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1. Einleitung
1.1. Epidemiologie der Krebserkrankung

Etwa 10 Millionen Menschen (5,3 Millionen Manner und 4,7 Millionen Frauen) erkrankten im
Jahr 2000 weltweit neu an Krebs und schatzungsweise 15 Millionen Menschen werden im Jahr
2020 neu an Krebs erkranken [175]. Etwa 6,2 Millionen Menschen sind im Jahr 2000 weltweit
an Krebs gestorben, wobei Lungenkrebs die haufigste Krebs-Todesursache war. Manner er-
kranken haufiger an Krebs als Frauen. Die Erkrankungsrate bei Frauen steigt jedoch durch zu-
nehmenden Tabakkonsum kontinuierlich an [175]. In reicheren Landern treten Prostata-, Brust-
und Darmkrebs haufiger auf als in armeren Landern. Dagegen erkranken die Menschen in ar-
meren Landern haufiger an Krebserkrankungen der Leber, des Magens und des Gebarmutter-
halses. Ursachlich sind haufig Infektionen. Die besten Heilungschancen haben Brust-, Gebar-
mutterhals-, Prostata-, Darm- und Hautkrebs, vorausgesetzt sie werden friih genug erkannt
[175]. 12,6 Prozent aller Todesfalle in der Welt sind durch Krebs verursacht. Damit sterben im
Durchschnitt weltweit mehr Menschen an Krebs als an AIDS, Tuberkulose und Malaria zusam-
men. Krebs ist in den Industrienationen die zweithaufigste Todesursache und in den Entwick-
lungslandern eine der drei haufigsten Todesursachen bei Erwachsenen [175]. In Deutschland
erkranken jahrlich schatzungsweise 420.000 Menschen neu an Krebs und etwa 208.000 Men-
schen versterben jahrlich an Krebs. Wahrend die Manner in der Gesamtzahl der Neuerkran-
kungen die Frauen leicht Gberragen (218.000 Manner und 206.000 Frauen), sind bei den unter
60-Jahrigen die Frauen deutlich haufiger betroffen (48.000 Manner und 58.000 Frauen).

Die Inzidenz der Krebsneuerkrankungen steigt an, was in den letzten Jahren allerdings eher ei-
ner verbesserten Diagnostik als einer zunehmenden Erkrankungshaufigkeit zugeschrieben wird.
Die Mortalitatsrate ist dagegen im Sinken begriffen. Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate be-
tragt bei Mannern 46%, bei Frauen 58%. Die mittleren Uberlebenschancen von Mannern und
Frauen mit Krebserkrankungen gleicher Lokalisation unterscheiden sich mit Ausnahme von Tu-
moren der Mundhdhle und des Rachens nur wenig voneinander. Wahrend die Inzidenz der Tu-
moren des Mund- und Rachenraumes wahrend den 1970er - und 1980er Jahren, vor allem bei
Méannern, deutlich zugenommen hat, nimmt sie seit den 1990er Jahren fur beide Geschlechter
eher ab. Seit Ende der 1990er Jahre nimmt auch die Sterblichkeitsrate der Frauen an diesen
Tumoren ab [106]. Schatzungsweise 7.800 Manner und 2.600 Frauen erkranken jahrlich neu an
Tumoren im Kopf-Hals-Bereich (Mundhdhle und Rachen). Manner erkranken somit dreimal hau-
figer an diesen Tumoren als Frauen. Bei Mannern machen diese Tumoren ca. 3,6%, bei Frau-
en ca. 1,3% aller bésartigen Neubildungen aus. Das mittlere Erkrankungsalter der Manner liegt

bei 61 -, das der Frauen bei 69 Jahren. Die mittlere 5-Jahres-Uberlebensrate bei Tumoren der



Mundhéhle und des Rachens betragt fur Manner 46% und flr Frauen 60% und liegt somit im
Mittel der Uberlebensraten aller Krebserkrankungen [106]. Im Vergleich mit den EU-Landern
liegt die Inzidenz dieser Tumoren im mittleren Bereich. Sie wird fur beide Geschlechter von den
Raten in Frankreich Gbertroffen. Die niedersten Inzidenzraten werden fir Manner in Griechen-

land und fir Frauen in Lettland berechnet [106].

Die Tabellen 1 und 2 zeigen die Lokalisation und den prozentualen Anteil der haufigsten Krebs-
formen im Vergleich zur Gesamtzahl aller Krebsneuerkrankungen bzw. die Lokalisation und den
prozentualen Anteil der Sterbefalle an den haufigsten Krebsformen im Vergleich zur Gesamt-

zahl der Krebssterbefalle im Jahr 2002 in Deutschland.

Tabelle 1: Lokalisation und prozentualer Anteil der haufigsten Krebsformen zur Gesamtzahl der Krebs-

neuerkrankungen 2002 in Deutschland: 208.215 Krebs-Neuerkrankungen bei Mannern und
206.000 Krebs-Neuerkrankungen bei Frauen [106]

Manner Frauen

Organ / Region Prozent Organ / Region Prozent
Prostata 22,3 Brustdrise 26,8
Darm 16,3 Darm 17,4
Lunge 14,9 Lunge 6,1
Harnblase 8,6 Gebarmutterkorper 5,5
Magen 5,1 Eierstocke 4.8
Niere 4,7 Magen 4,0
Mund-Rachen 3,6 M. Melanom der Haut 3,7
Bauchspeicheldriise 2,8 Harnblase 3,5
Malignes Melanom der Haut | 2,8 Mund-Rachen 1,3

Tabelle 2: Lokalisation und prozentualer Anteil der Sterbefalle der haufigsten Krebsformen zur Gesamt-
zahl der Sterbefalle 2002 in Deutschland: 109.631 Krebssterbefélle bei Mannern und 99.945

Krebssterbefalle bei Frauen [106]

Manner Frauen

Organ / Region Prozent Organ / Region Prozent
Lunge 26,3 Brustdrise 17,8
Darm 12,8 Darm 14,9
Prostata 10,4 Lunge 10,4
Magen 6,0 Bauchspeicheldrise 6,7
Bauchspeicheldrise 5,6 Eierstocke 5,9
Nieren 3,5 Magen 5,8
Mund-Rachen 3,4 Leukamien 3,4
Leukamien 3,2 Non-Hodgkin-Lymphome 2,7
Speiserdhre 3,2 Mund-Rachen 1,0

Primare maligne Tumoren von Kopf und Hals sind gewdhnlich zu etwa 40% in der Mundhdhle,
zu 25% im Larynx, zu 15% im Oro- und Hypopharynx und zu 10% in den Speicheldriisen loka-
lisiert. Die meisten (80 - 95 %) dieser Tumoren sind Plattenepithelkarzinome (HNSCC = head
neck squamous cell carcinoma), die tbrigen Adenokarzinome der Speicheldriisen, Schilddri-
senkarzinome, nasopharyngeale Lymphome und andere seltene Tumoren [41]. Wahrend die

Inzidenz von Schilddrisen-, Knochen-, Weichgewebs-, Speicheldriisen-, Zungen-, Tonsillen-
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und Nasentumoren ansteigt, fallt die Rate der Lippen-, Hypo- und Oropharynx-, (Hals-)Osopha-
gus- und Kehlkopftumoren. Die Sterblichkeitsrate war bei allen diesen Tumoren, mit Ausnahme

einer stabilen Sterblichkeitsrate bei Kehlkopftumoren, etwas im Sinken begriffen [41].

Erste Symptome oraler Kopf-Hals-Tumoren sind Heiserkeit, Fremdkoérpergefiihl, Schluckstorun-
gen und Schmerzen beim Essen. Zwischen dem Auftreten der ersten Symptome eines Mund-
hohlenkarzinoms und der Diagnosestellung vergehen drei Monate und mehr [48], was zum ei-
nen am verspateten Aufsuchen des Arztes durch den Patienten, zum anderen an einer falschen
arztlichen Diagnose bei der Erstvorstellung des Patienten liegt. Als Risikofaktoren der Kopf-
Hals-Tumoren gelten in den Industrielandern besonders Tabak und Alkohol in den Entwicklungs-
landern vor allem Tabak und Betel-Kauen [22]. Viren werden ebenfalls als eine Ursache von
Karzinomen des Oropharynx diskutiert [30]. Eine signifikant geringere Inzidenz der durch Rau-

chen und Alkohol verursachten Tumoren fand Grundmann [70] bei Mormonen.

1.2. Metastasen, Rezidive und Zweittumoren als wichtigste Ursachen
der Letalitat

Haufig besteht die einzige Chance bdsartige Tumoren zu heilen in der friihen Entdeckung und
vollstandigen Entfernung [34], bevor sich durch Disseminierung einzelner Tumorzellen oder
Zellkonglomerate Metastasen gebildet haben [60]. Die Fahigkeit maligner Tumoren zu meta-
stasieren, stellt nach wie vor ein Kernproblem in der Tumortherapie dar. Mit der Metastasierung
in andere Gewebe entsteht aus einem zunéachst lokal begrenzten Prozess eine systemische
Krankheit.

Die Metastasen werden haufig mit dem Primartumor diagnostiziert; es kénnen jedoch auch Mo-
nate oder Jahre nach der Diagnose des Primartumors, seiner chirurgischen Entfernung und
dem Auftreten von Metastasen liegen. In seltenen Fallen wird die Metastase vor dem Primartu-
mor diagnostiziert. Wahrend der Primartumor mit den modernen Operationstechniken oft relativ
problemlos entfernt werden kann, stellt die Beseitigung der Metastasen meist ein unlésbares
Problem dar. Dies bedeutet, dass eigentlich nicht der Primartumor sondern die Metastasen flr
den Tod des Patienten verantwortlich sind [49]. Bei den Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-
Bereich kommt es trotz chirurgischer Intervention und der Anwendung von Radio- und Chemo-
therapie haufig zu einem erneuten Auftreten des Tumors. 40% der behandelten Patienten ent-
wickeln innerhalb von 2 Jahren (bzw. fast 50% der Patienten innerhalb von 5 Jahren) ein Re-
zidiv [33].

Fast 50% der Patienten mit mehr als 3 Lymphknotenmetastasen entwickeln Fernmetastasen,

dabei steigt das individuelle Risiko um das ca. 3-fache, wenn der Tumor den Lymphknoten
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durchbrochen hat [111]. Ist ein Rezidiv aufgetreten oder hat eine Metastasierung begonnen,
sinkt die Uberlebenschance deutlich. Zusatzlich besteht das Risiko des Auftretens multipler
weiterer Primartumoren im Epithel des Kopf-Hals-Bereiches, des Osophagus und der Lungen.
Pro Jahr entwickeln 2 - 3% der erfolgreich behandelten Patienten mit Tumoren im Kopf- Hals-

Bereich erneut dort Tumoren [117].

1.3. Die Adhasionsmolekiile

1.3.1. Die wichtige Funktion von Adhasionsmolekiilen bei der Ausbreitung der
Tumoren und der Metastasierung
Adhasionsprozesse sind die Grundlage fur Gewebedifferenzierung, fur den Aufbau von Gewe-
bestrukturen und von Organmanifestation. Beim Prozess der Tumormetastasierung handelt es
sich um einen komplexen Vorgang, der auf molekularer Ebene noch nicht genau geklart ist. Er
erfordert von den transformierten Zellen diverse neue Fahigkeiten. Dazu gehdrt das Loslésen
vom Primartumor, was durch einen erhohten mechanischen Druck im Tumor, das Freisetzen
lytischer Enzyme und eine erhéhte Motilitat der Tumorzellen erleichtert wird. Weiterhin gehdren
dazu das Eindringen in benachbarte Gewebe, in Blut- und Lymphgefalie (Intravasation), das
Festsetzen im Zielorgan (Arretierung) und die weitere Proliferation der Tumorzellen zu Toch-
tergeschwiilsten [77] unter Umgehung des physiologischen “Apoptose-Programmes” [44].
So umfasst der Prozess des invasiven Wachstums und der Metastasierung diverse komplexe
und spezifische Zell-zu-Zell- und Zell-zu-Matrix-Interaktionen. Dabei missen die Zellen auf ihrer
Wanderschaft in der Lage sein, spezifische und unspezifische Attacken des Immunsystems zu
Uberstehen [144]. Wie schaffen es also die Tumorzellen, all diese schwierigen Aufgaben zu er-

fullen?

Wie man inzwischen weil3, unterscheiden sich die Tumorzellen von ihren nichttransformierten
Vorlauferzellen oft erheblich in der Art und Auspragung ihrer Adhasionsmolekule. Die Adhasi-
onsmolekule vermitteln die Bindung von Zelle zu Zelle und leiten so Signale in das Zellinnere
weiter. Sie vermitteln die Bindung an die extrazellulare Matrix und haben so unter anderem Ein-

fluss auf die Beweglichkeit der Zellen, zum Beispiel durch die Bindung an Hyaluronsaure [206].

1.3.2. Ubersicht wichtiger Adhisionsmolekiile (auBer CD44)

Verschiedene Strukturfamilien der Adhasionsmolekiile spielen bei der Leukozyten- und auch
der Tumorzellwanderung und bei ihrer Zielortbestimmung (homing) eine wichtige Rolle. So
scheint es gerechtfertigt anzunehmen, dass gerade eine veranderte Expression der Adhasions-

molekile fur die metastatischen Eigenschaften vieler maligner Tumoren verantwortlich ist.
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Abbildung 1 vermittelt eine Ubersicht Giber die Gewebeverteilung und die Liganden wichtiger

Adhasionsmolekiile

Abbildung 1: Die Gewebeverteilung und Liganden wichtiger Adh&asionsmolekle [91] (vgl. 8. Abkdr-

zungsverzeichnis)

Name Gewebeverteilung Ligand
_Selekti naive und
Selektine e L-Selektin Gedachtnislymphocyten, GlyCAM-1, CD34
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Die Nomenklatur ist verwirrend, da die meisten Adhasionsmolekule durch monoklonale Antikor-
per oder Tests von Zell-zu-Zell-Wechselwirkungen definiert wurden. Biochemisch wurden sie

erst spater charakterisiert, weshalb aus dem Namen nicht unbedingt ersichtlich ist, zu welcher

Strukturfamilie sie gehdren.
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Zu den vier Hauptgruppen der Zell-Adhasionsmolekiile zahlen die Selektine, die Immunglobulin-

Superfamilie, die Cadherine und die Integrine.

1.3.2.1. Selektine

Die Selektine gehoéren zur kleinsten und jingsten Strukturfamilie der Adhasionsmolekiile [192].
Sie besteht aus drei Mitgliedern: L-, E- und P-Selektin. Sie werden entweder auf Leukozyten
(L-Selektin) oder dem vaskularen Endothel (P- und E-Selektine) exprimiert. Selektine sind Zell-
oberflachenmolekile dhnlicher Grundstruktur, die sich in der lektinahnlichen Kette in ihrem ex-
trazellularen Bereich unterscheiden. Alle drei Selektine binden im Gegensatz zu Mitgliedern der
anderen drei Hauptgruppen, die Uber Protein-Protein-Bindungen agieren, an spezifische Zuk-
kergruppen. L-Selektin bindet an den Kohlenhydratanteil von muzinahnlichen Molekdlen, die
man als vaskulare Adressine bezeichnet und die auf dem vaskularen Endothel exprimiert wer-
den. Die Selektine spielen eine wichtige Rolle beim Leukozyten-Homing. So ist die Funktion der
Selektine unverzichtbar bei der Extravasation neutrophiler Granulozyten, wie in mehreren Blok-
kierungsexperimenten der L- und E-Selektin-Molekule mit monoklonalen Antikdrpern nachzu-
weisen war [193]. Die Wechselwirkung zwischen L-Selektin und den vaskularen Adressinen ist
zwar verantwortlich fir das spezifische Homing nativer T-Zellen in lymphatischen Organen, be-
fahigt diese Zellen jedoch nicht, die Endothelbarriere zum lymphatischen Gewebe zu durchbre-
chen. Dafur sind Vertreter der Integrin- und Immunglobulin-Superfamilie erforderlich. Diese
spielen auch eine wichtige Rolle bei den nachfolgenden Interaktionen der Leukozyten mit den

antigenprasentierenden Zellen und den spateren Zielzellen.

1.3.2.2. Die Inmunglobulin-Superfamilie

Die Immunglobulin-Superfamilie besteht aus einer Gruppe funktionell unterschiedlicher Moleki-
le mit einer variablen Anzahl extrazellularer immunglobulinahnlicher Domanen [15]. Viele Adha-
sionsmolekiile der Zelloberflache sind Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie, zu der auch
die Antigenrezeptoren der T- und B-Zellen und die konstante Doméane der MHC (Haupthisto-
kompatibilitatskomplex)-Molekiile gehoren. Drei sehr ahnliche interzellulare Adhasionsmolekiile
(ICAM), ICAM-1, ICAM-2 und ICAM-3, binden an das Leukozytenfunktion-assoziierte-1-Inte-
grin (LFA-1-Integrin). ICAM-1 und ICAM-2 werden sowohl auf Epithel exprimiert als auch auf
den antigenprasentierenden Zellen. Eine Bindung an diese Molekiile befahigt die Leukozyten,
durch die GefaBwande zu wandern. ICAM-3 wird nur auf Leukozyten exprimiert und hat wahr-
scheinlich einen groRen Anteil an der Adhasion zwischen T-Zellen und antigenprasentierenden
Zellen [14, 86]. Entziindungsmediatoren wie Interferon-y, Interleukin-1 und Tumor-Nekrosefak-
tor-a fuhren zu einer deutlichen Steigerung der Expression von ICAM-1 [191]. ICAM-1 kdnnte
moglicherweise als Tumormarker beim Pankreaskarzinom von Bedeutung sein. Zum Beispiel

fuhrt eine Verminderung der Expression von ICAM-1 durch TGF-Beta 1 (transforming growth
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factor-beta 1) auf Pankreaskarzinomzellen zu einer Erhéhung der Lebermetastasierungsrate
[159].

1.3.2.3. Cadherine

Cadherine sind Calcium-abhangige Transmembranglykoproteine, die homophile Zell-zu-Zell-
Adhasion vermitteln. Sie scheinen unter anderem bei der Organisation des Ablaufs der Embryo-
genese und an der Stabilisierung und Erhaltung der Polaritat erwachsenen Gewebes beteiligt
zu sein [3]. Der Genlokus (beim Menschen) befindet sich auf dem langen Arm des Chromo-
soms 16 und umfasst 16 Exons mit einer Lange von 10 Kilobasen [12].

Drei wichtige Unterfamilien sind gut charakterisiert, das epitheliale Cadherin (E-Cadherin), das
plazentare Cadherin (P-Cadherin) und das neurale Cadherin (N-Cadherin). Weitere Cadherine
sind das muskulare Cadherin (M-Cadherin), das OB-Cadherin in Osteoblasten und das LI-Cad-
herin in Leber- und Darmzellen [16].

Vor allem E-Cadherin scheint bei Metastasierungsprozessen epithelialer Tumoren eine wichtige
Rolle zu spielen. Bei Invasionsexperimenten verschiedener humaner epithelialer Zelllinien an
einer kunstlichen Kollagenmembran und am embryonalen Hihnerherzen korrelierte die Expres-
sion von E-Cadherin invers mit der Invasivitat. Zelllinien die E-Cadherin exprimierten waren
deutlich weniger invasiv als E-Cadherin-negative Zellen. Eine E-Cadherin-negative humane
Mammakarzinom-Zelllinie zeigte nach Transfektion mit einer Maus-cDNA fur E-Cadherin eine
deutlich geringere Invasivitat im Kollagengel als die nicht-transfizierte Zelllinie. Mit Antikdrpern
gegen das jetzt exprimierte Maus-E-Cadherin konnte der vorherige invasive Phanotyp wieder
etabliert werden [55]. Auch bei einem in-vitro-Testsystem konnte der Nachweis erbracht wer-
den, dass der Verlust der E-Cadherin Expression mit einer Steigerung der Invasivitat einher-
geht. So wurden epidermale Maus-Keratinozyten-Zelllinien, die verschiedene Stadien der epi-
dermalen Karzinogenese reprasentieren, nach subkutaner Injektion in eine Nacktmaus auf ihre
Tumorigenitat hin untersucht. Auch hier wurde eine zur Tumorigenitat inverse Auspragung der
E-Cadherine festgestellt. Durch die Transfektion einer E-Cadherin-cDNA in eine E-Cadherin-
negative, hochmaligne epitheloide Zelllinie konnte deren Tumorigenitat in der Nacktmaus parti-
ell reduziert werden [132].

Parallele Ergebnisse wurden in vivo bei humanen Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Be-
reiches gefunden. Die E-Cadherin Expression war invers zum Grad der Tumordedifferenzie-

rung und zum Auftreten von Lymphknotenmetastasen [160].

1.3.2.4. Integrine
Die Integrine umfassen eine groRe Molekulfamilie, die an der zellularen Antwort auf immunolo-
gische und inflammatorische Reize beteiligt sind. Ebenso bedeutsam sind sie fur viele Aspekte

des Gewebeaufbaues und der Zellwanderung wahrend der Entwicklung. Integrine sind hetero-
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dimere Transmembranglykoproteine, die aus einer a- und einer -Untereinheit aufgebaut sind.
Die verschiedenen Untergruppen der Integrine unterscheiden sich grob definiert durch ihre un-
terschiedliche B -Kette. Es sind 16 a- und 8 B-Untereinheiten beschrieben, aus deren unter-
schiedlichen Kombinationen sich zwar theoretisch mehr als 100 Heterodimere bilden konnen,
von denen aber bislang nur 20 beschrieben wurden [3, 85, 86]. Sie sind intrazellular mit Kompo-
nenten des Zytoskeletts verbunden und binden extrazellular an verschiedene Liganden (Vitro-
nektin, Kollagene, Fibronektin, Laminin und VCAM [85]. Damit stellen die Integrine eine Verbin-
dung zwischen dem Zytoskelett und der Zellumgebung her.

Manche Experimente weisen aber auch darauf hin, dass die Integrine nicht nur Adhasion bedin-
gen sondern auch Signale weiterleiten, die das Zellwachstum und die Zellbeweglichkeit beein-
flussen [16]. Zum Beispiel befahigen B1-Ketten-enthaltende Integrine in Kooperation mit CD44-
Varianten Zellen an Osteopontin zu binden und stimulieren so die Zellbeweglichkeit [95]. Die
Mitglieder der B1-Unterfamilie werden auch als VLA-Proteine bezeichnet. Sie vermitteln unter
anderem Bindungen an Kollagen, Fibronektin und Laminin. Hinweise auf eine Beteiligung von
B1-Integrinen am Metastasierungsprozef} brachten Blockierungsexperimente mit monoklonalen
Antikérpern. Monoklonale Antikérper gegen VLA-Proteine konnten die Zellmigration und Invasi-
on von Tumorzellen durch Basalmembranen in vitro blockieren [204].

Fur das VLA-2-Integrin konnte in einem Metastasierungsexperiment nachgewiesen werden,
dass ein positiver Zusammenhang zwischen der VLA-2-Integrin-Expression und dem metasta-
tischen Potential der VLA-2-exprimierenden Tumorzellen besteht: Durch die Transfektion der
cDNA fir die a2-Untereinheit in humane VLA-2-negative Rhabdomyosarkomzellen konnte eine
Expression von VLA-2 an der Zelloberflache erreicht werden. Im spontanen Metastasierungs-
experiment zeigten die Tiere, denen die VLA-2 tragenden Zellen injiziert worden waren, mehr
Tumoren in der Lunge und zusatzlich auch in anderen Organen als die Tiere, denen die VLA-2-
negativen, unveranderten Rhabdomyosarkomzellen injiziert worden waren. Da alle Versuchs-
tiere an der Injektionsstelle Tumoren ahnlicher GroRe entwickelten, ist die beobachtete Metas-
tasierung wohl nicht auf eine unterschiedliche Proliferation und Tumorigenitat zurickzufuhren

[32]. VLA-Proteine sind ebenfalls an Metastasierungsvorgangen beim Menschen beteiligt [211].

1.3.2.5. Adressine

Adressine sind muzinahnliche Molekile (stark O-glykosylierte Proteine, reich an Serin und Thre-
onin), deren sialylierte Carbohydrate an Selektine aber auch Integrine binden, um so Interaktio-
nen zwischen Leukozyten und Endothel zu ermdglichen. Glycam-1 und CD34 werden auf post-
kapillaren Venolen mit hohem Endothel exprimiert. Sie helfen dort nativen T-Lymphozyten tber
eine Bindung an L-Selektin beim Eindringen in die peripheren Lymphknoten [172, siehe auch
1.3.2.1.]. MAdACAM-1 wird auf dem Endothel der Schleimhautvenolen exprimiert und steuert den
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Eintritt der B-Lymphozyten Uber eine Bindung an (a4p7-)Integrine in das lymphatische Schleim-
hautgewebe [125, siehe auch Abb. 1].

1.3.3. Die Familie der CD44-Glykoproteine

Die Mitglieder der CD44-Familie gehoren zu einer Gruppe heterogener Glykoproteine, die sich
in ihrem Glykosylierungsprofil und der primaren Aminosauresequenz unterscheiden. Ihre Be-
zeichnung CD44 (cluster of differentiation 44) entstammt der Nomenklatur der Lymphozytenan-
tigene. Sie sind typische Transmembranproteine mit einem intrazelluldren und einem extrazellu-
lar gelegenen Glykoprotein-Anteil, welche durch ein hydrophobes, in die Zellmembran integrier-
tes Zwischenstiick verbunden sind. Das humane CD44-Gen enthalt mindestens 20 verschiede-
ne Exons, die auf dem kurzen Arm von Chromosom 11 (11pter-p13) lokalisiert sind [162, 186].
CD44 wird von den unterschiedlichsten Zellen exprimiert. Dazu gehdren hamatopoetische Zel-
len, Epithelzellen, Fibroblasten, Gliazellen und Tumorzellen [208]. Lange Zeit war CD44 unter
verschiedenen Bezeichnungen bekannt:

“Lymphozyten-Homing-Rezeptor” (gp90 Hermes); “Phagocytic glycoprotein 17 (pgp-1); “Extra-
cellular matrix receptor III” (ECMRIII) und “Hyaluronate receptor’ (H-CAM). Die Isolierung der
cDNA dieser Adhasionsmolekiile zeigte einen identischen Aufbau [56, 202, 207].

Der Vergleich der CD44-Molekiile bei der Maus [207], beim Hamster [87], bei der Ratte [74] und
beim Menschen [63, 173] zeigte eine weitgehende Ubereinstimmung der Nukleotid- und Amino-
sauresequenz [56, 207]. Das humane CD44-Glykoprotein besteht aus einer C-terminalen zyto-
plasmatischen Region (70 Aminosauren (AS)), einem transmembranen Anteil (21 AS) und einer
N-terminalen extrazellularen Region (270 AS) [72]. Der N-terminale Anteil bildet N-glykosylierte
Doppelschleifen, die durch drei Disulfidbriicken miteinander verbunden sind [37]. CD44 wird
posttranslational durch N- und O-Glykosylierung sowie durch Anlagerung von Chondroitinsulfat-
und Heparansulfatseitenketten Uber kovalente Bindungen modifiziert [27, 90]. Jalkanen et al
[90] beschreiben ein 76 kD-Vorlauferprotein, das entweder in die 85-95 kD-Form oder in eine
Chondroitinsulfat-Seitenketten-enthaltende 180-200 kD-Form umgewandelt wird.
Hauptbindungspartner der Adhasionsmolekile ist die Hyaluronsaure [6]. Ebenfalls ein wichtiger
Bindungspartner, besonders fir alle Metastasierungsvorgange, scheint Osteopontin zu sein
[195].

Aber auch andere Substanzen der extrazellularen Matrix wie Fibronektin, Kollagen Typ 1 und
Typ 4 [56] und ein sulfathaltiges Proteoglykan sind als Bindungspartner beschrieben worden
[114]. Der zytoplasmatische Anteil des Molekdls hat eine Verbindung zu Strukturen des Zyto-
skeletts wie Aktin, Vimentin [109] und Ankyrin, welches besonders wichtig fir die Signalweiter-
leitung der CD44-vermittelten Zellaktivierung ist [20, 21]. Die durch die Adhasion vermittelten
Zellinteraktionen spielen eine Rolle bei der Lymphozytenaktivierung [57], der Lymphozytendif-

ferenzierung [209] und Lymphozytenwanderung [90], bei Entziindungsreaktionen [198], z.B. die
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Aktivierung peripherer Blutmonozyten zu Gewebsmakrophagen [115], bei der Geweberegene-
ration, Embryonalentwicklung [153] und der Tumorausbreitung [205, 210].

Die CD44-Molekile bilden eine Vielzahl von Isoformen, die sich in ihrer Struktur und Funktion
unterscheiden. Die verschiedenen CD44-Molekile entstehen durch drei verschiedene Mecha-
nismen: durch alternatives Spleil3en varianter Exons [89], durch Spleilen der intrazellular gele-
genen Domane [63] und durch proteolytische Abspaltung eines extrazellularen Molekulanteiles
der Glykoproteine, wodurch I6sliche CD44-Varianten erzeugt werden [62, 63]. Allerdings schei-
nen nicht alle Zellarten 16sliche CD44-Varianten zu produzieren. So geben z.B. neutrophile Gra-
nulozyten I6sliche Varianten ab, nicht aber Lymphozyten, wenn sie in der Kultur stimuliert wer-
den. Ebenfalls konnten I6sliche CD44-Varianten aus Kulturen von Keratinozyten und Karzinom-
zellen gewonnen werden. Inwieweit die beim Menschen im Blut, Serum und Harn nachweisba-
ren I6slichen Varianten [2] eine biologische Bedeutung haben ist nicht bekannt [114].

Aber moglicherweise konnten diese Molekiile oder die auf peripheren Blutzellen befindlichen
CD44-Varianten das bisher unbefriedigende Tumorscreening bei Tumoren im Kopf-Hals-Be-
reich mittels Serummarkern [143] sinnvoll ergédnzen oder generell helfen, Tumorverlaufe (Vor-
kommen, Metastasen, Rezidive, das Ansprechen auf die Therapie) besser zu beurteilen [98,
121, 150].

Man kennt bisher 10 variante (und 10 konstante) Exons [130], die durch “alternatives Spleil’en”
in den extrazelluldren Anteil der 85-95 kD-Form des CD44-Molekiils, welche man als Standard-
form (CD44s) bezeichnet, eingefugt werden [152, 186]. Sie inserieren dort zwischen den Stan-
dard-Exons S5 und S6. Die Zahl der méglichen varianten Isoformen ist nicht bekannt. Obwohl
multiple Kombinationen von varianten Exons beschrieben sind, werden einige dieser Kombina-
tionen bevorzugt auf bestimmten Gewebetypen exprimiert, wie zum Beispiel die epitheliale
Form (Exon CD44v8-v10), der Keratinozyten-Typ (CD44v3-v10) sowie die sogenannten meta-
stasierungsassoziierten Typen (CD44v4-v7 und v6-v7) [27, 208]. Man geht davon aus, dass die

Translation der varianten Exons in der Regel der 3"-5"-Verknipfung folgt.

Abbildung 2 zeigt Beispiele unterschiedlicher CD44-Varianten, die durch alternatives Splei3en
der pra-mRNA des auf dem kurzen Arm von Chromosom 11 liegenden Gens (20 Exons) ent-
stehen konnen. Die extrazellulare Region umfasst die Standard-Exons CD44s1 - s7 und ver-
schiedene Anteile der varianten Exons CD44v2 - v10, die transmembrandse Domane das Stan-
dard-Exon S8 und die zytoplasmatische Region entweder das flr 3 Aminosauren kodierende
Standard-Exon S9 oder das fir 70 Aminosauren kodierende Exon S10. Das variante Exon v1

ist beim Menschen ein Stop-Codon und wird deshalb nicht transkribiert [82].
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Abbildung 2: Beispiele unterschiedlicher CD44-Varianten (Schema) [entnommen aus 178]
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Abbildung 3 zeigt eine weitere schematische Darstellung der CD44-Standard- und Varianten-

region bzw. des CD44-Standard- und Variantenmolekils.

Abbildung 3: Schematische Darstellung der CD44-Standard- und Variantenregion (A). Struktur des
CD44-Standard- und Variantenmolekiils (B und C) [modifiziert nach 72] [aus 181]
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Mit der Entdeckung der varianten Isoformen konnten zunachst widerspruchliche Ergebnisse
Uber Expressionsmuster und Funktion von CD44 aufgeklart werden, da verschiedene Arbeits-
gruppen unterschiedliche CD44-Isoformen untersucht hatten. Aber auch verschiedene Aktivie-
rungszustande eines CD44-Variantmolekiils, die durch Reaktionen von Kohlenwasserstoffsei-
tenketten im N-terminalen Bereich des CD44-Molekils bedingt sind, spielen fir die Bindungs-
fahigkeit dieses Moleklils eine wichtige Rolle [29]. So kann die gleiche Molekllvariante je nach
Aktivierungsgrad an Hyaluronsaure binden oder auch nicht. Ob diese besagten Kohlenwasser-
stoffseitenketten dabei eigener Bestandteil der CD44-Variantmolekiile oder Bestandteil von

Nachbarmolekiilen sind, ist noch nicht geklart [113].

Ein ganz wichtiger Aspekt bei der Untersuchung der CD44-Spleil3varianten darf aber nicht ver-
gessen werden: Aufgrund der hohen strukturellen Variabilitat der CD44-Molekiile, welche be-
stimmte variante Epitope maskieren kann, muss bei deren Untersuchung mit spezifischen mo-
noklonalen Antikbrpern auch immer mit falsch-negativen Ergebnissen gerechnet werden [119].
Dass variante Formen von CD44 im Metastasierungsprozel} eine entscheidende Rolle spielen
kénnen, wird aus Experimenten in einem Rattensystem abgeleitet.

Aus den Zellen eines metastasierenden Pankreasadenokarzinoms der Ratte konnte die nicht-
metastasierende Variante BSp73-AS und die lymphogen metastasierende Variante BSp73-
ASML etabliert werden [123]. Spater gelang es mit vier monoklonalen, gegen die metastasie-
rende Tumorvariante BSp73-ASML gerichteten Antikdrpern, die Metastasierung voribergehend
zu blockieren [146]. Wahrend drei dieser Antikérper das Wachstums des Tumors Uber die Akti-
vierung von Immunmechanismen verzogerten, hatte der monoklonale Antikdrper 1.1ASML eine
direkte Wirkung auf den Tumor, namlich eine Bindung an ein zugehdriges Oberflachenmolekdil.
Bei der Klonierung des von 1.1ASML erkannten Oberflachenmolekiils stellte sich heraus, dass
es sich dabei um eine CD44-Isoform mit den zusatzlichen Exons v4-v7 (CD44v) handelt [74].
So lag die Vermutung nahe, dass CD44-Variantenmolektile (CD44v) eine Funktion bei der Me-
tastasierung haben. Um diese Hypothese experimentell zu Gberprifen, wurden nicht-metasta-
sierende BSp73-Zellen mit der cDNA von CD44v4 - v7 transfiziert, worauf die Transfektanten
ein BSp73-ASML-ahnliches Metastasierungsverhalten zeigten [74]. Eine weitere CD44-Varian-
te, die die Exons v6 und v7 enthalt, verlieh den urspriinglich nicht-metastasierenden BSp73-
ASML-Zellen ebenfalls das Potential zur Metastasierung [152]. So hatten nicht-metastasierende
Tumorzellen durch die Ubertragung eines einzigen Gens die Fahigkeit zur Metastasierung er-

langt.
Nachdem man erkannt hatte, dass die Interaktionen zwischen den einzelnen Zellen bzw. der

Zellen mit der extrazellularen Matrix als entscheidende Faktoren fir die Tumorzelldifferenzie-

rung und die Metastasierungskaskade verantwortlich sind, richtete sich das Interesse auf die
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vermittelnden Adhasionsmolekiile. Die veranderte Expression bestimmter Adhasionsmolekiile

vollzieht sich offenbar in einem selektiven Prozess dahingehend, dass nur eine ganz bestimmte
Subpopulation der Tumorzellen die Fahigkeit erwirbt, sich tUber Zell-Zell- / Zell-Matrix-Interaktio-
nen aus dem Tumorzellverband zu l6sen, durch die Basalmembran zu invadieren, in der extra-

zellularen Matrix zu migrieren oder in Blut- und Lymphgefasse zu disseminieren [183].

Seit Beginn der 90er Jahre ist man bemdiht, durch die Untersuchung der verschiedenen Tumo-
ren die Bedeutung der unterschiedlichen CD44-Spleifdvarianten zur biologischen Charakterisie-
rung der Tumoren und ihrer prognostische Bedeutung beizutragen. Interessante Erkenntnisse
konnten so von verschiedenen Autoren gewonnen werden. Einige dieser Ergebnisse werden

nachfolgend vorgestellt.

1.3.3.1. Bedeutung von CD44-SpleiBvarianten fiir bestimmte Tumoren (ohne HNSCC)
1.3.3.1.1. Bedeutung der Spleillvariante CD44v2

Matsumura et al [121] untersuchten den Urin von Patienten mit und ohne Blasenkarzinom.
Dabei fanden sie die Spleiflvariante CD44v2 im Urin von 91% der Tumorpatienten aber nur bei
7% der Kontrollpatienten. Patienten mit CD44v2-positiven Plattenepithelkarzinomen des
Osophagus haben nach Gotoda et al [66] eine signifikant bessere Prognose als Patienten mit
CD44v2-negativen Osophaguskarzinomen. Die Untersuchung von Haruyama et al [78] an
kolorektalen Karzinomen ergab eine signifikante positive Korrelation zwischen der Expression
von CD44v2 und der Rezidivrate bzw. einer schlechteren Prognose bei Patienten mit einem
Karzinom der Duke-Klassifikation Stadium B (aber nicht Duke-C). Weitere ausfihrliche Unter-
suchungen bei kolorektalen Karzinomen stammen von Weg-Remers et al [196]. Dabei vergli-
chen die Autoren die CD44v2-Expression auf normaler Darmmukosa, auf Adenomen und auf
Karzinomen unterschiedlichen Stagings und Gradings nach den UICC-Richtlinien [200]. Die
Autoren kamen zu folgenden Ergebnissen: CD44v2 wurde nur auf etwa 6% der normalen Mu-
kosa exprimiert. Dagegen fand sich eine signifikant erhdhte Expression auf 27% der Adenome.
16% der Karzinome exprimierten CD44v2, wobei zwischen normaler Mukosa und Karzinom
einerseits und Karzinom und Adenom andererseits keine signifikanten Unterschiede vorlagen.
Signifikante Unterschiede zur normalen Mukosa fanden sich in Abhangigkeit vom Tumorstaging
(aber nicht vom Tumorgrading). Eine ahnlich hohe CD44v2-Expression wie bei den kolorektalen
Adenomen wiesen die Autoren auf 29% der Stage-I-Karzinome (T1-2NOMO) nach. Eine deutlich
reduzierte Expression zeigte sich bei fortgeschrittenen Tumoren: Reduktion der Expression bei
5% der UICC-Staging lI-Karzinome, bei 18% der UICC-Staging lll-Karzinome und bei 17% der
UICC-Staging IV-Karzinome. Keine der untersuchten Metastasen der primaren Adenokarzino-

me zeigte eine Expression von CD44v2 (siehe auch 1.3.3.1.4. und 1.3.3.1.5.).
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Gotoda et al [67] untersuchten auf Pankreaskarzinomen die Spleilivariante CD44v2. CD44v2
war nur auf den Tumorzellen (bei etwa 40% der untersuchten Tumoren) zu finden und war mit
einer geringeren Uberlebensrate der Patienten korreliert. Eine signifikante Korrelation bestand
zwischen der CD44v2-Expression und der GefaRinvasion durch den Tumor (siehe auch
1.3.3.1.5.). Tokue et al [185] fanden CD44v2 auf gut 20% der untersuchten Mammakarzinome.
Die Expression von CD44v2 korrelierte mit einer geringeren Uberlebensrate der Patienten und

einem geringeren Differenzierungsgrad der Karzinome (siehe auch 1.3.3.1.5.).

1.3.3.1.2. Bedeutung der Spleilvariante CD44v3

Eine vermehrte Expression der Variante v3 im Endometrium der Frau kdnnte auf ein Karzinom
hinweisen [155]. CD44-Molekile mit den Varianten CD44v3 - v10 finden sich haufig bei Adeno-
karzinomen aus dem gynakologischen Bereich [13]. Eine verminderte Expression der Spleillva-
riante CD44v3 erhoht die Wahrscheinlichkeit einer bereits erfolgten Metastasierung bei der Dia-
gnosestellung eines Prostatakarzinoms [1]. Simon et al [169] fanden bei Plattenepithelkarzino-

men der Haut die gleiche CD44v3-Expression wie im normalen Epithel.

1.3.3.1.3. Bedeutung der Spleivariante CD44v4

Nach Béttger et al [19] ist eine Minderexpression von CD44v4 beim Adenokarzinom des Oso-
phagus (Barrett's Osophagus) mit einer signifikant verminderten Lebenserwartung der Patien-
ten korreliert. Somit kénnte die Spleildvariante CD44v4 ein unabhangiger prognostischer Faktor
fur dieses Karzinom sein, der bereits praoperativ bestimmt werden kann. Einen signifikanten
Einfluss von CD44v4 auf die Prognose des duktalen Pankreaskarzinoms konnten Bottger et al
[18] allerdings nicht nachweisen. Nach Simon et al [169] gibt es ebenfalls keine Unterschiede
zwischen der Expression von CD44v4 auf normalem Epithel und der Expression auf Plattenepi-

thelkarzinomen der Haut.

