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Abklrzungsverzeichnis

bcl-2 B-cell lymphoma 2

DDR Deutsche Demokratische Republik

DNA Desoxyribonukleinsaure

DOSAK Deutsch-Osterreichisch-Schweizerischer Arbeitskreis fir Tumoren im Kiefer-
und Gesichtsbereich

EGF epidermal growth factor

EGF-R epidermal factor receptor

EU Europaische Union

FI Farbungsintensitat

GIST gastrointestinal stromal tumors

ICD-O international classification of diseases for oncology

IRS immunreaktiver Score

kD kilo Dalton

LSAB labeled StreptAvidin-Biotin

MmRNA  Messenger-Ribonukleinséure

PDGFR platelet-derived growth factor receptor

PP Prozentsatz positiver Zellen

TBS tris buffered saline

TGF tumor growth factor

TNM tumor nodes metastasis

uUiCC International Union against Cancer

VEGF vascular endothelial growth factor

VEGFR vascular endothelial growth factor receptor

WHO  World health organization
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1  Einleitung

Eine Krebserkrankung im Kopf-Hals-Bereich beeintrachtigt haufig wichtige Funktionen
wie Atmung, Nahrungsaufnahme und Sprache. Dies geschieht durch den Tumor selbst,
aber auch - und zwar oft in weit starkerem Mal3e - durch die erforderliche Therapie. Zur
Belastung durch die Erkrankung an einem malignen Tumor kommt flr den Patienten

meist noch das Problem der Lokalisation in sehr exponierter Lage hinzu.

Der Zahnarzt sollte sich bewusst sein, welche grol3e Rolle die Friherkennung eines
Tumors der Mundhohle oder des Rachens im Rahmen der zahnarztlichen
Vorsorgeuntersuchung spielt. Oft ist er der Erste, der eine auffallige Veranderung der
Schleimhaut diagnostiziert, ohne dass der Patient bereits Beschwerden bemerkt.

In der modernen Tumordiagnostik spielt die Immunhistochemie eine immer grol3ere
Rolle. Es lassen sich mit Hilfe der immunhistochemischen Ergebnisse Rickschliisse auf
die Prognose einer Krebserkrankung ziehen. In den letzen Jahren wurden Medikamente
entwickelt, die genau auf die Marker abgestimmt sind und eine zielgerichtete Therapie
(,;targeted therapy“) zulassen. Da es durch die Hemmung von (bergeordneten
Regulatoren zur Inaktivierung nachgeschalteter Signalwege kommt, wird auch der
Begriff der ,Signalwegstherapie® gebraucht. Solche Therapien werden derzeit schon bei
malignen Erkrankungen anderer Korperregionen angewendet. Von besonderem
Interesse fur gezielte Therapieansatze sind molekulardiagnostische Methoden, die den
Nachweis der entsprechenden Zielstrukturen ermdglichen. Ein derartiger Nachweis
liefert nicht nur die Grundlage fir die Nutzung dieser neuen Tumortherapeutika,
sondern verhindert auch deren Anwendung an Patienten, die von einer solchen
Therapie nicht profitieren kdnnen, da in ihren Tumoren die Zielstruktur nicht vorhanden
ist.

Ziel dieser Studie ist es, den Zusammenhang zwischen dem pathohistologischen
Grading und den Ergebnissen aus immunhistochemischen Untersuchungen mit acht
immunhistochemischen Markern bei Plattenepithelkarzinomen der Mundhéhle und des
Oropharynx zu untersuchen. Ein besonderes Augenmerk gilt der Bedeutung dieser
Ergebnisse fir die Therapie.
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2 Wissenschaftliche Grundlagen

2.1 Epidemiologie von Plattenepithelkarzinomen der Mundhdhle und des
Oropharynx

Bdsartige Tumoren der Mundhohle und des Rachens treten weltweit bei Mannern mit
7,9 % an vierter und bei Frauen mit 3,9 % an achter Stelle der zehn haufigsten
Tumormanifestationen auf [113].

Die vom Robert-Koch-Institut geschétzte Zahl der jahrlichen Neuerkrankungen in
Deutschland ist bei Mannern mit etwa 7650 mehr als doppelt so hoch wie bei Frauen
(etwa 2950). Bei Mannern stehen damit Krebserkrankungen der Mundhdhle und des
Rachens hinsichtlich der Erkrankungshéaufigkeit an achter Stelle. Ihr Anteil an
krebsbedingten Sterbeféllen betragt 3,5 %. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei
Mannern bei vergleichsweise niedrigen 58, bei Frauen bei 63 Jahren [7]. Aus dem
Tumorregister des DOSAK ergibt sich, dass 77,2 % der Patienten mannlich sind, wobei
der Altersgipfel bei den Mannern zwischen 50 und 60 Jahren liegt, bei den Frauen
zwischen 50 und 75 Jahren [60]. Im Sachbericht des Tumorzentrums Land
Brandenburg, dem ersten landesweiten, flachendeckenden klinischen Krebsregister in
der Bundesrepublik Deutschland, lag die Zahl der Neuerkrankungen im Jahr 2005 bei
Mannern bei 271, bei den Frauen bei 57 (allerdings unter Einbeziehung der Tonsillen,
des Nasopharynx und des Oropharynx). Das mittlere Erkrankungsalter der Manner liegt
hier bei 58 Jahren, der Frauen bei 65,3 Jahren [124].

Im Vergleich mit den Erkrankungsraten anderer EU-L&nder liegt die Inzidenz in
Deutschland fur Manner wie fir Frauen im oberen Drittel. Auch in den anderen Landern
der EU erkranken Méanner deutlich haufiger an Mundhohlen- und Rachenkrebs als
Frauen [7].

Krebserkrankungen des Mund- und Rachenraumes gehdren zu den Erkrankungen,
deren Inzidenz sich in Deutschland bei den Mannern nach erheblicher Zunahme in
friheren Jahren seit Mitte der 80er Jahre kaum verandert, bei den Frauen auf Grund
ihres geanderten Rauchverhaltens jedoch zunimmt. Ein &hnliches Bild zeigt sich bei der
tumorbedingten Sterblichkeit. Die relative Fiinf-Jahres-Uberlebensrate betragt bei
Mannern 43 %, bei Frauen 56 %. Erkrankte Manner verlieren durchschnittlich elf,

Frauen neun Jahre ihrer Lebenserwartung durch Krebs der Mundhéhle und des
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Rachens [7]. Im Land Brandenburg betragt die alterskorrigierte Funf-Jahres-
Uberlebensrate aller Patienten mit einem Karzinom im Mund- bzw. Rachenbereich 45 %
[124]. Die Fiinf-Jahres-Uberlebensrate hat sich in den letzten vier bis finf Jahrzehnten
nicht verandert [101].

Am héaufigsten sind die Tumoren im Mundboden lokalisiert, gefolgt von Unterkiefer-
alveolarfortsatz, Zungenkdrper, Wangenschleimhaut, Tonsillarregion, Zungengrund,
Oberkieferalveolarfortsatz, weichem und hartem Gaumen [120]. Der prozentuale Anteil
der im DOSAK-Tumorregister dokumentierten Primarerkrankungen der Mundhéhle liegt
bei 88 % und im Oropharynx bei vier Prozent. Dabei liegen 50 % der Mundhdhlen-
karzinome in der postkaninen Region [60].

Die hauptsachlich mit der Tumorgenese assoziierten Risikofaktoren sind
Alkoholabusus, Rauchen, schlechte Mundhygiene und eine bisher noch nicht geklarte
Disposition, der wahrscheinlich eine genetische Risikokonstellation zu Grunde liegt.

Die Karzinome der Mundhohle haben die Eigenschaft, iberwiegend in die regionéren
Lymphknoten zu metastasieren. Fernmetastasen treten relativ selten auf, meist erst im
weiteren Fortschritt der Tumorerkrankung, und betreffen hauptséchlich die Lunge. Auch
bei vollstandiger Entfernung des Tumors im Rahmen der Primarbehandlung bestehen
bei den meisten Patienten die kanzerogenen Noxen fort, so dass ein Risiko fir die
Entstehung von Zweiterkrankungen gegeben ist. Hierzu schwanken die Angaben
zwischen 4,3 % und 30 % [60].

2.2 Pathologie

Bei der Entstehung von Malignomen kénnen Stérungen des Zellzyklus, der Apoptose
oder Veréanderungen bei der Zelladhé&sion eine Rolle spielen.

Neoplastische Erkrankungen sind durch eine Stérung des Gleichgewichts zwischen der
Zellvermehrung durch Zellteilung und dem naturlichen Absterben von Zellen oder dem
programmierten Zelltod charakterisiert [71]. Das Tumorwachstum kann die Folge aus
abnorm gesteigerter autonomer Proliferation und/oder Inhibition des normalen

Zellverlustes durch Apoptose sein.
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Dabei werden Zellzyklus und Apoptose durch viele Faktoren reguliert. Einige
Schlisselfaktoren konnen durch speziell entworfene biologische Wirkstoffe angegriffen
werden, damit sie die Krebszellen zerstoren [61].

2.2.1 Regulation des Zellzyklus

Die zellulare Proliferation folgt dem schrittweisen Ablauf des Zellzyklus, der bei
somatischen Zellen zunéchst in die Mitose und die Interphase eingeteilt werden kann
[38]. Die Mitose stellt dabei mit den einzelnen Schritten der Prophase, Metaphase,
Anaphase und Telophase und einer Dauer von etwa 30 Minuten den kirzesten
Abschnitt im Zellzyklus dar [28]. Im ersten Schritt der Interphase, der G1-Phase,
vollzieht sich nach der Zellteilung zuné&chst die Rekonstruktion der Zellproteine zum
Wiedererreichen der urspriinglichen Zellgrof3e und Zellfunktion sowie die Vermehrung
der Zellorganellen [38]. Die Dauer der G1-Phase variiert bei verschiedenen Zellarten
betrachtlich und betragt im Stratum basale des Mundschleimhautepithels etwa zehn bis
dreizehn Tage [140]. In der ungefdhr sechs Stunden langen S-Phase findet
anschlieBend die Synthese der Desoxyribonukleinsdure (DNA) statt. Es folgt die
pramitotische Ruhephase G2, die etwa sechs Stunden dauert. In der S-Phase nimmt
der zuvor diploide DNA-Gehalt bis zur Tetraploidie zu, die in der G2-Phase erreicht ist
und wahrend der Mitose bis zur Zytokinese erhalten bleibt [10, 50, 96]. Alternativ
konnen Zellen nach der Mitose in die GO-Phase eintreten, in der keine
Zellteilungsvorgénge stattfinden, aus der aber eine Ruckkehr in den Zellzyklus méglich
ist. Nach Eintritt in die terminale Differenzierungsphase GT ist eine weitere Zellteilung
nicht mehr moglich [38].

Die Proliferation von Zellen ist ein fundamentaler biologischer Mechanismus, der
sowohl bei physiologischen als auch bei pathologischen Prozessen eine entscheidende
Rolle spielt. Bei der Begutachtung pathologischer Gewebeveranderungen ist die
Erfassung der Proliferationsaktivitat ein oft gefordertes Kriterium, um das biologische
Verhalten dieser Veranderungen charakterisieren zu kénnen [139].

Die Zahlung der Mitoserate ist der klassische Ansatz zur Bestimmung der
Proliferationsaktivitdt in Tumoren und spielt neben strukturellen und zytologischen
Parametern auch beim Tumor-Grading eine Rolle [119].
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Eine andere Moglichkeit zur Beurteilung der Proliferationsaktivitat ist neben der Zahlung
der Mitosen die Bestimmung von Antigenen, die nur in bestimmten Phasen innerhalb
des Zellzyklus exprimiert werden [139]. Sie erlangt zunehmend an Bedeutung in der
Diagnostik maligner Erkrankungen.

2.2.1.1 Das Tumorsuppressorgen p53

Das p53-Gen hat eine Molekilmasse von 53kD und besteht aus 393 Aminoséauren. Es
ist ein unter physiologischen Bedingungen auf Grund seiner kurzen Halbwertszeit von
maximal 20 Minuten in nur geringer Konzentration im Zellkern lokalisiertes

Phosphorprotein [89].

Am Ende der G1-Phase, vor Eintritt in die S-Phase wird der Zellzyklus von im Genom
geschéadigten Zellen so lange gestoppt, bis der Schaden repariert ist oder die Apoptose
eingeleitet wird. An dieser Stelle des Zellzyklus greift das Tumorsuppressorgen p53 ein
und Ubt seine Funktion als ,Wachter des Genoms* aus. Es verhindert, dass ein
genetischer Schaden durch Zellteilung auf die Tochterzelle weitergegeben wird [85,
153].

Das p53 scheint im Zellzyklus von ungeschadigten Zellen keine lebenswichtige
Funktion zu besitzen, da Mause, die auf Grund eines genetischen Defektes kein
funktionsfahiges p53 in ihren Zellen ausbilden, zunachst keine Entwicklungsstorungen
zeigen. Im Laufe ihres Lebens entwickeln sie jedoch gehauft verschiedene Tumoren
[34]. Den Zellen fehlt die Kontrollfunktion des p53, wodurch es zu einer Akkumulation
von Mutationen und schlief3lich zur Ausbildung von Tumoren kommt. Es sind mehrere
Mechanismen bekannt, die zu einer Inaktivierung und somit zu einem Funktionsverlust

von p53 fuhren.

Treten Mutationen auf, wird die Halbwertszeit des verdnderten p53 auf mehrere
Stunden verlangert, sodass es dann immunhistologisch im Zellkern in der 10- bis 100-
fachen Menge gegenuiber nicht transformierten Zellen nachweisbar wird [89].

22.1.2 Der Ki-67Antikorper

Ki-67 ist ein von Gerdes et al. 1983 entwickelter monoklonaler Antikérper der Maus, der
selektiv mit proliferierenden Zellen menschlicher Gewebe reagiert [41]. Das Ki-67-
Antigen wird in allen aktiven Zellen des Zellzyklus exprimiert (G1, S, G2 und Mitose), in

ruhenden Zellen (GO) ist es jedoch nicht vorhanden [42]. Das Ki-67-Antigen ist ein
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Nicht-Histon-Protein, das sich aus Polypeptidketten mit einem Molekulargewicht von
345 und 395 kD zusammensetzt [43], wobei das kleinere Protein eine Variante mit der
Deletion von Exon 7 ist. Das entsprechende Gen ist auf dem Chromosom 10 lokalisiert
[36]. Wahrend der Interphase kann das Antigen ausschlie3lich im Zellkern gefunden
werden, wohingegen wahrend der Mitose der Grol3teil des Proteins auf die Oberflache
des Chromosoms verlegt wird [129].

2.2.1.3 Das Cyclin D1 Protoonkogen

Cyclin D1 ist ein monoklonaler Antikérper und ein Mitglied der gro3en Gruppe der
Cycline. Diese Proteine regulieren Ubergdnge wahrend verschiedener Phasen des
Zellzyklus, indem sie sich mit cyclinabhangigen Kinasen verbinden und diese aktivieren
[28, 38]. Die cyclinabhangigen Kinasen 4 und 6 werden durch die Cycline D1, D2 und
D3 aktiviert. Mit Ausnahme dieser Cycline sind Cycline nur in bestimmten Phasen des
Zellzyklus vorhanden. Die Cyclin D1-Expression ist wahrend des Zellzyklus leicht
schwankend und erreicht einen Hohepunkt in der G1-Phase, worauf sich auch die
regulatorische Bedeutung beschrénkt [93, 62].

Das Gen, das fur Cyclin D1 kodiert, ist ein Protoonkogen, das auf Chromosom 11
lokalisiert ist [11].

Eine Uberexpression des Cyclin D1 bewirkt eine gesteigerte Inaktivierung des
Retinoblastomgens, das als Tumorsuppressorgen die ordnungsgemafie Fortfihrung
des Zellzyklus reguliert. Diese Inaktivierung fuhrt zu ungehemmtem Wachstum und in
der Folge zu einer Tumorerkrankung [58].

2214 Das EGFR Protoonkogen

Der EGF-Rezeptor ist ein transmembraner Tyrosinkinaserezeptor mit 170 kDa.
Verschiedene Liganden, wie z. B. TGF-a und Amphiregulin kdénnen an den
Zelloberflachenrezeptor binden und eine Aktivierung der intrinsischen Kinaseaktivitat
bewirken [157].

Im nicht aktivierten Zustand liegt der EGF-Rezeptor als Monomer vor. Nach Bindung
des Liganden EGF oder TGFa kommt es infolge einer Konformationsanderung zur
Homodimerisierung des Rezeptors mit einem zweiten EGF-R oder zur
Heterodimerisierung, z.B. mit c-erb-B2. Die hierdurch induzierte N&ahe der beiden

Kinasedoméanen fihrt zur Autophosphorylierung der EGF-R-Tyrosinkinase und zur
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Rekrutierung von Adapterproteinen, die Signalkaskaden auslosen, wodurch
Tumorproliferation und Apoptosehemmung bewirkt werden [31].

