltiger Normbereich, so dass die Mediankonzentrationen

als Vergleichsgrundlage herangezogen wurden.

Bei EPO stellt sich ein stetiger Anstieg der Medianwerte von 12,65 mlU/ml zu
Therapiebeginn auf 15,65 mlU/ml dar. Die Mediankonzentrationen bewegen sich im o.g.
Normwertbereich. Die VEGF-Konzentrationen fielen dagegen nach einem Maximum zu
Therapiebeginn (395,55 pg/ml) wihrend der Behandlung ab. Insgesamt lagen jedoch auch

hier alle drei Medianwerte unterhalb der o.g. pathologischen Serumkonzentration.

50— 1250 *
*
40— 1000 *
* o
30— 750 °
20— 500
10— ! 250
0 0
I I I I I I
EPO [mIU/mI] EPO [mIU/mI] EPO [mIU/mI] VEGF [pg/ml] VEGF [pg/ml] VEGF pg/ml]
Beginn Mitte Ende Beginn Mitte Ende
Abb.5: EPO-Konzentrationen Abb.6: VEGF-Konzentrationen

Die Interferon-y Konzentrationen zeigten keine groen Abweichungen wihrend der Therapie,
die Mediankonzentrationen waren zu Therapiebeginn und Therapieende nahezu gleich. Bei
IL-1B hingegen war eine stetige Abnahme der Mediankonzentrationen von 1,4 pg/ml auf 1,0

pg/ml am Therapieende zu eruieren.
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Beginn Mitte Ende Beginn Mitte Ende
Abb.7: IFN-Konzentrationen Abb. 8: IL-1B-Konzentrationen

Sowohl bei den TNF-a-als auch den MMP-Serumkonzentrationen zeigte sich ein Abfall der
Werte wihrend der Therapiezeit. Fiir TNF-a betrug der Median zu Therapiebeginn 7,0 pg/ml
und zu Therapieende 5,2 pg/ml. Der Median von MMP-9 fiel von 6,4 ng/ml auf 3,05 ng/ml.
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o
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T I I I I I
TNF [pg/ml] TNF [pg/ml] TNF [pg/ml] MMP [ng/mI]MMP [ng/mI]MMP [ng/ml]
Beginn Mitte Ende Beginn Mitte Ende
Abb.9: TNF-Konzentrationen Abb.10: MMP-Konzentrationen

Bei IL-6 stellt sich ein Anstieg der Serumkonzentration von 5,43 pg/ml zu Therapiebeginn
tiber 5,9 pg/ml in Therapiemitte bis zu 14,2 pg/ml zu Therapieende dar. Fiir IL-8 lagen die
Mediankonzentrationen bei 14,0 pg/ml am Therapiebeginn, 12,55 pg/ml in Therapiemitte und
13,55 pg/ml am Therapieende.
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Abb.11: IL-6 Konzentrationen Abb.12: IL-8 Konzentrationen

3.2 CRP-, Hb-, Leuk.-, Thrombozytenkonzentrationen

Die Konzentrationen der o. g. Parameter fiir alle drei Messzeitpunkte (Mittelwert mit
Standardfehler, Median) sind dem Tabellenanhang zu entnehmen. Der Werteverlauf fiir das
Gesamtkollektiv ist in den folgenden Abbildungen graphisch dargestellt. Der
Normwertbereich liegt fiir CRP bei < 5 mg/l, fiir Hb zwischen 8,3 mmol/l und 10,5 mmol/l
(weiblich 7,4 mmol/l bis 9,9 mmol/l), fiir die Leukozyten zwischen 3,8 gpt/l und 10,5 gpt/l
und fiir die Thrombozyten zwischen 140 gpt/l und 345 gpt/I.
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Abb.13: CRP-Konzentrationen Abb.14: Hb-Konzentrationen

Die CRP-Mediankonzentration stieg von 13,7 mg/l zu Therapiebeginn auf 20,25 mg/l in

Therapiemitte. Am Ende der Behandlung war dann ein Abfall auf 14,3 mg/l zu eruieren. Die
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Hb-Mediankonzentrationen  zeigten nur  geringe Abweichungen  wihrend des
Behandlungszeitraums. Die Werte betrugen 7,35 mmol/l am Therapiebeginn, 7,2 mmol/l in
Therapiemitte und 7,3 mmol/l am Therapieende.

Sowohl die Leukozyten- als auch die Thrombozytenkonzentrationen fielen wihrend der
Therapie ab. Die Leukozytenkonzentration sank von einem Median von 7 gpt/l auf 4,1 gpt/l,

fiir die Thrombozyten ergaben sich Werte von 288 gpt/l zu Therapiebeginn und 199 gpt/l am

Therapieende.
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Abb.15: Leukozyten-Konzentrationen Abb.16: Thrombozyten-Konzentrationen
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3.3 Uberleben

3.3.1 Einfluss der Zytokinkonzentrationen auf das Uberleben nach Kaplan-Meier (fiir

das Gesamtkollektiv)

Die Auswertung des Einflusses der Zytokinkonzentrationen auf das Uberleben erfolgte nach
Kaplan-Meier. Bei den Analysen der Zytokine bzw. der weiteren Parameter (Hb, CRP)
wurden jeweils Kategorien gebildet, die sich auf den Medianwert bzw., soweit vorhanden, auf
einen Normalwert bezogen. Die p-Werte beziehen sich auf die ,,log rank*.

Zwischen den beiden Diagnosegruppen gab es keinen signifikanten Unterscheid hinsichtlich

des Uberlebens (p = 0,42). Dies galt auch fiir den Vergleich der Geschlechter (p = 0,3).

Einen signifikanten Uberlebensvorteil hatten Patienten mit niedrigen CRP-Konzentrationen
zu Therapiebeginn und am Therapieende (p = 0,002 zu Therapiebeginn und 0,02 am
Therapieende). Zu Therapiemitte zeigte sich ebenfalls, wenn auch statistisch nicht
signifikant, eine Tendenz zu einem Uberlebensvorteil fiir Patienten mit niedrigen CRP-

Konzentrationen (p = 0,1). Abb.17 stellt den Zusammenhang zu Therapieanfang graphisch
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Abb. 17: Uberlebenskurven in Abhiingigkeit vom CRP zu Therapiebeginn (p = 0,002)

Ebenso hatten Patienten mit hohen VEGF-Konzentrationen zu Therapiebeginn eine

signifikant schlechtere Prognose (p = 0,05), insbesondere auch bei Beriicksichtigung
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pathologischer VEGF-Serumkonzentrationen von > 707pg/ml (p = 0,022), Abb. 18. Gleiches
galt fiir hohe IL-6- und IL-8-Konzentrationen . Die p-Werte betrugen 0,013 fiir IL-6 und
0,024 fiir IL-8. Fiir allen anderen untersuchten Parameter konnten keine Signifikanzen

nachgewiesen werden.

Zu Therapiemitte konnte ebenfalls fiir Patienten mit hohen IL-6-Serumspiegeln eine
signifikant schlechtere Prognose ermittelt werden (p = 0,013), zu Therapieende traf dies nur

fiir das CRP zu (p = 0,02).
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Abb. 18: Uberleben in Abhéingigkeit von VEGF zu Therapiebeginn (p = 0,022)

3.3.2 Einfluss der Zytokinkonzentrationen auf das Uberleben nach Kaplan-Meier fiir

die Patienten mit gyniikologischen Tumore

Bei den gynékologischen Tumoren hatten diejenigen Patientinnen mit hohen Konzentrationen
der folgenden Zytokine zu Therapiebeginn eine signifikant schlechtere Prognose: CRP (p =
0,028), TNF-a (p = 0,032) und MMP-9 (p = 0,04). Zu Therapiemitte galt dies fiir [L-6 (p =
0,043). Patientinnen mit hohen Konzentrationen an IFN-y zu Therapiemitte hatten
demgegeniiber eine signifikant bessere Prognose (p = 0,044), weitere Signifikanzen,

insbesondere zu Therapieende, ergaben sich nicht.
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3.3.3 Einfluss der Zytokinkonzentrationen auf das Uberleben nach Kaplan-Meier fiir

die Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren

Bei den Kopf-Hals-Tumoren ergab sich nur ein signifikanter Uberlebensvorteil fiir Patienten
mit niedrigen CRP-Serumkonzentrationen zu Therapiebeginn (p = 0,05), fiir alle anderen
Parameter ergaben sich keine Signifikanzen hinsichtlich des Uberlebens. Ein tendenziell
schlechteres Uberleben konnte auch fiir Patienten mit hohen IL-6-Serumkonzentrationen zu

Therapiebeginn und zu Therapiemitte eruiert werden.

3.3.4 Multivariate Analyse (Cox-Regression)

In der durchgefiihrten multivariaten Analyse (Cox-Regression) konnte im Vergleich der bei
der univariaten Analyse signifikanten Parameter (CRP, VEGF, IL-6, IL-8) lediglich fiir das
CRP ein signifikanter Prognosevorteil nachgewiesen werden (p = 0,03). Alle anderen
Faktoren erbrachten keine signifikanten Ergebnisse.

Bei der Subgruppenanalyse ergaben sich in der multivariaten Analyse keine signifikanten

Ergebnisse.
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3.4 Zytokinnetzwerk

Bei den unter den Interaktionen angefiihrten Tabellen sind jeweils nur die Parameter
angefiihrt, bei denen wenigstens zu einem Messzeitpunkt Signifikanzen bestanden. Parameter

bei denen keine Signifikanzen eruiert werden konnten sind nicht dargestellt.

3.4.1 Erythropoetin

a) Interaktionen zwischen EPO und CRP
Zwischen den jeweiligen Werten von Erythropoetin und CRP ergaben sich keine
signifikanten Korrelationen, dies bezieht sich auch auf den Vergleich der Medianwerte und

gilt jeweils fiir alle drei Messzeitpunkte.

b) Interaktionen von EPO und Himoglobin

Es ergaben sich signifikante Korrelationen zwischen dem medianen EPO-Wert zu
Therapiebeginn und dem Hb-Wert zu Therapiebeginn. Das Signifikanzniveau lag bei einem
p-Wert von 0,04. Insbesondere andmische Patienten (der cut-off fiir Andmie wurde bei einem
Hb-Wert von 6,8 mmol/l gesetzt, da Angaben in der Literatur eine signifikant schlechtere
Tumoroxygenierung unterhalb dieser Serumkonzentration vermuten lassen, d. h. als
andmische Patienten werden im Folgenden solche mit einem Hb-Wert < 6,8 mmol/l
bezeichnet) hatten signifikant hohere EPO-Serumkonzentrationen zu allen drei

Messzeitpunkten. Die p-Werte lagen hier jeweils bei < 0,001.

¢) Interaktionen zu den iibrigen Zytokinen und Parametern

Auffillig war eine signifikante Korrelation (p = 0,042) zwischen dem EPO-Medianwert am
Therapieende und dem Thrombozytenwert. Patienten mit einem niedrigen EPO-Wert am
Therapieende hatten einen signifikant hoheren Thrombozytenwert, eine prognostische

Relevanz ergab sich hieraus jedoch nicht.
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Tab. 2: Interaktionen von EPO fiir das Gesamtkollektiv (k = nur kategorial signifikant)

EPO Hb TRCS Anédmie

Therapiestart p=0,04k p=0,83 p < 0,001
Therapiemitte p=0,2 p=0,77 p < 0,001
Therapieende p=043 p=0,042 k p < 0,001

d) Interaktionen von EPO getrennt nach Diagnosegruppen

Gynikologische Tumore:

Bei den 22 untersuchten gynikologischen Patientinnen ergaben sich zu Therapiebeginn
signifikante Korrelationen zum Hidmoglobin (jedoch nur fiir andmische Patienten) und zum
TNF-a. So war ein signifikant hoherer EPO-Wert fiir andmische Patientinnen feststellbar (p =
0.006), weiterhin hatten solche Patientinnen mit einem hohen EPO-Wert hohere TNFo-Werte
(p = 0,032). Bei Therapiemitte konnten keine signifikanten Korrelationen nachgewiesen
werden.

Zu Therapieende hatten andmische Patientinnen erneut einen signifikant hoheren EPO-Wert
(p= 0,009), ferner konnten fiir Patientinnen mit EPO-Werten unterhalb des ermittelten
Medians hohere Thrombozytenwerte nachgewiesen werden (p = 0,039). Auffillig waren
ebenso signifikant hohere IL-8-Werte fiir Patientinnen mit niedrigen EPO-

Serumkonzentrationen (p = 0,041).

Tab. 3: Interaktionen von EPO fiir die gyniikologischen Tumore (k = nur kategorial signifikant)

EPO Hb TRCS TNF IL-8 Animie

Therapiebeginn | p=0,1 p=0,36 p=0,032 | p=0,47 p = 0,006 k

Therapiemitte | p=0,23 | p=0,09 p=0,61 |p=0,75 p=0,1

Therapieende p=0,31 p=0,039% [p=047 |p=0,041 | p=0,009

Kopf-Hals-Tumore:

Bei den 30 untersuchten Kopf-Hals Tumoren ergaben sich zu Therapiebeginn signifikante
Korrelationen zum Hidmoglobin, zur Thrombozytenzahl, zum Tumorstadium und zum VEGF.
Es zeigten sich fiir Kopf-Hals-Patienten mit niedrigen EPO-Werten signifikant hohere, d.h.
oberhalb des Medians gelegene, Thrombozytenzahlen (p = 0,048) und Hiamoglobinwerte (p =
0,047). Weiterhin feststellbar waren fiir Patienten mit EPO-Werten oberhalb des ermittelten
Medians ein hoheres Tumorstadium (p = 0,017) sowie hohere VEGF-Werte (p = 0,023).
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Zu Therapiemitte lieen sich keine signifikanten Korrelationen ermitteln.

Zu Therapieende ergab sich eine signifikante Korrelation zwischen IL-8 und EPO. Patienten

mit hohen EPO-Werten hatten signifikant hohere Werte von IL-8 (p = 0,001).

Tab. 4: Interaktionen von EPO fiir die Kopf-Hals Tumore (k = nur kategorial signifikant)

EPO Hb TRCS VEGF IL-8 Stadium
Therapieb. p=0,047k p = 0,048k p=0,023 k p=0,43 p=0,017k
Therapiem. p=041 p=0,76 p=0,2 p=0,56 p=0,18
Therapieende | p=0,71 p=0,51 p=0,64 p =0,001 p=0,26
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34.2 VEGF

a) Interaktionen von VEGF und CRP

Es zeigte sich zu Therapiebeginn eine signifikante Korrelation zwischen VEGF und CRP.
Patienten mit erhohten CRP-Werten hatten deutlich hohere VEGF-Werte (p = 0,001). Dies ist
in Abb.19 dargestellt. Bei Therapiemitte sowie bei Therapieende konnten hingegen keine

signifikanten Korrelationen nachgewiesen werden.
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Abb. 19: Interaktion von VEGF zu CRP zu Therapiebeginn (p= 0,001)

b) Interaktion von VEGF und Himoglobin

Zu Therapiebeginn zeigten sich signifikante Korrelationen zwischen dem Hamoglobin bzw.
VEGEF. Patienten mit niedrigem Hb-Wert hatten signifikante hohere VEGF-Konzentrationen
im Serum (p = 0,004). Zu Therapiemitte und zu Therapieende konnten hingegen keine

Signifikanzen mehr nachgewiesen werden.