1.3.3.1.4. Bedeutung der Spleilvariante CD44v5

Seiter et al [165] untersuchten Proben der gesunden Haut, von Basalzellkarzinomen und Plat-
tenepithelkarzinomen der Haut. Mit Ausnahme des Stratum corneum waren in allen anderen
epithelialen Schichten der gesunden Haut die varianten Exons CD44v5, CD44v6, CD44v7,
CD44v8 und CD44v10 nachzuweisen. Die Farbintensitat (SI) der einzelnen Epitope war dabei
unterschiedlich, ebenso nahm die Farbintensitat von innen nach aufen hin ab. Bei Basalzell-
karzinomen und Plattenepithelkarzinomen der Haut ahnelte das Farbeverhalten (SI) mit den
jeweiligen Antikdrpern dem des gesunden Epithels, allerdings mit einer Tendenz zur geringe-
ren Auspragung. Die geringere Expression korrelierte nicht mit dem Differenzierungsgrad des
Tumors. Alle 24 Plattenepithelkarzinome exprimierten CD44v5. Im Vergleich mit den Plattenepi-

thelkarzinomen war die Expression der CD44-Varianten bei den 3 Basalzellkarzinomen deutli-
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cher reduziert. Nur auf 46% (17 von 37) der Proben war CD44v5 nachzuweisen. Wahrend die
angefarbten und nicht-angefarbten Zellen bei den Plattenepithelkarzinomen eher diffus verteilt
waren, war die Anfarbung der Basalzellkarzinome sehr heterogen. Eine Korrelation zwischen
dem histologischen Subtyp und dem Farbeverhalten bestand nicht. Drlicek et al [42] fanden
keine Korrelation zwischen der CD44v5-Expression und dem Wachstum von Lungenkarzino-
men. Auch Hanak [76] fand keine direkte Beziehung zwischen der CD44v5-Auspragung und
dem kolorektalen Tumorwachstum, ebenso wenig zwischen dem Wachstum von Mammakarzi-
nomen und der CD44v5-Expression. Tempfer et al [180] fanden CD44v5 bei 56% der unter-
suchten Mammakarzinome und bei 94% der axillaren Lymphknotenmetastasen. Eine Expres-
sion von CD44v5 schien mit einer etwas geringeren 5-Jahres-Uberlebensrate der Patienten
verbunden zu sein. Die Daten waren aber statistisch nicht signifikant. Muiller et al [127] konnten
keinen Zusammenhang zwischen der Prognose des Magenkarzinoms und der CD44v5-Expres-
sion nachweisen. Endo und Terada [43] beobachteten eine inverse Korrelation zwischen der
CD44v5-Expression und der Uberlebenszeit der Patienten mit einem hepatozellularen Karzi-
nom. Im Gegensatz dazu beschrieben Griffioen et al [68] bei friihen kolorektalen Karzinomen
eine Uberexpression von CD44v5. Weg-Remers et al [196] verglichen die CD44v5-Expression
auf normaler Darmmukosa und auf kolorektalen Adenomen mit der Expression auf kolorektalen
Karzinomen (siehe auch 1.3.3.1.1.). Die Expression auf Adenomen (33%) und kolorektalen Kar-
zinomen (29%) war gegeniber der Expression auf normalen Mukosa (3%) signifikant erhdht.
Ein statistischer Unterschied der CD44v5-Expression auf Karzinomen unterschiedlicher UICC-
Stadien konnte nicht gefunden werden. 33% der Metastasen zeigten eine CD44v5-Expression
(siehe auch 1.3.3.1.5.). Nach Boéttger et al ist die Expression von CD44v5 auf Adenokarzino-
men des Osophagus (Barrett's Osophagus) [19] und auf duktalen Pankreaskarzinomen [18]
kein prognostischer Marker fiur den weiteren Krankheitsverlauf (siehe auch 1.3.3.1.3). Im Ge-
gensatz dazu kommen Schrdoder et al [161] zu dem Schluss, dass die CD44v5-Expression ein

wichtiger Marker fiir die Ausbreitung des Ovarialkarzinoms ist.

1.3.3.1.5. Bedeutung der Spleivariante CD44v6

Alle von Seiter et al [165] untersuchten Plattenepithelkarzinome und etwa 54% der Basalzell-
karzinome exprimierten das Exon CD44v6. Eine Korrelation zwischen dem histologischen Sub-
typ und dem Farbeverhalten war nicht nachzuweisen (siehe auch 1.3.3.1.3.). Tempfer et al
[180] wiesen CD44v6 auf 24% der untersuchten Mammakarzinome und auf 92% der axillaren
Lymphknotenmetastasen nach. Eine Expression von CD44v6 schien mit einer geringeren 5-
Jahres-Uberlebensrate verbunden zu sein. Die Daten waren aber statistisch nicht signifikant.
Tokue et al [185] fanden CD44v6 auf gut 70% der untersuchten Mammakarzinome. Eine sig-
nifikante Korrelation zwischen Expression von CD44v6 und der Uberlebensrate der Patienten

konnte nicht nachgewiesen werden (p = 0,06). Braun et al [25] fanden bei der immunhistoche-
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mischen Bewertung des Farbeindexes der CD44v6-Expression auf Mammakarzinomzellen eine
positive Korrelation zur Tumorausdehnung und dem Metastasierungsverhalten. Im Gegensatz
zu diesen Befunden bestand nach Hanak [76] kein Zusammenhang zwischen der CD44v6-
Expression und der Ausdehnung von Mammakarzinomen. Dies korreliert mit den Befunden von
Friedrichs et al [53, 54] an Mammakarzinomen und Koretz et al [101], Hanak [76] bzw. Gotley et
al [65] an kolorektalen Karzinomen. Die Untersuchungen von Haruyama et al [78] an kolorekta-
len Karzinomen (des Stadiums B und C nach der Duke-Klassifikation) ergaben auch keinen Zu-
sammenhang zwischen der Expression von CD44v6 und dem weiteren Tumorgeschehen (siehe
auch 1.3.3.1.1.). Allerdings wiesen Giriffioen et al [68], Finke et al [50] und Wimmenauer et al
[199] in ihren Arbeiten eine positive Korrelation zwischen der CD44v6-Expression und dem Tu-
morstadium von kolorektalen Karzinomen nach. In den Untersuchungen von Weg-Remers et al
[196] wurde die CD44v6-Expression auf normaler Darmmukosa, auf kolorektalen Adenomen
und auf kolorektalen Karzinomen miteinander verglichen (siehe auch 1.3.3.1.1.). Die Expression
auf Adenomen und kolorektalen Karzinomen der UICC-Stadien | - lll variierte zwischen 45%
und 57% und war somit signifikant hdher als auf der normalen Mukosa (6%). Im Gegensatz zu
nicht-metastasierenden Karzinomen war die Expression auf metastasierten Karzinomen signifi-
kant reduziert. Nur einer (UICC-Stadium IV) von 12 metastasierten Primartumoren und nur eine
von 6 Metastasen exprimierte CD44v6. Dammrich et al [40] wiesen auf Metastasen von Magen-
karzinomen eine erhéhte CD44v6-Expression nach und folgerten daraus, dass CD44v6 die Me-
tastasierungsneigung foérdere. Miller et al [127] konnten keinen Zusammenhang zwischen der
CD44v6-Expression und der Prognose des Magenkarzinoms erkennen. Eine erhdhte Expres-
sion von CD44v6 korreliert nach Endo und Terada [43] signifikant mit dem Vorliegen einer vas-
kularen Invasion beim Leberzellkarzinom. Eine vermehrte Expression von CD44v6 im Endome-
trium kdnnte nach Saegusa et al [155] auf ein frihes Endometriumkarzinom hinweisen. Nach
Legras et al [110] korreliert eine starke Expression von CD44v6 mit einer kiirzeren Uberlebens-
zeit von Patienten mit einer akuten myeloischen Leukamie. Weder Drlicek et al [42] noch Penno
et al [140] fanden eine Korrelation zwischen der CD44v6-Expression und dem Wachstum von
Lungenkarzinomen. Koyama et al [105] beobachteten auf Adenokarzinomen des Osophagus
eine verminderte Expression von CD44v6 im Vergleich zum Normalgewebe. Nach Bottger et al
hat die Expression von CD44v6 beim Adenokarzinom des Osophagus (Barrett's Osophagus)
[19] und duktalen Karzinom des Pankreas [18] keinen Einfluss auf die Prognose des Krank-
heitsverlaufes (siehe auch 1.3.3.1.3). Auf normalem Plattenepithel und auf primaren Plattenepi-
thelkarzinomen des Osophagus wiesen Koyama et al [105] eine gleichzeitige Expression von
CD44v6 und CD44v9 nach. Nach Bestrahlung war die CD44v6-Expression auf den primaren
Plattenepithelkarzinomen signifikant reduziert. Eine verminderte Expression der Spleilvariante
CD44v6 (und CD44s) ist nach Aaltomaa et al [1] mit einer verminderten Uberlebensrate der Pa-

tienten mit einem Prostatakarzinom verbunden. Gotoda et al [67] untersuchten die Spleivarian-
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te CD44v6 auf Pankreaskarzinomen. CD44v6 war nur auf den Tumorzellen (bei etwa 50% der
untersuchten Tumoren) zu finden. Die Expression von CD44v6 war mit einer geringeren Uberle-

bensrate der Patienten korreliert.

1.3.3.1.6. Bedeutung der Spleilvariante CD44v7

Nur ca. 67% (16 von 24) der Plattenepithelkarzinome der Haut exprimierten nach Seiter et al
[165] CD44v7 auf einem Teil der Tumorzellen. Dagegen konnten die Autoren CD44v7 auf allen
Basalzellkarzinomen nachweisen: Bei 24% der Basalzellkarzinome waren alle Tumorzellen an-
gefarbt, bei 76% der Basalzellkarzinome nicht alle. Eine Korrelation zwischen dem histologi-
schen Subtyp und dem Farbeverhalten bestand nicht (siehe auch 1.3.3.2.1. und 1.3.3.2.2.).
Endo und Terada [43] beobachteten eine inverse Korrelation zwischen der CD44v7-8-Expres-
sion und der Uberlebenszeit der Patienten mit einem hepatozelluldren Karzinom. Nach Béttger
et al besteht weder zwischen der Expression von CD44v7 auf Adenokarzinomen des Osopha-
gus (Barrett's Osophagus) [19] noch auf duktalen Karzinomen des Pankreas [18] ein Zusam-
menhang mit der Prognose und dem weiteren Krankheitsverlauf (siehe auch 1.3.3.1.3). Temp-
fer et al (180) fanden CD44v7-8 auf 15% der untersuchten Mammakarzinome und auf 89% der
axillaren Lymphknotenmetastasen. Eine statistisch signifikante Korrelation zur Tumorentwick-

lung wurde nicht gefunden.

1.3.3.1.7. Bedeutung der Spleillvariante CD44v8

Ahnlich wie CD44v7, lieBen sich CD44v7-8 von Seiter et al [165] auf ca. 88% (21 von 24) der
untersuchten Plattenepithelkarzinome und auf ca. 92% (34 von 37) der Basalzellkarzinome
nachweisen. Auch hier bestand keine Korrelation zwischen dem histologischen Subtyp und dem
Farbeverhalten (siehe auch 1.3.3.1.2., 1.3.3.1.3. und 1.3.3.1.4.). Die Arbeit von Korabiowska et
al [99] weist auf eine positive Korrelation zwischen der Menge an CD44v7-8 (nicht jedoch allein
CD44v7) und dem Metastasierungsverhalten von Melanomen im Kopf-Hals-Bereich hin. Endo
und Terada [43] beschrieben fir CD44v7-8 eine inverse Korrelation zwischen der Expression
und der Uberlebenszeit der Patienten mit einem hepatozelluldren Karzinom. Tempfer et al [180]
fanden CD44v7-8 auf 15% der untersuchten Mammakarzinome und auf 89% der axillaren
Lymphknotenmetastasen. Eine statistisch signifikante Korrelation zur Tumorentwicklung konnte

nicht nachgewiesen werden.

1.3.3.1.8. Bedeutung der Spleillvariante CD44v9

Friedrich et al [53] fanden bei ihren Untersuchungen keine Korrelation zwischen der CD44v9-

Expression und der Prognose des Mammakarzinoms. Bei kurativ operierten Patienten mit ei-

nem primaren Magenkarzinom mit einer positiven CD44v9-Expression beobachteten Mayer et

al [124] haufiger Rezidive und eine kirzere Gesamtiberlebenszeit der Patienten im Vergleich
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zu den Patienten mit einer negativen CD44v9-Expression. Koyama et al [105] wiesen auf nor-
malem Plattenepithel und auf primaren Plattenepithelkarzinomen des Osophagus eine gleich-
zeitige Expression von CD44v9 und CD44v6 nach. Nach Bestrahlung der primaren Plattenepi-
thelkarzinome fanden die Autoren eine unveranderte CD44v9-Expression (jedoch eine signifi-
kant reduzierte Expression von CD44v6). Terpe [182] wies eine signifikante Korrelation zwi-
schen dem Tumorgrading und der CD44v9-Expression auf Nierenzellkarzinomen nach. Oma-
ra-Opyene et al [137] wiesen in einem Metastasierungsexperiment an Pankreaskarzinomzellen
in vitro die metastasierungsfordernde Wirkung einer die Spleildvariante CD44v9 enthaltenden
CD44-Isoform (CD44v7-10) nach. Durch Blockade des Exons CD44v9 verloren die beiden Tu-

morzell-Stamme bis zu 78% ihres metastatischen Potentials.

1.3.3.1.9. Bedeutung der Spleillvariante CD44v10

Simon et al [169] konnten keinen Unterschied zwischen der Expression von CD44v10 auf der
gesunden Haut und auf Plattenepithelkarzinomen der Haut finden. Ahnlich wie fiir CD44v7-8,
lield sich CD44v10 von Seiter et al [165] auf ca. 88% (21 von 24) der untersuchten Plattenepi-
thelkarzinome der Haut und auf ca. 86% (32 von 37) der Basalzellkarzinome nachweisen.
Zwischen dem histologischen Subtyp und dem Farbeverhalten war keine Korrelation zu finden
(siehe auch 1.3.3.1.2., 1.3.3.1.3., 1.3.3.1.4. und 1.3.3.1.5.). Nach Koretz et al [100] korrelierte
eine generalisierte, Gber den Tumor verteilte CD44v10-Expression bei kolorektalen Karzino-
men mit einer schlechteren Prognose. Eine fehlende oder nur fokale CD44v10-Expression bzw.
die Expression des Standardmolekuls von CD44 (CD44s) in den gleichen Karzinomen schien
auf einen protektiven Effekt vor einer Tumormetastasierung hinzuweisen. Dagegen fanden En-
do und Terada [43] eine inverse Korrelation zwischen der CD44v10-Expression und der Uberle-
benszeit von Patienten mit einem hepatozellularen Karzinom. Nach Béttger et al besteht weder
zwischen der Expression von CD44v10 beim Adenokarzinom des Osophagus (Barrett's Oso-
phagus) [19] noch beim duktalen Pankreaskarzinoms [18] ein Zusammenhang zur Prognose

und dem weiteren Krankheitsverlauf (siehe auch 1.3.3.1.3).

1.3.3.2. Bedeutung und Vorkommen der CD44-SpleifRvarianten auf Plattenepithel-
karzinomen im Kopf- Hals- Bereich (HNSCC) und benachbartem gesunden
Gewebe

1.3.3.2.1. Bedeutung und Vorkommen der SpleiRvariante CD44v2

In ihren Untersuchungen an Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereichs fanden Kanke et

al [94] CD44v2 auf 59% der untersuchten (N = 89) Tumoren. Es bestand eine signifikante Kor-

relation zwischen der Minderexpression von CD44v2 und einem geringeren Differenzierungs-

grad der Tumoren, nicht aber zur Tumorgréf3e oder zum Lymphknotenstatus. Ebenfalls korre-

lierte eine Minderexpression von CD44v2 mit einer geringeren Uberlebenszeit der Patienten.
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Zusatzlich schien die Expression von CD44v2 in den Lymphknotenmetastasen (p = 0.08) ver-
mindert zu sein. Der Lymphknotenstatus und die Minderexpression von CD44v2 waren in dieser

Studie unabhangige Faktoren flr die Prognose.

1.3.3.2.2. Bedeutung und Vorkommen der Spleilvariante CD44v3

In ihren Untersuchungen konnten Hyckel et al [84] fir CD44v3 weder eine signifikante Korrelati-
on zum Tumorgrading noch zur Metastasierungsneigung nachweisen. Franzmann et al [52]
fanden mittels PCR das Exon CD44v3 enthaltende CD44-Molekule bei 80% (4 von 5) der unter-
suchten Tumoren und nur auf 25% (2 von 8) der Epithelien in den mikroskopisch als tumorfrei
beurteilten Tumorrandern. Ebenfalls konnten die Autoren mit einem Antikérper gegen CD44v3
das Wachstum einer humanen Tumorzelllinie (FaDu, hypopharyngeales HNSCC) in vitro deut-
lich verzégern. Nach Meinung der Autoren weist dies deutlich auf eine tumorfordernde Rolle der
CD44v3 enthaltenden SpleiRvariante hin. Wang et al [194] wiesen in ihrer Studie darauf hin,
dass durch CD44v3 das Hyaluronsaure-indizierte Wachstum der Tumorzellen gefoérdert werde,
da in einem Hyaluronsdure-armen Medium die Blockade des Exons CD44v3 mit einem entspre-
chenden Antikdrper keinen Einfluss auf das in-vitro-Wachstum der untersuchten Tumorzelllinie
habe. Gleiches gilt fur die Hyaluronsaure-induzierte in vitro Zellbeweglichkeit. Fonseca et al [51]
untersuchten die Expression von CD44v3 in der tiefen invasiven Front von 56 Zungenrandkarzi-
nomen und verglichen diese Expression mit der auf der umliegenden normalen Mukosa. Diese
zeigte eine starke Expression von CD44v3 in den tieferen Epithelschichten. Auf 37,5% der un-
tersuchten Tumoren konnte eine Minderexpression von CD44v3 (< 10%) im Vergleich zur Mu-
kosa nachgewiesen werden. Es bestand aber keine Korrelation zum Lymphknotenstatus oder
Tumorgrading. Zu ahnlichen Ergebnissen bezlglich des Tumorgradings kamen auch Hudson et
al [83], die bei oralen Plattenepithelkarzinomen ebenfalls keine Korrelation zwischen einer Min-

derexpression von CD44v3 und einer abnehmenden Tumordifferenzierung fanden.

1.3.3.2.3. Bedeutung und Vorkommen der Spleilvariante CD44v4

Stoll [178] konnte CD44v4 (und ebenso CD44v5, -v6, -v7 und -v9) auf der Zellmembran des
normalen Epithels und des Tumorgewebes nachweisen. Bei Uber 99% der untersuchten Tumo-
ren (N = 107) war bei mindestens 50% der Tumorzellen eine positive membranése Anfarbung
zu verzeichnen. Eine verminderte Expression im Tumor gegentber dem Normalgewebe war
nur vereinzelt festzustellen. Stoll konnte weder eine signifikante Korrelation zur Uberlebenszeit
der Patienten nachweisen noch eine Korrelation zwischen einer Expressionsminderung und
dem Ausmal der Metastasierung. Fonseca et al [51] untersuchten die tiefe invasive Front von
56 Zungenrandkarzinomen und verglichen die Expression von CD44v4-v5 in der Tumorfront mit
der Expression auf der umliegenden normalen Mukosa. Die Mukosa zeigte eine starke Expres-

sion von CD44v4-5 in den tieferen Epithelschichten. Im Vergleich hiermit war auf 67,9% der un-
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tersuchten Tumoren eine Minderexpression von CD44v4-5 (< 10%) nachzuweisen. Dies korre-
lierte signifikant mit dem Tumorgrading (Minderdifferenzierung) und einem expansiveren (nicht
invasiven) Wachstum, nicht aber mit dem Lymphknotenstatus. Zu ahnlichen Ergebnissen be-
zuglich des Tumorgradings kamen auch Hudson et al [83], die bei oralen Plattenepithelkarzino-
men ebenfalls eine Korrelation zwischen der Minderexpression von CD44v4-5 und einer abneh-

menden Tumordifferenzierung fanden (siehe auch 1.3.3.2.2.).

1.3.3.2.4. Bedeutung und Vorkommen der Spleivariante CD44v5

Herold-Mende et al [80] untersuchten auf 22 Gefrierschnitten tumorfreier Patienten Plattenepi-
thel der Lippe, Zunge, Gingiva, des Hartgaumens, Mundbodens, der Wangenschleimhaut und
des Rachens (APAAP-Methode). 17 Gefrierschnitte enthielten normales Plattenepithel, 5 Ge-
frierschnitte enthielten hyperplastisches Epithel unterschiedlicher Auspragung. Zusatzlich wurde
dysplastisches Gewebe mit unterschiedlichem Dysplasiegrad aus dem Tumorrandgebiet von 5
Tumorpatienten (meist aus dem Hypopharyx) in die Untersuchung einbezogen. Die Verteilung
der jeweiligen CD44-Spleilvariante (CD44v5, -v6, -v7, -v7-v8 und -v10) war auf jeder Gewebe-
art gleich. CD44v5 war Uber alle Zelllagen verteilt. Die SpleiRvariante fand sich im Stratum ba-
sale, im Stratum suprabasale, im Stratum spinosum und in den unteren Zelllagen des Stratum
corneum. Zum Vergleich wurden Gefrierschnitte von 55 primaren Plattenepithelkarzinomen von
41 Manner und 14 Frauen und 29 Lymphknotenmetastasen von 26 Mannern und 3 Frauen he-
rangezogen. 12 Plattenepithelkarzinome entstammten der Zunge, 5 der Mundhdhle, 35 dem
Pharynx und 31 dem Larynx. Die 55 Primartumoren entsprachen der folgenden Tumorklassifi-
kation nach den UICC-Richtlinien: 29-mal T1-4, NOMO und 26-mal T1-4, N1-3, MO. Die meisten
Lymphknotenmetastasen (24 von 29) stammten von Patienten mit einem Tumor der GréRRe T4.
10-mal war der Lymphknotenstatus N1, 11-mal N2 und 8-mal N3. Das Expressionsmuster von
CD44v5 (gemessen an PP = prozentualen Anteil markierter Zellen) beim primaren Plattenepi-
thelkarzinom und den Metastasen entsprach dem des gesunden Plattenepithels. Im Randbe-
reich der Primartumoren, die metastasiert hatten, wurde gelegentlich eine Minderexpression
von CD44v5 (gemessen an PP) festgestellt. Stoll [178, vgl. 177] fand CD44v5 auf der Zellmem-
bran aller untersuchter Schnitte des normalen Epithels und des Tumorgewebes exprimiert (sie-
he auch 1.3.3.2.3.). Uber 99% der untersuchten Tumoren (N =107) zeigten bei mindestens 50%
der Tumorzellen eine positive membrandse Anfarbung. Eine verminderte Expression im Tumor
gegeniiber dem Normalgewebe war nur vereinzelt festzustellen, so dass bezliglich der Uberle-
benszeit keine signifikante Korrelation gefunden werden konnte. Eine Korrelation zwischen ei-

ner Expressionsminderung und dem Ausmaf der Metastasierung lief3 sich nicht nachweisen.
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1.3.3.2.5. Bedeutung und Vorkommen der SpleilRvariante CD44v6

Heider et al [79] untersuchten primare Plattenepithelkarzinome aus dem Larynx, Pharynx, der
Mundhéhle (N = 34) und entsprechende Lymphknotenmetastasen (N = 53). Sie wiesen CD44v6
auf 100% der Primartumoren und auf etwa 98% der Lymphknotenmetastasen nach. Die Ex-
pression auf diesen Geweben war ahnlich oder sogar starker als auf dermalen Keratinozyten.
Unterschiede der Expression zwischen den Primartumoren und den Lymphknotenmetastasen
konnten die Autoren nicht nachweisen. Herold-Mende et al [80] fanden CD44v6 auf Gefrier-
schnitten des gesunden und dysplastischen Plattenepithels (siehe auch bei 1.3.3.2.4.) im Stra-
tum basale, im Stratum suprabasale und im Stratum spinosum. Das Expressionsmuster von
CD44v6 (gemessen an PP) beim primaren Plattenepithelkarzinom und den Metastasen ent-
sprach ebenfalls (wie bei CD44v5) dem des gesunden Plattenepithels. Van Hal et al [189] un-
tersuchten Uber 250 orale Tumoren und eine gréRere Anzahl normaler oraler Mukosa. Die
CD44v6-Expression war auf den Tumoren und der normalen Mukosa identisch. Auf 97% der
Tumoren fanden die Autoren eine hohe und homogene Anfarbung (mehr als 50% CD44v6-po-
sitive Tumorzellen), sehr dhnlich den Ergebnissen auf normaler Mukosa. Im Vergleich der posi-
tiven Zellen mit dem Tumorgrading fanden die Autoren keinen signifikanten Unterschied. Eine
Verminderung der positiven Zellen mit steigendem Grading konnte wenn, dann nur marginal
nachgewiesen werden. Zu anderen Ergebnissen kamen Fabricius et al [47, vgl. 46] ebenfalls
auf Gefrierschnitten mit einer anderen Fixierung. Die Autoren untersuchten Gewebeschnitte von
60 Patienten mit primarem Plattenepithelkarzinom des Differenzierungsgrades G1-G3 und der
Tumorgrosse T1-T4 mittels APAAP-Methode. Es wurde sowohl die Anzahl der angefarbten Zel-
len (PP) als auch die Farbintensitat (SI) gewertet und daraus ein immunreaktiver Score (IRS)
berechnet. Die Plattenepithelkarzinome stammten aus dem Mundboden, der Zunge, der Wan-
genschleimhaut, dem Ohr, der Lippe und den Tonsillen. G1-Tumoren (N=6) hatten CD44v6 zu
90% und mehr exprimiert. Auf den G2- (N=35) und G3-Tumoren (N=19) war die Prozentzahl
der CD44v6-Antigen-tragenden Zellen gegentiber den G1-Tumoren herunterreguliert: Nur auf
ca. 40% der G2- und G3-Tumoren wurde CD44v6 zu 90% und mehr exprimiert (also wie bei
den G1 Tumoren). Bei 50 - 60% der Gewebeschnitte war die Anzahl der CD44v6-positiven Tu-
morzellen geringer (zwischen 50 - 90%). Gewebeschnitte, bei denen weniger als 50% der Tu-
morzellen CD44v6-positiv waren, fanden sich hauptsachlich bei den G3-Tumoren, kaum bei
den G2- und nicht bei den G1-Tumoren. Gewebeschnitte, bei denen weniger als 10% der Tu-
morzellen CD44v6 epimierten, fanden sich nur noch bei den G3-Tumoren. Die durchschnittliche
Anzahl CD44v6-positiver Zellen betrug etwa 90% bei G1-Tumoren, etwa 80% bei G2-Tumoren
und etwa 75% bei G3-Tumoren. Die aus diesen Ergebnissen abzuleitende “Herunterregulation”
der CD44v6-Expression (PP und IRS) war zwischen G1- und G3-Tumoren statistisch signifi-
kant. Im Gegensatz zum Tumorgrading lieR sich keine Abhangigkeit der CD44v6-Antigenex-

pression von der Tumorausbreitung bzw. vom Metastasierungsgrad nachweisen. Auch Simon
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et al [169] fanden keine Korrelation zwischen dem Metastasierungsverhalten und der CD44v6-
Expression. Nach Durchfihrung der APAAP-Reaktion mit den CD44v6-Antigenen war eine
starke Farbintensitat zu beobachten, die vom Tumorgrading unabhangig war. Hyckel et al [84]
dagegen fanden eine signifikante Korrelation zwischen der CD44v6-Expression und dem Tu-
morgrading. Nach ihren Untersuchungen nimmt die Expression von CD44v6 von G1- zu G3-Tu-
moren signifikant ab. Eine Korrelation zur Metastasierungsneigung konnten die Autoren aber
nicht nachweisen. Dies geht mit den Untersuchungen von Fabricius et al [45] konform, die bei
Patienten mit CD44v6-positiven Zellen in tumornahen karzinomfreien Lymphknoten (N=29) eine
langere Uberlebenszeit fanden als bei Patienten mit CD44v6-negativen Lymphknoten und dies
als Zeichen aktivierter T-Zellen deuteten. Auch Spafford et al [171] beschreiben eine reduzierte
Uberlebenszeit ihrer Patienten mit Plattenepithelkarzinomen des Larynx bei einer verminderten
CD44v6-Expression. Dagegen weist die Studie von Kainz et al [92] auf einen beschleunigenden

Effekt von CD44v6 auf die Lymphknotenmetastasierung zervikaler Plattenepithelkarzinome hin.

Stoll [178] fand bei seinen Untersuchungen an normalem Epithel und an Plattenepithelkarzino-
men CD44v6 auf den Zellmembranen beider Gewebearten und zwar auf allen untersuchten
Gewebeschnitten (siehe auch 1.3.3.2.3.). Bei Uber 99% der untersuchten Tumoren (N = 107)
zeigten mindestens 50% der Tumorzellen eine positive membrandse Anfarbung. Eine vermin-
derte Expression im Tumor gegeniiber dem Normalgewebe war nur vereinzelt festzustellen, so
dass bezuglich der Uberlebenszeit keine signifikante Korrelation gefunden werden konnte. Eine
Korrelation zwischen einer Expressionsminderung und dem Ausmal der Metastasierung lief3
sich ebenfalls nicht feststellen. Kanke et al [93] fanden CD44v6 auf gut 95% der untersuchten
Tumoren im Kopf-Hals-Bereich. Eine prognostische Bedeutung bezliglich des Tumorverlaufs
lield sich allerdings nicht ableiten. Fonseca et al [51] untersuchten die tiefe invasive Front von
56 Zungenrandkarzinomen und verglichen die Expression von CD44v6 im Tumor mit der Ex-
pression auf der umliegenden normalen Mukosa. Auf 33,9% der untersuchten Tumoren war ei-
ne Minderexpression von CD44v6 (< 10%) nachzuweisen. Eine signifikante Korrelation zum Tu-
morgrading oder zum Lymphknotenstatus konnte nicht nachgewiesen werden. Zu ahnlichen
Ergebnissen beziiglich des Tumorgradings kamen auch Hudson et al [83], die bei oralen Plat-
tenepithelkarzinomen ebenfalls eine Korrelation zwischen der Minderexpression von CD44v6

und einer abnehmenden Tumordifferenzierung fanden (siehe auch 1.3.3.2.2.).

1.3.3.2.6. Bedeutung und Vorkommen der SpleiRvariante CD44v7

CD44v7 wurde von Herold-Mende et al [80] auf den Gefrierschnitten des gesunden und dys-
plastischen Plattenepithels (siehe auch 1.3.3.2.4.) nur in den basalen Schichten des Stratum
basale und Stratum suprabasale nachgewiesen. Die durchschnittliche Expression von CD44v7

(gemessen an PP) beim primaren Plattenepithelkarzinom und den Lymphknotenmetastasen
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war im Gegensatz zum gesunden Plattenepithel deutlich verringert. Im Vergleich zwischen Pri-
martumoren und dem Metastasengewebe war der Antigenverlust, erkennbar an einem geringe-
ren prozentualen Anteil markierter Zellen (PP) auf dem Metastasengewebe insgesamt deuticher
ausgepragt. Wahrend bei den Primartumoren die Anfarbbarkeit (PP) nur reduziert war, waren
mit den unterschiedlichen CD44v7-Antikdrpern bis zu 41% der Metastasen nicht anzufarben
und auf den weiteren Tumormetastasen waren mehrheitlich nur einzelne Zellen angefarbt. Nach
Kuo et al [108] ist die 5-Jahres-Uberlebenszeit der Patienten mit oralen Plattenepithelkarzino-
men mit einer CD44v7-8-Expression gegeniber den Patienten mit oralen Plattenepithelkarzino-
men ohne CD44-v7-8-Expression signifikant verlangert. Stoll [178] wies auf allen untersuchten
Gewebeschnitten CD44v7 auf der Zellmembran normaler Epithelien und von Karzinomgewebe
nach (siehe auch 1.3.3.2.3.). Eine verminderte Expression im Tumor hatte einen negativen Ein-
fluss auf die Uberlebenszeit bzw. das rezidivfreie Uberleben nach Kaplan und Meier. Eine Kor-
relation zwischen einer Expressionsminderung und dem Ausmal} der Metastasierung lief3 sich

allerdings nicht feststellen.

1.3.3.2.7. Bedeutung und Vorkommen der SpleiRvariante CD44v8

CD44v7-8 konnten Herold-Mende et al [80] (siehe auch 1.3.3.2.4.) auf den Gefrierschnitten
normaler und dysplastischer Plattenepithelien im Stratum basale, im Stratum suprabasale und
im Stratum spinosum nachweisen. Die durchschnittliche Expression von CD44v7-8 (gemessen
an PP) war auf primaren Plattenepithelkarzinomen und auf Lymphknotenmetastasen (wie bei
CD44v7) im Gegensatz zum gesunden Plattenepithel deutlich verringert. Verglich man die Ex-
pression auf den Primartumoren mit der Expression auf den Metastasen, war der prozentuale
Anteil markierter Zellen auf den Metastasen deutlich geringer. Die Anfarbbarkeit der Primartu-
moren war nur reduziert, wohingegen, je nach Antikorper, bis zu 41% der Metastasen nicht mit
den Antikérpern reagierten. In den weiteren Metastasen waren mehrheitlich nur einzelne Zellen
angefarbt. Auch Hudson et al [83] fanden bei oralen Plattenepithelkarzinomen eine Korrelation
zwischen der Minderexpression von CD44v8 und einer abnehmenden Tumordifferenzierung
(siehe auch 1.3.3.2.2.). Nach Kuo et al [108] haben Patienten mit oralen Pattenepithelkarzino-
men, die CD44v7-8 exprimieren, eine gunstigere Prognose als Patienten mit CD44v7-8-nega-

tiven Plattenepithelkarzinomen.

1.3.3.2.8. Bedeutung und Vorkommen der SpleilRvariante CD44v9

Franzmann et al [52] wiesen auf oralen Plattenepithelkarzinomen die SpleiRvarianten CD44v9-

10 nach. Stoll et al [177] und Stoll [178] fanden, dass das normale orale Epithel und das Tumor-
gewebe CD44v9 (siehe auch 1.3.3.2.3.) auf den Zellmembranen exprimieren. Eine verminderte
Expression im Tumor hatte einen negativen Einfluss auf die Uberlebenszeit bzw. das rezidiv-

freie Uberleben der Patienten nach Kaplan und Meier. Eine Korrelation zwischen einer Expres-

31



sionsminderung und dem Ausmal} der Metastasierung lief3 sich allerdings nicht feststellen.
Dagegen fanden Sato et al [158] eine deutliche Korrelation zwischen der Minderexpression von
CD44v9 und einer vermehrten Metastasierungsrate. Sie untersuchten 120 primare Zungenkar-
zinome: Tumoren mit verminderter CD44v9 Expression metastasierten haufiger als die mit einer
starkerer Expression. Ebenfalls sank die Uberlebenszeit der Patienten mit reduzierter CD44v9-
Expression. Eine Korrelation zwischen dem histologischen Grading und der CD44v9-Expressi-
on lag nicht vor. Weitere Untersuchungen von Sato et al [156 und 157] an oralen Plattenepithel-
karzinom-Zelllinien zeigten, dass die Invasivitat von starker CD44v9-exprimierenden Tumorzel-
len in vitro durch Zugabe eines CD44v9-Antikorpers signifikant anstieg. Ebenfalls, aber nicht
signifikant, stieg die Invasivitat geringer CD44v9-exprimierender Tumorzellen. Dies wurde durch
den Antikorper-verursachten Ausfall des durch CD44v9 bedingten Zellzusammenhaltes erklart.
Darlber hinaus konnte durch Transfektion des CD44v9-Gens in eine schwach CD44v9-expri-
mierende Zelllinie und die daraus resultierende CD44v9-Uberexpression, deren Invasivitat deut-

lich verringert werden.

1.3.3.2.9. Bedeutung und Vorkommen der SpleiRvariante CD44v10

In den Untersuchungen von Herold-Mende et al [80] war CD44v10 auf den Gefrierschnitten des
gesunden und dysplastischen Plattenepithels (siehe auch 1.3.3.2.4.) im Stratum basale, im Stra-
tum suprabasale und im Stratum spinosum nachzuweisen. Die durchschnittliche Expression
von CD44v10 (gemessen an PP) war bei primaren Plattenepithelkarzinomen (wie bei CD44v7
und CD44v7-8) und den Metastasen (wie auch bei CD44v7), im Gegensatz zum gesunden Plat-
tenepithel, deutlich verringert. Verglich man die Primartumoren mit dem Metastasengewebe,

war der Antigenschwund auf den Metastasen wiederum deutlich héher.

Wie diese zum Teil unterschiedlichen Ergebnisse beziiglich der gleichen Tumorart und der glei-
chen CD44-Varianten zeigen, werden sicher weitere Untergruppierungen der Antikérper und
Beobachtungen an einem méglichst grof3en Patientenkollektiv nétig sein, um die Widerspriiche
aufzuklaren. Wie die Arbeit von Endo und Terada [43] (allerdings beim Leberzellkarzinom) ein-
dricklich zeigt, kann das gleichzeitige Vorkommen bestimmter Spleilivarianten ,synergistisch*
die Lebenserwartung signifikant gegeniiber dem alleinigen Vorkommen einer einzelnen Spleil3-
variante senken. Ahnliche Synergismen aber ebenso gegenteilige Mechanismen im Zusam-
menwirken der unterschiedlichen CD44-SpleilRvarianten sind auch fir Plattenepithelkarzinome

im Kopf-Hals-Bereich denkbar.
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1.4. Zielsetzung

Ziel und Aufgabe dieser Arbeit war es, die Verteilung der Expression der CD44-Spleildvarianten
CD44v3, CD44v5, CD44v7 und CD44v10 in den Geweben von Patienten unserer Klinik mit und
ohne einem Plattenepithelkarzinom im Kopf-Hals-Bereich immunhistochemisch in der APAAP

zu untersuchen.

Diese Arbeit wurde im Rahmen eines Doktoranden-Tumorprojektes durchgefuhrt, in dem an
den gleichen Geweben immunhistochemisch p53, bcl-2, mdm-2 [112] und a,-Makroglobulin-

Rezeptoren [10] sowie humane Papillomviren [104] in der PCR untersucht wurden.

In der vorliegenden Arbeit sollte die Expression der CD44-SpleiRvarianten CD44v3, CD44v5,
CD44v7 und CD44v10 in Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches und den Tumor-
randgeweben lichtmikroskopisch bewertet, dokumentiert und miteinander verglichen werden.
Zum weiteren Vergleich wurden Gewebeschnitte von tumorfreien Patienten aus vergleichbaren

Lokalisationen untersucht.

Ebenfalls gehorte es zu dieser Arbeit, anhand der Klinikkrankenakten von allen 40 Patienten
(Patienten mit und ohne Karzinom) die Raucher- und Alkoholanamnese als Risikofaktoren der

Kopf-Hals-Tumoren zu erfassen.

Von den 20 Karzinompatienten sollte in dieser Arbeit Gewebe aus 3 Regionen untersucht wer-
den: aus dem Tumorzentrum, aus dem unmittelbar intraoperationem deklarierten Tumorrand
und aus einem tumorfernen Gewebebereich, von den 20 Patienten ohne eine maligne Erkran-
kung jeweils ein Gewebematerial. Nach einer entsprechenden Anfertigung der Gewebeschnitte
sollte in allen Geweben Uberprift werden, ob Karzinomgewebe, normales Plattenepithel, Binde-
gewebe, Driisengewebe, Muskelgewebe, Nerven oder Gefalle vorhanden bzw. mit unseren An-
tikbrpern anzufarben waren. In allen normalen Epithelien und Karzinomgeweben sollte die
CD44-Expression nach den Vorschlagen von Remmele [147, 148] anhand der Farbeinintensitat
(SI) und des prozentualen Anteils gefarbter Zellen (PP) nach mehrmaliger lichtmikroskopischer
Beurteilung durch Schatzung ermittelt und aus der Multiplikation beider Befunde ein immunre-

aktiven Scorewert (IRS) errechnet werden.
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Durch die Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit sollte versucht werden, folgende Fragen

zu beantworten:

1. Welche der vier untersuchten CD44-Spleil3varianten (CD44v3, CD44v5, CD44v7 und

CD44v10) werden auf den unterschiedlichen Gewebearten exprimiert?

2. Bestehen Unterschiede zwischen der Expression der CD44-Spleilvarianten auf dem Karzi-
nomgewebe und dem normalen Plattenepithelgewebe im Tumorzentrum, im Tumorrand und

im tumorfernen Bereich dieser Patienten?

3. Gibt es Unterschiede der Expression der CD44-Spleivarianten auf dem Karzinomgewebe

des Tumorzentrums im Vergleich mit dem Tumorrand?

4. Gibt es einen Unterschied in der Expression der CD44-Spleivarianten auf den Epithelien im

Tumorzentrum, Tumorrand und im tumorfernen Bereich?

5. Unterscheidet sich die Expression der CD44-Spleiflvarianten auf dem Karzinomgewebe der

Tumorpatienten von der Expression auf den Epithelgeweben der Kontrollpatienten?

6. Unterscheidet sich die Expression der CD44-Splei3varianten auf den Epithelgeweben der

Tumorpatienten von der Expression auf den Epithelgeweben der Kontrollpatienten?

7. Gibt es einen Unterschied der immunreaktiven Scorewerte (IRS) oder der prozentualen An-

teile gefarbter Zellen (PP) in Abhangigkeit vom Tumorgrading bzw. Tumorstaging?

8. Ist die Ermittlung der immunhistochemischen Scorewerten (IRS) besser geeignet die Unter-
schiede in der Expression der vier CD44-Spleildvarianten darzustellen als die Ermittlung der

prozentualen Anteile gefarbter Zellen (PP-Werte)?
9. Gibt es Anhaltspunkte fiir die Eignung der untersuchten Spleivarianten CD44v3, CD44v5,

CD44v7 oder CD44v10 fir die Anwendung in Diagnostik und Therapie der Kopf-Hals-Tumo-

ren.
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2. Material und Methoden
2.1. Material

2.1.1. Die Patienten und ihr Gewebe

Das in dieser Arbeit untersuchte Gewebe entstammt einem Kollektiv von 40 Patienten der Kii-
nik fir Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie der Medizinischen Fakultat der Charité — Universi-
tatsmedizin Berlin - Campus Virchow-Klinikum. Die untersuchten Proben entstammten den im

Rahmen der Therapie entnommenen Geweben, wozu die Zustimmung der Patienten vorlag.

Von 20 Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom im Kopf-Hals-Bereich (HNSCC) wurde im
Rahmen der Tumordiagnostik Tumor- und Tumorrandgewebe einschlie3lich der fir die Spezi-
aluntersuchungen dieser Arbeit notwendigen Gewebe entnommen. Um zu untersuchen, ob
nicht nur ein qualitativer Unterschied zwischen den Geweben der einzelnen Patienten sondern
auch ein quantitativer Unterschied der Antigenverteilung in Abhangigkeit von der Lokalisation
besteht, wurden intraoperativ jeweils 3 Gewebeproben entnommen: Eine Probe aus der Re-
gion des Tumorzentrums, welche immer Karzinom enthielt, eine Probe aus dem Tumorrand-
gebiet, die nicht immer karzinomfrei war und eine aus einer tumorfreien weiter entfernten Re-
gion. Von weiteren 20 Patienten ohne Tumoren wurden ebenfalls mit Zustimmung der Patien-
ten Kontrollgewebe bei anderweitigen Operationen, hauptsachlich operativen Zahnentfernun-
gen gewonnen. Die relevanten Patientendaten bzw. die Entnahmelokalisation der entspre-

chenden Gewebeproben sind den Tabellen 3 und 4 zu entnehmen.