Die Uberexpression von EGFR erwies sich bei verschiedenen malignen Tumoren als
Kennzeichen fur eine schlechte Prognose, z. B. Brust-, Eierstock-, Blasen- und
Speiseréhrenkrebs. Auch eine hohe Resistenz bei der Bestrahlung korrelierte mit der
EGFR-Uberexpression [102].

2.2.15 Das c-erb-B2 Protoonkogen

Der c-erbB2-Rezeptor (Her2/neu) ist ein vom c-erb-B2 Protoonkogen kodiertes
transmembranes Glykoprotein mit 185 kDa, dessen intrazellulare Domane
Thyrokinaseaktivitat aufweist [164] und Homologien zum epidermalen Wachstumsfaktor
(EGF)-Rezeptor zeigt [9]. Das c-erb-B2 Protoonkogen ist auf Chromosom 17q
lokalisiert.

Die Aktivierung des Rezeptors wird durch Phosphorylierung von spezifischen
Tyrosinkinaseresten im Zytoplasma hervorgerufen. Dies fuhrt zur simultanen
Stimulation vieler Signalwege [108]. Insbesondere als Rezeptor flr den epidermalen
Wachstumsfaktor (EGF) und TGF-a wird dem c-erb-B2 eine wichtige Rolle bei der
Ubermittlung von Signalen zur Proliferation und Differenzierung zugeordnet [97].

Unter physiologischen Umstanden wird das Protein in Epithelien von Mamma, Ovar,

Endometrium, Lunge, Gastrointestinaltrakt und Niere sowie im Gehirn exprimiert [103].

Eine Uberexpression des p185 Proteins fiihrt zu einer erhéhten Tyrosinkinaseaktivitat;
die Zellen werden durch chronische Stimulation der Signaltransduktionswege

transformiert [12].

2.2.1.6 Das c-kit Protoonkogen

Das Produkt des beim Menschen auf Chromosom 4 gelegenen c-kit Protoonkogens
[163] gehort zur Klasse der Protein-Tyrosin-Kinase-Rezeptoren [13]. Allen gemeinsam
ist eine lange glykosylierte Doméne, die den Liganden extrazellular bindet, ferner eine
hydrophobe transmembranére und eine zytoplasmatische Region mit Protein-Tyrosin-
Kinase-Aktivitat. Auf Grund dieser Konfiguration kann man sich die Rezeptor-Tyrosin-
Kinasen als membranassoziierte allosterische Enzyme vorstellen, wobei die
ligandenbindende Region von der Region mit Protein-Tyrosin-Kinase-Aktivitat durch die
Plasmamembran getrennt ist [148].
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Bindet der zum c-kit-Rezeptor gehdrende Ligand SCF (stem cell factor) an die
extrazellulare Domane, so resultiert daraus eine Dimerisierung des c-kit-Rezeptors,
wonach eine Aktivierung der Tyrosin-Kinase-Funktion der zytoplasmatischen Domane
des Rezeptors erfolgt [168].

Auf Grund des Vorkommens von c-kit-Rezeptoren bzw. c-kit mRNA auf verschiedenen
Malignomen l&sst sich vermuten, dass das c-kit-Protoonkogen auch in der Tumor-
entstehung eine Rolle spielt. So wurde c-kit sowohl bei Malignomen des
hamatopoetischen Systems [17, 64] als auch bei soliden Tumoren, wie bei bestimmten
Formen des Mammakarzinoms [104], kleinzelligen Lungenkarzinomen [104], nicht-
kleinzelligen Lungenkarzinomen [116[, Melanomen [104], Glioblastomen [88], GISTs
(gastrointestinal stroma tumors) [56], einigen Arten von Speicheldriisenkarzinomen [66]
und Keimzelltumoren des Hodens [104], nachgewiesen.

2.2.1.7 Der PDGFRa Antikorper

PDGFRa (platelet-derived growth factor receptor) ist ein Tyrosin-Kinase-Rezeptor. Die
PDGFs bilden eine Familie von Wachstumsfaktoren, deren Mitglieder eine von vier
Polypeptidketten enthalten: PDGFR-A, PDGFR-B, PDGFR-C und PDGFR-D [37]. Jede
Kette wird von einem individuellen Gen kodiert, das jeweils auf den Chromosomen 7,
22, 4 und 11 lokalisiert ist [149]. Die Polypeptidketten sind durch Aminosaure-Disulfid-
Brucken verbunden und bilden Homo- oder Heterodimere, von denen bisher funf
beschrieben wurden: PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB, PDGF-CC und PDGF-DD.
Diese Faktoren tben ihren extrazellularen Einfluss tber die Tyrosin-Kinase-Rezeptoren
PDGFRa und PDGFR aus. PDGFRa kann durch PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB und
PDGF-CC aktiviert werden. Die Bindung eines Liganden induziert die Rezeptor-
Dimerisierung und die Aktivierung und Autophosphorylierung der Tyrosin-Kinase-
Domaéane. Hierbei werden Signal-Enzyme aktiviert, wodurch letztlich die Migration,
Proliferation und das Uberleben der Zelle geférdert werden [15].

Es ist bekannt, dass PDGF in den Blutplattchen produziert und von mononuklearen
Phagozyten, Endothelzellen, vaskularen Muskelzellen und Megakaryozyten exprimiert
wird [105].

PDGF-Expression ist in Glioblastomen [54], Tumoren des Ovars [30] und der Prostata
[40] nachgewiesen worden.
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In Tumoren trdgt PDGF zum autokrinen Wachstum bei oder moduliert das
tumorumgebende Stroma, indem es die Angiogenese und das Tumorwachstum
stimuliert [105].

2.2.2 Regulation der Apoptose

Der physiologische Zelluntergang wird als Apoptose bezeichnet und unterscheidet sich
grundlegend von der ungeregelten Nekrose [47]. Um die Integritdt des
Gesamtorganismus nicht zu geféahrden, ist die Eliminierung der Zellen einer genauen
Regulation unterworfen, deren Programm und biochemischer Apparat Bestandteil jeder
Korperzelle sind [46].

Die Apoptose geht mit einer blasigen Veranderung der Plasma- und Zellmembran, der
Schrumpfung der Zelle sowie der Fragmentierung und Kondensierung des Chromatins
einher. Die Zellorganellen werden nicht geschadigt und der Zellinhalt tritt nicht in die
Umgebung aus. Der physiologische Zelltod miindet in sogenannten Apoptose-Kérpern,
die von Makrophagen und benachbarten Zellen ohne Entziindungszeichen phagozytiert
werden. Biochemisch lasst sich bei der Apoptose eine Aktivierung von Proteinasen und
endogenen Nukleasen nachweisen [72, 137].

In den Zellen, die einen genetischen Schaden tragen, ist die Initiation der Apoptose in
erster Linie von der Funktion des Wildtyp-p-53-Phosphoproteins abhangig, das fir eine
Unterbrechung in der spaten G1-Phase des Zellzyklus verantwortlich ist, bis eine
Reparatur des genetischen Schadens stattgefunden hat oder die Apoptose der Zelle
eingeleitet wird [85, 28].

Ein weiteres Molekil, das bcl-2 (B-cell lymphoma-2), ist in die Regulation des
programmierten Zelltods involviert, indem es die Apoptose sowohl unter
physiologischen Bedingungen als auch im Tumorgewebe inhibiert und zu einem
Wachstumsvorteil der Zellen fiihrt [57].

2221 Das bcl-2 Onkogen

Bcl-2 (B-cell-lymphoma-2-gene) bezeichnet ein Onkogen, das zuerst bei follikularen B-
Zell-Lymphomen entdeckt wurde [146]. Das bcl-2-Gen, das sich normalerweise auf dem
Chromosom 18921 befindet, ist bei dieser Erkrankung auf den Locus der schweren
Immunglobulinkette des Chromosoms 14 verschoben, was eine vermehrte Expression

zur Folge hat [95]. Eine Uberexpression fand sich spéater auch in verschiedenen
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epithelialen Malignomen beispielsweise der Lunge, der Schilddrise, der Brust, der
Niere, dem Ovar und dem Magen [114, 118, 33, 22, 82, 86].

Das bcl-2 Onkoprotein befindet sich auf der zytoplasmatischen Seite der &uf3eren
Mitochondrienmembran, des endoplasmatischen Retikulums und des Zellkerns [1, 161,
57] und hat ein Molekulargewicht von 26 kDa [81].

bcl-2 hemmt die Wildtyp-p53-vermittelte Apoptose und fihrt die Zellen in ein
wachstumsgehemmtes Stadium. Bei vermehrter bcl-2-Expression kommt es zu einer
verminderten Apoptoserate, in deren Folge das Risiko einer malignen Transformation
ansteigt [23].

Bei zahlreichen hamatologischen und soliden Tumoren wird eine Uberexpression von
bcl-2 festgestellt, aber auch Translokationen werden als Ursache der vermehrten
Prasenz von bcl-2 beobachtet. Dadurch kommt es neben der Hemmung der Apoptose
auch zu einer Resistenz der Tumorzellen gegen Radio- und Chemotherapie [80].

2.2.3 Adhéasion

Zelladhasionsmolekiile sind an allen Schritten der malignen Progression beteiligt [165].
Durch Verlust und Dysregulation von Zelladhasionsmolekilen geht die geordnete
Struktur verloren und Tumorzellen kénnen sich aus dem Gewebeverband l6sen [48].
Voraussetzung fur die Infiltration bindegewebiger Strukturen ist die Expression von
Adhésionsmolekilen, die an Bestandteile der extrazellularen Matrix binden.

Die Adhasion von Zellmembranrezeptoren lymphogen metastasierender Tumorzellen
an Liganden der Lymphgefaf3e in den Lymphknoten ist eine Voraussetzung fur die
Ausbildung von Lymphknotenmetastasen. Hamatogen metastasierende Tumorzellen
konnen Uuber Zelladh&dsionsmolekile an Endothelzellen und die endotheliale
Basalmembran binden und damit die Ausbildung von Fernmetastasen induzieren [48,
59].

2.2.3.1 Das E-Cadherin Protein

Der Name E-Cadherin leitet sich aus dem Begriff Calcium-abhéngiges Adherin ab.
E-Cadherin ist ein Glykoprotein mit einer Molekilmasse von 120 kD; das kodierende
Gen ist auf Chromosom 16g22.1 lokalisiert [39]. Funktionell handelt es sich um ein Zell-

Zell-Adhasionsmolekil, das Epithelzellen Uber Calcium-abhangige, homotypische
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Interaktionen verbindet [144, 143]. Aul3erdem ist E-Cadherin entscheidend fir die
Induktion und Aufrechterhaltung der Zellpolaritat und Differenzierung in vitro und in
reifen epithelialen Geweben [48].

Da eine reduzierte interzellulare Adhasion von Karzinomen haufig mit einer Reduktion
bzw. einem Verlust der E-Cadherin-Expression einhergeht, wird postuliert, dass dem
funktionellen Verlust von E-Cadherin eine Bedeutung bei der Tumorausbreitung
zukommt [14, 67].

2.3 Diagnostik

Neben bildgebenden Verfahren wie Rontgen, Computertomografie, Kernspintomografie,
Sonografie, Skelettszintigrafie spielt die histologische Untersuchung bei der Diagnostik
eine entscheidende Rolle. Die Histologie liefert nicht nur Aussagen tber Art und Dignitat
des Tumors, sondern auch uber tatsachliche Ausdehnung, vollstandige Entfernung und
Differenzierung. Je nach Ausdehnung der Veréanderung wird der Tumor in toto
histologisch untersucht oder es wird eine Biopsie durchgefiihrt, deren Ergebnis die
Grundlage fur die Therapie bildet.

Die standardisierte morphologische Diagnostik fir menschliche Tumoren basiert
zumeist auf einer Kombination von Histopathologie und Immunhistologie, die eng mit
klinischen Daten verknipft wird. Den Richtlinien der WHO und UICC folgend, liefert
dieses Vorgehen in den meisten Féllen prazise Informationen dber Dignitat,
Gewebeherkunft, Tumortyp, Staging und Grading sowie Informationen Uber die
vollstandige chirurgische Entfernung der L&sion. Heute sind diese Daten die wichtigsten
Informationen fir die Prognose der Erkrankung und die Grundlage fir die geplante
Therapie.

Da allerdings die Tumormorphologie die Unterschiedlichkeit der Veranderungen in
Tumorzellen nur unvollstandig widerspiegelt, beobachten Pathologen und Kliniker nicht
selten, dass zwei Patienten mit dem anscheinend gleichen Tumortyp einen sehr
unterschiedlichen klinischen Verlauf beziiglich Uberleben, Metastasierungstyp und
Ansprechen auf die Standardtherapie zeigen. Um diese unbefriedigende Situation zu
verbessern, ware eine auf den Gewebeproben aufbauende préazise Vorhersage des
tumorbiologischen Verhaltens von eminenter Bedeutung fur den einzelnen Patienten
[32].
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2.4 Therapie

Grundlage fur die Therapie von Plattenepithelkarzinomen der Mundhohle und des
Oropharynx ist die interdisziplinare Zusammenarbeit von Vertretern mehrerer
Fachgebiete. Der Zahnarzt steht oft am Anfang und spielt eine wichtige Rolle bei der
Friherkennung und der Kontrolle prékanzertser Veréanderungen. Auch wenn die
eigentliche Behandlung dem Mund-Kiefer-Gesichtschirurgen zukommt, werden fur
diagnostische MaRnahmen auch HNO-Arzte, Radiologen, Nuklearmediziner, Internisten
und Pathologen hinzugezogen. An der Therapie sind oft noch Strahlentherapeuten und
Onkologen beteiligt. Am Ende der Therapie tragt der Zahnarzt mit prothetischen und
implantatprothetischen Malinahmen malR3geblich zur Eingliederung des Patienten in ein
normales gesellschaftliches Leben bei.

Bei der Therapie von Mundhohlenkarzinomen besteht der entscheidende Unterschied
zu Neoplasien anderer Korperregionen im psychologischen Aspekt. Die
Mundhoéhlenkarzinome betreffen das Gesicht und die Patienten erleben in dieser
exponierten Region das Geschwulstleiden sehr bewusst. Alle therapeutischen
Malnahmen, die mit einer asthetischen Beeintrachtigung einhergehen, werden als
Entstellung empfunden. Deshalb dirfen alle Behandlungsmodalitéaten nicht nur unter
dem Gesichtspunkt der Verbesserung der Uberlebensrate betrachtet werden. Wegen
der Bedeutung eines intakten Gesichts fur das Selbstwertgefiihl des Patienten und zur
Sicherstellung der Gesellschaftsfahigkeit missen die Erhaltung und Wiederherstellung
der Funktion und Asthetik der Gesichtsregion ein wesentlicher Bestandteil der Therapie
sein [51].

In der Behandlung bosartiger Erkrankungen findet im Moment ein Paradigmenwechsel
statt. Zu den bisherigen Therapieformen Operation, Chemotherapie und Bestrahlung
tritt die zielgerichtete Therapie (targeted therapy) hinzu, die sich mit Hilfe von
Medikamenten direkt gegen molekulare Mechanismen des Tumorzellwachstums richtet.
Sie findet meist in Kombination mit einer Chemotherapie statt [127].

2.4.1 Bisherige Therapieformen

Fur das Mundhdhlenkarzinom gilt eine komplette Operation nach wie vor als Therapie
der Wahl, wenngleich allgemein akzeptiert wird, dass kleine Tumoren (T1) auch nur
bestrahlt werden kdnnen [60, 112, 117]. Nach Tucker et al. [147] zeigt die Bestrahlung
als alleinige Therapie bei kleinen Tumoren gleiche Ergebnisse wie die Operation.
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Ab einem bestimmten Tumorstadium werden die Lymphabflussgebiete in die Operation
mit einbezogen. Uber die Art der Tumorresektion und den Umfang der
Lymphknotenoperation existieren unterschiedliche Lehrmeinungen und
Therapiekonzepte. Einigkeit herrscht hingegen darlber, dass bei fortgeschrittenen
Tumorstadien die Notwendigkeit einer adjuvanten Therapie besteht. Hier steht die
Radiotherapie im Vordergrund, wobei wiederum unterschiedliche Konzepte bezuglich
der Dosis und der pra- bzw. postoperativen Applikation sowie einer mdglichen
Kombination mit Chemotherapie existieren [60].

Die neoadjuvante Chemotherapie wird hé&ufig vor den anderen Moglichkeiten
angewandt und kann die folgende Operation oder Bestrahlung erleichtern [150].