¢) Interaktionen von VEGF zu den iibrigen Zytokinen und Parametern

Zu Therapiebeginn ergaben sich signifikante Korrelationen zum Tumorstadium, zur
Thrombozytenzahl und Leukozytenzahl, zum TNF-o, MMP-9 und IL-6. Patienten im Stadium
IV hatten signifikant hohere VEGF-Werte im Serum (p = 0,002). Des Weiteren ergaben sich
signifikante Zusammenhénge in gleicher Weise zwischen VEGF und der Leukozyten- bzw.
Thrombozytenzahl. Hohe Leukozyten- und Thrombozytenzahlen zogen hohe VEGF-Werte
nach sich (p-Wert jeweils < 0,001). Dies galt auch fiir TNF-a, MMP-9 und IL-6. Hohe
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VEGF-Serumwerte gingen mit signifikant hoheren Serumkonzentrationen der vorgenannten
Parameter einher. Der p-Wert betrug fiir TNF-o 0,001, fir MMP-9 < 0,001 und fiir IL-6
0,021. Die Korrelation zwischen VEGF und MMP-9 ist in Abb. 20 graphisch dargestellt.
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Abb. 20: VEGF-Serumkonzentration und MMP-9-Serumkonzentration zu Therapiebeginn
(p <0,001)

Bei Therapiemitte konnten weiterhin signifikante Korrelationen zur Leukozyten- bzw.
Thrombozytenzahl und zum MMP-9 ermittelt werden, dabei kam es zu gleichen
Verhiltnissen zwischen den jeweiligen Parametern und VEGF wie bei Therapiebeginn. Die p-
Werte betrugen 0,002 fiir die Leukozytenzahl, <0,0001 fiir die Thrombozyten und 0,004 fiir
MMP-9. Ebenfalls hatten diejenigen Patienten mit schlechtem therapeutischem Response (,,no
change®, Progress) signifikant hohere VEGF-Serumkonzentrationen (p<0,001). Auch
hinsichtlich des Uberlebens war ein Unterschied feststellbar: Patienten mit hohem VEGF-
Spiegel im Serum hatten eine signifikant schlechtere Prognose (p = 0,044), s.Abb.21.

29



1200
10001
8001
m
600 -
4001
ui]
E 1
o 200 1
&
L
@
> 0

N= 20 11
lebt tot

Abb. 21: Prognose in Abhiingigkeit der VEGF-Konzentration zu Therapiemitte (p = 0,044)

Zu Therapieende bestand weiterhin eine signifikante Korrelation zum MMP-9 (p = 0,038).
Ebenso hatten Patienten mit hohen Konzentrationen von IL-18 und IL-6 signifikant hohere
VEGF-Werte (p-Werte: 0,018, 0,04). Dies galt auch fiir solche mit 1L-8 Konzentrationen
oberhalb des Medians (p = 0,037). Hohe VEGF-Serumspiegel korrelierten auch hier mit einer
signifikant schlechteren Prognose (p = 0,024).
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Tab. 5: Interaktionen von VEGF fiir das Gesamtkollektiv (p-Werte angegeben; k = nur kategorial

signifikant)

VEGF | CRP Hb TRCS LKCS TNF | MMP IL-18 IL-6
Beg. 0,001 0,004 <0,001 | <0,001 | 0,001 |<0,001 | 0,43 0,021k
Mitte 0,13 0,12 < 0,001 | 0,002 0,57 | 0,004 0,09 0,08
Ende 0,18 0,056 0,36 0,91 0,88 | 0,038 0,018 0,04
IL-8 Prognose Stadium Befund (Ende)

0,14 0,62 0,002 0,73

0,2 0,044 0,07 < 0,001 k

0,037k 0,024 0,1 0,89

d) Interaktionen von VEGF getrennt nach Diagnosegruppen

Gynikologische Tumore:

Bei den 22 ausgewerteten gynikologischen Fillen zeigten sich zu Therapiebeginn
signifikante Korrelationen zum Tumorstadium, zur Leukozyten- bzw. Thrombozytenzahl,
zum CRP, MMP-9 und Interleukin 6. Insbesondere fiir das Stadium IV konnten signifikant
hohere VEGF-Konzentrationen nachgewiesen werden (p = 0,014). Ebenso ergaben sich fiir
die untersuchten Parameter Leukozyten- bzw. Thrombozytenzahl, CRP, MMP-9 sowie IL-6
signifikant hohere Serum-VEGF-Konzentrationen bei hohen Serumkonzentrationen. Der p-
Wert betrigt fiir die Leukozyten <0,001, fiir die Thrombozyten 0,001, fiir das CRP 0,001, fiir
MMP-9 0,001 und 0,04 fiir IL-6.

Zu Therapiemitte ergaben sich, wie bereits zu Therapiebeginn, signifikante Korrelationen
zur Leukozytenzahl- bzw. Thrombozytenzahl und zum IL-6. Die p-Werte betragen 0,004
(Leukozyten), <0,001 (Thrombozyten) und 0,001 (IL-6). Weiterhin ergab sich hier eine
signifikante Korrelation beziiglich des Uberlebens. Diejenigen Patienten, die im Verlauf an
dem Tumorleiden verstarben, hatten signifikant hohere VEGF-Konzentrationen im Serum (p
=0,029).

Bei Therapieende konnten ebenso Signifikanzen zur Thrombozytenzahl und zu MMP-9
nachgewiesen werden. Die p-Werte betrugen 0,003 bzw. 0,029. Neu hinzu kamen signifikante
Korrelationen zu IL-8 und IL-18. Patientinnen mit hoheren Konzentrationen von IL-18 im
Serum hatten hohere Konzentrationen von VEGF (p = 0,001), ebenso Patientinnen mit MMP-
9 Konzentrationen, die oberhalb des Medians lagen. Fiir IL-8 resultierte ein signifikanter

Zusammenhang fiir Patientinnen mit IL-8-Serumkonzentrationen oberhalb des Medianwertes,
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diese hatten hohere VEGF-Werte (p = 0,03).

Tab. 6: Interaktionen von VEGF fiir die gyniikologischen Tumore (p-Werte angegeben; k = nur

kategorial signifikant)

VEGF | CRP Hb LKCS TRCS | MMP | IL-6 IL-8 IL-18 | Stadium | Prognose
Beginn | <0,001 0,44 <0,001 | 0,001 <0,001 | 0,04k | 0,86 0,8 0,014 0,3

Mitte 0,076 0,43 0,004 <0,001 | 0,086 0,001 0,094 | 0,36 0,12 0,029
Ende 0,88 0,67 0,47 0,003 0,029 0,68 0,03k | 0,001 0,17 0,07
Kopf-Hals Tumore:

Bei den 28 HNO-Tumoren lieBen sich zu Therapiebeginn signifikante Korrelationen zum
Héamoglobin (p = 0,002), zur Thrombozytenzahl (p < 0,001), zum CRP (p = 0,029), MMP-9
(p = 0,028) und zum Tumorstadium (p = 0,041) nachweisen. Die Zusammenhénge zwischen
den jeweiligen Parametern und VEGF blieben dabei wie bereits fiir das gesamte
Patientenkollektiv zu Therapiebeginn beschrieben. Patienten im Stadium IV hatten signifikant
hohere Serum-VEGF-Spiegel.

Zur Therapiemitte (16 Patienten) konnten signifikante Korrelationen zur Thrombozytenzahl
(p<0,001) und zu MMP-9 (p = 0,032) nachgewiesen werden. Gleichfalls hatten auch hier
Patienten mit fortgeschrittenen Tumoren signifikant hohere VEGF-Spiegel (p = 0,037).

Bei Therapieende (9 Patienten) bestanden signifikant hohere VEGF-Serumspiegel fiir
Patienten mit hohen Konzentrationen an IL-6 (p = 0,008) oder niedrigen Hb-Werten (p =
0,023).

Tab.7: Interaktionen von VEGF fiir Kopf-Hals-Tumore (p-Werte angegeben; k = nur kategorial

signifikant)

VEGF CRP Hb LKCS TRCS TNF MMP IL-6 Stadium
Beginn | 0,029k | 0,002 0,075 <0,001 | 0,072 0,028k 0,65 0,04
Mitte 0,59 0,16 0,21 <0,001 | 0,38 0,032 0,93 0,037 k
Ende 0,44 0,023 0,95 0,79 0,63 0,18 0,008 0,23
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3.4.3 IFN-y

a) Interaktionen von IFN-y und CRP
Bei Patienten mit CRP-Werten > 5 mg/l konnten signifikant niedrigere IFN-y nachgewiesen
werden (p = 0,023). Dies lie3 sich sowohl zu Therapiebeginn als auch zu Therapiemitte (p

=0,021) beobachten. Bei Therapieende konnten keine Signifikanzen mehr gezeigt werden.

b) Interaktionen von IFN-y und Hiamoglobin
Bei Therapiemitte hatten Patienten mit einem Hadmoglobinwert oberhalb von 6,8 mmol/l
signifikant hohere IFN-y Werte (p = 0,028). Zu Therapiebeginn und zu Therapieende traten

keine signifikanten Korrelationen auf.

¢) Weitere Interaktionen von IFN-y

Zu Therapiebeginn konnte eine hochsignifikante Korrelation (p <0,001) zwischen IFN-y und
TNF-a gezeigt werden. Patienten mit IFN-y Konzentrationen oberhalb des Medians 4,5 pg/ml
hatten deutlich niedrigere Konzentrationen von TNF-a im Serum, der p-Wert betrdagt 0,003.
Dies ist in Abb.22 graphisch dargestellt. Weitere Beziehungen konnten nicht nachgewiesen

werden.

TNF[pg/ml]

<45 >4.5

IFN[pg/ml]
Abb. 22: Interaktion von IFN und TNF zu Therapiebeginn (p = 0,003)
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Zu Therapiemitte konnte in gleicher Weise wie zu Therapiebeginn eine signifikante
Korrelation zum TNF-a ermittelt werden (p = 0,017). Weitere Korrelationen traten, ebenso
wie zu Behandlungsbeginn, nicht auf.

Zu Therapieende konnte keine signifikante Korrelation nachgewiesen werden.

Tab. 8: Interaktionen von IFN-y fiir das Gesamtkollektiv

IFN-y CRP Hb TNF
Therapiebeginn p=0,023k p=0,28 p =0,003
Therapiemitte p=0,021 k p=0,028 k p=0,017
Therapieende p=0,94 p=0,76 p=0,52

d) Interaktionen von IFN-y getrennt nach Diagnosegruppen

Gynikologische Tumore:

22 Patienten mit gyndkologischen Tumoren wurden zu Therapiebeginn untersucht. Es
zeigten sich hier signifikante Korrelationen zur Leukozytenzahl (p = 0,032) , zu VEGF (p =
0,024), zu TNF-a (p < 0,001) und zu MMP-9 (p = 0,009). Patientinnen mit hohen
Konzentrationen der vorgenannten Parameter wiesen signifikant niedrigere Werte fiir IFN-y
auf.

Bei Therapiemitte (15 Patientinnen untersucht) bestand nur noch eine signifikante
Korrelation zu TNF-a (p = 0,001), auch hier hatten Patientinnen mit Serumkonzentrationen
fiir TNF-o oberhalb des Medians niedrigere Serumkonzentrationen fiir IFN-y.

Am Therapieende (8 ausgewertete Fille) traten keine signifikanten Korrelationen mehr auf.

Tab. 9: Interaktionen von IFN-y fiir die gyniikologischen Tumore (k = nur kategorial signifikant)

IFN-y LKCS VEGF TNF MMP
Therapiebeginn p=0,032 p=0,024 p < 0,001 p = 0,009
Therapiemitte p=0,62 p=0,62 p=0,001 k p =0,66
Therapieende p=043 p=0,84 p=0,97 p=0,78
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Kopf-Hals-Tumore:

Bei Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren (28 Patienten) traten zu Therapiebeginn signifikante
Korrelationen zum CRP und zu TNF-a auf. Patienten mit pathologisch erhohten
Serumkonzentrationen von CRP (CRP > 5mg/l) sowie TNF-a-Werten oberhalb des Medians
hatten signifikant niedrigere IFN-y-Werte. Die p-Werte betragen 0,024 sowie 0,02.
Ausserdem konnten bei denjenigen Patienten, die nach Ende der Therapie ein Rezidiv bzw.
einen Tumorprogress entwickelten, signifikant hohere Konzentrationen an IFN-y
nachgewiesen werden als bei denen in kompletter Remission (p = 0,044).

Zu Therapiemitte (16 Patienten) konnte bei Patienten mit hohen (oberhalb des Medians)
TNF-a-Werten ebenfalls signifikant niedrigere IFN-y- Konzentrationen festgestellt werden (p
= (0,027). Gleichfalls hatten Patienten mit im weiteren Verlauf progredientem Tumorleiden (d.
h. lokaler Progress oder Fernmetastasen) signifikant hohere IFN-y Konzentrationen (p =
0,038) im Serum.

Bei Therapieende (9 Patienten) bestand eine signifikante Korrelation zwischen IFN-y und
MMP-9. Patienten mit IFN-y Konzentrationen oberhalb des Medians hatten signifikant

niedrigere Konzentrationen von MMP-9 (p = 0,01). Weitere Signifikanzen zeigten sich nicht.

Tab. 10: Interaktionen von IFN-v fiir Kopf-Hals-Tumore (k = nur kategorial signifikant)

IFN-y CRP TNF MMP Befund

(Kontrollzeit)
Therapiebeginn p=0,024 k p=0,02k p=0,94 p=0,044
Therapiemitte p=0,71 p=0,027 k p=0,66 p=0,038
Therapieende p=0,91 p =0,062 p=0,01k p=0,71
344 IL-18

a) Interaktionen von IL-16 und CRP

Zu Therapiebeginn konnte eine signifikante Korrelation fiir diejenigen Patienten
nachgewiesen werden, deren CRP-Konzentration > Smg/I lag. Diese hatten signifikant hohere
IL-18 Konzentrationen im Serum (p = 0,009), d.h. die Serumkonzentrationen lagen oberhalb
des Medianwertes fiir IL-18.

Zu Therapiemitte konnte dann ein genereller signifikanter Zusammenhang festgestellt
werden: Patienten mit hohen CRP-Konzentrationen besaen signifikant hohere IL-18

Konzentrationen im Serum (p = 0,001).
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Zu Therapieende bestand dieser Zusammenhang nicht mehr.

b) Interaktionen von IL-18 und Hédmoglobin
Hinsichtlich des Hb-Wertes lieBen sich zu keinem der drei Messzeitpunkte signifikante

Korrelationen zu IL-1B nachweisen.

c) Weitere Interaktionen von IL-18

Zu Therapiebeginn bestand eine signifikante Korrelation zu TNF-a (p = 0,012) sowie IL-6
(p = 0,049). Patienten mit hohen Serumkonzentrationen an diesen beiden Zytokinen hatten
signifikant hohere IL-1B3- Werte.

