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1. Einleitung

1.1. Hintererund des Karzinoms des Kopf- und Halsbereiches

1.1.1 Epidemiologie

Mit einer Inzidenz von 274.000 Fillen im Jahre 2002 befand sich das Karzinom der
Mundhohle weltweit auf Platz acht der Liste der hdaufigsten Karzinome bei Minnern und auf
Platz 13 bei Frauen [1].

Europaweit wurden 2006 101.600 Mundhdhlen- und Pharynxkarzinome diagnostiziert. Damit
befanden sie sich an siebter Stelle der malignen Tumorerkrankungen fiir Ménner und Frauen,
mit einem Anteil von 3,2% aller Krebsarten (ausgenommen Hautkrebs, aber inklusive
Melanome) [2].

Innerhalb Europas variiert die jahrliche Inzidenz in der ménnlichen Bevolkerung regional sehr
stark, von 5,9 Fille auf 100.000 Einwohner in Finnland bis 32 Fille auf 100.000 in Frankreich
[3].

In Nord- und Westeuropa ist die Inzidenz fiir Frauen wiéhrend der letzten Jahrzehnte
gestiegen, wihrend die Inzidenz fiir Ménner gesunken ist. Dies hdngt mit der zunehmenden
Zahl an Raucherinnen und mit der abnehmenden Zahl an Rauchern in diesen Regionen
zusammen [3].

Das Verhiltnis der Inzidenz fiir Minner zu der fiir Frauen ist folglich gesunken und variiert
zwischen 1,5:1 und 2,5:1 in Nordeuropa und 7,7:1 in Litauen [3].

Europaweit gab es 2006 42.400 Todesfille durch Mundhohlen- und Pharynxkarzinome.
Damit befindet sich die von ihnen ausgehende Mortalitdt mit einem Anteil von 2,5% an 11ter
Stelle aller Krebsarten (ausgenommen Hautkrebs, aber inklusive Melanome) [2].

Genau wie die Inzidenz variiert die Mortalitdt innerhalb Europas bei Ménnern sehr stark
zwischen 1,3 Fille auf 100.000 Einwohnern in Italien und 10,3 Fille auf 100.000 Einwohnern
in Litauen [3].

In Deutschland liegt die Neuerkrankungsrate an oro-pharyngealen Plattenepithelkarzinomen
bei etwa 10.000 Patienten im Jahr, wobei ca. 75% davon Minner sind [4]. Diese Tumoren
stehen fiir deutsche Ménner an 7ter und fiir deutsche Frauen an 15ter Stelle aller malignen
Tumorerkrankungen [4].

Die WHO (World Health Organisation) sagt fiir die ndchsten Jahrzehnte weiterhin eine

steigende Inzidenz fiir das Mundhohlenkarzinom voraus [5].



Plattenepithelkarzinome (PEC) der Schleimhéute des oberen Aerodigestivtrakts stellen in der
westlichen Welt mit 95% die hiufigsten Kopf-Hals-Tumoren dar [6].

Die hidufigsten dtiologischen Faktoren sind Alkohol- und Tabakkonsum [5, 7-10]. Den
Zusammenhang zwischen dem Tabakkonsum und dem Kopf-Hals-Karzinom beschrieben
Wynder et al. bereits 1956 [11]. Besonders die Kombination von Rauchen und Alkoholabusus
hat einen supermultiplikativen Effekt auf die Entstehung von PEC der Mundhohle [12, 13].
Dabei wird die Rolle des Alkohols, einerseits als Losungsmittel fiir Teerprodukte, und
andererseits auch selbst als priméres Kanzerogen diskutiert [14].

Auch eine genetische Anfilligkeit fiir Tumoren des oberen Aerodigestivtraktes im
Zusammenhang mit Rauchen und Alkoholabusus konnte in Zentraleuropa nachgewiesen
werden. Hierbei handelt es sich um einen Polymorphismus in ADHIB (Alkoholhydrogenase)
und ALDH?2 (Aldehyddehydrogenase) Genen [13].

Weitere Risikofaktoren sind schlechte Mundhygiene und ein inaddquater Zahnstatus [8-10].
Auch ein signifikanter Zusammenhang zu Infektionen mit dem high-risk humanen
Papillomavirus (HPV) wird diskutiert [10].

In asiatischen Liandern kommt das Kauen der Betelnuss zu den idtiologischen Faktoren hinzu
[5].

Zu den Vorlduferldsionen des oralen PEC gehoren einerseits die prikanzerdosen Lisionen der
Mundschleimhaut wie die Leukoplakie und die Erythroplakie, und andererseits die
prikanzerosen Konditionen wie Eisenmangelandmie, der orale Lichen planus, die orale
submukose Fibrose, die Syphilis, das Xeroderma pigmentosum, der Lupus erythematodes und
die Epidermolysis bullosa dystrophicans [15].

Die Metastasierung erfolgt vorwiegend in die Lymphknoten der Kopf- und Halsregion [5].
Fernmetastasen kommen mit einer Inzidenz von ca. 13 % [16] eher selten und zu einem
spaten Zeitpunkt vor und sind hauptsichlich in der Lunge und im Knochen lokalisiert [17,
18]. Die Inzidenz von Fernmetastasen korreliert mit der Progression des Primértumors und
mit dem Grad der Lymphknotenmetastasierung [17-19]. Das Risiko, einen zweiten priméren

Tumor in der Mundhohle zu entwickeln, wird mit 4,3-30% angegeben [5].

1.1.2. Klassifikation

Bislang gilt die TNM (Tumor Nodus Metastasen)-Klassifikation, nach der sich auch das
therapeutische Vorgehen richtet, als wichtigster Prognosefaktor fiir das PEC des Kopf- und



Halsbereichs [20, 21]. Das TNM-System teilt die Tumoren, wie in Tabelle 1 dargestellt, nach

der GroBe des Primértumors (T1 bis T4), nach dem Auftreten von Lymphknotenmetastasen

(NO bis N3) und nach dem Ausmal} der Fernmetastasierung (MO und M1) ein [22].

Beurteilungskriterium

Beschreibung

Tumorgrofe Tis | Carcinoma in situ
TO | Kein Primdrtumor vorhanden
T1 Priméartumor mit maximalem Durchmesser von 2,0cm
T2 | Primartumor mit maximalem Durchmesser von >2,0cm, <
4,0cm
T3 | Primirtumor mit maximalem Durchmesser >4,0cm
T4 | Primédrtumor mit Invasion in Nachbarorgane
TX | Primédrtumor nicht bestimmbar
Lymphknotenstatus NO | Keine regionalen Lymphknotenmetastasen nachweisbar
N1 | Metastasen in einem solitdren ipsilateralen Lymphknoten mit
maximalem Durchmesser von 3,0cm
N2a | Metastasen in einem solitdren ipsilateralen Lymphknoten mit
maximalem Durchmesser von >3,0cm, < 6,0cm
N2b | Metastasen in multiplen ipsilateralen Lymphknoten mit
maximalem Durchmesser < 6,0cm
N2c | Metastasen in bilateralen oder kontralateralen Lymphknoten
mit maximalem Durchmesser von < 6,0cm
N3 | Eine oder mehrere Lymphknotenmetastasen mit maximalem
Durchmesser > 6,0cm
NX | Regionale Lymphknoten nicht beurteilbar
Fernmetastasen MO | Keine Fernmetastasen nachweisbar
M1 | Fernmetastasen vorhanden
MX | Fernmetastasen nicht beurteilbar
Tabelle 1:

TNM-Klassifikation [22]

Die sechste und jiingste Auflage der TNM-Klassifikation der UICC (Union International

Contre Le Cancer) und der AJCC (American Joint Committee on Cancer) enthilt eine neue




Einteilung fiir die fortgeschrittenen Fille. Dadurch werden durch den Tumor beeinflusste
lokale anatomische Strukturen beriicksichtigt, die moglicherweise das Uberleben genauso
beeinflussen wie Fernmetastasen [23].

Die T4-Tumoren der Mundhohle und des Oropharynx werden hierbei jeweils in eine T4a
Gruppe mit gemaBigtem Risiko (z.B. Infiltration kortikalen Knochens, der Zungenmuskulatur,
der Kieferhohle oder der Gesichtshaut bei Tumoren der Mundhohle) und eine T4b-Gruppe
mit hohem Risiko (Palliativstadium, z.B. Infiltration des Spatium masticatorum, der Proc.
Pterygoides, der Schidelbasis oder der A. carotis interna bei Tumoren der Mundhohle)
eingeteilt. Fiir die PEC der Lippe gibt es nur eine T4a-Gruppe [22].

Die komplexe TNM-Klassifikation wird zur Beurteilung des Schweregrades der
Tumorerkrankung in vier Tumorstadien eingeteilt: die frithen Tumorstadien I und II und die

fortgeschrittenen Stadien III und IV [22].

Tumorstadien
Stadium 0 Tis NO MO
Stadium 1 T1 NO MO
Stadium II T2 NO MO
Stadium III T3 NO MO
T1 N1 MO
T2 N1 MO
T3 N1 MO
Stadium IVA T4a NO MO
T4a N1 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N2 MO
T4a N2 MO
Stadium IVB Beliebiges T N3 MO
T4b Beliebiges N MO
Stadium IVC Beliebiges T Beliebiges N Ml

Tabelle 2:
Einteilung in Tumorstadien [22]
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Als wichtiger unabhingiger Prognosefaktor gilt neben dem TNM-Stadium auch der
Entdifferenzierungsgrad der Tumorzellen (G = Grading), der in gut (G1), médBig (G2) und
schlecht differenziert (G3) eingeteilt wird [21, 22]. Schlecht differenzierte Tumoren,
metastasieren oOfter in die regionalen Lymphknoten, weisen hédufiger keine tumorfreien
Resektionsriander auf und fithren zu einer reduzierten Uberlebensrate [21].

Weitere histopathologische Kriterien zur Einschédtzung der Tumorprognose sind Einbriiche
und Ausbreitung des Tumors in locoregionidre Lymphbahnen (L= Lymphatic vessels) oder
Venen (V= Veins) und ein kapseliiberschreitendes Wachstum bei Lymphknotenmetastasen
[24-26].

Wenzel et al. zeigten 2004, dass bei Vorliegen von Lymphknotenmetastasen und insbesondere
der Kapselruptur die T-Kategorie und die Infiltrationstiefe ihren prognostischen Einfluss
verlieren [24]. Die prognostische Aussagekraft von Merkmalen des Primédrtumors wie Grofle
und Infiltrationstiefe beschrinkt sich auf nicht metastasierende Mundhohlen- und
Oropharynxkarzinome [24].

Obwohl die TNM-Klassifikation noch immer das entscheidende Kriterium ist, nach dem sich
die Wahl der Therapieform richtet, wurde des Ofteren gezeigt, dass Tumoren derselben TNM-
Klassifikation unterschiedliche prognostische Faktoren besitzen konnen und von
unterschiedlicher biologischer Aggressivitit und unterschiedlichem klinischen Verhalten sein
konnen [5].

So zeigen z.B. eine Vielzahl von klinisch kleinen Tumoren starke biologische Aggressivitiit,
friihe regionale Metastasierung und eine reduzierte Uberlebenszeit, wihrend einige groBe
Tumoren nur sehr langsam in regionale und entfernte Gebiete metastasieren und eine sehr
lange posttherapeutische tumorfreie Zeit nach sich ziehen [21].