Tabelle 3: Untersuchte Gewebe der Tumorpatienten einschliellich der Lokalisation des Tumorzentrums

Patienten- | Lokalisation Gewebeprobe | Patienten- Lokalisation Gewebeprobe
Code aus einem Code aus einem
Rezidiv Rezidiv
005 Zunge nein 271 Mundboden nein
007 Mundschleimhaut nein 382 Ohr ja
Uber dem Kiefer
013 Zungenrand nein 385 Ohrknorpel nein
086 Mundboden ja 412 Lippe nein
128 Zunge / Mundboden | nein 460 Planum buccale | nein
148 Tonsille links nein 461 Mundboden nein
158 Mundschleimhaut nein 466 Mundboden / nein
Uber dem Kiefer Zunge
bis Planum buccale
175 Mundboden ja 473 Mundboden nein
180 Mundschleimhaut ja 198 Zunge nein
Uber dem Kiefer
209 Mundboden nein 020 Zungenrand nein
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Tabelle 4: Untersuchte Gewebe der Kontrollpatienten einschlieRlich der Lokalisation des Gewebes

Patienten- Lokalisation Patienten- Lokalisation

Code Code

015 Uvula/Gaumen 423 Mundschleimhaut
023 Gaumen 426 Zunge

039 Ohrmuschel 427 Mundschleimhaut
082 Uvula 430 Mundschleimhaut
162 Mundschleimhaut 431 Mundschleimhaut
168 Mundschleimhaut 433 Planum buccale
173 Mundschleimhaut 436 Mundschleimhaut
212 Mundschleimhaut 437 Mundschleimhaut
240 Ohrmuschel 438 Mundschleimhaut
336 Mundschleimhaut 479 Mundschleimhaut

2.1.2. Primarantikorper

In dieser Arbeit waren alle gegen humane CD44-Spleillvarianten eingesetzten Primarantikor-
per ausschliellich monoklonale Antikorper der Maus der Immunglobulinklasse 1gG2b (CD44v3)
und IgG1 (CD44v5, CD44v7, CD44v10), siehe Tabelle 5.

Als Kontrollserum (Negativ-Serum, N-S) wurde in dieser Arbeit normales Maus-lgG ohne

CD44-Antigenitat eingesetzt.

Tabelle 5: Primarantikorper

Antikorper Cat.Nr. Klon Gebrauchs- Hersteller
verdiinnung
CD44v3 BB A 11 3G5 1:10 R&D Systems, Abing-
don, England
CD44v5 BMS 115 VFF-8 1:20 Bender MedSystems,
Wien, Osterreich
CD44v7 BMS 117 VFF-9 1:100 Bender MedSystems,
Wien, Osterreich.
CD44v10 BMS 119 VFF-14 1:200 Bender MedSystems,
Wien, Osterreich
Maus- X0931 _ 1:10 Dako, Glostrup,
Immunglobulin Danemark
(Negativ-Serum)

2.2. Methoden

2.2.1. Gewebeentnahme und Gewebeaufbewahrung

In dieser Arbeit wurde bevorzugt Kryogewebe eingesetzt, da an den gleichen Geweben auch
molekularbiologische Untersuchungen durchgefiihrt werden sollten. Die Gewebeproben wur-
den von 1994 - 1996 in unserer Klinik gesammelt. Die Aufbewahrung der direkt im Operations-
saal entnommenen Gewebe erfolgte fur maximal 30 Minuten bis zur weiteren Verarbeitung in
isotoner Kochsalzlésung oder in RPMI-Medium. Anschlielfend wurden die Gewebeproben zu

ca. 4 x 4 mm grof3en Stlicken zerkleinert, in R6hrchen mit “Einfriermedium” (Leica-Instrument,
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Nussloch) in Flussigstickstoff fur 2 Minuten schockgefroren und bei -80° C aufbewahrt. Das

Gewebe von 2 Patienten wurde in 10%-igem Formalin konserviert und in Paraffin eingebettet.

2.2.1.1. Herstellung der Kryostatschnitte

Von den Gewebeproben der 18 Tumorpatienten und aller Kontrollpatienten wurden am Kryo-
staten (Leica, Bensheim) ausreichend viele 4 — 6 um dicke Gewebeschnitte auf beschichte-
ten Objekttragern (Super Frost Plus, Menzel, Braunschweig) hergestellt. Die Gewebeschnitte
wurden maximal 12 Stunden an der Luft getrocknet und bis zum Zeitpunkt der immunhisto-

chemischen Farbung bei - 20°C eingefroren.

2.2.1.2. Herstellung der Paraffinschnitte

Die Gewebe von 2 Tumorpatienten standen flir diese Arbeit nur Formalin-fixiert zur Verfligung
und wurden zu Paraffinschnitten verarbeitet. Die Gewebe wurden an einem Automaten in
4%-igem Formalin fixiert, in Ethanol und Xylol dehydriert, in Paraffin eingebettet und bis zum
Schneiden in 2 — 4 ym dicke Schnitte bei Raumtemperatur aufbewahrt. Die Schnitte wurden im
warmen Wasserbad auf beschichtete Objekttrager aufgezogen. Die Lagerung dieser Prapara-

te erfolgte bis zur Farbung bei Zimmertemperatur.

2.2.2. Immunhistochemische Farbung

2.2.2.1. Vorbereitung der Praparate

Die bei -20°C aufbewahrten Kryoschnitte wurden zur Schonung des Gewebes vor der Farbung
sehr langsam aufgetaut und luftgetrocknet. Die Paraffinschnitte wurden tiber Nacht bei 56°C
im Trockenschrank aufbewahrt und iber folgende Behandlungskette entparaffiniert und rehy-
driert:

Eintauchen in

Xylol, Kivette 1 10 Minuten
Xylol, Kivette 2 10 Minuten
Ethanol 100% 5 Minuten
Ethanol 90% 2 Minuten
Ethanol 80% 1 Minuten
Ethanol 70% 1 Minuten
Methanol 10 Minuten
Aqua tridest 5 Minuten

Da die Antigene in den Paraffinschnitten durch die Formalinfixierung und weitere Behandlung

teilweise verandert beziehungsweise “maskiert” werden, folgte vor der immunhistochemischen
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Farbung eine Demaskierung durch Mikrowellenbehandlung. Dazu wurden die Schnitte 4 mal 5
Minuten in Zitronensaurepuffer bei 600 Watt [166] in der Mikrowelle erhitzt, wobei nach jedem
Zyklus der verdampfte Zitronensaurepuffer aufgefillt wurde. Danach wurden die Schnitte 25
Minuten lang in Zitronensaurepuffer abgekiihlt. Diese Vorbehandlung hatte sich in Vorversu-

chen fiir die Darstellung der CD44-Epitope [46] als optimal erwiesen.

Zitronensaurepuffer:

975 mi Aqua tridest

2149 Zitronensauremonohydrat (Merck, Darmstadt)
25 ml 1 Mol NaOH

Einstellung auf pH 6 mit 1 Mol HCI

2.2.2.2. Alkalische Phosphatase anti-alkalische Phosphatase-Reaktion (APAAP)

Um die Untersuchungen durchflhren zu kdnnen, bedurfte es einer Methode, auf unterschied-
lichen Gewebeschnitten moglichst spezifisch die Antigene nachzuweisen. Die Methode der
Wahl war die APAAP-Reaktion.

2.2.2.2.1. Das allgemeine Prinzip der APAAP
Mit der APAAP-Methode [38], einer Immunperoxidase-Farbemethode, kann man hochspezifisch
zellulare Antigene auf Paraffinschnitten, Kryostatschnitten, Abklatschpraparaten, Ausstrichen

und Zytozentrifugenpraparationen lokalisieren und sichtbar machen.

Fur diese Reaktion werden drei Reagenzien gebraucht:

1. der Primarantikorper, in dieser Arbeit ausschliellich ein monoklonaler Antikérper der Maus.

2. der Sekundarantikérper oder so genannter Briickenantikérper, der gegen die Spezies des
Primarantikoérpers und den APAAP-Komplex gerichtet ist und einer anderen Tierspezies ent-
stammt, in unserem Fall ein polyklonaler Antikdrper vom Kaninchen.

3. der APAAP-Komplex, bestehend aus intestinaler alkalischer Phosphatase von Kalbern und

einem dagegen gerichteten monoklonalen Antikdrper, wieder von der Maus.

Durch die Verwendung unkonjugierter monoklonaler Primarantikorper (MoAKk) wird bei dieser
Methode eine hohe Empfindlichkeit erzielt, was besonders bei formalinfixierten, paraffineinge-
betten Geweben zum Tragen kommt. Man erreicht eine starke Anfarbung, obwohl ein Teil des

Antigens durch Fixation und Gewebeaufbereitung zerstort wird [39].
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Die entsprechenden Antigen-Antikérper-Reaktionen der APAAP-Methode laufen folgendermas-
sen ab (siehe Abbildung 4):

Abbildung 4: Schema der APAAP-Reaktion [nach 38]

APAAP- @ -—  Alkalische Phosphatase

Komplex
- Monoklonaler Maus-anti-alkalische

Phosphatase-Antikérper

«—  Polyklonaler Anti-Maus-Antikorper
(Briickenantikorper)

monoklonaler Maus-
Primarantikdrper

A ‘-— Antigen

Die auf den Objekttragern befindlichen Gewebsschnitte mit ihren Antigenen werden nach einer
kurzen Fixierung (Kryoschnitte) bzw. Vorbehandlung (Paraffinschnitte) mit dem Primarantikor-
per inkubiert (A). Der Primarantikdrper bindet hochspezifisch nur an das entsprechende Anti-
gen. Nach Abspllen des nicht gebundenen Primarantikdrpers wird der Brickenantikdrper dazu-
gegeben (B). Der Briickenantikdrper wird im Uberschuss dazugegeben, damit sich nur eines
der beiden Fab-Fragmente an den Primarantikdrper bindet. So kann er tber sein zweites noch
freies Fab-Fragment die Verbindung zum APAAP-Komplex vermitteln (C). Ist nun eine Verbin-
dung zwischen APAAP-Komplex und gesuchtem Antigen mittels Bricken- und Primarantikor-
per hergestellt, wird das Substrat dazugegeben. Nach Zugabe des Substrates, z.B. Neufuch-
sin, entsteht Uberall, wo Substrat durch das lokal fixierte Enzym umgewandelt wird, eine Rotfar-

bung, wodurch das gesuchte Antigen markiert wird.

2.2.2.2.2. Durchfihrung der APAAP-Reaktion
Um das Eintrocknen der Schnitte bei Raumtemperatur zu verhindern, werden alle Schritte der
APAAP-Reaktion in einer feuchten Kammer durchgeflihrt. Wie unter 2.2.2.1. beschrieben, wur-

den sowohl die Kryostatschnitte als auch die Paraffinschnitte vorbehandelt.
Nach einer 10-minitigen Fixierung bei -20°C, davon 9 Minuten in Methanol und 1 Minute in

Aceton, werden die Schnitte nach der Fixierung (Kryoschnitte) bzw. Vorbehandlung (Paraffin-

schnitte) sowie nach jedem weiteren Reaktionsschritt griindlich in TBS-Puffer gespuilt.
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TBS- Puffer (Trispuffer):

17,125 g Tris Hydrochlorid (Sigma, St. Louis, USA )
20 g Tris Base (Sigma, St. Louis, USA )

2195 ¢ NaCl (Merck, Darmstadt )
25 | Aqua tridest

Einstellung auf pH 7,5 mit 1 Mol HCI

Fir die Verdinnung der Primarantikérper und des APAAP-Komplexes wurde Rinderserumme-
dium, fiir den Brickenantikérper Humanserummedium eingesetzt (modifiziert nach Prof. Dr.

Lobeck, ehemals Institut fiir Pathologie des Virchow-Klinikums, persénliche Mitteilung).

Rinderserummedium:
100 mg Natriumazid (Serva, Heidelberg )
10 ml RPMI 1640 Medium, ohne L-Glutamin (Gibco BRL, Paisley, Scottland)
10 ml fetales Kalberserum (Gibco BRL, Paisley, Scottland )
90 ml Aqua tridest
Einstellung auf pH 7,5 mit 1 Mol HCI

Humanserummedium:
10 ml AB-Serum, bei 56°C 30 Minuten lang im Wasserbad inaktiviert
(Behring, Marburg)
70 ml RPMI 1640 Medium, ohne L-Glutamin (Gibco BRL, Paisley,
Scottland)
Einstellung auf pH 7,5 mit 1 Mol HCL

Von jedem Gewebestlick wurden 5 aufeinander folgende Schnitte mit den monoklonalen An-
tikbrpern gegen CD44v3, CD44v5, CD44v7, CD44v10 und mit einem Negativserum aus nor-
malem Maus-IgG zur Kontrolle immunhistochemisch gefarbt. Zwischen allen Reaktionsschrit-

ten wurden die Gewebeschnitte jeweils griindlich mit TBS-Puffer gespuilt.

Die verdiinnten Primarantikorper (siehe Tabelle 5) wurden bei Zimmertemperatur inkubiert, die
Kryostatschnitte mit je 80 yl 30 Minuten, die Paraffinschnitte 45 Minuten mit je 150 pl. Im zwei-
ten Schritt wurden die Kryostatschnitte 30 Minuten mit 80 yl und die Paraffinschnitte fir 45 Mi-
nuten mit 150 pl verdiinntem, vom Kaninchen stammenden polyklonalen Brickenantikdrper
(Tabelle 6) inkubiert.
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Tabelle 6: Briickenantikorper

Antikérper Code- Nr. Verdlnnung Hersteller
Anti-Maus- Z 0259 1:40 Dako, Glostrup, Danemark
Immunglobulin

Im dritten Schritt wurden alle Schnitte mit dem verdinnten Maus-APAAP-Komplex (Tabelle 7)
inkubiert, Kryostatschnitte 30 Minuten mit 80 ul und Paraffinschnitte 45 Minuten mit 150 pl.

Tabelle 7: APAAP-Komplex

Antikdrper Code- Nr. Verdinnung Hersteller
APAAP, monoklonaler | D 0651 1:100 Dako, Glostrup, Danemark
Maus-Antikérper

Um die noch ungebundenen Antigene weitgehend in die APAAP-Reaktion miteinzubeziehen,
wurden die Schritte der Inkubation mit dem Briickenantikérper und dem APAAP-Komplex mit
verkurzter Zeitdauer (Kryostatschnitte je 10 Minuten und Paraffinschnitte je 15 Minuten) wie-

derholt.

Fur die Visualisierung der Antigen-Antikorper-Reaktion wurden die Schnitte 30 Minuten unter

kontinuierlicher Bewegung in Klvetten mit dem Substrat inkubiert.

Substrat:
Lésung A:
- Entwickler-Tris-Puffer: 87,5 ml
0,75¢g Tris Hydrochlorid (Sigma, St. Louis, USA)
245¢g Tris Base (Sigma, St. Louis, USA)
4,35¢g NaCl (Merck, Darmstadt)
500 ml Aqua tridest
- Propandiol-Stamml6sung: 31,25 ml
10,5¢g 2-Amino-2-methyl-1,3-propandiol (Merck-Schuchard, Hohenbrunn)
500 mi Aqua tridest
- Lavamisolhydrochlorid (Sigma, St. Louis, USA): 100 mg
Losung B:
- Naphthol-AS-Bi-Phosphat (Sigma, St. Louis, USA): 62,5 mg
- N, N-Dimethyl-Formamid (Sigma, St. Louis, USA): 0,5 ml
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Losung C:

- Neufuchsin 5% : 0,25 ml
5¢g Neufuchsin (Sigma, St. Louis, USA)
100 ml 2 Mol HCI
- Natriumnitrit ad Aqua tridest: 0,625 ml
0,19 Natriumnitrit (Sigma, St. Louis, USA)
2,25 mi Aqua tridest

Die Lésungen A und C wurden vermischt, danach Losung B dazugegeben. Nach Einstellung
des pH-Wertes mit 2 Mol HCI auf 8,73 wurde das Substrat durch einen Faltenfilter in die ent-
sprechenden Kivetten filtriert. Zur Blockierung der endogenen alkalischen Phosphatase in den
Geweben wurde Lavamisol eingesetzt. Aus Neufuchsin und Naphthol entwickelte sich der

Farbkomplex.

Zur Gegenfarbung der Zellkerne wurde die Schnitte mit Hamatoxylin (Dako, Glostrup, Dane-
mark) fiir 1 - 2 Minuten gefarbt und 5 - 10 Minuten in Leitungswasser geblaut. Die Schnitte

wurden mit Kaisers Glyceringelatine eingedeckt.

2.2.3. Lichtmikroskopische Auswertung

2.2.3.1. Immunreaktives Bewertungsschema

Um eine einheitliche Beurteilung der Antigen-Antikdrper-Reaktionen auf den Gewebeschnitten
und einen Vergleich der Praparate untereinander durchfuhren zu kénnen, wurde das Bewer-
tungsschema von Remmele et al [147, 148] zu Hilfe genommen. Nach diesem wird die Far-
beintensitat (staining intensity, SI) der APAAP-Reaktion mit dem Prozentsatz der positiv ge-
farbten Zellen (PP) zu einem immunreaktiven Score (IRS) multipliziert (siehe Tabelle 8).

Der IRS umfasst die qualitative und quantitative Verteilung der einzelnen Antikdrper in den un-

terschiedlichen Geweben zur Erfassung der Expression der untersuchten CD44-Antigene.

Tabelle 8: Immunreaktiver Scorewert (IRS): Sl (= Farbeintensitat) x PP (= prozentualer Anteil
Antikodrper-positiver = angefarbter Zellen)

SI-Einteilung PP-Einteilung IRS

0= keine Farbereaktion 0= keine positiven Zellen Hypothetischer Mini-
malwert: 0x0=0

1 = schwache Farbereaktion 1= >0-25% positive Zellen

2 = deutliche Farbereaktion 2=>25-50% positive Zellen

3= starke Farbereaktion 3=>50-75% positive Zellen

4 =>75-100 % positive Zellen hypothetischer Maxi-
malwert: 3 x4 =12

42



2.2.3.2. Durchfiihrung der Beurteilung

Die Beurteilung der Gewebeschnitte erfolgte an einem Lichtmikroskop (Zeiss, Oberkochen) bei
20- und 40-facher Vergrélerung. Um das Ergebnis der subjektiven Schatzung von Sl und PP
“objektiver” zu gestalten, wurde die Bewertung in zwei Bewertungsdurchgangen vorgenom-
men, wobei nur die Werte des letzten Durchganges als Ergebnisse fir die Auswertung der Ar-
beit Ubernommen wurden. Es wurden zunachst die einzelnen Schnitte auf die vorhandenen
Gewebeanteile und -arten durchgemustert und diese notiert. Danach wurde festgehalten, ob
es zu einer Antigen-Antikorper-Reaktion an diesen Geweben gekommen war. Der Prozentsatz
des angefarbten Gewebeanteils (PP) des normalen Oberflachenepithels und des Tumorgewe-
bes und die dazugehdrige Farbeintensitat (Sl) wurden erfasst und daraus die immunreaktiven

Scorewerte (siehe 2.2.3.8. und Tabelle 8) errechnet.

2.2.4. Statistische Auswertung der Ergebnisse
Nach fachlicher Beratung durch das Institut fur Medizinische Biometrie unseres Klinikums wur-

den fUr die Auswertung der Ergebnisse geeignete statistische Testmethoden ausgewahlt [154].

Um die unterschiedliche Expression der einzelnen CD44-Spleillvarianten CD44v3, CD44v5,
CD44v7 und CD44v10 zu vergleichen, wurden aufgrund der fehlenden Normalverteilung ne-
ben dem Mittelwert mit Standardabweichung der Medianwert mit 25. und 75. Quartile als mitt-
lere Tendenz der Expression ermittelt. Wegen des kleinen Patientenkollektives und der in der
Regel fehlenden Normalverteilung der Stichprobenergebnisse wurden nichtparametrische

Tests zur Bestimmung der Signifikanz der gefundenen Unterschiede eingesetzt.

Der Wilcoxon-Test diente dabei dem Vergleich miteinander verbundener Stichproben. Mit dem
U-Test nach Mann und Whitney erfolgte der Stichprobenvergleich unabhangiger Parameter.
Zur Untersuchung einer moglichen prognostischen Bedeutung der CD44-Expression flir den
weiteren Krankheitsverlauf wurden die Daten Uber den weiteren Verlauf der Erkrankung aus
den Krankenakten tabellarisch erfasst und fiir die Erstellung von Kaplan-Meier-Kurven in 2
Gruppen, abhangig vom Median der IRS-Werte der CD44-Expressionen durch die einzelnen
Antikérper im Tumorzentrum und im Karzinomrest des Tumorrandes, eingeteilt. War der IRS-
Wert kleiner als der Medianwert, wurde die Gruppe 0 gewahlt, war der IRS-Wert = dem Medi-
an, die Gruppe 1. Hierzu wurden die Daten aller 20 Tumorgewebe benutzt, unabhangig ob die
erhobenen IRS-Werte von Kryostatschnitten (18 Schnitte) oder Paraffinschnitten (2 Gewebe-

schnitte) stammten.
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Auch fir den statistischen Haufigkeitsvergleich zwischen dem Differenzierungsgrad der Tumo-
ren (Gewebe von G2-Tumoren / Gewebe von G3-Tumoren) und den CD44-Scorewerten im
Exakten Test nach Fisher wurde wegen der geringen Patientenzahlen die gleiche Gruppierung
in IRS unter dem Medianwert (Gruppe 0) und IRS = dem Medianwert (Gruppe 1) vorgenom-

men.

Fur alle statistischen Berechnungen wurde das Programm SPSS fir Windows95/NT (13.0
Deutsch bzw. 15.0.1) eingesetzt [28]. Testergebnisse mit p < 0,05 wurden als statistisch sig-
nifikant gewertet. Bei p-Werten ab 0,05 (bis 1) musste davon ausgegangen werden, dass die

Differenz zwischen den gepriften Parametern nicht signifikant ist.
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3. Ergebnisse

3.1. Eigenschaften des Patientenkollektives

3.1.1. Charakterisierung der Tumorpatienten

Die Gruppe der Tumorpatienten bestand aus 5 Frauen und 15 Mannern im Alter zwischen 39
und 80 Jahren bei einem Mittelwert von 60 (+ 9) Jahren. Das in dieser Arbeit untersuchte Ge-
webe stammte bei 16 Patienten (80%) von Primartumoren, bei 4 Patienten (20%) von einem

Tumorrezidiv. 12 Patienten (60%) hatten Lymphknotenmetastasen. 10 Tumoren (50%) waren

entsprechend der histopathologischen Beurteilung G2-Tumoren und die anderen 10 (50%) wa-

ren G3-Tumoren.

Aus den anamnestischen Angaben in den Patientenakten konnten weiterhin die fir Kopf-Hals-

Tumoren bekannten Risikofaktoren enthommen werden: 70% der Tumorpatienten rauchten re-

gelmafig und 60% tranken taglich Alkohol.

In Tabelle 9 (vgl. Material und Methoden, Tabelle 3) wurden alle Daten zur Charakterisierung

der Tumorpatienten wie Geschlecht, Alter, Trink- und Rauchgewohnheiten aus den Krankenak-

ten zusammengestellt. Ebenfalls finden sich die die jeweiligen Tumoren betreffenden histologi-

schen Befunde des Instituts fiir Pathologie des Klinikums mit dem Differenzierungsgrad der Tu-

moren (Staging und Grading) und der TNM-Klassifizierung nach den UICC-Richtlinien

Tabelle 9: Patientendaten und Risikofaktoren aus den Krankenakten der Tumorpatienten (vgl. Material
und Methoden, Tabelle 3

Patien- | Ge- Alter TNM- Tumor- Grading |Krebs- |Krebs-
ten- Schlecht [[Jahre] [Klassifikation |staging [200] risiko risiko
Code [200] [200] Tab* Alk*
005 M 39 pT3/4 pN1 I G3 4 4
007 w 71 pT2 N2 IVA G2 1 1
013 M 45 pT3 pN2 IVA G3 4 4
086 M 53 pT4 pNO IVA G3 3 3
128 M 50 pT2 pN2b IVA G2 4 4
148 M 55 pT2 pN1 11 G3 4 1
158 w 76 pT3 pN1 11 G2 1 1
175 M 58 pT2 pN2 IVA G3 3 4
180 M 66 pT1 pNO I G3 2 4
209 M 62 pT2 pN2 IVA G3 1 1

271 w 73 pT1 pNO I G2 4 2
382 M 65 pT4 pN1 IVA G3 3 1
385 M 58 pT4 pN1 pMx IVA G3 1 2
412 M 74 pT2 pNO Il G2 1 1
460 w 80 pT3/4 pN1 11 G2 2 1
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Fortsetzung von Tabelle 9

Patien- | Ge- Alter TNM- Tumor- Grading |Krebs- |Krebs-
ten- Schlecht [[Jahre] [Klassifikation |staging [200] risiko risiko
Code [200] [200] Tab* Alk*
461 M 63 pT2 pNO Il G2 4 4

466 M 57 pT4 pN2 IVA G2 1 1

473 M 52 pT1 pNO I G2 3 4

198 M 55 pT4 pNO IVA G3 3 4

020 w 50 pT2 pNO Il G2 4 4

m = mannlich, w = weiblich, T = Tumorgré3e, N = Lymphknotenstatus, G = Differenzierungsgrad
(Grading) [200], * = Graduierung der Rauch- und Trinkgewohnheiten nach Arndt et al [5]:

Tabakkonsum (Krebsrisiko Tab): Alkoholkonsum (Krebsrisiko Alk):
1 = Nichtraucher 1 = Nichttrinker
2 = Raucher < 20 Zigaretten/Tag 2 = Trinkmenge < 70 g/Tag
3 = Raucher ca. 20 Zigaretten/Tag 3 = Trinkmenge ca. 70 g/Tag
4 = Raucher > 20 Zigaretten/Tag 4 = Trinkmenge > 70 g/Tag

In Abbildung 5 ist die Verteilung des Geschlechtes und Alters der Tumorpatienten zum Zeit-

punkt der Gewebeentnahme grafisch dargestellt.

Abbildung 5: Die Alters- und Geschlechtsverteilung der Tumorpatienten
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3.1.2. Charakterisierung der Kontrollpatienten

Das Alter der tumorfreien Kontrollpatienten lag zwischen 7 und 64 Jahren, bei einem Mittelwert

von 36 (+ 17) Jahren. Der Tabak- und Alkoholkonsum der Kontrollpatienten (soweit angege-

ben) war gegenuber dem der Tumorpatienten deutlich geringer. In Tabelle 10 sind diese per-

sonlichen Daten der Kontrollpatienten zusammengefasst.
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Tabelle 10: Patientendaten und Risikofaktoren aus den Krankenakten der Kontrollpatienten (vgl. auch
Material und Methoden, Tabelle 4)

Patienten- Ge- Alter Krebs- | Krebs-
Code schlecht risiko risiko
Tab* Alk=
015 M 57 1 1
023 W 64 n.b. n.b.
039 W 7 1 1
082 M 58 3 1
162 W 38 n.b. n.b.
168 W 30 n.b. n.b.
173 W 55 1 1
212 W 18 1 1
240 W 17 n.b. n.b.
336 M 23 n.b. n.b.
423 W 47 3 1
426 M 23 n.b. n.b.
427 M 30 3 1
430 M 22 n.b. n.b.
431 M 16 n.b. n.b.
433 W 15 1 1
436 m 64 1 1
437 m 20 n.b. n.b.
438 w 50 n.b. n.b.
479 W 28 n.b. n.b.

m = mannlich, w = weiblich, n.b. = nicht bekannt
* = Graduierung der Rauch- und Trinkgewohnheiten nach Arndt et al [5]:

Tabakkonsum (Krebsrisiko Tab): Alkoholkonsum (Krebsrisiko Alk):
1 = Nichtraucher 1 = Nichttrinker
2 = Raucher < 20 Zigaretten/Tag 2 = Trinkmenge < 70 g/Tag
3 = Raucher ca. 20 Zigaretten/Tag 3 = Trinkmenge ca. 70 g/Tag
4 = Raucher > 20 Zigaretten/Tag 4 = Trinkmenge > 70 g/Tag

In Abbildung 6 ist die Verteilung des Geschlechtes und Alters der Kontrollpatienten zum

Zeitpunkt der Gewebeentnahme grafisch dargestellt.

Abbildung 6: Die Alters- und Geschlechtsverteilung der Kontrollpatienten
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3.2. Untersuchung der Expression der verschiedenen CD44-

SpleiBvarianten
Nach der immunhistochemischen Farbung in der APAAP (vgl. 2.2.2. und Abbildung 4) wurden

alle Gewebeschnitte beider Patientengruppen (Tumor- und Kontrollpatienten) lichtmikrosko-
pisch untersucht und bewertet (vgl. 2.2.3.). Es wurde kontrolliert, ob im Gewebeschnitt Karzi-
nomgewebe (Ca), normales Plattenepithel (PE), Bindegewebe (BGW), Driisengewebe (Dr),
Muskelgewebe (Mu), Nerven (Ne) und Gefalde (Ge) vorhanden war und notiert, welche Gewe-

bearten mit welchen Antikérpern angefarbt waren.

Als Hinweis auf eine CD44-Expression wurde im Karzinomgewebe, im nicht entarteten Platten-
epithel der Gewebe der Karzinompatienten und im Plattenepithel der Kontrollgewebe die Inten-
sitat der Anfarbung (= Farbeindex = Sl) und der prozentualen Anteil der angefarbten Zellen (PP)
ermittelt (vgl. Material und Methoden 2.2.3.1. und Tabelle 9). Aus den notierten Werten wurde

ein immunreaktiver Scorewert (IRS) berechnet (siehe Tabellen 11 - 26).

3.2.1. Nachweis der Expression von CD44v3

3.2.1.1. Expression von CD44v3 auf den Geweben der Tumorpatienten

3.2.1.1.1. Expression von CD44v3 auf den Geweben des Tumorzentrums

In Tabelle 11 sind die ermittelten immunhistochemischen Scorewerte der CD44v3-Expression
auf Karzinomgewebe und Plattenepithel sowie weitere vorhandene bzw. fehlende Reaktionen
des CD44v3-Antikorpers mit den anderen Gewebearten des Tumorzentrums wie Bindegewebe,
Driisengewebe, Muskelgewebe, Nerven, Lymphgewebe und GefalRendothelien zusammenge-

fasst.

Tabelle 11: Expression von CD44v3 im Tumorzentrum

Patienten- Karzinom weitere Anfarbungen | Fehlende Anfarbungen

Code

Kryostat- Sl PP IRS

schnitte

005 2 4 8 - Plattenepithel, Bindege-
webe, Muskulatur, Nerven

007 1 1 1 Bindegewebe, Nerven,
GefaRendothel

013 2 3 6 Bindegewebe, Muskulatur

086 2 2 4 Bindegewebe, Drisen,
GefaRendothel

128 2 4 8 Bindegewebe, Drisen,
Nerven

148 1 2 2 Plattenepithel Bindegewebe, Gefallen-

(SI1,PP1,IRS 1) dothel, Lymphgewebe
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Fortsetzung von Tabelle 11

Patienten- Karzinom weitere Anfarbungen Fehlende Anfarbungen
Code
Kryostat- Sl PP IRS
schnitte
158 1 1 1 Bindegewebe
175 2 2 4 Bindegewebe
180 2 1 2 Bindegewebe, Muskulatur
209 3 4 12 Plattenepithel Bindegewebe,
(SI2,PP1,IRS 2,) GeféRendothel
271 2 1 2 Bindegewebe,
GefalRendothel
382 1 3 3 Bindegewebe
385 2 3 6 Drisen (S11) Bindegewebe
412 3 4 12 Bindegewebe
460 3 2 6 Bindegewebe,
GefalRendothel
461 3 3 9 Bindegewebe,
GefalRendothel
466 1 1 1 Bindegewebe
473 3 2 6 Bindegewebe,
GefalRendothel
Nur Plattenepithel:
SI PP IRS
Mw 2 2,39 5,17 1,5 1 1,5
SD 0,77 1,14 3,57 0,71 0 0,71
Median 2 2 5 1,5 1 1,5
Pos 1 1 2 1 1 1
P75 3 3,25 8 1 2
Paraffin-
schnitte
198 3 3 9 Plattenepithel Bindegewebe, Muskulatur,
(SI 3, PP 2, IRS 6), Nerven,
Drisen (S11),
Gefalkendothel (Sl 1)
020 3 3 9 Driisen (S1 1), Bindegewebe, Muskulatur,
Gefalkendothel (SI 1) | Nerven,
MW 3 3 9 Plattenepithel
SD 0 0 0 nur auf 1 Praparat
Median 3 3 9 vorhanden
Mw 3 3 9
Pos 3 3 9
Pzs 3 3 9

S| = Farbeindex, PP = Prozentsatz angefarbter Zellen, IRS = immunreaktiver Scorewert,
--- = nicht vorhanden, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, P = Percentile

Abbildung 7 zeigt das mikroskopische Bild der Verteilung des Antikérpers CD44v3 auf dem Kar-

zinomgewebe im Tumorzentrumsbereich. CD44v3 ist weit Uiber die Oberflache der Karzinom-

zellen verbreitet und die Expression von CD44v3 zeigt eine starke Farbreaktion (Rotfarbung).
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Abbildung 7: Mikroskopisches Bild der Expression von CD44v3 auf dem Plattenepithelkarzinom im
Tumorzentrum (Patient 198, APAAP-Methode (40x)) (vgl. Tabelle 11)
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In Abbildung 8 ist die Verteilung der immunreaktiven Scorewerte von CD44v3 auf dem Kar-

zinomgewebe und dem nicht entarteten Plattenepithel im Tumorzentrum grafisch verdeutlicht.

Abbildung 8: Die prozentuale Verteilung der IRS-Werte von CD44v3 auf dem Plattenepithelkarzinom
und auf dem normalen Plattenepithel im Tumorzentrum
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50% der IRS-Werte der Expression von CD44v3 auf dem Karzinom waren kleiner oder gleich 4
und 50% der Werte waren grof3er oder gleich 6 (Median 5, Mittelwert 5,17, siehe Tabelle 11).
Die IRS-Werte des Karzinomgewebes auf den beiden Paraffinschnitten lagen jeweils bei 9
(siehe Tabelle 11).

Auf dem Plattenepithel im Tumorzentrum (Kryostatschnitte) waren die IRS-Werte 1 und 2 (Me-
dian und Mittelwert 1,5, (siehe Tabelle 11).

Auf dem einen Paraffinschnitt mit Plattenepithel betrug der IRS-Wert 6 (siehe Tabelle 11).
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3.2.1.1.2. Expression von CD44v3 auf den Tumorrandgeweben

In Tabelle 12 sind die ermittelten immunhistochemischen Scorewerte der CD44v3-Expression

auf Karzinomgewebe und Plattenepithel sowie weitere vorhandene bzw. fehlende Reaktionen

des CD44v3-Antikdrpers mit den anderen Gewebearten des Tumorrandbereiches wie Bindege-

webe, Drisengewebe, Muskelgewebe, Nerven, Lymphgewebe und Gefaliendothelien zusam-

mengefasst.

Tabelle 12: Expression von CD44v3 im Tumorrandbereich

Patienten- Karzinom weitere Anfarbungen fehlende Anfarbungen

Code

Kryostat- Si PP IRS

schnitte

005 |- - - --- Bindegewebe, Gefalendothel

Drisen,Muskulatur, Nerven,

007 2 2 4 - Bindegewebe, GefalRendothel

013 - -—-- - Plattenepithel Bindegewebe
(SI1,PP1,IRS 1)

086 3 2 6 --- Bindegewebe

128 - - - Plattenepithel Bindegewebe, Muskulatur
(SI1,PP 2,IRS 2)

148 1 1 1 - Bindegewebe, Lymphgewebe

158 - - - Plattenepithel Bindegewebe, Drusen, Muskula-
(SI1,PP 2, IRS 2) tur, Nerven, Gefallendothel

175 -—- - Drisen (SI 1) Bindegewebe, Nerven,

Gefalendothel

180 2 3 6 --- Bindegewebe

209 - -—- Plattenepithel Bindegewebe, Nerven
(SI1,PP 2, IRS 2)

271 - -—- Plattenepithel Bindegewebe, Muskulatur,
(SI'1,PP 2, IRS 2) Gefallendothel

382 - -—- Plattenepithel Bindegewebe, Gefallendothel
(SI'1, PP 2, IRS 2),
Drisen (S1 3)

385 - - Plattenepithel Bindegewebe
(SI'1, PP 1, IRS 1),
Drisen (Sl 2)

412 - - Plattenepithel Bindegewebe, Muskulatur,
(SI'1, PP 3, IRS 3), Nerven
Drisen (Sl 2)

460 2 2 4 -—- Bindegewebe

461 2 3 6 -—- Bindegewebe

466 2 3 6 --- Bindegewebe, Muskulatur

473 - - Plattenepithel Bindegewebe, Gefallendothel
(S12,PP 2, IRS 4)

Mw 2 2,29 4,71 2 2,22 4,67

SD 0,58 10,76 1,89 0,71 1,09 3,35

Median 2 2 6 2 2 4

P,s 2 2 4 1,5 1,5 2,5

P-s 2 3 6 2,5 3 6
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Fortsetzung von Tabelle 12

Patienten- Karzinom weitere Anfarbungen fehlende Anfarbungen

Code

Paraffin- Si PP IRS

schnitte

198 - - Plattenepithel Bindegewebe, Muskulatur
(SI2, PP 2,IRS 4), Nerven
Gefalendothel (SI 1)

020 --- - --—- Gefalendothel (SI 1) Bindegewebe, Nerven

S| = Farbeindex, PP = Prozentsatz angefarbter Zellen, IRS = immunreaktiver Scorewert,
--- = nicht vorhanden, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, P = Perzentile

In Abbildung 9 ist die Verteilung der immunreaktiven Scorewerte von CD44v3 auf dem Karzi-

nomgewebe und nicht entarteten Plattenepithel im Tumorrandbereich grafisch erfasst.

Abbildung 9: Die prozentuale Verteilung der IRS-Werte von CD44v3 auf dem Plattenepithelkarzinom
und auf dem normalen Plattenepithel im Tumorrandbereich
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Die IRS-Werte der Expression von CD44v3 auf dem Plattenepithelkarzinom (N = 7, Kryostat-
schnitte) im Tumorrandbereich nehmen die Zahlen 1 (14% der Werte), 4 (29% der Werte) und 6
(57% der Werte) ein (Median 6, Mittelwert 4,71, siehe Tabelle 12).

Die beiden Paraffinschnitte enthielten kein Plattenepithelkarzinom.

Auf dem Plattenepithel (N = 9) entfallen je 11% der Scorewerte auf die Zahlen 1, 2, 3, 8 und 12,
44% haben den Wert 4 (Median 4, Mittelwert 4,67, siehe Tabelle 12).

Der IRS-Wert des Plattenepithels auf einem Paraffinschnitt betragt 4.
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3.2.1.1.3. Expression von CD44v3 auf den tumorfernen Geweben

In Tabelle 13 sind die ermittelten immunhistochemischen Scorewerte der CD44v3-Expression
auf dem nicht entarteten Plattenepithel sowie weitere vorhandene bzw. fehlende Reaktionen
des CD44v3-Antikdrpers mit den anderen Zell- und Gewebearten des tumorfernen Bereiches

wie Bindegewebe, Driisengewebe, Muskelgewebe, Nerven, Lymphozyten und Gefaltendothe-

lien zusammengefasst.

Tabelle 13: Expression von CD44v3 im tumorfernen Bereich

Patienten- Anfarbungen fehlende Anfarbungen

Code

Kryostat-

schnitte

005 Lymphozyten (Sl 2) Bindegewebe

007 Plattenepithel Bindegewebe, GefalRendothel
(SI1, PP 2, IRS 2)

013 --- Bindegewebe, Nerven,

086 Plattenepithel Bindegewebe, Nerven
(Sl 2, PP 3, IRS 6),
Drisen (Sl 2)

128 - Bindegewebe, Muskulatur, Nerven,

Geféaliendothel
148 - Bindegewebe, Driisen, Muskulatur,
Nerven, GefaRendothel

158 Plattenepithel Bindegewebe, Nerven, Driisen
(S12,PP 1, IRS 2)

175 Plattenepithel Bindegewebe, Nerven
(SI13, PP 4, IRS 12),
Drisen (Sl 2)

180 Plattenepithel Bindegewebe
(S12,PP2,IRS 4)

209 - Bindegewebe

271 Plattenepithel Bindegewebe, Muskulatur, Nerven,
(SI1,PP 1,IRS 1) Gefalendothel

382 Plattenepithel Bindegewebe, Gefallendothel
(SI'1, PP 3, IRS 3)

385 Plattenepithel Bindegewebe, Gefallendothel
(SI2, PP 2, IRS 4),
Drisen (S1 1)

412 Plattenepithel Bindegewebe
(Sl 2, PP 4, IRS 8),
Drisen (S1 1)

460 Plattenepithel Bindegewebe, Muskulatur, Nerven
(SI3, PP 1, IRS 3),
Drisen (S1 1)

461 Plattenepithel Bindegewebe, Muskulatur, Nerven
(SI1,PP 1,IRS 1)

466 Plattenepithel Bindegewebe, Muskulatur,
(SI3,PP3,IRS9) Gefalendothel

473 Drisen (SI 1) Bindegewebe, GefalRendothel

Mw 1,92 2,25 4,59

SD 0,79 1,14 3,48

Median 2 2 3,5

Pss 1 1 2

Pss 2,75 3 7,5
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Fortsetzung zu Tabelle 13

Patienten- Anfarbungen fehlende Anfarbungen
Code

Paraffin-

schnitte

198 GefalRendothel (Sl 1) Bindegewebe, Muskulatur
020 GefalRendothel (Sl 1) Bindegewebe

S| = Farbeindex, PP = Prozentsatz angefarbter Zellen, IRS = immunreaktiver Score-
wert, --- = nicht vorhanden, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, P = Perzentile

Die Verteilung der immunreaktiven Scorewerte von CD44v3 auf dem Plattenepithel im tumor-

fernen Bereich wird in der Abbildung 10 grafisch erfasst.