Praoperative Radio-Chemo-Therapie als eine neoadjuvante Herangehensweise an die
Therapie oraler Plattenepithelkarzinome ist eine mogliche Alternative zu der primaren
Operation mit postoperativer Bestrahlung [73]. Die neoadjuvante Behandlung ist jedoch
haufig mit Wundheilungsstérungen und einer verspateten funktionellen und

asthetischen Wiederherstellung verbunden [3, 100].

Ferner sollen unnétige adjuvante Therapien vermieden werden, die gerade Patienten
mit Mundhéhlenkarzinomen schwer belasten und durch die sie dem Arbeitsprozess
lange fernbleiben [60].

Zu bedenken ist auch, dass selbst die Behandlung kleiner Tumoren durch
Strahlentherapie und Operation betrachtliche Folgen wie Xerostomie, Entstellungen und
die Beeintrachtigung wichtiger Vitalfunktionen haben kann [27].

Aufgrund der GroR3e eines Mundhohlentumors oder seiner Nahe zu vital essentiellen
anatomischen Strukturen bzw. aufgrund eines stark reduzierten Allgemeinzustandes
kénnen etwa 15 % der Patienten bei der Erstbehandlung nicht operiert werden. Die hier
moglichen Therapiebausteine beinhalten zumeist Kombinationen aus Radio- und
Chemotherapie. Neben der erstrebten Lebensverlangerung gilt hier der Lebensqualitat
besonderes Augenmerk [60].

2.4.2 Zielgerichtete Tumortherapie

Die orale Karzinogenese ist ein mehrstufiger Prozess, der durch genetische,
epigenetische und phé&notypische Veradnderungen charakterisiert ist. Viele dieser
Veranderungen beinhalten die Aktivierung von Signalwegen, die der Zelle vorteilhafte
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Eigenschaften beim Wachstum und Uberleben geben [142]. Die gestorte
Wachstumskontrolle der Tumorzellen kann durch autokrine Ausschittung von
Wachstumsfaktoren, Uberexpression oder Verlust regulatorischer Gene, Genmutation,
Genamplifikation, Gendeletion oder Chromosomentranslokation entstehen [31].
Medikamenten, die diese Veranderungen durch gezielte, molekular genau bestimmte
Signalwege verhindern oder rickgangig machen koénnen, gilt deshalb erhdhte
Aufmerksamkeit [142].

Da in verschiedenen Tumorentitaten der gleiche Signalweg dereguliert sein kann, ist es
wahrscheinlich, dass in Zukunft der Signaltransduktionsdefekt und nicht mehr die
Tumorentitat als Entscheidungskriterium fur den Einsatz einer Therapie im Vordergrund
steht. Da die Zielstruktur haufig nur in der Tumorzelle vorliegt, zeichnet sich diese
Therapieform durch ein geringes Nebenwirkungsprofil aus [31].

Biologische Wirkstoffe, die in der Krebstherapie genutzt werden, damit sie in den
Zellzyklus oder die Apoptose eingreifen, sind entweder Gene (Gentherapie) oder
monoklonale Antikérper (Immuntherapie) [61].

In den letzten Jahren haben die Bemihungen zur Entschlisselung der Verbindungen
zwischen zellmembranstdndigen Rezeptoren, aktivierten Rezeptorkinasen und
intrazellularen Signalkaskaden erhebliche Fortschritte gezeigt. Dabei wurden eine
gro3e Anzahl von potentiellen Inhibitoren und deren therapeutische Zielstrukturen
beschrieben (Tab. 1) [32].

Die beschriebenen Substanzen wirken durch Hemmung der Tyrosinkinase, z.B. BMS
354825, oder durch Blockade eines Rezeptors, z.B. Trastuzumab. Ein gutes Beispiel
hierfur ist der EGF-Rezeptor, der Homologien zu Her2/neu aufweist (siehe Kapitel
2.2.1.4). Es wird nicht nur die Proliferation des Tumors durch die Hemmung von
Wachstumsfaktoren gestort, sondern auch die Angiogenese gehemmt. Die
Angiogenese ist fur die Progression einer malignen Grunderkrankung ein
unabdingbarer Prozess, ohne den wachsende Tumoren von der Nahrstoffversorgung
abgeschnitten sind.

Der VEGF-Rezeptor spielt in der Gefal3neubildung eine zentrale Rolle. Die Inhibition der
VEGF-induzierten Signalkette entweder durch Neutralisierung des Wachstumsfaktors,
durch Rezeptorblockade oder durch direkte Hemmung der intrazellularen
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Signaltransduktion wird daher seit einigen Jahren als vielversprechendes

Entwicklung neuer Therapiestrategien angesehen [74].

Tabelle 1: Auswahl von Substanzen fur die zielgerichtete Therapie

Ziel zur

Substanz

Tumortyp

Ziel

Trastuzumab Herceptin®

metastasierende
Mammakarzinome

Her2/neu

Imatinib Glivec® CML, GIST BCR/ABL, PDGFR, KIT
BM 482
S 354825 GIST c-Kit
. metastasierende Mamma- und
Lapatinib Kolonkarzinome Her2/neu, EGFR
_ Nierenzellkarzinom, nicht- VEGFR, PDGFR, KIT, FLTS3,
Sunitinib

kleinzelliges Lungenkarzinom

RET

Sorafenib Nexavar®

Nierenzellkarzinom, Melanome

VEGFR, PDGFR, KIT, FLT3,
p38, Raf

SU 11248

Mammakarzinom,
Lungenkarzinom

PDGFR, VEGFR, KIT, FLT3

Lefuonamide

Prostatakarzinom

PDGFR

Vatalanib

metastasierendes
Kolorektalkarzinom

VEGFR, PDGFR, c-KIT

metastasierendes

Bevacizumab Avastin® Kolorektalkarzinom VEGFR
. metastasierendes
Cetuximab Kolorektalkarzinom EGFR
I nicht-kleinzelliges
Gefitinib Lungenkarzinom EGFR
Erlotinib nicht-kleinzelliges EGER

Lungenkarzinom

2.5 Aufgabenstellung

Tumoren gleicher Entitat weisen nicht immer identische molekulargenetische Strukturen

auf. Die sich dadurch ergebenden Misserfolge bei der konventionellen Therapie fordern

die Entwicklung zielgerichteter Therapieansatze (targeted therapy).

Die molekularen Strukturen, die als Ansatzpunkte fir diese targeted therapy dienen,

mussen im Vorfeld der Therapie im Tumor nachgewiesen werden, damit effektiv und
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zielgerichtet behandelt werden kann. Patienten, in deren Tumoren diese Zielstrukturen

nicht nachweisbar sind, kdnnen so unnotige Nebenwirkungen erspart bleiben.

Mit Hilfe molekularpathologischer Methoden ist der Nachweis der targets méglich, dies
ist im Rahmen der Routinepathologie jedoch ein groRer und kostenintensiver Aufwand.
Aus diesem Grund werden einfache immunhistochemische Methoden gesucht, mit

deren Hilfe die Zielstruktur zuverlassig markiert werden kann.

Ziel dieser Studie war es, mit Hilfe von immunhistochemischen Markern bestimmte
Strukturen in  zuvor konventionell histologisch untersuchten Schnitten von
Plattenepithelkarzinomen der Mundhéhle und des Oropharynx nachzuweisen. Dabei
wurden bewusst keine molekulargenetischen Methoden angewandt, weil die
routinemaRige und in den meisten Instituten fur Pathologie etablierte Immunhistochemie
im Vordergrund stehen sollte. Auch prognostische Aussagen, wie z. B.

Uberlebensraten, waren in der vorliegenden Studie nicht von Interesse.
Insbesondere sollte untersucht werden:

Korrelieren konventionelle etablierte Zellzyklusmarker (Ki-67, p53) mit
morphologischen Befunden?

Zeigen Marker aus der Gruppe der Tyrosinkinaserezeptoren (EGFR, C-erb-
B2, c-kit, PDGFRa) eine Korrelation zum Differenzierungsgrad?

Gibt es bei dem EGF-Rezeptor, der ein komplexes Bindungsareal darstellt,
eine Korrelation zwischen den Ergebnissen von EGFR und EGFR innere
Doméne? Lassen sich diagnostisch relevante Unterschiede erkennen?

Lasst sich mit dem in der Diagnose von Mammakarzinomen schon
routinemaRig verwendeten Hercep-Test auch bei Plattenepithelkarzinomen
der Mundhdéhle und des Oropharynx eine Uberexpression erkennen?

Kann man die Anwendung von c-kit bei GISTs auch auf die
Plattenepithelkarzinome der Mundhgdhle und des Oropharynx Ubertragen?

Spielt eine verringerte Apoptoserate (Uberexpression von bcl-2) bei
Plattenepithelkarzinomen der Mundhohle und des Oropharynx eine Rolle und

gibt es eine Korrelation zum Differenzierungsgrad?
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Lasst sich in Plattenepithelkarzinomen der Mundhdhle und des Oropharynx
eine reduzierte Aktivitat von E-Cadherin erkennen und gibt es einen

Zusammenhang mit der Entdifferenzierung?

Lassen sich bereits in der klinischen Anwendung befindliche zielgerichtete
Therapien anderer Korperregionen auf Plattenepithelkarzinome der
Mundhdhle und des Oropharynx tbertragen?

3 Material und Methode

3.1 Struktur und Versorgungsauftrag des Klinikums Bad Saarow

Das Klinikkum Bad Saarow ist 1954 als Zentralkrankenhaus der kasernierten
Volkspolizei gegrindet worden und fungierte in den folgenden Jahrzehnten als
Zentrales Lazarett der Nationalen Volksarmee. Am 1. Dezember 1981 wurde in Bad
Saarow die Militarmedizinische Akademie gegrindet, die die Ausbildung der
Militarmediziner Ubernahm. Es existierten alle fur die klinische Ausbildung notwendigen
Kliniken und Institute.

Schon damals wurden nicht nur Armeeangehdérige, sondern auch deren Familien und
die Zivilbevdlkerung der Region in den modern ausgestatteten Abteilungen behandelt.
Zum Zeitpunkt der Griindung der Militarmedizinischen Akademie verfiigte das Klinikum
Bad Saarow uber 25 Kliniken und Institute mit 800 Betten.

Nach der Wiedervereinigung der beiden deutschen Staaten 1990 wurde die
Militarmedizinische Akademie durch die Bundeswehr tGbernommen und gehorte ab
1991 zu der HUMAINE Gesellschatft fur Klinikmanagement mbH Munchen.

1992 wurde in Bad Saarow das Ost-Brandenburgische-Tumorzentrum (OBTZ)
gegrindet, das nach dem Strukturkonzept der Arbeitsgemeinschaft Deutscher
Tumorzentren ein regionales Tumorzentrum darstellt. Das Klinikum Bad Saarow ist
seitdem Mitglied wund klinische Leiteinrichtung des Ost-Brandenburgischen

Tumorzentrums, dem zurzeit etwa 70 natirliche und juristische Personen angehdren.

Das OBTZ arbeitet fachiibergreifend mit Kliniken und niedergelassenen Arzten der
Region zusammen. Durch die Forderung der fachgebietsbezogenen und
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interdisziplinaren Zusammenarbeit aller an der Tumorbekampfung beteiligten Arzte,
Einrichtungen und Organisationen, sollen Diagnostik, Therapie, Rehabilitation und
Nachsorge sowie die soziale und psychologische Betreuung von Krebspatienten

verbessert werden.

Im Juli 1998 fusionierte das Klinikum Bad Saarow mit dem Kreiskrankenhaus
Furstenwalde/Spree, einem kommunalen Krankenhaus der Grundversorgung. Schon
vor der Zusammenlegung der beiden Hauser wurden samtliche Obduktionen sowie die
intravitalen bioptischen Untersuchungen des Krankenhauses Flrstenwalde im Institut
fur Pathologie des Klinikums Bad Saarow durchgefihrt.

Seit 1998 ist das Klinikum Bad Saarow Lehrkrankenhaus der Charité Berlin.

Im September 2006 wurde das Klinikum Bad Saarow vom HELIOS
Krankenhauskonzern tdbernommen und verfligt derzeit Gber etwa 600 Betten. Im
Landeskrankenhausbettenplan wird die Einrichtung als Klinikum der erweiterten
Regelversorgung gefihrt.

3.2 Patientengut

Im Rahmen der Studie wurden die durch Facharzte fur Pathologie erstellten
Biopsiebefunde des Instituts fur Pathologie des Humaine-Klinikkums Bad-Saarow aus
den Jahren 1988 bis 2001 durchgesehen. Es konnten 603 Falle mit Tumoren der Kopf-
Hals-Region aufgenommen werden. Die Plattenepithelkarzinome der Mundhdhle und
des Oropharynx wurden genau erfasst, dabei wurden mit Hilfe eines Erfassungsbogens
folgende Daten erhoben:

Jahr, Name, Vorname, Alter, Geschlecht, einsendende Abteilung, Lokalisation, Grading,
TNM-Klassifikation.

Die Lokalisation wurde mit dem Tumorlokalisationsschlissel der ICD-O (International
classification of diseases for oncology) in der deutschen Fassung von 1993 auf der
Grundlage der klinischen Angaben festgelegt [154].

Die von Broders 1941 angegebene Einteilung in drei Differenzierungsgrade [16] ist im
Rahmen der TNM-Klassifikation [156] erweitert worden:
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GX: Differenzierungsgrad nicht bestimmbar
G1: gut differenziert

G2: mittelgradig differenziert

G3: gering differenziert

G4: undifferenziert

Beurteilungsgrundlagen fur das Grading sind Zellreichtum, Mitoserate, Zellpleomorphie,
Vorliegen von Nekrosen und Verhdltnis von Zellen zu Interzellularsubstanz innerhalb

des Tumorgewebes.

Die von der UICC (Union International Contre le Cancer) vorgeschlagene TNM-
Klassifikation der Oralkarzinome [156, 53] bertcksichtigt die Ausdehnung des
Primartumors (T), die Metastasen in den regionaren Lymphknoten (N) und die
hamatogenen Fernmetastasen (M):

TX: Primartumor nicht beurteilbar

T1: Tumor bis 2 cm in gréf3ter Ausdehnung

T2: Tumor 2 cm bis 4 cm in gré3ter Ausdehnung

T4: Tumor tber 4 cm in grof3ter Ausdehnung

NX: Lymphknoten nicht beurteilbar

NO: keine Lymphknotenmetastasen

N1: Metastase in solitdrem ipsilateralem Lymphknoten, bis 3 cm in grof3ter Ausdehnung

N2: Metastase(n) in solitarem ipsilateralem Lymphknoten, 3 cm bis 6 cm in grof3ter
Ausdehnung, oder in multiplen ipsilateralen Lymphknoten, keiner Gber 6 cm in gré3ter
Ausdehnung, oder in bilateralen oder kontralateralen Lymphknoten, keiner tiber 6 cm in
grof3ter Ausdehnung.

N3: Metastase(n) in Lymphknoten, tber 6 cm in grofdter Ausdehnung
MX: Fernmetastasen nicht beurteilbar

MO: Keine Fernmetastasen
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M1: Fernmetastasen

3.3 Methodische Durchfiihrung der immunhistochemischen
Untersuchung

Die immunhistochemische Behandlung der Schnitte wurde mit der LSAB (Labeled-
StreptAvidin-Biotin)-Methode durchgefihrt.

Zur Entparaffinierung wurden die Schnitte viermal je zwei Minuten mit Xylol behandelt
und unterliefen dann die absteigende Alkoholreihe mit Ethanol, wobei jeder Schritt eine
Minute dauerte.

Anschliel3end wurden die Schnitte zur Blockierung der endogenen Peroxidaseaktivitat
funf Minuten in 270 ml Methanol und 30 ml Wasserstoffperoxid (30 %) getaucht.
Danach wurde grindlich mit Leitungswasser gespilt und die Schnitte wurden in Tris-
Spulpuffer eingestellt.

Es folgte fir vier Minuten die Hitzedemaskierung im Dampfdrucktopf mit Citratpuffer.
Anschliel3end wurde wieder in Leitungswasser gespilt und in Tris-Spulpuffer eingestellt.
Nur der HercepTest fur c-erbB-2 durchlief eine Hitzedemaskierung im Wasserbad,
wobei die Schnitte in eine Edelstahlkiivette, die mit 300 ml Target Retrieval Solution
High pH (1:10 mit Aqua dest. verdiinnt) gefullt war, eingestellt und 40 Minuten im 98 °C
heilen Wasserbad inkubiert wurden.

Der jeweilige Primarantikdrper wurde mit dem Antikorperverdinnungsmedium (DAKO
S2022) in entsprechender Verdinnung (Tab. 2) angewendet. Die Inkubation der
Schnitte erfolgte fir 60 Minuten in der feuchten Kammer bei Raumtemperatur.

Anschliel3end wurden die Schnitte mit TBS gespult.

Danach wurden die Schnitte mit dem biotinylierten Antikdrper, entsprechend dem
verwendeten Kit, flr zehn Minuten inkubiert und mit TBS gesplilt.