Zu Therapiemitte konnte ebenfalls eine signifikante Korrelation zu TNF-a (p <0,001) und
IL-6 (0,031) nachgewiesen werden, weiterhin hatten Patienten mit einer Konzentration von
IL-8, die oberhalb des Medians lag, signifikant hohere IL-13- Konzentrationen (p = 0,036).
Bei Therapieende hatten Patienten mit hoheren = Thrombozytenzahlen und VEGF-
Serumkonzentrationen signifikant hohere Konzentrationen an IL-18. Die p-Werte betrugen

0,011 bzw. 0,018. Ebenso hatten Patienten mit hoheren IL-18- Werten eine schlechtere
Prognose hinsichtlich des Uberlebens (p = 0,019).

Tab. 11: Interaktionen von IL-18 fiir das Gesamtkollektiv (p-Werte angegeben; k = nur kategorial

signifikant)

IL-18 CRP TRCS VEGF TNF IL-6 IL-8 Prognose
Beginn 0,009 k 0,52 0,43 0,012 0,049 0,23 0,51
Mitte 0,001 0,15 0,09 < 0,001 0,031 0,036 k 0,07
Ende 0,97 0,011k 0,018 0,59 0,86 0,74 0,019
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d) Interaktionen von IL-18 getrennt nach Diagnosegruppen

Gynikologische Tumore:

22 Patientinnen wurden zu Therapiebeginn untersucht. Signifikante Korrelationen ergaben
sich zu EPO, IL-8 sowie CRP. Patientinnen mit hohen Konzentrationen an IL-18 hatten
ebenfalls signifikant hohere Konzentrationen an IL-8 im Serum. Ebenso galt das fiir
Patientinnen mit CRP-Konzentrationen oberhalb des Medians (p-Wert fiir IL-8 = 0,025, fiir
CRP 0,019). Fir EPO galt folgende Beziehung: Hohe Konzentrationen an EPO zogen
niedrigere Konzentrationen an IL-18 nach sich (p = 0,022).

Bei Therapiemitte konnten 15 Fille ausgewertet werden. Patientinnen mit hohen Werten fiir
Leukozyten, CRP sowie TNF-a hatten signifikant hohere Serumkonzentrationen fiir IL-18.
Die p-Werte betragen 0,045, 0,015 sowie 0,006. Ebenso gingen IL-6- bzw. IL-8- Werte
oberhalb des Medians mit signifikant hoheren IL-1B-Konzentrationen einher (p = 0,045 fiir
IL-6 und 0,011 fiir IL-8).

Zu Therapieende konnten insgesamt 9 Fille ausgewertet werden. Patienten mit hohen
Werten fiir VEGF, MMP-9 sowie einer hohen Thrombozytenzahl hatten signifikant hohere
Serumspiegel fiir IL-1B. Die p-Werte betragen fiir VEGF 0,001, fiir MMP-9 0,025 sowie fiir
die Thrombozytenzahl 0,004. Gleichfalls lag fiir diejenigen Patientinnen mit einem IL-8-
Wert oberhalb des Medians der IL-18 signifikant hoher (p = 0,02).

Tab. 12: Interaktionen von IL-18 fiir die gynikologischen Tumore (p-Werte angegeben.; k = nur

kategorial signifikant)

IL-18 | CRP TRCS | LKCS | EPO VEGF | MMP TNF IL-6 IL-8

Beginn | 0,019k | 0,54 0,63 0,022 0,8 0,33 0,052 0,31 0,025

Mitte 0,015 0,31 0,045 0,75 0,36 0,28 0,006 0,045k | 0,011k

Ende 0,79 0,004 0,74 0,75 0,001 0,025 0,34 0,91 0,02k

Kopf-Hals-Tumore:

Insgesamt 28 Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren wurden zu Therapiebeginn untersucht.
Signifikanzen zeigten sich hier hinsichtlich CRP, TNF-a sowie IL-6. Patienten mit einem
CRP-Wert > 5 mg/l hatten signifikant hohere Konzentrationen an IL-18 im Serum (p =
0,038), ebenso Patienten mit einer TNF-a Konzentration oberhalb des Medians (p = 0,03).
Die gleiche Beziehung ergab sich zu IL-6 (p = 0,039).

Zu Therapiemitte wurden 16 Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren untersucht. Patienten mit
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hohen Werten fiir CRP und TNF-a hatten signifikant hohere Serumkonzentrationen an IL-18
(p-Werte 0,042 fiir CRP und 0,03 fiir TNF-a. Gleichfalls hatten Patienten mit einer
kompletten Remission am Therapieende signifikant geringere IL-18 Serumspiegel (p=0,028).
Zu Therapieende wurden 9 Patienten untersucht. Patienten mit einer EPO-
Serumkonzentration oberhalb des Medians hatten signifikant niedrigere IL-183-

Konzentrationen (p = 0,01), andere Signifikanzen waren nicht eruierbar.

Tab.13: Interaktionen von IL-18 fiir die Kopf-Hals-Tumore (p-Werte angegeben; k = nur
kategorial signifikant )

IL-18 CRP EPO TNF IL-6 Befund (Ende)
Beginn 0,038 k 0,32 0,03 k 0,039 0.2

Mitte 0,042 0.8 0,03 0,17 0,028

Ende 0,24 0,01k 0,91 0,39 0,39

3.4.5 TNF-a

a) Interaktionen von TNF-a und CRP

Zu Therapiebeginn konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen TNF-o und CRP
gezeigt werden. Patienten mit hohen TNF-o Werten besallen signifikant hohere CRP-
Konzentrationen im Serum (p=0,019). Fiir die Patientengruppe, welche CRP-Konzentrationen
oberhalb von Smg/] hatte ergibt sich ein p-Wert von 0,009.

Zu Therapiemitte bestand dieser Zusammenhang weiterhin (p = 0,016), nicht jedoch zu

Therapieende.

b) Interaktionen von TNF-a und Himoglobin

Patienten mit einem Hb-Wert oberhalb des Medians bzw. oberhalb von 6,8 mmol/l zu
Therapiebeginn hatten signifikant niedrigere Konzentrationen an TNF-o, die p-Werte
betrugen 0,025 bzw. 0,011.

Zu Therapiemitte bzw. Therapieende liel3en sich keine Signifikanzen mehr nachweisen.
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¢) Weitere Interaktionen von TNF-a

Zu Therapiebeginn ergaben sich Korrelationen zur Leukozytenzahl, zu VEGF, IL-18, MMP-
9, IFN-y, zur Histologie und zum Grading. Patienten mit hohen Konzentrationen an TNF-a im
Serum hatten signifikant hohere Konzentrationen der Zytokine VEGF, IL-138 und MMP-9.
Die p-Werte betrugen 0,001 fiir VEGF, 0,012 fiir IL-18 und < 0,001 fiir MMP-9. Ebenso galt
dieser Zusammenhang fiir die Leukozytenzahl (p = 0,002). Fir INF-y ergab sich ein
gegensitzlicher Zusammenhang. Patienten mit hohen Werten fiir IFN-y hatten signifikant
niedrigere Konzentrationen an TNF-a im Serum (p = 0,003).

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Patienten mit schlecht differenzierten Tumoren (G3)
eine signifikant hohere Konzentration von TNF-o im Serum aufwiesen (0,001). Gleichfalls
hatten Patienten mit Adenokarzinomen hohere Werte fiir TNF-o als Patienten mit
Plattenepithelkarzinomen (p = 0,006).

Zu Therapiemitte konnte eine signifikante Korrelation zu IL-18 und IL-6 gezeigt werden.
Patienten mit hohen Konzentrationen an IL-18 und IL-6 hatten signifikant hohere
Konzentrationen an TNF-a (p< 0,001 und 0,032) im Serum. Fiir das Grading konnte ein
gleicher Zusammenhang wie zu Therapiebeginn hergestellt werden (p = 0,017), ebenso zu
IFN-y (p < 0,001).

Zu Therapieende hatten Patienten mit G3-Tumoren ebenfalls signifikant hohere
Konzentrationen an TNF-o im Serum (p = 0,002), gleichfalls hatten Patienten mit TNF-a
Serumkonzentrationen oberhalb des Medians im Kontrollzeitraum signifikant hdufiger einen

Tumorprogress (p = 0,005), s.Abb.23.

39



TNF[pg/ml]

2,4

2,21

2,01

1,8

1,61

1,44

1,2

1,0

7
Progress

Abb. 23: Zusammenhang zwischen TNF-Konzentration und Tumorprogress am Therapieende
(p = 0,005)

Tab.14: Interaktionen von TNF fiir das Gesamtkollektiv (p-Werte angegeben; k = nur kategorial

signifikant)
TNF CRP Hb LKCS VEGF IL-18 IFN MMP
Beginn | 0,019 0,025k | 0,002 0,001 0,012 0,003 < 0,001
Mitte | 0,016 0,09 0,36 0,57 <0,001 |<0,001 |0,35
Ende 0,67 0,38 0,16 0,88 0,59 0,52 0,64
IL-6 Grading Histologie Befund

(Kontrollzeit)
0,31 0,001 0,006 k 0,63
0,032 0,017 0,08 0,69
0,72 0,002 0,17 0,005 k
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d) Interaktionen von TNF-a getrennt nach Diagnosegruppen

Gynikologische Tumore:

22 Patientinnen mit gynidkologischen Tumoren wurden zu Therapiebeginn ausgewertet. Fiir
Patientinnen mit hohen Konzentrationen der folgenden Zytokine zeigten sich signifikant
hohere Werte fiir TNF-a: VEGF (p = 0,002), MMP-9 (p = 0,001). Gleiche Zusammenhinge
ergaben sich zur Leukozytenzahl (p = 0,001) und zum CRP (p = 0,023). Fiir EPO sowie IFN-y
war die Korrelation genau entgegengesetzt (p = 0,032 fiir EPO und <0,001 fiir IFN-y).
Anidmische Patientinnen hatten signifikant hdufiger Konzentrationen an TNF-a oberhalb des
Medians (p = 0,018). Ein hoheres Grading ging auch mit signifikant hoheren TNF-Werten
einher (p = 0,03). Ebenso war bei Patientinnen mit kompletter oder partieller Tumorremission
am Therapieende signifikant hdufiger ein TNF-a-Spiegel unterhalb des Medianwertes am
Therapiebeginn zu eruieren (p = 0,03). Ein signifikanter Uberlebensvorteil ergab sich fiir
diese Gruppe (TNF-a-Konzentration unterhalb des Medians) im weiteren Verlauf (p = 0,047).
Zu Therapiemitte wurden 15 Fille untersucht. Patientinnen mit hohen Hb-Werten oder
Konzentrationen von IFN-y oberhalb des Medians besaen signifikant niedrigere
Serumspiegel fir TNF-o (p = 0,031 fiir Hb und 0,001 fiir IFN-y), hingegen war bei hohen
Konzentrationen an IL-18 (p = 0,006) oder IL-8 (p = 0,046) bzw. oberhalb des Medians
gelegenen IL-6 Werten (p = 0,02) ein signifikant hoherer TNF-o Wert zu verzeichnen.

Bei Therapieende konnten 9 Fille ausgewertet werden. Patientinnen mit hohen Hb-Werten
hatten signifikant niedrigere Spiegel an TNF-a (p = 0,042). Ebenso hatten diejenigen
Patientinnen mit TNF-a Konzentrationen oberhalb des Medians im weiteren Verlauf
signifikant hiufiger einen Tumorprogress (p = 0,01). Hinsichtlich des Uberlebens ergaben

sich keine Signifikanzen.
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Tab.15: Interaktionen von TNF fiir die gynikologischen Tumore (p-Werte angegeben; k = nur

kategorial signifikant)

TNF CRP Hb LKCS | EPO IFN VEGF | MMP | Grading | Befund | Prognose
(Ende)

Beg. 0,023 | 0,018k | 0,001 0,032 | <0,001 | 0,002 0,001 0,03 0,03k | 0,047k

Mitte 0,06 0,031k | 0,12 0,63 0,001k | 0,1 0,12 0,23 0,35 0,07

Ende 0,11 0,042 0,94 0,7 0,06 0,47 0,28 0,21 0,38 0,63

TNF IL-18 IL-6 IL-8 Befund

(Kontrollzeit)

Beg. 0,052 0,42 0,32 0,12

Mitte 0,006 0,02k | 0,046 0,28

Ende 0,34 0,06 0,81 0,01k

Kopf-Hals-Tumore:

28 Kopf-Hals-Tumoren wurden zu Therapiebeginn untersucht. Patienten mit G3-Tumoren
besallen signifikant hohere TNF-o- Konzentrationen (p = 0,025). Dies galt ebenfalls fiir
Patienten mit einem CRP-Wert >5 mg/I (p = 0,02). Patienten mit einer TNF-a-Konzentration
oberhalb des Medians hatten signifikant niedrigere Werte fiir IFN-y (p = 0,02), aber
signifikant hohere Werte fiir IL-18 (p = 0,027).

Zu Therapiemitte wurden 16 Kopf-Hals-Tumoren untersucht. Patienten mit G3-Tumoren
besaBen signifikant hdufiger TNF-a- Werte oberhalb des Medians (p = 0,039). Ebenso gingen
hohe Werte von IL-18 mit hohen Werten an TNF-a einher (p = 0,031). Dagegen traten bei
IFN-y- Werten oberhalb des Medians signifikant niedrigere TNF-o- Konzentrationen auf (p =
0,027).

Zu Therapieende wurden 9 Patienten untersucht. Es zeigte sich eine signifikante Korrelation
zum Grading. Patienten mit G3-Tumoren hatten signifikant hohere TNF-a- Konzentrationen

im Serum (p = 0,01).

Tab.16: Interaktionen von TNF fiir die Kopf-Hals-Tumore (k = nur kategorial signifikant)

TNF CRP IL-18 IFN-y Grading
Therapiebeginn | p=0,02k p=0,027 k p=0,02k p=0,025
Therapiemitte p=0,15 p=0,031 p=0,027 k p=0,039k
Therapieende p=0,42 p=0091 p=0,06 p=0,01

42




3.4.6 MMP-9

a) Interaktionen von MMP-9 und CRP

Zu Therapiebeginn zeigte sich eine hochsignifikante Korrelation zwischen MMP-9 und CRP
(s. Abb.24). Patienten mit hohen Konzentrationen von MMP-9 im Serum besallen auch
deutlich hohere Konzentrationen von CRP (p = 0,001, bei der kategorialen Analyse p =
0,005). Dies lieB sich auch zu Therapiemitte nachweisen, Patienten mit CRP-
Serumkonzentrationen oberhalb des Medians besalen signifikant hohere MMP-9 Werte

(p=0,038), jedoch nicht mehr am Therapieende.

10

MMP-9[ng/ml]
N

<13,7 >13,7

CRP[mg/]

Abb. 24: Interaktion zwischen CRP und MMP-9 zu Therapiebeginn (p = 0,005)

b) Interaktionen von MMP-9 und Himoglobin

Zu Therapiebeginn hatten Patienten mit niedrigen Hb-Werten signifikant hohere
Konzentrationen an MMP-9 (p = 0,014), insbesondere andmische Patienten besalen MMP-9-
Werte, die oberhalb des Medians lagen (p = 0,022). Zu Therapiemitte konnte dies nicht mehr
gezeigt werden, am Therapieende hatten anidmische Patienten jedoch erneut signifikant

hohere MMP-9 Konzentrationen (p = 0,005).
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¢) Weitere Interaktionen von MMP-9

Zu Therapiebeginn konnten signifikante Korrelationen zur Leukozytenzahl (p <0,001), zur
Thrombozytenzahl (p <0,001), zu VEGF (p <0,001) und zu TNF-a (p <0,001) nachgewiesen
werden. Patienten mit hohen Serumkonzentrationen der vorgenannten Parameter hatten
signifikant hchere MMP-9 Konzentrationen.

