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1.Einleitung

1.1. Plattenepithelkarzinome des Kopf-und Halsbereiches

Das Plattenepithelkarzinom des Kopf-und Halsbereiches (engl.: head and neck
squamous cell carcinoma = HNSCC) wird definiert als eine invasive epitheliale
Neoplasie mit unterschiedlicher Epitheldifferenzierung und der Eigenschaft fri-

her und ausgedehnter Lymphknotenmetastasen [1].

Unter Kopf- und Hals-Karzinomen werden im engeren Sinn Karzinome des
Pharynx, des Larynx, der Lippe und der Mundhéhle zusammengefasst. Tumo-
ren der Speicheldriisen und der Nasen- und Kieferhéhlen werden aufgrund ihrer
unterschiedlichen Atiologie, Histologie und Therapie oft innerhalb der Kopf- und
Hals-Tumoren gesondert behandelt. Mit Gber 90% machen Plattenepithelkarzi-
nome den weitaus grdBten Teil der malignen Tumoren des Kopf-Halsbereiches
aus [2].

1.1.1. Epidemiologie

Plattenepithelkarzinome des Kopf- und Halsbereiches stellen ein globales Ge-
sundheitsproblem dar. Sie stehen weltweit in der Haufigkeit der Krebserkran-
kungen an sechster Stelle und machen etwa 6% aller malignen Neoplasien aus.
Jahrlich erkranken Uber 600.000 Menschen global an einem Plattenepithelkar-
zinom des Kopf- oder Halsbereiches [3]. Hierbei bestehen erhebliche geogra-
phische Unterschiede. So z.B. machen die Kopf- und Hals-Tumoren in Sid-
asien circa 20% aller bdsartigen Krebserkrankungen aus. Auch innerhalb Euro-
pas lassen sich eindeutige Unterschiede erkennen. Vergleichsweise hohe Inzi-
denzraten weisen Lander wie Frankreich und Belgien bei Mannern und Frank-
reich und Danemark bei Frauen auf. Dagegen relativ niedrige Inzidenzraten
weisen Lander wie Schweden, Norwegen, Finnland und England bei M&nnern

und Schweden, Finnland und Osterreich bei Frauen auf. Im Vergleich mit den



Erkrankungsraten anderer EU-L&nder liegt die Inzidenz in Deutschland fir
Frauen und Méanner im mittleren Bereich. Die Anzahl aller Neuerkrankungen in

Deutschland betragt etwa 50 von 100.000 Einwohnern.

Die aktuelle Schatzung des Robert Koch-Instituts weist fir das Jahr 2006
insgesamt 10.860 Neuerkrankungen an einem Plattenepithelkarzinom der
Mundhdéhle oder des Rachens in Deutschland aus. Hierunter befinden sich etwa
8.000 Manner und 3.000 Frauen. Die Haufigkeit fir Frauen an einem Tumor der
Mundhdhle oder des Rachens zu erkranken ist damit weitaus niedriger als fur
Manner. Sie ist jedoch in den letzten Jahren steigend. Im Durchschnitt sind
Manner zum Zeitpunkt der Diagnosestellung einer Neoplasie der Mundhdéhle
oder des Pharynx 60 Jahre alt und Frauen etwa 64 Jahre. An Kehlkopfkrebs
erkranken nach den Angaben des Robert Koch-Instituts jedes Jahr ca. 4.000
Menschen in Deutschland. Die Geschlechtsdisposition mannlich:weiblich liegt
hier bei ungefahr 8:1, womit Manner erheblich haufiger erkranken. Das mittlere
Erkrankungsalter liegt fir beide Geschlechter bei 64 Jahren [4]. Ursé&chlich fur
die unterschiedliche Verteilung von Malignomen des Kopf- und Halsbereiches
zwischen den beiden Geschlechtern ist der héhere Alkohol- und Tabakkonsum
bei Mannern. Allgemein aber ist die Inzidenz von Plattenepithelkarzinomen des
Kopf-Hals-Bereiches bei der mannlichen Bevdlkerung tendenziell rlcklaufig,

dahingegen beim weiblichen Geschlecht leicht ansteigend [5].

Die Inzidenz von Fernmetastasen bei Plattenepithelkarzinomen der oberen Luft-
und Speisewege ist, im Vergleich zu vielen anderen malignen Neoplasien, rela-
tiv gering. Angaben zum Vorkommen von Fernmetastasen zum Zeitpunkt der
initialen Vorstellung liegen bei Gr6Ben zwischen 1,5% und 16,8%. Diese wird
maBgeblich beeinflusst durch die Lokalisation des Primartumors, die Tumor-
gréBe und die Situation der regionaren Lymphknoten. Das Auftreten von Fern-
metastasen ohne vorausgehende lymphogene Metastasierung gehért zu den

seltenen Ausnahmen [6].



1.1.2. Atiologie

Bei der Genesis von Neoplasien unterscheidet man im Allgemeinen zwischen
den priméar exogenen und endogenen Ursachen. Wobei hauptsachlich die exo-

genen Noxen fir die Entstehung von Karzinomen verantwortlich sind.

Tabak- und GberméBiger Alkoholkonsum, insbesondere der Genuss hochpro-
zentigen Alkohols, sind die Hauptrisikofaktoren flr die Entwicklung von Tumo-
ren der Kopf- und Halsregion [7, 8]. Vor allem der gleichzeitige Genuss beider
Gifte hat einen starken Einfluss, da sich die schadlichen Auswirkungen des Al-
koholmissbrauchs und Rauchens nicht nur summieren, sondern in der Kombi-
nation auch potenzieren [9]. Der UbermaBige Konsum von Alkohol vervielfacht
die toxische Wirkung von Tabak wahrscheinlich Uber eine Schwéchung der epi-
thelialen Schleimhautbarriere. Obwohl Alkohol und Tabak die weitaus gréBten
Risikofaktoren sind, entwickelt nur ein kleiner Teil aller Menschen, die diesen
Giftstoffen ausgesetzt sind, ein Karzinom des oberen Aerodigestivtrakt. Das
genetische Risiko an einem malignen Tumor zu erkranken zeigt folglich be-
trachtliche Abweichungen zwischen den einzelnen Individuen. Dementspre-
chend besteht eine Assoziation zwischen der Entwicklung von Plattenepithel-
karzinomen und Genmutationen als endogene Ursache [10-13].

Als weitere Risikofaktoren flr die Entstehung von Kopf-Hals-Tumoren sind Vi-
ruserkrankungen, beruflich bedingte Exposition gegeniber von Karzinogenen,
UV- und radioaktive Strahlen, eine Immunsystemschwache (z.B. HIV), fehler-
hafte Erndhrung, schlechte Mundhygiene, chronische Traumen (z.B. scharfe
Zahnkanten, Prothesendruckstellen) und in Landern Asiens der Genuss von

Betelnlissen zu nennen.

Studien konnten belegen, dass die Entstehung von Plattenepithelkarzinomen
des Kopfes und des Halses immer haufiger auf eine Infektion mit Humanen
Papilloma Viren, insbesondere HPV-16 zurlickgeht [14-17]. Interessanterweise
scheint diese Untergruppe von Patienten, bei denen eine Assoziation zu HPV
steht, eine insgesamt bessere Prognose zu haben und auch besser auf die
Tumorbehandlung anzusprechen. Eine genaue Erklarung fir diesen Zusam-



menhang gibt es aber offensichtlich noch nicht [18-21]. Auch der Epstein-Barr-
Virus scheint eine Rolle bei der Tumorgenese zu spielen. Bei entsprechender
genetischer Disposition besteht die Vermutung, dass eine Infektion mit diesem
Virus zu Plattenepithelkarzinomen des Nasopharynx fihren kann [22, 23].

Der Einfluss von mangelhafter Ernahrung auf die Entstehung von Tumoren im
Kopf-Hals-Bereich wird in verschiedenen Studien diskutiert. Obst und Gemuse
hat aufgrund seines Gehaltes an Antioxidantien u.a. einen tumorprotektiven
Effekt [24-28]. Im Gegensatz hierzu bestehen Annahmen, dass ein Ubertriebe-
ner Verzehr von Fleisch und Chili-Gewdirzen ein Risikofaktor darstellt. [29, 30].
Petridou et al. schlussfolgerten aus ihrer Studie mit 106 Patienten, die an einem
oralen Karzinom erkrankt waren, dass Frichte, Cerealien, Milchprodukte und
Olivendl einen protektiven Effekt haben [31].

Beruflich bedingte Karzinogene, welche die Entstehung eines Plattenepithelkar-
zinoms begunstigen, sind z.B. Farben, Lacke, Lésungsmittel, Asbest, Holz und
weitere Staube. Der Exposition mit diesen Arbeitsplatz-assoziierten Risikofakto-

ren kommt aber heutzutage nur noch eine untergeordnete Bedeutung zu.

1.1.3. Klassifikation

Um eine Therapie von Tumoren, insb. maligner Neoplasien exakt planen zu
kénnen, muss ein moglichst genauer Befund zur Tumorart und Tumorausdeh-
nung sowie zum Vorkommen von lokoregionalen Metastasen und/oder Fernme-
tastasen vorliegen. Diesen Vorgang, in dem das Tumorstadium erfasst wird
nennt man Staging [32]. Die klinische Einteilung von malignen Tumoren basiert
auf der anatomischen Ausbreitung des Primartumors, sowie auf der lymphoge-
nen und hamatogenen Streuung. Nachfolgend ist das System der Union Inter-
national Contre le Cancer (UICC) aufgeflhrt, welches die Tumorausbreitung
nach den Kriterien T (Tumor), N (Node, Lymphknoten) und M (Metastase) klas-
sifiziert. T beschreibt die GréBe des Primartumors (T1 bis T4), N das AusmafB
der lymphogenen Metastasierung (NO bis N3) und M das Auftreten von Fernme-
tastasen (MO oder M1).