Abbildung 10: Die prozentuale Verteilung der IRS-Werte von CD44v3 auf dem Plattenepithel im
tumorfernen Bereich
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Jeweils fast 17% der immunreaktiven Scorewerte der Expression von CD44v3 auf dem Platten-
epithel (N = 12, Kryostatschnitte) im tumorfernen Bereich entfallen auf die Zahlen 1, 2, 3 und 4,
jeweils etwa 8% auf die Zahlen 6, 8, 9 und 12 (Median 3,5, Mittelwert 4,59, siehe Tabelle 13).

Die Paraffinschnitte des tumorfernen Bereichs enthielten kein Plattenepithel.

3.2.1.2. Expression von CD44v3 auf den Kontroligeweben

In Tabelle 14 sind die ermittelten immunhistochemischen Scorewerte der CD44v3-Expression
auf dem Plattenepithel sowie weitere vorhandene bzw. fehlende Reaktionen des CD44v3-An-
tikbrpers mit den anderen Gewebearten des Kontrollgewebes wie Bindegewebe, Driisengewe-

be, Muskelgewebe, Nerven und GefalRendothel zusammengefasst.
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Tabelle 14: Expression von CD44v3 auf den Kontrollgeweben

Patienten- Plattenepithel weitere Anfarbungen | fehlende Anfarbungen

Code

Kryostat- Sl PP IRS

schnitte

015 1 1 1 - Bindegewebe, Muskulatur,
Nerven

023 3 4 12 - Bindegewebe, Muskulatur,
Gefalendothel

039 2 3 6 Drisen (SI 1) Bindegewebe, Nerven,
Gefalendothel

082 2 1 2 - Bindegewebe, Nerven,
Gefalendothel

162 3 2 6 - Bindegewebe, Muskulatur

168 1 2 2 - Bindegewebe

173 2 1 2 - Bindegewebe

212 --- --- --- Drisen (Sl 3) Bindegewebe, Gefalendothel

240 1 2 2 Drisen (SI 1) Bindegewebe, Nerven,
Gefalendothel

336 2 2 4 - Bindegewebe

423 3 3 9 - Bindegewebe

426 3 1 3 Bindegewebe

427 - - -—- - Bindegewebe

430 2 1 2 Drisen (SI 1) Bindegewebe, Nerven,
GefalRendothel

431 2 2 4 Bindegewebe, Nerven,
Gefalendothel

433 1 1 1 - Bindegewebe, Nerven,
Gefalendothel

436 3 3 9 - Bindegewebe

437 3 3 9 Bindegewebe, Gefallendothel

438 2 4 8 Bindegewebe

479 2 4 8 Bindegewebe, Nerven,
Gefalendothel

Mw 2,11 (2,22 5

SD 0,76 1,11 3,43

Median 2 2 4

P25 1,75 |1 2

P75 3 3 8,25

S| = Farbeindex, PP = Prozentsatz angefarbter Zellen, IRS = immunreaktiver Scorewert,
--- = nicht vorhanden, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, P = Perzentile

Abbildung 11 zeigt die Verteilung der immunreaktiven Scorewerte von CD44v3 auf dem Platten-

epithel der Kontrollgewebe. Die Scorewerte der Expression von CD44v3 auf dem Epithel der
Kontrollgewebe (N = 18, Kryostatschnitte) haben zu jeweils 11% die Werte 1, 4, 6, und 8, je-
weils gut 5% die Werte 3 und 12. 28% der Scorewerte betragen 2 und etwa 17% betragen 9

(Median 4, Mittelwert 5, siehe Tabelle 14).

Auf den beiden Paraffinschnitten fehlte das Plattenepithel.
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Abbildung 11: Die prozentuale Verteilung der IRS-Werte von CD44v3 auf dem Plattenepithel der
Kontrollgewebe
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3.2.2. Nachweis der Expression von CD44v5

3.2.2.1. Expression von CD44v5 auf den Geweben der Tumorpatienten

3.2.2.1.1. Expression von CD44v5 auf den Geweben des Tumorzentrums

In Tabelle 15 sind die ermittelten immunhistochemischen Scorewerte der CD44v5-Expression
auf Karzinomgewebe und normalem Plattenepithel sowie weitere vorhandene bzw. fehlende
Reaktionen des CD44v5-Antikorpers mit den anderen Gewebearten des Tumorzentrums wie
Bindegewebe, Driisengewebe, Muskelgewebe, Nerven, Lymphgewebe und Gefaltendothelien

zusammengefasst.

Tabelle 15: Expression von CD44v5 im Tumorzentrum

Patienten- Karzinom weitere Anfarbungen fehlende Anfarbungen

Code

Kryostat- Si PP IRS

schnitte

005 3 4 12 - Plattenepithel, Bindegewebe,
Muskulatur, Nerven

007 1 1 1 - Bindegewebe, Nerven,
Gefallendothel

013 3 4 12 --- Bindegewebe, Muskulatur

086 3 3 9 Gefallendothel (Sl 1) Bindegewebe, Driisen

128 3 4 12 --- Bindegewebe, Driisen, Nerven

148 3 3 9 Plattenepithel Bindegewebe, Lymphgewebe

(SI 3, PP 3,IRS 9)

158 3 2 6 -—- Bindegewebe

175 2 3 6 - Bindegewebe

180 3 2 6 --- Bindegewebe, Muskulatur
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Fortsetzung von Tabelle 15

Patienten- Karzinom weitere Anfarbungen fehlende Anfarbungen
Code
Kryostat- Si PP IRS
schnitte
209 3 4 12 Plattenepithel Bindegewebe, Gefallendothel
(SI3,PP 1,IRS 3)
271 3 2 6 --- Bindegewebe, Gefallendothel
382 3 4 12 -—- Bindegewebe
385 3 4 12 Drisen (SI 3) Bindegewebe
412 3 4 12 -—- Bindegewebe
460 3 3 9 --- Bindegewebe, Gefallendothel
461 3 3 9 --- Bindegewebe, Gefallendothel
466 3 3 9 -—- Bindegewebe
473 3 4 12 Drisen (Sl 2) Bindegewebe, Gefallendothel
Nur Plattenepithel:
SI PP IRS
Mw 2,83 (3,22 9,39 3 2 6
SD 0,51 10,94 3,24 0 1,41 4,24
Median 3 3,5 10,5 3 2 6
P,s 3 2,75 6 3 1 3
P-s 3 4 12 3 3 9
Paraffin- SI PP IRS
schnitte
198 3 4 12 Plattenepithel Bindegewebe, Nerven
(SI3,PP 3, IRS9),
Drisen (S1 1),
Muskulatur (SI 1),
Gefalkendothel (Sl 1)
020 3 4 12 Drisen (Sl 1), Bindegewebe,
Muskulatur (SI 1),
Nerven (SI 1),
Gefallendothel (Sl 1)
Mw 3 4 12
SD 0 0 0
Median 3 4 12
P,s 3 4 12
P+s 3 4 12

S| = Farbeindex, PP = Prozentsatz angefarbter Zellen, IRS = immunreaktiver Scorewert,
--- = nicht vorhanden, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, P = Perzentile

Abbildung 12 zeigt die Verteilung des Antikérpers CD44v5 auf dem Karzinomgewebe im Tumor-

zentrumsbereich. Die Expression von CD44v5 (Rotfarbung) ist intensiv, gleichmafig und gut er-

kennbar Uber die Oberflache der Karzinomzellen verteilt.

In Abbildung 13 ist die Verteilung der immunreaktiven Scorewerte von CD44v5 auf dem Karzi-

nom und dem normalen Plattenepithel im Tumorzentrum grafisch veranschaulicht.
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Abbildung 12: Mikroskopisches Bild der Expression von CD44v5 auf dem Plattenepithelkarzinom im
Tumorzentrum (Patient 198, APAAP-Methode (40x)) (vgl. Tabelle 15)

| IRS-Wert: 12

Abbildung 13: Die prozentuale Verteilung der IRS-Werte von CD44v5 auf dem Plattenepithelkarzinom
und dem normalen Plattenepithel im Tumorzentrum
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Jeweils 22% der IRS-Werte der Expression von CD44v5 auf dem Plattenepithelkarzinom (N =
18, Kryostatschnitte) sind 6 oder 9, gut 5% betragen 1. Weitere 50% der Werte betragen 12
(Median 10,5, Mittelwert 9,39, siehe Tabelle 15).

Auf den beiden Paraffinschnitten des Plattenepithelkarzinoms betragt der IRS-Wert jeweils 12
(Median und Mittelwert 12, siehe Tabelle 15).

Auf dem Plattenepithel im Tumorzentrumsbereich (Kryostatschnitte) sind die IRS-Werte 3 und 9
(Median und Mittelwert 6, sieche Tabelle 15).

Auf dem einen Paraffinschnitt betragt der IRS-Wert des Plattenepithels 9 (siehe Tabelle 15).
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3.2.2.1.2. Expression von CD44v5 auf den Tumorrandgeweben

In Tabelle 16 sind die ermittelten immunhistochemischen Scorewerte der CD44v5-Expression
auf Karzinomgewebe und nicht entartetem Plattenepithel sowie weitere vorhandene bzw. feh-
lende Reaktionen des CD44v5-Antikorpers mit den anderen Gewebearten des Tumorrandbe-
reiches wie Bindegewebe, Driisengewebe, Muskelgewebe, Nerven, Lymphgewebe und Gefal3-

endothel zusammengefasst.

Tabelle 16: Expression von CD44v5 im Tumorrandbereich

Patienten- Karzinom Weitere Anfarbungen Fehlende Anfarbungen
Code

Kryostat- Si PP IRS

schnitte

005 - - - Bindegewebe, Muskulatur,

Nerven, Drisen, GefalRendothel

007 3 4 12 --- Bindegewebe, Gefallendothel

013 -- Plattenepithel Bindegewebe
(S13,PP3,IRS9)

086 3 4 12 --- Bindegewebe

128 -- Plattenepithel Bindegewebe, Muskulatur
(Sl 3, PP4, IRS 12)

148 3 3 9 -—- Bindegewebe, Lymphgewebe

158 - - Plattenepithel Bindegewebe, Muskulatur,
(SI3,PP 3,IRS 9) Nerven, Drisen, Gefallendothel

175 - - Drisen (SI 1) Bindegewebe, Muskulatur,

Nerven, Gefallendothel

180 3 3 9 - Bindegewebe

209 - - Plattenepithel Bindegewebe, Nerven
(S13,PP3,IRS9)

271 - - Plattenepithel Bindegewebe, Muskulatur,
(Sl 2, PP3, IRS 6) GeféaRendothel

382 - - Plattenepithel Bindegewebe, Gefallendothel

(SI 3, PP 4, IRS 12),
Drisen (S1 3)

385 - - Plattenepithel Bindegewebe
(S13, PP 4, IRS 12),
Drisen (Sl 2)

412 - - - Plattenepithel Bindegewebe, Muskulatur,
(SI 3, PP 4, IRS 12), Nerven
Drisen (Sl 2)
460 3 3 9 - Bindegewebe
461 3 4 12 -—- Bindegewebe
466 3 4 12 --- Bindegewebe, Muskulatur
473 - --- --- Plattenepithel Bindegewebe, Gefalendothel

(SI 3, PP 3, IRS 9)

Mw 3 3,57 10,71 12,98 3,44 10
SD 0 0,53 1,6 0,33 0,53 2,12
Median 3 4 12 3 3 9
P25 3 3 9 3 3 9
P75 3 4 12 3 4 12

59



Fortsetzung von Tabelle 16:

Patienten- Karzinom Weitere Anfarbungen Fehlende Anfarbungen
Code

Paraffin- Sl PP IRS Nur Plattenepithel:

schnitte SI PP IRS

198 - - - Plattenepithel Bindegewebe, Nerven

(S13,PP 2, IRS 6),
Muskulatur (SI 1),
Gefalendothel (SI 1)

020 - --- --- Gefalendothel (SI 1) Bindegewebe,
Nerven (SI 1)

S| = Farbeindex, PP = Prozentsatz angefarbter Zellen, IRS = immunreaktiver Scorewert,
--- = nicht vorhanden, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, P = Perzentile

In Abbildung 14 ist die Verteilung der immunreaktiven Scorewerte von CD44v5 auf dem Karzi-
nomgewebe und dem nicht entarteten Plattenepithel im Tumorrandbereich grafisch erfasst.

Abbildung 14: Die prozentuale Verteilung der IRS-Werte von CD44v5 auf dem Plattenepithelkarzinom
und auf dem normalen Plattenepithel im Tumorrandbereich
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Die IRS-Werte der Expression von CD44v5 auf dem Plattenepithelkarzinom (N = 7, Kryostat-
schnitte) des Tumorrandbereichs nehmen die Zahlen 9 (etwa 43% der Werte) und 12 (etwa
57% der Werte) ein (Median 12, Mittelwert 10,71, siehe Tabelle 16).

Auf beiden Paraffinschnitten des Tumorrandbereichs war kein Plattenepithelkarzinom enthalten.
Auf dem Plattenepithel des Tumorrandbereichs (N = 9, Kryostatschnitte) nehmen die IRS-Werte
die Zahlen 6 (11% der Werte), 9 und 12 (jeweils 44% der Werte) an (Median 9, Mittelwert 10,
siehe Tabelle 16).

Der IRS-Wert auf dem Plattenepithel eines Paraffinschnittes betragt 6 (siehe Tabelle 16).

60



3.2.2.1.3. Expression von CD44v5 auf den tumorfernen Geweben

In Tabelle 17 sind die ermittelten immunhistochemischen Scorewerte der CD44v5-Expression

auf normalem Plattenepithel sowie weitere vorhandene bzw. fehlende Reaktionen des CD44v5-

Antikérpers mit den anderen Zell- und Gewebearten des tumorfernen Bereiches wie Bindege-

webe, Drisengewebe, Muskelgewebe, Nerven, Lymphozyten und Gefallendothelien zusam-

mengefasst.

Tabelle 17: Expression von CD44v5 im tumorfernen Bereich

Patienten- Anfarbungen fehlende Anfarbungen
Code
Kryostat-
schnitte
005 Lymphozyten (S| 2) Bindegewebe
007 Plattenepithel Bindegewebe, GefalRendothel
(Sl 2, PP 3, IRS 6)
013 - Bindegewebe, Nerven
086 Plattenepithel Bindegewebe, Nerven
(SI 3, PP 4,IRS 12),
Drisen (Sl 3)
128 - Bindegewebe, Muskulatur, Nerven,
GefalRendothel
148 Drisen (SI 1) Bindegewebe, Muskulatur, Nerven,
GefalRendothel
158 Plattenepithel Bindegewebe, Drisen, Muskulatur,
(SI 3,PP4,IRS 12) GeféRendothel
175 Plattenepithel Bindegewebe, Nerven
(SI 3, PP 4,IRS 12),
Drisen (S 3)
180 Plattenepithel Bindegewebe
(SI 3, PP 4,IRS 12)
209 Drisen (Sl 3) Bindegewebe, Gefallendothel
271 Plattenepithel Bindegewebe
(SI'3, PP 3,IRS 9),
Drisen (Sl 3)
382 Plattenepithel Bindegewebe, Muskulatur
(SI 2, PP 4, IRS 8),
Drisen (Sl 2)
385 Plattenepithel Bindegewebe, Muskulatur, Nerven
(SI3,PP4,IRS 12)
412 Plattenepithel Bindegewebe, Muskulatur,
(S13, PP 4, IRS 12) Gefallendothel
460 Plattenepithel Bindegewebe, Gefallendothel
(SI'3, PP 3,IRS 9),
Drisen (Sl 2)
461 Plattenepithel Bindegewebe, Muskulatur, Nerven
(Sl 2, PP 2, IRS 4)
466 Plattenepithel Bindegewebe, Muskulatur,
(SI 3, PP 4, IRS 12) GeféRendothel
473 Drisen (Sl 2) Bindegewebe, Gefallendothel
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Fortsetzung von Tabelle 17:

Patienten- Anfarbungen Fehlende Anfarbungen
Code
Nur Plattenepithel:
Sl PP IRS
Mw 2,79 3,58 10
SD 0,45 0,67 2,8
Median 3 4 12
Ps 2,25 3 8,25
Pss 3 4 12
Paraffin-
schnitte
198 Muskulatur (SI 1), Bindegewebe
GefaRendothel (SI 1)
020 Gefallendothel (Sl 1) Bindegewebe

S| = Farbeindex, PP = Prozentsatz angefarbter Zellen, IRS = immunreaktiver Scorewert,
--- = nicht vorhanden, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, P = Perzentile

Abbildung 15 zeigt die Verteilung der immunreaktiven Scorewerte von CD44v5 auf dem nor-

malen Plattenepithel im tumorfernen Bereich.

Abbildung 15: Die prozentuale Verteilung der IRS-Werte von CD44v5 auf dem Plattenepithel im tumor-
fernen Bereich
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Jeweils 8% der immunreaktiven Scorewerte der Expression von CD44v5 auf dem Plattenepithel
des tumorfernen Bereichs (N = 12, Kryostatschnitte) entfallen auf die Zahlen 4, 6 und 8, 17%
auf die Zahl 9 und 58% der Werte auf die Zahl 12 (Median 12, Mittelwert 10, siehe Tabelle 17).

Die Paraffinschnitte enthielten kein Plattenepithel.
3.2.2.2. Expression von CD44v5 auf den Kontroligeweben

In Tabelle 18 sind die ermittelten immunhistochemischen Scorewerte der CD44v5-Expression

auf normalem Plattenepithel sowie weitere vorhandene bzw. fehlende Reaktionen des CD44v5-
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Antikérpers mit den anderen Gewebearten des Kontrollgewebes wie Bindegewebe, Driisenge-

webe, Muskelgewebe, Nerven und Gefallendothel zusammengefasst.

Tabelle 18: Expression von CD44v5 auf den Kontrollgeweben

Patienten- Plattenepithel weitere Anfarbungen fehlende Anfarbungen

Code

Kryostat- Sl PP IRS

schnitte

015 2 2 4 - Bindegewebe, Muskulatur,
Nerven

023 3 4 12 - Bindegewebe, Muskulatur,
Nerven, Gefaflendothel

039 3 3 9 Drisen (Sl 2) Bindegewebe, Nerven,
Gefallendothel

082 3 2 6 - Bindegewebe, Nerven,
Gefallendothel

162 3 3 9 --- Bindegewebe, Muskulatur

168 3 3 9 -—- Bindegewebe

173 3 3 9 -—- Bindegewebe

212 --- - Drisen (S1 3) Bindegewebe, Gefallendothel

240 3 4 12 Drisen (Sl 2) Bindegewebe, Nerven,
Gefallendothel

336 3 4 12 -—- Bindegewebe

423 3 4 12 -—- Bindegewebe

426 3 2 6 -—- Bindegewebe

427 --- - --- --- Bindegewebe, Nerven,
Gefallendothel

430 2 2 4 Drisen (Sl 2) Bindegewebe, Nerven,
Gefallendothel

431 3 4 12 - Bindegewebe, Nerven,
Gefallendothel

433 2 1 2 - Bindegewebe, Nerven,
Gefallendothel

436 3 4 12 -—- Bindegewebe

437 3 4 12 -—- Bindegewebe, GefalRendothel

438 3 4 12 -—- Bindegewebe

479 3 4 12 - Bindegewebe, Nerven,
Gefallendothel

Mw 2,83 [3,17 9,22

SD 0,38 10,99 3,41

Median 3 3,5 10,5

P25 3 2 6

P75 4 4 12

S| = Farbeindex, PP = Prozentsatz angefarbter Zellen, IRS = immunreaktiver Scorewert,
--- = nicht vorhanden, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, P = Perzentile

In Abbildung 16 ist die Verteilung der immunreaktiven Scorewerte von CD44v5 auf dem Platten-

epithel der Kontrollgewebe dargestellt. 50% der Scorewerte sind 9 oder kleiner, wobei gut 5%
der Werte auf die Zahl 2, jeweils 11% auf die Zahlen 4 und 6 und 22% auf die Zahl 9 entfallen.
50% der Kryostatschnitte haben den Scorewert 12 (Median 10,5, Mittelwert 9,22, siehe Tabelle

18).
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Abbildung 16: Die prozentuale Verteilung der immunreaktiven Scorewerte von CD44v5 auf dem
Plattenepithel der Kontrollgewebe
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3.2.3. Nachweis der Expression von CD44v7

12,00

3.2.3.1. Expression von CD44v7 auf den Geweben der Tumorpatienten

3.2.3.1.1. Expression von CD44v7 auf den Geweben des Tumorzentrums

In Tabelle 19 sind die ermittelten immunhistochemischen Scorewerte der CD44v7-Expression

auf dem Karzinomgewebe und normalen Plattenepithel sowie weitere vorhandene bzw. fehlen-

de Reaktionen des CD44v7-Antikdrpers mit den anderen Gewebearten des Tumorzentrums wie

Bindegewebe, Driisengewebe, Muskelgewebe, Nerven, Lymphgewebe und Gefaltendothelien

zusammengefasst.

Tabelle 19: Expression von CD44v7 im Tumorzentrum

Patienten- Karzinom weitere Anfarbungen Fehlende Anfarbungen

Code

Kryostat- Sl PP IRS

schnitte

005 1 3 3 - Bindegewebe, Muskulatur,
Nerven

007 1 1 1 - Bindegewebe, Nerven,
Gefallendothel

013 1 2 2 -—- Bindegewebe, Muskulatur

086 1 1 1 - Bindegewebe, Drusen,
Gefallendothel

128 1 1 1 - Bindegewebe, Driisen, Nerven

148 1 1 1 Plattenepithel Bindegewebe, Gefallendothel,

(SI1,PP1,IRS 1) Lymphgewebe

158 0 0 0 -—- Bindegewebe

175 2 1 2 --- Bindegewebe,

180 1 1 1 --- Bindegewebe, Muskulatur
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Fortsetzung von Tabelle 19

Patienten- Karzinom weitere Anfarbungen Fehlende Anfarbungen
Code
Kryostat- Si PP IRS
schnitte
209 1 1 1 - Plattenepithel
(S10,PPO, IRS 0),
Bindegewebe, Gefalendothel
271 1 1 1 - Bindegewebe, Gefalendothel
382 1 1 1 --—- Bindegewebe
385 1 2 2 Drisen (SI 1) Bindegewebe
412 2 2 4 --—- Bindegewebe
460 1 1 1 -—- Bindegewebe, GefalRendothel
461 1 2 2 --—- Bindegewebe
466 1 1 1 -—- Bindegewebe
473 1 2 2 - Bindegewebe, Drusen,
GefalRendothel
Nur Plattenepithel:
SI PP IRS
Mw 1,06 (1,33 1,5 0,5 0,5 0,5
SD 042 |0,69 [0,92 0,71 0,71 0,7
Median 1 1 1 0,5 0,5 0,5
P25 1 1 1 0 0 0
P75 1 2 2 1 1 1
Paraffin-
schnitte
198 1 1 1 Plattenepithel Bindegewebe, Muskulatur,
(S12,PP 1, IRS 2), Nerven, Gefalendothel
Drisen (S1 1)
020 1 1 1 - Bindegewebe, Drisen,
Muskulatur, Nerven,
Gefalkendothel
Mw 1 1 1
SD 0 0 0
Median 1 1 1
Ps 1 1 1
P+s 1 1 1

S| = Farbeindex, PP = Prozentsatz angefarbter Zellen, IRS = immunreaktiver Scorewert,
--- = nicht vorhanden, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, P = Perzentile

Abbildung 17 zeigt die Verteilung des Antikérpers CD44v7 auf dem Karzinomgewebe im Tumor-

zentrumsbereich. Die Expression von CD44v7 (Rotfarbung) ist schwach und nur Giber die Ober-

flache weniger Karzinomzellen verteilt. Der schwarze Pfeil in Abbildung 17 zeigt auf eine

CD44v7-positive Karzinomzelle

Abbildung 18 zeigt die Verteilung der immunreaktiven Scorewerte von CD44v7 auf dem Kar-

zinomgewebe und dem nicht entarteten Plattenepithel im Tumorzentrum.
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Abbildung 17: Mikroskopisches Bild der Expression von CD44v7 auf dem Plattenepithelkarzinom im
Tumorzentrum (Patient 198, APAAP-Methode (40x)) (vgl. Tabelle 19)
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Abbildung 18: Die prozentuale Verteilung der IRS-Werte von CD44v7 auf dem Plattenepithelkarzinom
und dem normalen Epithel im Tumorzentrum
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Bei ca. 55% der 18 Kryostatschnitte war der immunreaktive Scorewert der CD44v7-Expression
auf dem Plattenepithelkarzinom im Tumorzentrum 1. Ungefahr 5% der Schnitte des Karzinoms
zeigten keine CD44-Expression (Scorewert 0). Bei 29% lag der Scorewert bei 2 und bei jeweils
ca. 5% bei einem Wert von 3 und 4 (Median 1, Mittelwert 1,5, siehe Tabelle 19).

Auf beiden Paraffinschnitten des Plattenepithelkarzinoms liegt jeweils ein Scorewert von 1 vor
(Median und Mittelwert 1, siehe Tabelle 19).

Auf den beiden Kryostatschnitten des Plattenepithels sind die Scorewerte 0 und 1 (Median und
Mittelwert 0,5, siehe Tabelle 19).
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Auf dem einen Paraffinschnitt des Plattenepithels betragt der Scorewert 2 (siehe Tabelle 19).

3.2.3.1.2. Expression von CD44v7 auf den Tumorrandgeweben

In Tabelle 20 sind die ermittelten immunhistochemischen Scorewerte der CD44v7-Expression
auf Karzinomgewebe und normalem Plattenepithel sowie weitere vorhandene bzw. fehlende
Reaktionen des CD44v7-Antikorpers mit den anderen Gewebearten des Tumorrandbereiches
wie Bindegewebe, Driisengewebe, Muskelgewebe, Nerven, Lymphgewebe und Gefalkendothe-

lien zusammengefasst.

Tabelle 20: Expression von CD44v7 im Tumorrandbereich

Patienten- Karzinom weitere Anfarbungen Fehlende
Code Anfarbungen
Kryostat- Si PP IRS
schnitte
005 - - -—- Bindegewebe,
Drisen, Muskulatur,
GefalRendothel,
Nerven
007 0 0 0 - Bindegewebe,
Gefallendothel
013 - - Plattenepithel Bindegewebe
(SI1,PP1,IRS 1)
086 0 0 0 --- Bindegewebe
128 -- Plattenepithel Bindegewebe,
(SI2,PP1,IRS 2) Muskulatur
148 1 1 1 - Bindegewebe,
Lymphgewebe
158 - - - Plattenepithel Bindegewebe,
(SI1,PP1,IRS 1) Drisen, Muskulatur,
GefalRendothel,
Nerven
175 - - - - Bindegewebe,
Drisen
180 1 1 1 - Bindegewebe
209 - - - Plattenepithel Bindegewebe,
(SI1,PP1,IRS 1) Nerven
271 - - - - Plattenepithel
(S10,PP O, IRS0)
Bindegewebe,
Muskulatur,
Gefalkendothel
382 - -—- Plattenepithel Bindegewebe,
(SI2, PP 3, IRS 6) Drisen,
Gefallendothel
385 - - Plattenepithel Bindegewebe
(SI2,PP 2,IRS 4),
Drisen (S1 1)
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Fortsetzung von Tabelle 20

Patienten- Karzinom weitere Anfarbungen Fehlende
Code Anfarbungen
412 - - Plattenepithel Bindegewebe,
(SI'2, PP 3, IRS 6), Muskulatur, Nerven
Drisen (S 1)
461 1 1 1 -—- Bindegewebe
466 2 2 4 - Bindegewebe,
Muskulatur
460 1 1 1 - Bindegewebe
473 - - - Plattenepithel Bindegewebe,
(SI1,PP1,IRS 1) Gefalendothel
Nur Plattenepithel:
Si PP IRS
Mw 0,86 0,86 1,14 1,33 1,44 2,44
SD 0,69 10,69 1,35 0,71 1,01 2,3
Median 1 1 1 1 1 1
P25 0 0 0 1 1 1
P75 1 1 1 2 2,5 5
Paraffin- Si PP IRS
schnitte
198 - - - Plattenepithel Bindegewebe,
(SI1,PP 1,IRS 1) Muskulatur, Nerven,
Gefalkendothel
020 - - - - Bindegewebe,
Nerven,
Gefalkendothel

S| = Farbeindex, PP = Prozentsatz angefarbter Zellen, IRS = immunreaktiver Scorewert,

--- = nicht vorhanden, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, P = Perzentile

In Abbildung 19 ist die Verteilung der immunreaktiven Scorewerte von CD44v7 auf dem Karzi-

nomgewebe und dem nicht entarteten Plattenepithel im Tumorrandbereich grafisch dargestellit.

Von den immunreaktiven Scorewerten der Expression von CD44v7 auf dem Plattenepithelkar-
zinom (N = 7, Kryostatschnitte) im Tumorrandbereich nehmen gut 28% die Zahl 0 ein, 57% die
Zahl 1 und etwa 14% die Zahl 4 (Median 1, Mittelwert 1,14, siehe Tabelle 20).

Auf beiden Paraffinschnitten des Tumorrandbereichs war kein Karzinom enthalten.

Auf gut 44% der Kryostatschnitte des Plattenepithels (N = 9) liegt ein IRS-Wert von 1 vor, auf
11% der Kryostatschnitte ein IRS-Wert von 2, auf 11% ein Wert von 4 und auf 22% ein Wert
von 6. Auf den restlichen 11% der Kryostatschnitte konnte CD44v7 auf dem Plattenepithel nicht
nachgewiesen werden (Median 1, Mittelwert 2,44, siehe Tabelle 20).

Der immunreaktive Scorewert des Plattenepithels auf dem Paraffinschnitt betragt 1.
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Abbildung 19: Die prozentuale Verteilung der IRS-Werte von CD44v7 auf dem Plattenepithelkarzinom
und auf dem normalen Epithel im Tumorrandbereich

Plattenepithelkarzinom Plattenepithel
Kryostatschnitte (N = 7) Kyrostatschnitte (N = 9)
60— 50—
50— 40—
40—
Prozent =
30— Prozent
57,1
20—
20—
10— 22,2
10—
14,3 14 11,1 11,1
0 | , , 2 ) T T | T
00 1,00 4,00 00 100 200 400 600
IRS-Werte IRS-Werte

3.2.3.1.3. Expression von CD44v7 auf den tumorfernen Geweben

In Tabelle 21 sind die ermittelten immunhistochemischen Scorewerte der CD44v7-Expression
auf normalem Plattenepithel sowie weitere vorhandene bzw. fehlende Reaktionen des CD44v7-
Antikoérpers mit den anderen Zell- und Gewebearten des tumorfernen Bereiches wie Bindege-
webe, Drisengewebe, Muskelgewebe, Nerven, Lymphozyten und Gefallendothelien zusam-

mengefasst.

Tabelle 21: Expression von CD44v7 im tumorfernen Bereich

Patienten- Anfarbungen Fehlende Anfarbungen
Code
Kryostat-
schnitte
005 - Bindegewebe,
Lymphozyten
007 Plattenepithel Bindegewebe, Geféllendothel
(S1 1, PP 1, IRS1)
013 — Bindegewebe, Nerven
086 Plattenepithel Bindegewebe, Nerven
(S13, PP 3, IRS9),
Drisen (Sl 2)
128 - Bindegewebe, Muskulatur, Nerven,
Gefalendothel
148 - Bindegewebe, Gefallendothel,
Drisen, Muskulatur, Nerven,
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Fortsetzung von Tabelle 21

Patienten- Anfarbungen Fehlende Anfarbungen

Code

Kryostat-

schnitte

175 Plattenepithel Bindegewebe, Nerven
(SI'3, PP 3,IRS9),
Drisen (Sl 1)

180 Plattenepithel Bindegewebe
(SI1, PP 1,IRS 1)

209 Bindegewebe

271 Plattenepithel Bindegewebe, Muskulatur, Nerven,
(SI1,PP 1,IRS 1) Gefallendothel

382 Plattenepithel Bindegewebe, Gefallendothel
(SI0,PPO,IRS0)

385 Plattenepithel Bindegewebe, Gefallendothel
(SI'2, PP 3, IRS 6),
Drisen (SI 1)

412 Plattenepithel Bindegewebe
(SI'1, PP 4, IRS 4),
Driisen (Sl 1)

460 Plattenepithel Bindegewebe, Drusen, Muskulatur
(SI1,PP1,IRS 1)

461 Plattenepithel Bindegewebe, Muskulatur, Nerven
(SI1,PP1,IRS 1)

466 Plattenepithel Bindegewebe, Muskulatur,
(SI2,PP 2, IRS 4) Gefallendothel

473 - Bindegewebe, Drisen,

Gefalkendothel

Nur Plattenepithel:
Sl PP IRS

Mw 1,42 1,75 3,17

SD 09 122 324

Median 1 1 1

Pos 1 1 1

P75 2 3 55

Paraffin-

schnitte

198 - Bindegewebe, Muskulatur,

Gefalkendothel
020 Bindegewebe, Gefallendothel

S| = Farbeindex, PP = Prozentsatz angefarbter Zellen, IRS = immunreaktiver Scorewert,
--- = nicht vorhanden, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, P = Perzentile

Die Verteilung der immunreaktiven Scorewerte von CD44v7 auf dem nicht entarteten Platten-
epithel im tumorfernen Bereich wird in Abbildung 20 grafisch dargestellt.

Auf gut 8% der 12 Kryostatschnitte wurde das Epithel nicht angefarbt. 50% der IRS-Werte sind
1, weitere fast 42% verteilen sich auf die Zahlen 4 (17%), 6 (8%) und 9 (17%) (Median 1, Mittel-
wert 3,17, siehe Tabelle 21).

Auf den Paraffinschnitten war kein Plattenepithel vorhanden.
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Abbildung 20: Die prozentuale Verteilung der immunreaktiven Scorewerte von CD44v7 auf dem
Plattenepithel im tumorfernen Bereich
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3.2.3.2. Expression von CD44v7 auf den Kontrollgeweben

In Tabelle 22 sind die ermittelten immunhistochemischen Scorewerte der CD44v7-Expression
auf normalem Plattenepithel sowie weitere vorhandene bzw. fehlende Reaktionen des CD44v7-
Antikérpers mit den anderen Gewebearten des Kontrollgewebes wie Bindegewebe, Driisenge-

webe, Muskelgewebe, Nerven und GefalRendothel zusammengefasst.

Tabelle 22: Expression von CD44v7 auf den Kontrollgeweben

Patienten- Plattenepithel Weitere Anfarbungen Fehlende Anfarbung

Code

Kryostat- Si PP IRS

schnitte

015 1 1 1 - Bindegewebe, Muskulatur,
Nerven

023 2 2 4 - Bindegewebe, Muskulatur,
Nerven, Gefalkendothel

039 2 3 6 --- Bindegewebe, Drusen,

Nerven, Gefallendothel

082 0 0 0 --- Bindegewebe, Nerven,
Geféllendothel

162 1 1 1 - Bindegewebe, Muskulatur

168 0 0 0 - Bindegewebe

173 1 1 1 - Bindegewebe

212 - - - - Bindegewebe, Drusen,
Gefélendothel

240 1 1 1 --- Bindegewebe, Drusen,
Nerven, GefaRendothel

336 2 3 6 - Bindegewebe

423 3 3 9 - Bindegewebe

426 2 1 2 -—- Bindegewebe
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Fortsetzung von Tabelle 22

Patienten- Plattenepithel Weitere Anfarbungen Fehlende Anfarbung

Code

Kryostat- Si PP IRS

schnitte

427 -—- - --- - Bindegewebe

430 1 1 1 - Bindegewebe, Drisen,
Nerven, Gefallendothel

431 1 2 2 - Bindegewebe, Nerven,
Gefallendothel

433 1 1 1 - Bindegewebe, Nerven,
Gefallendothel

436 2 2 4 -—- Bindegewebe

437 1 1 1 -—- Bindegewebe, GefalRendothel

438 1 1 1 -—- Bindegewebe

479 2 3 6 - Bindegewebe, Nerven,
Gefallendothel

Mw 1,33 1,5 2,61

SD 0,77 (0,99 2,60

Median 1 1 1

P25 1 1 1

P75 2 2,25 4,5

S| = Farbeindex, PP = Prozentsatz angefarbter Zellen, IRS = immunreaktiver Scorewert,
--- = nicht vorhanden, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, P = Perzentile

In Abbildung 21 sind die immunreaktiven Scorewerte von CD44v7 auf dem Plattenepithel der

Kontrollgewebe grafisch erfasst.

Abbildung 21: Die prozentuale Verteilung der immunreaktiven Scorewerte von CD44v7 auf dem
Plattenepithel der Kontrollgewebe

Kryostatschnitte (N = 18)

50—

40—

30—

Prozent
20—

|44.4

10—
18,7

11,1 11,1] [[11.1

0 T T T T T T
00 1,00 2,00 400 6,00 9,00

IRS-Werte

Auf 11% der 18 Kryostatschnitte wurde das vorhandene Epithel mit CD44v7 nicht angefarbt
(IRS-Wert 0). Bei gut 44% betragt der IRS-Wert 1. 45% der Werte entfallen auf die Zahlen 2
und 4 (jeweils 11%), 6 (fast 17%) und 9 (gut 5%) (Median 1, Mittelwert 2,61, siehe Tabelle 22).
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3.2.4. Nachweis der Expression von CD44v10

3.2.4.1. Expression von CD44v10 auf den Geweben der Tumorpatienten

3.2.4.1.1. Expression von CD44v10 auf den Geweben des Tumorzentrums

In Tabelle 23 sind die ermittelten immunhistochemischen Scorewerte der CD44v10-Expression

auf Karzinomgewebe und auf normalem Plattenepithel sowie weitere vorhandene bzw. fehlende

Reaktionen des CD44v10-Antikorpers mit den anderen Gewebearten des Tumorzentrums wie

Bindegewebe, Driisengewebe, Muskelgewebe, Nerven, Lymphgewebe und Gefalkendothelien

zusammengefasst.

Tabelle 23: Expression von CD44v10 im Tumorzentrum

Patienten- Karzinom weitere Anfarbungen fehlende Anfarbungen
Code
Kryostat- Si PP IRS
schnitte
005 1 2 2 - Bindegewebe, Muskulatur,
Nerven
007 1 1 1 Nerven (S| 1) Bindegewebe, Gefallendothel
013 0 0 - Bindegewebe, Muskulatur
086 1 2 2 Drisen (SI 1), Bindegewebe
Gefallendothel (Sl 1)
128 1 1 1 Nerven (SI 1) Bindegewebe, Driisen
148 1 1 1 Plattenepithel Bindegewebe, GefalRendothel,
(SI1,PP 1,IRS 1) Lymphgewebe
158 1 1 1 -—- Bindegewebe
175 1 2 2 -—- Bindegewebe
180 1 1 1 --- Bindegewebe, Muskulatur
209 0 0 0 - Plattenepithel
(S10, PP O, IRS 0),
Bindegewebe, Gefallendothel
271 1 1 1 - Bindegewebe, Gefallendothel
382 1 2 2 -—- Bindegewebe
385 1 2 2 Drisen (Sl 1) Bindegewebe
412 2 3 6 - Bindegewebe
460 1 2 2 - Bindegewebe
461 2 3 6 - Bindegewebe, Gefalendothel
466 1 3 3 - Bindegewebe
473 1 2 2 - Bindegewebe, Drusen,
Gefalkendothel
Nur Plattenepithel:
Si PP IRS
Mw 1 1,61 1,94 0,5 0,5 0,5
SD 0,49 0,92 1,66 0,71 0,7 0,71
Median 1 2 2 0,5 0,5 0,5
P2s 1 1 1 0 0 0
Pss 1 2 2 1 1 1
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Fortsetzung von Tabelle 23

Patienten- Karzinom weitere Anfarbungen fehlende Anfarbungen
Code

Paraffin- Si PP IRS

schnitte

198 1 1 1 - Plattenepithel

(S10,PP O, IRS 0),
Bindegewebe, GefalRendothel,
Muskulatur, Drisen, Nerven

020 1 1 1 - Bindegewebe, GefalRendothel,
Muskulatur, Drisen, Nerven,

MW 1 1 1

SD 0 0 0

Median 1 1 1

Pos 1 1 1

P75 1 1 1

S| = Farbeindex, PP = Prozentsatz angefarbter Zellen, IRS = immunreaktiver Scorewert,
--- = nicht vorhanden, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, P = Perzentile

Abbildung 22 zeigt die Verteilung des Antikorpers CD44v10 auf dem Karzinomgewebe im Tu-
morzentrum. Die Expression von CD44v10 (Rotfarbung) ist schwach und nur punktuell auf den
Karzinomzellen zu finden. Der schwarze Pfeil in Abbildung 22 zeigt auf den CD44v10-positiven

Zellkern einer Karzinomzelle.

Abbildung 22 : Mikroskopisches Bild der Expression von CD44v10 auf dem Plattenepithelkarzinom im
Tumorzentrum (Patient 198, APAAP-Methode (40x)) (vgl. Tabelle 23)

In Abbildung 23 sind die immunreaktiven Scorewerte von CD44v10 auf dem Karzinomgewebe

und Plattenepithel im Tumorzentrum grafisch erfasst.
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Abbildung 23: Die prozentuale Verteilung der IRS-Werte von CD44v10 auf dem Plattenepithelkarzinom
und auf dem normalen Epithel im Tumorzentrum
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Von den 18 Kryostatschnitten mit Plattenepithelkarzinom vom Tumorzentrum zeigten 11% kei-
nen Expression von CD44v10 (IRS-Wert 0). Weitere 33,3% haben einen immunreaktiven Sco-
rewert von 1, 40% einen Wert von 2, gut 5 % den Wert 3 und 11 % der Gewebeschnitte einen
Wert von 6 (Median 2, Mittelwert 1,94, siehe Tabelle 23).

Auf beiden Paraffinschnitten des Plattenepithelkarzinoms ist ein IRS-Wert von 1 (Median und
Mittelwert 1, siehe Tabelle 23) zu finden.

Auf den beiden Kryostatschnitten des Plattenepithels im Tumorzentrum sind die IRS-Werte 0
und 1 (Median und Mittelwert 0,5, siehe Tabelle 23).

Auf dem einen Paraffinschnitt mit Plattenepithel war mit CD44v10 keine Anfarbung zu erzielen
(IRS-Wert 0, siehe Tabelle 24).

3.2.4.1.2. Expression von CD44v10 auf den Tumorrandgeweben

In Tabelle 24 sind die ermittelten immunhistochemischen Scorewerte der CD44v10-Expression
auf Karzinomgewebe und normalem Plattenepithel sowie weitere vorhandene bzw. fehlende
Reaktionen des CD44v10-Antikérpers mit den anderen Gewebearten des Tumorrandbereiches
wie Bindegewebe, Driisengewebe, Muskelgewebe, Nerven, Lymphgewebe und Gefalkendothe-
lien zusammengefasst.