Es folgte zehn Minuten lang die Inkubation der Schnitte in Peroxidase markiertem
Streptavidin, dann wieder Spilung mit TBS.

Die Schnitte wurden schlie3lich mit frisch angesetzter Substrat-Chromogen-Ldsung
inkubiert und danach mit DAB-Substrat aus dem DAKO-Kit (K5001) entwickelt (zehn
Minuten).



3 Material und Methode 27

Anschliel3end wurden die Schnitte mit Leitungswasser gespult und fir eine Minute mit

Hamalaun gegengefarbt.

Es folgte das Blauen in Leitungswasser und die Entwasserung in der aufsteigenden

Ethanolreihe und in Xylol.

Zur Qualitatssicherung der immunhistochemischen Untersuchungen, insbesondere zur
Uberpriifung der Spezifitat der verwendeten Antikdrper, wurden sowohl Positiv- als
auch Negativkontrollen mitgefuhrt.

Als Positivkontrollen wurde die Reaktivitat der eingesetzten Antikdrper mit nicht
neoplastisch veranderten Normalgeweben, die in den Praparaten enthalten waren,
betrachtet. Fir die Neagativkontrolle wurden die polyklonalen Primarantikorper durch
eine affinitdtsabsorbierte Immunglobulinfraktion vom Kaninchen (DAKO, Code-Nr.
X0936), die monoklonalen Primarantikérper durch Mausserum der gleichen
Immunglobulinklasse (DAKO, Code-Nr. X0943) ersetzt. Dabei handelt es sich um mit

den Priméarantikdrpern identische Proteinkonzentrationen.

Tabelle 2: Verwendete Antikorper mit jeweiliger Verdiinnung

Antikodrper Hersteller/ Clone Verdinnung

bcl-2 DAKO/ Clone 124 1:100

HER-2/neu (c-erbB-2-Onkoprotein)DAKO/ polyklonaler Kaninchen-Anti-Human-Antikdrper| vorverdinnt

c-kit DAKO/ polyklonaler Kaninchenantikorper 1:50

Cyclin D1 DAKO/ Clone DCS-6 1:20
E-Cadherin DAKO/ Klon 36B5 1:100
EGFR NOVOCASTRA/ 2-1E1 1:50

EGFR, innere Domé&ne NOVOCASTRA/ EGFR 25 1:50
Ki-67 DAKO/ Clone MIB-1 1:200

p53 DAKO/ DO-7 1:150

PDGFRa Santa Cruz/ polyklonaler Kaninchenantikdrper 1:50
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3.4 Auswertung der immunhistologischen Untersuchung

Es wurden 94 gut dokumentierte Plattenepithelkarzinome der Mundhohle und des
Oropharynx ausgewahlt, um eine immunhistologische Untersuchung durchzufuhren.
Dazu wurden die archivierten Paraffinblocke verwendet und zur Farbung mit
verschiedenen Antikérpern Schnitte hergestellt. In den Schnitten wurden jeweils drei
zentrale Tumorausschnitte bei 20-facher VergrofZerung im Mikroskop (Olympus BX 50)
betrachtet und aufRer bei Ki-67 und c-erb-B2 sowohl die Intensitat der Farbung als auch
der Prozentsatz der positiven Zellen erfasst. Aus den Werten der drei Tumorausschnitte
wurde der Mittelwert gebildet und die Intensitat und der Prozentsatz positiver Zellen in
einem Score zusammengefasst. Grundlage war hierbei der Immunreaktive Score (IRS)
von Remmele und Stegner [122], der die Farbungsintensitat mit dem Prozentsatz
positiver Zellen multipliziert. Dabei wurden in dieser Studie folgende Einteilungen

vorgenommen:

Farbungsintensitat (FI):

(0) : keine Farbereaktion

(1) : schwache Farbereaktion
(2) : maRige Farbereaktion
(3) : starke Farbereaktion

Prozentsatz positiver Zellen (PP):

(0) : keine positiven Zellen

(1) : bis zu einem Dirittel der Zellen sind positiv

(2) : ein Drittel bis zwei Drittel der Zellen sind positiv
(3) : zwei Drittel bis alle Zellen sind positiv

IRS = FI x PP

Bei Ki-67 wurde in den drei Tumorausschnitten die Anzahl der positiven Zellen in
Prozent angegeben und aus den drei Werten der Mittelwert gebildet.
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Bei c-erb-B2 kam der HercepTest von DAKO zur Anwendung. Der HercepTest
verwendet einen affinitatsgereinigten  polyklonalen  c-erb-B2-Antikdrper. Die
Auswertungsrichtlinien basieren auf einem semiquantitativen c-erb-B2-Score, in den der
Prozentsatz der positiven Tumorzellen sowie die Art und Intensitat der Membranfarbung
einflieBen (Tab.3):

Tabelle 3: Immunhistochemischer Score (c-erb-B2)

Farbemuster Score

Keine Farbung oder Membranfarbung
in weniger als 10 % der Tumorzellen
Schwache oder kaum sichtbare Membranférbung
in mehr als 10 % der Tumorzellen
Schwache bis moderate komplette Membranférbung
in mehr als 10 % der Tumorzellen
Starke, die komplette Membran umfassende Farbung
in mehr als 10 % aller Tumorzellen

0 negativ

1+ negativ

2+ schwach positiv

3+ stark positiv

3.5 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte unter Verwendeung des
Computerprogramms SPSS Student Version 11.0 statt. Dabei wurden klinische und
pathologische  Daten  durch  die  deskriptive  Statistik  dargestellt.  Die
immunhistochemischen Marker wurden miteinander und mit dem pathohistologischen
Grading mit Hilfe des Korrelationskoeffizienzten nach Spearman verglichen.

4  Ergebnisse

4.1 Geschlechterverteilung

Von den 94 Patienten, die in die Studie aufgenommen wurden, waren 81 méannlich und
13 weiblich, das entspricht 86 bzw. 14 Prozent (Abb. 1). Uber die Jahre betrachtet fallt
auf, dass erst ab dem Jahr 1994 Frauen behandelt wurden und dann gleichbleibend
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wenige. Bei den Mannern ist ab dem Jahr 1997 ein deutlicher Anstieg der Haufigkeit

diagnostizierter Plattenepithelkarzinome zu erkennen (Tab. 4, Abb. 2).

14%

O mannlich
B weiblich

86%

Abbildung 1: prozentuale Verteilung méannlich/ weiblich

Tabelle 4: Anzahl diagnostizierter Plattenepithelkarzinome der
Mundhdhle und des Oropharynx aus den Jahren 1990-2002

Jahr mannlich weiblich gesamt
1990 4 4
1991 2 2
1992 1 1
1993 3 3
1994 3 1 4
1995 5 1 6
1996 6 2 8
1997 9 1 10
1998 10 1 11
1999 10 1 11
2000 8 2 10
2001 11 2 13
2002 9 2 11
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Abbildung 2: Anzahl diagnostizierter Plattenepithelkarzinome pro Jahr

4.2 Altersverteilung

Wahrend sich bei den Mannern die Altersspanne Uber sechs Jahrzehnte erstreckt,
treten in dieser Studie Frauen erst ab der sechsten Lebensdekade auf (Tab. 5, Abb. 3).

Die Manner sind im Durchschnitt 55,5 Jahre alt, die Frauen 65,9. Der Median liegt bei
den Mannern bei 55 Jahren, bei den Frauen bei 69 Jahren.

Bei den Mannern lasst sich erkennen, dass die Haufigkeit der Erkrankungen in der
finften und sechsten Lebensdekade am hdchsten ist und dann wieder abnimmt. Bei
den Frauen ist sie von der sechsten bis zur achten Lebensdekade konstant.

Tabelle 5: Anzahl diagnostizierter Plattenepithelkarzinome in

Lebensdekaden
Alter mannlich Anzahl mannlich % weiblich Anzahl weiblich %
30 bis 39 Jahre 6 7,4
40 bis 49 Jahre 23 29,4
50 bis 59 Jahre 23 28,4 4 30,8
60 bis 69 Jahre 19 23,5 4 30,8
70 bis 79 Jahre 9 11,1 4 30,8
80 bis 89 Jahre 1 1,2 1 7,7
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Abbildung 3: Anzahl diagnostizierter Plattenepithelkarzinome in

Lebensdekaden

4.3 Grading

Beim Grading zeigte sich, dass in 57 % der Féalle ein mittelgradig differenziertes, in

22 % ein gut differenziertes, in 19 % ein gering differenziertes und in lediglich zwei

Prozent ein undifferenziertes Plattenepithelkarzinom vorlag (Tab. 6, Abb. 4)

Tabelle 6: Anzahl Plattenepithelkarzinome in Bezug auf das Grading

Grading Anzahl Prozent
1 21 22
2 53 57
3 18 19
4 2 2
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Abbildung 4: Anzahl Plattenepithelkarzinome in Bezug auf das Grading

4.4 Lokalisation
In der Mundhohle befanden sich 36, im Oropharynx 58 der in die Studie

aufgenommenen Plattenepithelkarzinome. Sowohl bei den Mannern als auch bei den

Frauen waren mehr Karzinome im Oropharynx lokalisiert (Tab. 7, Abb. 5).

Bei der genaueren Aufteilung der Lokalisationen nach dem Tumorlokalisations-

schltssel der ICD-O zeigte sich, dass die Tumoren uber fast die gesamte Mundhohle

verteilt waren, mit Schwerpunkten an Zunge und Mundboden. Im Oropharynx kamen

die Karzinome vermehrt an den Gaumentonsillen vor, gefolgt vom Zungengrund

(Tab. 8).
Tabelle 7: Anzahl diagnostizierter Plattenepithelkarzinome in Bezug auf
die Lokalisation
Lokalisation mannlich Anzahl mannlich % weiblich Anzahl weiblich %
Mundhdéhle 33 40,7 3 23,1
Oropharynx 48 59,3 10 79,9
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Abbildung 5: Anzahl diagnostizierter Plattenepithelkarzinome in Bezug
auf die Lokalisation
Tabelle 8: Anzahl diagnostizierter Plattenepithelkarzinome nach 1CD-
O- Schlussel
ICD-O |Lokalisation Anzahl Prozent
C01.9 |Zungengrund 15 16
C02.0 |Zungenriicken 11 11,7
C02.1  |Zungenrand 4 4,3
C02.2 |Zungenunterflache 2 2,1
C02.3 |Zunge, vordere 2/3 1 1,1
C02.9 |Zunge o.n.A. 4 4,3
C04.9 |Mundboden o.n.A. 9 9,6
C05.0 |harter Gaumen 1 11
C05.1 |weicher Gaumen 6 6,4
C05.2 |Uvula 2 2,1
C06.0 |Wangenschleimhaut 2 2,1
C09.0 |Tonsillennische 3 3,2
C09.1 |Gaumenbogen 4 4,3
C09.8 |Tonsille (mehrere Teilbereiche) 1 1,1
C09.9 |Tonsille 0.n.A. 22 23,4
C10.8 |Oropharynx (mehrere Teilbereiche) 1 1,1
C10.9 [Oropharynx o.n.A. 4 4,3
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4.5 p53

Bei p53-positiven Proben waren die Tumorzellinseln gut durch die rotbraunen Zellkerne
zu erkennen. In den meisten Fallen beschrankte sich die positive Reaktion auf den
Zellkern, wenige Zellen zeigten auch eine schwache Markierung des Zytoplasmas.
Besonders intensive und haufige Farbung zeigten erwartungsgemal die Zellkerne in
den basalen Schichten des Tumorepithels. Auch das tumornahe, nicht neoplastische
Plattenepithel wies in einigen Fallen eine nukle&dre Farbung auf. Diese war im Stratum
basale des Epithels besonders intensiv, weiter differenzierte Zellen in mittleren und
superfiziellen Epithelschichten zeigten h&ufig nur eine geringere oder gar keine Farbung
(Abb. 6-Abb. 8).

Abbildung 6: p53-Markierung: Es ist eine deutliche Farbung der
Tumorzellinseln erkennbar; Originalvergrél3erung x4
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Abbildung 7: p53-Markierung: Vor allem Zellkerne in den basalen
Schichten weisen ein intensive Farbung auf; OriginalvergroRerung x10

Abbildung 8: p53-Markierung: In einigen Zellen sind auch Teile des
Zytoplasmas gefarbt; Originalvergréf3erung x20

Bei p53 waren 15 Félle negativ und die anderen Falle gleichmafiig tber die anderen

Rubriken verteilt. Bei der Intensitat der Farbung tGberwog die Zahl der stark angefarbten
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Zellen gegentber den schwach oder mafig angefarbten Zellen (Tab

9).

Tabelle 9: p53: Anzahl gefarbter Zellen

. 9, Tab. 10, Abb.

Anzahl geféarbter Zellen Haufigkeit Prozent
0 = negativ 15 16
1 = bis 1/3 25 26,6
2 =1/3 bis 2/3 28 29,8
3 =2/3 his alle 26 27,7
Tabelle 10: p53: Farbungsintensitat
Intensitat der Farbung Haufigkeit Prozent
0 = negativ 15 16
1 = schwach 24 25,5
2 = malig 24 25,5
3 = stark 31 33
351
301
25+
ioe 2
Haufigkeit
15+ =@ Anzahl
101 B Intensitat
5 i
O i
0 1 2 3
Code

Abbildung 9: p53: Quantitat und Intensitat der Markierung

Bei Angabe des immunhistochemischen Score-Wertes finden sich bei Wert drei gar
keine Félle, bei Wert sechs nur sieben Falle und bei Wert neun mit 25 zahlreiche Falle.
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Die Ubrigen Falle zeigen einen immunhistochemischen Score-Wert, der sich annahernd

gleichmallig auf die Werte null, eins, zwei und vier verteilt (Tab.11, Abb. 10).

Tabelle 11: p53: immunhistochemischer Score

Immunhistochemischer Score Haufigkeit Prozent
0 15 16
1 17 18,1
2 15 16
3 0 0
4 15 16
6 7 7,4
9 25 26,6
25
20+
151
Haufigkeit
10
5,
0,
0 1 2 3 4 6 9
immunhistochemischer Score

Abbildung 10: p53: Haufigkeit beim immunhistochemischen Score
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46 Ki-67

Bei der Untersuchung mit dem Proliferationsmarker Ki-67 zeigten sich unterschiedlich
intensive Farbungen der Zellkerne. Haufig waren die positiven Zellen tber das gesamte
Tumorgewebe verteilt.

Waren nur wenige Zellkerne angefarbt, so befanden diese sich vor allem in basalen,
also proliferationsaktiven Schichten (Abb. 11, Abb. 12).

Auch in nicht neoplastischen Gewebeabschnitten aul3erhalb des invasiv wachsenden
Tumors waren erwartungsgemafd Zellschichten, in denen vermehrt Zellproliferation
stattfindet, positiv markiert.
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Abbildung 11: Ki-67-Markierung: Verteilung der stark gefarbten
Zellkerne Uber den gesamten Tumorzellverband;
Originalvergrof3erung x4
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Abbildung 12: Ki-67-Markierung: Die unterschiedlich intensive Farbung

der Zellkerne lasst proliferationsaktive Zellen besonders dunkel

erscheinen; Originalvergrof3erung x20

Nur eine geringe Anzahl der Schnitte zeigte gar keine Farbung. Die meisten

untersuchten Areale wiesen eine Féarbung von ein Prozent bis 40 % auf. Nur sehr

wenige Schnitte zeigten eine hundertprozentige Anfarbung, das heif3t, alle Tumorzellen

waren angefarbt (Tab. 12, Abb. 13).

Tabelle 12: Ki-67: Anzahl gefarbter Zellen

Prozent der geféarbten Zellen Haufigkeit Prozent
Negativ 2 2,1
1-20 37 39,4
21-40 33 35,1
41-60 15 16
61-80 5 53
81-100 2 2,1
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Abbildung 13: Ki67: Haufigkeit positiver Zellen

4.7 CyclinD1

Die meisten positiven Zellen zeigten sich bei Cyclin D1 in den auf3eren Zelllagen, wobei
im Stratum basale auch negative Zellen zu finden waren. Die zentral gelegenen Zellen
der Tumorzellnester zeigten meist keine Reaktion. Damit waren erwartungsgemar die

proliferationsaktiven Zellen gefarbt.