Primartumor

Tx Primartumor kann nicht beurteilt werden

T0 kein Anzeichen fur einen Primartumor

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor < 2 cm im gréBten Durchmesser

T2 Tumor > 2, <4 cm im gréBten Durchmesser

T3 Tumor > 4 cm im gréBten Durchmesser

T4a Tumor infiltriert den kortikalen Knochen, den Mundboden, die Zun-
genmuskulatur, den N. alveolaris inf. oder die Gesichtshaut

T4b Tumor infiltriert ins Spatium masticatorium, die Schadelbasis oder um-
schlieBt die Carotis externa

N regionare Lymphknotenmetastasen

NXx regionare Lymphknotenmetastasen kénnen nicht beurteilt werden

NO Kein Anzeichen fir regiondre Lymphknotenmetastasen

N1 Metastase in einem solitaren ipsilateralen Lymphknoten, < 3 cm im
gréBten Durchmesser

N2a Metastase in einem solitaren ipsilateralen Lymphknoten, > 3 cm, < 6
cm im gréBten Durchmesser

N2b Metastase in multiplen ipsilateralen Lymphknoten, < 6 cm im gr6Bten
Durchmesser

N2c Metastase in bilateralen oder kontralateralen Lymphknoten, < 6 cm im
gréBten Durchmesser

N3 Metastase in einem Lymphknoten, > 6 cm im gr6Bten Durchmesser

M Fernmetastasen

Mx Fernmetastasen kénnen nicht beurteilt werden

MO kein Anzeichen fir Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen vorhanden

Tabelle 1: TNM-Klassifikation des oralen Plattenepithelkarzinom (UICC 2009) [33]




Nach erfolgter posttherapeutischer, histopathologischer Untersuchung, wird
durch den Pathologen eine neue TNM-Klassifikation aufgestellt. Diese wird
dann mit dem Buchstaben p (Pathologie) beschrieben (pT pN pM). Die patholo-
gische Klassifikation kann sich von der klinischen Klassifikation unterscheiden
und ist zuverlassiger als diese [34].

Falls die TNM-Klassifikation erst wahrend oder nach multimodaler Therapie er-
folgt, wird die TNM- bzw. pTNM-Kategorie zuséatzlich mit dem Buchstaben y
gekennzeichnet.

Die Zuverlassigkeit der Diagnose kann zusatzlich durch den Diagnosesiche-
rungsgrad (C-Faktor, certainty factor, Sicherheitsfaktor) angegeben werden.
Dieser gibt an, mit welchen diagnostischen Methoden Befunde erhoben wur-
den und wird hinter der TNM-Kategorie mit einem ¢ gekennzeichnet.

C1 Evidenz aufgrund allgemeiner Untersuchungsmethoden (z.B. klinischer
Befund, Standard-Réntgenaufnahme etc.)

C2 Evidenz aufgrund spezieller Untersuchungsmethoden (z.B. CT, Szinti-
graphie etc.)

C3 Evidenz aufgrund chirurgischer Exploration unter Einbeziehung von

Zytologie und Biopsie

C4 Evidenz nach erfolgter chirurgischer Exploration und histopathologi-
scher Untersuchung des Resektionspraparates

C5 Evidenz nach Autopsie und histopathologischer Untersuchung

Tabelle 2: Diagnosesicherungsgrad (C-Faktor)

Das Vorhandensein oder Fehlen von Tumorresiduen nach erfolgter Therapie
wird mit dem Buchstaben R (Residualtumor, Resttumor, R-Situation) beschrie-
ben (Tabelle 3). Bei jeder Operation ist eine R0-Resektion anzustreben (optima-
ler Weise mittels intraoperativer Randschnittkontrolle).




Rx Residualtumor kann nicht beurteilt werden
RO kein Residualtumor nachweisbar

R1 Residualtumor mikroskopisch nachweisbar
R2 Residualtumor makroskopisch nachweisbar

Tabelle 3: Tumorresiduen (R-Situation)

Die UICC hat auf der Grundlage der TNM-Klassifikation, eine Einteilung in Sta-
dien vorgenommen, damit méglichst auf einen Blick der Stand der Tumorer-
krankung erfasst werden kann. Wie in der nachstehenden Tabelle ersichtlich,
erfolgt die Klassifikation in vier Stadien, wobei das Stadium 4 noch einmal in die
Stadien 4a, 4b und 4c unterteilt wird. Die beiden frihen Stadien sind definiert
durch das Fehlen von Lymphknotenmetastasen (NO) und Fernmetastasen (MO0).
Der Primartumor misst im gr6Bten Durchmesser maximal 2 cm (Stadium 1),
bzw. 4 cm (Stadium 2). Beim Stadium 3 kénnen bereits Lymphknotenmetasta-
sen vorhanden sein (N1). Der Primartumor kann auch einen gréBeren Durch-
messer als 4 cm haben, infiltriert allerdings noch keine Nachbarstrukturen. Bei
Patienten im Stadium 4a und b kann nun auch eine Tumorinfiltration in Nach-
barstrukturen vorliegen. Fernmetastasen kommen in diesen Stadien noch nicht

vor. Diese werden erst im Stadium 4c diagnostiziert.

Stadium 0 Tis NO MO
Stadium 1 T1 NO MO
Stadium 2 T2 NO MO
Stadium 3 T3 NO MO

T1,T2, T3 N1 MO
Stadium 4a T4a NO, N1 MO

T1,T2, T3, T4a N2 MO
Stadium 4b alle T N3 MO

T4b alle N MO
Stadium 4c alle T alle N M1

Tabelle 4: Stadieneinteilung auf Grundlage der TNM-Klassifikation [33]




Eine weitere Mdglichkeit, maligne Tumoren zu klassifizieren, bietet das histopa-
thologische Grading, welches den Differenzierungsgrad des Tumors bestimmt
(Tabelle 5). Es beschreibt die Aggressivitat der malignen Neoplasie auf histolo-
gischer Ebene und reicht von G1 (gut differenziert) bis G4 (entdifferenziert).
Kriterien zur Beurteilung sind Zellreichtum, Mitoseraten, Zell- und Zellkernpoly-
morphie, Bildung von Keratin, Auftreten von Nekrosen und die Relation von Zel-

len zu Interzellularsubstanz [32, 35].

Gx Differenzierungsgrad nicht beurteilbar

G1 gut differenziert, hoher Grad der Differenzierung

G2 maBig differenziert, mittlerer Grad der Differenzierung
G3 schlecht differenziert, geringer Grad der Differenzierung
G4 undifferenziert, entdifferenziert

Tabelle 5: Histopathologisches Grading (UICC, 2009) [33]

1.1.4. Symptome

Symptome oder Beschwerden von malignen Tumoren im Kopf-Halsbereich vari-
ieren je nach Lokalisation und betroffenen Strukturen. Viele Symptome, die An-
zeichen fir einen Kopf- oder Halstumor sein kénnen, sind verbreitet und eher
unspezifisch. Sie treten auch bei vielen anderen Krankheiten auf. Daher werden
sie oft gar nicht oder nur unzureichend friih mit einer malignen Neoplasie in
Verbindung gebracht. Bei Karzinomen des Mund- und Rachenraumes werden
die Beschwerden, in der Regel, erst in einem fortgeschrittenen Stadium diag-
nostiziert. Es gibt keine Frihsymptome. Tumore im Kehlkopfbereich verursa-
chen oft frihzeitig eine Heiserkeit, bedingt durch einen haufigen Befall der
Stimmlippen. Tumoren im Bereich der Mundhéhle machen sich oftmals als Ul-
zerationen an der Schleimhaut bemerkbar. Bei Infiltration des Zungenkoérpers
kann es zu Schluckbeschwerden und kloBiger Sprache kommen. Durch eine
Beteiligung der Kaumuskulatur kann eine Kieferklemme ausgelést werden.
Zahnlockerungen und nicht abheilende Extraktionswunden sind typisch fur Tu-

morlokalisationen im Alveolarfortsatz. Desweiteren konnen Foetor ex ore bei




nekrotischem Tumorzerfall und Geflhlsstérungen durch Nervinvasion auftreten.
Symptome, die auf einen Kehlkopftumor hinweisen, sind langer anhaltende
Heiserkeit, anhaltendes Kratz- oder Fremdkdrpergefihl im Hals (mit standigem
Zwang, sich zu rauspern), Schluckstérungen, chronischer Husten oder Bluthus-
ten, Atembeschwerden unklarer Ursache, hérbare Atemgerausche (Stridor) und
Schmerzen im Hals, die bis zu den Ohren ausstrahlen kénnen [36-38]. Bei Tu-

moren des Pharynx stehen Schluckbeschwerden im Vordergrund.

Wenn bereits Lymphknotenmetastasen im Kopf-Hals-Bereich vorhanden sind,
kénnen diese als derbe, wenig oder nicht schmerzhafte, persistierende Schwel-
lungen auffallen.

In fortgeschrittenen Stadien zeigen sich die Tumoren auch an einem beein-
trachtigten kérperlichen Allgemeinbefinden. Hier kénnen dann Abgeschlagen-
heit, Appetitlosigkeit in Kombination mit Gewichtsverlust, Nachtschwei8 und

unregelmaBiges Fieber auftreten.

Bei allen Personen, die die geschilderten Beschwerden aufweisen, insbesonde-
re bei langer andauernder Heiserkeit Gber 3 Wochen, sollte méglichst umge-
hend eine Vorstellung bei einem Mund-Kiefer-Gesichtschirurgen oder einem
HNO-Arzt stattfinden. Da viele Tumoren im Kopf-Hals-Bereich gehauft bei Rau-
chern und Alkoholikern auftreten, gilt dieses natirlich besonders flir Personen

dieser Risikogruppe.