In Abbildung 24 sind die immunreaktiven Scorewerte von CD44v10 auf dem Karzinomgewebe

und dem normalen Plattenepithel im Tumorrandbereich grafisch dargestellt.

75



Tabelle 24: Expression von CD44v10 im Tumorrandbereich

Patienten- Karzinom weitere Anfarbungen fehlende Anfarbungen
Code
Kryostat- Si PP IRS
schnitte
005 - - Nerven (SI 1) Bindegewebe, Drisen,
Muskulatur, GeféaRendothel
007 0 0 0 - Bindegewebe,
Gefalendothel
013 - - - Plattenepithel Bindegewebe
(SI1,PP1,IRS 1)
086 1 1 1 --- Bindegewebe
128 -- - - Plattenepithel Bindegewebe, Muskulatur
(SI1,PP 2,IRS 2)
148 1 1 1 - Bindegewebe,
Lymphgewebe
158 - - - Plattenepithel Bindegewebe, Muskulatur,
(SI'1, PP 2, IRS 2), Gefalendothel
Nerven (SI 1)
175 -—- --- Drisen (Sl 1) Bindegewebe
180 1 2 2 -—- Bindegewebe
209 - - - Plattenepithel Bindegewebe
(SI1, PP 2, IRS 2),
Nerven (SI 1)
271 - -—- Plattenepithel Bindegewebe, Muskulatur,
(SI'1,PP 2, IRS 2) Gefallendothel
382 - -—- Plattenepithel Bindegewebe, Drisen,
(SI'1,PP 2, IRS 2) Gefallendothel
385 - -—- Plattenepithel Bindegewebe
(SI1,PP 1,IRS 1),
Drisen (S1 1)
412 - - Plattenepithel Bindegewebe, Muskulatur
(SI'1, PP 3, IRS 3),
Drisen (S1 1),
Nerven (Sl 1)
460 1 4 4 -—- Bindegewebe
461 1 2 2 --—- Bindegewebe
466 1 2 2 --- Bindegewebe, Muskulatur
473 - - Plattenepithel Bindegewebe, Gefallendo-
(Sl 2, PP 2, IRS 4) thel
Nur Plattenepithel:
SI PP IRS
Mw 0,86 |1,71 1,71 1,11 1,89 2,1
SD 0,38 1,26 1,26 0,33 0,60 0,93
Median 1 2 2 1 2 2
P,s 1 1 1 1 1,5 1,5
P-s 1 2 2 1 2 2,5
Paraffin- SI PP IRS
schnitte
198 - - Plattenepithel Bindegewebe, Muskulatur,
(SI1,PP 1,IRS 1) Nerven, Gefallendothel
020 - - - Bindegewebe, Nerven,
GefalRendothel

S| = Farbeindex, PP = Prozentsatz angefarbter Zellen, IRS = immunreaktiver Scorewert,
--- = nicht vorhanden, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, P = Perzentile
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Abbildung 24: Die prozentuale Verteilung der immunreaktiven Scorewerte von CD44v10 auf dem
Plattenepithelkarzinom und Plattenepithel im Tumorrandbereich

Plattenepithelkarzinom Plattenepithel
Kryostatschnitte (N = 7) Kryostatschnitte (N = 9)
50— 80—
50—
40—
40—
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10— 10— 22,2
T
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Fast 29% der immunreaktiven Scorewerte der CD44v10-Expression auf dem Plattenepithelkar-
zinom (N = 7, Kryostatschnitte) im Tumorrandbereich haben den Wert 1, 43% den Wert 2 und
gut 14% den Wert 4. Auf ca. 14% der Gewebeschnitte war das Plattenepithelkarzinom nicht
angefarbt (Median 2, Mittelwert 1,71, siehe Tabelle 24).

Die beiden Paraffinschnitten des Tumorrandbereichs (N = 2) enthielten kein Plattenepithelkarzi-
nom.

Auf 22% der Kryostatschnitte des Plattenepithels im Tumorrandbereich (N = 9) ist der IRS-Wert
1, auf 56% der Gewebeschnitte 2 und auf jeweils 11% ist der IRS-Wert 3 oder 4 (Median 2, Mit-
telwert 2,11, siehe Tabelle 24).

Der immunreaktive Scorewert auf dem Plattenepithel eines Paraffinschnittes betragt 1 (siehe
Tabelle 24).

3.2.4.1.3. Expression von CD44v10 auf den tumorfernen Geweben

In Tabelle 25 sind die ermittelten immunhistochemischen Scorewerte der CD44v10-Expression
auf normalem Plattenepithel sowie weitere vorhandene bzw. fehlende Reaktionen des
CD44v10-Antikorpers mit den anderen Zell- und Gewebearten des tumorfernen Bereiches wie
Bindegewebe, Driisengewebe, Muskelgewebe, Nerven, Lymphozyten und Gefalkendothelien
zusammengefasst.

In Abbildung 25 ist die prozentuale Verteilung der immunreaktiven Scorewerte von CD44v10

auf dem normalen Plattenepithel im tumorfernen Bereich grafisch dargestellt.
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Tabelle 25: Expression von CD44v10 im tumorfernen Bereich

Patienten- Anfarbungen fehlende Anfarbungen
Code
Kryostat-
schnitte
005 Bindegewebe,
Lymphozyten
007 Plattenepithel Bindegewebe, Geféllendothel
(SI1,PP1,IRS 1)
013 - Bindegewebe, Nerven
086 Plattenepithel Bindegewebe
(SI'2, PP 3, IRS 6),
Driisen (Sl 2),
Nerven (Sl 1)
128 - Bindegewebe, Muskulatur,
Nerven, GefalRendothel
148 Bindegewebe, Gefallendothel,
Drisen, Muskulatur, Nerven,
158 Plattenepithel Bindegewebe, Driisen,
(SI1, PP 1,IRS 1) Muskulatur, Gefaltendothel
175 Plattenepithel Bindegewebe, Driisen
(SI2, PP 2,IRS 4),
Nerven (Sl 1)
180 Plattenepithel Bindegewebe
(SI1, PP 3, IRS 3)
209 Bindegewebe
271 Plattenepithel Bindegewebe, Muskulatur,
(SI1,PP1,IRS 1), Gefallendothel
Nerven (Sl 1)
382 Plattenepithel Bindegewebe, GefalRendothel
(SI1, PP 3, IRS 3)
385 Plattenepithel Bindegewebe, Gefallendothel
(Sl 2, PP 3, IRS 6),
Drisen (SI 1)
412 Plattenepithel Bindegewebe
(SI1, PP 1,IRS 1),
Driisen (SI 1)
460 Plattenepithel Bindegewebe, Muskulatur,
(SI'1, PP 2, IRS 2), Nerven
Driisen (Sl 1)
461 Plattenepithel Bindegewebe, Muskulatur
(SI1,PP 1,IRS 1),
Nerven (Sl 1)
466 Plattenepithel Bindegewebe, Muskulatur,
(SI1,PP 1,IRS 1) Gefallendothel
473 Bindegewebe, Driisen,
Gefalendothel
Nur Plattenepithel:
Sl PP IRS
Mw 1,25 1,83 25
SD 0,43 0,94 1,93
Median 1 1,5 1,5
Pys 1 1 1
P75 1,75 3 3,75
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Fortsetzung von Tabelle 25:

Patienten-
Code

Anfarbungen Fehlende Anfarbungen

Paraffin-
schnitte

198

Bindegewebe, Muskulatur,
Gefallendothel

020

Bindegewebe, Gefdllendothel

S| = Farbeindex, PP = Prozentsatz angefarbter Zellen, IRS = immunreaktiver Scorewert,
--- = nicht vorhanden, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, P = Perzentile

Abbildung 25: Die prozentuale Verteilung der immunreaktiven Scorewerte von CD44v10 auf normalem
Plattenepithel im tumorfernen Bereich
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50% der IRS-Werte der Expression von CD44v10 auf den Kryostatschnitten des Plattenepithels

(N =12) im tumorfernen Bereich sind 1, jeweils gut 8% sind 2 und 4 und fast 17% jeweils 3 und
6 (Median 1,51, Mittelwert 2,5, siehe Tabelle 25).

Auf den Paraffinschnitten war kein Plattenepithel vorhanden.

3.2.4.2. Expression von CD44v10 auf den Kontrollgeweben

In Tabelle 26 sind die ermittelten immunhistochemischen Scorewerte der CD44v10-Expression

auf normalem Plattenepithel sowie weitere vorhandene bzw. fehlende Reaktionen des

CD44v10-Antikorpers mit den anderen Gewebearten des Kontrollgewebes wie Bindegewebe,

Driisengewebe, Muskelgewebe, Nerven und GefalRendothel zusammengefasst.
In Abbildung 26 sind die IRS-Werte von CD44v10 auf dem Plattenepithel der Kontrollgewebe

grafisch erfasst.
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Tabelle 26: Expression von CD44v10 auf den Kontrollgeweben

Patienten- Plattenepithel weitere Anfarbungen fehlende Anfarbungen

Code

Kryostat- Si PP IRS

schnitte

015 1 1 1 Nerven (S| 1) Bindegewebe, Muskulatur

023 1 - Bindegewebe, Muskulatur,
Nerven, GefaRendothel

039 1 2 2 Nerven (S| 1) Bindegewebe, Drisen,
Gefalendothel

082 1 1 1 --- Bindegewebe, Nerven,
Gefalendothel

162 1 3 3 --- Bindegewebe, Muskulatur

168 0 0 0 -—- Bindegewebe

173 1 2 2 -—- Bindegewebe

212 - - - - Bindegewebe, Drisen,
Gefalendothel

240 1 1 1 Nerven (S| 1) Bindegewebe, Drisen,
Gefalendothel

336 2 2 4 - Bindegewebe

423 1 2 2 -—- Bindegewebe

426 2 3 6 -—- Bindegewebe

427 -—- -—- -—- Bindegewebe

430 1 1 1 - Bindegewebe, Drusen,
Nerven, GefaRendothel

431 2 3 6 Nerven (S| 1) Bindegewebe, Gefallendothel

433 1 3 3 Nerven (S| 1) Bindegewebe, Gefallendothel

436 1 3 3 -—- Bindegewebe

437 1 1 1 -—- Bindegewebe, GefalRendothel

438 1 2 2 -—- Bindegewebe

479 1 2 2 Nerven (S| 1) Bindegewebe, Gefallendothel

Mw 1,11 (1,89 2,33

SD 0,47 10,90 1,64

Median 1 2 2

Ps 1 1 1

P-s 1 3 3

S| = Farbeindex,

PP = Prozentsatz angefarbter Zellen, IRS = immunreaktiver Scorewert,

--- = nicht vorhanden, MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, P = Perzentile

Auf gut 5% der 18 Kryostatschnitte der Kontrollgewebe konnte keine Expression von CD44v10

auf dem Plattenepithel nachgewiesen werden. Bei 28% der Gewebeschnitte betragt der IRS-

Wert 1, bei Gber 33% 2 und bei fast 17% 3. Fast 6% der Schnitte haben einen IRS-Wert von 4,
die restlichen 11% einen Wert von 6 (Median 2, Mittelwert 2,33, siche Tabelle 26).
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Abbildung 26: Die prozentuale Verteilung der immunreaktiven Scorewerte von CD44v10 auf dem
Plattenepithel der Kontrollgewebe
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3.3. Statistische Auswertung der Ergebnisse

3.3.1. Unterschiede zwischen der Expression der einzelnen CD44-Spleif3-
varianten auf den Geweben der Tumorpatienten

Wie unter 2.2.4. beschrieben, setzten wir fir die statistische Auswertung das Programm SPSS

ein. Die auf den Geweben der Tumorpatienten ermittelten Ergebnisse (vgl. Tabellen 3 und 9)

wurden in den folgenden Tabellen und Abbildungen zusammengestellt einschlieRlich der

Mittelwerte mit Standardabweichung sowie der Medianwerte mit den Perzentilen 25% und 75%.

Die weiteren statistischen Berechnungen wurden wegen der geringen Fallzahl der Paraffin-

schnitte ausschlieRlich mit den Kryostatschnitten durchgefiihrt

Tabelle 27 fihrt auf, in welchen Tabellen und Abbildungen die immunhistochemischen Daten

von den Geweben der Tumorpatienten zusammengestellt sind.

Tabelle 27: Ubersicht iber die Dokumentation der Ergebnisse von den Geweben der Tumorpatienten

Spleilvariante Karzinom Epithel Karzinom Epithel Epithel
imTZ imTZ im TR im TR im Tf

CD44v3 Tab 11, Tab 11 Tab 12, Tab 12, Tab 13,
Abb 7, Abb 9 Abb 9 Abb 10
Abb 8

CD44v5 Tab 15, Tab 15, Tab 16, Tab 186, Tab 17,
Abb 12, Abb 13 Abb 14 Abb 14 Abb 15
Abb 13

CD44v7 Tab 19, Tab 19, Tab 20, Tab 20, Tab 21,
Abb 17, Abb 18 Abb 19 Abb 19 Abb 20
Abb 18

CD44v10 Tab 23, Tab 23, Tab 24, Tab 24, Tab 25,
Abb 22, Abb 23 Abb 24 Abb 24 Abb 25
Abb 23

TZ = Tumorzentrum, TR = Tumorrand, Tf = tumorfernes Gewebe, Tab = Tabelle, Abb = Abbildung
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3.3.1.1. Mittlere immunreaktive Expressionswerte der CD44-SpleiBvarianten auf

den Geweben der Tumorpatienten

Die Tabellen 28 bis 30 zeigen in einer Zusammenfassung die mittleren immunreaktiven Score-

werte (Mittelwert und Median) aller untersuchten Spleif3varianten neben dem Anteil nachgewie-

sener Expression auf den einzelnen Geweben. Die mittleren IRS-Werte bzw. Medianwerte von

CD44v5 waren am hochsten (fett markiert). In Tabelle 28 werden die Ergebnisse der Expressi-

on der Antikérpern CD44v3, -v5, -v7 und -v10 auf den verschiedenen Geweben des Tumorzen-

trums miteinander verglichen; in Tabelle 29 auf den verschiedenen Geweben des Tumorrandes

und in Tabelle 30 auf den verschiedenen Geweben des tumorfernen Bereichs.

Tabelle 28: Gegenuberstellung der Mittel- und Medianwerte der immunreaktiven Scores (IRS) der
Expression von CD44v3, -v5, -v7 und -v10 im Tumorzentrumgewebe

CD44v3 CD44v5 CD44v7 CD44v10
Anzahl pos. | IRS |Anzahlpos. | IRS |Anzahlpos. | IRS |Anzahlpos. | IRS
Schnitte / Schnitte / Schnitte / Schnitte /
Schnitte (MW) | Schnitte (MW) | Schnitte (MW) | Schnitte (MW)
insgesamt | (M) |insgesamt | (M) |insgesamt (M) |insgesamt (M)
Ca 18/18 517 |18/18 9,39 (17/18 1,5 171718 1,94
(Kryostat) 5 10,5 [(94%) 1 (94%) 2
Ca 2/2 9 2/2 12 2/2 1 2/2 1
(Paraffin) 9 12 1 1
PE 2/3 1,5 2/3 6 1/2 0,5 1/2 0,5
(Kryostat) | (67%) 1,5 (67%) 6 (50%) 0,5 (50%) 0,5
PE 171 6 171 9 1/1 2 0/1 0
(Paraffin) 6 9 2 0
BGW 0/18 0/18 - 0/18 - 0/18)
(Kryostat)
BGW 0/1 0/2 - 0/2 - 0/2 -
(Paraffin)
Driisen 1/3 - 2/4 - 1/4 - 2/4
(Kryostat) | (33%) (50%) (25%) (50%)
Driisen 1/2 - 1/2 - 1/2 - 0/2
(Paraffin) | (50%) (50%) (50%)
Muskel 0/3 - 0/3 - 0/3 - 0/3
(Kryostat)
Muskel 0/1 0/2 - 0/1 - 0/2
(Paraffin)
Nerven 0/3 0/3 - 0/3 -—- 2/3
(Kryostat) (66,6%)
Nerven 0/1 - 0/2 - 0/2 - 0/2
(Paraffin)
Gefalle 0/8 117 - 0/7 - 117
(Kryostat) (14%) (14%)
Gefalle 1/2 - 1/2 - 0/2 - 0/3
(Paraffin) | (50%) (50%)
Lymphge |0/1 - 0/1 - 0/1 - 1/1 -
(Kryostat) (100%)

Ca = Karzinom, PE = Plattenepithel, BGW = Bindegewebe, Driisen = Drisengewebe, Muskel =

Muskulatur, Gefale = GefalRendothelien, Lymphge = Lymphgewebe, Kryostat = Kryostatschnitte,
Paraffin = Paraffinschnitte, IRS = immunreaktiver Scorewert, MW = Mittelwert, M = Medianwert,
--- = kein IRS-Wert berechnet
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Tabelle 29:

Gegenuberstellung der Mittel- und Medianwerte der immunreaktiven Scores (IRS) der
Expression von CD44v3, -v5, -v7 und -v10 auf den Tumorrandgeweben

CD44v3 CD44v5 CD44v7 CD44v10
Anzahl pos. | IRS |Anzahlpos. | IRS |Anzahlpos. | IRS |Anzahlpos. | IRS
Schnitte / Schnitte / Schnitte / Schnitte /
Schnitte (MW) | Schnitte (MW) | Schnitte (MW) | Schnitte (MW)
insgesamt | (M) |insgesamt | (M) |insgesamt | (M) |insgesamt | (M)
Ca 717 471 (717 10,71 |5/7 1,14 |6/7 1,71
(Kryostat) 6 12 (71%) 1 (86%) 2
Ca N=0 N=0 --- N=0 - N=0
(Paraffin)
PE 9/9 467 [9/9 10 8/9 2,44 |9/9 2,11
(Kryostat) 4 9 (89%) 1 2
PE 171 4 171 6 1/1 1 1/1 1
(Paraffin) 4 6 1 1
BGW 0/18 0/18 - 0/18 --- 0/18)
(Kryostat)
BGW 0/2 0/2 - 0/2 - 0/2 -
(Paraffin)
Driisen 4/6 - 4/6 - 2/6 - 3/6
(Kryostat) | (67%) (67%) (33%) (50%)
Driisen N=0 N=0 - N=0 - N=0
(Paraffin)
Muskel 0/6 - 0/7 - 0/6 - 0/6
(Kryostat)
Muskel 171 171 - 0/1 - 0/1
(Paraffin)
Nerven 0/5 0/5 - 0/4 -—- 4/4
(Kryostat)
Nerven 0/2 - 0/2 - 0/2 - 0/2
(Paraffin)
Gefalle 0/7 0/7 - 0/6 - 0/6
(Kryostat)
Gefalle 2/2 -—- 2/2 - 0/2 - 0/2
(Paraffin)
Lymphge [0/1 -— 0/1 -— 0/1 -— 1/1 -—
(Kryostat) (100%)

Ca = Karzinom, PE = Plattenepithel, BGW = Bindegewebe, Driisen = Drisengewebe, Muskel =

Muskulatur, Gefalte = GefalRendothelien, Lymphge = Lymphgewebe, Kryostat = Kryostatschnitte,
Paraffin = Paraffinschnitte, IRS = immunreaktiver Scorewert, MW = Mittelwert, M = Medianwert,
--- = kein IRS-Wert berechnet

Tabelle 30: Gegenuberstellung der Mittel- und Medianwerte der immunreaktiven Scores (IRS) der
Expression von CD44v3, -v5, -v7 und -v10 auf den tumorfernen Geweben

CD44v3 CD44v5 CD44v7 CD44v10
Anzahl pos. | IRS |Anzahlpos. | IRS |Anzahlpos. | IRS |Anzahlpos. | IRS
Schnitte / Schnitte / Schnitte / Schnitte /
Schnitte (MW) | Schnitte (MW) | Schnitte (MW) | Schnitte (MW)
insgesamt | (M) |insgesamt | (M) |insgesamt | (M) |insgesamt | (M))
PE 12/12 459 [12/12 10 12/12 3,17 [12/12 2,5
(Kryostat) 3,5 12 1 1,5
PE N=0 N=0 - N=0 - N=0
(Paraffin)
BGW 0/18 0/18 - 0/18 - 0/18
(Kryostat)
BGW 0/2 0/2 -—- 0/2 - 0/2 -
(Paraffin)
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Fortsetzung von Tabelle 30

CD44v3 CD44v5 CD44v7 CD44v10
Anzahl pos. | IRS |Anzahlpos. | IRS |Anzahlpos. | IRS |Anzahlpos. | IRS
Schnitte / Schnitte / Schnitte / Schnitte /
Schnitte (MW) | Schnitte (MW) | Schnitte (MW) | Schnitte (MW)
insgesamt | (M) |insgesamt | (M) |insgesamt | (M) |insgesamt | (M))
Driisen 6/ 8 - 8/8 - 4/8 - 4/8
(Kryostat) | (75%) (89%) (50%) (50%)
Driisen N=0 N=0 - N=0 - N=0
(Paraffin)
Muskel 0/6 -—- 0/8 - 0/7 - 0/7
(Kryostat)
Muskel 0/1 1/1 - 0/1 - 0/1
(Paraffin)
Nerven 0/9 0/7 - 0/7 --- 4/8
(Kryostat) (50%)
Nerven N=0 - N=0 - N=0 - N=0 -
(Paraffin)
Gefalle 0/8 0/9 - 0/9 --- 0/11
(Kryostat)
Gefalte 2/2 - 2/2 - 0/2 - 0/2
(Paraffin)
Lymphozy [1/1 171 0/1 0/1
(Kryostat) | (100%) (100%)

Ca = Karzinom, PE = Plattenepithel, BGW = Bindegewebe, Driisen = Drisengewebe, Muskul = Mus-
kulatur, Gefale = Gefallendothelien, Lymphozy = Lymphozytare Infiltrate, Kryostat = Kryostatschnitte,
Paraffin = Paraffinschnitte, IRS = immunreaktiver Scorewert, MW = Mittelwert, M = Medianwert
--- = kein IRS-Wert berechnet

3.3.1.2. Statistischer Vergleich der PP- und immunreaktiven Scorewerte von

CD44v3, -v5, -v7 und -v10 auf den Geweben der Tumorpatienten
Wie in zwei vorangegangenen Dissertationen an den gleichen Gewebeproben ermittelt wurde,
waren die Scores der Farbeintensitat (SI) von p53, mdm-2 und bcl-2 [112] sowie des a-Makro-
globulin-Rezeptors [10] weniger reprasentativ fur die Expression als die PP- bzw. die IRS-Wer-
te, in denen die SI-Werte enthalten sind. Aus diesem Grund beschrankten wir uns in dieser Ar-

beit auf die PP- bzw. IRS-Werte, um den statistischen Vergleich durchzufuhren.

Tabelle 31 fasst die Ergebnisse des statistischen Vergleichs der IRS-Werte von CD44v3, -v5,
-v7 und -v10 auf den Plattenepithelkarzinomen und normalen Epithelien in Abhangigkeit von
ihrer Lokalisation (Tumorzentrum, Tumorrand und tumorferner Bereich) zusammen (die auf-

falligsten aber nicht signifikanten Werte sind unterstrichen).

Es lielRen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Scorewerten der unter-
schiedlichen Lokalisationen nachweisen: Die vier untersuchten Expressionen von CD44v3,
CD44v5, CD44v7 und CD44v10 zeigten auf den verschiedenen Geweben keine signifikanten
Unterschiede. Die grofiten wenn auch nicht signifikanten Unterschiede bestanden zwischen der

Expression von CD44v5 auf dem Karzinom des Tumorzentrums und auf dem Karzinomrest im
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Tumorrandgewebe (p = 0,059) sowie zwischen der Expression von CD44v7 auf dem Karzinom

des Tumorzentrums und auf dem Plattenepithel des tumorfernen Gewebes (p = 0,089):

Tabelle 31: Vergleich der immunreaktiven Scorewerte der einzelnen Antikbrper CD44v3, -v5, -v7
und -v10 auf den Plattenepithelkarzinomen und normalen Epithelien unterschiedlicher
Gewebebereiche

CD44- |CD44- |CD44- |CD44-

Wilcoxon-Test v3 v5 v7 v10

Vergleich der IRS-Werte
von N p= p= p= p=

CaimTZ mit 18 0,180 0,317 0,317 1,000
PE imTZ 2
CaimTZ mit 18 0,153 0,317 0,196 0,314
PE im TR 9
CaimTZ mit 18 0,929 0,257 0,089 1,000
PE im Tf 12
CaimTZ mit 18 0,309 0,059 |0,705 0,518
CaimTR 7
CaimTR mit 7 nicht geni gend Falle
PE im TR 9
Caim TR mit 7 0,343 0,285 0,180 (0,914
PE im Tf 12
PEIimTZ mit 2 keine | Statis tik ber |echnet
PE im TR 9
PEImTZ mit 2 nicht genl gend Falle
PE im Tf 12
PEim TR mit 9 0,317 1,000 0,581 0,891
PE im Tf 12

Ca = Plattenepithelkarzinom, PE = nicht entartetes Epithel, TZ = Gewebe des Tumor-
zentrums, TR = Gewebe des Tumorrandes, Tf = tumorfernes Gewebe, N = Anzahl

Tabelle 32 fasst die statistischen Ergebnisse des Vergleichs der PP-Werte von CD44v3, -v5,
-v7 und -v10 auf dem Plattenepithelkarzinom und nicht entarteten Epithel in Abhangigkeit von
ihrer Lokalisation (Tumorzentrum, Tumorrand und tumorfernen Bereich) zusammen (die beiden

auffalligsten Werte sind unterstrichen).

Beim statistischen Vergleich der PP-Werte ist eine sehr ahnliche Tendenz wie fur die IRS-Werte
zu erkennen. Die PP-Werte von CD44v5 auf dem Karzinom im Tumorzentrum sind hoher als im
Randbereich (p = 0,059) bzw. die Scorewerte von CD44v7 auf dem Karzinom des Tumorzen-

trums sind héher als auf dem normalen Plattenepithel des Tumorrandes (p = 0,083). Die beiden

Unterschiede sind aber statistisch nicht signifikant.

In Tabelle 33 sind die Ergebnisse des statistischen Vergleichs der immunreaktiven Scorewerte
der Antikérper CD44v3, -v5, -v7 und -v10 auf den Plattenepithelkarzinomen und den normalen

Epithelien im Tumorzentrum zusammengefasst.
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Tabelle 32: Vergleich der PP-Werte der einzelnen Antikdrper CD44v3, -v5, -v7 und -v10 auf den
Plattenepithelkarzinomen und normalen Epithelien unterschiedlicher Gewebebereiche

CD44- |CD44- |CD44- |CD44-

Wilcoxon-Test v3 v5 v7 v10

Vergleich der PP-Werte
von N p= p= p= p=

CaimTZ mit 18 0,180 (0,317 (0,317 |1,000
PEimTZ 2
CaimTZ mit 18 0,236 |0,655 |0,739 |0,096
PEim TR 9
CaimTZ mit 18 0,470 |0,099 |0,083 |0,665
PE im Tf 12
CaimTZ mit 18 0,194 (0,059 0,317 0,739
Caim TR 7
CaimTR mit 7 nicht geni gend Falle
PE im TR 9
CaimTR mit 7 0,257 (0,414 (0,180 |1,000
PE im Tf 12
PEImTZ mit 2 keine |Statis |tik ber |echnet
PE im TR 9
PEImTZ mit 2 nicht genl gend Falle
PE im Tf 12
PEim TR mit 9 0,157 (0,102 |0,705 |0,783
PE im Tf 12

Ca = Plattenepithelkarzinom, PE = nicht entartetes Epithel, TZ = Gewebe des Tumorzentrums,
TR = Gewebe des Tumorrandes, Tf = tumorfernes Gewebe, PP = Prozentsatz angefarbter Zellen,
N = Anzahl

Tabelle 33: Vergleich der immunreaktiven Scorewerte der einzelnen Antikbrper CD44v3, -v5, -v7 und
-v10 auf den Plattenepithelkarzinomen und den Epithelien des Tumorzentrums (nur auf
Kryostatschnitten): Wilcoxon-Test

Vergleich der Rela-
IRS-Werte von N auf dem tion p=
CD44v5 mit 18 Ca im TZ v5 > 0,000
CD44v3 18 v3
CD44v3 mit 18 Ca im TZ v3 > 0,000
CD44v7 18 v7
CD44v3 mit 18 Ca im TZ v3 > 0,001
CD44v10 18 v10
CD44v5 mit 18 Ca im TZ v5 > 0,000
CD44v7 18 v7
CD44v5 mit 18 Ca im TZ v5 > 0,000
CD44v10 18 v10
CD44v7 mit 18 Ca im TZ V7 = 0,191
CD44v10 18 v10

CD44v5 mit 2 PE im TZ v5 = 0,180
CD44v3 2 v3
CD44v3 mit 2 PE im TZ v3 = 0,317
CD44v7 2 v7
CD44v3 mit 2 PE im TZ v3 = 0,317
CD44v10 2 v10
CD44v5 mit 2 PE im TZ vb = 0,180
CD44v7 2 v7
CD44v5 mit 2 PE im TZ v5 = 0,180
CD44v10 2 v10
CD44v7 mit 2 PE im TZ V7 = 1,000
CD44v10 2 v10

Ca = Plattenepithelkarzinom, PE = nicht entartetes Epithel, TZ = Gewebe des
Tumorzentrums, N = Anzahl



Die IRS-Werte von CD44v5 auf den Plattenepithelkarzinomen im Tumorzentrum sind signifi-
kant grof3er als die Werte von -v3, -v7 und -v10. Die IRS-Werte von CD44v3 sind signifikant
grofler als die Werte von -v7 und -v10. Zwischen den IRS-Werten von CD44v7 und -v10 gibt es
keinen signifikanten Unterschied. Es lieRen sich keine signifikante Unterschiede zwischen den
immunreaktiven Scorewerten der einzelnen CD44v-Antikdrper auf dem normalen Epithel im

Tumorzentrum nachweisen.

Tabelle 34 fasst die Ergebnisse des statistischen Vergleichs der PP-Werte der Antikérper
CD44v3, -v5, -v7 und -v10 auf den Plattenepithelkarzinomen und normalen Epithelien im Tu-

morzentrum zusammen.

Tabelle 34: Vergleich der PP-Werte der einzelnen Antikérper CD44v3, -v5, -v7 und -v10 auf den Plat-
tenepithelkarzinomen und den Epithelien des Tumorzentrums (nur auf Kryostatschnitten):
Wilcoxon-Test

Vergleich der Rela-
PP-Werte von N auf dem tion p=
CD44v3 mit 18 Ca im TZ v3 < 0,001
CD44v5 18 v5

CD44v3 mit 18 Ca im TZ v3 > 0,001
CD44v7 18 v7

CD44v3 mit 18 Ca im TZ v3 > 0,042
CD44v10 18 v10

CD44v5 mit 18 Ca im TZ v5 > 0,000
CD44v7 18 v7

CD44v5 mit 18 Ca im TZ v5 > 0,000
CD44v10 18 v10

CD44v7 mit 18 Ca im TZ V7 = 0,236
CD44v10 18 v10

CD44v3 mit 2 PE im TZ v3 = 0,317
CD44v5 2 V5

CD44v3 mit 2 PE im TZ v3 = 0,317
CD44v7 2 v7

CD44v3 mit 2 PE im TZ v3 = 0,317
CD44v10 2 v10

CD44v5 mit 2 PE im TZ v5 = 0,180
CD44v7 2 v7

CD44v5 mit 2 PE im TZ v5 = 0,180
CD44v10 2 v10
CD44v7 mit 2 PE im TZ v7 = 1,000
CD44v10 2 v10

Ca = Plattenepithelkarzinom, PE = nicht entartetes Epithel, TZ = Gewebe des
Tumorzentrums, N = Anzahl

Die PP-Werte von CD44v5 auf dem Plattenepithelkarzinom im Tumorzentrum sind signifikant
groBer als die Werte von -v3, -v7 und -v10. Die PP-Werte von CD44v3 sind signifikant groRer
als die Werte von -v7 und -v10. Zwischen den PP-Werten von CD44v7 und -v10 gibt es keine
signifikanten Unterschiede. Ebenfalls lassen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen

den PP-Werten der einzelnen CD44v-Antikérper auf dem normalen Epithel im Tumorzentrum

nachweisen.
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Tabelle 35 fasst die Ergebnisse des statistischen Vergleichs der IRS-Werte der Antikdrper
CD44v3,-v5, -v7 und -v10 auf den Plattenepithelkarzinomen und normalen Epithelien im Tu-

morrand zusammen.

Tabelle 35: Vergleich der immunreaktiven Scorewerte der Antikorper CD44v3, -v5, -v7 und -v10 auf den
Plattenepithelkarzinomen und den Epithelien des Tumorrandes (nur auf Kryostatschnitten):
Wilcoxon-Test

Vergleich der Rela-
IRS-Werte von N auf dem tion p=
CD44v5 mit 7 Ca im TR v5 > 0,017
CD44v3 7 v3
CD44v3 mit 7 Ca im TR v3 > 0,027
CD44v7 7 v7
CD44v3 mit 7 Ca im TR v3 > 0,034
CD44v10 7 v10
CD44v5 mit 7 Ca im TR v5 > 0,016
CD44v7 7 v7
CD44v5 mit 7 Ca im TR v5 > 0,018
CD44v10 7 v10
CD44v7 mit 7 Ca im TR V7 = 0.336
CD44v10 7 v10
CD44v5 mit 9 PE im TR v5 > 0,011
CD44v3 9 v3
CD44v3 mit 9 PE im TR v3 > 0,011
CD44v7 9 v7
CD44v3 mit 9 PE im TR v3 > 0,034
CD44v10 9 v10
CD44v5 mit 9 PE im TR v5 > 0,006
CD44v7 9 v7
CD44v5 mit 9 PE im TR v5 > 0,008
CD44v10 9 v10
CD44v7 mit 9 PE im TR V7 = 0,609
CD44v10 9 v10

Ca = Plattenepithelkarzinom, PE = nicht entartetes Epithel, TR = Gewebe
des Tumorrandes, N = Anzahl

Auch im Tumorrandbereich sind die IRS-Werte von CD44v5 auf dem Plattenepithelkarzinom
signifikant gréRer als die Werte von CD44v3, -v7 und -v10. Ebenso sind sie IRS-Werte von
CD44v3 auf dem Plattenepithelkarzinom signifikant gréRer als die Werte von -v7 und -v10.
Zwischen den IRS-Werten von CD44v7 und -v10 ist kein signifikanter Unterschied festzustel-
len. Gleiches gilt fir die IRS-Werte der CD44-Antikorper auf dem normalen Plattenepithel im

Tumorrandbereich.

Tabelle 36 fasst die Ergebnisse des statistischen Vergleichs der PP-Werte der Antikérper
CD44v3, -v5, -v7 und -v10 auf den Plattenepithelkarzinomen und normalen Epithelien im Tu-
morrand zusammen.

Auch die PP-Werte von CD44v5 auf den Plattenepithelkarzinomen des Tumorrandes sind sig-
nifikant groler als die Werte von -v3, -v7 und -v10. Wahrend die PP-Werte von CD44v3 auf den
Plattenepithelkarzinomen signifikant groRer sind als die Werte von -v7, besteht im Gegensatz
zu den IRS-Werten zwischen den PP-Werten von CD44v3 und -v10 kein (signifikanter) Unter-
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schied. Zwischen den PP-Werten von CD44v7 und -v10 ist, wie bei den IRS-Werten, auf dem

Plattenepithelkarzinom und auf den normalen Plattenepithelien im Tumorrandbereich ebenfalls

kein signifikanter Unterschied festzustellen.

Tabelle 36: Vergleich der PP-Werte der Antikorper CD44v3, -v5, -v7 und -v10 auf den Plattenepithel-

karzinomen und den Epithelien des Tumorrandes (nur auf Kryostatschnitten): Wilcoxon-Test

Vergleich der Rela-
PP-Werte von N auf dem tion p=
CD44v5 mit 7 Ca im TR v5 > 0,024
CD44v3 7 v3

CD44v3 mit 7 Ca im TR v3 > 0,023
CD44v7 7 v7

CD44v3 mit 7 Ca im TR v3 = 0,279
CD44v10 7 v10

CD44v5 mit 7 Ca im TR v5 > 0,016
CD44v7 7 v7

CD44v5 mit 7 Ca im TR v5 > 0,033
CD44v10 7 v10

CD44v7 mit 7 Ca im TR V7 = 0,059
CD44v10 7 v10

CD44v5 mit 9 PE im TR v5 > 0,016
CD44v3 9 v3

CD44v3 mit 9 PE im TR v3 > 0,008
CD44v7 9 v7

CD44v3 mit 9 PE im TR v3 = 0,317
CD44v10 9 v10

CD44v5 mit 9 PE im TR v5 > 0,007
CD44v7 9 v7

CD44v5 mit 9 PE im TR v5 > 0,006
CD44v10 9 v10

CD44v7 mit 9 PE im TR V7 = 0,206
CD44v10 9 v10

Ca = Plattenepithelkarzinom, PE = nicht entartetes Epithel, TZ = Gewebe des Tumorzentrums,

TR = Gewebe des Tumorrandes, Tf = tumorfernes Gewebe, N = Anzahl

Tabelle 37 fasst die Ergebnisse des statistischen Vergleichs der IRS-Werte der Antikorper

CD44v3, -v5, -v7 und -v10 auf dem normalen Epithel im tumorfernen Bereich zusammen.

Tabelle 37: Vergleich der immunreaktiven Scorewerte der einzelnen Antikbrper CD44v3, -v5, -v7 und

-v10 auf den Epithelien des tumorfernen Bereiches (nur auf Kryostatschnitten):
Wilcoxon-Test

Vergleich der Rela-
IRS-Werte von N auf dem tion p=
CD44v5 mit 12 PE im Tf v5 > 0,003
CD44v3 12 v3
CD44v3 mit 12 PE im Tf v3 = 0,072
CD44v7 12 v7
CD44v3 mit 12 PE im Tf v3 = 0,065
CD44v10 12 v10
CD44v5 mit 12 PE im Tf v5 > 0,002
CD44v7 12 v7
CD44v5 mit 12 PE im Tf v5 > 0,002
CD44v10 12 v10
CD44v7 mit 12 PE im Tf V7 = 0,263
CD44v10 12 v10

PE = nicht entartetes Plattenepithel, Tf = tumorferner Bereich, N = Anzahl
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Die immunreaktiven Scorewerte von CD44v5 auf den tumorfernen Epithelien sind signifikant
grofler als die Werte von CD44v3, -v7 und -v10. Bei der gewahlten Irrtumswahrscheinlichkeit
von p < 0,05 Iasst sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Scorewerten von CD44v3,

-v7 und -v10 auf dem tumorfernen Epithel feststellen.

Tabelle 38 fasst die Ergebnisse des statistischen Vergleichs der PP-Werte der Antikérper

CD44v3, -v5, -v7 und -v10 auf den normalen Epithelien im tumorfernen Bereich zusammen.

Tabelle 38: Vergleich der PP-Werte der einzelnen Antikorper CD44v3, -v5, -v7 und -v10 auf den

Epithelien des tumorfernen Bereiches (nur auf Kryostatschnitten): Wilcoxon-Test
Vergleich der Rela-
PP-Werte von N auf dem tion p=

CD44v5 mit 12 PE im Tf v5 > 0,004
CD44v3 12 v3

CD44v3 mit 12 PE im Tf v3 = 0,096
CD44v7 12 v7

CD44v3 mit 12 PE im Tf v3 = 0,262
CD44v10 12 v10

CD44v5 mit 12 PE im Tf v5 > 0,003
CD44v7 12 v7

CD44v5 mit 12 PE im Tf v5 > 0,002
CD44v10 12 v10

CD44v7 mit 12 PE im Tf V7 = 0,832
CD44v10 12 v10

PE = nicht entartetes Epithel, Tf = tumorferner Bereich, N = Anzahl

Die PP-Werte von CD44v5 auf dem tumorfernen Epithel sind signifikant gréer als die Werte
von CD44v3, -v7 und -v10. Zwischen den PP-Werten von CD44v3, -v7 und -v10 besteht kein

signifikanter Unterschied.

3.3.1.3. Untersuchung einer Beziehung zwischen der CD44-Expression auf den Gewe-
ben der Tumorpatienten zum Tumorstadium und Differenzierungsgrad der Tu-
moren

3.3.1.3.1. Korrelation zwischen der CD44-Expression und dem Tumorstadium

Tabelle 39 fasst die statistischen Ergebnisse des Vergleichs der immunreaktiven Scorewerte

von CD44v3, -v5, -v7 und -v10 auf Plattenepithelkarzinomen des Stagings | oder Il und nicht

entarteten Plattenepithelien von Patienten mit einem Karzinom des Stagings | und Il (siehe

auch Tabelle 9) mit den entsprechenden Werten auf Plattenepithelkarzinomen und Epithelien

von Patienten mit einem Karzinom des Stagings IVA unterschiedlicher Lokalisation zusammen.
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Tabelle 39: Vergleich der immunreaktiven Scorewerte von CD44v3, -v5, -v7 und -v10 bei unterschied-
lichen Tumorstadien (nur auf Kryostatschnitten) (auffalligster Wert unterstrichen): U-Test

Vergleich der IRS-Werte von CD44- |CD44- |CD44- |CD44-
v3 v5 v7 v10
auf dem N p= p= p= p=
Ca des Stagings | oder Il 5 10,591 1,000 (0,255 0,395
mit Ca des Stagings IVA 9

jeweils aus dem TM-Zentrum

Ca des Stagings | oder Il 2 (0414 0,221 0,543 0,197
mit Ca des Stagings IVA 3
jeweils aus dem TM-Rand
PE von Patienten mit Ca des Stagings | oder Il 0 keine Statist | ik,
mit PE von Patienten mit Ca des Stagings IVA 2 zuwen |ig Fall |e
jeweils aus dem TM-Zentrum
PE von Patienten mit Ca des Stagings | oder Il 3 (0,751 0,327 0,539 |0,055
mit PE von Patienten mit Ca des Stagings IV 5
jeweils aus dem TM-Rand
PE von Patienten mit Ca des Stagings | oder Il 4 10,238 |0,631 0,268 0,137
mit PE von Patienten mit Ca des Stagings IVA 6

jeweils aus dem tumorfernen Bereich

Ca = Plattenepithelkarzinom, PE = Plattenepithel, TM = Tumor, Staging: UICC-Stadieneinteilung [200],
N = Anzahl

Im Tumorrandbereich waren die IRS-Werte der CD44-Antikérper auf dem Epithel des Stagings |
oder Il groBer als die Werte der CD44-Antikorper auf dem Epithel des Stagings IVA.