Die Tumorareale waren gut an den intensiv gefarbten Zellkernen zu erkennen, wobei in
Zellen mit nuklearer Farbung haufig auch eine leichte Reaktion des Zytoplasmas zu
erkennen war (Abb.14- Abb.16).
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Abbildung 14: Cyclin D1-Farbung: In den &aufleren Zelllagen der
Tumorformation ist eine deutliche nukleare Farbung zu erkennen;
Originalvergrof3erung x4

Abbildung 15 : Cyclin D1-Markierung: Zentrale Areale der
Tumorzellnester weisen haufig keine Farbung auf.
Originalvergrof3erung x10



4 Ergebnisse 43

Abbildung 16: Cyclin D1: Vor allem in Zellen mit nuklearer Farbung
l&sst sich auch eine geringe positive Reaktion des Zytoplasmas
feststellen. OriginalvergroRerung x20

Bei Cyclin D1 hatten die Anzahl der gefarbten Zellen und deren Intensitat eine &hnliche
Verteilung mit etwa der Halfte aller Félle in der Kategorie zwei. Nur eine Probe zeigte
gar keine Farbung (Tab. 13, Tab. 14, Abb. 17).

Tabelle 13: Cyclin D1: Anzahl gefarbter Zellen

Anzahl gefarbter Zellen Haufigkeit Prozent
0 = negativ 1 1,1
1=his 1/3 25 26,6

2 =1/3 bis 2/3 53 56,4
3 =2/3 bis alle 15 16

Tabelle 14: : Cyclin D1: Intensitat

Intensitat der Farbung Haufigkeit Prozent
0 = negativ 1 1,1
1 = schwach 25 26,6
2 = maRig 47 50
3 = stark 21 22,3
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Abbildung 17: Cyclin D1: Quantitat und Intensitat der Markierung

Der immunhistochemische Score wies eine Haufung der Falle bei Wert vier, gefolgt von

sechs, neun, eins und vier auf. Kein Schnitt zeigte Wert zwei oder drei (Tab. 15, Abb.

18).

Tabelle 15: Cyclin D1: Immunhistochemischer Score

Immunhistochemischer Score Haufigkeit Prozent

0 1 1,1
1 25 26,6
2 0 0

3 0 0

4 46 48,9
6 8 8,5
9 14 14,9
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Abbildung 18: Cyclin D1: Haufigkeit beim immunhistochemischen Score

4.8 EGFR

Die EGFR-positiven Tumorinseln waren deutlich an einer intensiven Féarbung zu
erkennen. Wie erwartet farbten sich die basalen Zellschichten, der Sitz des EGF-
Rezeptors, besonders intensiv, wobei dort auch eine positive Reaktion des Zytoplasmas
zu verzeichnen war. In den inneren Lagen der Tumorzellinseln wiesen die Zellen haufig
keine zytoplasmatische Farbung auf; die nicht gefarbten Zellkerne traten besonders
deutlich hervor (Abb. 19 - Abb. 21).

Im normalen Plattenepithel auRerhalb des invasiv wachsenden Tumors zeigte sich vor

allem in der Basalmembran eine positive Reaktion.
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Abbildung 19: EGFR-Markierung: Die Tumorareale sind intensiv
gefarbt; Originalvergré3erung x4

Abbildung 20: EGFR-Markierung: Die Farbung ist in den aul3eren
Schichten der Tumorzellcluster besonders intensiv;
Originalvergrof3erung x10
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Abbildung 21: EGFR-Markierung: Die Zellmembranen zeigen in allen
Tumoranteilen eine positive Reaktion, in den auf3eren Zelllagen ist auch
das Zytoplasma gefarbt; Originalvergréf3erung x20

Alle Féalle zeigten eine Farbung, die nur in etwa 19 % maRig intensiv ausfiel, alle
anderen zeigten eine starke Intensitat. In Uber 95 % der Falle waren 2/3 bis alle Zellen

gefarbt (Tab. 16, Tab. 17, Abb. 22).

Tabelle 16: EGFR: Anzahl gefarbter Zellen

Anzahl gefarbter Zellen Haufigkeit Prozent
0 = negativ 0 0
1=his 1/3 0 0

2 =/3 bis 2/3 4 4,2
3 =2/3 bis alle 92 95,8

Tabelle 17: EGFR: Intensitat
Intensitat der Farbung Haufigkeit Prozent

0 = negativ 0 0

1 = schwach 1 1,1
2 = maRig 17 17,7
3 = stark 78 81,2
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Abbildung 22: EGFR: Quantitat und Intensitat der

Markierung

Das deutliche Ergebnis bei der Anzahl der gefarbten Zellen und der Intensitat der

Farbung spiegelt sich auch im immunhistochemischen Score. Uber 80 % der Félle

haben den Wert neun, zeigen also sehr viele positve Zellen, die zugleich intensiv

gefarbt sind (Tab. 18).

Tabelle 18: EGFR: Immunhistochemischer Score

Immunhistochemischer Score Haufigkeit Prozent
0 0 0
1 0 0
2 1 1,1
3 0 0
4 3 3,1
6 13 13,5
9 79 82,3
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Abbildung 23: EGFR: Haufigkeit beim immunhistochemischen Score

4.9 EGFR innere Domane

Erwartungsgemal zeigte sich bei EGFR innere Doméne ein ahnliches Farbungsmuster
wie bei EGFR, allerdings in deutlich schwécherer Intensitat. Auch hier waren in den
basalen Schichten der Tumorzelicluster die Zellmembran und das Zytoplasma deutlich
gefarbt. Im Inneren der Tumornester zeigte sich meist nur eine membrandse Reaktion
(Abb. 22 - Abb. 24).

Das Plattenepithel aul3erhalb des invasiv wachsenden Tumors wies eine Farbung der
Zellmembran in den auf3eren Zellschichten auf.
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Abbildung 24: Markierung von EGFR innere Doméne: Die Farbung
erscheint insgesamt schwéacher als bei EGFR;
Originalvergrof3erung x4
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Abbildung 25: Markierung von EGFR innere Doméne: Die basalen
Zellschichten sind intensiver gefarbt als das Innere der Tumorinseln;
Originalvergrof3erung x10
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Abbildung 26: Markierung von EGFR innere Doméane: Die dul3eren
Zellschichten zeigen eine deutliche Farbung des Zytoplasmas, die

positive Reaktion der Zellmembran ist auch im Inneren der Tumorinseln

erkennbar; Originalvergrof3erung x20

Die Ergebnisse bei EGFR innere Doméane sind weniger deutlich als bei EGFR, die

Tumoren zeigen aber auch immer eine positive Reaktion und in lediglich zwei Féallen

sind nur bis zu 1/3 der Zellen gefarbt. In Uber 85 % der Falle liegt die Intensitat bei

mafig oder stark, wobei mehr Zellen eine maldige Farbung aufweisen (Tab 19, Tab. 20,

Abb. 27).

Tabelle 19: EGFR innere Doméne: Anzahl gefarbter Zellen

Anzahl geféarbter Zellen Haufigkeit Prozent
0 = negativ 0 0
1 =his 1/3 2 2,1
2 =1/3 bis 2/3 18 18,8
3 =2/3 his alle 76 79,1
Tabelle 20: EGFR innere Doméne: Intensitat
Intensitat der Farbung Haufigkeit Prozent
0 = negativ 0 0
1 = schwach 14 14,6
2 = maRig 45 46,9
3 = stark 37 38,5
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Abbildung 27: EGFR innere Domé&ne: Quantitat und Intensitat der

Markierung

Beim immunhistochemischen Score zeigt sich bei EGFR innere Doméne eine breitere

Verteilung als bei EGFR, es liegen aber etwa 80 % bei Wert sechs und neun (Tab. 21,

Abb. 28).

Tabelle 21: EGFR innere Doméane: Immunhistochemischer Score

Immunhistochemischer Score Haufigkeit Prozent

0 0 0

1 1 1,1
2 12 12,5
3 1 1,1
4 6 4,3
6 38 39,5
9 38 39,5
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Abbildung 28: EGFR innere Doméne: Haufigkeit beim
immunhistochemischen Score

4.10 PDGFRa

Die positiven Zellen zeigten eine Reaktion des Zytoplasmas, wobei die Intensitat der
Farbung bei verschiedenen Fallen deutlich variierte. Eine Haufung im basalen Bereich
war nicht zu erkennen, was auf Grund der Rolle von PDGFRa bei der Proliferation der
Zelle zu erwarten gewesen ware (Abb. 25, Abb. 26).
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Abbildung 29: PDGFRa-Markierung: Deutliche zytoplasmatische
Farbung in nahezu allen Tumorzellen; Originalvergré3erung x10

Abbildung 30: : PDGFRa-Markierung: Die zytoplasmatische Farbung
zeigt in allen Zellschichten eine &hnliche Intensitat;
OriginalvergrofRerung x20
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Die meisten Falle befanden sich in Bezug auf die Anzahl der gefarbten Zellen in
Gruppe 3, das heil3t, 2/3 bis alle Tumorzellen waren markiert. Es gab nur einen Fall, in
dem sich gar keine Farbung zeigte. Die Intensitat der Farbung zeigte eine gleichmalige
Steigerung der Félle von schwach tGber mafRdig bis stark (Tab. 22, Tab. 23, Abb. 27).

Tabelle 22: PDGFRa: Anzahl gefarbter Zellen

Anzahl geféarbter Zellen Haufigkeit Prozent
0 = negativ 1 11
1 =his 1/3 2 2,1
2 =1/3 bis 2/3 20 21,3
3 =2/3 his alle 71 75,5
Tabelle 23: PDGFRa: Intensitat
Intensitat der Farbung Haufigkeit Prozent
0 = negativ 1 1,1
1 = schwach 17 17
2 = maRig 35 37,2
3 = stark 42 44,7
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Abbildung 31: PDGFRa: Quantitat und Intensitat der Markierung
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Bei der Zusammenfassung von Anzahl der gefarbten Zellen und Intensitat der Farbung

im immunhistochemischen Score zeigte sich eine Steigerung der Haufigkeit im

Zusammenhang mit der Steigerung des Wertes (Tab. 24, Abb. 28).

Tabelle 24: PDGFRa: Immunhistochemischer Score

Immunhistochemischer Score Haufigkeit Prozent
0 1 1,1
1 2 2,1
2 6 6,4
3 8 8,5
4 11 11,7
6 27 28,7
9 39 41,5
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Abbildung 32: PDGFRa: Haufigkeit beim immunhistochemischen Score
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4.11 bcl-2

Das Zytoplasma bcl-2-positiver Zellen hatte haufig eine gleichmalig intensive Farbung.
Die Zellkerne waren nur in vereinzelten Fallen positiv, zeigten aber haufig eine
besonders intensive Farbung perinuklear. Wiesen nur Teile des Tumors eine Farbung
auf, so war diese vor allem in den aul3eren Zelllagen lokalisiert. Im Epithel auRerhalb
des invasiv wachsenden Tumors war bcl-2 nicht nachweisbar. Es liegt also nur
innerhalb des Tumorgewebes eine verminderte Apoptoserate vor, was auch zu
vermuten war (Abb. 29- Abb. 31).

Abbildung 33: bcl-2-Markierung: Die Tumorareale treten durch intensive
Farbung stark hervor; Originalvergréf3erung x4
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Abbildung 34: bcl-2-Markierung: In allen Tumorbereichen ist eine
gleichmafiig intensive Farbung erkennbar, OriginalvergréRerung x10

Abbildung 35: bcl-2-Markierung: Eine starke perinukleare Farbung ist
deutlich zu erkennen; Originalvergréf3erung x20
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Etwa die Halfte der untersuchten Schnitte zeigte gar keine Farbung der Tumorzellen.
Die restlichen Proben verteilten sich ziemlich gleichmaf3ig Uber die drei anderen
Rubriken 1 bis 3. Die meisten der gefarbten Zellen zeigten eine schwache Farbung,
weniger eine mafRige und noch weniger eine starke Farbung (Tab. 25, Tab. 26, Abb.

32).

Tabelle 25: bcl-2: Anzahl gefarbter Zellen

Anzahl geféarbter Zellen Haufigkeit Prozent
0 = negativ 51 54,3
1 =his 1/3 15 16
2 =1/3 bis 2/3 13 13,7
3 =2/3 his alle 15 16
Tabelle 26: bcl-2: Intensitat
Intensitat der Farbung Haufigkeit Prozent
0 = negativ 51 54,3
1 = schwach 19 20,2
2 = maRig 14 14,9
3 = stark 10 10,6
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Abbildung 36: bcl-2: Quantitat und Intensitat der Markierung
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Beim immunhistochemischen Score lasst sich die Abnahme der Haufigkeit hin zu den
héheren Werten nicht erkennen. Wenige Schnitte zeigen einen Wert von zwei und drei,
jeweils acht Schnitte einen Wert von vier, sechs und neun und 15 einen Wert von eins
(Tab. 27, Abb. 33).

Tabelle 27: bcl-2: Immunhistochemischer Score

Immunhistochemischer Score Haufigkeit Prozent

0 51 54,3
1 15 16
2 3 3,2
3 1 1,1
4 8 8,5
6 8 8,5
9 8 8,5
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Abbildung 37: bcl-2: Haufigkeit beim immunhistochemischen Score

4.12 E-Cadherin

Beim immunhistologischen Nachweis von E-Cadherin ergab sich eine intensive
rotbraune Farbung in der Zellmembran der Tumorzellen. Bei Fallen mit besonders
intensiver Farbung war auch eine leichte positive Reaktion des Zytoplasmas und
manchmal des Zellkerns zu verzeichnen (Abb. 34- Abb. 36). Das Epithel auRerhalb des

invasiv wachsenden Tumors zeigte eine noch deutlichere membrandse Farbung. Also
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fand sich die erwartete intakte Zelladh&sion aul3erhalb und zumindest in einigen Fallen
die reduzierte Zelladh&sion innerhalb des Tumors.

Abbildung 38: E-Cadherin-Markierung: Die Tumorzellinseln treten
deutlich hervor; OriginalvergroRerung x4

Abbildung 39: E-Cadherin-Markierung: Die Zellmembran ist intensiv
gefarbt; Originalvergréf3erung x10
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Abbildung 40: E-Cadherin-Markierung: In einigen Zellen sind auch
Zytoplasma und Zellkern angefarbt; Originalvergrof3erung x20

Nur eine Probe zeigte eine negative Farbung, bei Uber 90 % waren mehr als 2/3 der
Zellen gefarbt und wiesen dabei sehr oft eine starke oder zumindest mafige Intensitat
der Farbung auf (Tab. 28, Tab. 29, Abb. 37).

Tabelle 28: E-Cadherin: Anzahl gefarbter Zellen

Anzahl gefarbter Zellen Haufigkeit Prozent
0 = negativ 1 1,1
1=his 1/3 0 0

2 =1/3 bis 2/3 7 7,4
3 =2/3 bis alle 86 91,5

Tabelle 29: E-Cadherin: Intensitat

Intensitat der Farbung Haufigkeit Prozent
0 = negativ 1 1,1
1 = schwach 0 0
2 = maRig 13 13,8
3 = stark 80 85,1
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Abbildung 41: E-Cadherin: Quantitat und Intensitat der Markierung

Auch beim immunhistochemischen Score hatten 85,1 % den Wert neun, nur wenige

Wert vier und sechs (Tab. 30, Abb. 38).

Tabelle 30: E-Cadherin: Immunhistochemischer Score

Immunhistochemischer Score Haufigkeit Prozent
0 1 1,1
1 0 0
2 0 0
3 0 0
4 7 7.4
6 6 6,4
9 80 85,1
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Abbildung 42: E-Cadherin: Haufigkeit beim immunhistochemischen
Score

4.13 c-erb-B2 und c-kit

Bei Anwendung der in Abschnitt 3.3 beschriebenen standardisierten
immunhistochemischen Technik zeigte sich weder eine nukleare noch eine

membrandse Markierung.

4.14 Statistische Auswertung der Ergebnisse

Um einen statistischen Zusammenhang zwischen dem Grading und den einzelnen
Markern sowie den Markern untereinander zu zeigen, wurde der Spearman’sche
Korrelationskoeffizient bestimmt. Er dient dem Vergleich des linearen Zusammenhangs
zweier Variablen. Das Signifikanzniveau wurde bei p<0,05 festgelegt.

Da eine reduzierte interzellulare Adh&sion, wie sie bei Karzinomen vorkommt, fur eine
verringerte Expression von E-Cadherin spricht, wurden fur diesen Marker die Werte in
der Korrelationsanalyse umgekehrt. Eine geringe Expression bei E-Cadherin konnte mit
einer erhdhten Expression der anderen Marker und einer grof3eren Entdifferenzierung

verglichen werden.
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Zunachst wurde der Zusammenhang zwischen dem Grading und den einzelnen
Markern untersucht. Dies ist in Tabelle 31 dargestellt. Dabei zeigte sich nur ein
signifikanter Zusammenhang aller ermittelten Werten bei bcl-2 und bei Ki67. Eine
Annaherung an das Signifikanzniveau zeigte noch der Wert PDGFRa Anzahl.