1.1.5. Diagnostik

Die initiale Diagnosestellung erfolgt typischerweise 9 -12 Monate nach Aus-
bruch der Krankheit und in 84% der Félle innerhalb der ersten zwei Jahre [6].
60% der Patienten befinden sich zur Zeit der Diagnosestellung bereits in einem
fortgeschrittenen Stadium, bei 40% ist der Tumor bereits metastasiert.
Ursachlich fur die spate Diagnosestellung ist u.a., dass unspezifische Sympto-
me wie Schluckbeschwerden, Halsschmerzen, chronischer Husten, Schleim-

hautlasionen etc. erst spat erkannt werden [36, 38-40].



Zu Beginn jeder Diagnostik steht die Erhebung der Anamnese. Diese liefert
Hinweise zur Entstehung des Tumorleidens sowie zur Erérterung der Tumorlo-
kalisation. Neben Beschwerden und Symptomen von denen der Patient berich-
tet, kbnnen auch Angaben Uber tumorspezifische Risikofaktoren wegweisende
Informationen geben. Hierzu zahlen in erster Linie natlrlich die zwei Hauptrisi-
kofaktoren, Tabak und Alkohol.

AnschlieBend folgt dann die klinische Untersuchung, welche Inspektion, Palpa-
tion und Funktionsprifung beinhaltet. Oftmals kann schon durch die Inspektion
bei entsprechender Erfahrung des behandelnden Arztes, eine Verdachts-
diagnose gestellt werden [32]. Auch die Untersuchung der Halslymphknoten
durch Inspektion und Palpation ist ein wichtiger Teil der klinischen Untersu-
chung. Allerdings sind nicht alle Tumoren der Inspektion und Palpation zugang-
lich oder lassen sich durch Funktionsprifungen auffinden. Sie sind daher der
direkten Beobachtung entzogen. Hier kommen dann Spiegeluntersuchungen
und Endoskopien zum Einsatz.

Nach ausfuhrlicher Anamneseerhebung und klinischer Untersuchung folgt die
gezielte Untersuchung mittels bildgebender Verfahren. Die bildgebende Diag-
nostik soll in der Regel unbedingt vor einer ausgedehnten Tumorbiopsie erfol-
gen, andernfalls kénnen Artefakte durch Gewebeeinblutungen die Ergebnisse
der bildgebenden Diagnostik verfalschen. Als bildgebende Verfahren kommen
je nach Tumor konventionelle zweidimensionale Réntgenaufnahmen, Sonogra-
phie, Computertomographie (CT), Magnetresonanztomographie (MRT) und
nuklearmedizinische Untersuchungen (PET, Szintigraphie) in Frage. Konventio-
nelle zweidimensionale Rdéntgenaufnahmen im Bereich des Gesichtsschadels
(OPG, Zahnfilme) dienen zur schnellen Darstellung von Hartgewebestrukturen
in diesem Bereich (Knochen, Zahne). MRT und CT zeichnen sich durch sehr
gutes Aufldsungsvermdgen und hohe Bildqualitat in jeder raumlichen Orientie-
rung aus. Durch diese Merkmale wird ihnen eine &uBerst gute Zuganglichkeit zu
Kopf- und Halstumoren sowie Lymphknotenmetastasen gegeben. Das CT bietet
Vorteile in der Darstellung der knéchernen Strukturen und ebenso eines Ein-

wachsen von Tumoren in diese. Das MRT kann bei tiefliegenden Weichteilpro-
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zessen hilfreich sein und ist insbesondere dann indiziert, wenn Tumoren, die
keinerlei Beziehung zum Knochen haben, abgebildet werden sollen [32]. Lun-
genmetastasen kénnen mithilfe von Rdntgenthoraxaufnahmen oder einer CT
diagnostiziert werden. Die Sonographie findet bevorzugt Einsatz in der Dia-
gnostik von Speicheldriisen und Lymphknoten des Kopf- und Halsbereiches
sowohl als Abdomensonographie. Ein Vorteil von diesem bildgebenden Verfah-
ren liegt in der absoluten Unschadlichkeit von Ultraschallwellen. Als nuklearme-
dizinische Untersuchungen kommen in der Diagnostik von Kopf- und Halskarzi-
nomen die Skelettszintigraphie und die Positronen-Emissions-Tomographie
(PET) in Frage, welche in der Diagnostik von Fernmetastasen eine Rolle spie-

len.

Nachdem die Diagnostik mit bildgebenden Verfahren abgeschlossen ist, folgt
die histologische Untersuchung. Nur auf diesem Weg kann eine sichere Diag-
nose einer Tumorerkrankung gestellt werden. Prinzipiell kann diese, anhand
einer Biopsie (Gewebeprobe) vor der chirurgischen Tumorexzision, im Rahmen
einer Schnellschnittuntersuchung, intraoperativ oder nach vollstadndiger Tumor-

entfernung erfolgen.

1.1.6. Therapie

Allgemeines Ziel der Behandlung von Karzinomen im Kopf- und Halsbereich ist
eine Tumorkontrolle sowie eine Heilung zu erreichen. Gleichzeitig sollen alle
Organfunktionen weitgehend erhalten bleiben. Durch nachfolgende Widerher-

stellungsmafBnahmen ist ein akzeptables asthetisches Ergebnis zu schaffen.

Die konventionelle Therapie von Kopf-Halskarzinomen stitzt sich auf drei
Grundsaulen: die chirurgische Tumorresektion, die Strahlentherapie und die
Chemotherapie. Abhangig vom Behandlungskonzept kénnen diese einzeln oder
in Kombination Anwendung finden. Neben diesen drei grundlegenden Behand-
lungsmdglichkeiten kommen neue Therapieoptionen auf molekularer Ebene

hinzu.
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AusmaB und Vorgehen der Therapie werden flr jeden Patienten individuell be-
stimmt und richten sich nach der TumorgréBe, der Tumorlokalisation, der Re-
sektabilitdt des Tumors, dem histologischen Differenzierungsgrad des Tumors,
dem Vorkommen von Lymphknoten- und Fernmetastasen sowie dem Allge-

meinzustand und persdnlichen Winschen des Patienten.

Die Therapie wird, je nach Lokalisation des Tumors, von Mund-Kiefer-
Gesichtschirurgen oder HNO-Arzten vorgenommen.

Je nach Therapieziel spricht man von einer kurativ oder palliativ intendierten
Behandlung. Stellt das Therapieziel eine Heilung der Tumorerkrankung dar,
spricht man von kurativ intendiert, ist das Ziel der Behandlung nicht die Tumor-
heilung, sondern lediglich das Tumorleiden fir den Patienten ertraglicher zu

machen, spricht man von palliativ intendiert.

Die chirurgische Tumorentfernung ist nach wie vor der wichtigste Teil der The-
rapie von resektablen Tumoren, mit dem Ziel einer R0O-Resektion (vollstandige
Tumorentfernung im Gesunden, histologisch kein Tumorgewebe im Resektions-
rand nachweisbar). Uber die GréBe des notwendigen Sicherheitsabstandes be-
steht nicht immer Einigkeit. Geforderte Sicherheitsabstande bei oralen Platten-
epithelkarzinomen liegen bei 1-2 cm [32].

Die Lymphknotenausrdumung am Hals (Neck Dissektion) kann aus therapeuti-
schen, aber auch prophylaktischen Griinden, durchgefihrt werden. Die prophy-
laktische (Syn.: elektive) Neck Dissektion kann bei NO-Fallen im Bereich der
typischen Lymphabflussgebiete vorgenommen werden, um noch nicht diagnos-
tizierte Mikrometastasen zu entfernen. Die Indikation fur eine elektive Neck Dis-
sektion wird kontrovers diskutiert [41-45]. Der elektiven Lymphknotenausrau-
mung wird vorgeworfen, dass bei geringem Risiko des Vorkommens mdglicher
Metastasen, ein beachtlicher Patientenanteil (70-80%) grundlos operiert wird.
Eine therapeutische oder kurative Neck Dissection erfolgt, wenn schon vor der
geplanten Operation Gewissheit oder zumindest ein begriindeter Hinweis Uber

das Vorliegen von Lymphknotenmetastasen besteht.

Nach Robbins wird unterschieden zwischen der selektiven Neck Dissektion, der
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radikalen Neck Dissektion, der modifizierten radikalen Neck Dissektion und der
erweiterten radikalen Neck Dissektion [46-48]. Bei der selektiven Neck Dissek-
tion werden selektiv die Regionen einer Halsseite entfernt, in denen Lymphkno-
tenmetastasen eines Primartumors nachgewiesen oder vermutet werden. Von
einer radikalen Neck Dissektion spricht man, wenn die vollstandige Entfernung
der Lymphknoten der Level |-V sowie des N. accessorius, der V. jugularis und
des M. sternoclaidomastoideus vorgenommen wird. Im Rahmen der modifizier-
ten radikalen Neck Dissektion werden ebenfalls die Lymphknoten der Level -V
entfernt, im Gegensatz zur radikalen Neck Dissektion bleiben aber ein oder
mehrere der drei nicht lymphatischen Strukturen (N. accessorius, V. jugularis,
M. sternoclaidomastoideus) erhalten. Bei der erweiterten radikalen Neck Dis-
sektion werden zusatzlich zur radikalen Neck Dissektion noch weitere Lymph-
knotengruppen und/oder nicht lymphatische Strukturen, wie die A. carotis ex-
terna, der N. hypoglossus, der N. vagus oder die paravertebrale Muskulatur
reseziert [49]. FUr welche Form sich letztlich entschieden wird, ist abhangig von
der GréBe und Lokalisation des Tumors sowie von seinem Infiltrationsgard und
vom Allgemeinzustand des Patienten.