Zu Therapiemitte zeigten sich die schon zu Therapiebeginn beschriebenen Korrelationen zur
Leukozytenzahl (p = 0,004), zur Thrombozytenzahl (p = 0,021) und zu VEGF (p = 0,004).
Gleichzeitig hatten diejenigen Patienten mit IL-6 und IL-8 Serumkonzentrationen, die
oberhalb des Medians lagen, signifikant hohere Werte fiir MMP-9. Die p-Werte betrugen
0,042 fiir IL-6 und 0,015 fiir IL-8.

Zu Therapieende konnten signifikante Korrelationen zur Leukozytenzahl und zum VEGF

ermittelt werden. Die p-Werte betragen 0,03 bzw. 0,038.

Tab.17: Interaktionen von MMP-9 fiir das Gesamtkollektiv (p-Werte angegeben.; k = nur

kategorial signifikant)

MMP CRP Hb LKCS TRCS VEGF | TNF IL-6 IL-8
Beg. < 0,001 |0,014 <0,001 |<0,001 |<0,001 |<0,001 |0,11 0,7
Mitte 0,038k | 0,21 0,004 0,021 0,004 0,35 0,042k | 0,015k
Ende 0,41 0,005k | 0,03 0,99 0,038 0,64 0,53 0,41

d) Interaktionen von MMP-9 getrennt nach Diagnosegruppen

Gynikologische Tumore:

22 Patienten mit Gynidkologischen Tumoren wurden ausgewertet. Zu Therapiebeginn
konnten signifikante Korrelationen zur Leukozytenzahl (p < 0,001), zur Thrombozytenzahl (p
< 0,001), zum CRP (p < 0,001), z7u VEGF (p < 0,001) und zu TNF-a (p = 0,001)
nachgewiesen werden. Patientinnen mit hohen Konzentrationen dieser Parameter hatten
signifikant hohere Werte fiir MMP-9. Weiterhin zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang
zwischen IFN-y und MMP-9 (p = 0,009). Hier bestand eine umgekehrte Situation.
Patientinnen mit hohen MMP-9- Serumkonzentrationen hatten signifikant niedrigere Werte
fiir IFN-y. Des Weiteren bestand eine schlechtere Prognose fiir Patientinnen mit MMP-9
Konzentrationen oberhalb des Medians.

Zu Therapiemitte (n = 14) zeigten sich Signifikanzen hinsichtlich der Thrombozytenzahl (p
= 0,028) und des CRP (p = 0,014). Gleichzeitig hatten Patientinnen mit IL-6 und IL-8
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Konzentrationen oberhalb des Medians signifikant hhere MMP-9 Serumspiegel (p = 0,034
bzw.0,043). Ebenso hatten Patienten mit hohen MMP-9 Konzentrationen hier ein signifikant
hoheres Risiko (p = 0,013) fiir einen letalen Verlauf der Tumorerkrankung (d.h. lokaler
Tumorprogress oder Fernmetastasierung)

Zu Therapieende konnten 9 Fille ausgewertet werden. Signifikante Korrelationen traten hier
zum VEFG (p = 0,029), zu IL-18 (p = 0,025) und zu IL-8 (p = 0,043) auf. Patienten mit hohen
Serumkonzentrationen an diesen Zytokinen hatten auch signifikant hohere MMP-9-

Serumspiegel.

Tab.18: Interaktionen von MMP-9 fiir die gynikologischen Tumore (p-Werte angegeben; k = nur

kategorial signifikant)

MMP | CRP LKCS | TRCS | VEGF | TNF IFN IL-18 | IL-6 IL-8 Prognose

Beg. 0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | 0,001 | 0,009 |0,33 0,12 0,058 | 0,021 k

Mitte | 0,014 | 0,052 | 0,028 | 0,09 0,12 0,66 0,28 0,034 | 0,043k | 0,013

Ende | 0,21 0,86 0,05 0,029 | 0,28 0,78 0,025 | 0,87 0,043 | 0,25

Kopf-Hals-Tumore:

28 Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren wurden zu Therapiebeginn untersucht. Es traten
signifikante Interaktionen zum Hb (p = 0,038) und zur Leukozytenzahl ( p = 0,004) auf, d.h,
Patienten mit hohen MMP-9- Werten hatten hohere Leukozytenwerte bzw. niedrigere Hb-
Werte. Weiterhin  hatten Patienten mit oberhalb des Medianwertes gelegenen
Serumkonzentrationen fiir MMP-9 signifikant hohere Thrombozytenwerte sowie VEGF-
Konzentrationen (p = 0,029 bzw. 0,028).

Zu Therapiemitte konnten 16 Patienten untersucht werden. Signifikante Interaktionen traten
wiederum zur Leukozytenzahl (p = 0,045) und zum VEGF (p = 0,032) auf. Weiterhin hatten
Patienten mit MMP-9 Serumkonzentrationen oberhalb des Medians signifikant erhohte
Thrombozytenwerte (p = 0,004).

Zu Therapieende wurden 9 HNO-Fille ausgewertet. Andmische Patienten hatten signifikant
hohere MMP-9 Serumkonzentrationen (p < 0,001), Patienten mit oberhalb des Medians
gelegenen IFN-y Werten hatten signifikant niedrigere MMP-9 Serumkonzentrationen (p =
0,01).
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Tab.19: Interaktionen von MMP-9 fiir die Kopf-Hals-Tumore (p-Werte angegeben; k = nur
kategorial signifikant)

MMP Hb LKCS TRCS VEGF IFN
Beginn 0,038 0,004 0,029 k 0,028 k 0,94
Mitte 0,11 0,045 0,004 k 0,032 0,66
Ende <0,001k | 0,1 0,72 0,18 0,01k
3.4.7 IL-6

a) Interaktionen von IL-6 und CRP

Zu Therapiebeginn konnte eine hochsignifikante Korrelation zwischen IL-6 und CRP
ermittelt werden. Patienten mit hohen IL-6 Serumkonzentrationen hatten ebenfalls hohe
Konzentrationen an CRP (p < 0,001). Dies galt ebenso zu Therapiemitte (p < 0,001) sowie
zu Therapieende (p = 0,002).

b) Interaktionen von IL-6 und Himoglobin
Zur Himoglobinkonzentration konnten bei keiner der drei Messzeitpunkte signifikante

Korrelationen aufgezeigt werden.

¢) Weitere Interaktionen von IL-6

Zu Therapiebeginn ergaben sich signifikante Korrelationen zur Leukozytenzahl, zu IL-18, zu
IL-8 sowie zum Uberleben. Patienten mit hohen Konzentrationen der vorgenannten Zytokine
sowie hoherer Leukozytenzahl hatten signifikant hohere Werte fiir IL-6. Die p-Werte
betrugen 0,033, 0,049 und 0,049. Ebenso hatten Patienten mit niedrigeren IL-6
Serumkonzentrationen eine signifikant bessere Prognose hinsichtlich des Uberlebens (p =
0,007).

Zu Therapiemitte hatten diejenigen Patienten mit hohen Serumkonzentrationen von IL-16
sowie TNF-a signifikant hohere IL-6 Werte (p = 0,031 bzw. 0,032), gleichfalls hatten
Patienten mit einer IL-6- Serumkonzentration oberhalb des Medians signifikant hohere IL-8-
Werte (p = 0,021). Eine weitere Korrelation konnte zur Leukozytenzahl eruiert werden (p <
0,001). Patienten mit signifikant niedrigeren Konzentrationen von IL-6 hatten im weiteren
Verlauf einen Uberlebensvorteil (p = 0,001).

Am Therapieende hatten die Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren signifikant hohere

Serumkonzentrationen an IL-6 (p = 0,005). Ebenso bestand eine signifikante Korrelation zu
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VEGF und IL-8. Patienten mit hohen IL-6-Werten besallen deutlich hohere VEGEF-
Serumkonzentrationen (p = 0,04), dies galt auch fiir Patienten mit IL-8-Werten oberhalb des
Medians (p = 0,02).

Tab.20: Interaktionen von IL-6 fiir das Gesamtkollektiv (p-Werte angegeben; k = nur kategorial

signifikant)

IL-6 CRP LKCS IL-18 VEGF TNF IL-8 Diagnosegr. | Prognose
Beginn | <0,001 | 0,033 0,049 0,16 0,31 0,049 0,78 0,007
Mitte <0,001 |<0,001 | 0,031 0,08 0,032 0,021k | 0,46 0,001
Ende 0,002 0,95 0,86 0,04 0,72 0,02k 0,005 0,11

d) Interaktionen von IL-6 getrennt nach Diagnosegruppen

Gynikologische Tumore:

22 Patientinnen mit Gynikologischen Tumoren wurden zu Therapiebeginn untersucht.
Signifikanzen ergaben sich hinsichtlich des CRP, VEGF und des Hdmoglobinwertes. Bei
einer hohen IL-6-Serumkonzentration zeigte sich ein signifikant hoherer CRP-Wert (p =
0,004), ebenso hatten Patientinnen mit einer IL-6-Serumkonzentration oberhalb des Medians
hohe Werte fir VEGF (p = 0,04). Umgekehrt zogen hohe Himoglobinkonzentrationen
niedrigere Werte fiir IL-6 nach sich (p = 0,046).

Zu Therapiemitte wurden 15 Fille untersucht. Wie schon zu Therapiebeginn ergaben sich
auch hier signifikante Korrelationen hinsichtlich des CRP (p <0,001) sowie zum VEGF (p =
0,001). Des Weiteren hatten Patientinnen mit hohen IL-6-Serumkonzentrationen signifikant
hohere Werte der Zytokine MMP-9 (p = 0,034) und IL-8 (p = 0,023) und hohe Leukozyten- (p
<0,001) und Thrombozytenzahlen (p = 0,002). Fiir die Patientinnen mit einem IL-6-Wert
oberhalb des Medians konnten ferner signifikant hohere Konzentrationen an IL-16 (p = 0,045)
und TNF-a (p = 0,02) nachgewiesen werden. Es konnte ebenso gezeigt werden, dass hohe IL-
6-Konzentrationen  signifikant  hdufiger =~ mit einem  Tumorprogress in  der
Nachbeobachtungszeit einhergingen (p = 0,037) und nachteilig fiir die weitere Prognose (d. h.
Uberleben) waren (p = 0,014).

Zu Therapieende wurden 9 Patientinnen untersucht. Patientinnen mit hoheren IL-6-
Serumkonzentrationen hatten ebenfalls hohere Hb-Werte (p = 0,017). Weitere Signifikanzen

ergaben sich nicht.
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Tab.21: Interaktionen von IL-6 fiir die gyniikologischen Tumore (p-Werte angegeben; k = nur

kategorial signifikant)

IL-6 CRP Hb LKCS | TRCS | VEGF MMP | IL-18 IL-8
Beginn | 0,004 | 0,046 | 0,35 0,68 | 0,04k 0,12 | 0,31 0,92
Mitte | <0,001 | 0,36 | <0,001 | 0,002 | 0,001 0,034 | 0,045 k 0,023
Ende 0,14 0,017 | 0,28 0,77 | 0,68 0,87 |0,91 0,75
TNF Befund (Kontrollzeit) | Prognose

0,42 0,27 0,15

0,02 k 0,037 0,014

0,06 0,37 0,73

Kopf-Hals-Tumore:

Bei 28 Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren wurde zu Therapiebeginn die Expression von IL-6
untersucht. Patienten mit hohen IL-6-Serumkonzentrationen hatten signifikant hohere Werte
fir CRP, IL-18 und IL-8 sowie eine hohere Leukozytenzahl. Die zugehorigen p-Werte
betrugen < 0,001 (CRP), 0,039 (IL-18) , 0,012 (IL-8) und 0,014 (Leukozytenzahl). Ebenso
hatten Patienten mit hohen IL-6 Werten eine signifikant schlechtere Prognose hinsichtlich des
Uberlebens (p=0,017).

15 Patienten wurden zu Therapiemitte untersucht. Patienten mit hohen IL-6-
Serumkonzentrationen hatten auch hier eine signifikant schlechtere Prognose (p = 0,012).
Ebenso konnten fiir diese Patienten signifikant hohere CRP-Werte eruiert werden (p = 0,001).
Bei 9 Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren wurde zu Therapieende die IL-6 Expression
untersucht. Patienten mit hohen IL-6-Werten hatten signifikant hohere VEGF-
Serumkonzentrationen (p = 0,008). Ebenso konnte bei diesen Patienten signifikant hdufiger
ein Tumorprogress in der Kontrollzeit beobachtet werden (p = 0,028), die Prognose war

signifikant schlechter (p = 0,032).

Tab.22: Interaktionen von IL-6 fiir die Kopf-Hals-Tumore (p-Werte angegeben; k = nur kategorial

signifikant)

IL-6 CRP LKCS VEGF IL-18 IL-8 Befund Prognose
(Kontrollzeit)

Beginn <0,001 0,014 0,65 0,039 0,012 0,57 0,017

Mitte 0,001 0,81 0,92 0,17 0,89 0,42 0,012

Ende 0,1 0,63 0,008 0,39 0,89 0,028 0,032
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3.4.8 IL-8

a) Interaktionen von IL-8 und CRP

Zu Therapiebeginn hatten Patienten mit einem CRP-Wert oberhalb des Medians signifikant
hohere IL-8-Serumkonzentrationen (p = 0,005), dies konnte auch zu Therapiemitte
nachgewiesen werden (p = 0,01). Zu Therapieende bestand ebenfalls ein signifikanter
Zusammenhang zwischen CRP und IL-8. Patienten mit einer CRP-Konzentration oberhalb
des Medians hatten signifikant hadufiger IL-8-Werte, die oberhalb des Medians lagen (p =
0,016).

b) Interaktionen zwischen IL-8 und Himoglobin
Zwischen IL-8 und der Hdmoglobin- Konzentration konnte zu allen drei Messzeitpunkten

keine signifikanten Korrelationen ermittelt werden.

c) Weitere Interaktionen von IL-8

Zu Therapiebeginn bestand ein signifikanter Zusammenhang zwischen IL-6 und IL-8.
Patienten mit hohen IL-6-Serumkonzentrationen hatten signifikant hdufiger hohe IL-8-Werte
(p = 0,049). Ebenfalls hatten Patienten mit einer IL-8 Konzentration unterhalb des Medians
einen signifikanten Uberlebensvorteil (p = 0,024).

Zu Therapiemitte lieBen sich signifikant hédufiger 1L-6 Konzentrationen oberhalb des
Medians fiir Patienten mit hohen IL-8-Werten nachweisen (p = 0,021). Weiterhin hatten
diejenigen Patienten, die eine IL-8-Konzentration oberhalb des Medians besal3en, signifikant
hohere IL-1B- oder MMP-9-Werte (p = 0,036 fiir IL-18 und 0,015 fiir MMP-9).