Tabelle 31: Korrelation der Marker mit dem Grading

Marker Grading Spearman p-Niveau
p53 Anzahl <-> | Grading 0,041 0,695
p53 Intensitat <-> | Grading 0,011 0,917
p53 immunhistochemischer Score <-> | Grading 0,074 0,474
Ki67 <-> | Grading 0,218 0,034
Cyclin D1 Anzahl <-> | Grading 0,135 0,193
Cyclin D1 Intensitét <-> | Grading 0,148 0,153
Cyclin D1 immunhistochemischer Score <-> | Grading 0,124 0,231
EGFR Anzahl <-> | Grading -0,083 0,423
EGFR Intensitat <> Grading -0,120 0,246
EGFR immunhistochemischer Score <> Grading -0,116 0,261
EGFR innere Doméne Anzahl <> | Grading 0,028 0,790
EGFR innere Domane Intensitét <-> | Grading 0,077 0,460
EGFR innere Doméane immunhistochemischer Score <> | Grading 0,083 0,427
PDGFRa Anzahl <-> | Grading 0,199 0,054
PDGFRa Intensitéat <-> | Grading 0,005 0,964
PDGFRa immunhistochemischer Score <> | Grading 0,050 0,633
bcl-2 Anzahl <-> | Grading 0,391 0,000
bcl-2 Intensitat <> | Grading 0,379 0,000
bcl-2 immunhistochemischer Score <> | Grading 0,336 0,001
E-Cadherin Anzahl <> | Grading -0,053 0,611
E-Cadherin Intensitat <> | Grading -0,084 0,419
E-Cadherin immunhistochemischer Score <> Grading -0,113 0,275

Beim Vergleich des ermittelten Wertes fir Anzahl, Intensitdt und dem
immunhistochemischen Score eines jeden Markers zeigte sich stets ein hochst
signifikanter Zusammenhang (Tab. 32).
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Tabelle 32: Korrelationen zwischen Anzahl, Intensitat und
immunhistochemischem Score

Spearman | p-Niveau

p53 Anzahl <> |p53 Intensitat 0,901 0,000

p53 Anzahl <> |p53 immunhistochemischer Score 0,933 0,000

p53 Intensitéat <> |p53 immunhistochemischer Score 0,925 0,000

Cyclin D1 Anzahl <> |CyclinD1 Intensitéat 0,926 0,000

Cyclin D1 Anzahl <> |CyclinD1 immunhistochemischer Score 0,900 0,000

Cyclin D1 Intensitét <> |CyclinD1 immunhistochemischer Score 0,903 0,000

EGFR Anzahl < |[EGFR Intensitat 0,691 0,000

EGFR Anzahl <> |[EGFR immunhistochemischer Score 0,852 0,000

EGFR Intensitat <> |[EGFR immunhistochemischer Score 0,968 0,000

EGFR i. Domane Anzahl <> |[EGFR i. Domane Intensitat 0,578 0,000

EGFR i. Domane Anzahl <> |EGFR i. Doméane immunhistochemischer Score 0,756 0,000

EGFR i. Doméne Intensitat | <> |[EGFR i. Domane immunhistochemischer Score 0,965 0,000

PDGFRa Anzahl <-> |PDGFRa Intensitat 0,550 0,000

PDGFRa Anzahl <> |PDGFRa immunhistochemischer Score 0,698 0,000

PDGFRa Intensitat <> |PDGFRa immunhistochemischer Score 0,951 0,000

Bcl-2 Anzahl <> |bcl-2 Intensitat 0,938 0,000

bcl-2 Anzahl <> |bcl-2 immunhistochemischer Score 0,931 0,000

bcl-2 Intensitéat <> |bcl-2 immunhistochemischer Score 0,965 0,000

E-Cadherin Anzahl <> |E-Cadherin Intensitat 0,891 0,000

E-Cadherin Anzahl <> |E-Cadherin immunhistochemischer Score 0,895 0,000

E-Cadherin Intensitat <> [E-Cadherin immunhistochemischer Score 0,968 0,000

Weiterhin wurden die drei Werte aller Marker untereinander verglichen. In Tabelle 33

sind die signifikanten Zusammenhange (p< 0,05) zwischen den Markern mit einem x

dargestellt. Die meisten Signifikanzen mit anderen Markern zeigte CyclinD1. Es war ein

signifikanter Zusammenhang mit den meisten Werten von EGFR, EGFR innere

Domaéane und E-Cadherin, aul3erdem mit dem Wert p53 Anzahl erkennbar. E-Cadherin

zeigte ebenso eine signifikante Beziehung zu EGFR Anzahl und Werten bcl-2 Intensitat

und bcl-2 Immunhistochemischer Score. Weitere signifikante Zusammenhange ergab
der Vergleich von PDGFRa Anzahl mit allen drei Werten von EGFR und P53. PDGFRa
Immunhistochemischer Score korrelierte mit p53.
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Ein p-Niveau, das sich um nicht mehr als 0,05 vom Signifikanzniveau unterschied, ist in
Tabelle 33 mit ~ gekennzeichnet. Es zeigten sich also einige Zusammenhénge, die

jedoch nicht signifikant waren.

Tabelle 33: Signifikanzen der Marker untereinander

N S e N :%‘ c|lw
sl .| |B|B|B|<|E|2|z|=|=|R|2|8|E|elnlll2|2
S22 2|2 5| 8 g8 5 E|G|5|5|8 || B E|E
c|2|g|g|d|o|o|n|a|R|E|R|E|R||2|8|8|8|d|d|d
Ki67 ~
P53 Anz X | X X X1 ~|~
P53 Int X X ~
P53 IS ~ | X[ X] X X
Cyclin D1 Anz X XX X[X]|X]|X]~ X[ X[ X
Cyclin D1 Int X ~ | X[ X X]|X]|X X | X
Cyclin D1 IS ~|~| X[ X]|X ~ X | ~
EGFR Anz X\~ X X | X
EGFR Int X X|~ X
EGFR IS X X|~ X
EGFR. D. Anz ~[ X | X]|X
EGFR. D. Int XX | X|[X
EGFRIi.DIS XX | X|[X
PDGFRa Anz XX | X]|~ X[ X[ X ~ | ~
PDGFRa Int ~
PDGFRa IS X | X|X
bcl-2 Anz ~ |~ ~| X| X
bcl-2 Int ~ |~ ~| X| X
bcl-2 IS X | X
E-Cadherin Anz XX X]|X ~ ~ |~
E-Cadherin Int XX ~]X ~ X[ X[ X
E-Cadherin IS X | X X[ X[ X

Anz= Anzabhl, Int= intensitat, IS= Immunhistochemischer Score
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5 Diskussion

5.1 Diskussion zu Material und Methode

5.1.1 Diskussion zum Patientengut

Das Klinikkum Bad Saarow hatte bereits vor der Umwandlung in ein offentliches
Krankenhaus einen Versorgungsauftrag fir die Zivilbevolkerung der Region und es
wurden auch die Familien der Militarangehdrigen behandelt. Berufssoldaten der NVA
verpflichteten sich fur 25 Jahre, so dass auch nicht nur junge Militarangehorige
behandelt wurden.

Es ist trotz der Tatsache, dass es sich um eine militarische Einrichtung handelte, davon
auszugehen, dass das Patientengut einen anndhernd normalen Bevélkerungs-
durchschnitt darstellt, mit einem leicht Uberdurchschnittichen Anteil an jungeren

Mannern.

Da die Militarangehdrigen und ihre Familien Gberwiegend nicht aus der Region Ost-
Brandenburg stammten, wurden sie nicht unbedingt Uber den ganzen Zeitraum ihrer
Erkrankung in der Bad Saarower Klinik behandelt, so dass Uber die Anzahl der Rezidive
oder Uberlebensraten keine sicheren Aussagen getroffen werden kénnen.

Mit der Einrichtung des Tumorzentrums hat die Anzahl der Krebsfélle zugenommen,
das Krankenhaus also mehr den Charakter einer Spezialklinik erhalten.

5.1.2 Diskussion zur Datenerfassung

Bei der Datenerfassung konnte lediglich auf die von der einsendenden Abteilung
gelieferten Daten zuriickgegriffen werden. Jahr, Name, Alter und Geschlecht der
Patienten konnten problemlos erfasst werden. Auch die Lokalisation der
Plattenepithelkarzinome war in der Regel genau angegeben. In manchen Fallen, vor
allem bei gréReren OP-Praparaten, wurde nur ein Gebiet ohne nahere Angaben
beschrieben, was aber auch unproblematisch in den Tumorlokalisationsschliissel der
ICD-O Ubertragen werden konnte.

Die meisten Praparate waren von dem untersuchenden Pathologen bereits in die

Differenzierungsgrade eingeteilt worden. In 15 Fallen fehlte diese Angabe und wurde



5 Diskussion 69

nachtraglich vorgenommen. Dabei ist zu bedenken, dass im Zeitraum von 1990 bis
2002  unterschiedliche  Klassifizierungen  galten.  Die  urspringlich  drei
Differenzierungsgrade unterscheidende Einteilung von Broders [16] wurde 1997 im
Rahmen der TNM-Klassifikation auf vier Differenzierungsgrade erweitert [156]. Da es
sich in der Definition tatsachlich nur um eine Erweiterung um das Pradikat
Lundifferenziert handelte und die anderen drei Klassifizierungen gleich geblieben sind,
stellt dies kein Problem dar. Bei den Ergebnissen zeigten sich auch lediglich zwei
Praparate als undifferenziert (G4), die in der statistischen Analyse mit G3

zusammengefasst wurden.

Die Erfassung der TNM-Klassifikation lie3 sehr zu wiinschen tbrig. Nur etwa die Halfte
der Praparate waren OP-Préparate, bei denen eine Klassifizierung vorlag oder an Hand
der klinischen Angaben geschlussfolgert werden konnte. Bei den Biopsien war es
haufig weder dem Chirurgen noch dem Pathologen méglich, eine Klassifikation des
Tumors vorzunehmen. Dies liel3 sich auch nicht im Nachhinein bewerkstelligen, da die
auf eine Biopsie folgende Operation nicht in jedem Falle im Humaine-Klinikum stattfand
und auch die Daten zu befallenen Lymphknoten und Fernmetastasen nicht zuverlassig
erhoben werden konnten. Mit einer vollstandigen Erfassung der TNM-Klassifikation

waren auch Aussagen zu Uberlebensraten und zur Prognose sinnvoller gewesen.

Auch klinische Risikofaktoren, wie die Frage nach Alkohol- und Nikotingenuss, anderen
Vorerkrankungen oder Dispositionen, die die Lebensumstande der Patienten betrafen,

konnten nicht erhoben werden.

5.2 Diskussion zu Geschlechterverteilung und Altersverteilung

Der in dieser Studie ermittelten Geschlechtsverteilung mit 14 % weiblichen zu 86 %
mannlichen Patienten stehen die vom Robert-Koch-Institut verdffentlichten 28 %
weibliche zu 72 % mannliche Patienten gegeniiber. Beim DOSAK ergibt sich ein
Verhaltnis von 23 % weiblich zu 77 % mannlich. Somit liegt der Anteil der an einem
Plattenepithelkarzinom erkrankten Manner Gber dem der anderen Datenbanken.

Bei der Betrachtung der Verteilung hinsichtlich des Geschlechts muss beachtet werden,
dass im Klinikkum Bad Saarow bis zur Umwandlung in ein offentliches Krankenhaus
tendenziell mehr M&nner behandelt wurden. So lasst sich erklaren, dass erst ab dem
Jahr 1994 Uberhaupt bei Frauen Plattenepithelkarzinome der Mundhothle und des
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Oropharynx diagnostiziert wurden und auch die Gesamtzahl gegentber den Mannern
deutlicher abweicht als bei den Daten des Robert-Koch-Institutes.

Erst 1992 wurde das Klinikum zum Tumorzentrum Ost-Brandenburg und in der darauf
folgenden Zeit ist die Gesamtzahl der diagnostizierten Plattenepithelkarzinome
gestiegen.

Das durchschnittliche Alter der Manner liegt in dieser Studie mit 55,5 Jahren unter den
vom Robert-Koch-Institut ermittelten 59 Jahren. Auch dies l&sst sich mit der besonderen
Situation als Armeekrankenhaus der DDR erklaren, da das Alter in einem Patientengut,
das sich zu einem Teil aus Soldaten zusammensetzt, insgesamt etwas niedriger ist.
Allerdings liegt der hier ermittelte Wert genau in der Mitte des vom DOSAK
angegebenen Haufigkeitsgipfels zwischen 50 und 60 Jahren. Ein deutlicher
Haufigkeitsgipfel lasst sich in dieser Studie nicht erkennen, da die Werte im flnften und
sechsten Lebensjahrzehnt mit 23 Fallen gleich sind und im siebten Lebensjahrzehnt
auch noch bei 19 liegen. Man konnte hier also von einem H&ufigkeitsgipfel sprechen,
der sich uber drei Jahrzehnte erstreckt.

Bei den Frauen zeigt sich ein hoherer Altersdurchschnitt (65,9) als bei den Erhebungen
des Robert-Koch-Institutes (63), wobei die Gesamtzahl der weiblichen Félle nur bei 13
liegt und somit nicht als reprasentativ zu werten ist. Beim DOSAK wird hier ein langerer
Zeitraum als bei den Mannern fir einen Haufigkeitsgipfel angegeben: 50 bis 75 Jahre.
Auch in dieser Studie liegt ein Gipfel, sofern man bei der geringen Anzahl von Fallen
davon sprechen kann, in den drei Lebensjahrzehnten nach dem 50. Lebensjahr.

5.3 Diskussion zu Grading

Die Erfassung des Gradings zeigt mit 57 % einen deutlichen Gipfel bei dem Wert zwei,
also bei den mittelgradig (maRig) differenzierten Plattenepithelkarzinomen. Der DOSAK
gibt in seinen Erhebungen etwa 2/3 als mafig differenziert an [60], das liegt etwas Uber,
aber in der N&he des hier ermittelten Wertes. Im Sachbericht des Tumorzentrums Land
Brandenburg wird mit 40,9 % aus den Jahren 2000-2002 und 47,5 % aus den Jahren
2003-2005 fur G2 ein etwas geringerer Wert angegeben, wobei auffallig viele Féalle
(22,5 %, bzw. 17,5 %) gar nicht hinsichtlich ihrer Differenzierung beurteilt wurden. Hier
ist zu beachten, dass auch Karzinome der Tonsillen, des Hypopharynx und des
Nasopharynx erfasst worden sind [124].
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Verglichen mit anderen Studien zu immunhistochemischen Markern an
Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich ergibt sich ein sehr uneinheitliches Bild
bei der Betrachtung des ermittelten Gradings (Tab. 34).

Tabelle 34: Literaturangaben zum Grading

Quelle Glin% G2in % G3in % Gesamtzahl
Stoll, C. [139] 20 67 13 107
Heinze, R. [52] 48 42 10 334
Knifermann, R. F. [77] 50 47 3 103
Lehmann, K. [87] 55 45 40
Schimming, R. [126] 10 75 15 52
de Vicente, J. C. et al. [151] 63 31 6 35
Tanaka, N. et al. [145] 57 34 9 53
Khademi, B. et al. [75] 20 67 13 107
eigene Ergebnisse 22 57 21 94

Bei Stoll [139], Lehmann [87], Schimming [126] und Khademi [75] ist auch G2 am
haufigsten vertreten, bei den anderen tUberwiegt G1. Hier spielen unter Umstanden die
Auswahlkriterien der untersuchten Proben eine Rolle, die in diesen Studien allerdings
nicht beschrieben werden. Die Gesamtzahl der in die Studien aufgenommenen
Patienten scheint bei dieser Verteilung keine Rolle zu spielen.

Kritisch zu beurteilen ist in der vorliegenden Studie, dass nicht genau ermittelt werden
konnte, ob es sich um primare Karzinome oder um Rezidive handelt. Wurden bei einem
Patienten Uber mehrere Jahre Biopsien und von der Klinik angegebene Rezidive
eingesandt, so wurden moglichst die Praparate der ersten Operation in die Studie
aufgenommen, schon gekennzeichnete Rezidive wurden ausgeschlossen. Dennoch ist
es moglich, dass Rezidivpatienten mit bereits in anderen Kliniken operierten
Plattenepithelkarzinomen einbezogen wurden, wenn von der einsendenden Abteilung
keine dementsprechenden Angaben vorlagen. Beim Grading kdnnen Rezidive nicht
unbedingt mit Primartumoren verglichen werden, da sie méglicherweise eine geringere

Differenzierung aufweisen.

Beim Vergleich des Gradings mit den immunhistochemischen Markern zeigte sich nur
bei Ki67 und bcl-2 ein signifikanter Zusammenhang. Alle anderen Marker scheinen nicht
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geeignet zu sein, um eine Aussage zur Entdifferenzierung machen zu kénnen. Bei
PDGFRa ist zwar der Wert bei der Anzahl der gefarbten Zellen fast signifikant, die
Werte zur Intensitat und zum immunhistochemischen Score sind jedoch weit entfernt

vom Signifikanzniveau.