Die zweite Grundsaule in der Therapie von Kopf- und Hals-Karzinomen stellt
die Strahlentherapie dar. Diese wird entweder als Monotherapie, als Radioche-
motherapie oder als adjuvante (lat. adjuvare, ,unterstitzende®) Therapie in
Kombination mit chirurgischen MaBnahmen durchgefihrt. Die adjuvante Radio-
therapie kann prinzipiell pra- oder postoperativ erfolgen. Die postoperative ad-
juvante Strahlentherapie ist in Abhangigkeit vom Tumorstadium haufig indiziert,
wohingegen die neoadjuvante Strahlentherapie nur selten angewandt wird. Soll-
te eine chirurgische Tumorentfernung ausgeschlossen sein, kann eine aus-
schlieBliche Radiatio oder Radiochemotherapie mit palliativer Intention erfolgen.
Flr den Erfolg einer Bestrahlungstherapie ist die Gesamtdosis (maximal ca. 70
Gy) von entscheidender Bedeutung. +Neben dieser spielt die Fraktionierung
(Aufteilung der Gesamtdosis in mehrere kleinere Dosen) eine wichtige Rolle.
Die tagliche Bestrahlungsdosis betragt 1,8 bis 2Gy und wird an den finf Werk-
tagen appliziert. Demnach besteht eine Strahlentherapie-Serie aus durch-
schnittlich 20-35 Sitzungen.
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Die dritte Behandlungssaule der Plattenepithelkarzinome im Kopf-Hals-Bereich
ist die medikamentése Tumortherapie. Allgemeine Voraussetzung fur die sinn-
volle Behandlung von Karzinomen mittels Chemotherapeutika ist, dass der zu
behandelnde Tumor chemotherapiesensibel ist. Dies trifft zwar prinzipiell far
Plattenepithelkarzinome zu, jedoch ist die Ansprechbarkeit dieser Tumoren
nicht dafiir ausreichend, dass bei kurativer Intention die Chemotherapie allein
als Einzelbehandlung eingesetzt werden kann. Vielmehr spielt sie als adjuvante
Kombinationsbehandlung oder bei palliativen Therapieansatzen eine Rolle [32].
Die Chemotherapie als Einzelbehandlung (palliative Chemotherapie) findet ih-
ren Einsatz bei sehr fortgeschrittenen Befunden ohne weitere Mdglichkeiten der
heilenden Operation oder Bestrahlung, z.B. wie bei chirurgisch und/oder strah-
lentherapeutisch ausbehandelten Tumoren [50]. Als Teil einer Kombinationsthe-
rapie wird die Chemotherapie mit der Absicht eingesetzt, den bestehenden Tu-
mor vor der weiteren Therapie zu verkleinern und subklinische Fernmetastasen
und/oder mikroskopische Auslaufer zu beseitigen. Voraussetzung dieser Kom-
binationsbehandlung ist ein ausreichender Allgemeinzustand des Patienten.
Chemotherapeutika mit guter Wirksamkeit gegen Plattenepithelkarzinome sind
z.B. 5-Fluorouracil, Cis-Platin, Carboplatin und Taxane [50]. Die genannten
Medikamente kénnen prinzipiell als Einzelsubstanzen Anwendung finden. Ofter
wird jedoch eine Chemotherapie im Sinne einer Kombinationstherapie durchge-
fihrt. Bei dieser werden verschiedene Chemotherapeutika miteinander kombi-
niert, um synergetische Effekte der einzelnen Substanzen zu nutzen [32].

R. Fietkau et al. zeigen in ihrer Studie, dass durch postoperative kombinierte
Radio-/Chemotherapie, im Vergleich zu alleiniger Radiotherapie beim Platten-
epithelkarzinom des Kopf/Hals-Bereiches eine verbesserte lokoregionare Kon-
trolle sowie ein langeres progressionsfreies Uberleben erzielt wird. Zusatzlich
zeigt sich ein Trend zu einem verlangerten Gesamtiberleben [51].

Ein nicht zu vernachlassigender Teil der chirurgischen Therapie, der Radiatio
und der Behandlung mit Chemotherapeutika ist der Umgang mit den Nebenwir-

kungen sowie deren Pravention.

Die meist unvermeidbaren funktionellen und &sthetischen Beeintrachtigungen
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infolge der chirurgischen Tumorresektion, missen oft durch sehr aufwandige,
wiederherstellende MaBnahmen behandelt werden. Chirurgische Méglichkeiten
bestehen in dem Einsatz von lokalen Lappenplastiken und Gewebetransplanta-
tionen. Neben der Wiederherstellungschirurgie, gibt es auch die Méglichkeit,
gréBere Gesichtsdefekte durch Epithesen zu versorgen.

Als Folge der Radiatio treten akute und chronische Strahlenschaden auf. Akute
Strahlenschaden manifestieren sich in einer Schadigung schnell proliferativer
Gewebe, d.h. Gewebe mit einer hohen Rate an Zellteilung und raschem Zell-
wachstum, wie z.B. Haut- und Schleimhautzellen. An dieser Stelle zu nennen
sind Mukositis, Dermatitis, Candidiasis, Irritationen bzw. Verlust des Ge-
schmacksinns, lokale Alopezie, Schmerzen, Erytheme und Schluckbeschwer-
den. Zu den chronischen Strahlenschaden zahlen ebenfalls Stérungen des Ge-
schmacksinns, Schluckbeschwerden und lokale Alopezie. Desweiteren sind
Xerostomie durch Schadigung der Speicheldriisen, Narbenbildungen, Hyper-
pigmentierung, Strahlenkaries und Osteoradionekrosen méglich [52-55]. Eine
wichtige Bedeutung hat die zahnérztliche Betreuung von Patienten mit Zustand
nach einer Kopf-Hals-Bestrahlung. Hierdurch kénnen akute, temporare sowie
chronische Strahlenfolgen im Bereich der Mundhéhle und das Risiko fiir optio-

nale Komplikationen vermindert werden.

Folgen der Chemotherapie erklaren sich dadurch, dass neben den Tumorzellen
auch gesunde Zellen, insbesondere solche mit hohen Teilungsraten (z.B. Zellen
der Mundschleimhaut, der Darmmukosa, der Haarwurzeln und blutbildenden
Zellen des Knochenmarks) in Mitleidenschaft gezogen werden. Die Nebenwir-
kungen auBern sich dann als schmerzhafte Mundschleimhautentzindungen,
Haarausfall, Ubelkeit, Erbrechen und Diarrhé.

Zu den relativ neuen Therapieoptionen zahlt die gezielte (,targeted”) Therapie,
bei der Antikdrper eingesetzt werden. Fir die Behandlung von Kopf- und Hals-
tumoren ist derzeit der EGFR-Antikérper Cetuximab (Erbitux®), ein monoklona-
ler Antikdrper vom IgG1-Typ zugelassen. In Europa ist dieser EGFR-Antikérper
seit 2006 in Kombination mit einer Strahlentherapie und seit 2008 zusammen
mit einer platinbasierten Chemotherapie (Cis —oder Carboplatin plus 5-
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Fluoruracil) fir die Therapie von Plattenepithelkarzinomen des Kopf- und Hals-
bereichs zugelassen [56]. Cetuximab schwacht die Proliferation von EGFR-
exprimierenden Tumorzellen und veranlasst deren Apoptose. Studien belegen,
dass die Hinzunahme von Erbitux® zu einer platinbasierten Chemotherapie so-
wie zu einer Radiotherapie zu Therapieerfolgen fuhrt [57, 58]. Verschiedene
andere Antikdrper, die in der Therapie von Karzinomen Anwendung finden sol-
len, sind gegenwartig Teil der Forschung [59-61]. So, zum Beispiel, liefert
der antiangiogenetische Effekt von Bevacizumab (Avastin®), das gezielt den
vaskularen endothelialen Growth Faktor (VEGF) angreift, in einigen Studien
erfolgsversprechende Ergebnisse. Im Kopf-Hals-Bereich sind VEGF-Inhibitoren

derzeit aber noch nicht zugelassen [50, 62].

1.1.7. Prognose

Die Prognose von Tumoren im Kopf-Hals-Bereich hat sich trotz einer Verbesse-
rung der Diagnostik und trotz der Fortschritte in der Therapie in den letzten 30
Jahren nicht stark verbessert [63]. Immer noch ist das Stadium des Tumors bei
der Erstdiagnose maBgeblich flr die Prognose verantwortlich. Die 5-Jahres-
Uberlebensrate liegt je nach Tumorlokalisation bei 33 bis 62% [36]. Innerhalb
der ersten zwei Jahre nach Abschluss der Primarbehandlung von Plattenepi-
thelkarzinomen des Kopf-Halsbereichs werden die meisten Rezidiverkrankun-
gen beobachtet. Daher sollten in den nachfolgenden Jahren regelmaBige Nach-
sorgeuntersuchungen erfolgen, welche zuné&chst in viertel-, dann in halb- bzw.
jahrlichen Abstanden angesetzt werden. Insgesamt verstirbt annadhernd die
Halfte aller Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom des oberen Aerodiges-

tiviraktes an ihrer Erkrankung.

Faktoren, von denen die Prognose abhéangig ist sind, u.a.: AusmalB des
Lymphknotenbefalls, Vorkommen von Fernmetastasen, Volumen des Primar-
tumors, Differenzierungsgrad, extrakapsuldres Wachstum und Veneneinbri-
che. AuBerdem ist die Prognose abhangig von eventuellen externen Risikofak-

toren. FUr die Chance auf einen Langzeiterfolg ist es von groBer Bedeutung,
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dass der Alkohol- und Tabakkonsum eingeschrankt bzw. vollstandig eingestellt

wird.