Zu Therapieende bestand ebenfalls ein signifikanter Zusammenhang zwischen IL-6- und IL-
8. Patienten mit IL-8-Werten oberhalb des Medians hatten signifikant hohere IL-6-Werte (p =
0,02). Die gleiche Korrelation bestand zwischen IL-8 und VEGF (p = 0,037).

Tab.23: Interaktionen von IL-8 fiir das Gesamtkollektiv (p-Werte angegeben; k = nur kategorial

signifikant)

IL-8 CRP VEGF IL-18 MMP IL-6 Prognose
Beginn 0,005 k 0,14 0,23 0,7 0,049 0,024 k
Mitte 0,01k 0,2 0,036 k 0,015k 0,021 k 0,78
Ende 0,016 k 0,037 k 0,74 0,41 0,02k 0,68
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d) Interaktionen von IL-8 getrennt nach Diagnosegruppen

Gynikologische Tumore:

Am Therapiebeginn wurden 21 Patienten mit gynidkologischen Tumoren untersucht. Es
zeigten sich signifikante Korrelationen zu IL-18 und zum CRP. Patientinnen mit hohen
Konzentrationen an IL-8 hatten signifikant hohere Werte fiir IL-18 (p = 0,025) und CRP (p =
0,046). Ebenfalls hatten Patienten mit hohen IL-8-Serumkonzentrationen eine signifikant
schlechtere Prognose hinsichtlich des Uberlebens (p = 0,031).

Zu Therapiemitte wurden 15 Patientinnen untersucht. Es konnten Signifikanzen hinsichtlich
des CRP, IL-18, TNF-a, IL-6,MMP-9 und der Thrombozytenzahl eruiert werden. Die p-Werte
betrugen fiir TNF-a 0,046, fiir IL-6 0,023 und fiir die Thrombozytenzahl 0,011. Patientinnen
mit einem CRP-Wert oberhalb des Medians hatten signifikant hohere IL-8-
Serumkonzentrationen (p = 0,033), ebenso waren fiir Patientinnen mit einer IL-8-
Serumkonzentration oberhalb des Medians signifikant hohere IL-18 (p = 0,011) Werte und
MMP-9 Konzentrationen (p = 0,043) feststellbar.

Zu Therapieende wurden insgesamt 9 Félle untersucht. Signifikanzen ergaben sich zu EPO,
IL-18 und MMP-9. Patientinnen mit hohen IL-8-Serumkonzentrationen hatten signifikant
niedrigere EPO-Werte (p = 0,041) sowie signifikant hdhere MMP-9 Werte (p = 0,043) und
IL-1B-Werte (p = 0,02).

Tab.24: Interaktionen von IL-8 fiir die gynikologischen Tumore (p-Werte angegeben; k = nur

kategorial signifikant)

IL-8 CRP TRCS TNF IL-18 EPO MMP IL-6 Prognose
Beginn | 0,046 0,46 0,32 0,025 0,47 0,06 0,92 0,031
Mitte 0,033k | 0,011 0,046 0,011k 0,75 0,043k | 0,023 0,56
Ende 0,2 0,074 0,81 0,02k 0,041 0,043 0,75 0,22

Kopf-Hals-Tumore:

Insgesamt 28 Patienten mit HNO-Tumoren wurden zu Therapiebeginn ausgewertet. Ein
signifikanter Zusammenhang konnte nur zu IL-6 ermittelt werden. Patienten mit hohen IL-8-
Serumkonzentrationen hatten signifikant hohere 1L-6 Werte (p=0,012).

Zu Therapiemitte (n = 15) hatten Patientenim Stadium IV signifikant haufiger IL-8
Serumkonzentrationen oberhalb des Medians (p = 0,024).

Zu Therapieende (n = 9) ergaben sich signifikante Korrelationen zu EPO und TNF-o.
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Patienten mit IL-8-Werten unterhalb des Medians hatten hohere Konzentrationen fiir TNF-a

(p = 0,021), fiir Patienten mit hohen IL-8-Werten ergab sich eine Assoziation mit hohen EPO-
Werten (p = 0,001).

Tab.25: Interaktionen von IL-8 fiir die Kopf-HalsTumore (k = nur kategorial signifikant)

IL-8 EPO TNF IL-6 Stadium
Therapiebeg. p=0,44 p=041 p=0,012 p=045
Therapiemitte | p=0,56 p=0,52 p=0,89 p=0,024 k
Therapieende p =0,001 p=0,021k p=0,89 p=0,51
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4. Diskussion

4.1 Statistische Auswertung

Die Validitit der erhobenen Messwerte wurde durch jeweilige Doppelbestimmungen erhoht.
Des Weiteren erfolgten Bestimmungen im Verlauf der Therapie zu drei Messzeitpunkten.
Kiritisch ist sicherlich die relativ geringe Anzahl an untersuchten Patienten zu sehen (n = 52),
dies macht sich dann vor allem bei den Subgruppenanalysen bemerkbar. Des Weiteren
konnten zu Therapiemitte bzw. zu Therapieende nicht mehr von allen eingeschlossenen
Patienten Daten erhoben werden. Die Nachkontrollen wurden durch das progrediente
Tumorleiden der  Patienten  ebenfalls  beeintriachtigt, einige  konnten  die
Nachuntersuchungstermine nicht wahrnehmen, sodass die mediane Kontrollzeit nur bei 14
Monaten lag. Ebenso sind Beeinflussungen der Werte, insbesondere der
Entziindungsparameter sowie der inflammatorischen Zytokine, durch Nebenwirkungen der
Radiotherapie (z.B. Mukositis, Pharyngitis) wahrscheinlich. Bei der Interpretation der Hb-
Konzentrationen ist zu beriicksichtigen, dass die Werte in Therapiemitte und am

Therapieende teilweise durch die Gabe von Erythrozytenkonzentraten beeinflusst wurden.

4.2 Erythropoetin

Bei unserer Untersuchung zeigte sich ein Anstieg der Serumkonzentrationen von EPO sowohl
fir das Gesamtkollektiv als auch fiir die Subgruppen von der Ausgangskonzentration zu
Therapiebeginn bis zum Therapieende, so stieg der Median von 12,65 mlU/ml auf 15,6
mlU/ml, bezogen auf alle Patienten. Dies ist am ehesten auf die durch die kombinierte
Radiochemotherapie evozierte Knochenmarksdepression und die damit ebenfalls assoziierte
oder verstirkte Andmie zuriickzufithren. Gleichwohl lagen die MeBwerte noch, wenn auch an
der Obergrenze, im Normalbereich, der sich von 3,3-16,6 mlU/ml erstreckt. Die
gynikologischen Patienten hatten mit einem Medianwert von 16,5 mlU/ml bei Therapieende
etwas hohere Konzentrationen als die Kopf-Hals-Tumore (14,8 mlU/ml). Deutlich
pathologisch erhohte Werte, wie in der Literatur hédufig beschrieben (74), konnten nicht
nachgewiesen werden, wobei sich jedoch die genannten Beispiele der Literatur auf andere
Tumorentitidten beziehen (v. a Nierenzellkarzinome). Acs et al. (2002) fanden bei schlecht
differenzierten Mammakarzinomen mit hohen Anteilen an Nekrosezonen vor allem erhohte

Konzentrationen an EPO-Rezeptoren, jedoch nicht in erster Linie an EPO selbst.
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Hinsichtlich signifikanter Korrelationen konnte zunéchst der erwartete Zusammenhang
zwischen EPO und Hémoglobin nachgewiesen werden, d. h. Patienten mit niedrigem Hb-
Wert hatten hohere EPO-Konzentrationen im Serum. Ebenso fanden sich deutlich hohere
Thrombozytenzahlen bei niedrigen EPO-Werten, dies traf fiir die Gruppe der
gynikologischen Patienten zu Therapieende (p = 0,039) und fiir die Kopf-Hals-Tumoren zu
Therapieanfang (p = 0,048) zu und konnte als eine im Rahmen der Tumorerkrankung
aufgetretene Andmie mit konsekutiver Thrombozytose zu werten sein. Es ist bekannt, dass
eine erhohte Thrombozytenzahl eine vermehrte Ausschiittung von VEGF zur Folge haben
kann, da Thrombozyten als VEGF-Carrier fungieren.

Bei den iibrigen Parametern zeigten sich Unterscheide zwischen den beiden untersuchten
Subgruppen. So ist bei den gynédkologischen Tumoren zu Therapiebeginn ein niedriger EPO-
Wert mit einer erhohten TNF-a Konzentration assoziiert (statistisch jedoch nicht signifikant),
bei Therapieende zeigte sich ein dhnliches Verhiltnis zu IL-8 (p = 0,041). Am ehesten ist dies
mit einer tumorassoziierten Amiamie zu erkldren, die ihrerseits eine erhohte Produktion
proinflammatorischer Zytokine zur Folge hat. Dunst et al. (2001) als auch Balkwill et al.
(2001) beschrieben in der Literatur dhnliche Wirkungsmechanismen. Im Gegensatz dazu
zeigten sich bei den Kopf-Hals-Tumoren fiir Patienten mit hohen EPO-Serumkonzentrationen
hohe Spiegel fiir VEGF (p = 0,023) und IL-8 (p = 0,001). Eine mogliche Erkldrung fiir den
deutlichen signifikanten Zusammenhang zu IL-8 ist dessen Rolle bei der in-vivo-
Angiogenese, dhnliche Beschreibungen des Zusammenhangs zwischen IL-8 und EPO liegen

in der Literatur nicht vor.
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4.3 VEGF

Kritisch zu sehen sind bei der Interpretation der vorliegenden VEGF-Serumkonzenrationen
mogliche Ungenauigkeiten der Messungen. So ist bekannt, dass VEGF wihrend der
Serumgewinnung aus Thrombozyten freigesetzt wird und so zu Verféilschungen der
Messergebnisse fithren kann. Serum VEGF-Werte > 707 pg/ml werden als pathologisch
gewertet. Becker et al.(2002) wiesen in einem gesunden Kollektiv Serum-VEGF-Werte von
704,5 pg/ml nach. Mehrere Autoren berichten ebenso {iiber pathologische VEGF-
Serumkonzentrationen bei Kopf-Hals-Tumoren (7, 15, 73). In unserer Untersuchung lagen die
Werte von 16 Patienten zu Therapiebeginn iiber der o. g. pathologischen Serumkonzentration,
zu Therapiemitte betrug die Zahl 6 Patienten und am Therapieende drei Patienten. Die
ermittelten Medianwerte befanden sich jedoch deutlich unter einem Wert von 707 pg/ml,
ndmlich zu Therapiebeginn bei 395,55 pg/ml, in Therapiemitte bei 294,8 pg/ml und am
Therapieende bei 251,7 pg/ml. Damit ergaben sich @hnliche Werte wie De Schutter et al.
(2005) fiir ihr Patientenkollektiv berichteten (Median von 329,6 pg/ml). Die Mittelwerte lagen
dagegen deutlich dariiber und erreichten zu Therapiebeginn in der Subgruppe der Kopf-Hals-
Tumoren einen pathologischen Wert (766 pg/ml). Hieraus folgt eine erhebliche
Streuungsbreite der MeBwerte. Patienten mit hohen Serumkonzentrationen hatten eine
signifikant schlechtere Prognose, wobei jedoch auf die eingeschrinkte statistische
Beurteilbarkeit (zu Therapieende nur drei Patienten mit VEGF-Konzentrationen iiber 707
pg/ml) hingewiesen werden muss. Zieht man bei der kategorialen Analyse den Medianwert
heran, so ergibt sich ebenfalls eine signifikant schlechtere Prognose fiir VEGF-
Konzentrationen oberhalb des Medians. Yamamoto et al.(1996) und Teknos et al.(2002)
fanden ebenfalls eine Assoziation zwischen hoher VEGF-Expression und schlechter Prognose
bzw. kiirzerer Uberlebenszeit, obwohl dies in der Literatur weiterhin strittig diskutiert wird
(10,12,26,63). Der Verlauf der Serumkonzentrationen zeigte einen stetigen Riickgang von
Therapiebeginn zu Therapieende, nur bei den Kopf-Hals-Tumoren war ein diskreter Anstieg
zu Therapieende zu verzeichnen (von 218,35 pg/ml zu Therapiemitte auf 233,8 pg/ml zu
Therapieende). Dirix et al.(1997) konnten dies ebenfalls eruieren, ein entscheidender Faktor
ist hier moglicherweise die Aggressivitit des Tumors bzw. die akzelerierte Repopulierung
unter Radiotherapie. Bei der Uberlebensanalyse nach Kaplan-Meier zeigte sich jedoch keine
bessere Prognose fiir die Patientengruppe mit posttherapeutischem VEGF-Riickgang,
wenngleich auch hier die statistische Auswertbarkeit bei einer Zahl von 12 Patienten deutlich

limitiert ist. Der Riickgang der VEGF-Serumkonzentration legt den Riickschluss nahe, dass
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durch die antitumorale Therapie und die damit einhergehende Tumorregression die VEGF-
Konzentration abnimmt und die Tumorzellen als ein wichtiger Expressionsort von VEGF
anzusehen sind. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit der Literatur (7, 40, 60).
Gleichwohl ist hier zu betonen, dass in unserem untersuchten Kollektiv die Mehrzahl der
Patienten, 34 zu Therapiebeginn, keine auffilligen VEGF-Serumkonzentrationen aufwiesen,
d. h. moglicherweise spielt die Malignitdt der Tumorzelle eine entscheidende Rolle, wenn
auch der Nachweis einer statistischen Signifikanz z. B. zum Tumorgrading nicht gelang. Die
Malignitit einer Tumorzelle spiegelt sich hier nicht nur im Grading wider, entscheidend sind
moglicherweise genotypische Verdnderungen mit Effekten auf die Proteinexpression
(Zytokine). Ein Indiz dafiir ist der oben erwihnte posttherapeutische VEGF-Anstieg bei
HNO-Tumoren. Ebenso konnte eine von Wakisaka et al. (1999) berichtete Assoziation
zwischen VEGF und dem Lymphknotenstatus im untersuchten Kollektiv nicht bestitigt
werden.

Ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Hb-Wert (p = 0,004) und der VEGF-
Expression zeigte sich auch in unserem Kollektiv (auch bei den Kopf-Hals-Tumoren), d.h.
niedrige Hb-Konzentrationen zogen hohe VEGF-Serumkonzentrationen nach sich. In der
Literatur wird dies u. a. mit einer Hochregulation von Hypoxie-Genen durch HIF-1a erklért
(15, 21).