Bei der gewahlten Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 sind die IRS-Werte unserer CD44-An-
tikorper auf den Geweben des Tumorstagings | oder Il nicht signifikant héher als bei den Gewe-
ben des Tumorstagings IVA. Allerdings sind die immunreaktiven Scorewerte auf dem normalen
Plattenepithel im Tumorrandbereich bei Patienten des Tumorstagings | oder Il deutlich, wenn

auch nicht signifikant verschieden von den Werten der Patienten mit einem Tumorstaging IVA.

Tabelle 40 fasst die statistischen Ergebnisse des Vergleichs der PP-Werte von CD44v3, -v5, -v7
und -v10 auf Plattenepithelkarzinomen des Stagings | oder Il und nicht entarteten Plattenepithe-
lien von Patienten mit einem Karzinom des Stagings | oder |l (siehe auch Tabelle 9) mit den
entsprechenden Werten auf Plattenepithelkarzinomen und Epithelien von Patienten mit einem

Karzinom des Stagings IVA unterschiedlicher Gewebebereiche zusammen.

Bei der gewahlten Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,05 lasst sich kein signifikanter Unterschied
bei den PP-Werten der untersuchten CD44-Antikorper auf den Geweben der Tumorpatienten

des Stagings | oder Il und den Geweben der Tumorpatienten mit dem Staging IVA feststellen.
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Tabelle 40: Vergleich der PP-Werte von CD44v3, -v5, -v7 und -v10 bei unterschiedlichen Tumorstadien

(nur auf Kryostatschnitten): U-Test

Vergleich der PP-Werte von CD44- |CD44- |CD44- |CD44-
v3 v5 v7 v10
auf dem N p= p= p= p=
Ca des Stagings | oder Il 5 10582 0,882 0,173 0,367
mit Ca des Stagings IVA 9

jeweils aus dem TM-Zentrum

Ca des Stagings | oder Il 2 10,182 |0,221 0,543 0,197
mit Ca des Stagings IVA 3

jeweils aus dem TM-Rand
PE von Patienten mit Ca des Stagings | oder Il 3 1,000 (0,495 0,631 0,121
mit PE von Patienten mit Ca des Stagings IVA 5

jeweils aus dem TM-Rand
PE von Patienten mit Ca des Stagings | oder Il 4 0,226 |0,236 |0,738 0,289
mit PE von Patienten mit Ca des Stagings IVA 6

jeweils aus dem tumorfernen Bereich

Ca = Plattenepithelkarzinom, PE = Plattenepithel, Staging: UICC-Stadieneinteilung [200], N = Anzahl

3.3.1.3.2. Korrelation zwischen der CD44-Expression und dem Differenzierungsgrad der
Tumoren

Tabelle 41 fasst die statistischen Ergebnisse des Vergleichs der Hohe der immunreaktiven

Scorewerte von CD44v3, -v5, -v7 und -v10 auf Plattenepithelkarzinomen des Gradings 2 und

nicht entarteten Plattenepithelien von Patienten mit einem Karzinom des Gradings 2 (siehe

auch Tabelle 9) mit den entsprechenden Werten auf Plattenepithelkarzinomen und nicht

entarteten Epithelien von Patienten mit einem Karzinom des Gradings 3 unterschiedlicher

Gewebebereiche zusammen.

Tabelle 41: Vergleich der immunreaktiven Scorewerte von CD44v3, -v5, -v7 und -v10 bei unter-
schiedlichem Tumorgrading (nur auf den Kryostatschnitten)

CD44- |CD44- |CD44- |CD44-
U-Test v3 v5 v7 v10
Vergleich der IRS-Werte von N p= p= p= p=
Cades Gradings 2  mit 9 0,755 0,535 0,556 0,286
Ca des Gradings 3, 9
jeweils aus dem TM-Zentrum
Cades Gradings 2 mit 4 1,000 (0,307 |0,554 |0,459
Ca des Gradings 3 3
jeweils aus dem TM-Rand
PE von Patienten mit einem Ca des Gradings 2 0 Keine |Statist | ik,
mit zuwen |ig Fall |e
PE von Patienten mit einem Ca des Gradings 3, 2
jeweils aus dem Tumorzentrum
PE der Patienten mit einem Ca des Gradings 2 5 10,159 [0.592 0,521 0,059
mit
PE der Patienten mit einem Ca des Gradings 3, 4 PE2 >
jeweils aus dem Tumorrand PE3
PE der Patienten mit einem Ca des Gradings 2 7 10,141 0,238 0,296 |0,002
mit
PE der Patienten mit einem Ca des Gradings 3, 5 PE3 >
jeweils aus dem tumorfernen Bereich PE 2

Ca = Plattenepithelkarzinom, PE = Plattenepithel, Grading = Tumorgrading [200], N = Anzahl
PE 2 / PE 3 = Scorewerte auf dem Epithel von Patienten mit einem Karzinom des Gradings 2 bzw. 3
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Deutliche Unterschiede der immunreaktiven Scorewerte zwischen den einzelnen Antikérpern in
Abhangigkeit vom Tumorgrading und der Tumorlokalisation konnten nur fur den Antikdrper
CD44v10 auf dem nicht maligne entarteten Plattenepithel nachgewiesen werden. Dies gilt so-

wohl fur den Bereich des Tumorrandes als auch fiir den tumorfernen Bereich.

Die immunreaktiven Scorewerte von CD44v10 auf dem tumorfernen Plattenepithel der Patien-
ten mit einem Tumorgrading 2 sind signifikant kleiner als die Werte auf den tumorfernen Plat-

tenepithelien der Patienten mit einem Tumorgrading 3 (p = 0,002). Fir den Tumorrandbereich
gelten beinahe umgekehrte (aber nicht signifikante) Verhaltnisse. Hier sind die IRS-Werte auf

den Plattenepithelien der Patienten mit Tumoren des Gradings 2 gréRer (p = 0,059).

Tabelle 42 fasst die statistischen Ergebnisse des Vergleichs der PP-Werte von CD44v3, -v5,

-v7 und -v10 auf Plattenepithelkarzinomen des Gradings 2 und normalen Plattenepithelien von
Patienten mit einem Karzinom des Gradings 2 (siehe auch Tabelle 9) mit den entsprechenden
Werten auf Plattenepithelkarzinomen und normalen Epithelien von Patienten mit einem Karzi-

nom des Gradings 3 unterschiedlicher Lokalisation zusammen.

Tabelle 42: Vergleich der PP-Werte von CD44v3, -v5, -v7 und -v10 bei unterschiedlichem Tumorgrading
(auf den Kryostat- und Paraffinschnitten)

CD44- |CD44- |CD44- |CD44-
U-Test v3 v5 v7 v10
Vergleich der PP-Werte von N p= p= p= p=
Cades Gradings 2 mit 9 (0,310 |0,452 0,654 |0,317
Ca des Gradings 3, 9
jeweils aus dem TM-Zentrum
Cades Gradings 2  mit 4 10,445 |0,307 0,554 |0,459
Ca des Gradings 3 3
jeweils aus dem TM-Rand
PE von Patienten mit einem Ca des Gradings 2 0 Keine Statist | ik,
mit zuwen [|ig Fall |e
PE von Patienten mit einem Ca des Gradings 3, 2
jeweils aus dem Tumorzentrum
PE der Patienten mit einem Ca des Gradings 2 5 10,343 |0.777 |0,345 |0,079
mit
PE der Patienten mit einem Ca des Gradings 3, 4 PE2 >
jeweils aus dem Tumorrand PE 3
PE der Patienten mit einem Ca des Gradings 2 7 10,130 0,051 0,600 0,003
mit
PE der Patienten mit einem Ca des Gradings 3, 5 PE3 >
jeweils aus dem tumorfernen Bereich PE 2

Ca = Plattenepithelkarzinom, PE = Plattenepithel, Grading = Tumorgrading [200], N = Anzahl
PE 2 / PE 3 = Scorewerte auf dem Epithel von Patienten mit einem Karzinom des Gradings 2 bzw. 3

Wie bereits in Tabelle 41 fUr die immunreaktiven Scorewerte gezeigt, finden sich deutliche Un-
terschiede der PP-Werte der CD44-Expression in Abhangigkeit vom Tumorgrading nur beim
Antikérper CD44v10.
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Die PP-Werte von CD44v10 auf den tumorfernen Plattenepithelien der Patienten mit einem
Karzinom des Tumorgradings 2 sind signifikant groRer als die entsprechenden PP-Werte auf
den tumorfernen Plattenepithelien der Patienten mit einem Tumorgrading 3. Umgekehrte aber
nicht signifikante Differenzen (p = 0,079) gelten auf den Plattenepithelien im Tumorrandbereich;

hier sind die PP-Werte bei den Patienten mit Tumoren des Gradings 3 grof3er.

In Tabelle 43 wurde im Exakten Test nach Fisher (vgl. 2.2.4.) untersucht, ob es einerseits einen
Zusammenhang zwischen der Haufigkeit des Tumorstagings (Staging | / Il gegenliber Staging
[l / IV) und andererseits der Tumordifferenzierung (G2 gegentiber G3) und der Haufigkeit einer

hohen oder niedrigeren CD44-Expression gibt.

Tabelle 43: Vergleich der Haufigkeit einer héheren CD44-Expression (IRS-Werte ab Medianwert)
mit unterschiedlichem Staging und dem Tumorgrading [200]" (Tabelle 9)

CD44- CD44- CD44- CD44-

Exakter Test nach Fisher (vgl. 2.2.4.) v3 vS v7 v10
p= p= p= p=

CD44-Expression bei unterschiedlichem Staging
im
Karzinom des Tumorzentrums 0.613 0.642 1.000 0.429
Plattenepithel des Tumorzentrums 1.000 1.000 1.000 1.000
Karzinom des Tumorrandgewebes 0.429 1.000 1.000 0.429
Plattenepithel des Tumorrandgewebes 1.000 1.000 0.300 0.475
Plattenepithel des tumorfernen Gewebes 1.000 1.000 1.000 0.545
CD44-Expression bei unterschiedlichem Grading
im
Karzinom des Tumorzentrums 1..000 0.653 1.000 1.000
Plattenepithel des Tumorzentrums 1.000 1.000 1.000 1.000
Karzinom des Tumorrandgewebes 1.000 0.486 1.000 0.486
Plattenepithel des Tumorrandgewebes 0.444 1.000 1.000 0.167
Plattenepithel des tumorfernen Gewebes 0.242 0.293 0.417 0.015

1) vgl. Tabellen 11 bis 13, 15 bis 17, 19 bis 21, 23 bis 25, fett = die CD44v10-Expression auf
dem Plattenepithel im tumorfernen Bereich ist nicht vom Tumorgrading abhéngig

3.3.1.4. Untersuchung einer prognostischen Bedeutung der CD44-Expression durch
einen Vergleich mit dem weiteren Krankheitsverlauf in Kaplan-Meier-Kurven
3.3.1.4.1. Vergleich der CD44-Expression auf dem Karzinom im Tumorzentrum mit dem
weiteren Krankheitsverlauf in Kaplan-Meier-Kurven
In Tabelle 44 wird erfasst, ob und nach welcher Zeit (in Monaten) nach der Gewebeentnahme
ein Rezidiv bei den Tumorpatienten eingetreten ist. Fir diese statistische Auswertung werden
die IRS-Werte der einzelnen CD44-Spleildvarianten (auf dem Karzinom im Tumorzentrum) bis
zum Medianwert auf den Wert 0 und die IRS-Werte = als der Medianwert auf den Wert 1 redu-
zZiert (vg. 2.2.4.).
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Tabelle 44: Rezidvfreie Zeit bis zum Eintreten des ersten Krankheitsriickfalls nach Entnahme des

untersuchten Gewebes zum Nachweis der CD44-Expression

Patien- | Krankheitsriickfall | Rezidiv- | CD44v3 CD44v5 CD44v7 CD44v10
ten- (zensierte und un- | freie Zeit | Caim TZ CaimTZ CaimTZ CaimTZ
Code zensierte Falle *) | (Monate) | (M = 6), (M =10,5), M=1) (M =1,5),
vgl. Tab.11 vgl. Tab.15 vgl. Tab.19 vgl. Tab.23
005 ja (1) 7 1 1 1 1
007 nein (0) 11 0 0 1 0
013 ja (1) 20 1 1 1 0
086 ja (1) 5 0 0 1 1
128 nein (0) 86 1 1 1 0
148 nein (0) 120 0 0 1 0
158 nein (0) 60 0 0 0 0
175 ja (1) 7 0 0 1 1
180 ja (1) 7 0 0 1 0
209 ja (1) 20 1 1 1 0
271 nein (0) 25 0 0 1 0
382 ja (1) 0 1 1 1
385 ja (1) 1 1 1 1
412 nein (0) 55 1 1 1 1
460 ja (1) 3 1 0 1 1
461 nein (0) 23 1 0 1 1
466 ja (1) 3 0 0 1 1
473 nein (0) 70 1 1 1 1
020 ja (1) 7 1 1 1 0
198 nein (0) 150 1 1 1 0

Bewertung nach dem Medianwert (M) der immunreaktiven Scorewerte:

IRS bis zum (<) Medianwert = 0, IRS = Medianwert = 1, Ca = Karzinom, TZ = Tumorzentrum,
* zensierte Falle (Status): 0 = bis zum Ende der mdglichen Beobachtungszeit trat kein Krankheits-
ruckfall ein, unzensierte Falle: 1 = wahrend der Beobachtungszeit trat ein Krankheitsrtckfall ein

In Abbildung 27 sind die Kaplan-Meier-Kurven der Expression von CD44v3 auf dem Karzinom-

gewebe des Tumorzentrums grafisch erfasst. Der Unterschied der beiden Kurven ist nicht sig-

nifikant (Log Rank p = 0.593). Die mittlere Zeit bis zum Auftreten eines Rezidivs betrug bei der

hoéheren CD44v3-Expression (N = 7) 74 + 21 Monate, bei einer geringeren CD44v3-Expression
(N =13) 56 £ 19 Monate.
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Abbildung 27: Kaplan-Meier-Kurven fir die Expression von CD44v3 auf dem Karzinomgewebe (Ca)
im Tumorzentrum
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In Abbildung 28 sind die Kaplan-Meier-Kurven der Expression von CD44v5 auf dem Karzinom-
gewebe des Tumorzentrums grafisch erfasst. Der Unterschied der beiden Kurven ist nicht sig-

nifikant (Log Rank p = 0.909). Die mittlere Zeit bis zum Auftreten eines Rezidivs betrug bei der
hoheren CD44v5-Expression (N = 10) 67 + 22 Monate, bei einer geringeren CD44v5-Expres-

sion (N = 10) 63 + 18 Monate.

Abbildung 28: Kaplan-Meier-Kurven fur die Expression von CD44v5 auf dem Karzinomgewebe (Ca)
des Tumorzentrums
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In Abbildung 29 sind die Kaplan-Meier-Kurven der Expression von CD44v7 auf dem Karzinom-
gewebe des Tumorzentrums grafisch erfasst. Der Unterschied der beiden Kurven ist nicht sig-
nifikant (Log Rank p = 0.343). Die mittlere Zeit bis zum Auftreten eines Rezidivs konnte nicht
berechnet werden.

Abbildung 29: Kaplan-Meier-Kurven fiir die Expression von CD44v7 auf dem Karzinomgewebe (Ca)
des Tumorzentrums
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In Abbildung 30 sind die Kaplan-Meier-Kurven der Expression von CD44v10 auf dem Karzinom-
gewebe des Tumorzentrums grafisch erfasst. Der Unterschied beider Kurven nahert sich der
Signifikanz (Log Rank p = 0.074). Die mittlere Zeit bis zum Auftreten eines Rezidivs betrug bei
der héheren CD44v10-Expression (N = 10) 25 + 9 Monate, bei einer fehlenden oder geringen

Expression von CD44v10 (N = 10) 92 £ 22 Monate.

Abbildung 30: Kaplan-Meier-Kurven fir die Expression von CD44v10 auf dem Karzinomgewebe (Ca)
des Tumorzentrums
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Insgesamt ergab die Auswertung der Kaplan-Meier-Kurven (Abbildungen 27-30), dass nur die
Kurven der Expression von CD44v10 im Karzinomzentrum eine prognostische Aussage zulas-
sen: bei Patienten mit einer fehlenden oder geringen CD44v10-Expression (bei insgesamt nied-

rigen CD44v10-Scorewerten) war die rezidivfreie Zeit nahezu signifikant verlangert.

3.3.1.4.2. Vergleich der CD44-Expression auf dem Karzinomrest im Tumorrandgewebe mit

dem weiteren Krankheitsverlauf in Kaplan-Meier-Kurven

In Tabelle 45 wird erfasst, ob und nach welcher Zeit (in Monaten) nach der Gewebeentnahme

ein Rezidiv bei den Tumorpatienten eingetreten ist. Fur diese statistische Auswertung werden

die IRS-Werte der einzelnen CD44-Spleildvarianten (auf dem Karzinomrest im Tumorrand-

gewebe) bis zum Medianwert auf den Wert 0 und die IRS-Werte = als der Medianwert auf den
Wert 1 reduziert (vg. 2.2.4.).

Tabelle 45: Rezidvfreie Zeit bis zum Eintreten des ersten Krankheitsriickfalls nach Entnahme des

untersuchten Gewebes zum Nachweis der CD44-Expression

Patien- | Krankheitsrickfall | Rezidiv- | CD44v3 CD44v5 CD44v7 CD44v10
ten- (zensierte und un- | freie Zeit | Caim TR Caim TR Caim TR CaimTR
Code zensierte Falle *) | [Monate) | (M = 6), (M =12), M=1) (M =2),
vgl. Tab.12 vgl. Tab.16 vgl. Tab.20 vgl. Tab.24

005 ja (1) 7 -- -- -- -

007 nein (0) 11 0 1 0 0

013 ja (1) 20 - -- -- --

086 ja@) 5 1 1 0 0

128 nein (0) 86 -- -- -- --

148 nein (0) 120 0 0 1 0

158 nein (0) 60 -- -- -- --

175 ja(1) 7 - -- -- --

180 ja@) 7 1 0 1 1

209 ja (1) 20 - -- -- --

271 nein (0) 25 -- -- -- --

382 ja (1) 6 - -- -- --

385 ja (1) 8 - -- -- --

412 nein (0) 55 -- -- -- --

460 ja@) 3 0 0 1 1

461 nein (0) 23 1 1 1 1

466 ja@) 3 1 1 1 1

473 nein (0) 70 -- -- -- --

020 ja(1) 7 - -- -- --

198 nein (0) 150 - -- -- --

Bewertung nach dem Medianwert (M) der immunreaktiven Scorewerte:
IRS bis zum (<) Medianwert =0, IRS = Medianwert = 1, Ca = Karzinom, TR = Tumorrand, -- = TR ohne
Ca, * zensierte Falle (Status): 0 = bis zum Ende der mdglichen Beobachtungszeit trat kein Krankheits-
rickfall ein, unzensierte Falle: 1 = wahrend der Beobachtungszeit trat ein Krankheitsriickfall ein
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Abbildung 31 zeigt die Kaplan-Meier-Kurven der Expression von CD44v3 auf dem Karzinom-

gewebe des Tumorrandes (N = 7 Patienten mit Karzinom im Tumorrand). Der Unterschied der
beiden Kurven ist nicht signifikant (Log Rank p = 0.424). Die mittlere Zeit bis zum Auftreten ei-
nes Rezidivs betrug bei der héheren CD44v3-Expression (N = 4) 10 + 4 Monate, bei einer feh-

lenden oder geringen Expression von CD44v3 (N = 3) 81 + 32 Monate.

Abbildung 31: Kaplan-Meier-Kurven fiir die Expression von CD44v3 auf dem Karzinomrestgewebe
(Ca) im chirurgischen Tumorrand (TR)
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Abbildung 32 zeigt die Kaplan-Meier-Kurven der Expression von CD44v5 auf dem Karzinomge-
webe des Tumorrandes (N = 7 Patienten mit Karzinom im Tumorrand). Die beiden Kaplan-
Meier-Kurven unterscheiden sich nicht signifikant (Log Rank p = 0.798). Die mittlere Zeit bis
zum Auftreten eines Rezidivs war bei der héheren CD44v5-Expression (N =4) mit 14 +5

Monaten kirzer als bei einer geringen Expression von CD44v5 (N = 3) mit 43 = 31 Monaten.
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Abbildung 32: Kaplan-Meier-Kurven fiir die Expression von CD44v5 auf dem Karzinomrestgewebe
(Ca) im chirurgischen Tumorrand (TR)
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Abbildung 33 zeigt die Kaplan-Meier-Kurven der Expression von CD44v7 auf dem Karzinomge-

webe des Tumorrandes (N = 7 Patienten mit Karzinom im Tumorrand). Die beiden Kaplan-

Meier-Kurven unterscheiden sich nicht signifikant (Log Rank p = 0.800). Die mittlere Zeit bis

zum Auftreten eines Rezidivs war bei der héheren CD44v7-Expression (N = 5) mit 51 + 25

Monaten deutlich langer als bei einer geringen Expression von CD44v7 (N =2) mit 8 + 2

Monaten.

Abbildung 33: Kaplan-Meier-Kurven flr die Expression von CD44v7 auf dem Karzinomrestgewebe
(Ca) im chirurgischen Tumorrand (TR)
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Abbildung 34 zeigt die Kaplan-Meier-Kurven der Expression von CD44v10 auf dem Karzinom-
gewebe des Tumorrandes (N = 7 Patienten mit Karzinom im Tumorrand). Die beiden Kaplan-
Meier-Kurven sind nicht signifikant verschieden (Log Rank p = 0.313). Die mittlere Zeit bis zum
Auftreten eines Rezidivs war bei der hoheren CD44v10-Expression (N = 4) mit 9 + 4 Monaten

deutlich kirzer als bei einer geringen Expression von CD44v10 (N = 3) mit 82 + 31 Monaten.

Abbildung 34: Kaplan-Meier-Kurven fiir die Expression von CD44v10 auf dem Karzinomrestgewebe
(Ca) im chirurgischen Tumorrand (TR)
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Die Kaplan-Meier-Kurven (Abbildungen 31 - 34) zeigen, dass bei Patienten mit héheren immun-
reaktiven Scorewerten von CD44v3, CD44v5 und CD44v10 im Karzinomrest des Tumorrandes
die rezidivfreie Zeit reduziert war. Dies war bei den Kaplan-Meier-Kurven der Expression von
CD44v7 umgekehrt.

3.3.2. Unterschiede zwischen der Expression der einzelnen CD44-SpleiR-
varianten auf den Geweben der Kontrollpatienten
Tabelle 46 fiihrt auf, in welchen Tabellen und Abbildungen die immunhistochemischen Daten

der Gewebe der Kontrollpatienten zusammengestellt sind.
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Tabelle 46: Ubersicht iber die Dokumentation der Ergebnisse von den Geweben der Kontrollpatienten

SpleilRvariante

Epithel der
Kontrollgewebe

CD44v3 Tab 14, Abb 11
CD44v5 Tab 18, Abb 16
CD44v7 Tab 22, Abb 21
CD44v10 Tab 26, Abb 26

3.3.2.1. Mittlere immunreaktive Expressionswerte der CD44-SpleiBvarianten auf

den Kontrollgeweben

Die Tabellen 47 und 48 fassen die Ergebnisse der Anfarbung der Kontrollgewebe mit den

Antikdrpern CD44v3, -v5, -v7 und -v10 zusammen (markante Werte fett gedruckt).

Tabelle 47: Vergleich der Expression der immunreaktiven Scorewerte von CD44v3, -v5, -v7 und -v10
auf den Kontrollgeweben

CD44v3 CD44v5 CD44v7 CD44v10
Anzahl pos. | IRS |Anzahlpos. | IRS |[Anzahlpos. | IRS |Anzahlpos. | IRS
Schnitte / Schnitte / Schnitte / Schnitte /
Schnitte (MW) | Schnitte (MW) | Schnitte (MW) | Schnitte (MW)
insgesamt (M) insgesamt (M) insgesamt (M) Insgesamt (M)
PE 18/18 5 18/18 9,22 |16/18 2,61 17 /18 2,33
(Kryostat) 4 10,5 |(89%) 1 (94%) 2
BGW 0/20 0/20 - 0/20 - 0/20
(Kryostat)
Driisen 4/4 -—- 4/4 - 0/4 - 0/4 -
(Kryostat)
Muskel 0/3 - 0/3 - 0/3 - 0/3
(Kryostat)
Nerven 0/8 0/10 - 0/9 - 6/9
(Kryostat) (66%)
Gefalte 0/10 0/10 - 0/10 - 0/10
(Kryostat)

PE = Plattenepithel, BGW = Bindegewebe, Driisen = Driisengewebe, Muskel = Muskulatur, Gefale =
Gefalendothelien, Kryostat = Kryostatschnitte, IRS = immunreaktiver Scorewert, MW = Mittelwert,
M = Medianwert, --- = kein IRS-Wert berechnet

Tabelle 48: Vergleich der Expression der PP-Werte von CD44v3, -v5, -v7 und -v10 auf den Kontroll-
eweben (markante Werte fett gedruckt)

CD44v3 CD44v5 CD44v7 CD44v10
Anzahl pos. PP Anzahl pos. PP Anzahl pos. PP Anzahl pos. PP
Schnitte / Schnitte / Schnitte / Schnitte /
Schnitte (MW) | Schnitte (MW) | Schnitte (MW) | Schnitte (MW)
insgesamt (M) insgesamt (M) insgesamt (M) Insgesamt (M)
PE 18/18 222 |18/18 3,17 |16/18 1,5 17 /18 1,89
(Kryostat) 2 3,5 (89%) 1 (94%) 2
BGW 0/20 0/20 - 0/20 - 0/20
(Kryostat)
Driusen 4/4 - 4/4 - 0/4 --- 0/4 -
(Kryostat)
Muskel 0/3 - 0/3 - 0/3 - 0/3
(Kryostat)
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Fortsetzung von Tabelle 48

CD44v3 CD44v5 CD44v7 CD44v10
Anzahl pos. PP Anzahl pos. PP Anzahl pos. PP Anzahl pos. PP
Schnitte / Schnitte / Schnitte / Schnitte /
Schnitte (MW) | Schnitte (MW) | Schnitte (MW) | Schnitte (MW)
insgesamt (M) insgesamt (M) insgesamt (M) Insgesamt (M)
Nerven 0/8 0/10 - 0/9 - 6/9
(Kryostat) (66%)
Gefale 0/10 0/10 --- 0/10 --- 0/10
(Kryostat)

PE = Plattenepithel, BGW = Bindegewebe, Driisen = Drisengewebe, Muskel = Muskulatur, Gefalie =
Gefallendothelien, Kryostat = Kryostatschnitte, PP = prozentualer Anteil der Antikérper-positiven Zellen,
MW = Mittelwert, M = Medianwert, --- = kein IRS-Wert berechnet

3.3.2.2. Statistischer Vergleich der PP- und der immunreaktiven Scorewerte von
CD44v3, -v5, -v7 und -v10 auf den Kontrollgeweben (auf Kryostatschnitten)
Tabelle 49 fasst die Ergebnisse des statistischen Vergleichs der immunreaktiven Scorewerte

von CD44v3, -v5, -v7 und -v10 auf den Plattenepithelien der Kontrollgewebe zusammen.

Tabelle 49: Vergleich der IRS-Werte der einzelnen Antikérper CD44v3, -v5, -v7 und -v10 auf
den Plattenepithelien der Kontrollgewebe (nur Kryostatschnitte): Wilcoxon-Test

Vergleich der
IRS-Werte von N auf dem p=
CD44v3 mit 18 Plattenepithel 0,000
CD44v5 18
CD44v3 mit 18 Plattenepithel 0,004
CD44v7 18
CD44v3 mit 18 Plattenepithel 0,016
CD44v10 18
CD44v5 mit 18 Plattenepithel 0,000
CD44v7 18
CD44v5 mit 18 Plattenepithel 0,000
CD44v10 18
CD44v7 mit 18 Plattenepithel 0,778
CD44v10 18
N = Anzahl

Die IRS-Werte von CD44v5 auf den Plattenepithelien der Kontrollgewebe sind signifikant gréRer
als die Werte von CD44v3, -v7 und -v10. Die Scorewerte von CD44v3 sind signifikant grolRer
als die Werte von CD44v7 und -v10. Zwischen CD44v7 und -v10 gibt es keinen signifikanten

Unterschied.

Tabelle 50 fasst die Ergebnisse des statistischen Vergleichs der PP-Werte der Antikérper

CD44v3, -v5, -v7 und -v10 auf dem normalen Plattenepithel der Kontrollgewebe zusammen.
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Tabelle 50: Vergleich der PP-Werte der einzelnen Antikbrper CD44v3, -v5, -v7 und -v10 auf
dem normalen Plattenepithel der Kontroligewebe: Wilcoxon-Test

Vergleich der
PP-Werte von N auf dem p=
CD44v3 mit 18 Plattenepithel 0,001
CD44v5 18
CD44v3 mit 18 Plattenepithel 0,012
CD44v7 18
CD44v3 mit 18 Plattenepithel 0,281
CD44v10 18
CD44v5 mit 18 Plattenepithel 0,000
CD44v7 18
CD44v5 mit 18 Plattenepithel 0,004
CD44v10 18
CD44v7 mit 18 Plattenepithel 0,117
CD44v10 18

PP = prozentualer Anteil der Antikérper-positiven Zellen, N = Anzahl
Die PP-Werte von CD44v5 auf den Plattenepithelien der Kontrollgewebe sind ebenfalls
signifikant groRer als die Werte von CD44v3, -v7 und -v10. Die Scorewerte von CD44v3 sind
signifikant gréRer als die Werte von CD44v7 aber nicht als die Werte von CD44v10. Zwischen

CD44v10 und -v7 gibt es ebenfalls keinen signifikanten Unterschied.

3.3.3. Statistischer Vergleich der Expression der einzelnen CD44-SpleiR-
varianten zwischen den Tumor- und den Kontroligeweben

3.3.3.1. Statistischer Vergleich der PP- und immunreaktiven Scorewerte von CD44v3, -v5,
-v7 und -v10 auf den Geweben der Tumorpatienten mit den PP- und immunreakti-
ven Scorewerten von CD44v3, -v5, -v7 und -v10 auf den Kontrollgeweben (auf
Kryostatschnitten)

Tabelle 51 fasst die Ergebnisse des statistischen Vergleichs der IRS-Werte von CD44v3, -v5,

-v7 und -v10 auf Plattenepithelkarzinomen und normalen Epithelien unterschiedlicher Lokalisa-

tion mit den Plattenepithelien der Kontrollgewebe zusammen.

Tabelle 51: Vergleich der immunreaktiven Scorewerte der Antikdrper CD44v3, -v5, -v7 und -v10 auf
den Plattenepithelkarzinomen und normalen Plattenepithelien im Tumorzentrum, Tumor-
rand und tumorfernen Bereich mit den Plattenepithelien der Kontrollgewebe (markanter
Wert unterstrichen)

U-Test CD44v3 | CD44v5 | CD44v7 | CD4410

Vergleich der IRS-Werte von N p= p= p= p=
CaimTZ mit 18 |0,987 0,905 |0,475 |0,331
PE der Gewebe der Kontrollpatienten 18
PE imTZ mit 2 10,109 0,183 |0,145 |0,069
PE der Gewebe der Kontrollpatienten 18
CaimTR mit 7 {1,000 0,427 |0,122 0,801
PE der Gewebe der Kontrollpatienten 18
PEIimTR mit 9 |0,938 0,782 0,957 0,557
PE der Gewebe der Kontrollpatienten 18
PEimTf  mit 12 |0,764 0,595 |0,805 |0,754
PE der Gewebe der Kontrollpatienten 18
Ca = Plattenepithelkarzinom, PE = Plattenepithel, TZ = Tumorzentrum, TR = Tumorrand, Tf = tumorfernes Gewebe,

N = Anzahl

104



Signifikante Unterschiede zwischen den immunreaktiven Scorewerten der Antikbrper CD44v3,
-v5, -v7 und -v10 auf den Plattenepithelkarzinomen und normalen Plattenepithelien der Gewebe
der Tumorpatienten und den Plattenepithelien der Kontrollgewebe konnten nicht nachgewiesen
werden. Allerdings waren die immunreaktiven Scorewerte von CD44v10 auf dem normalen Plat-
tenepithel des Tumorzentrums merklich kleiner als auf dem Plattenepithel der Kontroligewebe
(p = 0,069).

Tabelle 52 fasst die Ergebnisse des statistischen Vergleichs der PP-Werte von CD44v3, -v5,
-v7 und -v10 auf Plattenepithelkarzinomen und normalem Epithel im Tumorzentrum, Tumor-

rand und tumorfernen Bereich mit dem Plattenepithel der Kontrollgewebe zusammen.

Tabelle 52: Vergleich der PP-Werte der Antikdrper CD44v3, -v5, -v7 und -v10 auf den Plattenepithel-
karzinomen und normalen Plattenepithelien im Tumorzentrum, Tumorrand und tumorfer-
nen Bereich mit den Plattenepithelien der Kontrollgewebe (markanter Wert unterstrichen

U-Test CD44v3 | CD44v5 | CD44v7 | CD44v10

Vergleich der PP-Werte von N p= p= p= p=
CaimTZ mit 18 0,658 |0,891 0,700 |0,368
PE der Gewebe der Kontrollpatienten 18
PE imTZ mit 2 0,113 0,760 |0,154 |0,065
PE der Gewebe der Kontrollpatienten 18
CaimTR mit 7 0,777 0,427 0,139 |0,678
PE der Gewebe der Kontrollpatienten 18
PEIimTR mit 9 0,979 0,655 |0,867 |0,210
PE der Gewebe der Kontrollpatienten 18
PEimTf  mit 12 0,947 0,256 |0,632 |0,359
PE der Gewebe der Kontrollpatienten 18

Ca = Plattenepithelkarzinom, PE = Plattenepithel, TZ = Tumorzentrum, TR = Tumorrand, Tf = tumor-
fernes Gewebe, PP = prozentualer Anteil der Antikérper-positiven Zellen, N = Anzahl,

Signifikante Unterschiede zwischen den PP-Werten der Antikérper CD44v3, -v5, -v7 und -v10
auf den Plattenepithelkarzinomen und normalen Plattenepithelien der Gewebe der Tumorpa-
tienten und den Plattenepithelien der Kontrollgewebe konnten nicht nachgewiesen werden.
Allerdings waren die PP-Werte (wie bereits die immunreaktiven Scorewerte) von CD44v10 auf
dem normalen Plattenepithel des Tumorzentrums deutlich kleiner als auf dem Plattenepithel der
Kontrollgewebe (p = 0,065).
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4. Diskussion

Fabricius et al [45 bis 47] hatten in unserer Klinik umfangreiche Untersuchungen Uber die Ex-
pressionsmuster und die Bedeutung der Spleilvariante CD44v6 auf primaren Plattenepithelkar-
zinomen des Kopf-Hals-Bereiches, in deren regionalen Lymphknotenmetastasen und in nicht-
metastatischen tumornahen Lymphknoten dieser Patienten durchgefuhrt. Dabei fanden Fabri-
cius et al bei ihrer immunhistochemischen Untersuchung von 60 Patienten eine signifikante
Minderexpression von CD44v6 auf G3-Tumoren gegenliber der Expression auf G1-Tumoren
[47]. An einem weiteren Patientenklientel von 20 Patienten konnte ein signifikant héherer im-
munreaktiver Scorewert der Expression von CD44v6 in den karzinombefallenen Lymphknoten
als im Primartumor (Grading 2 und 3; Grading 1 nicht untersucht) nachgewiesen werden [46].
Weitere Untersuchungen zeigten in 205 von 370 histopathologisch als tumorfrei geltenden
Lymphknoten (von 41 Tumorpatienten) CD44v6-positive Zellen. Diese wurden als Ausdruck
einer Aktivierung des Immunsystems interpretiert, da die Patienten mit den CD44v6-positiven

Zellen weniger und spatere Rezidive hatten. Die Ergebnisse waren nicht signifikant [45].

In Anlehnung und Fortfihrung dieser Studie wurde in der vorliegenden Arbeit die Expression
von CD44v3, CD44v5, CD44v7 und CD44v10 auf den gleichen Plattenepithelkarzinomen sowie
den Geweben des chirurgischen Tumorrandes und des tumorfernen Gewebes im Kopf-Hals-
Bereich (Tabellen 3 und 9) immunhistochemisch untersucht und mit der Expression der glei-
chen CD44-SpleilRvarianten auf Normalgeweben aus den entsprechenden Bereichen (Tabellen
4 und 10) verglichen. In dieser Arbeit sollte untersucht werden, auf welchen Geweben die ein-
zelnen CD44-Spleilvarianten exprimiert werden, ob es Unterschiede der Expression der un-
tersuchten Spleivarianten im Karzinom des Tumorzentrums oder Tumorrandes, im Epithel des
Tumorzentrums, Tumorrandes oder tumorfernen Bereiches bzw. in den Kontrollgeweben gibt

und welche Bedeutung der Nachweis der hier untersuchten CD44-Spleillvarianten hat.

4.1. Patientendaten und Risikofaktoren fur Plattenepithelkarzinome im
Kopf-Hals-Bereich und Vergleich mit den entsprechenden Daten

der Kontrollpatienten

In der vorliegenden Arbeit untersuchten wir die Gewebe von 15 Mannern und 5 Frauen mit Kar-
zinomen (Tabelle 9 und Abbildung 5) und zur Kontrolle Gewebe von 9 mannlichen und 11 weib-
lichen Patienten (Tabelle 10 und Abbildung 6). Die Altersverteilung und die geschlechtsspezifi-

sche Zusammensetzung der Tumorgruppe korreliert gut mit den Ergebnissen der epidemiologi-

schen Krebsregister in Deutschland, wonach Manner durchschnittlich im Alter von 61 bzw.

106



Frauen im Alter von 69 Jahren an Tumoren im Kopf-Hals-Bereich erkranken, Manner dabei
dreimal haufiger als Frauen [106].

Die Tumorgruppe und die Kontrollgruppe konnten beziglich Alter und Geschlecht nicht abge-
glichen werden. Die Zusammensetzung der Kontrollgruppe erfolgte in Abhangigkeit der indivi-
duell erforderlichen Operationsnotwendigkeit. Von dem bei diesen diagnostischen und / oder
therapeutischen Eingriffen entnommenen Gewebe konnte, mit Einverstandnis der Patienten,

ein kleines Stlickchen fir unsere Untersuchungen bereitgestellt werden.

Die allgemein anerkannten Risikofaktoren fur Plattenepithelkarzinome, den Alkohol- und Tabak-
konsum [22], ermittelten wir im Zuge der Auswertung von Krankenakten der beiden Patienten-
gruppen und bewerteten diese nach den Kriterien von Arndt et al [5]. Von den Krebspatienten
rauchten und tranken 15% nicht. 70% rauchten Tabak und 60% tranken regelmaRig Alkohol.
86% der Raucher konsumierten jeweils 20 Zigaretten oder mehr pro Tag und 70% der Alkohol-

konsumenten nahmen taglich mehr als 70 g Alkohol zu sich (Tabelle 9).

Nur von 9 der 20 Kontrollpatienten waren die Rauch- und Trinkgewohnheiten bekannt. Von die-
sen 9 Patienten trank keiner regelmalfiig Alkohol und 6 Patienten (66%) rauchten nicht. Die 3
rauchenden Patienten konsumierten jeweils etwa 20 Zigaretten taglich (Tabelle 10). Die Unter-
schiede zwischen der Tumor- und der Kontrollgruppe lassen sich aufgrund unzureichender Da-
ten statistisch nicht berechnen, aber ein geringerer regelmaRiger Alkoholkonsum ist fir die Kon-
trollgruppe gesichert. Wenn alle Patienten der Kontrollgruppe, deren Daten nicht bekannt sind,
rauchen wirden, bestiinde die Kontrollgruppe ebenfalls aus 70% Rauchern wie die Patienten

der Tumorgruppe.

Andre et al [4] hatten in ihren Untersuchungen der Risikofaktoren von 299 Patienten mit einem
Kopf-Hals-Tumor in Ubereinstimmung mit unseren Patienten @hnliche Daten der Trink- und
Rauchgewohnheiten ermittelt. Die Autoren konnten bei Rauchern, die mehr als 20 Zigaretten
pro Tag rauchen, ein 13-mal héheres Krebsrisiko als bei Nichtrauchern feststellen sowie bei
Trinkern von mehr als 1,5 Litern Alkohol pro Tag ein 34-mal héheres Risiko als bei Nichttrin-
kern. Von den Tumorpatienten in dieser Arbeit rauchten 5 von den 14 Rauchern (35%) etwa 20
Zigaretten und 7 (50%) sogar mehr als eine Schachtel Zigaretten taglich. Ebenfalls passend ist
die Tatsache, dass 9 (70%) von den 12 Alkohol trinkenden Tumorpatienten taglich mehr als 70g

Alkohol zu sich nahmen (Tabelle 9).
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4.2. Bedeutung des Adhasionsmolekuls CD44 in der Progression und

Metastasierung von Kopf-Hals-Tumoren

Die Tumorzellen unterscheiden sich oft erheblich in der Art und Auspragung ihrer Adhasions-
molekile (Punkt 1.3. und Abbildungen 1 bis 3) von ihren nicht transformierten Vorlauferzellen.
Diese Anderungen werden von diversen Autoren fir die Progression, Invasion und Metastasie-
rung unterschiedlicher Tumoren verantwortlich gemacht [72 bis 75, 88, 116, 118, 129 bis 131,
138, 184, 209].

Zahlreiche Autoren hatten seit 1995 in umfangreichen Studien die Expression von CD44 und
von CD44-Spleildvarianten auf Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich mit sehr gegen-
satzlichen Ergebnissen untersucht. Im Vordergrund vieler Untersuchungen stand eine Down-
regulierung der Expression von CD44 und der CD44-Spleilvarianten CD44v2 bis CD44v10 bei
einer Tumorprogression, bei einer Entdifferenzierung oder bei einer Metastasierung der Kopf-
Hals-Tumoren. Dagegen wiesen Piffko et al [141, 142] keinen Zusammenhang zwischen der
Tumorprogression und den Scores von CD44v4, CD44v5, CD44v6 und CD44v9 nach. Dies Er-
gebnis stimmt mit den Untersuchungen von Heider et al [79] Uberein. In unterschiedlich differen-
zierten Tumoren stellten sie keine veranderten CD44v6-Scores fest. Auch Stoll [178] konnte
keine unterschiedliche CD44v7-Expression bei unterschiedlich differenzierten Tumoren nach-
weisen. Dagegen war in den Untersuchungen von Fonseca et al [51] bei abnehmender Diffe-
renzierung des Tumors die Expression von CD44v3, CD44v4, CD44v5 und CD44v6 erhoht und

Stoll [178] fand eine zunehmende CD44v9-Expression bei abnehmender Tumordifferenzierung.