Ein prognostisches System, das auf histomorphologischen und molekularen Parametern
basiert, die das Tumorverhalten und die Tumoraggressivitit vorhersagen konnen, konnte die
TNM-Klassifikation unterstiitzen individuelle Therapieoptionen vorzugeben und die
Uberlebensrate steigern. Ein solches System konnte dariiber hinaus auch Ausgangspunkt fiir
neue adjuvante Therapieformen sein [5, 21].

Fiir solch ein System kommen Marker in Betracht, die exklusiv auf maligne transformierten
Zellen auftreten (Tumorantigene). Eine solche Markergruppe stellen die cancer/testis
Antigene (CTA) mit ihrer Untergruppe der MAGE-A Antigene dar [27].

Die folgende Arbeit hat Untersuchungen zu diesen MAGE-A Antigenen zum Inhalt.
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1.1.3. Therapie

Die Therapie der Wahl ist auch bei sehr groBen Tumoren (T4b mit N1) die Resektion mit
lokaler Lymphadenektomie. Dabei wird heute zwischen der kompletten Tumorkontrolle und
dem funktionellen und isthetischen Ergebnis genau abgewogen. Die Ausrdaumung der
Lymphknoten wird nicht mehr zwingend radikal vorgenommen, sondern unter Erhalt
funktionstragender Strukturen. Die Laserchirurgie stellt, vor allem im Bereich des Larynx,
eine neue Moglichkeit der kompletten Resektion bei gleichzeitigem Erhalt der Organe dar
[28].

Bei Plattenepithelkarzinomen mit schlechter Prognose wird standardmifBig die adjuvante
Radiochemotherapie eingesetzt. Die Radiochemotherapie als alleinige Therapieform wird nur
bei solchen Tumoren eingesetzt, die nicht reseziert werden konnen [29].

Die adjuvante Radiochemotherapie fiihrt zwar bei PEC mit schlechter Prognose zu einem
hoheren Therapieerfolg, geht aber gleichzeitig mit einer hoheren Morbiditidt und Toxizitét
einher [29]. So fiihrt sie z.B. in fast 100% der Fille zu einer Mukositis [30]. Des Weiteren
kann sie z.B. Dysphagien, Schiadigungen der Speicheldriisen und des Geschmacksinns,
Candida und Nekrosen des Knochens und der Mundschleimhaut bewirken [29].

Neuartige Therapeutika, die auf molekularer Ebene wirken, konnten zytotoxische
Therapeutika ersetzen und so die Lebensqualitit der Patienten erhohen und ihren
Leidensdruck verringern [29].

Trotz der Fortschritte in der chirurgischen Therapie, der Verbesserung der Radio- und
Chemotherapie durch IMRT (Intensity Modulated Radiotherapie), Hyperfraktionierung und
radiosensitiven Chemotherapeutika, konnte in den letzten Jahrzehnten keine wesentliche

Verbesserung der Fiinf-Jahres-Uberlebensquote festgestellt werden [28, 29, 31].

1.2. MAGE-A Antigene

1.2.1. Allgemeines

1991 entdeckte Thierry Boon das erste CT-Antigen, MAGE-A1 (melanoma-associated
antigen A1), durch die Erkennung desselbigen durch cytotoxische T-Zellen [32].
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Seither wurden dutzende Mitglieder der MAGE-Genfamilie identifiziert, die gemeinsame
homologe Regionen, darunter die MHD (MAGE homology domain), besitzen [33] und auf
dem X-Chromosom lokalisiert sind [27].

Die Unterteilung der MAGE-Gene beziiglich ihrer Expression erfolgt in die Subgruppe
MAGE I, die MAGE-A, -B, und -C beinhaltet, und MAGE II [33].

MAGE II werden in vielen verschiedenen normalen Geweben des erwachsenen Organismus
exprimiert [33].

Die Expression von MAGE 1, auch als cancer/testis-Antigene bezeichnet, wird vor allem in
malignen Tumoren beobachtet. In normalen Geweben ist sie weitgehend auf die Keimzellen
des Hodens, den fetalen Ovar und die fetale Plazenta beschrinkt und auf unreife Zellen wie
Spermatogonien, Oogonien und Trophoblasten begrenzt [34]. Miiller-Richter et al. konnten
2008 auch eine Expression in fetalen Keratinozyten nachweisen [35] und kiirzlich wurde
festgestellt, dass CT-Antigene, wie z.B. N-RAGE, NY-ESO, MAGE-N und SSX auch in
mesenchymalen Stammzellen des menschlichen Knochenmarks exprimiert werden. Es gibt
jedoch Anhaltspunkte dafiir, dass die mesenchymalen Stammzellen der Erkennung und der
Lyse durch CT-spezifische cytotoxische T-Lymphozyten entgehen konnen [34].

Des Weiteren wurden CT mRNA Kopien in normalen Geweben, besonders im Pankreas, nur
in einer sehr geringen Konzentration entdeckt, die ithr immuntherapeutisches Potential nicht
gefihrden kann, da sie nicht zu einer ausreichend hohen Konzentration von MHC/CT-
Proteinkomplexen fiihrt [36].

Dieses Expressionsmuster der CT-Antigene und ihre Fihigkeit eine Immunantwort
auszulosen konnte die Immuntherapie von bdosartigen Tumoren mittels spezifischer
cytotoxischer T-Zellen ermoglichen [34].

Die MAGE-A Antigene konnen neben einer zelluldren auch eine humorale Immunantwort
auslosen [37]. Auch die cancer/testis-Antigene SSX und NY-ESO-1 haben diese Fihigkeiten,
im Gegensatz zu den anderen cancer/testis-Antigenen, die entweder von einer T-Zell-
vermittelten oder einer humoralen Immunreaktion erkannt werden kénnen [37].

Die Expression von MAGE I-Genen ist vorwiegend durch die Demethylierung des Promotors
und durch Histon-Deacetylierung gesteuert [38-40].

Obwohl in nicht MAGE-A1 exprimierenden Tumoren alle Transkriptionsfaktoren zur
Aktivierung des MAGE-A1-Promotors vorhanden sind, wird MAGE-A1 nicht exprimiert.
Erst nach der Demethylierung des Promotors konnen auch diese Tumoren MAGE-A1l

exprimieren [40].

13



MAGE I-Gene spielen wihrend der embryonalen Entwicklung eine Rolle. In den
Embryonalzellen sind sie viel weniger CpG-methyliert, als in normalen Zellen. Nach der
Embryonalentwicklung werden die MAGE I-Gene durch Methylierung  deaktiviert.
Neoplastisch veranderte Zellen sind wiederum hypomethyliert. Folglich werden die MAGE
Gene als Ergebnis der Tumorgenese reaktiviert, exprimiert und konnen Ziele von Antigenen
werden [38].

Die humane MAGE-A-Genfamilie besteht aus 12 Gene (MAGE-A1 bis MAGE-A12), deren
Genprodukte durch HLA-I-Molekiile préasentiert werden und dadurch durch cytotoxische T-
Zellen auf der Oberflidche von Tumoren erkannt werden konnen [38].

Ries et al. fanden 2005 heraus, dass die MAGE-A1l bis MAGE-A6-Gene in 71% der
untersuchten PEC exprimiert wurden, wihrend keine Expression dieser Gene in Proben
gesunden Plattenepithels der Mundhohle festgestellt werden konnte [41].

MAGE-Antigene werden im Kopf- und Halsbereich auch in anderen malignen Tumoren
neben dem PEC und in prikanzerosen Lisionen exprimiert, nicht aber in benignen Tumoren
[42, 43].

Obwohl die genaue Funktion der MAGE-Gene noch weitgehend unbekannt ist, wurden
bereits Studien durchgefiihrt, in denen MAGE-Antigene das Ziel von Immuntherapien

darstellten [28, 31, 44, 45].

1.2.2. Funktionen wihrend der Tumorgenese:

Einige MAGE-Antigene wirken sich fordernd auf die Tumorprogression aus:

MAGE-A1 vermindert die Aktivierung von NOTCH, indem es eine c-terminale Bindung mit
SKIP eingeht. NOTCH wird wiederum nur aktiviert, wenn es an SKIP bindet [46]. NOTCH
spielt eine wichtige Rolle in der Gewebedifferenzierung. Die Aktivierung von NOTCHI1 fiihrt
zu gesteigerter Zelldifferenzierung und zum Verlassen des Zellzyklus [47, 48]. Dahingegen
fiihrt eine Suppression von NOTCH1 zur Zellhyperplasie [48]. Eine verminderte Aktivierung
von NOTCH begiinstigt somit die Tumorprogression und wirkt der Zelldifferenzierung
entgegen. Folglich reduziert MAGE-A1 die tumorsupprimierende Wirkung von NOTCH [46-
49].

Es wurde gezeigt, dass Genprodukte von MAGE-A2 das Tumorsuppressorgen pS53 in seiner

Funktion hindern. Das erhoht das Zellwachstum und vermindert die Apoptose. Auch eine
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Resistenz gegen Chemotherapeutika wurde im Zusammenhang mit einer erhohten Expression
von MAGE-A2 Genprodukten nachgewiesen [50].

Yang B. et al zeigten 2007, dass die Unterdriickung von MAGE I zur Apoptose in MAGE-
positiven Melanomzelllinien fiihrt. Mitglieder der MAGE-A, -B und -C Familie formen
Komplexe mit KAP1 und hindern somit die Expression und Funktion von p53, was wiederum
zu einer Progression der Tumoren fiihrt [51].

Im Zusammenhang mit MAGE-A4 wird auch von tumorsuppressiven Wirkungen berichtet:
MAGE-A4 ist, im Gegensatz zu seinen sehr dhnlichen Genfamilienmitgliedern MAGE-AI, -
A2 und -Al12, in der Lage mit seinem C-Terminus an Gankyrin zu binden [52]. Im
Leberzellkarzinom ist die Expression von Gankyrin sehr hoch und eine Bindung von
Gankyrin an Rb (Retinoblastoma tumor suppressor gen) hindert dessen tumorsupprimierende
Wirkung [53]. Gankyrin wirkt auch den Tumorsuppressorgenen pl6 und pl18 und p53
entgegen [52, 54]. Durch die Bindung von MAGE-A4 an Gankyrin wird dessen kanzerogene
Aktivitédt supprimiert [52].

Sakurai T et al. fanden 2004 heraus, dass durch genotoxischen Stress die C-terminalen 107
Aminosduren des MAGE-A4-Antigens (MAGE-A4DeltaN1) abgespalten werden konnen und
eine p53 abhédngige und eine p53 unabhingige Apoptose auslosen konnen [55]. MAGE-
A4DeltaN1 fiihrt zu der Zerstorung der mitochondrialen Integritéit durch die Downregulierung
von Bcl-xL und fiihrt so zur Apoptose. Durch die Bindung von MAGE-A4DeltaN1 an MIZ-1
(myc-interagierendes Zinkfinger-Transkriptionsprotein) erfolgt die Downregulierung der p21-
Expression, was ebenfalls zur Apoptose fiihrt. Dariiber hinaus erhoht MAGE-A4DeltaN1
auch den p53 Proteinspiegel [55].

Die MAGE-A Expression in Tumorzellen steht im direkten Zusammenhang zur Malignitit
des Tumors und beeinflusst den Therapieerfolg:

Park JH et al. zeigten 2002, dass Zellinien, die mindestens einen der drei MAGE-A-
Genfamilienvertreter, MAGE-A1, MAGE-A2 oder MAGE-A3 exprimieren, resistenter
gegeniiber der Toxizitdt des Tumornekrosefaktors (TNF) sind, als Zellen, die keine dieser
MAGE-A-Antigene exprimieren [56]. Dadurch wird demonstriert, dass diese MAGE-A eine
protektive Wirkung fiir die Tumorzelle haben.