Auffillig war zudem, dass es eine Vielzahl von signifikanten Korrelationen zu
Entziindungsparametern (CRP, Leukozyten) sowie proinflammatorischen Zytokinen (TNF-q,
IL-6) gab. Dies galt wiederum fiir beide Tumorentitdten und insbesondere zu Therapiebeginn.
In Ubereinstimmung mit der Literatur konnte gezeigt werden, dass eine Thrombozytose sehr
hiufig mit einer hohen VEGF-Expression einhergeht und somit als ein wichtiges Glied in der
Tumorangiogenese anzusehen ist (4, 59). Aufgrund der vielfiltigen Assoziationen von VEGF
mit Entziindungsparametern und proinflammatorischen Zytokinen ist von einer engen
Wechselwirkung auszugehen, eine Ansicht, die von mehreren Autoren in der Literatur

vertreten wird (2, 16) und die durch die vorliegende Ergebnisse gestiitzt wird.
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4.4 TFN-y

IFN-y nimmt unter den hier untersuchten Zytokinen eine Sonderstellung ein, da es im
Gegensatz zu den anderen, iiberwiegend antikanzerogene und antiangiogenetische
Eigenschaften besitzt (40, 34). Daher wire zu erwarten, dass hohe Serumkonzentrationen eine
Verbesserung der Prognose bzw. der Tumorregression zur Folge haben. Es ist seit Jahren in
der antiviralen und antitumoralen Therapie Bestandteil von Therapiealgorithmen. Ein
Normalwertbereich ist in der Literatur nicht etabliert. Schaut man sich den Verlauf der
Serumkonzentrationen sowohl fiir das Gesamtkollektiv als auch fiir die beiden Subgruppen
an, so waren wihrend der Therapiephase keine groBen Abweichungen eruierbar, die
Schwankungen lagen maximal bei 0,8 pg/ml, d. h., die antitumorose Therapie hatte keinen
wesentlichen Einfluss auf die IFN-y-Serumkonzentration.

Die Ergebnisse unserer Untersuchung stiitzen im Wesentlichen die aus der Literatur
bekannten antiangiogenetischen Eigenschaften von IFN-y. So zeigten sich, am ausgeprigsten
in der Gruppe der Gynikologischen Tumoren, signifikant niedrigere Serumkonzentrationen
der Zytokine VEGF (p = 0,024), TNF-a (p < 0,001) und MMP-9 (p = 0,009) fiir Patienten mit
hohen IFN-y Werten. Die engste Korrelation bestand zu TNF-a. Die untersuchten
Entziindungsparameter (CRP, Leukozyten) waren ebenfalls signifikant erniedrigt, so dass sich
auch hier eine enge Assoziation zwischen Angiogenese und Entziindung zeigte.

Im Gegensatz zu der Erwartung, dass aufgrund der o. g. Interaktionen hohe IFN-y-
Serumkonzentrationen zu einem stable disease oder einer Tumorregredienz fiihren miissten,
hatten Kopf-Hals-Patienten mit hohen IFN-y Werten zu Therapiebeginn und in Therapiemitte
signifikant haufiger einen Tumorprogref3. Dies galt jedoch nicht fiir das Gesamtkollektiv und
die gynikologischen Tumoren, ebenso fanden sich keine Auswirkungen auf die weitere
Prognose. Ursédchlich hierfiir ist am ehesten ein enges Netzwerk von Zytokininteraktionen.
Des Weiteren spielen klinische Parameter wie Tumorgrole und Lymphknotenstatus eine
Rolle.

Statistische Verzerrungen durch das verhéltnismifBig kleine Patientenkollektiv sind ebenso

nicht auszuschliefen.
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4.5 IL-18

Bei IL-18 handelt es sich um eines der Schliisselzytokine zur Initiierung der
Entziindungsreaktion, d.h., zu erwarten wire eine hohe Serumkonzentration bei
Tumorpatienten, eine enge Korrelation zu anderen proinflammatorischen Zytokinen sowie
eine eventuell schlechtere Prognose fiir Patienten mit hohen IL-18-Werten.

Ein Normalwertbereich ist in der Literatur nicht definiert. In unserem Patientenkollektiv lagen
die ermittelten Konzentrationen von Il-18 in einem Bereich von 0,9 pg/ml bis 1,6 pg/ml. Zu
Therapieende waren dabei die Serumkonzentrationen um durchschnittlich 0,43 pg/ml geringer
als zu Therapiebeginn, die Abnahme war in der Gruppe der gynidkologischen Tumoren hier
mit 0,7 pg/ml iiberproportional groBer. Insgesamt waren die Anderungen im Vergleich zu
anderen Zytokinen jedoch vergleichsweise gering und von den absoluten Werten her
betrachtet auf niedrigem Niveau. Vergleichswerte finden sich in der Literatur nicht, Nollert et
al. (1999) untersuchten zwar bei 50 Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren die
Konzentrationsverldufe mehrerer Zytokine, darunter IL-1, im Blut, fanden jedoch fiir IL-1
keine eindeutige systematische Tendenz.

Aus der Literatur ist bekannt, dass IL-1 oft mit dem Auftreten anderer Zytokine wie TNF-a
und IL-6 assoziiert ist (2, 6). Miuse, die kein IL-18 produzierten, waren resistent gegeniiber
der Entwicklung von Metastasen (78). Andere Autoren (3, 17) wiesen in ihren Arbeiten fiir
Patienten mit Magen- bzw. Pankreaskarzinomen und gleichzeitig hohen IL-18-
Konzentrationen ein signifikant schnelleres Tumorwachstum bzw. schlechtere Prognose nach.
Die Ergebnisse unserer Untersuchung zeigten ebenfalls enge Beziehungen zwischen IL-18
und proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-a (p = 0,012) und IL-6 (p = 0,049) sowie zum
CRP (p = 0,009) und dies zu allen drei Messzeitpunkten. Bei der kategorialen Analyse zu
Therapiemitte fand sich eine Korrelation zu IL-8. In Ubereinstimmung mit der Literatur
hatten diejenigen Patienten in unserem Kollektiv, bei denen zu Therapieende eine IL-1B-
Serumkonzentration oberhalb des Medians nachweisbar war, eine signifikant schlechtere
Prognose (p = 0,019).

Bei der Subgruppenanalyse stellten sich die Ergebnisse &hnlich dar. Die engsten
Korrelationen bestanden, fiir beide Tumorentititen, zwischen IL-18 einerseits sowie TNF-a
und CRP andererseits. Die Gynikologischen Tumoren hatten dabei statistisch tendenziell
kohéarentere Ergebnisse, weiterhin traten zuséatzlich Signifikanzen zu weiteren Parametern wie
MMP-9 und VEGF auf. Interessant und schliissig zu den o. g. Ergebnissen war eine hohe

EPO-Serumkonzentration mit niedrigen IL-1B8-Werten vergesellschaftet. Dies galt zu
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Therapiebeginn fiir die gyndkologischen Tumoren und zu Therapieende, bei der kategorialen

Analyse, fiir die Kopf-Hals-Tumoren.

4.6 TNF-a

TNF-a spielt als ein entscheidender Mediator der Entziindungsreaktion eine zentrale Rolle bei
vielen Gewebeumbauprozessen. Ein Normalwertebereich findet sich in der Literatur nicht. In
den berichteten Untersuchungen waren die meisten Serumkonzentrationen jedoch unter 15
pg/ml. In unserem Patientenkollektiv lagen die ermittelten Serumkonzentrationen bei einem
Median von 7,0 pg/ml zu Therapiebeginn und von 5,2 pg/ml zu Therapieende. Die
Serumkonzentrationen der gynikologischen Tumoren lagen dabei durchschnittlich um 0,5
pg/ml iiber denen der Kopf-Hals-Tumoren. Weiterhin war eine deutliche Abnahme der
Serumkonzentration unter der Therapie feststellbar, dies galt sowohl fiir das Gesamtkollektiv
als auch fiir die beiden Subgruppen, d. h, wahrscheinlich war die Abnahme der
Tumorzellmasse bzw. der Tumorzellzahl hierfiir ein wesentlicher Faktor bzw., anders
ausgedriickt, bestand eine wechselseitige Beeinflussung von TNF-o und Tumorzelle. In der
Literatur wird ebenfalls eine enge Beziehung zwischen TNF-o und dem Tumormikromilieu
berichtet, d. h., TNF-a kann durch seine vielfiltigen Funktionen Voraussetzungen schaffen,
die es dem Tumor erleichtern zu proliferieren und zu metastasieren (48). Zu erwéhnen ist hier
die Stimulierung der Produktion von u-PA, die Niedbala et al. (1991) in vitro zeigen konnten.
Harimaya et al. (2000) fanden zudem eine erhohte Expression von MMP-9 bei
Osteosarkomzellen, die mit TNF-a behandelt wurden. Eine entscheidende Rolle spielt dabei
die Konzentration von TNF-a (18, 39, 40). Konzentrationen von TNF-a im
Mikrogrammbereich  16sen eher antiangiogenetische Effekte aus, wihrend Werte im
Nanogrammbereich, die im Gewebe vorgefunden werden, die proangiogenetischen Effekte
unterstiitzen (u. a. Induktion von VEGF).

Die Ergebnisse unserer Untersuchung bestitigen im Wesentlichen die in der Literatur
dargestellten Interaktionen von TNF-a. So fanden wir enge Beziehungen zu CRP, VEGEF, IL-
18, MMP-9 und der Leukozytenzahl, d. h., hohe TNF-a-Konzentrationen zogen hohe
Konzentrationen dieser Parameter nach sich und umgekehrt. Gegenldufige Korrelationen
ergaben sich zu IFN-y und der Hb-Konzentration. Patienten mit niedrigen Hb-
Konzentrationen hatten signifikant hohere Konzentrationen an TNF-o im Serum. Diese
Beobachtung deckt sich mit Angaben aus der Literatur, dass Hypoxie ein starker Induktor fiir

verschiedene proinflammatorische Zytokine ist (2, 36). Ebenso fand sich in unserem
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Patientenkollektiv ein signifikante Korrelation zum Tumorgrading. Undifferenzierte Tumoren
hatten signifikant hohere TNF-a-Konzentrationen, wobei dieser Zusammenhang nur fiir das
Gesamtkollektiv sowie die gynikologischen Tumoren galt. Naylor et al. (1993) fanden dies
ebenfalls bei Ovarialtumoren. Patienten mit Adenokarzinomen hatten gegeniiber der Gruppe
der Patienten mit Plattenepithelkarzinomen hohere TNF-a-Serumkonzentrationen. Auffillig
in unserer Untersuchung war weiterhin, dass die signifikanten Interaktionen am Ende der
Behandlung deutlich abgenommen hatten, was fiir einen therapieinduzierten Riickgang der
fiir das Tumormikromilieu entscheidenden Zytokine spricht und auch als indirekter Hinweis
fiir die engen wechselseitigen Beziehungen zwischen TNF-o und dem Tumor zu werten ist.

Bei der Subgruppenanalyse war neben den bereits oben erwihnten hoheren
Serumkonzentrationen von TNF-o bei den gynédkologischen Tumoren ebenso eine engere
Verflechtung von TNF-a und den Entziindungsmediatoren bzw. proinflammatorischen
Zytokinen auffillig. So konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen TNF-a und VEGF,
MMP-9, den Leukozyten und dem Hb-Wert nur fiir die gynikologischen Tumoren ermittelt
werden. Des Weiteren hatten Patientinnen mit hohen TNF-o-Werten zu Therapiebeginn eine
signifikant schlechtere Prognose. Bestanden hohe Serumkonzentrationen am Therapieende, so
war in der Nachbeobachtungszeit hiufiger ein Tumorprogress feststellbar. In der Literatur
fanden Malik et al. (1990) bei Untersuchungen mit Nacktmiusen hdufiger Metastasen bei

TNF-a- produzierenden Zellen.

4.7 MMP-9

MMP-9 spielt als ein wichtiger Vertreter der Matrixmetalloproteinasen in der Reihe der
Zytokine eine Sonderrolle, da es sich um kein Zytokin im klassischen Sinn handelt. Es
handelt sich hier um Proteinasen, die durch Destruktion der Basalmembran bzw. der
umgebenden Matrix die Metastasierung und auch die Angiogenese der Tumorzelle férdern
bzw. iiberhaupt erst ermoglichen. Angaben iiber Normalwerte der Serumkonzentration
existieren in der Literatur nicht. In unserem Kollektiv lagen die Serumkonzentrationen zu
Therapiebeginn bei einem Medianwert von 6,4 ng/ml, bei Therapieende bei 3,05 ng/ml.
Wesentliche Unterschiede zwischen gynikologischen-und Kopf-Hals-Tumoren ergaben sich
nicht, der Konzentrationsabfall war bei den gynikologischen Tumoren jedoch steiler, d. h.,
die Serumkonzentrationen, die zu Therapieende ermittelt wurden, waren schon zu
Therapiemitte ungeféahr erreicht. Die von uns bestimmtem Serumkonzentrationen liegen damit

deutlich unter dem in der Literatur angegebenen Wert von 50-110 ng/ml, der bei einer oralen
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Gabe des MMP-Inhibitors Marimastat resultiert (69). In unserem Patientenkollektiv zeigten
sich enge Korrelationen zu Entziindungsparametern (CRP, Leukozytenzahl) und zu den
proinflammatorischen Zytokinen VEGF und TNF-a sowie, bei der kategorialen Analyse, zu
IL-6 und IL-8. Hohe Konzentrationen dieser Parameter zogen hohe MMP-9-
Serumkonzentrationen nach sich. Signifikanzen hinsichtlich des Gradings bzw. der
Metastasierung ergaben sich nicht, dies betrifft auch, fiir das Gesamtkollektiv betrachtet, die
Prognose. Insofern konnten wir Ergebnisse in der Literatur, die eine erhohte Metastasierungs-
bzw. Malignisierungsrate bei hoher MMP-Expression beschreiben, nicht bestitigen (5, 24,
65). Ebenso kann aufgrund dieser Ergebnisse nicht beurteilt werden, ob sich MMP-9
vielleicht als priddiktiver Marker fiir ein hoheres Risiko einer Metastasierung bzw. eines
Tumorrezidivs eignet, wie es in der Literatur zu finden ist (55). Gohji et al.(1996) beschreiben
einen dhnlichen Zusammenhang fiir die Rezidivneigung von Blasenkarzinomen. Ein
signifikanter Zusammenhang zwischen MMP-9 und dem Hb war dagegen eruierbar, Patienten
mit niedrigen Hb-Werten hatten hohere MMP-9-Serumspiegel. Kondo et al. (2002) konnten
bei der Mamma-Ca-Zelllinie MDA 231 in vitro unter hypoxischen Bedingungen die
Expression von MMP-9 induzieren, d.h. Hypoxie scheint die Expression von MMP-9 zu
unterstiitzen und damit das Risiko einer Metastasierung eventuell zu erhohen.

Bei der Subgruppenanalyse zeigten sich im Wesentlichen @hnliche Zusammenhénge wie fiir
das Gesamtkollektiv oben beschrieben, fiir die Gruppe der gynédkologischen Tumoren jedoch
noch ausgeprigter. So fanden sich hier bei der kategorialen Analyse zusitzlich noch
Signifikanzen zu IL-6 und IL-8. Patientinnen, die hohe MMP-9 Serumkonzentrationen zu
Therapiemitte aufwiesen, hatten eine signifikant schlechtere Prognose. Ein in der Literatur
speziell fiir Nasopharynxkarzinome beschriebenes erhohtes Metastasierungspotential bei
hoher MMP-9 Expression (31, 86), konnte in unserem Kollektiv bei nur zwei untersuchten
Nasopharynxkarzinomen nicht nachgewiesen werden.