In bisher publizierten Studien wurde die Expression der CD44-Spleillvarianten neben dem Tu-
morzentrumgewebe nur im unmittelbaren Tumorrandgebiet und bisher in keiner Studie in einem
vom Tumorzentrum entfernteren Gewebe desselben Patienten untersucht. Fir die vorliegende
Arbeit standen zum Nachweis der SpleilRvarianten CD44v3, CD44v5, CD44v7 und CD44v10
neben dem Tumorzentrum der chirurgische Tumorrand und ein ca. 1 1/2 bis 3 cm vom Tumor-
rand entferntes Gewebe desselben Patienten zur Verfliigung. 7 der 20 chirurgischen Tumor-
randgewebe enthielten noch Karzinomreste. Eine geringere und eine héhere Expression der 4
untersuchten Spleillvarianten auf den 20 Karzinomen des Tumorzentrums sowie auf den Karzi-
nomresten im Tumorrand wurde in Kaplan-Meier-Kurven (vgl. Punkt 2.2.4.) hinsichtlich einer
prognostischen Aussage untersucht: Punkt 3.3.1.4., Abbildungen 27 bis 30 (Karzinom im Tu-

morzentrum) sowie Abbildungen 31 bis 34 (Karzinomreste im Tumorrand).
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Tabelle 53 zeigt eine Zusammenstellung der Studien, in denen bisher das Standardmolekill

CD44s und die einzelnen CD44-SpleilRvarianten auf Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Be-

reich und ihre Beziehung zum Grading, zur Metastasierung und / oder zur Tumorprogression

untersucht wurden.

Tabelle 53: Expression von CD44s (CD44-Standard) und der CD44-Spleivarianten auf Geweben von
HNSCC-Tumoren, insbesondere ihre Bedeutung fiir die Tumorprogression oder Metastasierung1

Arbeiten ( N = Gewebe von N Patienten)

CD44s vorwiegend abnehmende annahernd gleich bleibende Vorwiegend zuneh-
und CD44- | CD44-Expression bei zuneh- CD44-Expression oder wech- mende CD44-Expres-
Spleif3- mender Tumorprogression selnde Expression (J oder 1) sion bei zunehmender
varianten bei Tumorprogression Tumorprogression
CD44s Herold-Mende et al (N = 55) [80] Hyckel et al (N = 25) [84]
Spafford et al (N =70) [171] Hesse (N = 25) [81]
Seelentag et al (N = 37) [163] Hudson et al (N = 13) [83]
Masuda et al (N = 38) [120] Kuo et al (N =62) [108]
Carinci etal (N = 25)[31] Piffko et al (N = 100) [141]
Bankfalvi et al (N = 93) [8]
Gonzalez-Moles et al (N = 56) [64]
Kosunen et al (N = 138) [102, 103]
CD44v2 Kanke et al (N = 89) [94] Bloor et al (N = 24); RT-PCR [17]
CD44v3 Seelentag et al (N = 37) [163] Hyckel et al (N = 25) [84] Wang et al (N = 9) [194]
Répassy et al (N = 12) [149] Hesse (N = 25) [81]
Bankfalvi et al (N = 93) [8] Hudson et al (N = 13) [83]
Fonseca et al (N = 56) [51]
Bloor et al (N = 24); RT-PCR [17]
Reategui et al (N = 19) [145]
CD44v4 Oliveira etal (N =11) [136] Seelentag et al (N = 37) [163] Fonseca et al (N = 56)
Stoll (N =107) [178] Hudson et al (N = 13) [83] [51]
Bankfalvi et al (N = 93) [8] Piffko et al (N = 100) [141]
CD44v5 Herold-Mende et al (N = 55) [80] Piffko et al (N = 100) [142] Fonseca et al (N = 56)
Hudson et al (N = 13) [83] Kuo et al (N = 62) [108] [51]
Oliveira et al (N = 11) [136] Piffko et al (N = 100) [141]
Stoll (N = 107) [178] Seelentag et al (N = 37) [163]
Ostwald et al (N = 54)
Bankfalvi et al (N = 93) [8]
Bloor et al (N = 24); RT-PCR [17]
CD44v6 Hyckel et al (N = 25) [84] Piffko et al (N = 100) [142] Fonseca et al (N = 56)

Hesse (N = 25) [81]

Spafford et al (N =70) [171]
Herold-Mende et al (N = 55) [80]
Fabricius et al (N = 60) [47]
Bahar et al (N = 38) [7]
Kunishi et al (N = 25) [107]
Répassy et al (N = 12) [149]
Kanke et al (N = 89) [93]

Stoll (N =107) [178]

Giler et al (N =93) [71]
Garcia-Montesinos-Perea et al
(N =79)[58]

Heider et al (N =49) [79]
Seelentag et al (N = 37) [163]
Hudson et al (N = 13) [83]
Ostwald et al (N = 54) [138]
Kuo et al (N =62) [108]
Piffko et al (N = 100) [141]
van Hal et al (N =277) [189]
Bankfalvi et al (N = 93) [8]
Xu et al (N =151) [203]

[51]

109




Fortsetzung von Tabelle 53

Arbeiten ( N = Gewebe von N Patienten)

CD44s vorwiegend abnehmende annahernd gleich bleibende Vorwiegend zuneh-
und CD44- | CD44-Expression bei zuneh- CD44-Expression oder wech- mende CD44-Expres-
Spleil- mender Tumorprogression selnde Expression (U oder f) sion bei zunehmender
varianten bei Tumorprogression Tumorprogression

CD44v7 Herold-Mende et al (N = 55) [80] Piffko et al (N = 100) [141]
Kunishi et al (N = 62) [107]
Kuo et al (N = 62) [108]
Stoll et al (N =91) [177]
Stoll (N =107) [178]
Bankfalvi et al (N = 93) [8]

CD44v8 Herold-Mende et al (N = 55) [80]
Hudson et al (N = 13) [83]
Kuo et al (N =62) [108]

CD44v9 Stoll et al (N =91) [177] Seelentag et al (N = 37) [163] Ue et al (N = 40) [187]
Sato et al (N = 120) [158] Piffko et al (N = 100) [141]
Stoll (N =107) [178]

Bankfalvi et al (N = 93) [8]

CD44v10 Herold-Mende et al (N = 55) [80]

1) Die Zeilen der in dieser Arbeit untersuchten SpleilRvarianten wurden markiert.

4.3. Bewertung der immunreaktiven Scorewerte (IRS, vgl. Tabelle 8)
der vier untersuchten SpleiBvarianten von CD44:
CD44v3, CD44v5, CD44v7 und CD44v10

Der immunhistochemische Nachweis der CD44-Expression in dieser Arbeit erfolgte, wie in den
zwei parallel hierzu experimentell durchgeflihrten Promotionsarbeiten von Bartel [10] und Leh-
mann [112], an den gleichen Schnitten mittels einer APAAP-Reaktion [38, vgl. Abbildung 4].
Durch die Verwendung monoklonaler Antikdrper (Tabelle 5) wird bei dieser Methode eine hohe
Empfindlichkeit erzielt. In der vorliegenden Studie sollte untersucht werden, welche Bedeutung
die vier untersuchten CD44-SpleiRvarianten haben, ob es zwischen den untersuchten Spleil3-
varianten Unterschiede der Expression gibt und ob sich die Expressionsmuster und Héhe der
Scorewerte der CD44-Spleildvarianten in den Bereichen Karzinom des Tumorzentrums oder
Karzinomanteile im Resektionsrand, im Epithel des Tumorzentrums, im Epithel des Tumorran-
des oder im Epithel des tumorfernen Bereiches bzw. in den Kontrollgeweben unterscheiden.
Fir diesen Vergleich war der Einsatz eines semiquantitativen Verfahrens zur Ermittlung der Ex-
pressions-Scores notwendig. Es wurden nach Remmele et al [147, 148] immunreaktive Score-
werte (IRS) aus der Multiplikation der Farbeintensitat (S1) und dem prozentualen Anteil der an-
gefarbten Zellen (PP) auf den Karzinom- und Epithelgeweben einschlieRlich der Epithelien der
Kontrollgewebe ermittelt: Punkt 2.2.3 und Tabelle 8. Dadurch ist ein statistischer Vergleich zwi-
schen der Expression der einzelnen CD44-SpleilRvarianten moéglich. Bartel [10] hatte die glei-
chen Gewebe wie in dieser Arbeit zur Beurteilung von a,-Makroglobulin-Rezeptoren und Leh-

mann [112] zur Bewertung von mdm-2, bcl-2 und p53 eingesetzt. Anhand der Untersuchungen

110




in der vorliegenden Arbeit konnten wir in Ubereinstimmung mit Bartel [10] feststellen, dass die
Ermittlung von immunreaktiven Scorewerten aus der Farbeintensitat und dem prozentualen
Anteil positiver Zellen die Ergebnisse deutlicher macht, Dagegen stellte Lehmann [112] in ihrer
Arbeit fest, dass nach ihren Untersuchungen die Erfassung der prozentualen Anteile positiver

Zellen aussagekraftiger ist.

Diese Bewertung gestattete uns statistische Vergleiche zwischen den Expressionen der ver-
schiedenen CD44-Spleilvarianten. Ein Vergleich der ermittelten prozentualen Anteile positiver
Zellen (PP) mit den errechneten immunreaktiven Scores (IRS, vgl. Tabelle 8) ergab in Uberein-
stimmung mit Bartel [10], die a,-Makroglobulin-Rezeptoren auf den gleichen Geweben unter-
suchte, dass der Aussage der immunreaktiven Scorewerte etwas mehr Gewicht als die Ermitt-
lung der PP-Werte zukommt (Tabelle 41 versus Tabelle 42). Im Gegensatz dazu kam Lehmann
[112] in ihrer Arbeit beim immunhistochemischen Vergleich von mdm-2, bcl-2 und p53 in den

gleichen Geweben zum Ergebnis, dass die Erfassung von PP aussagekraftiger ist.

Die Expression der Spleil3varianten CD44v3, CD44v5 und CD44v7 wiesen wir sowohl bei
Krebszellen als auch bei Normalzellen auf der Zellmembran nach (Abbildungen 7, 12 und 17).
Dagegen war CD44v10 (Abbildung 22) intrazellular lokalisiert. Die mikroskopischen Bilder der
vier untersuchten Spleillvarianten zeigen, dass alle vier Varianten, wenn auch in unterschied-
licher Haufigkeit und Intensitat exprimiert waren: CD44v3: Grafiken in den Abbildungen 8 bis 10;
CD44v5: Grafiken in den Abbildungen 13 bis 15; CD44v7: Grafiken in den Abbildungen 18 bis
20; CD44v10: Grafiken in den Abbildungen 23 bis 25. Die keratinisierte Mundschleimhaut und
Hornperlen waren negativ. Piffko et al [142], Hesse [81], Ostwald et al [138], Kuo et al [108] und
Oliveira et al [136] zeigten in ihren immunhistochemischen Bildern eine mit unseren Ergebnis-
sen vergleichbare Markierung der Zellmembran. In den Untersuchungen von Herold-Mende [80]
war aber auch CD44v10 auf der Zellmembran lokalisiert. In Ubereinstimmung mit unseren Be-
funden konnten Oliveira et al [136] keinen Unterschied zwischen der Reaktivitdt der CD44-Anti-

korper auf Epithelien bzw. Karzinomen auf Gefrierschnitten und Paraffinschnitten feststellen.

Auf den oberflachlichen Epithelschichten wiesen wir keine Expression der untersuchten Spleif3-
varianten nach. Die nachgewiesene Expression auf den untersuchten Kontroligeweben (keine
mikroskopische Abbildungen) war in ahnlicher Intensitat wie auf den Geweben der Tumorpati-
enten, CD44v10 intrazellular (Abbildung 26) bzw. CD44v3, CD44v5 und CD44v7 auf der Zell-
membran (siehe Abbildungen 11, 16 und 21, jeweils Grafiken) des basalen und suprabasalen
Plattenepithels ausgepragt. Dies stimmt mit den immunhistochemischen Bildern von Herold-
Mende et al [80; bezliglich CD44v5 und CD44v7, aber nicht CD44v10], Hesse [81; CD44v3],
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Kuo et al [108; CD44v5], Oliveira und Odell [135; CD44v3], Ostwald et al [138; CD44v5] und
Piffko et al [142; CD44v5] lberein.

4.4. Diskussion der Expression von CD44v3 auf Kopf-Hals-Tumoren

In den Tumorzentrum- und Tumorrand-Schnitten der Gewebe des Tumorpatienten Code 148
(Tabelle 3) mit einem Tonsillenkarzinom fehlte eine CD44v3-Expression auf lymphozytaren Zel-
len in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Roca et al [151] in Mammakarzinomgeweben
(Tabellen 11 und 12). Dies steht im Widerspruch zu den Untersuchungen von Stauder und Gin-
thert [174], die wenig CD44v3 (neben CD44v6 und CD44v10) auf reaktiven Lymphozyten und

in grofRerer Menge auf aktivierten T-Zell-Klonen nachwiesen. Dieser Befund stimmt mit den Er-
gebnissen von Seiter et al [164] Uberein, die eine geringe CD44v3-Expression auf Blutlympho-
zyten und verstarkt auf infiltrierenden Lymphozyten bei Autoimmunerkrankungen der Haut
nachwiesen. Und auch Wittig et al [201] stellten bei normalen Blutlymphozyten verglichen mit
CD44s eine geringe Expression von CD44v3 fest, die nach Stimulation deutlich erhdht war.
Stimulierte Lymphozyten von Autoimmunkranken zeigten eine deutlich geringe CD44v3-Expres-
sion. Wir konnten dagegen im Stroma des tumorfernen Gewebes des Patienten Code 005 (Ta-
belle 3) CD44v3-positive Lymphozyten im Sinne von Tumor-infiltrierenden Lymphozyten (TIL)
nachweisen: Tabelle 13. Im Bindegewebe, in der Muskulatur und auf den Nerven wiesen wir
keine CD44v3-Expression nach (Tabellen 11 bis 13).

CD44v3-Antikérper wurden in zahlreichen immunhistochemischen Studien von Plattenepithel-
karzinomen des Kopf-Hals-Bereiches mit teilweise widerspriichlichen Ergebnissen eingesetzt
(siehe Tabelle 53).

4.4.1. Nachweis von CD44v3 im Tumorzentrum von Kopf-Hals-Tumoren

Die einzelnen Scorewerte von CD44v3 auf den einzelnen Tumorzentrumgeweben (alle Karzi-
nome, 3 der 4 Praparate mit Plattenepithel und 2 von 4 Drisenepithelien im gleichen Gewebs-
stiickchen) zeigen in dieser Arbeit eine heterogene Expression von CD44v3: Tabellen 11 und
28 sowie in der mikroskopischen Abbildung 7 und in der Grafik Abbildung 8. In einem der 10

Praparate mit Endothelien wiesen wir eine CD44v3-Expression nach.

Die immunreaktiven Scorewerte der CD44v3-Expression auf den Karzinomzellen und dem Plat-
tenepithel im Tumorzentrum unterschieden sich in unseren Untersuchungen nicht signifikant
(Wilcoxon: p =0.180, Tabelle 31). Ebensowenig stellten wir im U-Test einen signifikanten Un-
terschied zwischen der Hohe der CD44v3-Expression in gut differenzierten Karzinomen und

schlechter differenzierten Karzinomen fest: Tabellen 41 und 42. Die Prifung, ob zwischen dem
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Tumorstaging oder dem Tumorgrading der untersuchten Gewebe (vgl. Tabelle 9) und der Hau-
figkeitsverteilung der IRS-Werte (Tabelle 11) ein Zusammenhang besteht, ergab im Exakten
Test nach Fisher (vgl. Punkt 2.2.4.), dass beide Parameter von einander abhangen (Tabelle
43). Unsere Ergebnisse decken sich mit den Untersuchungen von Fonseca et al [51], die in Ge-
weben mit einem Grading 1 bis Grading 3 eine abnehmende CD44v3-Expression nachwiesen.
Und sie stimmen mit Répassy et al [149] sowie Wang et al [194] Uberein, die mit Zunahme der
Tumorprogression eine reduzierte CD44v3-Expression feststellten. Hesse [81] wies nach, dass
mit zunehmender Tumorprogression sowohl die Expression abnahm als auch die Expressions-
muster von CD44v3 diskontinuierlicher wurden. Allerdings konnte Hesse keinen eindeutigen
Unterschied zwischen der CD44v3-Expression im Primartumor und in der Metastase nachwei-
sen. Hyckel et al [84] fanden in ihren immunhistochemischen Untersuchungen eine vom Gra-
ding und der Metastasierung der Tumoren unabhangige CD44v3-Expression. Dies Ergebnis
deckt sich mit dem von Bloor et al [17]. Die Autoren untersuchten CD44v3 in der RT-PCR und
fanden auch mit dieser Nachweismethode keinen Zusammenhang zur Tumorprogression.
Dagegen konnten Bankfalvi et al [8] eine Abnahme der CD44v3-Expression in Lymphknoten-

metastasen versus Primartumoren bzw. in Tumorrezidiven versus Primartumoren feststellen.

Die von uns erstellten Kaplan-Meier-Kurven (vgl. Punkte 2.2.4. und 4.2.) ergaben im Vergleich
zwischen einer niedrigen und einer erhéhten CD44v3-Expression auf dem Karzinom keinen

signifikant Unterschied (Abbildung 27, vgl. Punkt 3.3.1.4. und Tabelle 44). Patienten mit einer
geringeren Expression von CD44v3 im Karzinomzentrum hatten aber eine kirzere rezidivfreie
Zeit (56 + 19 Monate) als Patienten, in deren Gewebe die Expression héher war (74 + 21 Mo-
nate). An einer groéReren Anzahl von Patienten konnten Bankfalvi et al [8] unsere Befunde be-
statigen und bei 93 Patienten sogar einen signifikanten Unterschied (Log Rank p = 0.031) bei-

der Kaplan-Meier-Kurven nachweisen.

4.4.2. Nachweis von CD44v3 im Tumorrand und im tumorfernen Gewebe von
Kopf-Hals-Tumoren
Auf allen 7 Karzinomresten, auf allen 10 Plattenepithelien und auf einem der 3 Drlisenepithelien
des Tumorrandgewebes konnten wir eine CD44v3-Expression nachweisen. Vergleichbar damit
war der Nachweis von CD44v3 auf allen 12 Plattenepithelien und 5 der insgesamt 6 Driisenepi-
thelien im tumorfernen Gewebe. Im Tumorrand war auf 2 von 9 Endothelien und im tumorfernen
Gewebe auf 2 von 10 Endothelien eine CD44v3-Expression vorhanden. Im epithelfreien Tumor-
rand und epithelfreien tumorfernen Gewebe war der CD44v3-Nachweis negativ (Tabellen 12
und 13).
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Die Ergebnisse der CD44v3-Expression auf den Tumorrandgeweben sind in den Tabellen 12
und 29 zusammengestellt, die Ergebnisse der CD44v3-Scores im tumorfernen Gewebe in den
Tabellen 13 und 30. Aus den Haufigkeitsdiagrammen der CD44v3-Scorewerte in den Abbildun-
gen 9 und 10 wird deutlich, dass CD44v3 auf den Karzinomzellen im Tumorrand héher als auf
dem Plattenepithel exprimiert war. Die CD44v3-Expression im Karzinomrest des Tumorrandge-
webes - sowohl der IRS- als auch der PP-Werte (Tabellen 31 und 32) - unterschied sich statis-
tisch nicht von der Expression im Karzinomgewebe des Tumorzentrums (Wilcoxon: p (IRS) =
0.309 bzw. p (PP) = 0.194). Ebenso wenig unterschied sich die Expression von CD44v3 auf
dem Plattenepithel des Tumorrandes von der Expression auf dem Plattenepithel im tumorfernen
Gewebe (Wilcoxon: p (IRS) = 0.317; p (PP) = 0.157). Ein Vergleich der CD44v3-Scorewerte im
Karzinom des Tumorrandgebietes bei Patienten mit einem Staging | / Il gegenliber einem Sta-
ging lll / IV bzw. Grading 2 (G2) gegeniber einem Grading 3 (G3) ergab im U-Test (Tabellen
39 bis 42), dass sich die Expression in keinem Fall signifikant unterscheidet (IRS / Staging: p =
0.414; IRS / Grading: p = 1.000; PP / Staging: p = 0.182; PP / Grading: p = 0.445).

Der Vergleich der Haufigkeitsverteilung des Tumorstagings oder des Tumorgradings der unter-
suchten Gewebe (vgl. Tabelle 9) mit der Haufigkeit hoher CD44v3-IRS-Scores (Tabelle 12) im
Exakten Test nach Fisher (vgl. Punkt 2.2.4.) ergab, dass zwischen dem Staging und den hohen
Scorewerten auf dem Karzinom im Tumorrand (p = 0.429) und den Scorewerten auf dem Plat-
tenepithel im Tumorrand (p = 1.000) ebenso ein Zusammenhang besteht wie zwischen dem
Grading und den gleichen Parametern (p = 1.000 bzw. p = 0.444): Tabelle 43.

Die heterogene CD44v3-Expression unserer Untersuchungen stimmt vor allem mit den Ergeb-
nissen von Reategui et al [145] Gberein. Diese Autoren hatten CD44v3 in der RT-PCR nachge-
wiesen. In 4 Tumorrandgeweben stellten sie reduzierte CD44v3-Spiegel, in 2 Tumorrandgewe-
ben erhdhte CD44v3-Spiegel und in einem Tumorrandgewebe eine gleich bleibende Expressi-
on von CD44v3 im Vergleich zum Tumorgewebe fest. Bankfalvi et al [8] untersuchten immun-
histochemisch neben 93 Karzinomen das unmittelbar angrenzende Tumorrandgewebe.

In Ubereinstimmung mit unseren Befunden stellten die Autoren bei 56% der Gewebe keinen
Unterschied zwischen der Expression von CD44v3 im Tumorrand und Tumorzentrum fest. Bei
18% der Tumorrandgewebe war die CD44v3-Expression reduziert und bei 26% erhéht. Dage-
gen konnten Seelentag et al [163] auf allen 74 unmittelbaren, aber tumorfreien Randgeweben
eine hohe Expression von CD44v3 nachweisen, die sich nicht von der auf normalen Geweben
(n = 5) unterschied.

Bankfalvi und Piffko [9] hatten in einer umfangreichen Studie prognostische und pradiktive Fak-
toren in der invasiven Tumorfront und die Feldkanzerisierung in der unmittelbaren Tumorumge-
bung untersucht. Sie stellten fest, dass neben Proliferationsmarkern, der Angiogenese u.a. auch

die Expression von CD44 eine Bedeutung hat.
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In Abbildung 31 (vgl. Tabelle 45) untersuchten wir in Kaplan-Meier-Kurven, ob die Expression
von CD44v3 auf dem Karzinomrest des Tumorrandgewebes (n = 7 von 20 Patienten) eine
prognostische Aussage gestattet. Der Unterschied der beiden Kurven ist nicht signifikant. Die
mittlere Zeit bis zum Auftreten eines Rezidivs war allerdings bei der hdheren CD44v3-Expressi-
on deutlich kirzer (10 £ 4 Monate) als bei einer geringen Expression von CD44v3 (81 + 32 Mo-
nate). Dies Ergebnis steht im Widerspruch zu unserer Untersuchung des Karzinomzentrums
(Punkt 4.4.1.). Um die prognostische Aussage dieser Untersuchung zu erharten und um den

Widerspruch zu klaren, muss dies an weiteren Patienten Uberpriift werden.

4.4.3. Einschatzung der nachgewiesenen Expression von CD44v3 auf den
Kontrollgeweben im Vergleich zu den Ergebnissen der Tumorgewebe
18 der untersuchten 20 Kontrollgewebe (Tabelle 4) enthielten Plattenepithel, auf welchem wir
CD44v3 nachweisen konnten. 4 der in den Schnitten enthaltenen Drisengewebe wiesen eben-
falls eine CD44v3-Expression auf. Die immunreaktiven CD44v3-Scorewerte auf den Kontrollge-
weben (Tabelle 10) sind in Tabelle 14 und in der Grafik Abbildung 11 zusammengestellt. Fir die
Bewertung konnten 18 der 20 Kontrollgewebe mit einem Plattenepithel verwendet werden. In
den epithelfreien Kontrollgeweben fehlte eine CD44v3-Expression. Auch auf den Kontrollgewe-
ben wiesen wir eine heterogene CD44v3-Expression mit Scorewerten zwischen 1 und 12 nach.
Dies stimmt mit den Befunden von Seelentag et al [163] Uberein, die in der normalen Haut die
gleiche CD44v3-Expression nachwiesen wie auf den Epithelien der Tumorrandgewebe. Auch
Oliveira und Odell [135] verglichen die CD44v3-Expression auf normaler Mukosa (N = 33) mit
der Expression in chirurgischen tumorfreien Resektionsrandern und stellten ebenfalls vergleich-
bare Scorewerte fest. Dagegen wiesen Hudson et al [83] in normaler Mukosa eine hohe Ex-
pression von CD44v3 nach, wahrend nur 5 der untersuchten 13 Karzinome und unabhangig
vom Grading eine deutlich geringere CD44v3-Expression zeigten. Grimme et al [69] stellten in
allen 15 untersuchten Hautproben eine CD44v3-Expression fest, aber auch in allen 13 Haut-
tumoren.
In allen anderen Schnitten der Kontrollgewebe fehlte im Bindegewebe, in der Muskulatur und
auf den Nerven eine CD44v3-Expression: Tabelle 14. Dies weicht von den allerdings geringen

Befunden in den Geweben der Tumorpatienten (Punkte 4.4.1. und 4.4.2.) ab.

4.5. Diskussion der Expression von CD44v5 in Kopf-Hals-Tumoren

Im Bindegewebe der untersuchten Gewebeschnitte wiesen wir nur im tumorfernen Gewebe des
Patienten Code 005 (Tabelle 3) CD44v5-positive lymphozytare Zellen im Sinne Tumor-infiltrie-
render Lymphozyten nach (vgl. 4.4.): Tabelle 17. Auch Piffko et al [142] beobachteten eine

spezifische Immunreaktion von CD44v5 auf mononuklearen Entziindungszellen (Lymphozyten
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und Monozyten) im benachbarten Gewebe ihrer untersuchten Karzinome. Dagegen stellten
Stauder und Gunthert [174] weder auf reaktiven Lymphozyten noch auf aktivierten T-Zell-Klo-
nen eine CD44v5-Expression fest. Dieselben Autoren wiesen dagegen auf Non-Hodgkin-Lym-
phomen eine deutliche Expression nach. In den Untersuchungen von Seiter et al [164] fehlte die
CD44v5-Expression auf infiltrierenden Lymphozyten von autoimmunen und nichtautoimmunen
Hautgeweben. Auf den anderen Gewebeschnitten der Tumorpatienten oder Kontrollpatienten
konnten wir im Bindegewebe keine CD44v5-positive Zellen nachweisen (Tabellen 15 bis 18).

In zahlreichen immunhistochemischen Studien von Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-
Bereiches wurde die CD44v5-Expression mit teilweise widersprichlichen Befunden nachge-

wiesen: Tabelle 53.

4.5.1. Nachweis von CD44v5 im Tumorzentrum von Kopf-Hals-Tumoren

Auf den Gewebeschnitten des Tumorzentrums war CD44v5 in unseren Untersuchungen auf al-
len 20 Karzinomen und auf allen drei Plattenepithelien im gleichen Gewebe nachweisbar. Stoll
et al [176] wiesen auch auf fast allen Karzinomen CD44v5 nach: 105 von 107 Karzinomen wa-
ren CD44v5-positiv. Ebenso zeigten alle Epithelien in der Nahe des Karzinomgewebes eine Ex-
pression von CD44v5. Dagegen konnten Kuo et al [108] nur auf knapp 78% der Primartumoren
(N = 62) eine CD44v5-Expression nachweisen. Sowohl Kuo et al [108] als auch Stoll et al [176]
setzten den gleichen CD44v5-Antikorper wie wir in unserer Studie ein (Bender Med-Systems,
Osterreich, vgl. Tabelle 5). Kuo et al und Stoll et al fihrten ihre Untersuchungen an Paraffin-
schnitten durch. lhre unterschiedlichen Ergebnisse sind am ehesten auf das unterschiedliche
Grading der Tumoren zurickzuflhren. Kuo et al [108] untersuchten zu 79% G1-, zu 19% G2-
und zu 2% G3-Tumoren, Stoll et al [176] 15% G1-, 71% G2- und 15% G3-Tumoren. In unserer
Studie mit einer Gewebeentnahme aus drei Tumorbereichen stammten die Gewebe meist aus
grofkeren Tumoren. G1-Tumorgewebe stand uns flr unsere Untersuchungen nicht zur Verfi-

gung. Wir untersuchten zu 50% G2- und zu 50% G3-Tumorgewebe (Tabelle 9).

Wir konnten das Oberflachenantigen CD44v5 in allen Schichten des Karzinoms und im Epithel
in allen Schichten vom Stratum basale durch das Stratum suprabasale und Stratum spinosum
hindurch bis zum Stratum corneum nachweisen. Dieses epitheliale CD44v5-Verteilungsmuster

wird auch von Stoll et al [177] und Stoll [178] auf dem Epithel im Tumorzentrum beschrieben.

Die IRS-Werte der CD44v5-Expression in unseren Untersuchungen waren sehr breit verteilt:
Tabellen 15 und 28, mikroskopische Abbildung 12, grafische Abbildung 13. Die weiteren unter-
suchten Gewebearten (Driisen-, Nerven- und Bindegewebe, Gefalkendothelien, Lymphgewebe

und Muskulatur) zeigten keine oder nur vereinzelt eine CD44v5-Expression.

116



Die immunreaktiven Scores und PP-Werte der CD44v5-Expression auf den Karzinomzellen und
auf dem Plattenepithel des Tumorzentrums unterschieden sich nicht signifikant (Tabellen 31
und 32, Wilcoxon: p (IRS) = 0,317, p (PP) = 0,317). Dies deckt sich gut mit den Ergebnissen
von Stoll et al [177], die 99 Plattenepithelkarzinome mit einem Grading von 1 bis 3 untersuchten.
Der Vergleich der CD44v5-positiven Zellen (PP) erbrachte gleiche Ergebnisse flir CD44v5 auf
dem Karzinom und dem Epithel im Tumorzentrum mit einer Einschrankung: In 2 Fallen wurde
bei schlecht differenzierten Tumoren eine reduzierte Anfarbung des Karzinoms gegentber dem
Epithel gefunden (= weniger als 50% der Tumorzellen waren CD44v5-positivim Gegensatz zu
dem dazugehdrenden Epithel). Stoll [178] zeigte, dass bei 93% seiner 96 Tumoren mehr als
75% der Tumorzellen, bei 3% der Tumoren mehr als 50% (aber maximal 75%) und bei 6% der
Tumoren weniger als 50% der Tumorzellen mit Anti-CD44v5 angefarbt waren. Wir stellten bei
50% unserer Tumoren (N = 10) 75% und mehr angefarbte Tumorzellen, bei 30% der Tumoren
mehr als 50% bis maximal 75% angefarbte Tumorzellen und bei 20% der Tumoren weniger als
50% angefarbte Tumorzellen fest. Die Ergebnisse sind vergleichbar. Dennoch scheint bei Stoll
[178] die CD44v5-Expression in den untersuchten Paraffinschnitten tendenziell héher als in un-

serer Studie an Gefrierschnitten zu sein.

In unserer Studie bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den IRS-Werten von CD44v5
auf besser differenziertem Karzinomgewebe (Grading 2, 9 Patienten) und Karzinomgeweben
schlechterer Differenzierung (Grading 3, ebenfalls 9 Patienten): U-Test: p = 0,53, Tabelle 41
(Vergleich der PP-Werte in Tabelle 42). Diese Befunde decken sich insofern mit denen von He-
rold-Mende et al [80], als diese keinen signifikanten Unterschied zwischen dem Expressions-
muster von CD44v5 auf Primartumoren und Lymphknotenmetastasen nachweisen konnten, ob-
wohl die Metastasen haufig weniger gut differenziert waren als die Primartumoren. Die Autoren
stellten bei Patienten mit einem regionalen Lymphknotenbefall nur gelegentlich eine Minderex-
pression von CD44v5 in der Peripherie der Primartumoren fest. Auch Kuo et al [108] stellten
zwischen ihren Untersuchungen an 62 Primartumoren und 20 Metastasen keinen Unterschied
an der Anzahl CD44v5-positiver Zellen (PP) oder der Farbintensitat (SI) fest.

Oliveira et al [136] wiesen dagegen eine signifikante Minderexpression von CD44v4/v5 auf
Primartumoren gegeniber Epithel in Tumornahe oder Tumorferne nach und eine weitere
Minderexpression auf den zugehorigen Metastasen im Vergleich mit den Primartumoren. Das
kann an dem verwendeten anderen Antikdrper gegen CD44v4/v5 liegen (vgl. unser Antikorper:
Tabelle 5). Auch Bankfalvi et al [8] fanden keinen signifikanten Unterschied zwischen der
CD44v5-Expression auf dem Karzinom und den zugehdrigen Lymphknotenmetastasen bzw. sie
stellten eine &hnliche Expression auf Lymphknotenmetastasen und Rezidiven fest. Piffko et al
[142] fanden in ihrer Studie ebenfalls eine gleiche CD44v5-Expression auf den Karzinomen wie

auf den zugehorigen Metastasen.
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Im Exakten Test nach Fisher (vgl. Punkt 2.2.4.) liel3 sich in unseren Befunden sowohl eine Ab-
hangigkeit zwischen der Haufigkeit des Tumorstagings einerseits und dem Tumorgrading ande-
rerseits von der Haufigkeit einer hdheren CD44v5-Expression (immunreaktive Scorewerte ab
dem Medianwert) nachweisen (Tabelle 43). Ein besonders deutlicher Zusammenhang besteht
zwischen der CD44v5-Expression auf dem Plattenepithel im Tumorzentrum und dem Tumorsta-
ging bzw. dem Tumorgrading (p jeweils = 1). Nicht so deutlich ist der Zusammenhang zwischen
der CD44v5-Expression auf dem Karzinom des Tumorzentrums und dem Staging (p = 0.642)
bzw. dem Grading (p = 0.653).

Der Vergleich der CD44v5-Expression auf dem Karzinom im Tumorzentrum mit der weiteren
Krankheitsentwicklung der Patienten in Kaplan-Meier-Kurven (vgl. Punkte 2.2.4. und 4.2.) lies
keine prognostische Aussage zu. Die Kurven unterschieden sich im Log-Rank-Test nicht signi-
fikant: Abbildung 28 (vgl. Tabelle 44 und Punkt 3.3.1.4.). Die mittlere Zeit bis zum Auftreten ei-
nes Rezidivs war bei Patienten mit einer hdheren CD44v5-Expression im Karzinomgewebe mit
67 + 22 Monaten nur unwesentlich langer als bei Patienten mit einer niedrigeren Expression (63
1 18 Monate). Auch Bankfalvi et al [8] konnten aufgrund der geringen Unterschiede im Expres-
sionsmuster von CD44v5 bei den untersuchten Tumoren im Kopf-Hals-Bereich keine prognos-
tische Aussage treffen. Stoll et al [177] fanden in ihren Untersuchungen keine Korrelation zwi-
schen der CD44v5-Expression und dem N- oder T-Status, wiesen aber eine Signifikanz (p =
0,002) der Kaplan-Meier-Kurven nach [176].

4.5.2. Nachweis von CD44v5 im Tumorrand und in den tumorfernen Geweben
von Kopf-Hals-Tumoren

Auf 7 der Tumorrandgewebe konnte die Expression von CD44v5 in Karzinomrestgeweben un-
tersucht werden. Daneben wurde die Expression auf 10 mikroskopisch noch nicht maligne ent-
arteten Plattenepithelien der Tumorrandgewebe und 12 Plattenepithelien der tumorfernen Ge-
webe untersucht: Tabellen 16 und 17, Abbildungen 14 und 15. In den Karzinomresten des Tu-
morrandgewebes liel3 sich CD44v5 immer und ebenso immer auf dem Plattenepithel nachwei-
sen, daruber hinaus nur auf Drusengewebe (auf 4 von 6 Schnitten mit Drisengewebe). Auf den
weiteren Gewebearten wie Bindegewebe, Muskulatur, Nerven und GefaRendothel konnten wir

keine CD44v5-positiven Zellen nachweisen.

Auf dem Plattenepithel des Tumorrandes wie des tumorfernen Bereiches stellten wir das glei-
che Verteilungsmuster von CD44v5 vom Stratum basale durch das Stratum spinosum bis zum
Stratum superficiale fest. Das Expressionmuster entsprach der Verteilung auf dem Epithel im

Tumorzentrum (Punkt 4.5.1.). Unsere Befunde stimmen mit denen von Piffko et al [141] auf

dem Epithel des Tumorrandgewebes Uberein. Piffko et al fanden das gleiche Verteilungsmuster
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bei tumornahen Epitheldysplasien, wahrend Bankfalvi et al [8] dagegen eine erhdhte CD44v5-
Expression auf einer Mehrzahl von Plattenepitheldysplasien (26 von 32) nachwiesen. Kuo et al

[108] konnten ebenfalls auf allen tumornahen Epithelien CD44v5 nachweisen

Die Prifung der CD44v5-Expressionen auf dem Karzinomrest im Tumorrand (allerdings bei nur
7 Patienten) ergab keinen signifikanten Unterschied der Kaplan-Meier-Kurven (Abbildung 32,
vgl. Tabelle 45). Bei einer geringeren Expression von CD44v5 war die rezidivireie Zeit der Pati-
enten deutlich (aber nicht signifikant) langer als bei einer hdheren Expression: 43 + 31 versus

14 + 5 Monate.

4.5.3. Einschatzung der nachgewiesenen Expression von CD44v5 auf den
Kontrollgeweben im Vergleich zu den Ergebnissen der Tumorgewebe
Sowohl Plattenepithelien (18 der untersuchten 20 Kontrollgewebe, Tabelle 4) als auch Driisen-
gewebe (4 der untersuchten 20 Kontrollgewebe) zeigten eine CD44v5-Expression (Tabellen 18,

51 und 52, Abbildung 16). Die immunreaktiven Scorewerte sind breit verteilt. Auch Kuo et al

[108] konnten CD44v5 auf allen Kontrollepithelien nachweisen.

Wir konnten in Ubereinstimmung mit Piffko et al [142] eine CD44v5-Expression durch alle
Schichten des Epithels vom Stratum basale durch das Stratum spinosum bis zum Stratum cor-
neum nachweisen. Die immunreaktiven Scorewerte (oder PP-Werte) auf den Epithelien unse-
rer Kontrollgewebe unterschieden sich nicht signifikant von den immunreaktiven Scorewerten
(oder PP-Werten) der CD44v5-Expression auf den Plattenepithelien des Tumorzentrums, des
Tumorrandes oder des tumorfernen Bereiches (Tabellen 51 und 52). Dies stimmt mit den Un-

tersuchungen von Piffko et al [142] Uberein.

Auf den weiteren Geweben der Kontrollpatienten (Bindegewebe, Nervengewebe, Gefaltendo-
thelien und Muskulatur) wiesen wir keine CD44v5-Expression nach, im Gegensatz zu der ver-
einzelt nachgewiesenen Expression in den Geweben der Tumorpatienten (Punkte 4.5.1. und
45.2.).

4.6. Diskussion der Expression von CD44v7 in Kopf-Hals-Tumoren

Entsprechend den Untersuchungen der anderen SpleiRvarianten suchten wir nach CD44v7-ex-
primierenden Zellen in den gleichen Geweben: Karzinom, Epithelien, Binde- und Nervengewe-
be, Muskulatur, Drisen- und Lymphgewebe, Gefalkendothel und Lymphozyten. Insgesamt wa-
ren die Verteilung und das Farbemuster des in dieser Arbeit eingesetzten Anti-CD44v7-Antikor-

pers (Tabelle 5) nicht sehr homogen und nicht sehr stark ausgepragt. Dies deckt sich mit den
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Ergebnissen von Piffko et al [141], die ebenfalls parallel CD44v5 und -v7 (und andere CD44-
Spleilvarianten) in Tumorgeweben untersuchten. Eine CD44v7-Expression konnten wir mit
dem von uns eingesetzten CD44v7-Antikdrper nur im Karzinom, im Epithelgewebe und in den
Drisengeweben nachweisen. Wir konnten keine Tumor-infiltrierenden CD44v7-positiven lym-
phozytaren Zellen in den Geweben nachweisen. Auch in dem Lymphgewebe des Tumorzen-
trums und des Tumorrandes eines Tonsillenkarzinoms (Tabellen 19 und 20) von Patient Code
148 sowie in den Lymphozyten des tumorfernen Gewebes (Tabelle 21) des Patienten Code 005
(Tabelle 3) fehlte eine CD44v7-Expression.

In Tabelle 53 sind die Untersuchungen von Kopf-Hals-Tumoren der Spleivariante CD44v7 und

ihre prognostische Einschatzung zusammengefasst.