Die verstirkte Expression von MAGE-A2 und MAGE-A6 Genen in Tumoren geht mit einer
Resistenz gegeniiber den Chemotherapeutika Paclitaxel und Doxorubicin einher und steigert

folglich die Aggressivitidt des Tumors [57].
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1.2.3. Funktionen im Rahmen der Zelldifferenzierung und des Zellzyklus

Wie oben beschrieben ist nachgewiesen worden, dass MAGE durch Hypomethylierung oder
Histon-Deacetylierung aktiviert werden [38-40].

Nach Old LJ muss es dariiber hinaus noch andere Faktoren geben, die zu der Aktivierung von
CT-Antigenen fithren. SchlieBlich werden nicht alle CT-Antigene in jedem Tumor exprimiert
und die Expressionsmuster sind auch in gleichartigen Tumoren heterogen [58]. Die
,Gametogenetic program induction in cancer* Theorie, die 2001 von Old LJ publiziert wurde,
geht davon aus, dass in den Krebszellen ein gametogenetisches Programm ablduft und die
verschiedenen Expressionsmuster der CT-Antigene in den Krebszellen verschiedene Stadien
der mindestens vier verschiedenen Wege der Keimzellentwicklung widerspiegeln:
Entwicklung der Keimzelle zu:

A: einer Keimzelle,

B: einer Oogonie und Oozyte,

C: einer Spermatogonie und Spermienzelle, oder

D: einem Trophoblast.

Fiir die Aktivierung des gametogenetischen Programms konnten Mutation in verschiedenen
Genen wie z.B. Onkogene oder Suppressorgene verantwortlich sein. Auch die Aktivierung
eines einzelnen CT-Gens konnte andere CT-Gene eines gametogenetischen Programms
aktivieren [58].

Gemeinsame Merkmale von Tumorzellen und Zellen in der Keimzellen-, Trophoblasten- und
Gametenentwicklung sind unter anderem (wie auch in Abbildung 1 veranschaulicht):
Unsterblichkeit, Invasion, fehlende Adhédsion, Angiogenese, Demethylierung und die
verminderte Expression von Molekiilen des major histocompatibility complexes (MHC) [57,

58].
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Abbildung 1:

Gemeinsame Merkmale von Tumorzellen und Zellen in der Keimzellen-, Trophoblasten- und

Gametenentwicklung [57]
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Bemerkenswert in diesem Zusammenhang ist die Tatsache, dass in Krebszellen das
trophoblastische Hormon humanes Choriogonadotropin (hCG) produziert wird [59].

Bekannte CT-Gen Funktionen wihrend der Gametogenese beschrinken sich auf SCP-1, OY-
TES-1, BORIS und CTI15/Fertilin. SCP-1 spielt eine Rolle bei der Paarung der
Chromosomen in der Meiose. OY-TES-1 ist bei der Zusammenlagerung von Akrosin im
Spermienkopf beteiligt. Akrosin ermoglicht das Eindringen des Spermiums in die Eizelle.
BORIS ist fiir das Eintreten der Zelle in die Endrunde der Mitose wihrend der
Spermatogenese zustindig [27]. CT15/Fertilinf ist eine Protease, die an der durch Integrin
gesteuerten Interaktion zwischen Eizellmembran und Spermium beteiligt ist [37]. Die Rolle
dieser Proteine wihrend der Tumorgenese ist noch weitgehend unklar [27].

MAGE-A1 wird mit stark proliferierenden Keimzellen assoziiert. Der Anfang des zweiten
Trimenons stellt die Periode der Proliferation der Oogonien und Gonozyten dar. Zu diesem
Zeitpunkt wird MAGE-A1 stark exprimiert. Am Ende des zweiten Trimenons, wenn die
Oogonien und Gonozyten differenzieren und der Zellzyklus zum Stillstand kommt, geht die
Expression von MAGE-A1 signifikant zuriick. Im Ovar des dritten Trimenons und im
neonatalen Ovar wird MAGE-A1 gar nicht oder in weniger als 1% der Zellen exprimiert.
Adulte Oozyten sind MAGE-AT negativ [60].

Ein @hnliches Expressionsmuster wird fiir Mage-b4, das die gleiche MHD wie das humane
MAGE-B4 besitzt, in mannlichen Keimzellen von Maiusen beobachtet. Es wird in Zellen
exprimiert, die noch nicht in die Meiose eingetreten sind. Seine Expression sinkt, wenn die
Zellen in die Meiose eintreten und ist im Pachytén nicht mehr nachzuweisen. Vermutlich hilt
Mage-b4 die minnlichen Keimzellen in einem undifferenzierten Stadium. Werden die

Proteine von Mage-b4 entfernt, tritt die Zelle in die Meiose ein [61].

1.3. Aufgabenstellung

In der vorliegenden Arbeit wurden histopathologische Schnitte von 48 Patienten mit priméiren
PEC des Mund-, Kiefer- und Gesichtsbereichs immunhistochemisch angefarbt und dadurch
die Expressionshiufigkeit der MAGE-A Antigene dargestellt. Die Ergebnisse wurden mit der
TumorgroBe, dem Infiltrationsverhalten, dem Entdifferenziertungsgrad, dem

Lymphknotenbefall, dem Geschlecht und dem Alter der Patienten, vorhandenen
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Risikofaktoren, fritheren und simultanen Tumorgeschehen, der Histologie und der
Tumorlokalisation korreliert.

Ziel dieser Arbeit ist es, Zusammenhédnge zwischen der Expressionshidufigkeit von MAGE-A
und klinischen sowie histologischen Parametern zu priifen und darzustellen. Diese
Zusammenhinge konnten wichtig fiir die frithzeitige Diagnostizierung von PEC, fiir ihre

prognostische Einschitzung und fiir die Entwicklung neuer Therapiemdoglichkeiten sein.
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2. Material und Methoden

2.1. Patientenkollektiv

Im Rahmen dieser Studie wurden die Daten von 48 Patienten retrospektiv untersucht, bei
denen im Jahr 2005 ein primér unvorbehandeltes PEC im Mund-, Kiefer- und Gesichtsbereich
an der Klinik fiir Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie des Universitidtsklinikums Regensburg
reseziert wurde.

Die Patientendaten wurden retrospektiv nach Aktenlage erhoben und im zentralen
Tumorregister des Deutsch-Osterreichisch-Schweizerischen Arbeitskreises fiir Tumoren im
Kiefer- und Gesichtsbereich (DOSAK) verwaltet.

Die Patientengruppe besteht aus 35 Minnern und 13 Frauen.

Der Altersdurchschnitt bei Diagnosestellung betrug in der Gruppe der Ménner 61 Jahre und in
der der Frauen 65 Jahre. 11 Patienten waren zwischen 30 und 50 Jahre alt, 21 zwischen 50
und 70 und 16 zwischen 70 und 100 Jahre alt.

12/48 Patienten litten bereits zu einem fritheren Zeitpunkt an einer anderen Tumorerkrankung,
die restlichen 36 hatten kein fritheres Tumorleiden.

15/48 Patienten gaben an keinen Alkohol und kein Nikotin zu konsumieren, 33/48 Patienten
hatten eine positive Nikotin- oder Alkoholanamnese und 29 der 33 Patienten konsumierten
beides.

4 Tumoren waren auf der Zunge lokalisiert, 10 auf Lippe und Haut und 34 auf der
Mundschleimhaut.

In 28 Fillen wurde ein pT1-Tumor reseziert, in 6 Féllen ein pT2- Tumor, in 4 Fillen ein pT3-
Tumor und in 10 Fillen ein pT4-Tumor.

Die histopathologische Untersuchung ergab 22 verhornende, 25 nicht verhornende PEC und 1
Carcinoma in situ (CIS).

6 Tumoren waren gut differenziert, 34 méfig differenziert und 8 schlecht differenziert.

Bei 20 Patienten ergab die Lymphknotenausrdaumung einen pNO-Hals, bei 2 Patienten einen
pN1-Hals, bei 4 Patienten einen pN2b-Hals, bei 2 Patienten einen pN2c-Hals und bei 20
Patienten wurde keine Lymphknotenausrdaumung durchgefiihrt (pNX).

Ein Karzinom des embryonalen Hodens wurde als Positivkontrolle der

immunhistochemischen Firbung verwendet (siche Abbildung 2).
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b
Abbildung 2:

Positivkontrolle:

Embryonales Karzinom des Hodens mit dem globalen MAGE-A Antikérper 57B (100x)

2.2. MAGE-A Antikorper 57B

Fiir die Immunhistochemie wurde der monoklonale globale MAGE-A Antikérper 57B
benutzt, der freundlicherweise von Prof. Giulio C. Spagnoli (onkologische Chirurgie, Institut
fiir chirurgische Forschung und Klinikmanagement, Universititsklinik Basel, 4031 Basel,
Schweiz) zur Verfiigung gestellt wurde.

Zur Ziichtung von 57B wurden rekombinante MAGE-A 3 Antigene verwendet [62].
Anschlieende Studien hatten allerdings gezeigt, dass manche Tumorproben die MAGE-A3
mRNA enthielten nicht durch 57B angefdarbt wurden und andere Tumorproben, die keine
MAGE-A3 mRNA exprimierten, trotzdem durch 57B angefirbt werden konnten [63, 64].
Folglich muss 57B auch in der Lage sein, Antigene anderer MAGE zu erkennen.

Landry et al. und Rimoldi et al. konnten im Jahr 2000 nachweisen, dass 57B MAGE-A1, -A2,
-A3, -A4, -A6 und -A12 in Zellen, die mit entsprechender ¢ DNA transfiziert wurden, erkennt
[65, 66].

MAGE-AS, -A9, -A10 [66] und -A11 werden nicht erkannt [65].
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Rimoldi et al. schlussfolgern 2000 aus weiteren Untersuchungen, dass sich das zuverlédssige
Anfirben mittels 57B in immunhistochemischen Tumorproben auf MAGE-A4 exprimierende
Zellen beschrinkt. Das quantitative Expressionsmuster von MAGE-A4 in den untersuchten
Gewebeproben wurde im Vergleich zu dem der anderen MAGE-A-Vertreter allerdings in
dieser Studie nicht ermittelt. Eine signifikant hohere Expressionsrate von MAGE-A4 im
Vergleich zu den anderen MAGE-A-Vertretern, die 57B erkennt, wire eine Erkldrung fiir das
oben genannte Ergebnis [66].

Abbildung 3 zeigt die Aminosduren an den Positionen 14-31 der Aminosduresequenz von
MAGE-A3, die von 57B erkannt werden. Diese entsprechen exakt denen von MAGE-A2 und
-A6 und unterscheiden sich im unterschiedlichen Mafle von denen der anderen dargestellten
MAGE.

57B erkennt alle MAGE-Vertreter dieser Abbildung, mit Aunahme von MAGE-A11 und
MAGE-A10 [65].

Anti-MAGE-3 MADb 57B

14 Ll
MEGE -3 ECLERTCA LG LW CRACLAE

MASE-1 ELLEACOCEATGLN VAR
MAGE-2 EGLEARGEALGLVEAQAF
MACE-4 EGVEAOEEALGLVEAODAE
MAGE=6 EGLEARGEALGLVEAQAP
MAGE-10 ECDLOSOSETOELEGRGAE
MAaSE-11 BEGLOAOEEDLAGLVGRCAT,
MAGE-12 EGLEAGEALGLVGAQAF

Abbildung 3:
Die homologen Sequenzen von MAGE-AL, -2, -3, -4, -6, und -12 werden von Anti-MAGE-3 MAb 57B erkannt,

wihrend die von MAGE-A10 und -11 nicht erkannt werden [65].