5.4 Diskussion zur Lokalisation

Bei der Betrachtung der Lokalisation der untersuchten Plattenepithelkarzinome muss
bedacht werden, dass das Humaine-Klinikum Bad-Saarow wahrend des untersuchten
Zeitraumes nicht Uber eine Abteilung fur Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie verfiigte und
somit die meisten Einsendungen aus der Abteilung fir Hals-Nasen-Ohrenkrankheiten
kamen. Jedoch ist zu bemerken, dass dennoch nahezu alle Regionen der Mundhdhle
vertreten waren, wobei sich vermuten lasst, dass Patienten mit sehr ausgedehnten oder
grol3e Anspriiche an die Wiederherstellung stellenden Lasionen der Mundhéhle an eine
Fachklinik fir Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie Uberwiesen wurden. Dies veranlasst
sicherlich haufig schon der erstuntersuchende Hausarzt oder Zahnarzt. So lasst sich
auch das haufigere Vorkommen im Oropharynx (62 %) im Gegensatz zur Mundhohle
(38 %) erklaren, was stark abweicht von den Werten des DOSAK, der 88 % der Falle in
der Mundhohle und lediglich vier % im Oropharynx angibt [60]. Bei den im DOSAK
beteiligten Kliniken wiederum handelt es sich um Mund-Kiefer-Gesichts-Kliniken.

Innerhalb der Mundhohle treten Karzinome gehauft sich an der Zunge und dem
Mundboden auf, was den Literaturangaben entspricht [60, 129].

Die haufigste Lokalisation von Plattenepithelkarzinomen des Oropharynx lag im Bereich
der Tonsillen, gefolgt vom Zungengrund. Ahnlich sind die Ergebnisse von Andersen et
al. [6], die folgende prozentuale Verteilung herausfanden: 70 % laterale Oropharynx-
wand (Tonsillen, Gaumenbogen), 15 % vordere Wand (Zungengrund), 12 % obere
Wand (weicher Gaumen, Uvula) und ein Prozent hintere Oropharyxwand, zwei Prozent
ohne nahere Angaben.

5.5 Diskussion zu den immunhistochemischen Markern

5.5.1 p53
Mit den erfassten 83,5 % positiven Proben liegt das Resultat Gber den in der Literatur
angegebenen Ergebnissen (Tab. 35). Haufig wurden dort erst Farbungen ab zehn bzw.
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15 % als positiv gewertet. Bei der vorliegenden Studie wurde eine Dritteleinteilung
vorgenommen, sodass sich ein Wert von 57,5 % ergibt, wenn erst ab einer positiven

Farbung von mehr als einem Drittel der Zellen ausgegangen wird.

Tabelle 35: Literaturangaben zur positiven Farbung bei p53

Quelle Positive Féalle Anzahl Patienten
Chow, V. et al. [24] 62 % 28
Girod, S.C. et al. [44] 71 % 90
lamaroon, A. et al. [63] 79 % 19
Jayasurya, R. et al. [65] 69 % 125
Lam, K.Y. et al. [83] 73 % 56
Lim, S.C. et al. [91] 55,3 % 56
Nylander, K. et al. [106] 55 % 80
Piatelli, A. et al. [115] 55,5 % 36
Stoll, C. et al. [138] 50,5 % 107
de Vicente J.C. et al. [151] 52,7 % 91
Yao, L. et al. [162] 60 % 52
eigene Ergebnisse 83,5 % (57,5 %) 94

Die immunhistochemische Untersuchung von p53 wird durch verschiedene Faktoren in
ihrer Zuverlassigkeit und Reproduzierbarkeit beeinflusst: Die unterschiedlichen
kommerziell zur Verfigung stehenden Antikdrper zum Nachweis von p53 besitzen
jeweils eigene Spezifitaten und Sensitivitaten, sodass die gewonnenen Ergebnisse
auch eine Abhangigkeit zum gewahlten Antikérper aufweisen. Studien an gleichen
Tumorschnitten anderer Korperregionen konnten zum Teil differierende Ergebnisse bei
der Nutzung verschiedener Antikdrper zeigen [6, 84].

Art und Lange der Fixation und Vorbehandlung der Gewebeschnitte sowie die
Konzentration der priméren Antikdrper und das Verfahren der Darstellung der Proteine
beeinflussen das Endergebnis signifikant [19].

Die p53-Expression kann innerhalb des gleichen Préparates stark variieren [132]. In der
vorliegenden Studie konnte dies an einigen Praparaten auch beobachtet werden; es
wurden zur quantitativen Bewertung stets Areale des Tumors ausgesucht, in denen

eine deutliche Reaktion zu erkennen war.

Fur einen sicheren Nachweis von Mutationen des p53-Gens ist ein direkter Nachweis in
der DNA noétig. In vergleichenden Untersuchungen jedoch ergab sich eine deutliche
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Korrelationen zwischen dem immunhistologischen Nachweis des p53-Proteins und
Mutationen im TP53-Locus [21, 107].

Zwischen dem Grading und der Haufigkeit oder Intensitat der Anfarbung konnte kein
Zusammenhang gefunden werden. DeVicente et al. [151] fanden einen negativen
Zusammenhang zwischen zwischen dem p53-Status und dem histologischen Grad der
Differenzierung. Bei Yanamoto et al. [160], Stoll et al. [138], Lam et al. [83], Yao et al.
[162] zeigte sich hingegen kein Zusammenhang. Der immunhistochemische Nachweis
des p53-Gens in pratherapeutischen Gewebeproben kdnnte einen prognostischen
Hinweis auf die Radiosensitivitat eines Tumors geben [44].

In dieser Studie fand sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen den ermittelten
Werten bei p53 und den Werten bei PDGFRa Anzahl und Immunhistochemischer
Score. Auch die Werte Cyclin D1 Anzahl und Intensitat sowie EGFR innere Doméane
Intensitdt und Immunhistochemischer Score zeigten eine signifikante Korrelation mit
Werten von P53. Hier war eine Beziehung zwischen dem Funktionsverlust von p53 und
der damit verringerten Uberleitung in die Apoptose und einem gesteigerten Wachstum

festzustellen.

Die Werte von p53 und bcl-2 erreichten nicht ganz das Signifikanzniveau, es konnte
jedoch ein Zusammenhang erkannt werden, der so auch zu erwarten war. Bei beiden

Markern flhrt eine gesteigerte Expression zu einer verminderten Apoptoserate.

Da die p53-Expression in oralen Plattenepithelkarzinomen héaufig abweicht, konnte eine
Einfuhrung von Wildtyp-p53 in die Tumorzelle die apoptotischen Mechanismen
wiederherstellen [61]. Clayman et al. entwickelten ein Adenovirus, das ein Wildtyp-p53-
Gen tragt, und zeigten im Tiermodell, dass eine Infektion mit dem Adenovirus die Gréi3e
eines subcutanen Tumores reduzierte [26]. Sie injizierten das Virus auf3erdem in Kopf-
Hals-Plattenepithelkarzinome, worauf sich bei einigen Patienten eine verbesserte
Prognose zeigte [25].

Die p53-Mutation ist ein zuverlassiger Marker, um die Wirkung einer Radiotherapie
vorherzusagen, da p53-positive Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches
signifikant schlechter auf eine Bestrahlung ansprechen [159].

Das Tumorsuppressorgen p53 kann auch durch Hemmung des p53-Inhibitors Hdm-2

aktiviert werden. Dies gelingt durch eine neue Klasse von Substanzen, den Nutlinen,
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die an Hdm-2 binden und hierdurch die Interaktion von Hdm-2 mit p53 behindern. Dies
stellt in HAM-2 tberexprimierenden Tumorzellen die p53-Funktion wieder her und endet
in Zellzyklusarrest oder Apoptose [31].

5.5.2 Ki-67

Da Ki-67 als Proliferationsmarker in jedem aktiven Gewebe positive Reaktionen
hervorbringen wird, ist das absolute Ergebnis mit etwa 98 % gefarbter Proben nicht von
Bedeutung. Interessanter ist die Verteilung der Prozente gefarbter Zellen und der
Zusammenhang mit pathohistologischen Parametern.

Bereits vorliegende Studien zeigen sehr unterschiedliche Ergebnisse. Knufermann [77],
Jones et al. [68], Spafford et al. [136] fanden keine Zusammenh&nge mit klassischen
Prognoseparametern wie Grading oder TNM-Klassifikation. Welkoborsky et al. [155]
konnten eine Signifikanz zwischen der Ki-67-Expression und dem Auftreten von
Rezidiven feststellen. In Studien von Lorz und Meyer-Breiting [92], Zoller et al. [167] und
Zidar et al. [166] zeigte sich eine Beziehung zum histopathologischen Grading.

In der vorliegenden Studie wurde eine signifikante Beziehung zu dem

pathohistologischen Grading gefunden.

Knifermann schlagt Ki-67 als Kontrollinstrument der préoperativen Therapie vor. In
seiner Studie waren die proliferierenden Zellen erwartungsgemall nach der

praoperativen Therapie deutlich reduziert [77].

5.5.3 Cyclin D1

Mit nur einer fur Cyclin D1 negativen Probe zeigte sich in dieser Studie eine hohe
Sensitivitat fur diesen Marker. Bei 35 Patienten in einer Untersuchung von de Vicente et
al. [152] waren mit vier negativen Fallen ebenso nur wenige Schnitte nicht angefarbt.
Andere Untersuchungen zeigten jedoch eine deutlich geringere Anzahl von positiven
Fallen. So waren bei Akervall et al. [4], Koontongkaew et al. [79], Odajima et al. [109],
Schoelch et al. [128] und Xu et al. [158] etwa 40 % der Falle positiv (Tab. 36).
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Tabelle 36: Literaturangaben zur positiven Farbung bei Cyclin D1

Quelle Positive Falle Anzahl Patienten
Akervall, J.A. et al. [4] 41 % 75
Koontongkaew, S. et al. [79] 39 % 53
Lam, K. Y. et al. [83] 63 % 56
Michalides, R.J. et al. [98] 49 % 115
Odajima, T. et al. [109] 39,1 % 110
Schoelch, M.L. et al. [128] 40 % 35
de Vicente, J.C. et al. [152] 88,57 % 35
Xu, J. et al. [158] 38 % 29
Eigene Ergebnisse 98,9 % 94

Nach Lam et al. [83] sollten die verschiedenen Lokalisationen des Kopf-Hals-Bereiches
nicht als eine Einheit betrachtet werden. In ihrer Studie wiesen alle Proben aus dem
Oropharynx und dem weichen Gaumen, aber nur 25 % der Proben aus der Zunge eine
positive Farbung auf. Xu et al. [158] und Akervall et al. [4] kamen jedoch zu ganz
anderen Ergebnissen beziglich der Lokalisationen. Lam et al. [83] erklaren dies mit
moglichen epidemiologischen Unterschieden oder den verschiedenen untersuchten
Rassen.

Die vielen positiven Ergebnisse in der vorliegenden Studie lassen sich nicht mit der
grof3en Anzahl an Patienten mit Plattenepithelkarzinomen im Oropharynx und mit einer
moglicherweise mit dieser Lokalisation verbundenen hoheren Positivrate erklaren. Auch
durften sich die Ergebnisse nicht so stark von schwedischen oder niederlandischen
Zahlen unterscheiden, wenn man von Differenzen bei den verschiedenen Rassen
ausgehen will. Die Gesamtzahl von 94 Patienten ist grof3 genug, um eine zufallige

Haufung auszuschliel3en.

Es ist aber zu bedenken, dass in fast 80 % der positiven Falle meist nur bis zu 2/3 der
Zellen geféarbt waren, mit ebenso mafiger Intensitat. Eine tbermalige Farbung, bedingt
durch einen Fehler im Farbevorgang, liegt also nicht vor.

Es fand sich in der vorliegenden Studie kein signifikanter Zusammenhang mit dem
Grading. Die Korrelation mit p53 wurde bereits in Kapitel 6.5.1 beschrieben. Eine
weitere signifikante Korrelation ergab der Vergleich mit EGFR und EGFR innere
Domaéane. Hier zeigte sich ein Zusammenhang zwischen an der Kinaseaktivierung

beteiligten Proteinen. Auch mit E-Cadherin zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang.
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Lam et al. [83] fanden einen Zusammenhang zwischen der Cyclin D1-Expression und
der Differenzierung des Tumors; bei de Vicente et al. [152] korrelierte eine
Uberexpression mit der TumorgréRe und mit Lymphknotenmetastasen. Eine schlechte
Prognose zeigten Tumoren mit sehr starker Expression bei Akervall et al. [4]. Demnach
ist Cyclin D1 nicht nur als Prognosefaktor wichtig, sondern kann auch hilfreich sein, um
die richtige Therapie zu finden.

554 EGFR

Alle in dieser Studie untersuchten Proben zeigten eine positive Reaktion und eine hohe
Anzahl an gefarbten Zellen, die in fast 80 % der Félle eine starke Intensitat aufwies. Nur
bei Aebersold et al. [2] und Harari [49] fand sich ebenfalls eine so hohe Anzahl positiver
Falle. In vergleichbaren anderen Studien waren es deutlich weniger (Tab. 37).

Tabelle 37: Literaturangaben zur positiven Farbung bei EGFR

Quelle Positive Falle Anzahl Patienten
Maiorano, E. et al. [94] 36 % 100
Smith, B.D. et al. [135] 64 % 56
Shiraki, M. et al. [131] 46 % 140
Aebersold, D. M. et al. [2] 100 % 95

Harari, P. M. [49] 80-100% ?

eigene Ergebnisse 100 % 94

Fur den EGF-Rezeptor konnte bereits friih gezeigt werden, dass die Hemmung der
Ligandenbindung einen Wachstumsarrest in Zellen mit konstitutiv aktiviertem EGFR
ausldst. Ein solcher blockierender monoklonaler Antikorper, Cetuximab, zeigt Aktivitat in
der Monotherapie, insbesondere aber in Kombination mit Radio- und/oder
Chemotherapie in Phase-l/lI-Studien bei Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren oder
Kolonkarzinomen. Cetuximab bindet an die Doméne Il des EGFR und hemmt hierdurch
die Bindung von Liganden und die fiir die Rezeptorbindung wichtige Homodimerisierung
des Rezeptors [31].

Cetuximab hemmt dosisabhangig die Proliferation menschlicher Tumorzellen. Diese
Hemmung der Proliferation bewirkt einen Arrest des Zellzyklus in der G1-Phase und/
oder einen Anstieg der Apoptose. Aulerdem hemmt Cetuximab die Produktion des
vascular endothelial growth factor receptor (VEGFR) und somit die Angiogenese [49].
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Einen statistischen Zusammenhang ergab der Vergleich mit Cyclin D1 und PDGFRa
Anzahl.

5.5.5 EGFR innere Doméane

Der immunhistochemische Marker fur die innere Doméane des EGF-Rezeptors ist in der
Literatur kaum beschrieben worden. Im Bereich der Plattenepithelkarzinome des Kopf-
Hals-Bereiches gibt es bisher keine veroffentlichten Studienergebnisse.

Die Untersuchung der inneren Domane des EGFR ist aber von besonderem Interesse,
da zwei Medikamente der zielgerichteten Tumortherapie genau an dieser katalytischen
Domaéane angreifen: Beim nichtkleinzelligen Bronchialkarzinom belegen aktuelle Daten
die Wirksamkeit von Gefitinib und Erlotinib bei einer Untergruppe von Patienten mit
aktivierenden Mutationen des EGFR [32].

Gefitinib und Erlotinib zeigen besonders gute Ergebnisse in der Kombination mit einer
Chemotherapie, wobei bei Gefitinib der Erfolg nicht von der EGFR-Expression abhangt
[49].

Die Untersuchung von EGFR innere Doméane zeigte in der eigenen Analyse weniger
gefarbte Zellen als EGFR und eine geringere Intensitat. Das weist auf eine grol3ere
Spezifitat dieses Markers hin und sollte im Zusammenhang mit den schon vorhandenen
Medikamenten getestet werden.

5.5.6 c-erb-B2
Die immunhistochemische Farbung von c-erb-B2 zeigte keine Reaktion. Andere
Untersuchungen weisen eine Uberexpressionsrate von elf bis 60 % auf (Tab. 37).

Tabelle 38: Literaturangaben zur positiven Farbung bei c-erb-B2

Quelle Positive Falle Anzahl Patienten
Craven, J.M. et al. [29] 41 % 93
Field, J.K. et al. [35] 60 % 75
Khan, A.J. et al. [76] 17 % 67
Scheer, M. et al. [125] 11,3 % 97
eigene Ergebnisse 0 % 94
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Als Grund fir dieses Ergebnis kommen methodische Ursachen bei der
Gewebevorbereitung und Féarbung in Frage. Da bei dieser Studie formalinfixiertes
Archivmaterial untersucht wurde, musste vor der Anwendung des Primarantikdrpers
eine Demaskierung des Epitops erfolgen. Vergleichende Untersuchungen von Press et
al. [121] konnten bei Biopsien von Mammakarzinomen unterschiedliche
Sensitivitatsraten in Abhangigkeit von der verwendeten Technik nachweisen. Ebenso
zeigte Frischmaterial deutlich h6here Positivitatsraten als formalinfixiertes Gewebe.