Da die meisten Plattenepithelkarzinome des Kopf- und Halsbereichs keine klas-
sischen Frihsymptome aufweisen sowie Hinweise auf eine moégliche Tumorer-
krankung (z.B. plétzlich auftretende starke Heiserkeit, Schluckbeschwerden,
Lymphknotenschwellungen etc.) meist fehlgedeutet und nicht ernst genommen
werden, ist die Tumorerkrankung zum Zeitpunkt der Diagnosestellung meist
schon in einem fortgeschrittenem Stadium, was die Prognose dieser Tumoren
mafBgeblich beeinflusst [36, 64]. Nur ca. 33% der Patienten befinden sich zur
Zeit der Diagnose noch in einem frilhen Stadium (Stadium 1 und 2) und haben
eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 80%. Ungeféahr die Halfte der Patienten be-
findet sich im Stadium 3 bis 4b und hat eine 5-Jahres-Uberlebensrate von nur
noch ca. 50%. Etwa jeder zehnte Patient befindet sich zur Zeit der Diagnose-
stellung bereits im Stadium 4c¢ und weist somit schon Fernmetastasen auf. Nur
noch ca. 25% dieser Patienten leben nach flnf Jahren noch [65]. Bei etwa 10%
der Patienten mit Tumoren im Kopf- und Halsbereich werden synchrone oder

metachrone Zweitkarzinome diagnostiziert.

1.2. Tumorantigene

Tumorantigene sind kdrpereigene oder virale Proteine, die in Tumorzellen ex-
primiert werden und beim Patienten eine Immunantwort induzieren. Insbeson-
dere Fremdantigene, die durch Infektionen in den Kdérper gelangen, kénnen ei-
ne ausgepragte Immunreaktion auslésen. Tumorantigene erlangen eine zu-
nehmend wichtigere Bedeutung, da sie als Tumormarker in der Diagnostik, zur
Kontrolle des Therapieverlaufs (Monitoring) und als Zielstrukturen in der Im-
muntherapie immer mehr Anwendung finden. Auch nach erfolgreicher Therapie
sind Tumormarker zur Friherkennung von mdglichen Rezidiven geeignet. Sie
stellen daher eine potentielle Mdglichkeit dar, den Behandlungserfolg bei Karzi-

nomen tiefgreifend zu verbessern.
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Prinzipiell kann man tumorspezifische und tumorassoziierte Antigene unter-
scheiden. Tumorspezifische Antigene (TSA) werden nahezu ausschlieBlich in
Tumorzellen produziert. Folglich sind sie ideale Zielstrukturen flr eine spezifi-
sche Immuntherapie. Tumorassoziierte Antigene (TAA) werden sowohl von
Tumorzellen, als auch von normalen Zellen exprimiert. Allerdings werden diese
von Krebszellen Gberexprimiert, wahrend sie sich bei nicht entarteten Zellen nur
in geringer Expressionsstarke oder nur in einzelnen Zelltypen finden. lhre Ver-
wendung als Zielstrukturen in der Therapie kann aufgrund ihres Vorkommens in
gesundem Gewebe zu beachtlichen Nebenwirkungen fihren.

Abhangig von ihrer Expression im Gewebe, Genfunktion und Genese, lassen
sich Tumorantigene in sechs verschiedene Kategorien einteilen: Cancer-Testis-
Antigene, Uberexprimierte Antigene, Differenzierungsantigene, onkofetale Anti-

gene, virale Antigene und mutationsbedingte Antigene [66].

Cancer-Testis-Antigene (CTA, Tumor-Hoden-Antigene) stellen eine Familie der
TAA dar. Sie werden neben ihrer Expression in Zellen vieler verschiedener Tu-
more auch im Hoden und in der Plazenta, bzw. in embryonalen Zellen expri-
miert [67]. Zu Beginn der 90er Jahre wurde das erste Cancer-Testis-Antigen,
MAGE-1, an einer Melanomzellinie durch van der Bruggen et al. beschrieben
[68]. Weitere Cancer-Testis-Antigene sind z.B. NY-ESO-1 oder Proteine der
BAGE- und GAGE-Familie [69]. Cancer-Testis-Antigene werden nach dem Tu-
morgewebe, auf dem sie identifiziert wurden, benannt (z.B. Melanom-
assoziierte Antigene, MAGE) oder nach dem Ort, an dem sie das erste Mal be-
schrieben wurden (z.B. New York esophageal squamous cancer antigen 1, NY-
ESO-1).

Tumorassoziierte Antigene, die von Krebszellen sehr viel starker exprimiert
werden als von normalem Gewebe, in denen sie aber auch vorkommen, nennt
man Uberexprimierte Antigene. Vertreter dieser Gene sind zum Beispiel der
Epidermal-Growth-Faktor-Rezeptor (EGFR), der humane epidermale Rezeptor
2/neu (HER2/neu), HER 3 und 4, der vaskulare endotheliale Growth Faktor
(VEGF), das carcinoembryonale Antigen (CEA) und das epitheliale Adhasions-
molekil (Ep-CAM).

18



Differenzierungsantigene sind spezifisch fir einen bestimmten Zelltyp. Sie
kommen sowohl im Tumorgewebe als auch in differenziertem, normalem Ge-
webe vor. So ist zum Beispiel die Tyrosinase in Melanomzellen und gesunden
Melanozyten an der Bildung von Melanin beteiligt [70].

Onkofetale Antigene entstehen durch Reaktivierung silenter Gene. Sie werden
im Embryo exprimiert, kommen im gesunden adultem Gewebe nicht vor, kén-
nen jedoch in malignen Zellen reexprimiert werden. Ein bedeutender Vertreter
ist das Alpha-Fetoprotein (AFP), welches in der Diagnostik und zum Monitoring

von Leberzellkarzinomen und Keimzelltumoren Anwendung findet [71, 72].

Bei einigen Tumorerkrankungen ist eine Assoziation zu viralen Infektionen
nachgewiesen. In diesen Fallen spricht man von viralen Antigenen. Beispiele flr
eine Virusinduzierte Onkogenese sind Humane Papillomaviren (HPV 16 und
18) bei genitalen Karzinomen und bei Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-
Bereiches, das Epstein Barr Virus (EBV) bei Nasopharynxkarzinomen und He-
patitis B und C bei hepatozellularen Karzinomen [22, 23, 73-75]. Da das
humane Immunsystem auf virale Erkrankungen mit einer wiederstandsfahigen
Immunreaktion zu reagieren vermag, stellen virale Antigene interressante

Angriffspunkte flr tumorspezifische Immuntherapien dar [76].

Erworbene genetische Veranderungen kénnen auch flr maligne biologische
Eigenschaften von entarteten Zellen verantwortlich sein. Tumorantigene, die
durch Mutationen oder Translokation in der Gensequenz entstanden sind, die
sogenannten Mutationsantigene, gehéren zu den tumorspezifischen Antigenen
oder auch ,Neoantigenen®. Beispiele hierfir sind Mutationen des Tumorsupres-
sorgens p53, des Zellzyklusregulators CDK4, des Onkogen ras oder von B-
Catenin [76, 77].

Inzwischen sind zahlreiche verschiedene Tumorantigene identifiziert und fur
einige von ihnen wurden therapeutische Antikérper entwickelt, bzw. werden
noch in klinischen Studien erprobt. Ein aus therapeutischer Sicht ,ideales® Tu-
morantigen, welches es in dieser Form aber nicht gibt, hatte die Eigenschaft,
dass es zum einen nur auf Tumorzellen und dort in mdglichst groBer Anzahl
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exprimiert wird, um Nebenwirkungen einer mdglichen Therapie gering halten
zu kbénnen. Zum anderen sollte es nicht nur auf individuelle Tumoren be-
schrankt sein, sondern zumindest flr eine ganze Tumorentitat charakteristisch
sein, damit ein potentieller Antikdrper auch auf breiter Basis therapeutische
Anwendung finden kdnnte. Mutationsbedingte Antigene wirden zwar (aufgrund
ihres Vorkommens einzig auf Tumorgewebe) einem idealen Tumorantigen sehr
nahe kommen, jedoch macht sich ihre individuelle Struktur, durch zuféllig ent-
standene Mutationen, ungeeignet fir die standardisierte Anwendung. Dagegen
werden beispielsweise Differenzierungsantigene in Tumoren vieler Patienten
exprimiert. Der Nachteil bei diesen ist jedoch, dass ihre Verwendung als Ziel-
strukturen fiir die Therapie zu erheblichen Nebenwirkungen im gesunden Ge-

webe flhren kann.

1.3. Aufgabenstellung

In der vorliegenden Arbeit wird die Expression zellularer Marker beim metasta-
sierenden Kopf-Hals-Karzinom untersucht. Da hierfiir, sowohl das Gewebe der
Primartumoren als auch das der Lymphknotenmetastasen gefarbt werden soll-
te, kamen folglich auch nur Patienten mit Lymphknotenmetastasen in Frage.
Als zu testende Antikdrper wurden zu Beginn der Arbeit sieben verschiedene
Antikérper (MAGE-A, VEGF-A, VEGF-C, VEGF-D, EGFR, Phospho-Akt und C-
src-Tyrosinkinase) ausgewahlt.

Zunéachst bestand die Aufgabe darin, die verschiedenen Antikdrper auszupro-
bieren, um eine geeignete Verdliinnungskonzentration, sowie den richtigen Puf-
fer flr die Hitzedemaskierung zu bestimmen. Da bei zwei der sieben Antikdrper
(VEGF-D und Phpspho-Akt) schon hierbei keine positiven Farbungen erzielt
wurden, wurden diese aus der Studie herausgenommen. Im Rahmen dieser
Arbeit war es nicht mehr mdglich, diese Antikérper (z.B. durch Verwendung des
gleichen  Antikbérpers einer anderen Firma) weiter zu testen.