In immunhistologisch gefarbten histo-pathologischen Schnitten erkennt 57B Antigene aus

dem Zellkern und aus dem Cytoplasma auch innerhalb der gleichen Zelle [62].

2.3. Immunhistochemische Firbung

Mit dem Schlittenmikrotom wurden Schnittpriparate von ca. 3um Dicke aus den Resektaten

der 48 unvorbehandelten primiren PEC angefertigt.
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Zur Vorbereitung wurden die Schnitte fiir 30 Minuten (Min.) bei 60°C in den Brutschrank
gestellt.

Die folgenden Schritte fanden bei Raumtemperatur statt:

Zuerst wurden die Schnitte 2x je 10 Min. mit Xylol und dann 5 Min. mit absteigender
Alkoholreihe (2x 100% EtOH, 2x 96% EtOH und 2x 70% EtOH) behandelt.

Danach wurden sie mehrfach gut mit Aqua dest. gespiilt und in Tris-/EDTA- Puffer pH 9.0
fiir 4 Min. auf maximaler Leistung bei ca. 900 Watt in der Mikrowelle gekocht. Im Anschluss
kochelten sie fiir 10 Min. auf ca. 280 Watt.

Nachdem die Schnitte im Puffer auf Raumtemperatur abgekiihlt waren, wurden sie wiederum
mehrfach gut mit Aqua dest. gespiilt und in das Shandon System mit Coverplates iiberfiihrt.
Nach der Fixierung wurden die Schnitte mit dem Firbekit DakoCytomation EnVision + Dual
Link System- HRP (DakoCyotomation Inc., 6392 Via Real, Carpinteria; California, 93013,
USA) gefirbt.

Es wurde bei jedem der folgenden Schritte immer 100 ul Fliissigkeit pro Schnitt verwendet.
Als erster Schritt der eigentlichen Firbung wurden die Schnitte 5 Min. mit dem 1:10
verdiinnten Dako Wash Buffer gewaschen. Danach wirkte die Peroxidase-Blocking Solution
10 Min. ein. Nachdem Schritt 1 wiederholt wurde, wirkte der 1:100 verdinnte
Primérantikrper MAGE-A (57B) 1 Stunde (Std.) ein und Schritt 1 wurde erneut wiederholt.
Anschlieend wurden die Schnitte 30 Min. mit markierter Polymer- HPR behandelt, erneut
wie in Schritt 1 gewaschen und mit 1:50 verdiinntem Substrat- Chromogen mit DAB+
behandelt. Schritt 1 wurde zum letzten Mal wiederholt und die Schnitte 1 Min. lang mit 1:5
verdiinntem Hematoxylin gegengefirbt.

Zuletzt wurden die Schnitte 5 Min. mit Leitungswasser gewaschen.

Zur Nachbereitung wurden die Schnitte wieder in Aqua dest. iiberfithrt, dann mit
aufsteigender Alkoholreihe je 5 Min. behandelt: 2x 70% EtOH, 2x 96% EtOH und 2x 100%
EtOH. Zum Schluss wurden sie 2x je 10 Min mit Xylol behandelt und mit Entellan
eingedeckt.

2.4. Auszihlung der gefirbten Zellen

Um die Auszihlung der gefarbten Zellen zu veranschaulichen, wurde ein Score von O bis 5

festgelegt. 0 bedeutet, dass keine Zellen der Probe angefirbt wurden, 5 bedeutet hingegen,
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dass alle Zellen der Probe angefdrbt wurden. Dazwischen wurden jeweils Schritte von 25%

gelegt, wie in Tabelle 3 zu erkennen ist.

Score Anteil der gefirbten Zellen
0 0%

1 >0% - 25%

2 >25% - 50%

3 >50% - 75%

4 >75% - <100%

5 100%

Tabelle 3:

Scoresystem

2.5. Statistische Analyse

Die statistische Analyse wurde im Lehrstuhl fiir Statistik des Instituts fiir Mathematik der
Universitait Wiirzburg mit Hilfe von SPSS 15.0.1. durchgefiihrt. Da von nicht-
normalverteilten Daten ausgegangen wurde, wurden nicht parametrische Tests verwendet, um
verschiedene unabhingige Variable in einzelnen Gruppen miteinander zu vergleichen. Fiir
Gruppen mit zwei verschiedenen Variablen wurde der Mann-Whitney-U und der Wilcoxon-
Test benutzt (Geschlecht und pN/pN+). Fiir Gruppen mit mehr als zwei verschiedenen
Variablen wurde der Kruskal-Wallis und der Chi-Quadrat-Test benutzt (pT, G).

Beim Mann-Whitney-Test werden alle Betrachtungen der Grofle nach sortiert und
entsprechend Rangzahlen vergeben. Gepriift wird, ob sich die Rangsummen beider Gruppen
unterscheiden. Der Kruskal-Wallis-Test ist die Verallgemeinerung des Mann-Whitney-Tests
fiir 3 und mehr Stichproben.

Als der Studie angemessenes Signifikanzniveau wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von
hochstens 5% (p<0,05) gewihlt.

Die Diagramme wurden mit Microsoft Excel erstellt.
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3. Ergebnisse

3.1. Expressionsmuster der MAGE-A Antigene

26/48 Schnitte (54%) wurden durch den monoklonalen MAGE-A Antikorper 57B

markiert und konnten dadurch angefirbt werden. 22/48 Schnitte (46%) wurden hingegen nicht
angeférbt und exprimieren somit keine MAGE-A-Antigene.

Die weitere Verteilung der Scores stellt sich wie folgt dar und ist in Tabelle 4
zusammengefasst: Score 1 wurde bei 7/48 (15%), Score 2 bei 5/48 (10%), Score 3 bei 3/48
(6%) und Score 4 bei 11/48 (23%) Proben ermittelt.

Score 5 trat nicht auf und wird in den folgenden Graphiken nicht mehr erwihnt.

Score Anzahl

0 22

1 7

2 5

3 3

4 11

5 0
Tabelle 4:

Verteilung der Scores

3.2. Korrelation des Scores mit dem Geschlecht der Patienten

Bei Minnern betridgt der Score im Durchschnitt 1,6 und liegt damit hoher, als bei Frauen mit
einem Durchschnittswert von 1,2, wie in Diagramm 1 zu erkennen ist.

Die Verteilung der einzelnen Scores gibt das Diagramm 2 wider:

14/35 (40%) der mannlichen Proben haben den Score 0, 6/35 (17%) den Score 1, 4/35 (11%)
den Score 2, 3/35 (9%) den Score 3 und 8/35 (23%) den Score 4.

8/13 (62%) der weiblichen Proben haben den Score 0, 1/13 (8%) den Score 1, 1/13 (8%) den
Score 2 und 3/13 (23%) den Score 4.
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Zusammenfassend kann man beobachten, dass bei Minnern der Score O seltener vorkommt
und die Scores 1, 2 und 3 deutlich 6fter vertreten sind als bei Frauen. Der Score 4 hingegen ist
geschlechtsunabhiingig zu gleichen Anteilen vertreten.

Die statistische Auswertung ergab keinen signifikanten (p=0,327) Unterschied zwischen den

Geschlechtern.

Geschlecht und Score im Durchschnitt

2,5 1

1,5

Score im Durchschnitt

0,5 1

méannlich weiblich

Geschlecht
\_ J
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| N
o , 1
0 1 2

3 4

Score
\_ J

Diagramm 2
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3.3. Korrelation des Scores mit dem Alter der Patienten

Um die Scores mit dem Alter korrelieren zu konnen, wird das Patientenkollektiv, wie in
Tabelle 5 dargestellt, in 3 Altersgruppen eingeteilt. Altersgruppe 1 fasst die 30-50 jéahrigen,
Altersgruppe 2 die 50-70 jdhrigen und Altersgruppe 3 die 70-100 jdhrigen Patienten
zusammen.

In der Altersgruppe 1 liegt der durchschnittliche Score bei 1, in der Altersgruppe 2 bei 1,6 und
in der Altersgruppe 3 bei 1,8 (siehe Diagramm 3).

Die Verteilung der einzelnen Scores ist in Diagramm 4 dargestellt: In der Altersgruppe 1
kommt Score 0 in 7/11 (64%), Score 1 in 2/11 (18%), Score 2 in 1/11 (9%) und Score 3
ebenfalls in 1/11 (9%) Fillen vor. In der Altersgruppe 2 kommt Score 0 in 10/21 (48%), Score
11in 1/21 (5%), Score 2 in 3/21 (14%), Score 3 in 1/21 (5%) und Score 4 in 6/21 (28%) Fillen
vor. In der Altersgruppe 3 kommt Score 0 in 5/16 (31%), Score 1 in 4/16 (25%), Score 2 in
1/16 (6%), Score 3 ebenfalls in 1/16 (6%) und Score 4 in 5/16 (31%) Fillen vor.

Auffillig ist, dass mit steigendem Patientenalter der Score 0 weniger oft vorkommt und
gleichzeitig der Score 4 hédufiger vorkommt. In der Altersgruppe 1 ist Score 4 gar nicht
vertreten. Die Scores 1, 2 und 3 weisen keine wesentlichen Unterschiede in ihrer Verteilung
auf.

Folglich steigt der durchschnittliche Score mit zunehmendem Patientenalter.

Altersgruppe | Patientenalter in Jahren
1 30-50
2 50-70
3 70-100
Tabelle 5:

Einteilung der Patienten in Altersgruppen
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3.4. Korrelation des Scores mit dem Entdifferenzierungserad des Tumors

Wie in Diagramm 5 ersichtlich ist, betrdgt der Score bei gut differenzierten Tumoren (G1)
durchschnittlich 1, bei miBig differenzierten (G2) 1,3 und bei schlecht differenzierten (G3)
2,5.

Bei G1 Tumoren tritt Score 0 in 3/6 (50%), Score 1 in 2/6 Fillen (33%) und Score 4 in 1/6
Fillen (17%) auf.

Bei G2 Tumoren tritt Score 0 in 18/34 (53%), Score 1 in 4/34 (12%), Score 2 in 3/34 (9%),
Score 3 in 2/34 (6%) und Score 4 in 7/34 (20%) Fillen auf.

Bei G3 Tumoren tritt Score 0 in 1/8 (12,5%), Score 1 in 1/8 (12,5%), Score 2 in 2/8 (25%),
Score 3 in 1/8 (12,5%) und Score 4 in 3/8 (37,5%) Fillen auf.

Diese Daten sind in Diagramm 6 veranschaulicht.

Bei G1 Tumoren kommt hauptsichlich Score 0 und 1 vor. Score 4 ist bei G1 Tumoren im
vergleich zu G2 Tumoren relativ stark vertreten.

Bei G2 Tumoren kommt hauptsichlich Score 0 vor. Die restlichen Scores kommen zu einem
sehr viel kleineren und ihrer Reihenfolge nach abnehmendem Prozentsatz vor.

Bei G3 Tumoren ist Score 4 am hédufigsten und die anderen Scores sind zu @hnlichen Anteilen
vertreten.

Zusammenfassend kann man sagen, dass der Score umso hoher wird, desto entdifferenzierter
das Tumorgewebe ist.

Die statistische Analyse ergab jedoch keinen signifikanten Unterschied (p=0,532) zwischen

den einzelnen Entdifferenzierungsstadien.
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3.5. Korrelation des Scores mit der pT-Klassifikation

Die Anteile der einzelnen Scores bei den jeweiligen pT-Klassifikationen sind aus Diagramm 7
ersichtlich:

14/28 (50%) pT1-Tumoren sind 57 B positiv.