Es spiegelt sich bei unseren Ergebnissen die derzeitige Ambivalenz der Datenlage in der
Literatur wider, zum einen besteht eine enge Verbindung zwischen MMP-9 und
Entziindungsparametern, Andmie und proinflammatorischen bzw. proangiogenetischen
Zytokinen und zum anderen das Fehlen von Korrelationen hinsichtlich einer Metastasierung
bzw. der Prognose. So gibt es mehrere Arbeiten in der Literatur, die keinen prognostischen

Benefit fiir die Therapie mit einem MMPI beschreiben (49, 66, 68, 69).
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4.8 IL-6

IL-6 ist ein entscheidender Mediator der sogenannten ,,Akute-Phase-Reaktion* und insofern
eng in Vorginge und Interaktionen des Tumormikromilieus eingebunden. Normalwerte sind
in der Literatur nicht angegeben. Bei der Betrachtung unserer Ergebnisse féllt auf, dass es
zum Teil erhebliche Differenzen zwischen den ermittelten Medianwerten und den
Mittelwerten gibt, d. h, es existierte eine groBe Streuung der Werte, was sich auch an den
Standardabweichungen erkennen ldsst. Ebenso war im Gegensatz zu den meisten anderen
Zytokinen im Therapieverlauf eine Zunahme der Serumkonzentration aufzeigbar. Fiir das
Gesamtkollektiv betrug der Medianwert am Therapiebeginn 5,43 pg/ml und am Therapieende
14,2 pg/ml. Auffillig waren auch die Unterschiede zwischen gynikologischen- und Kopf-
Hals-Tumoren. Wihrend die medianen Serumkonzentrationen bei den gynidkologischen
Tumoren auf einem deutlich niedrigeren Niveau konstant blieben (4,9 pg/ml), so stiegen sie in
der Gruppe der Kopf-Hals-Tumoren von einem Wert von 5,58 pg/ml am Therapiebeginn auf
28 pg/ml am Therapieende an. Nollert et al.(1999) berichten ebenfalls iiber einen Anstieg des
IL-6-Serumspiegels unter Radiochemotherapie bei Kopf-Hals-Tumorpatienten und fiithren
dies auf eine Immunsuppression mit konsekutiver Lymphozytopenie und reaktiver
Hochregelung der von Monozyten und Makrophagen induzierten Zytokine, wie IL-6 zuriick.
Hong et al. (2001) zeigten ebenfalls eine erhohte Expression von IL-6 bei
Kaposisarkomzelllinien unter Radiotherapie. Mehrere Arbeiten in der Literatur zeigen zudem
die Bedeutung von IL-6 fiir Tumoren im Kopf-Hals-Bereich: Chen et al. (7) berichten dies, St
John et al. (2004) erwihnen IL-6 als einen potentiellen Biomarker fiir Oropharynxkarzinome
fiir wichtige klinische Gréfen wie Tumorgrofle und die Entwicklung von Metastasen.

In unserer Untersuchung zeigten sich enge Korrelationen zwischen IL-6 und dem
Entziindungsparameter CRP, dies galt durchgehend fiir alle drei Messzeitpunkte und bestétigt
dessen enge Assoziation zur akuten Entziindungsreaktion (evoziert durch den Tumor) wie in
der Literatur beschrieben. Aufbauend darauf bestanden signifikante Korrelationen zu
weiteren proinflammatorischen Zytokinen wie IL-18, TNF und IL-8. Balkwill et al.(2001)
beschreiben dies sehr detailliert, insbesondere fiir himatologische maligne Erkrankungen wie
beim Multiplen Myelom. Tricot et al. (2000) zeigten dariiber hinaus eine IL-6 induzierte
Therapieresistenz beim Multiplen Myelom. Der in der Literatur ebenfalls dargestellte
Zusammenhang zwischen Hypoxie und der Induktion von IL-6 iiber NFxB (36, 50) konnte in
unserem Patientenkollektiv nicht eindeutig bestidtigt werden. Lediglich fiir die

gynikologischen Tumoren zeigte sich ein solcher Zusammenhang zu Therapiebeginn, jedoch
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auch ein gegensitzlicher zu Therapieende, so dass hier keine eindeutige Interpretation
moglich ist.

Ein wichtiges Ergebnis war die signifikant bessere Prognose fiir Patienten mit niedrigeren IL-
6-Serumspiegeln zu Therapiebeginn und zu Therapiemitte, die die Daten der Literatur
bestétigen. Zitieren ldsst sich hier eine Vielzahl von Arbeiten, die hohe Serumkonzentrationen
von IL-6 mit einer schlechteren Prognose assoziieren (8, 46, 70) bzw. Untersuchungen, die
eine Radioresistenz durch IL-6 aufzeigen (47, 72).

Bei der Subgruppenanalyse konnte, wie bereits oben erwihnt, am Therapieende eine
signifikant hohere IL-6-Serumkonzentration fiir Kopf-Hals-Tumore gezeigt werden. In
Ubereinstimmung damit hatten Kopf-Hals-Patienten mit hohen IL-6-Serumspiegeln
signifikant haufiger einen Tumorprogress im weiteren Verlauf. De Schutter et al. (2005)
zeigten in ihrer Untersuchung eine Radioresistenz fiir Kopf-Hals-Tumoren mit hohen IL-6-
Serumspiegeln und eine damit einhergehende schlechtere Prognose. Dies konnte in unserem
Patientenkollektiv bestitigt werden, wobei bei der Uberlebensanalyse nach Kaplan-Meier
lediglich ein tendenziell geringeres Gesamtiiberleben ermittelt werden konnte.

In der Gruppe der gynikologischen Tumoren bestand neben der bereits oben erwihnten
weitgehenden Konstanz der IL-6-Serumkonzentrationen iiber den Therapieverlauf eine
Vielzahl von signifikanten Korrelationen zu Therapiemitte, die im Wesentlichen die enge
Assoziation von IL-6 zu den Entziindungsparametern und den proinflammatorischen

Zytokinen bestitigt.

4.9 IL-8

Auch IL-8 gehort wie IL-6 zu den proinflammatorischen Zytokinen. Eine Normalwertbereich
existiert in der Literatur ebenfalls nicht. In unserem Patientenkollektiv lagen die ermittelten
medianen Serumkonzentrationen von IL-8 zu Therapiebeginn bei 14 pg/ml und am
Therapieende bei 13,55 pg/ml, d. h., groe Verinderungen wihrend der Radiotherapie waren
nicht feststellbar. Dies galt auch fiir die gynikologischen Tumoren. Bei den Kopf-Hals-
Tumoren kam es, von einer medianen Ausgangskonzentration von 15,55 pg/ml ausgehend,
zunichst zu einer Zunahme des Serumspiegels auf 20,65 pg/ml, der Wert am Therapieende
lag mit 18,2 pg/ml immer noch iiber dem Ausgangswert. Eine Abnahme des IL-8-Spiegels,
wie von Nollert et al. (1999) unter einer Radiochemotherapie beschrieben, war in unserer
Untersuchung nicht feststellbar. Wie schon fiir IL-6 beschrieben lagen die Mittelwerte

teilweise deutlich iiber den medianen Serumkonzentrationen bei ebenfalls groBen
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Standardabweichungen, sodass auch hier die Streubreite sehr gro3 war.

Bei der Betrachtung der Ergebnisse zeigen sich im Wesentlichen zwei Kernpunkte: Zum
einen finden sich fiir IL-8 enge Korrelationen zum CRP sowie zu anderen
proinflammatorischen Zytokinen wie IL-6 und IL-18, zum anderen bestand fiir Patienten mit
hohen IL-8-Serumspiegeln zu Therapiebeginn eine signifikant schlechtere Prognose. In der
Literatur wird in diesem Zusammenhang iiber verschiedene Tumorentititen berichtet, bei
denen IL-8 das Tumorwachstum bzw. das Metastasierungspotential erhoht. Balkwill (2001) et
al. berichten dies fiir Pankreastumoren, Hanghnegahdar (2000) et al. fiir Melanomzellen. Die
Induzierbarkeit durch hypoxische Verhiltnisse kann in unseren Ergebnissen insoweit nicht
nachvollzogen werden, da es keinen signifikanten Zusammenhang zum Hb-Wert gab. Es ist
jedoch zu beriicksichtigen, dass der Hb-Wert alleine keinen Aufschluss iiber das
Tumormikromilieu gibt und daher trotz einer normalen Hb-Konzentration durchaus eine
lokale Tumorhypoxie bestehen kann.

Bei der Subgruppenanalyse zeigten sich fiir die Gruppe der gynikologischen Tumore die
schon fiir das Gesamtkollektiv beschriebenen Kernpunkte, eine signifikant schlechtere
Uberlebensrate bestand fiir Patientinnen mit hohen IL-8-Serumkonzentrationen zu
Therapiebeginn.

Bei den Kopf-Hals-Tumoren zeigten sich deutlich weniger Interaktionen, insbesondere auch
nicht hinsichtlich der Prognose. Der von St John (2004) et al. berichtete erhohte Expression
von IL-6 und IL-8 bei Oropharynxkarzinomen zeigte sich auch in unserem Patientenkollektiv,
Riickschliisse von der IL-8-Serumkonzentration auf das biologische Verhalten der Tumore
(wie zum Beispiel die Metastasierung) konnen anhand der von uns erhobenen Daten jedoch

nicht gemacht werden.
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5. Zusammenfassung und Schlussfolgerung

Bei der vorliegenden Arbeit sollten die vielschichtigen und komplizierten Interaktionen von
Zytokinen sowie deren Einfluss auf die Progression und Metastasierung von malignen
Tumoren anhand von gynidkologischen und Kopf-Hals-Tumoren untersucht werden. Ein
Schwerpunkt lag dabei auf den Wechselwirkungen zu inflammatorischen Parametern, wie
dem CRP, und zu Andmieparametern, wie dem Hidmoglobin. Ausgewertet wurde
insbesondere auch die Expression der unterschiedlichen Zytokine und deren moglicher
Einfluss auf die Prognose des Patienten.
Fasst man die erhobenen Daten und die ermittelten signifikanten Korrelationen zusammen, so
ergeben sich drei Kernaussagen:

1.) Es besteht ein enger Zusammenhang zwischen proinflammatorischen Zytokinen und

Entziindungsparametern (eine Schliisselrolle spielte hier das CRP)
2.) Die Expression verschiedener Zytokine kann durch Hypoxie induziert werden und

3.) Es bestehen enge Interaktionen bzw. Korrelationen der Zytokine untereinander.

5.1 Entziindungsparamter und Zytokine

Als ein Schliisselparameter stellte sich in unserer Arbeit das CRP dar. Es ergaben sich nahezu
zu allen untersuchten Zytokinen signifikante Korrelationen, d. h., hohe CRP-
Serumkonzentration waren mit einem ,pathologischen Zytokinprofil“ verbunden. Als
einzigem signifikanten Parameter sowohl in der multivariaten Analyse (Cox-Regression) als
auch in der Uberlebensanalyse nach Kaplan-Meier konnte fiir Patienten mit einem niedrigen
CRP-Wert zu Therapiebeginn ein Uberlebensvorteil nachgewiesen werden. Der in der
Literatur haufig beschriebene enge Zusammenhang zwischen Inflammation und maligner
Progression bzw. dem Tumormikromilieu wird durch die Untersuchungsergebnisse gestiitzt,
wenngleich kein unmittelbarer Schlul von Zytokinkonzentrationen im Serum auf das
Tumormikromilieu gezogen werden kann. Von besonderem Gewicht scheinen dabei die
pratherapeutischen Serumkonzentrationen zu sein, insbesondere die der proinflammatorischen

und proangiogenetischen Zytokine, wie TNF-a, IL-18, VEGF, IL-6 und IL-8.
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5.2 Hypoxie und Zytokine

Die Ergebnisse unseres Patientenkollektivs zeigen ebenfalls eine Verbindung von Hypoxie
und der Expressionshohe von VEGF, TNF-a, IL-6 und MMP-9, d. h., hypoxische
Verhiltnisse im Wirtsorganismus des Tumors tragen zu einer Induktion von Zytokinen beli,
mit allen sich daraus eventuell ergebenden negativen Einfliissen. Fiir VEGF im Besonderen
konnte ein negativer prognostischer Einfluss nach Kaplan-Meier nachgewiesen werden.
Inwiefern autonome Prozesse im Tumor selbst zur Hypoxie beitragen bzw. durch niedrigere
Héamoglobin-Serumkonzentrationen im Wirtsorganismus signifikant verstiarkt werden, kann
durch unsere Arbeit nicht hinreichend beantwortet werden, eine Relevanz der Himoglobin-

Serumkonzentration erscheint jedoch sehr wahrscheinlich.

5.3 Interaktionen der Zytokine

Die vorliegenden Ergebnisse zeigten enge Verbindungen der Zytokine untereinander. So
waren hohe Serumkonzentrationen der proinflammatorischen Zytokine wie TNF-a, IL-18,
IL-6 und IL-8 miteinander assoziiert. Diese zogen dann konsekutiv hohe Werte fiir MMP-9
und VEGEF nach sich, die einen Kausalzusammenhang nahe legen. Es scheint also ein durch
den Tumor induziertes bzw. gefordertes ,,pathologisches Zytokinprofil“ zu existieren, welches
durch Entziindungsmediatoren, wie das CRP und durch hypoxische Verhiltnisse im
Wirtsorganismus verstidrkt werden kann. Wesentliche Unterschiede zwischen den beiden
Tumorentitdten waren nicht zu eruieren, fiir die gyniékologischen Tumore existierten jedoch
tendenziell engere Korrelationen fiir die o. g. Interaktionen.

Hinsichtlich einer Verwertbarkeit unserer Ergebnisse als pradiktive Marker fiir den Verlauf
einer Tumorerkrankung sowie zur Risikoabschitzung, z. B. fiir eine Metastasierung, lassen
sich nur eingeschrinkte Aussagen treffen. TNF-o und IL-6 (hier allerdings nur fiir die
Gynikologischen Tumore) korrelierten mit einer signifikant hdufigeren Tumorprogression
bzw. Metastasierung, fiir andere, wie MMP-9, liel sich dies jedoch nicht nachwiesen.
Prognostische Relevanz besallen in unserer Untersuchung neben dem CRP nur VEGF und IL-
6 bzw. IL-8. Die Ergebnisse konnen als ein Hinweis auf eine schlechtere Prognose fiir
Patienten mit o.g. ,,pathologischem Zytokinprofil* gewertet werden. Weitere Untersuchungen
sind hier jedoch noch notwendig, unser Patientenkollektiv war, um genauere Aussagen zu

treffen, zu klein.
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5.4 Schlussfolgerung

Fiir die Tumortherapie ergeben sich aus den Ergebnissen unserer Arbeit sowie denen der
Literatur verschiedene Konsequenzen: Die Entwicklung eines Tumors ist ein &duBerst
komplexer Prozess, an der verschiedene Zytokine und Mediatoren einen nicht unwesentlichen
Anteil haben. Diese bedingen und beeinflussen sich gegenseitig, sodass eine multimodale
Therapie, die an verschiedenen Stellen der malignen Progression angreift, am
erfolgversprechendsten erscheint. Die negativen Ergebnisse innerhalb von Studien fiir die
Therapie mit Metalloproteinaseinhibitoren zeigen die Komplexizitit dieser biologischen
Vorginge und die Notwendigkeit multimodaler Therapieansitze. Viele derzeitig zugelassene
Therapien, z. B. mit VEGF-Inhibitoren, werden in metastasierten Stadien eingesetzt, die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten auf einen moglicherweise sinnvollen Einsatz in
der primédren Therapie in Kombination mit den klassischen Sdulen der Tumortherapie wie
Radio-und Chemotherapie bzw. Operation hin. Ein Hamoglobin-Ausgleich bei Andmie im
Sinne einer Adjuvanz der Tumortherapie erscheint ebenfalls notwendig.