Auch die Sensitivitdt und Spezifitdt verschiedener kommerziell erhaltlicher Antikbrper
scheinen der Grund fiir die variierenden Uberexpressionsraten bei Mammakarzinomen
zu sein [121, 99].

Im gleichen immunhistochemischen Labor wird jedoch mit identischer Methode die
Bestimmung des c-erb-B2-Status an Gewebe von Mammakarzinomen erfolgreich
durchgefuihrt. Es kann auch geschlussfolgert werden, dass im vorliegenden Material
von Plattenepithelkarzinomen der Mundhohle und des Oropharynx keine
Uberexpression von c-erb-B2 vorhanden ist und somit kein Ansatz fir eine
zielgerichtete  Therapie  vorliegt. Eine  weiterfuhrende  Untersuchung  mit
molekularpathologischen Methoden, bzw. eine In-situ-Hybridisierung wéare interessant.

Scheer et al. [125] und Khan et al. [76] fanden keinen Zusammenhang mit
pathohistologischen Daten oder dem Uberleben. Xia et al. [157] ermittelten aber ein
verkiirztes Uberleben bei erhéhter c-erbB2-Expression.

Beim Mammakarzinom wird bereits ein von der FDA zugelassenes semiquantitatives
immunhistochemisches Testkit (Hercep-Test®) zur Bestimmung des c-erbB2-Status
verwendet [45]. Als Testverfahren vor einer geplanten Therapie mit Trastuzumab
(Herceptin®) hat die Immunhistochemie als einfaches Verfahren grof3e Bedeutung
erlangt [125].

Der Anti-Her2/Erb-B2-Antikdrper Trastuzumab (Herceptin®) entfaltet seine Wirkung,
indem er die Heterodimerbildung zwischen Her2/neu und dem EGF-R blockiert und
dadurch mit der Signaltransduktion von Her2/neu interferiert. Ein nattrlicher Ligand
konnte fur Erb-B2 bisher nicht nachgewiesen werden. Durch diese Blockade der

Signaltransduktion vermittelt Trastuzumab in Her2/neu tUberexprimierenden Zellen eine
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Wachstumshemmung und sensibilisiert diese Zellen fir die Apoptoseinduktion, z. B.
durch Chemotherapeutika [31].

Bisher lasst sich auf Grund der unterschiedlichen Ergebnisse beim Platten-
epithelkarzinom der Mundhdohle und des Oropharynx dieses Verfahren nicht Gibertragen.

5.5.7 c-kit

Bei der Untersuchung von c-kit lie3 sich ebenfalls keine Farbung erkennen. Eine c-kit
Uberexpression wurde bisher in GISTs ( gastrointestinal stromal tumors) [56], der Uvea
[5], kleinzelligen Lungenkarzinomen [104], nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen [116],
akuten myeloblastischen Leuk&mien [64], Keimzelltumoren [141], Brustkrebs [55, 104],
einigen Arten von Speicheldrisenkarzinomen [66], Keimzelltumoren des Hodens [104]
und Glioblastomen [88] gefunden.

Am besten untersucht ist c-kit an soliden Tumoren in Zusammenhang mit GISTs. Hier
wird in der Therapie auch schon der kompetitive Hemmer der Tyrosinkinase Imatinib
(STI571, Glivec®) angewandt. Imatinib ist ein Tyrosinkinase-Inhibitor, der den c-kit-
Tyrosinkinase-Oberflachenrezeptor blockiert. Ebenfalls auf c-kit ansprechende
Inhibitoren sind PKC412 (Midostaurin) und PTK 787 (Vatalanib), die sich noch in der
Entwicklung bzw. Testung befinden [15].

Bruce et al. [18] zeigten in einer in-vitro-Studie, dass Imatinib eine
wachstumsinhibierende Wirkung bei Zelllinien von Plattenepithelkarzinomen des Kopf-
Hals-Bereiches hat. Aul3erdem zeigt Imatinib einen synergistischen Effekt in
Kombination mit dem Chemotherapeutikum Cisplatin.

Die eigenen Untersuchungsergebnisse legen nahe, dass Patienten mit
Plattenepithelkarzinomen der Mundhdhle und des Oropharynx, zumindest anhand der
bei c-kit gewonnenen Resultate, nicht von einer Therapie mit Glivec® profitieren
wirden. Dem stehen die Ergebnisse der eigenen Untersuchungen mit PDGFRa
gegenduber (s. S. 78).

Verweisend auf die Diskussion der negativen Untersuchungsergebnisse mit c-erb-B2 (s.
S. 76) ware auch hier eine weiterfihrende molekulargenetische Untersuchung zur
Uberpriifung der konventionellen immunhistochemischen Methoden zu erwégen, was

jedoch im Rahmen dieser Studie nicht vorgesehen war.
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5.5.8 PDGFRa
Fast 99 % der untersuchten Proben waren positiv und eine hohe Anzahl der Falle zeigte
viele und stark angefarbte Zellen. Es lag eine hohe Sensitivitat fir PDGFRa vor.

Li et al. [90], Aebersold et al. [2] und Ongkeko et al. [111] fanden auch eine ziemlich
hohe Anzahl an positiven Fallen, wobei die Ergebnisse von Li et al. und Aebersold et al.
mit unter 80 % noch deutlich unter dem in der vorliegenden Studie ermittelten Ergebnis
liegen (Tab. 38).

Tabelle 39: : Literaturangaben zur positiven Farbung bei PDGFRa

Quelle positive Félle Anzahl Patienten
Li, C. et al. [90] 72,4 % 98
Aebersold, D.M. [2] 75 % 95
Ongkeko, W.M. [111] 100 % 38
eigene Ergebnisse 98,9 % 94

In der statistischen Auswertung zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zu Werten
von p53 und EGFR, die bereits in Kapitel 6.5.1 und 6.5.4 beschrieben wurden.

Im Bereich des Kopfes und des Halses ist PDGFRa bisher wenig untersucht worden,
das Ergebnis dieser Studie sollte jedoch als Anstol3 dienen, weitere Untersuchungen
anzustreben. Es liegen bereits mehrere Untersuchungen Uber die Expression bei
Prostatakarzinomen, Glioblastomen, Eierstockkrebs, GISTs, Kaposi-Sarkomen u.v.m.
vor [15, 78, 123].

Fur die Therapie von menschlichen soliden Tumoren sind eine Reihe von PDGFR-
Kinase-Inhibitoren entwickelt worden. Viele dieser Medikamente sind noch immer in
einem frihen Stadium der Entwicklung und es muss bedacht werden, dass sie haufig
nicht spezifisch fiur PDGFR sind und auf mehrere Tyrosinkinasen ansprechen.

Der am besten untersuchte und fir die Therapie von GISTs und der chronischen
myeloischen Leukamie zugelassene Inhibitor ist Imatinib, worauf schon im
Zusammenhang mit c-kit hingewiesen wurde. Imatinib ist auch ein Inhibitor fur die
PDGFR-Kinase und zeigt in diesem Zusammenhang schon gute Ergebnisse beim
Dermatofibrosarcoma protuberans, beim Prostatakarzinom und beim Glioblastom [15].

Die Ergebnisse bei PDGFRa in der vorliegenden Studie lassen hoffen, dass der Einsatz
von Imatinib auch im Kopf-Hals-Bereich méglich wird.
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Weitere Inhibitoren fur die PDGFR-Kinase sind SU6, SU11248, SU101 (Lefunamide),
Bay43-9006, PKC412 (Midostaurin), PTK787 (Vatalanib), CPD860 und CP-673,451

(alle noch in der Entwicklung, bzw. Testung) [15].

5.5.9 bcl-2

Die Anzahl der positiv bewerteten Proben lasst sich mit anderen Arbeiten schwer
vergleichen. Der Grenzwert, ab welchem eine Probe als positiv bezeichnet wird, liegt
bei sehr unterschiedlichen Prozentsatzen (Tab. 39). Auch zeigen die Studien
untereinander grof3e Unterschiede in den ermittelten Werten.

Tabelle 40: Literaturangaben zur positiven Farbung bei bcl-2

Quelle Positive Falle | Anzahl Patienten Bewertungsschwelle
Jayasurya, R. et al. [65] 59 % 125

Jordan, R.C. et al. [69] 60 % 30 >25 % der Zellen positiv
Kannan, K. et al. [70] 23 % 39 >25 % der Zellen positiv
Lehmann, K. [87] 30 % 20 >25 % der Zellen positiv
Singh, B.B. et al. [134] 25% 60

Stoll, C. [139] 31,8 % 107

Yao, L. et al. [162] 50% 52 >10 % der Zellen positiv
eigene Ergebnisse 45,7 % (16 %) 94 > 33,3 % der Zellen positiv

Wenn davon ausgegangen wird, dass in dieser Studie zunachst alle Proben, in denen
Zellen angefarbt waren, positiv gewertet wurden, liegt die ermittelte Anzahl mit 45,7 %
zwischen den in der Erfassung vergleichbaren Werten von Jayasurya et al. [65] (59 %)
und Stoll [139] (31,8 %) bzw. Singh et al. [134] (25 %). 29,7 % der untersuchten
Tumoren zeigten eine Farbung von mehr als einem Drittel der Tumorzellen, woraus
deutlich wird, dass mit 16 % eine hohe Anzahl der ausgewerteten Schnitte nur eine
geringe Féarbung zeigten.

Es ergab sich ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen der Expression des
bcl-2 und dem Grading. Stoll [139] , Singh et al. [134], Jordan et al. [69] und Yao et al.
[162] fanden ebenso einen Zusammenhang zwischen der bcl-2-Expression und dem
Grad der histologischen Differenzierung. Dies entspricht wohl der nattrlichen Funktion
des bcl-2, Keimgewebe vor dem Untergang durch Apoptose zu bewahren [139].



5 Diskussion 83

Einen weitereren signifikanten Zusammenhang ergab der Vergleich mit den Werten von
E-Cadherin. Es lasst sich vermuten, dass Zellen, die an Adhasion verlieren, vermehrt
der Apoptose zugefuhrt werden. Die Korrelationen mit p53 und Cyclin D1, die jedoch
nicht signifikant waren, wurden bereits in den Kapiteln 6.5.1 und 6.5.3 erlautert.

Ein viel versprechender Ansatz, den bcl-2-Signalweg in der zielgerichteten Therapie zu
nutzen, ist der Einsatz von niedermolekularen bcl-2-Antagonisten. In der Monotherapie
von Bronchialkarzinomen, Leukamien und Lymphomen zeigt ABT-737 eine
eindrucksvolle Aktivitat [110].

5.5.10 E-Cadherin

Mit tGber 99 % war eine sehr hohe Anzahl der Tumoren positiv, lediglich ein Fall zeigte
keine Farbung. Ein geringer Teil von sieben Prozent zeigte eine geringere Anzahl
gefarbter Zellen, bei 13 % war die Intensitat der Farbung lediglich maRig.

Stoll [139] fand bei 15,4 % der von ihm untersuchten Félle gar keine Farbung. Die
Patienten, die an einem solchen Plattenepithelkarzinom erkrankt waren, hatten eine
schlechtere Prognose (Tab. 40). Bei Tanaka et al. [145] war bei 23,3 % weniger als ein
Viertel der Zellen positiv. Es war ein Zusammenhang mit dem Auftreten von regionaren
Lymphknotenmetastasen erkennbar. Shinohara et al. [133] ermittelten bei 3,5 % keine
oder eine sehr geringe Farbung. Die E-Cadherin-Expression korrelierte mit invasivem
Verhalten der Tumoren und der Ausbildung von Metastasen. In allen drei Studien wurde
kein Zusammenhang zwischen einer verringerten Farbung und der Differenzierung

gefunden.

Tabelle 41: Literaturangaben zur Farbung bei E-Cadherin

Quelle Falle Anzahl Patienten Bewertungsschwelle
Stoll, C. [139] 15,4 % 107 komplett negativ
Tanaka, N. et al. [145] 23,3 % 159 < 25 % positiv
Shinohara, M. et al. [133] 3,5% 52 sehr wenig oder negativ
eigene Ergebnisse 1% 94 komplett negativ

In der vorliegenden Studie wurde auch keine Korrelation zwischen der E-Cadherin-
Expression und dem Grading gefunden. Ein signifikanter Zusammenhang zeigte sich
jedoch mit Cyclin D1 und bcl-2, was schon in den Kapiteln 6.5.3 und 6.5.9 beschrieben

wurde.
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6 Zusammenfassung

In der vorliegenden retrospektiven Studie wurden die Befunde der pathohistologischen
Routineuntersuchung von Plattenepithelkarzinomen der Mundhohle und des
Oropharynx mit Ergebnissen immunhistochemischer Marker verglichen.

Das untersuchte Material bestand aus 95 Plattenepithelkarzinomen der Mundhdhle und
des Oropharynx. Histologische Schnitte dieser Plattenepithelkarzinome wurden im
Institut fir Pathologie des HELIOS-Klinikums Bad Saarow untersucht. Dabei wurden
zunéchst klinische und pathologische Daten erfasst: Jahr, Alter, Geschlecht,
Lokalisation, Grading und TNM-Klassifikation. Nach Herstellung weiterer Schnitte fand
eine  Farbung nach der Labeled-StreptAvidin-Biotin-Methode  mit  zehn
immunhistochemischen Markern statt: p53, Ki-67, Cyclin D1, EGFR, EGFR innere
Domane, c-erb-B2, c-kit, PDGFRa, bcl-2 und E-Cadherin.

Die klinischen Daten ergaben eine Geschlechterverteilung von 86 % mannlichen zu
14 % weiblichen Patienten. Das Durchschnittsalter lag bei den Mannern bei 55,5
Jahren, bei den Frauen bei 65,9 Jahren. Ab dem Jahr 1997 war ein deutlicher Anstieg

der Patientenzahlen zu vermerken.

Die Erfassung des Grading zeigte, dass 57 % der Félle mittelgradig differenzierte
Plattenepithelkarzinome waren, 22 % waren gut differenziert, 19 % waren gering
differenziert und lediglich zwei Prozent undifferenziert. Von den in die Studie
aufgenommenen Plattenepithelkarzinomen betrafen 36 die Mundhohle und 58 den
Oropharynx.

Zur Beurteilung der immunhistochemischen Reaktionergebnisse wurden zwei Werte
erfasst: die Anzahl gefarbter Zellen und die Intensitat der Farbung. Aus diesen beiden
Werten wurde der immunhistochemische Score des Markers ermittelt.

Der etablierte Marker Ki-67 zeigte einen signifikanten Zusammenhang mit dem
pathohistologischen Grading, p53 jedoch nicht.

In der Gruppe der Tyrosinkinaserezeptoren wiesen Antikdrper gegen c-erb-B2 und c-kit
keine immunhistochemischen Markierungen auf. Damit lasst sich der beim
Mammakarzinom schon routinemalRig angewandte Hercep-Test nicht auf
Plattenepithelkarzinome in der Region Mundhohle und Oropharynx Ubertragen. Auch
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die Erfahrung aus der Anwendung von c-kit bei GISTs lasst sich hier nicht nutzen, d.h.
auf der Basis der eigenen Untersuchungen scheint die Moglichkeit einer zielgerichteten
Therapie nicht zu bestehen. Diese Ergebnisse sollten durch weiterfihrende
molekularpathologische Untersuchungen am gleichen Material Gberprift werden.

EGFR innere Domane zeigte weniger gefarbte Zellen als EGFR und eine geringere
Intensitat, was auf eine grol3ere Spezifitdt dieses Markers hinweist.

Es wurde eine Uberexpression von bcl-2 und damit eine verringerte Apoptoserate
nachgewiesen. Ein statistisch signifikanter Zusammenhang ergab sich zwischen der
Expression von bcl-2 und dem Differenzierungsgrad.

Eine geringe Anzahl von Proben zeigte eine verringerte Expression von E-Cadherin, ein
Zusammenhang mit der Entdifferenzierung lief3 sich jedoch nicht erkennen.

Die positiven Resultate der Markierungen mit Cyclin D1, bcl-2, PDGFRa, EGFR und
EGFR innere Domane sollten durch molekularpathologische Methoden am eigenen
Material und immunhistochemische Untersuchungen an weiteren Proben kontrolliert
werden, um eine zielgerichtete Therapie auch bei Plattenepithelkarzinomen der
Mundhohle und des Oropharynx zu erméglichen.
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