Dabei kommt Score 1 in 4/28 (14%), Score 2 in 3/28 (11%), Score 3 in 1/28 (4%) und Score 4
in 6/28 (21%) Fillen vor.

3/6 pT2-Tumoren (50%) sind 57B positiv.

Dabei kommt Score 2 in 1/6 (17%) und Score 4 in 2/6 (33%) Fillen vor.

2/4 (50%) pT3-Tumoren sind 57B positiv.

Dabei kommen Score 2 und Score 4 jeweils in 1/4 (25%) Fillen vor.

6/9 (75%) pT4a-Tumoren sind 57B positiv.

Dabei kommen Score 1, Score 3 und Score 4 in jeweils 2/9 (22%) Fillen vor.

Der einzige pT4b-Tumor ist 57B positiv (100%) und hat den Score 1.

Der durchschnittliche Score ist bei pT1-Tumoren 1,3, bei pT2-Tumoren 1,7, bei pT3-
Tumoren 1,5, bei pT4a-Tumoren 1,8 und bei dem pT4b-Tumor 1. Die Werte der pT3-
Tumoren und des pT4b-Tumors passen nicht in die aufsteigende Reihe der durchschnittlichen
Scores. Dies konnte mit der geringen Anzahl der Proben in diesen beiden Gruppen, die die
richtige Berechnung schwierig macht, zusammenhéngen.

Fasst man die Tumoren ohne Infiltration der Nachbarstrukturen (pT1+pT2+pT3) zusammen,
erhilt man einen durchschnittlichen Score von 1,4.

Fasst man die Tumoren mit Infiltration der Nachbarstrukturen (pT4a+pT4b) zusammen, erhilt
man einen durchschnittlichen Score von 1,7.

Diese Zahlen sind in Diagramm 8 veranschaulicht.

Im Einzelnen sind die Unterschiede in der Scoreverteilung bei Tumoren mit und ohne
Infiltration in die Nachbargewebe in Diagramm 9 dargestellt:

19/37 (51%) Tumoren, die nicht in Nachbarstrukturen infiltrieren, sind 57B positiv.

Dabei kommt Score 1 in 4/37 (11%), Score 2 in 5/37 (14%), Score 3 in 1/37 (3%) und Score 4
in 9/37 (24%) Fillen vor.

7/10 (70%) Tumoren, die in die Nachbarstrukturen infiltrieren, sind 57B positiv.

Dabei kommt Score 1 in 3/10 (30%), Score 3 in 2/10 (20%) und Score 4 in 2/10 (20%) Fillen
VOr.

Die statistische Analyse ergab keine signifikanten Unterschiede (p=0,889) fiir die einzelnen

pT-Gruppen.
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Anteile der einzelnen Scores bei den jeweiligen pT-Klassifikationen
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Anteile der einzelnen Scores bei Infiltration oder Nichtinfiltration des
Tumors ins Nachbargewebe

100%
80% OpT1+pT2+pT3
o keine Infiltration ins
60% Nachbargewebe

B pT4a+pT4b
Infiltration ins

20% - |_i ,—I ’—l Nachbargewebe
0% L L |_| L L
0 1 2 3 4

Score
\ J

40% A

Diagramm 9

3.6. Korrelation des Scores mit der Lokalisation des Tumors

Die Tumorlokalisationen wurden zur ndheren Analyse in 3 Gruppen zusammengefasst:
Mundschleimhaut, Lippen und Haut, Zunge.

Vergleicht man die Tumoren der Lippen und der Haut mit denen der intraoralen Schleimhaut,
so stellt man eine sehr @hnliche Verteilung der Scores fest.

Bei den Tumoren der Mundschleimhaut lédsst sich folgende Scoreverteilung beobachten:

Score 0: 14/34 (41%), Score 1: 6/34 (17%), Score 2: 4/34 (12%), Score 3: 3/34 (9%), Score 4:
7/34 (21%).

Die Scores der Tumoren der Lippen und der Haut sind folgendermal3en verteilt:

Score 0: 5/10 (50%), Score 1: 1/10 (10%), Score 2: 1/10 (10%), Score 4: 3/10 (30%).

Fiir die beiden Lokalisationsgruppen ldsst sich der gleiche Durchschnittsscore von 1,5
berechnen.

Nur 4 Tumoren befanden sich im Bereich der Zunge. Dabei kommt Score 0 in 3/4 (75%) und
Score 4 in 1/4 (25%) Fillen vor. Eine Aussage iiber diese Lokalisationsgruppe ist hinsichtlich
der niedrigen Fallzahlen schwierig.

Die einzelnen Daten sind in Diagramm 10 zusammengefasst.

33



Anteile der einzelnen Scores bei verschiedenen Tumorlokalisationen

100%
90% -
80% 1

70%

%
60 O Schleimhaut

50% O Lippe+Haut
@ Zunge

40% 1]

30% A

20% A
W0
0%

. J

Diagramm 10

3.7. Korrelation des Scores mit den Risikofaktoren des Patienten

Wie auch in Diagramm 11 ersichtlich ist, stellt sich die Scoreverteilung in der
Patientengruppe ohne die Risikofaktoren Rauchen und Alkohol folgendermalien dar: Score O:
6/15 (40%), Score 1: 3/15 (20%), Score 2: 1/15 (7%), Score 4: 5/15 (33%).

Der Durchschnittsscore liegt bei 1,7 (siehe Diagramm 12).

Die Scores der Patientengruppe, die mindestens einen der beiden Risikofaktoren mitbringen
sind ebenfalls in Diagramm 11 dargestellt und verteilen sich wie folgt: Score 0: 16/33 (48%),
Score 1: 4/33 (12%), Score 2: 4/33 (12%), Score 3: 3/33 (9%), Score 4: 6/33 (18%).

Der Durchschnittsscore liegt bei 1,4 (siehe Diagramm 12).

Ein eindeutiger Zusammenhang zwischen der Scoreverteilung und der Prdsenz von

Risikofaktoren ldsst sich nicht feststellen.

34



( )
Anteile der einzelnen Scores bei Patienten mit Risikofaktoren und
Patienten ohne Risikofaktoren
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Diagramm 12

3.8. Korrelation des Scores mit anderen Tumorerkrankungen

Wie aus Diagramm 13 hervorgeht, ist die Scoreverteilung in Abhingigkeit des
Vorhandenseins anderer Tumorerkrankungen, deren Lokalisation und deren zeitlichem

Auftreten heterogen und ohne eindeutig signifikantes Ergebnis.
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Liegt kein anderes Tumorgeschehen vor, so errechnet sich ein durchschnittlicher Score von

1,8. Bei Patienten mit fritheren oder synchronen anderen Tumorgeschehen liegt der

Durchschnittsscore bei 1,4.

( )
Anteil der einzelnen Scores und andere Tumorerkrankungen
100%
O andere
90% 1 Tumorerkrankungen
80%
O keine anderen
70% Tumorerkrankungen
60%
@ synchroner Primartumor
50% in anderen Organen
40°/o T
M frihere
30% 4 Tumorerkrankungen im
Kopf-Hals-Bereich
20°/o T
_ O frihere
10% 77 - Tumorerkrankungen
F auBerhalb des Kopf-Hals-
0% T T T T = Bereichs
0 1 2 3 4
Score
\_ ,

Diagramm 13

3.9. Korrelation des Scores mit der pN-Klassifikation

Die Anzahl der Patienten in den einzelnen pN-Klassen ist sehr klein.

Bei 20/48 (42%) Patienten wurde der Hals nicht operativ untersucht.

Die Verteilung der einzelnen Scores stellt sich wie folgt dar und ist in Diagramm 14

veranschaulicht:

pNO: Score 0: 10/20 (50%), Score 1: 4/20 (20%), Score 2: 2/20 (10%), Score 4: 4/20 (20%);

pN1: Score 2: 1/2 (50%), Score 4: 1/2 (50%);

pN2b: Score 0: 2/4 (50%), Score 1: 1/4 (25%), Score 4: 1/4 (25%);

pN2c: Score 0: 1/2 (50%), Score 3: 1/2 (50%).
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Auffillig ist, dass alle pN1-Proben positiv fiir 57B sind, wihrend die Proben aller anderen
pN-Klassen jeweils nur zur Hilfte positiv fiir 57B sind.

Folglich fillt auch der Durchschnittsscore von pN1 aus der Reihe. Er betrigt 3, der von pNO
1,2, der von pN2b 1,25, und der von pN2c 1,5.

Fasst man die Patienten mit pN1-, pN2b- und pN2c-Hals zusammen, erhidlt man die
Patientengruppe mit Lymphknotenmetastasierung, also mit pN+-Hals.

Hier ist die Scoreverteilung folgende: Score 0: 3/8 (37,5%), Score 1: 1/8 (12,5%), Score 2: 1/8
(12,5%), Score 3: 1/8 (12,5%), Score 4: 2/8 (25%).

Diese Zahlen werden in Diagramm 15 mit denen der Patienten ohne Lymphknotenmetastasen,
also mit einem pNO-Hals, verglichen.

Es ist zu erkennen, dass bei pNO-Hilsen die niedrigeren Scores hiufiger vertreten sind und die
hoheren Scores ofter bei pN+-Hélsen vorkommen.

Die gleiche Beobachtung wird auch in Diagramm 16, bei der Betrachtung der
durchschnittlichen Scores von 1,2 bei pNO-Hals und 1,75 bei pN+-Hals, deutlich.

Diagramm 17 hebt nochmals den herausragend hohen Durchschnittsscore von pN1-Proben im
vergleich zu pNO- und pN+-Proben hervor.

Fiir die statistische Analyse wurden die pN-Stadien in zwei Gruppen eingeteilt, nimlich pN+
und pNO. Die statistische Analyse ergab keine signifikanten Unterschiede (p=0,432) zwischen
den pNO- und pN+-Tumoren.
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Anteile der einzelnen Scores bei den jeweiligen pN-Klassifikationen
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Diagramm 14

Anteile der einzelnen Scores bei Tumoren mit und ohne
Lymphknotenmetastasierung
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Lymphknotenmetastasierung und Score im Durchschnitt
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Diagramm 16

pN-Klassifikation und Score im Durchschnitt
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Diagramm 17

3.10. Korrelation des Scores mit der Tumorhistologie

In Diagramm 18 ist die Scoreverteilung bei nicht verhornenden und verhornenden PEC

dargestellt.

Bei nicht verhornenden PEC kommt Score 0 in 10/25 (40%), Score 1 in 6/25 (24%), Score 2
in 2/25 (8%), Score 3 in 3/25 (12%) und Score 4 in 4/25 (16%) Féllen vor.
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Bei verhornenden PEC kommt Score 0 in 11/22 (50%), Score 1 in 1/22 (5%), Score 2 in 3/22
(13%) und Score 4 in 7/22 (32%) Fillen vor.

Der durchschnittliche Score der nicht verhornenden PEC von 1,3 ist in Diagramm 19 gegen
den durchschnittlichen Score der verhornenden PEC von 1,6 aufgetragen.

Die Expression von MAGE-A-Antigenen ist bei den verhornenden PEC stéirker als bei den
nicht verhornenden.

Bei einer Probe handelt es sich um ein Carcinoma-in-situ (CIS). Diese war negativ fiir 57B.