Die Ergebnisse der Farbungen mit den flunf verbleibenden Antikdrpern wurden
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verglichen mit dem pT-Stadium, dem pN-Stadium, dem histologischen Grading,
der Tumorverhornung, dem Patientenalter und dem Geschlecht des Patienten.
Des Weiteren wurden die Farbungen der verschiedenen Antikérper untereinan-
der verglichen.

Ziel der Arbeit ist es, Erkenntnisse Uber die Expression der Antikbper im meta-
stasierenden Kopf-Hals-Karzinom zu gewinnen und diese zu dokumentieren als

eine zukUnftige Hilfe fir Fortschritte in Diagnostik und Therapie.
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2. Material und Methoden

2.1. Patientenkollektiv

In der vorliegenden Arbeit wurden die Daten von 50 Patienten retrospektiv er-
hoben, bei denen in den Jahren 2001, 2002 oder 2003 ein Plattenepithelkarzi-
nom im Kopf oder Halsbereich diagnostiziert wurde. Voraussetzung flir die Pa-
tientenauswahl war, dass die Patienten bereits von Lymphknotenmetastasen
betroffen waren, also mindestens ein pN1-Stadium vorlag. Die Gewebeproben
der Primartumore und Lymphknotenmetastasen stammen aus dem Archiv des

Instituts fir Pathologie der Universitat Wirzburg.

Das Patientenalter betragt im Durchschnitt 56,96 Jahre. Die jlingste Patientin
war zum Zeitpunkt der Diagnosestellung 21 Jahre alt, der alteste Patient war 79
Jahre. 26% der Patienten waren janger als 50 Jahre, 64% hatten ein Alter zwi-
schen 50 und 70 Jahren und 5 Patienten (10%) waren alter als 70 Jahre.

Das Geschlechterverhaltnis lag bei ca. 3:1, wobei die mannlichen Patienten
dreimal haufiger betroffen waren als die weiblichen Patientinnen. 76% der Pati-

enten (38 von 50) waren Manner und 24% (12 von 50) waren Frauen.

Uber 50% der Tumoren (56%) waren in der Mundhéhle lokalisiert, 5 der 50 Tu-
moren (10%) betrafen den Larynx und bei 17 der 50 (34%) Tumoren handelt es

sich um Pharynxkarzinome.

Bei 11 der 50 Tumoren wurde postoperativ ein T1-Tumor diagnostiziert, bei 30
Fallen ein T2-Tumor, bei 6 Féllen ein T3-Tumor und bei 3 Féllen ein T4-Tumor.
Die Lymphknotenausraumung ergab bei 20 von 50 Patienten (40%) ein pN1-
Stadium, bei 2 Patienten (4%) ein pN2a-Stadium, bei 19 Patienten (38%) ein
pN2b-Stadium und bei 9 Patienten (18%) ein pN2c-Stadium. Tumoren mit ei-
nem pN3-Stadium kamen nicht vor.

Bei der histopathologischen Untersuchung wurden gut die Hélfte der Tumoren
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(58%) als maBig differenziert (G 2) bewertet und knapp die Halfte (42%) als
schlecht differenziert (G 3) eingestuft. Bei 90% der Patienten wurde ein ver-
hornter Tumor diagnostiziert, bei 10% handelte es sich um einen nicht verhorn-

ten Tumor..

2.2. Antikbrper

2.2.1. MAGE-A Antikérper 57B

MAGE-Gene (melanoma antigen-encoding genes) wurden erstmals im Zusam-
menhang mit dem malignen Melanom beschrieben. MAGE-1 war das erste
identifizierte menschliche Tumorantigen. Nach ihm wurde auch die Familie der
MAGE-Antigene benannt. 1991 entdeckten van der Bruggen et al. dieses Anti-
gen auf Melanomzelllinien durch T-Zellrezeptorklonierung [68, 78, 79].

Die MAGE-Genfamilie besteht aus Uber 20 verwandten Genen, die sich auf vier
Gengruppen (MAGE-A, -B, -C und -D) aufteilen. Alle von ihnen sind auf dem X-
Chromosom kodiert [80]. MAGE-A Gene sind in der Region 28, MAGE-B Gene
in der Region p21.3, MAGE-C Gene in der Region q26-27 und MAGE-D Gene
in der Region p11 des X-Chromosoms lokalisiert [81].

Anhand ihres Expressionsmusters kann man eine Unterteilung in die zwei Sub-
gruppen MAGE | (MAGE-A, -B und -C) und MAGE Il (MAGE-D) vornehmen.[82]
Bei MAGE I-Antigenen (MAGE-A, -B und-C) handelt es sich um Cancer-Testis-
Antigene, die zur Familie der tumorassoziierten Antigene gehdren. Sie werden
von vielen verschiedenen Tumoren exprimiert, wie z.B. von Melanomen, Mam-
makarzinomen, Ovarialkarzinomen, Blasenkarzinomen, Magenkarzinomen,
Schilddriisenkarzinomen, nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen, hepatozellula-
ren Karzinomen, multiplen Myelomen und auch von Platteneptithelkarzinomen
im Kopf- und Halsbereich [83-93]. Im normalen Gewebe kommen sie nur im
Hoden und der Plazenta sowie im fetalen Gewebe vor [94-96]. Die Expression
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von MAGE II-Antigenen (MAGE-D Gene) ist nicht nur in der Embryonalentwick-
lung, sondern auch in vielen gesunden Geweben des adulten Organismus zu
finden [97-99].

Die MAGE-A-Familie setzt sich wiederum aus insgesamt 12 Subtypen zusam-
men, MAGE-A1 bis MAGE-A12, die sich in ihrer Proteinstruktur unterscheiden.
Zwischen diesen verschiedenen Mitgliedern der MAGE-A Familie finden sich 7
MAGE-A Gene (A1, A2, A3, A4, A6, A10 und A12), die von vielen malignen
Tumoren reichlich exprimiert werden, nicht aber vom gesunden, adulten Gewe-
be (Ausnahme Hoden und Plazentagewebe). Die individuelle MAGE-A Expres-
sion variiert zwischen den unterschiedlichen Tumorentitaten. Allumfassend, ex-
primiert aber die groBe Mehrheit der malignen Tumoren zumindest ein MAGE-A
Antigen [100, 101]. Die tbrigen finf MAGE-A Gene werden in Tumoren entwe-
der gar nicht (so wie das MAGE-A7 Pseudogen) oder nur in sehr geringen
Mengen exprimiert. Viele Antigene, die Gber HLA-I-Molekiile an CD8" zytotoxi-
schen T-Zellen prasentiert werden, wurden in den Genprodukten von MAGE-
A1, A2, A3, A4, A6, A10 und A12 identifiziert. Fir MAGE-A1 und -A3 wurden
auch Antigene beschrieben, die (ber HLA-II-Molekiile von CD-4" T-Helferzellen
erkannt werden [80, 102-104]. Die Expression von MAGE-A Antigenen in Plat-
tenepithelkarzinomen des Kopf- und Halsbereichs wurde von verschiedenen
Autoren beschrieben [95, 96, 101, 105-108]. Ries et al. berichten Uber die Ex-
pression der MAGE-A Antigene A1-A6 und A12 in oralen Plattenepithelkarzi-
nomen [94].

MAGE-A Antigene sind von besonderem Interesse fiir die Immunkrebstherapie,
da sie von vielen Tumoren exprimiert werden und neben ihrer Expression auf
Tumorgewebe nur im Keimzellgewebe vorkommen. Da HLA-Molekulle auf der
Oberflache von Keimbahnzellen nicht vorkommen, sind Nebenwirkungen auf
diese Zellen nicht zu befiirchten [80].

Flr die immunhistochemischen Farbungen im Rahmen dieser Arbeit wurde der
monoklonale globale MAGE-A Antikérper 57B verwendet. Dieser monoklonale
Antikdrper bindet an ein gemeinsames Epitop von MAGE-A-Antigenen und er-
moglicht so die Erkennung der meisten MAGE-A-Subtypen [109].
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Landry et al. zeigen in einer Studie, dass mit dem MAGE-A Antikérper 57B der
Nachweis von MAGE-A1, -A2, -A3, -A4, -A6 und -A12 mdglich ist. Dahingegen
werden die Subtypen MAGE-AS8, -A9, -A10 und —A11 nicht erkannt [110].

2.2.2. VEGF

Der vaskulare endotheliale GefaBwachstumsfaktor (engl.: Vascular Endothelial
Growth Factor) ist am besten bekannt als ein Signalmolekil, das eine zentrale
Rolle in der Angiogenese (Wachstum neuer BlutgefaBe aus einem bereits be-
stehenden GefaBsystem) und in der Vaskulogenese (GefaBneubildung aus en-
dothelialen Vorlauferzellen) spielt. Allerdings dient VEGF auch einigen weiteren

Funktionen, die weniger allgemein anerkannt sind [111].

Durch Senger et al. wurde VEGF, 1983 erstmals als ein in Tumoren produzier-
ter Faktor, der die Permeabilitdt von GefaBen erhdht, beschrieben. Aufgrund
dieser Eigenschaft wurde er zunachst als vaskularer Permeabilitatsfaktor
(vascular permeability factor, VPF) bezeichnet [112]. Sechs Jahre spater wurde
ein Protein entdeckt, welches die GefaBneubildung positiv beeinflusst. Man be-
zeichnete es dementsprechend als vaskularen endothelialen GefaBwachstums-
faktor (vascular endothelial growth factor, VEGF). Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass es sich bei VEGF und VPF um dasselbe Protein handelt [113].