4.6.1. Immunhistochemischer Nachweis von CD44v7 im Tumorzentrum von

Kopf- Hals-Tumoren
In einem Karzinomgewebe (Tabelle 19, Patient Code 158) fehlte eine CD44v7-Expression. Auf
den weiteren 19 Karzinomen war CD44v7 nur schwach bis mittelschwach exprimiert. Wir wie-
sen auf 65% unserer Karzinome eine geringe Anzahl positiv gefarbter Zellen (PP = 1) nach und
nur auf 5% der Karzinome mehr als 50% CD44v7-positive Karzinomzellen. Dagegen fanden
Stoll et al [177] bei 72% der Karzinome mehr als 75% CD44v7-positive Karzinomzellen (PP = 4)
und bei etwa 8% der Karzinome weniger als 25% CD44v7-positive Karzinomzellen (PP = 1).
Sowohl in der vorliegenden Arbeit als auch bei Stoll et al stammte das untersuchte Gewebe von
G2- und G3-Tumoren (in unseren Untersuchungen zu je 50%, bei Stoll et al etwa zu 73% von
G2-, zu 23% von G3-Tumoren und etwa zu 14% von G1-Tumoren. Wir verglichen die Expres-
sion von CD44v7 auf Karzinomgewebe schlechterer Differenzierung (Grading 3, 9 Patienten)
mit der Expression auf Karzinomgewebe besserer Differenzierung (Grading 2, 9 Patienten) und
konnten statistisch keinen Unterschied zwischen den immunreaktiven Scorewerten bzw. den
PP-Werten in Abhangigkeit vom Grading nachweisen (U-Test: p (IRS) = 0,556, p (PP) = 0,654,
vgl. Tabellen 41 und 42). Die Auswertung unserer Daten im Exakten Test nach Fisher (vgl. Ta-
belle 43 und Punkt 2.2.4.) weist auf eine Korrelation zwischen der Haufigkeit der CD44v7-Ex-
pression und dem Tumorstagings einerseits und dem Tumorgrading andererseits hin. Diese ist
besonders deutlich zwischen der CD44v7-Expression auf dem Plattenepithel im Tumorzentrum-
gewebe (p jeweils = 1). Unsere Ergebnisse stimmen mit den Befunden von Stoll et al [176] an
Paraffinschnitten von 107 Primartumoren tberein. Bei Stoll et al fehlte auf mehr als 10% der
Primartumoren CD44v7 (N = 12).

Die Ergebnisse von Piffko et al [141] an 100 Primartumoren sind dagegen schwerer einzuord-

nen: 71% der untersuchten Tumoren zeigten keine oder nur eine schwache Expression von

120



CD44v7, 25% der Tumoren zeigten eine moderate und 4% eine starke Expression von CD44v7.
Aus den Befunden der genannten Autoren und unserer eigenen Studie Iasst sich schlieRen,
dass nicht alle Karzinomzellen CD44v7 exprimieren und die meisten Tumoren nur eine geringe
Expression zeigen. Bewertet man in unserer Studie die Farbintensitat (Sl, vgl. Tabelle 8) des
verwendeten CD44v7-Antikorpers (Tabelle 5), war diese auf 90% der Tumoren schwach oder
nicht vorhanden (1 Gewebeschnitt) und auf 10% der Gewebeschnitte mittelstark. Zu &hnlichen
Ergebnissen kamen Piffko et al [141] bei ihren Untersuchungen an 100 Primartumoren (APAAP
/ Paraffinschnitte). Die Unterschiede kdnnten durchaus durch die unterschiedliche Fallzahl (20
Tumoren versus 100 Tumoren) und Nachweismethodik (Kryostatschnitte versus Paraffin-
schnitte) begriindet sein. Vergleicht man allerdings die Farbintensitdt von CD44v7 auf dem
Karzinomgewebe des Tumorzentrums mit der Farbintensitat auf dem Plattenepithel des Tumor-
randes, so ist diese in den Untersuchungen von Piffko et al [141] auf dem Karzinom durch-

schnittlich etwas hoher als im Epithel des Tumorrandes.

Das Oberflachenantigen CD44v7 war in allen Teilen des Karzinoms zu finden, allerdings waren
die CD44v7-positiven Zellen nicht homogen Uber das Karzinomgewebe verteilt: Abbildung 17.

Teilweise waren auch nur einzelne Karzinomzellen eines Gewebeschnittes angefarbt.

Ahnliche Ergebnisse erzielten Herold-Mende et al [80] an Gefrierschnitten von 55 Primartumo-
ren. Die Autoren fanden bei 18 der 55 Primartumoren eine homogene (und schwachere) An-
farbung und auf 17 der Primartumoren nur einzelne angefarbte Tumorzellen.

Herold-Mende et al [80] konnten eine Downregulation von CD44v7 auf den (eher schlechter
differenzierten) Metastasen gegeniber den zugehdérigen Primartumoren nachweisen. Dies
stitzten auch Bankfalvi et al [8] mit ihren Ergebnissen. Sie wiesen ebenfalls in Metastasen und
Rezidiven einen Verlust der Immunoreaktivitat von CD44v7 nach (APAAP, Bestimmung des

prozentualen Anteils positiver Zellen).

Im Epithel liel sich CD44v7 im Stratum basale und Stratum suprabasale nachweisen. In der
vorliegenden Arbeit konnten wir CD44v7 nur auf 3 Plattenepithelien im Tumorzentrum unter-
suchen: Auf einem der Epithelien konnten wir CD44v7 nicht nachweisen, auf den beiden an-
deren war die Expression schwach bis mittelstark. Die immunreaktiven Scores und PP-Werte
der CD44v7-Expression unserer Studie auf den Karzinomzellen und auf dem Plattenepithel des
Tumorzentrums unterschieden sich statistisch nicht (Wilcoxon: p (IRS und PP) = 0,317, vgl. Ta-
bellen 31 und 32).

In 5 Geweben war Drisengewebe vorhanden, das nur in einem Schnitt eine schwache Expres-
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sion von CD44v7 zeigte. Bindegewebe, Muskulatur, Nervengewebe und GefalRkendothelien wie-

sen keine CD44v7-positive Zellen auf: Tabelle 19.

Aus der nachgewiesenen CD44v7-Expression ergab sich in den Kaplan-Meier-Kurven (vgl.
Punkt 2.2.4.) keine prognostische Aussage Uber die weitere Krankheitsentwicklung bei den
Patienten. Die Unterschiede zwischen den Kaplan-Meier-Kurven einer hdheren und einer
niedrigeren Expression von CD44v7 im Tumorzentrum der Patienten waren nicht signifikant
(Log Rank p = 0,343, Abbildung 29, vgl. Tabelle 43 und Punkt 3.3.1.4.) Die mittlere Zeit bis zum
Auftreten eines Rezidivs konnte nicht berechnet werden (vgl. Tabellen 9,19 und 44). Stoll et al
[177] fanden eine signifikante Korrelation zwischen einer reduzierten Expression von CD44v7
auf den Karzinomzellen des Tumorzentrums mit einer reduzierten Uberlebenszeit. In ihren Un-
tersuchungen von 1998 fanden Stoll et al [176] eine signifikant schlechtere Uberlebenschance
(p = 0,04) fur Patienten mit CD44v7-negativen Tumoren gegentiber Patienten mit CD44v7-po-

sitiven Tumoren.

4.6.2. Immunhistochemischer Nachweis von CD44v7 im Tumorrand und im
tumorfernen Gewebe von Kopf-Hals-Tumoren
Wie auch in den Untersuchungen von CD44v3 (siehe 4.4.2) und CD44v5 (siehe 4.5.2.) im Tu-
morrandbereich, waren auch fiir den Nachweis von CD44v7 in 7 Tumorrandgeweben noch
Karzinomreste enthalten. Eine CD44v7-Expression wiesen wir in 5 der 7 Karzinomrestgewebe
nach. In 10 Tumorrandgeweben war Plattenepithel enthalten (vgl. Tabelle 20). In einem Platten-
epithel fehlte die Expression von CD44v7. Die immunreaktiven Scorewerte variierten stark so-
wohl auf dem Karzinomgewebe des Tumorrandes als auch auf den Plattenepithelien: Tabelle
20 und Abbildung 19. Unsere Ergebnisse zeigen eine etwas hohere Farbintensitat auf dem Epi-
thel als auf dem Karzinomgewebe. Dies wird durch die Untersuchungen von Bankfalvi et al [8]
bestatigt, die im Vergleich zum Epithel des Tumorrandes eine Minderexpression von CD44v7
(PP) in 34% der Karzinome (Primartumoren) fanden, die nicht statistisch signifikant war. Auch
wir fanden bei der statistischen Auswertung unserer Studie keinen signifikanten Unterschied
zwischen der Anzahl (PP) CD44v7-positiver Zellen im Epithel des Tumorrandes und der Anzahl

CD44vT7-positiver Tumorzellen im Karzinomgewebe: Tabelle 52.

Das Oberflachenantigen CD44v7 war in allen Teilen des Karzinomrestes sowie im Stratum ba-
sale, Stratum suprabasale und zusatzlich im Stratum spinosum des Epithels zu finden. Dies
deckt sich mit den Ergebnissen von Bankfalvi et al [8], die CD44v7 ebenfalls im Stratum basale,
Stratum suprabasale und Stratum spinosum auf 89 von 93 Gewebeschnitten mit nichtneoplas-
tischem Epithel vom Tumorrand nachwiesen. Piffko et al [141] konnten dagegen CD44v7 nur im

Stratum basale des Epithels des Tumorrandes nachweisen. Dies kann mit unterschiedlichen
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Dysplasiegraden des untersuchten Plattenepithels zusammenhangen. Stoll wies in seiner Habi-
litationsschrift [178, vgl. Stoll et al, 177] CD44v7 im Stratum basale, Stratum spinosum und

Stratum granulosum des tumornahen Epithel nach.

Unsere Untersuchung der weiteren Gewebearten ergab nur auf 2 von 6 Driisengeweben eine
CD44v7-Expression. Im Bindegewebe, in der Muskulatur, im Nervengewebe, in Gefalkendothe-

lien und im lymphatischen Gewebe konnten wir keine CD44v7-Expression nachweisen.

Auf 11 der 12 Plattenepithelien des tumorfernen Bereiches auf Kryostatschnitte war das Epithel
mit CD44v7 und stark gestreuten immunreaktiven Scorewerten angefarbt. In 3 der 4 Driisenge-
webe war CD44v7 schwach bis mittelstark exprimiert. Die weiteren Gewebe- oder Zellarten
(Bindegewebe, Muskulatur, Gefaliendothel, Nervengewebe und Lymphozyten) waren CD44v7-
negativ (vgl. Tabelle 21 und Abbildung 20).

Der Vergleich der Kaplan-Meier-Kurven (vgl. Punkt 2.2.4.) nach der Hohe der CD44v7-Expres-
sion auf dem Karzinomrest im Tumorrand (nur 7 Patienten) ergab keinen signifikanten Unter-
schied (Abbildung 33, vgl. Tabelle 45). Bei einer geringeren Expression von CD44v7 war die
rezidivfreie Zeit der Patienten deutlich (aber nicht signifikant) kurzer als bei einer hdheren Ex-

pression: 8 + 2 versus 51 + 25 Monate.

4.6.3. Einschatzung der nachgewiesenen Expression von CD44v7 auf den
Kontrollgeweben im Vergleich zu den Ergebnissen der Tumorgewebe
18 der in dieser Studie untersuchten 20 Kontrollgewebe (Tabelle 4) enthielten Plattenepithel.
Unser Verteilungsspektrum der CD44v7-Expression auf dem Plattenepithel im Kontroligewebe
reichte vom Stratum basale durch das Stratum suprabasale bis ins Stratum spinosum (bei etwa
30% der Gewebeschnitte, vgl. Tabelle 22). Dagegen wiesen Herold-Mende et al [80] CD44v7
nur im Stratum basale und suprabasale der Epithelien von 22 Kontrollpatienten nach. Herold-
Mende et al konnten auf dem Epithel der Kontrollpatienten eine hohere CD44v7-Expression als
auf Primartumoren nachweisen, was in unserer Studie nicht bestatigt werden konnte (weder
durch die IRS- noch durch die PP-Werte): U-Test: p (IRS) = 0,475, p (PP) = 0,7, vgl. Tabellen
51 und 52. In Ubereinstimmung mit Herold-Mende et al [80] konnten Kuo et al [108] mit einem
Anti-CD44v7/8-Antikorper auf 100% der Kontrollepithelien (N = 10), aber nur auf 35,5% der un-
tersuchten Primartumoren (N = 62) eine Expression im Sinne einer Downregulierung nachwei-
sen. Kuo et al [108] konnte die Expression von CD44v7/8 im Epithel der Kontrollgewebe im
Stratum basale, Stratum suprabasale und Stratum spinosum nachzuweisen, dagegen die Ex-

pression von CD44v7 nur im Stratum basale und suprabasale.
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Auf den weiteren Geweben (Bindegewebe, Muskulatur, Nervengewebe und Gefallendothelien)
konnte wir keine CD44v7-Expression nachweisen. Auch das Drisengewebe zeigte im Kontroll-
gewebe keine CD44v7-Expression (vgl. Tabelle 22). Dies weicht von den Ergebnissen auf dem

Drusenanteil der Tumorgewebe ab (Punkte 4.6.1. und 4.6.2.).

4.7. Diskussion der Expression von CD44v10 in Kopf-Hals-Tumoren

Die Verteilung und das Farbeverhalten unseres Anti-CD44v10-Antikorpers (Tabelle 5) war, ahn-
lich wie bei CD44v7, inhomogen und schwach (maximaler Median des immunreaktiven Score-
wertes und des PP-Wertes = 2). Wahrend die Markierung der Antikorper gegen CD44v3,
CD44v5 und CD44v7 in unseren Untersuchungen mit der Zellmembran verbunden und nach
der Durchfuhrung der APAAP diese Membranen perlschnurartig nachgezeichnet waren (vgl.
Abbildungen 7, 12 und 17), fand unser Anti-CD44v10-AntikOrper seine Reaktionspartner intra-
zelluldr am bzw. im Zellkern (vgl. Abbildung 22). Wir setzten den einzigen kommerziellen Anti-
CD44v10-Antikérper zum Zeitpunkt des experimentellen Teils der vorliegenden Studie von Ben-
der MedSystems (Wien, Osterreich, vgl. Tabelle 5), Klon VFF-14, ein. Unser Ergebnis steht im
Gegensatz zu den bisher einzigen Untersuchungen der CD44v10-Expression von Kopf-Hals-
Tumoren (Tabelle 53) von Herold-Mende et al [80] mit einem Anti-CD44v10-Antikorper (Klon
VFF16). An Gefrierschnitten hatten die Autoren mit ihrem Antikérper ausschliel3lich eine Zell-
membranmarkierung nachweisen kénnen. Dieser Unterschied kdnnte durch den Einsatz unter-
schiedlicher Antikdrper bedingt sein. Allerdings stellten u.a. Endo und Terada [43] mit ,unseren®
Antikorper-Klon VFF-14 an Paraffinschnitten von hepatozellularen Karzinomen und Mizera-Nyc-
zak et al [126] an Gefrierschnitten von Lungenkarzinomen mit dem gleichen Antikorper-Klon in
Ubereinstimmung mit Herold-Mende et al [80] vorwiegend eine membrandse Markierung fest.
Beham-Schmid et al [11] verglichen beide Antikérper-Klon VFF14 und VFF16 an Paraffin- und
Gefrierschnitten u.a. von malignen Lymphomen und stellten sowohl eine membrandse als auch
eine zytoplasmatische Markierung fest. Wodurch die unterschiedliche Markierung der Zellen in
unserer Studie an Kopf-Hals-Tumoren im Vergleich zu Herold-Mende et al [80] bedingt ist, kon-

nen nur weitere Untersuchungen an entsprechenden Patienten-geweben offenbaren.

Mit dem von uns eingesetzten CD44v10-Antikérper konnten wir, ebenso wie mit unseren
CD44v3-, -v5- und -v7-Antikérpern, Karzinomgewebe, Plattenepithel, Driisengewebe und ver-
einzelt Nervengewebe anfarben. Im Tumorzentrum- und Tumorrandgewebe (Tabellen 23 und
24) des Patienten Code 148 (Tabelle 3) wiesen wir auRerhalb des Tonsillenkarzinoms
CD44v10-positive Einzelzellen im benachbarten Lymphgewebe nach. Am ehesten mdchten wir
diese Zellen als disseminierte Tumorzellen des Tonsillenkarzinoms deuten, obwohl die Beurtei-

lung unserer kleinen Gefrierschnitte keine klare Abgrenzung zu CD44v10-positiven Tumor-infil-
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trierenden Lymphozyten gestattet. Wimmenauer et al [199] beschrieben in kolorektalen Karzino-
men und Weimann et al [197] in Melanomen eine Markierung von Tumor-infiltrierenden Lym-
phozyten durch die beiden Anti-CD44v10-Antikdrper- Klone VFF14 und VFF16. Im tumorfernen
Gewebe des Patienten Code 005 (Tabelle 3) wiesen wir Lymphozyten nach, die aber keine
CD44v10-Expression zeigten (Tabelle 25).

Aus der Auflistung in Tabelle 53 von Untersuchungen der CD44v10-Expression auf Kopf-Hals-

Tumoren wird deutlich, das sich nur Herold-Mende et al [80] damit befasst haben.

4.7.1. Immunhistochemischer Nachweis von CD44v10 im Tumorzentrum von
Kopf-Hals-Tumoren

Die Expression von CD44v10 war in allen Teilen des Karzinoms auf allen 20 Karzinomschnitten

nur schwach nachweisbar und nicht sehr homogen verteilt. Teilweise waren auch nur wenige

Karzinomzellen eines Gewebeschnittes angefarbt (vgl. Abbildung 22, vgl. Tabelle 24). Zu ahn-

lichen Ergebnissen kamen auch Herold-Mende et al [80]. Auf 21 der untersuchten 55 Primar-

tumoren wiesen die Autoren eine homogene Anfarbung nach, dagegen auf 10 Primartumoren,

vergleichbar mit unseren Ergebnissen, nur einzelne angefarbte Tumorzellen.

Zwei Karzinomgewebe (10%, Tabelle 23, Code-Nr.n 013 und 209) exprimierten in unseren Un-
tersuchungen kein CD44v10. Die Scorewerte der Karzinomgewebe variierten zwischen 0 und 6
mit einem Medianwerte von 2. Die CD44v10-Expression war auf dem Plattenepithel im Tumor-
zentrum deutlich geringer mit einem Median von 0,5 (N = 2): Tabelle 23, vgl. Tabelle 28,
mikroskopische Abbildung 22, grafische Darstellung Abbildung 23. Die immunreaktive Scores
und PP-Werte der CD44v10-Expression auf den Karzinomzellen und auf dem Plattenepithel
des Tumorzentrums unterschieden sich statistisch nicht (Wilcoxon: p (IRS und PP) = 1,00, vgl.
Tabellen 31 und 32).

Herold-Mende et al [80] wiesen auf etwa 30% der Tumorzentrumschnitte mit mehr als 90%
deutlich mehr CD44v10-positive Karzinomzellen nach als wir in unseren Untersuchungen. Auf
etwa 50% dieser Gewebeschnitte konnten die Autoren zwischen 50 und 90% und auf etwa 15%
der Gewebeschnitte weniger als 50% CD44v10-positive Karzinomzellen nachweisen. Wenn
sich auch das Beurteilungskriterium der CD44v10-positiven Zellen bei Herold-Mende et al von
unserer Bewertung unterscheidet, lasst sich dennoch ein deutlicher Unterschied der Ergebnisse

mit einer héheren Expression von CD44v10 bei Herold-Mende et al erkennen.

125



Herold-Mende et al [80] stellten auf den Metastasen, die meist schlechter als der Primartumor
differenziert sind, eine signifikante Abnahme der CD44v10-positiven Tumorzellen im Vergleich
zu den Primartumoren fest. Wir konnten dagegen keinen statistisch signifikanten Unterschied
zwischen der CD44v10-Expression auf G2- und G3-Tumoren nachweisen: U-Test: p (IRS) =
0,286; p (PP) = 0,317, vgl. Tabellen 41 und 42).

Im Gewebe des Tumorzentrums (Tabelle 23, Abbildung 23) war 6-mal Driisengewebe vorhan-
den und nur 2-mal schwach angefarbt (Sl = 1). In unserer Studie war CD44v10 nur in einem der
9 Schnitte mit Gefallendothelien, nicht aber im Bindegewebe und der Muskulatur exprimiert.

Nervengewebe zeigte in 2 von 3 Schnitten eine geringe CD44v10-Expression.

Der Kurvenvergleich der Kaplan-Meier-Kurven (vgl. Punkt 2.2.4.) lag bei geringerer und héherer
CD44v10-Expression auf dem Karzinom im Tumorzentrum mit Log Rank p = 0.074 nahe einer
Signifikanz (Abbildung 30, vgl. Tabelle 44). Da die nachgewiesene Expression von CD44v10
auf dem Karzinom in unserer Studie insgesamt aber nur sehr niedrig ist (Tabelle 23), eignet
sich der Nachweis der CD44v10-Expression eher nicht fur eine prognostische Aussage. Die
mittlere Zeit bis zum Auftreten eines Rezidivs war bei Patienten mit einer héheren CD44v10-
Expression mit 25 + 9 Monate deutlich geringer als bei Patienten, in deren Karzinom wir eine

geringere Expression nachwiesen: 92 + 22 Monate.

4.7.2. Immunhistochemischer Nachweis von CD44v10 im Tumorrand und im
tumorfernen Gewebe von Kopf-Hals-Tumoren
Im Tumorrand liess sich CD44v10 neben dem Karzinom und Plattenepithel zusatzlich nur auf
Drusengewebe und Nervengewebe nachweisen (Tabelle 24, Abbildung 24). Eine CD44v10-
Expression wiesen wir auf 3 von 5 Drisengeweben nach. Der Nachweis von CD44v10 auf Ner-
vengewebe gelang auf allen 4 Schnitten mit Nervengewebe. Auf den 8 Schnitten mit Gefallen-
dothelien fehlte eine CD44v10-Expression. Im tumorfernen Bereich (Tabelle 25, Abbildung 25)
war CD44v10 ebenfalls neben dem Plattenepithel nur auf 4 der 8 Schnitte mit Nerven- und Dru-

sengewebe nachweisbar.

Vergleicht man die Anzahl CD44v10-positiven Zellen (PP-Werte) im Plattenepithel des Tumor-
randgewebes mit den PP-Werten im Karzinom des Tumorzentrums, ist die Zahl der CD44v10-
positiven Zellen im Tumorrand auf dem Epithel hoher als auf dem Karzinom (p (PP) = 0,096).

Eine statistische Berechnung zwischen den PP-Werten des Karzinoms im Tumorrand und dem

normalen Epithel des Tumorrandes konnte nicht durchgefiihrt werden (Tabelle 32). Zu einem
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dazu widersprichlichen Ergebnis kamen wir bei der Untersuchung des tumorfernen Plattenepi-
thels von Patienten mit G3-Tumoren und G2-Tumoren. Die Zahl CD44v10-positiver Epithelzel-
len im tumorfernen Bereich ist bei unseren Patienten mit G3-Tumoren signifikant groRer als bei
den Patienten mit G2-Tumoren (Tabellen 41 und 42, U-Test: p (IRS) = 0,002 bzw. p (PP) =
0,003). Nach Herold-Mende et al [80] misste man bei einer schlechteren Differenzierung mit

einer Abnahme der CD44v10-positiven Zellen rechnen.

Der Kurvenvergleich der Kaplan-Meier-Kurven (vgl. Punkt 2.2.4.) war bei geringerer und hdhe-
rer CD44v10-Expression auf dem Karzinomrest im Tumorrandgewebe (7 Patienten) nicht signi-
fikant (Log Rank p = 0.313): Abbildung 34, vgl. Tabelle 45. Die rezidivfreie Zeit betrug bei Pa-
tienten mit einer hoheren CD44v10-Expression im Karzinomrestgewebe nur 9 + 4 Monate ver-
sus 81 + 31 Monaten bei Patienten, in deren Karzinom wir eine geringere Expression nachwie-

sen.

4.7.3. Einschatzung der nachgewiesenen Expression von CD44v3 auf den
Kontrollgeweben im Vergleich zu den Ergebnissen der Tumorgewebe

Wie bei Herold Mende et al [80], lieR® sich CD44v10 auf den Plattenepithelien unserer Kontroll-

gewebe der Patienten ohne Tumoren (Tabelle 4) im Stratum basale, Stratum suprabasale und

Stratum spinosum nachweisen. Dieses CD44v10-Verteilungsmuster entspricht dem auf den

Plattenepithelien der Gewebe unserer Tumorpatienten.

Signifikante Unterschiede fur eine Downregulierung der CD44v10-Expression auf den Platten-
epithelien der Kontrollgewebe (Tabelle 26, Abbildung 26) im Vergleich zur Expression auf den
Plattenepithelien der Gewebe der Karzinompatienten konnten wir weder im Tumorzentrum noch
im Tumorrand oder tumorfernen Bereich nachweisen. Allerdings waren die immunreaktiven
Scorewerte bzw. war die Zahl der CD44v10-positiven Zellen (PP) auf dem Plattenepithel im
Tumorzentrum merklich kleiner als auf dem Plattenepithel der Kontrollgewebe (Tabellen 51 und
52, U-Test: p (IRS) = 0,069, p (PP) = 0,065). Mit Vorbehalt kénnen die geringen p-Werte als
eine Tendenz zur Downregulierung von CD44v10 bei einer beginnenden Karzinogenese des
Plattenepithels gedeutet werden. Das Ergebnis kann auch durch die geringe Anzahl untersuch-

ter tumornaher Plattenepithelien bedingt sein.

Herold-Mende et al [80] stellten zwischen der CD44v10-Expression auf dem Kontrollepithel ge-
sunder Probanden und CD44v10-positiver Tumorzellen eine signifikante Downregulation fest. In

unserer Studie war der Unterschied zwischen der CD44v10-Expression (PP und IRS) auf den
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Plattenepithelien der Kontrollgewebe und auf den Karzinomzellen im Tumorzentrum nicht signi-
fikant: U-Test: p (IRS) = 0,331, p (PP) = 0,368, Tabellen 51 und 52.

4.8. Kann der Nachweis der SpleiBvarianten CD44v3, CD44v5,
CD44v7 oder CD44v10 die Diagnostik oder Therapie von Plat-

tenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich unterstiitzen?

Nach einer Standardtherapie von Kopf-Hals-Tumoren wird die Prognose vorwiegend durch hau-
fig auftretende Rezidive oder Zweittumoren und durch relativ selten auftretende Fernmetasta-
sen bestimmt. Eine wesentliche Ursache der Rezidive und Zweittumoren ist die Feldkanzerisie-
rung in der Umgebung des Tumors [170; vgl. 23], die man nur durch molekulare Marker nach-
weisen kann [24, 168, 179, 190]. Mitbestimmend fur den weiteren Krankheitsverlauf der Patien-
ten sind weiterhin auch disseminierte einzelne Krebszellen in der Tumorumgebung (Mikrome-
tastasen) oder okkulte Mikrometastasen in tumornahen Lymphknoten, die den Methoden der
Routinehistopathologie entgehen kdnnen. Zur Erkennung dieser minimalen residualen Erkran-
kung (minimal residual disease, MRD) ist die Sensitivitat einer RT-PCR geeigneter als die Im-
munhistochemie [128; vgl. 133 und 134, 167]: In den vergleichenden Untersuchungen von Na-
gatani et al [128] betrug z.B. die Sensitivitat der Immunhistochemie 33%, die Sensitivitat der
RT-PCR (reverse transcriptions-PCR) 83%. Um geeignete Sequenzen fiir den molekularbiologi-
schen Nachweis der minimalen residualen Erkrankung eines bestimmten Tumors zu suchen,
sind immunhistochemische Untersuchungen sehr hilfreich. Bisher waren neben Zytokeratinen
auf diese Weise CD44v6 und die ahnlichen Adhasionsmolekile U36 und E48 nach immunhis-
tochemischen Untersuchungen von Einzelzellen aus Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-
Bereich [45, 133, 134] zum Nachweis von Mikrometastasen oder der minimalen residualen Er-
krankungen in der RT-PCR eingesetzt worden [59, 60, 133, 134, 190].

Erganzt werden diese Untersuchungen bei HNSCC-Patienten durch den Nachweis von disse-
minierten einzelnen Krebszellen in Blut oder im Knochenmark zur Einschatzung der Prognose
[36, 60, 61, 139, 188, 190].

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Adhasionsmolekile CD44v3, CD44v5, CD44v7 und
CD44v10 wurden bisher nicht zum Nachweis von Mikrometastasen oder zur Erkennung der mi-
nimal residual diseases (MRD) eingesetzt. Vergleicht man die immunreaktiven Scorewerte der
vier Spleildvarianten auf den Karzinomzellen im Tumorzentrum der untersuchten 20 Patienten,
so war der Medianwert von CD44v5 (Tabelle 15) mit 10.5 mit Abstand am héchsten: im Ver-
gleich dazu CD44v3 (Tabelle 11) Medianwert 6, CD44v7 (Tabelle 19) Medianwert 1 und Medi-
anwert von CD44v10 (Tabelle 23) = 2. Das Ergebnis der vorliegenden Studie von 20 Patienten

zeigt, dass von den untersuchten vier CD44-Spleilvarianten flir den Nachweis einer minimalen
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residualen Erkrankung nur CD44v5 ausreichend hoch auf den Plattenepithelkarzinomen des
Kopf-Hals-Bereiches exprimiert ist. CD44v5 ist signifikant héher auf dem Karzinom im Tumor-
zentrum und Tumorrand als die anderen Spleildvarianten exprimiert und die Expression von
CD44v3 ist signifikant hoher als die von CD44v7 und CD44v10 (Tumorzentrum: Tabellen 33
und 34, Tumorrand: Tabellen 35 und 36). Dagegen ist die Expression aller 4 Spleillvarianten
auf dem Plattenepithel im Tumorzentrumgewebe nicht signifikant unterschiedlich. Im Tumor-
rand und tumfernen Gewebe ist die CD44v5-Expression auf dem Plattenepithel signifikant am
hochsten: Tumorrand Tabellen 35 und 36, tumorfern Tabellen 37 und 38. Dies stimmt mit den
Untersuchungen von Bankfalvi et al [8] UGberein, die nach der Untersuchung von 93 Karzinomen
von Kopf-Hals-Tumoren auch zu der Einschatzung kommen, dass CD44v5 (u.a.) ein Target flr
eine Antikorper-basierte adjuvante Therapie sein kdnnte. Kritischer sehen dies Braun und Pan-
tel [26] in ihren Untersuchungen zum Nachweis von Mikrometastasen im Knochenmark. Der
diagnostische Nachweis der CD44v5-Expression wird von ihnen nur als bedingt geeignet einge-
stuft und weniger fur eine adjuvante Therapie geeignet. Auch Piffko et al [142] kamen, im Ge-
gensatz zu Bankfalvi et al [8], nach einer Untersuchung von 100 Karzinomgeweben zu der Ein-

schatzung, dass CD44v5 kein geeigneter Tumormarker fiir die Diagnostik von HNSCC ist.

Die Expression von CD44v3 auf den untersuchten 20 Karzinomgeweben in der vorliegenden
Arbeit ist signifikant geringer als die Expression von CD44v5 ausgepragt und danach nur mit
Vorbehalt fur den diagnostischen oder therapeutischen Einsatz geeignet. Dagegen kamen
Bankfalvi et al [8] nach der Untersuchung von 93 Karzinomen zu dem Ergebnis, dass auch
CD44v3 ein wichtiger Tumormarker und ein wichtiges therapeutisches Target sein kdnnte. Dies
wird durch die Ergebnisse von Franzmann et al [52] sowie Reatagui et al [145] unterstitzt. Um
unsere Ergebnisse zu Uberprifen, sind Untersuchungen an einer gréReren Patientenzahl not-

wendig.

Die sehr geringe Expression von CD44v7 in unserer Studie steht im Gegensatz zu den Ergeb-
nissen von Kuo et al [108], die CD44v7 auch als einen geeigneten diagnostischen Marker ein-
schatzten. Fir die Untersuchung von Mikrometastasen in regionalen Lymphknoten von Patien-
ten mit kolorektalen Karzinomen eignete sich in der Studie von Chun et al [35] neben CD44v6

auch der Nachweis von CD44v7.

Die CD44v10-Expression war in der vorliegenden Arbeit bei den 20 untersuchten Karzinomge-
weben nur sehr niedrig. Herold-Mende et al [80] fanden gleichfalls in 55 Karzinomgeweben nur
eine maRige CD44v10-Expression. Wir méchten daraus ableiten, dass die CD44v10-Expressi-

on weder fur einen Einsatz als Tumormarker noch als ein Therapie-Target ausreicht.
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Insgesamt kommen wir aber zu der Einschatzung, dass alle immunhistochemischen und mole-
kularbiologischen Untersuchungen eine wichtige diagnostische Bedeutung haben, die ggf. zur
Korrektur des ermittelten Tumorstagings und zu einer veranderten Therapie fiihren kann [24,
45]. Andererseits sind diese Untersuchungen wichtig fiir die Suche geeigneter Targets einer ad-

juvanten Antikérper-Therapie oder einer aktiven Vakzinetherapie [79].

Mit dem gleichen Ziel sind Untersuchungen nach Iéslichen CD44-Molekiilen als Tumormarker
einzuschatzen. Kawano et al [96, 97] untersuchten vor und nach der Therapie neben CD44s
und CD44v6 auch CD44v5 und konnten bei 81 Patienten mit einem HNSCC als Therapieeffekt
eine Reduktion von loslichem CD44s, CD44v5 und CD44v6 nachweisen.

Bisher vorliegende Studien und unsere eigenen Ergebnisse zeigen, dass CD44v5 sowohl als

ein diagnostischer Tumormarker als auch ein therapeutisches Target fur eine adjuvante Thera-

pie fur Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren eingesetzt werden kdnnte.
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5. Zusammenfassung

Molekulare Mechanismen der Infiltration und Destruktion benachbarter Gewebe bzw. der Me-
tastasierung von Kopf-Hals-Tumoren sind komplex und noch nicht ausreichend bekannt. Ei-
genschaften der Tumorzellen wie das Losldsen vom Primartumor, das Eindringen in Blut- und
Lymphgefalle, das Festsetzen im Zielorgan und die Freisetzung von Tochtergeschwiilsten
kénnten sehr wohl durch eine Anderung der Oberflachenmolekiile bedingt sein. Tumorzellen
unterscheiden sich oft erheblich in der Art und Auspragung ihrer Oberflachenmolekiile von ih-
ren Vorlauferzellen. Die Adhasionsmolekile vermitteln z.B. Bindungen an die extrazellulare

Matrix und haben so unter anderem EinfluR auf die Beweglichkeit der Zellen.

CD44-Antigene bilden eine Gruppe heterogener Glykoproteine, die in der Standardform oder
in unterschiedlichsten Spleivarianten von verschiedensten Zellen und Geweben wie z.B. von
hamatopoetischen Zellen, von Epithelzellen, von Fibroblasten, von Gliazellen, aber auch von

Tumorzellen exprimiert werden.

Die Prognose der Plattenepithelkarzinome im Kopf-Hals-Bereich wird vor allem durch haufige
Rezidive und / oder lokoregionale Zweittumoren bestimmt. Die Fernmetastasierung der Tumo-
ren steht im weiteren Verlauf der Erkrankung nur an zweiter Stelle. Die Feldkanzerisierung in
der Umgebung des Primartumors, aber auch die Disseminierung der Tumorzellen spielt fur
den Krankheitsverlauf eine wichtige Rolle. Deshalb bemiiht man sich, neben der chirurgischen
Standardtherapie des Primartumors, ggf. in Kombination mit einer Radio-Chemotherapie, nach
Invasionsmarkern zu suchen, um friihzeitig molekulare Prozesse in der Tumorumgebung zu
erkennen, um so das Risiko flir den weiteren Krankheitsverlauf abzuschatzen und rechtzeitig

weitere therapeutische Malinahmen ergreifen zu kénnen.

Fur die Ausbreitung der Plattenepithelkarzinome im Kopf-Hals-Bereich sind multiple Faktoren
bestimmend, dabei auch das Adhasionsmolekul CD44 und in unterschiedlicher Bedeutung die
Spleillvarianten CD44v2 bis CD44v10. In friheren Untersuchungen unserer Klinik war auf die
Bedeutung von CD44v6 hingewiesen worden. Deshalb befassen sich die Untersuchungen in
der vorliegenden Arbeit mit der Frage, welche Bedeutung der Nachweis der Spleilvarianten
CD44v3, CD44v5, CD44v7 und CD44v10 fur Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom im
Kopf-Hals-Bereich hat.

Der immunhistochemische Nachweis der Expression der vier Spleil3varianten in den Geweben

der Tumor- und Kontrollpatienten erfolgte mit der APAAP-Methode. Hauptsachlich konnten wir

daflir Gefrierschnitte herstellen und einsetzen. Bei einem geringeren Teil der Gewebe der Tu-

131



morpatienten (10%) stand uns nur formalinfixiertes Material fur Paraffinschnitte zur Verfugung.
Die Expression der vier Spleilvarianten wurde semiquantitativ durch Scorewerte ermittelt, da-
bei wurde aus dem Farbeindex (SI) und dem prozentualen Anteil positiver Zellen (PP) ein im-
munreaktiver Scorewert (IRS = S| x PP) berechnet. Dies ermdglichte uns einen Vergleich zwi-
schen der Expression der vier SpleiRvarianten. Da es uns darauf ankam, auch die Tumorum-
gebung in diese Studie einzubeziehen, untersuchten wir Tumorzentrumgewebe, Tumorrandge-
webe und tumorferne Gewebe von 20 Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom im Kopf-
Hals-Bereich und verglichen die Expression in den einzelnen Gewebebereichen untereinander
sowie mit 20 Kontrollgeweben aus vergleichbaren Lokalisationen des Kopf-Hals-Bereiches.
Neben 20 Karzinomen im Zentrumgewebe konnten wir in 7 Tumorrandgeweben, die noch Kar-
zinomreste enthielten, ebenfalls die Expression der vier CD44-Spleillvarianten nachweisen.
Weiterhin untersuchten wir in allen Geweben die Expression der vier CD44-Spleilvarianten
auf Plattenepithelien und zusatzlich die Expression im Bindegewebe, im lymphatischen Gewe-
be bzw. in lymphozytaren Infiltraten, auf Drisengeweben, in der Muskulatur, auf Endothelien

sowie auf Nervengewebe.

Auf allen Karzinomen des Tumorzentrums oder Tumorrandbereichs wiesen wir eine Antigen-
expression von CD44v3 und CD44v5 nach. Mehr als 70% dieser Karzinome zeigten auch eine

Expression von CD44v7 und mehr als 86% eine CD44v10-Expression.

Auf dem nicht entarteten Plattenepithel (heben dem Karzinom im Tumorzentrum und / oder Tu-
morrand sowie im tumorfernen Gewebe) waren mit wenigen Ausnahmen immer alle untersuch-
ten CD44-SpleilRvarianten nachzuweisen. CD44v7 war auf einem Gefrierschnitt im Tumorrand
nicht exprimiert, CD44v10 auf einem Paraffinschnitt des Tumorzentrums. Auf den Geweben der
Kontrollpatienten wiesen wir auf allen Epithelien CD44v3 und CD44v5 nach, auf 89% der Epi-
thelien CD44v7 und auf 94% der Epithelien CD44v10.

Bindegewebe zeigte mit unseren CD44-Antikorpern keine Anfarbung. Tonsillares lymphati-
sches Gewebe bzw. lymphozytare Infiltrate zeigten in wenigen Praparaten eine Expression
von CD44v3, CD44v5 oder CD44v10. Muskelgewebe war auf den Paraffinschnitten mit Anti-
CD44v3 und Anti-CD44v5 unspezifisch angefarbt. Nervengewebe zeigte auf Kryostatschnitten
eine Anfarbung mit Anti-CD44v10. Auf GefalRendothelien, vor allem auf Paraffinschnitten, wie-
sen wir eine Expression von CD44v3 und CD44v5 nach, vereinzelt auch von CD44v10. Die
GefalRendothelien auf den Gefrierschnitten der Kontrollgewebe zeigten in keinem Fall eine Ex-
pression der untersuchten 4 CD44-SpleilRvarianten. Alle Drisengewebe (Paraffin- und Kryo-

statschnitte) in den Geweben der Karzinompatienten reagierten mit den 4 untersuchten Anti-
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CD44-Antikorpern. Dagegen zeigte das Drusengewebe in den Kontrollgeweben nur eine
Expression von CD44v3 und CD44v5.

Die Expression der einzelnen CD44-Spleillvarianten unterschied sich nicht signifikant in den
drei untersuchten Gewebelokalisationen (Tumorzentrum, Tumorrand, tumorfernes Gewebe).
Die Expression von CD44v10 auf dem tumorfernen Plattenepithel war signifikant abhdngig vom
Tumorgrading. Ansonsten war die Expression der CD44-Spleil3varianten auf den Geweben mit

einem unterschiedlichen Tumorgrading oder Tumorstaging nicht signifikant verschieden.

Fur die Ermittlung eines geeigneten diagnostischen und / oder therapeutischen Markers inte-
ressierte vor allem, welche der vier CD44-Spleivarianten auf den in dieser Arbeit untersuch-
ten Geweben, vor allem auf den Karzinomen und den Plattenepithelien, am starksten expri-
miert war. An unseren Ergebnisstabellen erkennt man, dass die Expression von CD44v5 deut-
lich hdher als die Expression der anderen drei Spleivarianten war. Weiterhin unterschied sich
die nur gering nachweisbare Expression von CD44v10 signifikant von der Expression der drei
anderen Spleillvarianten: An unseren Patientengeweben konnten wir nur eine intrazellulare
Expression von CD44v10 nachweisen, wahrend die anderen SpleilRvarianten auf der Zellmem-

bran lokalisiert waren.

Da wir seit der Gewebeentnahme mehrere Jahre den weiteren Krankheitsverlauf der Patienten
durch die Tumornachsorge in unserer Klinik verfolgen konnten, tUberpriften wir in Kaplan-Mei-
er-Kurven eine mdgliche prognostische Bedeutung der nachgewiesenen CD44-Expression auf
dem Karzinom im Tumorzentrum und im Tumorrand. Eine prognostische Aussage der Kaplan-
Meier-Kurven ist durch die geringe Patientenzahl nur mit gebotener Vorsicht moglich:

Im Tumorzentrum ist die Kaplan-Meier-Kurve mit einer hdheren CD44v10-Expression anna-
hernd signifikant verschieden von der Kurve mit fehlender oder geringer CD44v10-Expression
und die rezidivfreie Zeit war bei den Patienten mit einer hdheren CD44v10-Expression deutlich

geringer.

Fur die Kaplan-Meier-Kurven der CD44-Expression auf dem Karzinomrest im Tumorrand war
die Patientenzahl noch geringer. Tendenzids ist bei Patienten mit einer hdheren CD44v3-,
CD44v5- und CD44v10-Expression im Tumorrand die rezidivfreie Zeit deutlich kiirzer als bei
Patienten mit einer geringeren Expression dieser Spleildvarianten. Dagegen war bei Patienten
mit einer hdheren CD44v7-Expression im Tumorrandgewebe die mittlere Zeit bis zum Auftre-

ten eines Rezidivs deutlich verlangert.

In weiteren Untersuchungen an einer grofieren Patientenzahl miissen diese Befunde noch

erhartet werden.
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