Anteile der einzelnen Scores bei den jeweiligen Tumorhistologien

100%
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50% O nicht verhornendes
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30% 4| @ verhornendes PEC
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Diagramm 18
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Histologie und Score im Durchschnitt

Score im Durchschnitt
.
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Histologie

\.

Diagramm 19

Die Abbildungen 4 bis 7 zeigen das Firbemuster von Tumoren verschiedener

Entdifferenzierungsgrade und verschiedener GrofBe:

Abbildung 4:

Anfirbung eines pT1 G2 oralen Plattenepithelkarzinoms mit dem globalen MAGE-A Antikorper 57B (x100)

41



Abbildung 5:

Anfirbung eines pT1 G1 LO VO oralen Plattenepithelkarzinoms mit dem globalen MAGE-A Antikorper 57B

(x100)
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Abbildung 6:

Anfarbung eines pT1 G3 L1 VO oral Plattenepithelkarzinoms mit dem globalen MAGE-A Antikorper 57B

(x100)
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Abbildung 7:

Anfirbung eines pT3 G2 LO VO oralen Plattenepithelkarzinoms mit dem globalen MAGE-A Antikorper 57B
(x100)
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4. Diskussion

4.1. Zusammenfassung der Ergebnisse und Vergleich mit anderen Autoren

Die statistische Auswertung mittels nicht parametrischer Tests ergab bei allen Merkmalen
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Untersuchungsgruppen.

Generell sollten an dieser Stelle aber nicht mogliche signifikante Ergebnisse ausgeschlossen
werden. Da sich z.B. die pT-Klassifikation in 5 verschiedene Untergruppen aufspaltet, ist das
untersuchte Patientenkollektiv in einigen Untergruppen sehr klein. GroBere Fallzahlen in den
einzelnen untersuchten Untergruppen wiirden zuverldssigere Ergebnisse liefern.
Nichtsdestotrotz sind Tendenzen der Korrelation der Expression der MAGE-A-Antigene mit
den klinischen Parametern zu beobachten, die auch in Vergleichsstudien anderer Autoren

gefunden werden konnen.

4.1.1. Expressionsmuster der MAGE-A Antigene

Die Expressionshiufigkeit der einzelnen CT-Antigene variiert in unterschiedlichen
Tumortypen aber auch innerhalb eines Tumortyps [37].

In stark durch 57B angefirbten Tumorgebieten, gibt es Inseln von nicht angefirbten Zellen,
und in Tumorgebieten die zum Grofiteil nicht 57B positiv sind finden sich kleine Inseln 57B-
positiver Zellen [67].

In der vorliegenden Arbeit sind 54% der Proben positiv fiir den Antikdrper 57B.

Studien die sich der PCR bedienen, berichten von hoheren Zahlen: In zwei verschiedenen
Studien von Ries et al. (2005 und 2008) exprimieren 71% [41] bzw. 85,45% [68] der
untersuchten PEC MAGE-Antigene und Figueiredo et al. berichten 2006 im gleichen
Zusammenhang von 66,6% [69].

Laut Eura M. et al. exprimieren 1995 71% der untersuchten PEC des Kopf- und Halsbereichs
mindestens einen Vertreter der MAGE A [42].

Kienstra et al. beschrieben 2003 60% 57B positive PEC im Kopf- und Halsbereich durch PCR
und weniger als 60% durch die immunhistochemische Methode bei der Betrachtung derselben
Karzinome [70]. Sie vermuten, dass die Abkopplung von Transkription und Translation, die

geringere Sensitivitdt des Antikorpers zur immunhistochemischen Methode als zur PCR und
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die Heterogenitit der MAGE-Expression Griinde fiir die unterschiedlichen Ergebnisse sein
konnten [70].

Jehle erreichte 2007 in 60% der 33 untersuchten Tumorproben eine Anfirbung mit mAb-57B
[71].

4.1.2. Korrelation des Scores mit dem Geschlecht der Patienten

In dieser Studie betrdgt der durchschnittliche Score bei Proben, die von Ménnern stammen,
1,6 und liegt hoher als bei Proben, die von Frauen stammen, und einen durchschnittlichen
Score von 1,2 besitzen.

In einer Studie, die sich mit der Expression des C/T-Antigens NY-ESO-1 im
Urothelkarzinom befasst, konnte keine Korrelation zwischen der Expressionshiufigkeit und
dem Geschlecht der Patienten gefunden werden [72] und auch fiir die Anzahl der pro Probe
exprimierten CT-Antigene im PEC der Kopf- und Halsregion konnte kein Zusammenhang zu
dem Geschlecht der Patienten hergestellt werden [73].

In der vorliegenden Studie ist der Anteil der Frauen am Patientenkollektiv, das frei von den
Risikofaktoren Rauchen und Alkoholkonsum ist, viel hoher als der Anteil der Ménner. Nur
17% (6/35) der Minner sind weder Raucher noch iibermifBige Alkoholkonsumenten, wihrend
77% (10/13) der Frauen weder Rauchen, noch Alkohol missbrauchen.

Da Alkohol- und Tabakkonsum sich negativ auf das Immunsystem auswirken, mag die
Fahigkeit des Immunsystems aus eigener Kraft das Tumorgewebe zu bekdmpfen bei Patienten
die frei von diesen Risikofaktioren sind, hoher sein. Die Immunantwort richtet sich gegen die
Tumorzellen, die MAGE-Antigene exprimieren. Sie werden eliminiert. Die Areale im
Tumorgewebe, die MAGE-Antigene exprimieren werden kleiner, was zu einem niedrigeren
Score fiihrt [67].

Peng et al. fanden 2005 in einer Studie des Leberzellkarzinoms keine Korrelation der

Expressionshdufigkeit von CT-Antigenen und dem Geschlecht der Patienten [74].

4.1.3. Korrelation des Scores mit dem Alter der Patienten

Die Auswertung der Scores beziiglich des Patientenalter ergibt, dass mit zunehmendem Alter

der Score steigt.
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In zwei Studien zum Leberzellkarzinom [74, 75] wurde dem entsprechend herausgefunden,
dass das Durchschnittsalter von Patienten mit CT-Antigen positiven Tumoren hoher ist, als
das von Patienten mit CT-Antigen negativen Tumoren.

Diese Ergebnisse hingen wahrscheinlich damit zusammen, dass das menschliche Genom im
Alter allgemein hypomethylierter ist und die CT-Antigen Expression durch
Hypomethylierung reguliert wird [76].

In nicht MAGE-A1 exprimierenden Tumoren konnten ndmlich alle Transkriptionsfaktoren
zur Aktivierung des MAGE-A1 Promotors gefunden werden, MAGE-A1 wurde aber trotzdem
nicht exprimiert. Wurde jedoch der Promotor demethyliert, konnte MAGE-A1 in diesen
Tumoren exprimiert werden [40].

Im untersuchten Patientenkollektiv ist auch ein tendenzieller Zusammenhang zwischen dem
Alter und der Tumorgrof3e festzustellen. Bei groBeren Tumoren steigt der Altersdurchschnitt
der Patienten: T1-Patienten waren im Durchschnitt 59 Jahre alt, T2-Patienten 60, T3-Patienten
63, T4a-Patienten 68 und der einzige T4b-Patient war 65 Jahre alt. Diese Tatsache wire
ebenfalls eine Erklidrung fiir den Anstieg des Scores mit zunehmendem Patientenalter.

In einigen Studien anderer epithelialer Tumoren konnte kein Zusammenhang der MAGE-A

Expression mit dem Patientenalters bestétigt werden [77, 78].

4.1.4. Korrelation des Scores mit dem Entdifferenzierungserad des Tumors

Ein deutliches Ergebnis ergibt die Auswertung des Scores beziiglich des
Entdifferenzierungsgrades des Tumors: je entdifferenzierter das Tumorgewebe ist, desto
hoher wird der Score.

Derselbe Zusammenhang wird in zahlreichen Studien epithelialer Tumoren auflerhalb des
Kopf- und Halsbereichs beobachtet, unabhingig davon, ob sich die Studien des Nachweises
von CT-Antigenen mittels Immunhistochemie oder von CT mRNA mittels PCR bedienen [72,
78-82].

Eine steigende Expressionsrate von MAGE-Genen mit zunehmender Entdifferenzierung von
PEC des Kopf-und Halsbereichs konnten 1995 auch Eura M. et al. feststellen [42].

Dieses Phinomen konnte mit der ,,Krebs-Stammzell-Theorie* erklidrt werden. Diese Theorie
besagt, dass es in Tumoren, neben normalen Tumorzellen, einen Zellpool mit
Stammzelleigenschaften gibt, der auf unterschiedlichen Wegen und durch verschiedene

Mutationen entstehen kann. Diese ,, Tumorstammzellen* besitzen im Gegensatz zu den
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anderen Tumorzellen die Fihigkeit sich selbst zu erneuern, sind entdifferenziert und fiir die
Proliferation des Tumorgewebes zustindig. Nur ihnen wird die CT-Antigen Expression
zugeschrieben. Gestiitzt wird diese Theorie vor allem dadurch, dass CT-Antigene im
normalen Gewebe nur in der Stammzell-Selbsterneuerung und in dem frithen Stadium der
Embryonalentwicklung eine Rolle spielen [34, 83].

Daher ergibt sich folgender Zusammenhang: je entdifferenzierter das Tumorgewebe ist, desto
mehr Tumorstammzellen sind darin enthalten und desto mehr CT-Antigene werden folglich
exprimiert.

In diesem Zusammenhang sollte auch die epitheliale-mesenchymale-Transition (EMT)
erwihnt werden, die mit dem Verlust der epithelialen zelluldren Charakteristika und mit dem
Gewinn der Migrationsfihigkeit der Zelle einhergeht. Die EMT ist ein fundamentaler Prozess
in der Embryogenese, z.B. wihrend der Gastrulation, wird in der Embryogenese sowie in der
Kanzerogenese durch Wnt induziert und ist gekennzeichnet durch den Verlust von
membrandsem E-cadherin und damit einem Verlust der Adhésionsfahigkeit der Zelle, was
durch die Translokation von beta-catenin von der Adhésionsstelle in den Zellkern getriggert
wird [84].

Zellen, die von der EMT betroffen sind, sind ebenso entdifferenziert wie die
Tumorstammzellen und Brabletz et al. schlugen 2006 die Theorie der migrierenden
Tumorstammzellen (MCS) vor, die die Tumorstammzelltheorie und die EMT vereint. Die
MCS sind Tumorstammzellen, die zusitzlich eine EMT erfahren haben, an der Grenze des
Tumors zum normalen Gewebe lokalisiert sind und stark mit dem Auftreten von Metastasen
und mit einer reduzierten Uberlebenswahrscheinlichkeit in Verbindung gebracht werden [84].
Ries et al. (2008) und Figueiredo et al. (2006) fanden jedoch keine Korrelation des Gradings
mit der Expression von MAGE im oralen PEC [68, 69]. Ein Grund dafiir konnte die
Amplifizierung von MAGE-Antigenen aus Subklonen der PEC durch die PCR sein, die in der
vorliegenden Studie einen niedrigen Score haben [85].

Auch in einigen Studien anderer epithelialer Tumoren konnte in diesem Zusammenhang keine

Korrelation gefunden werden [77, 78].

4.1.5. Korrelation des Scores mit der pT-Klassifikation

Ein Zusammenhang zwischen dem Tumorstadium und dem Score ist in der vorliegenden

Studie tendenziell, aber nicht eindeutig erkennbar. Bei den Tumoren, die nicht in die
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Nachbarstrukturen infiltrieren ist der Score durchschnittlich niedriger als bei den Tumoren,
die in die Nachbarstrukturen infiltrieren. Betrachtet man die Scores fiir die einzelnen
Tumorstadien, so steigen diese zwar eindeutig von pT1 nach pT2 und etwas nach pT4a an,
pT3 und pT4b fallen aber aus der Reihe, vermutlich weil diese Tumoren zahlenméfig zu
gering vertreten sind, um ein verldssliches Ergebnis zu liefern.