VEGF ist ein homodimerisches Glykoprotein, das aus zwei gleichartigen, durch
Disulfid-Bricken verbundenen Untereinheiten besteht [114]. Strukturell gehort
VEGF zur VEGF-Superfamilie, von der derzeit sieben verschieden Mitglieder
beschrieben sind, VEGF-A bis F, sowie PIGF (placenta growth factor). Durch
alternatives Splicen entstehen weitere VEGF bzw. PIGF Isoformen. Diese un-
terscheiden sich lediglich in der Lange ihrer Polypeptidketten [115-117]. Die
einzelnen VEGF-Isotypen kdnnen sich zu verschiedenen Homodimeren und
Heterodimeren zusammenlagern, z.B. zu VEGF-A Homodimeren oder Hetero-
dimeren mit PIGF oder VEGF-B [118].

VEGF-A oder haufig auch nur als VEGF bezeichnet, wurde als erstes der
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VEGF-Mitglieder entdeckt und ist der am besten untersuchte Faktor aus der
VEGF-Familie. Es ist ein 34-42 kDa schweres, dimeres, Uber Disulfidbricken
gebundenes Glykoproteien [119]. Beim Menschen befindet sich das VEGF-A-
Gen auf dem Chromosom 6p21.3 [120]. Es besteht aus acht Exons, die durch
sieben Introns getrennt sind [121]. VEGF-A besitzt insgesamt mindestens 9
Subtypen, die durch alternatives Splicen der Exons entstehen und entspre-
chend der Anzahl ihrer Aminosauren (AS) bezeichnet werden [117]. Die be-
kanntesten Isoformen sind VEGF-Aq21, VEGF-A145, VEGF-Aes5, VEGF-Aqgs,
VEGF-Agg und VEGF-Azps. Von denen ist VEGF-A+gs die Form mit der starks-
ten Wirksamkeit. Die verschiedenen Isoformen unterscheiden sich in ihrer He-
parin und Heparansulfat Bindungseigenschaft sowie in ihrer Rezeptoraffinitat,
wobei die kurzen Splicevarianten, bestehend aus 121, 145 und 165 Aminosau-
ren Heparansulfate weniger fest binden, wéahrend die langeren Formen
(VEGF1g3, VEGF1g9, VEGF206) €ine sehr hohe Affinitdt zu Heparin haben und
nahezu vollstandig an Proteine der extrazellularen Matrix (EZM) gebunden sind
[122]. Im gesunden Gewebe kommt VEGF-A hauptsachlich in der Lunge, der
Niere, dem Herzen und der Adrenaldriise vor. In geringeren, aber dennoch be-
achtlichen MaBen, taucht VEGF-A auch in der Leber, der Milz und in der Ma-
genschleimhaut auf [119].

Der Placenta Growth Faktor (PIGF) wurde erstmals 1991 entdeckt, als er aus
humaner Plazenta isoliert wurde [123]. Wie der Name des Molekils vermuten
lasst, wird PIGF besonders stark in der Plazenta wahrend der Schwangerschaft
exprimiert. Das Protein wird aber nicht nur ausschlieBlich in der Plazenta syn-
thetisiert, sondern kommt auch in anderen Geweben vor. Vom PIGF sind insge-
samt vier verschiedene lIsoformen beschrieben: PIGF-1 (PIGFq31), PIGF-2
(PIGF152), PIGF-3 (PIGF203) und PIGF-4 (PIGF224).

VEGF-B wurde erstmals1995 entdeckt [119]. Das Gen liegt auf dem Chromo-
som 1113, in Nachbarschaft zu dem Gen von Cyclin D1, welches bei einer
Reihe von Karzinomen verstarkt exprimiert wird [124]. Bei VEGF-B handelt es
sich um einen stark basischen Heparin bindenden Wachstumsfaktor, dessen
Struktur Ahnlichkeiten zu VEGF-A und PIGF hat [125]. Wie auch fiir VEGF-A
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und PIGF, bestehen auch fur VEGF-B unterschiedliche Isoformen, die durch
alternatives Splicen entstehen. Momentan sind zwei Splicevarianten vom
VEGF-B bekannt: VEGF-B1s7 (21 kDa) und VEGF-B1gs (32kDa) [125-127]. Bei-
de Isoformen sind vor allem fir die kardiale Angiogenese von Bedeutung [118].
VEGF-B kommt in reichlichen Mengen im Myokard, Skelettmuskel und Pankre-
as vor [119].

VEGF-C und VEGF-D haben starke Ahnlichkeiten [128]. Das VEGF-C-Gen be-
findet sich auf dem Chromosom 434, neben dem Gen von Aspartylglycosami-
nidase [124]. Das Gen von VEGF-D liegt auf dem Chromosom Xp22.31 [129].
Uber die biologische Bedeutung von VEGF-C und VEGF-D ist bisher nur wenig
bekannt. Beide Faktoren spielen eine wichtige Rolle bei der Neubildung von
LymphgefaBen [118]. Im erwachsenen Organismus ist VEGF-C am starksten
exprimiert in Geweben, wie dem Herzen, dem Dinndarm, der Plazenta, den
Eierstocken und der Schilddriise. VEGF-D wird besonders in der Lunge, dem
Herzen, der Skelettmuskulatur, dem Dickdarm und dem Dinndarm gefunden
[119].

Bei VEGF-E, handelt es sich um ein virales Homolog, das durch den Parapoxvi-
rus ovis NZ-7 (Orf-Virus, Schafpockenvirus) kodiert wird [130]. Dieser Virus ge-
hért zur Gruppe der Pockenviren und ist weit verbreitet unter Schafen und Zie-
gen, kann aber auch auf den Menschen Ubertragen werden. Bei dem Befall der
Epithelien dieser Lebewesen mit diesem Virus, kommt es zu einer massiven
Kapillarproliferation und Kapillardilatation. Die Aktivitat von VEGF-E zeigt Ahn-
lichkeiten mit der von VEGF-Aqe5 [131].

Ein relativ neues Mitglied der VEGF Familie ist VEGF-F, welches im Schlan-
gengift gefunden wurde [115, 117, 119, 130, 132].

Die Mitglieder der VEGF-Familie leiten extrazellulare Signale ins Zellinnere wei-
ter, indem sie an einen VEGF-Rezeptor (VEGFR) binden. Bei den VEGF-
Rezeptoren (VEGFR) handelt es sich um Tyrosinkinaserezeptoren, von denen
drei verschiede Typen bekannt sind: VEGFR-1 (Flt-1/ fms-like tyrorinekinase 1),
VEGFR-2 (Flk-1/foetal liver kinase-1, KDR/kinase-insert domain receptor) und
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VEGFR-3 (Flt-4/ fms-like tyrorinekinase 4) [133-135]. Allen drei Rezeptortyro-
sinkinasen ist ihr Aufbau aus einer extrazellularen Immunglobulin-Domane, ei-
ner Transmembran-Domane und einer Tyrosinkinase-Domane mit Kinase-Insert
gemeinsam [134, 136]. Durch extrazellulare Bindung der VEGF-Liganden an
ihre Rezeptoren, wird eine Rezeptordimerisierung (homotypisch oder heteroty-
pisch) ausgeldst, die dann Uber eine Kaskade von Phopsphorylierungsreaktio-
nen in der Zelle Signale weiterleitet. Die drei verschiedenen Rezeptortypen bin-
den die einzelnen VEGF Formen mit unterschiedlicher Affinitat. Die Interaktion
der einzelnen VEGF Mitglieder, mit den unterschiedlichen Rezeptortypen, ist in

der folgenden Abbildung kurz zusammengefasst.
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Abbildung 1: Mitglieder der VEGF-Familie und die verschiedenen Rezeptortypen.
Eigene Darstellung in Anlehnung an Cebe-Suarez et al. [137].
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Der VEGF Rezeptor vom Typ 1 bindet mit hoher Affinitat VEGF-A, VEGF-B und
PIGF. Der Rezeptor ist ein 180 kDa schweres Transmembranprotein und be-
steht aus sieben extrazellularen Immunglobulin(lg)-ahnlichen Doménen, einer
Transmembran-Domane und einer intrazellularen Tyrosinkinase. Vom VEGFR-
1 existiert desweiteren auch eine nicht membrangebundene I8sliche Form, der
sVEGFR-1 (soluble VEGFR-1, sFlt-1). Dieser ist lediglich aus der extrazellula-
ren Immunglobulin-Doméane aufgebaut. Die Funktion des sVEGFR-1 besteht in
der Bindung von VEGF, ohne jedoch eine Signalkaskade in Gang zu setzen.
Dadurch wird, bei starker VEGF-Expression eine UberschieBende Wirkung des
Wachstumsfaktors verhindert [138, 139]. VEGFR-1 wird hauptsachlich auf Ge-
faBendothelzellen exprimiert, wo er eine Rolle fur das Leben und die Wande-
rung der Zelle spielt. Er befindet sich aber auch auf anderen Zellen, wie z. B.
Monozyten, Makrophagen, glatten GeféaBmuskelzellen, dentritischen Zellen,
Periyzten und hdmapoetischen Stammzellen [140-143].

VEGFR-2 bindet die Liganden VEGF-A, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E und
VEGF-F. Dieser Rezeptor hat strukturell groBe Ahnlichkeiten mit dem VEGFR-
1. Er besitzt ebenfalls einen extrazellularen Anteil aus sieben Domanen.
VEGFR-2 wird genauso wie VEGFR-1 auf vaskularen Endothelzellen exprimiert
[143, 144]. Seine Funktionen bestehen in der Endothelzellproliferation und

-migaration sowie in der Erhéhung der GefaBpermeabilitat [143].