Weitere Grundlagenforschung und klinische Forschung ist auf diesem Gebiet erforderlich und

sinnvoll.
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7. Tabellenanhang

Die nachfolgenden Tabellen beinhalten die gemessenen Serumkonzentrationen (Mittelwert
mit Standardfehler, Median) der verschiedenen Zytokine zu Therapiebeginn, dargestellt sind
die Ergebnisse fiir alle Patienten sowie die Subgruppen Kopf-Hals- und gynikologische

Tumore.

Tab. 26: Zytokinkonzentrationen bei Therapiebeginn (insgesamt)

EPO VEFG IFN-y IL-18 TNF-o | MMP-9 | IL-6 IL-8

[mlU/ml] | [pg/ml] [pg/ml] | [pg/ml] | [pg/ml] | [ng/ml] | [pg/ml] | [pg/ml]
N=50 |N=50 N=50 |[N=50 |N=50 |[N=50 |N=50 |N=50

Mittelwert | 17,6 698,1 5,03 1,3 6,5 6,76 9,81 21,55
+2,56 +100,03 | £0,29 +0,64 +0,38 +0,49 +1,41 +3,24
Median 12,65 395,55 4,5 1.4 7,0 6.4 5,43 14,0

Tab. 27: Zytokinkonzentrationen zu Therapiebeginn (gynékologische Tumore)

EPO VEGF IFN-y IL-18 TNF-a | MMP-9 | IL-6 IL-8

[mlU/ml] | [pg/ml] [pg/ml] | [pg/ml] | [pg/ml] | [ng/ml] | [pg/ml] | [pg/ml]
N=22 |N=22 N=22 |[N=22 [N=22 [N=22 |N=22 |N=21

Mittelwert | 18,59 611,68 5,27 1,42 6,53 6,95 9,36 15,34
+4.21 +13293 | £0,38 +0,1 + 0,65 +0,89 +2,52 +2,51
Median 13,4 395,55 5,2 1,6 7,35 6,45 4,9 11,5

Tab. 28: Zytokinkonzentrationen zu Therapiebeginn (Kopf-Hals-Tumore)

EPO VEGF IFN-y IL-18 TNF-0. | MMP-9 | IL-6 IL-8
[mlU/ml] | [pg/ml] [pg/ml] | [pg/ml] | [pg/ml] | [ng/ml] | [pg/ml] | [pg/ml]
N =128 N =28 N=28 |N=28 |N=28 |[N=28 |[N=28 [N=28

Mittelwert | 16,82 766 4,84 1,2 6,48 6,6 10,16 26,2
+3,23 +145775 | £0,43 +0,79 +0,47 +0,54 +1,59 +5,21
Median 12,4 400,95 4,3 1,3 6,6 6,4 5,58 15,55
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Tab. 29: Zytokinkonzentrationen zu Therapiemitte (insgesamt)

EPO VEGF IFN-y IL-18 TNF-a | MMP-9 | IL-6 IL-8
[(mlU/ml] | [pg/ml] | [pg/ml] | [pg/ml] | [pg7ml] | [ng/ml] | [pg/ml] | [pg/ml]
N=29 N =31 N=31 |[N=31 |N=31 |N=30 |[N=30 |[N=30
Mittelwert | 17,47 466,73 4,44 1,34 6,11 3,93 13,15 21,45
+2,45 +87,34 +0,29 +0,83 +0,44 +0,49 +2,47 + 3,89
Median 13,9 294.8 4,3 1,2 6,8 3,65 5.9 12,55
Tab. 30: Zytokinkonzentrationen zu Therpiemitte (gynéikologische Tumore)
EPO VEGF IFN-y IL-18 TNF-a | MMP-9 | IL-6 IL-8
(mlU/ml] | [pg/ml] | [pg/ml] | [pg/ml] | [pg/ml] | [ng/ml] | [pg/ml] | [pg/ml]
N=13 N=15 N=15 |N=15 |N=15 |N=14 |[N=15 |N=15
Mittelwert | 16,17 468,37 4,53 1,37 6,09 3,6 11,28 16,96
+2,34 +132,7 +0,44 +0,13 + 0,65 + 0,67 +3,01 +442
Median 13,8 298,1 4,3 1,4 6,5 29 4,9 10,6
Tab. 31: Zytokinkonzentrationen zu Therapiemitte (Kopf-Hals-Tumore)
EPO VEGF IFN-y IL-18 TNF-a | MMP-9 | IL-6 IL-8
(mlU/ml] | [pg/ml] | [pg/ml] | [pg/ml] | [pg/ml] | [ng/ml] | [pg/ml] | [pg/ml]
N=16 N=16 N=16 |N=15 |N=16 |N=16 |[N=15 |N=15
Mittelwert | 18,53 465,2 4,35 1,37 6,13 4,22 15,01 25,94
+4,08 +11895 | £041 +0,13 +0,61 +0,72 +3,95 +6,34
Median 14,3 218,35 4,2 1,4 7,15 4,15 9,55 20,65
Tab. 32: Zytokinkonzentrationen zu Therapieende (insgesamt)
EPO VEGF IFN-y IL-18 TNF-a | MMP-9 | IL-6 IL-8
(mlU/ml] | [pg/ml] [pg/ml] | [pg/ml] | [pg/ml] | [ng/ml] | [pg/ml] | [pg/ml]
N=18 N=18 N=17 |N=18 |N=18 |N=18 |[N=18 |N=18
Mittelwert | 28,89 351,87 6,83 1,24 5,68 4,72 16,52 17,96
+9,64 +75,25 + 1,96 +0,26 + 0,66 +14 + 3,06 +3,83
Median 15,65 251,7 4,7 1,0 5,2 3,05 14,2 13,55
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Tab. 33: Zytokinkonzentrationen zu Therapieende (gyniikologische Tumore)

EPO VEGF IFN-y IL-18 TNF-o | MMP-9 | IL-6 IL-8
(mlU/ml] | [pg/ml] | [pg/ml] | [pg/ml] | [pg/ml] | [ng/ml] | [pg/ml] | [pg/ml]
N=9 N=9 N=8 N=9 N=9 N=9 N=9 N=9
Mittelwert | 23,47 325,86 8,56 1,41 5,36 4,02 8,58 10,28
+ 6,54 +93,93 +3,93 +0,5 + 0,65 +0,74 + 1,86 + 1,49
Median 16,5 258,2 4,45 0,9 5,6 3,0 4,9 11,8
Tab. 34: Zytokinkonzentrationen zu Therapieende (Kopf-Hals-Tumore)
EPO VEGF IFN-y IL-18 TNF-a | MMP-9 | IL-6 IL-8
[(mlU/ml] | [pg/ml] | [pg/ml] | [pg/ml] | [pg/ml] | [ng/ml] | [pg/ml] | [pg/ml]
N=9 N=9 N=9 N=9 N=9 N=9 N=9 N=9
Mittelwert | 34,32 377,88 5,29 1,08 6,0 5,41 24,46 25,11
+ 18,57 +12276 | £1,36 +0,15 +1,15 +2,76 +4,53 +6,81
Median 14,8 233,8 4,7 1,1 4,2 3,1 28,0 18,2
Tab. 35: Serumkonzentrationen zu Therapiebeginn (insgesamt)
CRP Hb Leukoz. Thromb.
[mg/1] [mmol/1] [gpt/1] [gpt/1]
N =49 N=52 N =51 N=51
Mittelwert 36,98 7,36 mmol/l 8,08 gpt/l 325,59
+ 6,94 +0,16 +0,46 + 18,45
Median 13,7 7,35 7,00 280,00

Tab. 36: Serumkonzentrationen zu Therapiebeginn (gynékologische Tumore)

CRP Hb Leukoz. Thromb.
[mg/1] [mmol/1] [gpt/1] [gpt/1]
N=21 N=22 N=22 N=22
Mittelwert 29,96 7,09 8,2 303,77
+ 10,23 +0,22 +0,84 +27.81
Median 11,2 7,1 6,9 277,5
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8. Thesen

Dem CRP kam als einem Vertreter der Entziindungsparameter in den
eigenen Untersuchungen eine Schliisselposition zu: Patienten mit hohen
CRP-Serumkonzentrationen  besaen  hdufig ein  ,pathologisches
Zytokinprofil*, d. h. signifikant hohere = Konzentrationen an

proinflammatorischen sowie proangiogenetischen Zytokinen.

Von entscheidender Bedeutung scheint der pritherapeutische CRP-Wert zu
sein: Patienten mit signifikant niedrigerer CRP-Serumkonzentration hatten

eine bessere Prognose.

Hypoxische Verhiltnisse im Wirtsorganismus scheinen eine hdohere
Expression verschiedener Zytokine zur Folge zu haben: In den eigenen

Untersuchungen traf dies auf VEGF, TNF-a, MMP-9 und IL-6 zu.

Tumorpatienten mit einem signifikant hoherem VEGF-Serumspiegel hatten
eine signifikant kiirzere Uberlebensdauer, ebenso bestanden bei diesen
Patienten signifikant haufiger niedrigere Serumkonzentrationen. Der in der
Literatur vertretene Zusammenhang zwischen Anidmie mit konsekutiver

Tumorhypoxie und VEGF-Expression konnte insofern bestétigt werden.

In der eigenen Untersuchung bestand ein enger Zusammenhang der
proinflammatorischen Zytokine TNF-o, IL-18, IL-6 und IL-8, d. h., hohe
Serumkonzentrationen des einen Parameters waren mit gleichfalls hohen

Konzentrationen des anderen Parameters verbunden

6. Ein Kausalzusammenhang zwischen dem unter Punkt fiinf beschriebenen

Zytokinen und VEGF bzw. MMP-9 ist zu vermuten oder, anders ausgedriickt,
ein pathologisches Zytokinprofil kann durch Inflammation bzw. Hypoxie

verstarkt oder evtl. induziert werden.

. Wesentliche Unterschiede in den beiden untersuchten Subgruppen

(gynidkologische- und Kopf-Hals-Tumore) waren nicht eruierbar, dies galt auch
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hinsichtlich der Prognose. Bei den gynidkologischen Tumoren ergaben sich

jedoch tendenziell engere Korrelationen zwischen den untersuchten Zytokinen.

8. Hinsichtlich der Verwertbarkeit der untersuchten Zytokine als préadiktive
Marker fiir Tumorprogression und Metastasierung lassen sich anhand der
eigenen Daten nur sehr eingeschriankte Aussagen treffen: Lediglich TNF-a und
IL-6 (hier allerdings nur fiir die gynidkologischen Tumoren) korrelierten mit

einer signifikant haufigeren Tumorprogression und Metastasierung.

9. Eine prognostische Relevanz der Serumkonzentration konnte in der eigenen
Untersuchung nur fiir CRP, VEGF, IL-6 und IL-8 nachgewiesen werden. Dies
kann als ein Hinweis fiir eine schlechtere Prognose von Patienten mit
pathologischem Zytokinprofil interpretiert werden, weitere Daten und

Untersuchungen sind hier jedoch notwendig.

10.IFN-y war als einziger der untersuchten Marker bei einer hohen
Serumkonzentration antiinflammatorisch und antiproliferativ wirksam. Dies
deckt sich mit Angaben aus der Literatur und der antineoplastischen

Wirksamkeit von Interferonen in der Tumortherapie.

11.Die biologischen Abldufe im Tumormikro- und Tumormakromilieu sind
auBerordentlich vielseitig und komplex, sodass die Notwendigkeit von
multimodalen Therapieansétzen in der Behandlung maligner Tumoren deutlich
wird. Die Daten der eigenen Untersuchung und die der Literatur untermauern

dies.

79



Lebenslauf

Name:

Geburtstag:
Geburtsort:
Staatsangehorigkeit:
Eltern:

Schulbildung:
1979-92

1992

1992-93

1993-94

Studium:

1994-2001

1996
1997
2000
2001

Ausbildung:
2001-2002

2002
seit 2002

Frank Peter Sieker
27.02.1973

Bielefeld

Deutsch

Astrid Sieker, geb. Trautmann

Giinther Sieker

Besuch der Grundschule sowie des Gymnasiums in Bielefeld
Abitur

Grundwehrdienst

Beginn einer Ausbildung zum MTRA in Bielefeld

Studium der Humanmedizin an der Martin-Luther-Universitidt Halle-
Wittenberg

Physikum

Erstes Staatsexamen

Zweites Staatsexamen

Abschluf} des Studiums mit dem Dritten Staatsexamen

AiP in der Klinik fiir Strahlentherapie der Martin-Luther-Universitét
Halle-Wittenberg

Approbation als Arzt

Assistenzarzt in der Klinik fiir Strahlentherapie der Martin-Luther-
Universitat Halle-Wittenberg in der Weiterbildung zum Facharzt fiir

Strahlentherapie und Radioonkologie



Eidesstattliche Erklirung:

Ich erklére hiermit, dass ich die vorliegende Arbeit ohne unzulédssige Hilfe Dritter und ohne
Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe. Die aus anderen Quellen
direkt oder indirekt iibernommenen Daten und Konzepte sind unter Angabe der Quelle

gekennzeichnet.



Danksagung

Die Erstellung der vorliegenden Arbeit wire ohne die Hilfe von vielen Personen nicht
moglich gewesen. Ein ganz besonderer Dank gilt hierbei zunidchst meiner Chefin und
Betreuerin Frau PD Dr .med .G. Hidnsgen, die immer ein offenes Ohr bei Problemen hatte und
mich mit einer Vielzahl von Hinweisen und Hilfestellungen ganz besonders unterstiitzt hat.
Sie hatte trotz der groBBen Arbeitsbelastung immer Zeit, wenn dies erforderlich war.

Fiir die Uberlassung des Themas und die Férderung in vielerlei Hinsicht bedanke ich mich
ganz herzlich bei meinem ehemaligen Chef, Herrn Prof. Dr. med. J. Dunst.

Mein Dank gilt ebenso Frau Dr.med. St. Pigorsch, die mir bei der Beschaffung des Themas
sowie mit vielen Tipps und Ratschldgen hilfreich zur Seite gestanden hat.

Ganz herzlicher Dank gebiihrt auch unseren beiden Labor-MTA's Frau Perl und Frau
Rithlmann, die viel zusitzliche Arbeit mit der Bestimmung der Zytokine hatten, aber immer
freundliche und hilfsbereite Ansprechpartner waren. Fiir die Unterstiitzung bei der
Bestimmung von IL-6 und IL-8 bedanke ich mich in diesem Zusammenhang sehr bei Fr. Dr.
rer. nat. Fischer. Ebenso gilt mein Dank Herrn Fabritz fiir die tatkriftige Mithilfe bei der
Korrektur der Dissertationsschrift. GroBen Dank mochte ich auch meiner Freundin fiir ihre
aufgebrachte Geduld und Unterstiitzung aussprechen.

Zum SchluB3, aber bestimmt nicht an letzter Stelle, mochte ich mich bei meinen Eltern ganz
besonders bedanken, ohne die mein Studium der Medizin nicht moglich gewesen wére und

diese Arbeit nicht hitte angefertigt werden konnen.
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