Figueiredo et al fanden 2006 in ihrer Studie iiber die CT-Genexpression im PEC des Kopf-
und Halsbereiches eine Korrelation zwischen der T-Klassifikation der Tumoren und der
Expressionshidufigkeit verschiedener CT-Antigene [69].

Auch Studien anderer epithelialer Tumoren kamen zu diesem Ergebnis [78, 86, 87].

Ries et al. konnten 2008 zwar auch hier keine Korrelation finden, stellen aber fest, dass die
simultane Expression mehrerer MAGE-Antigene bei fortgeschrittenem Tumorstadium
zunimmt [68].

Einige Studien anderer epithelialer Tumoren konnen keine Korrelation des scores mit der pT-
Klassifikation finden [74, 77-79].

Zu erkldren wire der steigende Score bei zunehmendem pT-Stadium sicherlich damit, dass
die Hypomethylierung des Tumorgewebes im fortgeschrittenen Tumorstadium zunimmt [77,

88] und eine Demethylierung fiir die Expression von CT- Antigenen ausschlaggebend ist [76].

4.1.6. Korrelation des Scores mit der Lokalisation des Tumors

In dieser Studie kann keine Abhéngigkeit der MAGE-A Genexpression von der Lokalisation
des Tumors abgeleitet werden. Die Zahlen fiir die Tumoren der Mundschleimhaut und fiir die
Tumoren der Lippen und Haut weisen keine groBen Unterschiede auf, der Score ist im
Durchschnitt sogar identisch und fiir die Zungentumoren kann im Hinblick auf ihre geringe
Anzahl keine Aussage getroffen werden.

Eura M et al. beschreiben 1995 fiir das PEC des Kopf- und Halsbereichs eine hohere
Expression von MAGE-Antigenen bei Lokalisation im Oropharynx, Hypopharynx und in den
Kieferhohlen, als bei Lokalisation im Larynx, in der Mundhohle und auf der Zunge [42].

4.1.7. Korrelation des Scores mit den Risikofaktoren des Patienten

Figueiredo et al. konnten 2006 eine Korrelation zwischen dem Risikofaktor Rauchen bei

primiren PEC der Kopf- und Halsregion und der CTA-Genexpression finden [69].
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In der vorliegenden Studie ist jedoch kein deutlicher Zusammenhang zwischen der Priavalenz
von Risikofaktoren und der Scoreverteilung feststellbar.
Im Gegensatz zu der oben zitierten Studie ist eher eine Tendenz zu einer Erh6hung des Scores

in Abwesenheit von Risikofaktoren zu beobachten.

4.1.8. Korrelation des Scores mit anderen Tumorerkrankungen

Bei Patienten mit anderen fritheren oder synchronen Tumorerkrankungen liegt in dieser
Studie der Score durchschnittlich etwas niedriger, als bei unvorbelasteten Patienten. Die

Scores sind im Einzelnen allerdings sehr heterogen verteilt.

4.1.9. Korrelation des Scores mit der pN-Klassifikation

In der vorliegenden Studie wird in Einklang mit mehreren anderen Studien iiber epitheliale
Tumoren auBlerhalb des Kopf- und Halsbereichs [78, 86, 89, 90] deutlich, dass bei Patienten
mit Metastasen in den Halslymphknoten der Score durchschnittlich hoher ist, als bei Patienten
mit pNO-Hals. Dabei nimmt der pN1-Hals mit dem mit Abstand hochsten Durchschnittswert
eine Sonderrolle ein. Die geringen Fallzahlen in den einzelnen pN-Klassen konnen
moglicherweise das Ergebnis verzerren.

Ries et al. finden 2008 fiir das orale PEC auch hier keine Korrelation [68], genauso wie Heier

et al. 2006 fiir das PEC des Osophagus [77].

4.1.10. Korrelation des Scores mit der Tumorhistologie

Bei nicht verhornenden PEC ist in dieser Studie der Score im Durchschnitt niedriger, als bei
verhornenden PEC.

Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zu dem Ergebnis der Korrelation des
Entdifferenzierungsgrades mit dem Score, das auch durch mehrere andere Studien bestitigt

wird [72, 78-81], da nicht verhornende PEC entdifferenzierter sind als verhornende PEC.
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4.2. Perspektiven

4.2.1. CT-Expression als Ausgangspunkt fiir die Immuntherapie

Anfang der 80 Jahre wurde erstmals die spezifische Interaktion von cytotoxischen T-
Lymphozyten (CTL) mit autologen Tumorzellen in in vitro Arbeiten mit autologen
Melanomsystemen beschrieben. FEin Kulturansatz ~ aus bestrahlten Tumorzellen als
Stimulatorzellen, autologen T-Lymphozyten als Responderzellen und Interleukin(IL-)2 als
Lymphozytenwachstumsfaktor  lieferte beispielsweise nach 2-3 wochiger Kulturdauer
hochaktive CTL mit spezifischer lytischer Aktivitdt gegen autologe Tumorzellen [91, 92].
CTL konnen ein Antigen nur dann spezifisch erkennen, wenn es an der Tumorzelloberflidche
durch ein major histocompatibility complex Molekiil der Klasse I (MHC-I) prisentiert wird.
Der T-Zellrezeptor (TCR) ist in der Lage, einen Komplex aus einem MHC-I Molekiil und
einem Peptid aus 9-10 Aminosduren (AS) Lénge zu erkennen. Dieses Peptid entstammt
einem intrazelluldr prozessierten Tumorantigen und geht aufgrund seiner AS-Konstellation
eine Bindung mit dem jeweiligen MHC-I ein. Es gibt individuell verschiedene MHC-I Typen
und je nach gegebenem MHC-Phianotyp werden unterschiedliche Peptide aus einem
tumorassoziierten Protein préasentiert [93].

Die MAGE-Peptide gehoren gemif ihrer Gewebsexpression und Entstehungsursache zu den
tumorassoziierten Antigenen: Im PEC des Kopf- und Halsbereichs werden in der Literatur
Expressionsraten von 60%-85% [41, 42, 67, 70] mittels PCR ermittelt. Die Expressionsrate
der vorliegenden Arbeit liegt mit 54% unter den oben erwihnten Zahlen, was durch die
Verwendung der immunhistochemischen Methode zu erkldren ist [70]. Auch bei einer
Vielzahl anderer Tumorentitdten konnte die Expression von MAGE-Antigen und anderen CT-
Antigenen nachgewiesen werden [36, 37]. Die Expression der CT-Antigene, die eine
Multigenfamilie bilden und deren Gencode X-chromosomal lokalisiert ist, ist, auBerhalb von
Tumorgewebe, weitgehend auf Keimzellgewebe begrenzt. Die CT-Genaktivierung erfolgt
tiber DNA-Hypomethylierung bzw. Histon-Deacetylierung [37].

Die MAGE-Antigene, als Untergruppe der CT-Antigene, gelten als geeignete Ziele fiir die
Immuntherapie, wegen der weitgehenden Beschrinkung ihrer Expression auf Tumorgewebe
und Keimzellgewebe, ihrer Fihigkeit im Zusammenhang mit MHC Molekiilen eine natiirliche
humorale sowie zelluldre Immunantwort auszulosen und der groen Haufigkeit mit der sie in

Tumorgeweben exprimiert werden [36, 37, 41, 42, 67, 70].
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Die ersten klinischen Studien zur Vakzinierung von synthetischen MAGE-Peptiden,
entweder in l0slicher Form oder zusammen mit patientenspezifischen ex-vivo geziichteten
dendritischen Zellen, wurden bei Patienten mit metastasierenden Melanomen durchgefiihrt
und verfolgten die Induktion antigenspezifischer CTL [94, 95].

Die Erkennung spezifischer T-Lymphozyten nach der Immunsierung ist schwierig, auch wenn
ein therapeutischer Effekt eintritt [62, 94-96].

Vakzinierungen mit einem Peptid des MAGE-3A1 bewirkten bei Patienten mit
Melanommetastasen in 7/25 Fillen eine Tumorregression. Bei 3 Patienten war die
Tumorregression sogar vollstdndig und 2 von diesen 3 Patienten waren nach 2 Jahren noch
tumorfrei. In dieser Studie konnte jedoch keine messbare CTL-Reaktion im Patientenblut
nachgewiesen werden [94].

Patienten mit denselben Tumorentititen wurden im Rahmen einer anderen Studie mit MAGE-
3A1 zusammen mit dendritischen Zellen geimpft. Hier konnte eine Tumorregression in 6/11
Fillen erreicht werden und eine Expansion von tumorspezifischen CTL im Blut nachgewiesen
werden [95]. Ahnliche therapeutische Effekte konnten auch in anderen Studien demonstriert
werden [62, 94-96].

Eine monoclonale CTL-Antwort konnte auch bei einem Patienten nachgewiesen werden, der
mit MAGE-A3 Peptiden geimpft wurde [97].

Vantomme V. et al. zeigten 2004, dass die Impfung von Krebspatienten mit MAGE-A3 und
dem Adjuvant ASO2B eine MAGE-A3-Atikorperproduktion und eine T-Zellantwort auslost
[98].

Atanackovic D. et al. demonstrierten 2004, dass Tumorpatienten, die mit MAGE-A3
Proteinen und dem Adjuvant A 30 geimpft wurden, mehr als 3 Jahre klinisch tumorfrei
blieben [99].

Ein anderer Ansatz der Immuntherapie ist die Impfung von geklonten CTL Zellen [100].

Die Expression von MAGE-A-Antigenen ist heterogen und unterschiedlich fiir verschiedene
Gebiete in ein und demselben Tumor. Dies bedeutet, dass vor einer Immuntherapie
herausgefunden werden muss welche MAGE Untergruppen am haufigsten exprimiert werden,
damit die Therapie auf diese abzielen kann [41].

Ein Weg die Heterogenitit zu iiberwinden wire, die CT-Antigenexpression im Tumorgewebe
zu erhohen oder zu induzieren, z.B. durch Verabreichung von Histondeacetylase Hemmern
und/oder DNA demethylierenden Agenzien, um die Tumorzellen angreifbar zu machen [101,

102].
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In der Literatur wird jedoch von einem Fall berichtet, bei dem durch die Impfung mit einer
geklonten Population von CD4+ T-Zellen, die sich speziell nur gegen ein einziges CT-
Antigen, ndmlich NY-ESO-1, richtet, eine vollstindige Remission / Regression des Tumors
erreicht wurde, obwohl nicht alle Tumorzellen dieses Antigen exprimierten. Vermutlich sind
bei der Lyse von NY-ESO-1 exprimierenden Tumorzellen andere Antigene aus
Apoptosekorpern freigeworden und konnten ihrerseits eine T-Zell Antwort auslosen. Es wiire
ebenfalls denkbar, dass Bestandteile anderer CT-Antigene, die mit Bestandteilen von NY-
ESO-1 iibereinstimmen, von den geimpften CD4+ T-Zellen erkannt wurden [100].

Dieses Beispiel verdeutlicht das Potential, das in der Immuntherapie von Tumoren steckt und
fordert weitere intensive Forschungen auf diesem Gebiet.

Wie der vorliegenden Arbeit zu entnehmen ist, steigt die Expression der MAGE-Antigene mit
zunehmender Aggressivitidt (N+), mit zunehmender Tumroausdehnung und mit zunehmender
Entdifferenzierung des Tumors. Gerade das Patientenkollektiv mit solchen prognostisch
schlechten Tumoreigenschaften, konnte enorm von der Immuntherapie, z.B. als adjuvante

Therapieform, profitieren.

4.2.2. CT-Expression als diagnostisch relevanter Faktor

Auch in der Diagnostik und in der Krebspriavention konnten CT-Antigene eine wichtige Rolle
spielen.

Die Inzidenz von Fernmetastasen, ausgehend von oralen PEC, wird in der Literatur mit 13%
angegeben und das Risiko einen sekundédren Primédrtumor zu entwickeln mit bis zu 30% [5].
Eine okkulte Disseminierung singuldrer Tumorzellen in regionale Lymphknoten oder in
Sekundirorgane konnte auch nach einer radikalen Operation Ausgangspunkt von klinisch
manifesten Metastasen sein [103].

Bei der konventionellen histopathologischen Untersuchung sind diese minimalen
Tumorabsiedlungen oft nicht nachweisbar. Bei Patienten, die nach einer Erkrankung mit
einem Osophaguskarzinom, nach pathologischen Routineuntersuchungen als tumorfrei
eingestuft wurden, konnten mit immunhistochemischen Verfahren einzelne Tumorzellen in
Lymphknoten nachgewiesen werden. Dadurch fiel ihre Prognose signifikant schlechter aus
[104]. Fiir ein akkurates Staging miissten folglich, zusitzlich zu den bewéhrten Methoden,

immunhistochemische Verfahren zum Zug kommen [105].
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Solche seltenen verstreuten Tumorzellen wurden in peritonealer Fliissigkeit, in Knochen,
Speichel, Knochenmark, Lymphknoten und Blut von Patienten, die an vielen verschiedenen
Tumoren erkrankt waren, identifiziert. In diesen Proben wurde, im Gegensatz zu Proben von
gesunden Kontrollpersonen, ein heterogenes Expressionsmuster von MAGE entdeckt [106-
114].

Proben von Korperfliissigkeiten, wie z.B. Speichel, konnten beim PEC des Kopf- und
Halsbereichs dazu verwendet werden, Rezidive oder Sekundirtumoren zu entdecken, bevor
deren Symptome klinisch manifest werden [62, 109].

Patienten mit einer solchen minimalen Tumorlast konnten frithzeitig durch geeignete
Impfstoffe auf Basis der CT-Antigen induzierten Immunantwort therapiert werden [62].

Auch in den Resektionsriandern versteckte Mikrometastasen konnten intraoperativ mittels
CT-Antigen-Erkennung diagnostiziert werden. Das Auftreten von Lokalrezidiven kénnte so
reduziert werden [115].

Die Expression von MAGE-A-Antigenen im normalen Gewebe, das an Tumoren der
Speiserohre und der Lunge angrenzte, wurde in diesem Zusammenhang berichtet [107, 116].
Tumorzellen, die die Fihigkeit besitzen, vom Immunsystem nicht erkannt zu werden, und
dadurch einen Uberlebensvorteil haben, konnten der Grund fiir die Tumorzelldisseminierung
sein. Einen solchen Uberlebensvorteil stellt z.B. eine defekte HLA-1 Antigenexpression dar.
Tumorzellen mit diesem Defekt werden nicht mehr als , korperfremd* erkannt und entziehen
sich auf diese Weise dem Angriff durch CTL [117]. Diese Tumorzellen miissten vor einer
Immuntherapie, wie oben beschrieben, erst wieder der korpereigenen Immunreakion
zugénglich gemacht werden [101, 102].

1953 fiihrten Slaughter et al. erstmals den Begriff der ,Feld-Kanzerisierung® im
Zusammenhang mit ihren Beobachtungen an histologisch abnormen Gewebe in der
Umgebung von oralen PEC ein [118].

Jiingste Forschungen auf molekularer Ebene unterstiitzen dieses Modell, das die Entwicklung
eines Feldes mit genetisch alterierten Zellen in den Mittelpunkt der Kanzerogenese stellt, und
neben dem PEC des Kopf- und Halsbereichs auch fiir weitere Organsysteme wie Lunge,
Speiserohre, Vulva, Zervix, Kolon, Brust, Blase und Haut gilt [118-127].

Im oralen PEC veréndert sich eine Stammzelle genetisch und formt mit ihren Tochterzellen
einen ,,Fleck® PT53-mutierter Zellen. Die Vorginge, die bei der Umwandlung von einem
»Fleck* zu einem ,,Feld* stattfinden, sind noch nicht geklért. Ein Feld ist eine epitheliale
Lision, die aus Zellen mit krebsdhnlichen Genabberationen (3p, 9p, 8p, 18p), besteht. In der

Mukosa des Kopf- und Hals-Bereichs wurden solche Felder mit einem Durchmesser von
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mehr als 7cm entdeckt. Bei dem Ubergang von einem prineoplastischen Feld zu einem oder
mehreren Tumoren scheint die 11p13 Amplifizierung von Bedeutung zu sein [128].

Nach der radikalen Resektion von primdren Tumoren, bleiben Anteile solcher
praneoplastischer Felder bestehen, woraus sich spiter sogenannte ,,Lokalrezidive® oder
,,sekundire Primartumoren‘ entwickeln konnen [129, 130].

Aus diesem Grund sollte sich die Diagnose und Therapie des PEC nicht nur auf den Tumor,
sondern ebenfalls auf das ithn umgebende genetisch alterierte Feld beziehen. Das Auffinden
und Beobachten solcher Felder wire ein Meilenstein in der Krebsprevention [128].

Dabei und bei der Therapierung von prikanzerogenen Feldern, die chirurgisch wegen ihrer

Ausdehnung oft nicht beherrschbar sind, konnten die MAGE-Antigene ihren Beitrag leisten.

4.2.3. CT-Expression als Prognosefaktor

Manche klinisch kleinen Tumoren konnen von starker biologischer Aggressivitit sein und
friih in die regionalen Lymphknoten metastasieren. Einige grofe Tumore metastasieren
hingegen nur sehr langsam und ziehen eine sehr lange posttherapeutische tumorfreie Zeit nach
sich [21].

Tumoren gleicher TNM Klassifikation konnen sich folglich klinisch unterschiedlich verhalten
und von unterschiedlicher biologischer Aggressivitit sein [5]

Die CT-Expression im einzelnen Tumor konnte als zusitzlicher Parameter dabei helfen, die
individuelle Prognose eines Krebspatienten einzuschétzen.

In einigen Studien wurde die Expression von MAGE-Antigenen mit der
Uberlebenswahrscheinlichkeit der Tumorpatienten korreliert.

Bandi et al. stellten 2006 bei Patienten mit MAGE-A4 positiven invasiven duktalen
Brustkrebstumoren retrospektiv ein signifikant lingeres Uberleben fest, als bei MAGE-A4-
negativen Tumorpatientinnen [131].

Dieses Ergebnis konnte mit der antitumordsen und proapoptotischen Aktivitat von MAGE-A4
in Zusammenhang gebracht werden: Durch die Bindung von MAGE-A4 an Gankyrin wird
dessen kanzerogene Aktivitidt unterdriickt, da Gankyrin die tumorsupprimierende Wirkung
von Rb hindert und den Tumorsuppressorgenen pl6, pl8 und p53 entgegenwirkt [52-54].
Dariiber hinaus kann das c-terminale 107 AS lange Fragment des MAGE-A4-Antigens unter
genotoxischem Stress abgespalten werden und eine p53 abhingige sowie p53 unabhingige

Apoptose bewirken und zusitzlich den p53-Proteinspiegel anheben [55].
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Andere Studien beweisen jedoch das Gegenteil:

Jehle findet 2007 beim oralen PEC keinen signifikanten Zusammenhang zwischen der
MAGE-A4 Expression und der Uberlebenswahrscheinlichkeit, aber zeigt im Gegensatz dazu,
dass die positive Firbung der MAGE-Antigene mit dem monoklonalen Antikorper 57B mit
einer signifikant verkiirzten tumorbezogenen Uberlebenswahrscheinlichkeit korreliert [71].
Die Anfidrbung mit 57B scheint sich daher als bedeutungsvoller Marker fiir einen ungiinstigen
Krankheitsverlauf zu eignen [71].

Patienten mit Blasenkarzinomen, bei denen sich das Tumorgewebe mit 57B anfirben ldsst,
weisen, auch nach Kocher et al. (2002), ein verringertes tumorspezifisches Uberleben auf

[132].
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5. Zusammenfassung:

Da sich die Expression der MAGE-A-Antigene weitgehend auf Tumorgewebe und
Keimzellen beschrinkt und MAGE-A-Antigene in der Lage sind eine natiirliche zelluldre und
humorale Immunantwort auszul6sen, sind sie nicht nur als Prognose- und Diagnosefaktoren
interessant, sondern auch als Ausgangspunkt fiir immuntherapeutische Ansitze.

In der vorliegenden Studie wurde die Expression der MAGE-A1, -A2, -A3, -A4, -A6, und -
Al12-Antigene im Tumorgewebe von 48 primdren PEC des Mund-Kiefer-und
Gesichtsbereichs nachgewiesen, indem histopathologische Schnitte mit dem monoklonalen
globalen MAGE-A Antikorper 57B angefiarbt wurden. Die Anzahl der pro Tumorprobe
angefdrbten Zellen wurde in einen Score von 0-5 iberfithrt. Die Scorewerte wurden mit
folgenden klinischen Parametern des Patientenkollektivs, die retrospektiv nach Aktenlage
erhoben und im zentralen Tumorregister der DOSAK verwaltet wurden, in Zusammenhang
gebracht: Tumorgrofle, Infiltrationsverhalten in Nachbarstrukturen, Entdifferenzierungsgrad,
Lymphknotenbefall, Geschlecht, Alter, vorhandenen Risikofaktoren, frithere und simultane
Tumorgeschehen, Histologie und Tumorlokalisation.

Die statistische Analyse mittels nicht-parametrischen Tests wurde bei den Variablen
Geschlecht, Tumorgrofle, Entdifferenzierungsgrad und Lymphknotenbefall angewendet und
kam bei keiner der untersuchten Variablen zu einem signifikanten Ergebnis.

Die Autorin mochte jedoch nicht generell mogliche signifikante Ergebnisse ausschlieBen. Es
konnen Tendenzen in der Korrelation der Expression von MAGE-A-Antigenen festgestellt
werden, die auch in anderen Untersuchungen des oralen PEC und anderer epithelialer
Tumoren auftreten. Eindeutigere Ergebnisse konnten Studien groBerer Fallzahlen der
einzelnen Untersuchungsgruppen (die pT-Klassifikation teilt sich z.B. in 5 Untergruppen ein)
liefern.

In der vorliegenden Studie exprimierten 54% der untersuchten PEC MAGE-A-Antigene.
Tendenziell konnte festgestellt werden, dass die Expression von MAGE-A-Antigenen bei
Frauen, dlteren Patienten, hoherem Entdifferenzierungsgrad des Tumorgewebes, grof3eren und
in Nachbarstrukuren infiltrierenden Tumoren und bei vorhandenem Lymphknotenbefall
erhoht ist. Fiir die Parameter Tumorlokalisation, Risikofaktoren, Tumorhistologie und
anderen fritheren oder simultanen Tumorgeschehen konnte keine deutliche Tendenz
festgestellt werden.

Teilergebnisse dieser Arbeit wurden bereits verdffentlicht [85].
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