VEGFR-3 bindet VEGF-C und VEGF-D. Dieser Rezeptor weist eine, dem Re-
zeptor Typ 1 und 2 weniger ahnliche Struktur auf. Er besteht, im Unterschied zu
VEGFR-1 und 2, nicht aus sieben extrazellularen lg-adhnlichen Domanen, son-
dern aus lediglich sechs Doménen, da eine seiner Domé&nen kurz nach der Pro-
teinbiosynthese proteolytisch abgespalten wurde. Es sind zwei Isoformen des
Rezeptors vom Typ 3 bekannt, eine kurze Form, VEGFR-3s (short) und eine
lange Form, VEGFR-3I (long). Beide Formen entstehen durch alternatives
mRNA-Splicing [145]. Wahrend VEGFR-1 und VEGFR-2 hauptsachlich auf
vaskularen Endothelzellen vorkommen, ist VEGFR-3 vor allem auf lymphati-
schen Endothelzellen zu finden [143]. Seine Aktivierung induziert Zellwachstum

und LymphgeféaBentwicklung [146, 147].
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Desweiteren existieren neben den drei VEGF Rezeptoren, die Neuropilinrezep-
toren, von denen man zwei verschiedene Typen unterscheidet: Nrp-1 und Nrp-
2. Bei diesen handelt es sich um Zelloberflachen-Glykoproteine ohne intrazellu-
lare Enzymaktivitat. Neuropilinrezeptoren waren zunachst nur bekannt als Se-
maphorin-Rezeptoren, wo sie an der Axon- und Neuronalentwicklung beteiligt
sind. Spater wurde dann herausgefunden, dass sie auch als Co-Rezeptoren fir

VEGF dienen und somit am Prozess der Angiogenese beteiligt sind [133].

Die Expression der VEGF sowie der VEGF Rezeptoren wird von unterschiedli-
chen Faktoren beeinflusst. Unter anderem spielt das Sauerstoffangebot im Ge-
webe eine entscheidende Rolle, so zahlt Hypoxie zu den wichtigsten Faktoren
einer Hochregulation [148]. Beispiele fur weitere Faktoren sind eine Reihe von
Zytokinen (z.B. TGF-alpha, TGF-beta, bFGF, TNF-alpha, EGF, KGF, PDGF)
[122, 149]. Teilweise ist die Hochregulation von VEGF auch hormonabhangig
(z.B. durch Geschlechtshormone in Mamma- und Prostatakarzinomen) [150,
151]. Im gesunden, adulten Organismus ist die Angiogenese in der Regel auf
ein Minimum an Endothelzellumsatz reduziert. Angiogeneseférdernde und an-
giogensehemmende Faktoren befinden sich im Gleichgewicht (,angiogene Ba-
lance®). In nur wenigen Fallen ist das Wachstum neuer BlutgeféaBe physiologi-
scherweise hochreguliert, wie z.B. bei der Wundheilung, oder im Rahmen des
weiblichen Menstruationszyklus. Bei einigen Situationen lauft die Angiogenese
aber aus pathologischen Griinden unkontrolliert ab. So wird eine verstarkte
VEGF-Expression bei einer Reihe von Tumoren vorgefunden. Aber auch bei
einigen nicht malignen Erkrankungen, wie Rheumatoide Arthritis, Osteoarthritis,
kardiovaskulare Ischamie, periphere vaskulare Erkrankungen, diabetische Reti-
nopathie, Endometriose, Praeklampsie, ovarielles Hyperstimulationssyndrom
und Psoriasis spielen eine veranderte Expression des VEGF eine Rolle [119,
152-158].

Auf die Rolle einer veranderten VEGF-Expression in Tumoren soll im Folgen-

den néher eingegangen werden.
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Abbildung 2: Bedeutung von VEGF in der Tumorangiogenese
Eigene Darstellung in Anlehnung an Carmeliet [159].

1. VEGF wird von den Tumorzellen freigesetzt.

2. Durch VEGF wird die Expression von Proteasen verstédrkt, welche Umbauvorgédnge an den
GeféBen in Gang setzen.

3. Endothelzellen wandern in Richtung des angiogenen Stimulus aus und proliferieren.

4. Neue Kapillaren wachsen in den Tumor ein.

Der Zusammenhang zwischen Tumoren und Angiogenese wird schon seit mehr
als 100 Jahren diskutiert. Bereits 1907 beschrieb Goldman die hohe GefaBdich-
te in und um Tumoren [160]. Eine intensive Forschung im Bereich der Tumor-
angiogenese ging von dem amerikanischen Wissenschaftler, Judah Folkman,
aus. Er stellte 1971 die Hypothese auf, dass ohne die Neubildung von GefaBen
in und um Tumoren, deren Wachstum nicht méglich ist [161]. Abbildung 2 gibt
einen groben Uberblick tber die Bedeutung des vaskuldren endothelialen Ge-
faBwachstumsfaktors in der Tumorangiogenese. Wachst ein maligner Tumor
(iber eine GrdBe von 1-3 mm? hinaus, kann die Versorgung der bdsartigen Zel-
len mit Sauerstoff und Nahrstoffen durch Diffusion alleine nicht mehr aufrecht
erhalten werden. Fir das Wachstum und die Proliferation des Tumors ist dann
die Formation und Entwicklung neuer BlutgefaBe essentielle Voraussetzung.
Zudem stellt die Angiogenese eine der notwendigen Grundlagen fir die Tu-
mormetastasierung und das Wachstum von Metstasen dar [162, 163]. Um An-

31



schluss an das BlutgeféaBsystem zu bekommen und somit eine ausreichende
Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung zu gewahrleisten, werden von den Tumor-
zellen Angiogenese-Stimulatoren hoch und Angiogenese-Inhibitoren herunter
reguliert. Diese Stérung des Gleichgewichts zwischen den angiogenen Fakto-
ren (,angiogenic switsch®) fihrt zur Angiogenese und zum Wachstum des Pri-
martumors sowie seiner Metastasen [164]. Die einzelnen Schritte der Tumoran-
giogenese laufen, wie aus der oben stehenden Abbildung hervorgeht, in einer
bestimmten Abfolge ab. Schilisselfaktor der Angiogenese ist der vaskulare
endotheliale Wachstumsfaktor, der von den Tumorzellen sezerniert wird [165].
Viele Tumoren, darunter auch Plattenepithelkarzinome des Kopf- und Halsbe-
reichs, schutten hohe Konzentrationen von VEGF aus. VEGF bindet dann an
VEGF-Rezeptoren auf Endothelzellen benachbarter BlutgefaBe. Hierdurch wird
eine Signalkaskade in Gang gesetzt, wodurch schlieBlich die Expression ver-
schiedener Proteasen (z.B. Metalloproteasen) verursacht wird. Diese Proteasen
fhren zu folgenden Umbauvorgédngen an den vorhandenen GefaBen: Es
kommt zur Lyse der extrazelluldren Matrix und der vaskularen Basalmembran
mit folgender erhdhter Permeabilitédt der Kapillaren. Hierdurch wird der Austritt
von Plasmaproteinen und die Bildung einer gelartigen Matrix auBerhalb der Ka-
pillaren erméglicht und es entsteht ein ideales Substrat fir das Wachstum neu-
er GefaBe. Durch die stellenweise aufgeléste Basalmembran kénnen Endothel-
zellen letztlich in Richtung des angiogenen Stimulus auswandern und proliferie-
ren, sodass neue Kapillaren in den Tumor einwachsen. Die im Tumor neu ent-
standenen Kapillaren zeigen, im Vergleich zu normalen GeféBen, verschiedene,
morphologische Veranderungen, die zu einer ungleichmaBigen Versorgung des
Tumors mit Sauerstoff und Néahstoffen flihren. Dadurch finden sich bei einigen
soliden Tumoren hypoxische und anoxische Areale innerhalb eines Tumors, die
ursachlich far eine verminderte Sensitivitdt gegenlber einer Radiatio oder
Chemotherapie sind und weiterhin die Expression angiogener Faktoren stimu-
lieren [166, 167]. In vielen Tumoren sind eine gesteigerte Tumorvaskularisation
und die Expression von proangiogenetischen Faktoren durch den Tumor asso-
ziiert mit einem fortgeschrittenem Tumorstadium und einer schlechten Progno-
se [133, 168-172].
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Die gute Kenntnis Uber die Bedeutung von VEGF in der Tumorangiogenese
fihrte zur Entwicklung von Substanzen, die das Ziel haben, durch Hemmung
der Angiogenese den Tumor ,auszuhungern®, seine Rlckbildung zu erreichen
und das Risiko einer Metastasierung zu senken. Eine Hemmung von VEGF und
VEGF-Rezeptoren zeigt in verschiedenen praklinischen Studien eine starke
Abnahme der Tumorangiogenese und des Tumorwachstums [76, 173]. Wesent-
liche Angriffspunkte der Angiogenese-Inhibition sind die proliferierenden Endo-
thelzellen im Tumorbereich. Nach heutigem Stand der Wissenschaft sind drei

verschiedene anti-angiogene Strategien mdglich [174]:

1. Neutralisation bzw. Inhibition angiogener Mediatoren und/oder Stimulation
bzw. Zufuhr von natlrlichen Inhibitoren der Angiogenese.

2. Inhibition von Synthese und Umbau der GefaBmembran sowie des Abbaus
der extrazellularen Matrix.

3. Inhibition der endothelialen Zellproliferation, Migration und Formation neuer
BlutgefaBe.

Erstmals wurde 2005 mit Bevacizumab (Avastin®) ein Hemmstoff der Angioge-
nese zugelassen. Bevacizumab ist ein humanisierter, monoklonaler Antikérper,
der mit hoher Affinitat VEGF bindet, so dass dieser nicht mehr an dem VEGF-
Rezeptor andocken kann und folglich der Angiogenese-Prozess und damit die
Vaskularisation des Tumors unterbunden werden. Bisher ist der monoklonale
Antikdrper far die Behandlung von insgesamt funf Tumorenitdten anerkannt
[175]. 2005 wurde Bevacizumab zur First-Line-Therapie des metastasierten,
kolorektalen Karzinoms, als erster reiner Angiogenese-Hemmer, in Europa zu-
gelassen [176]. Der beachtliche Erfolg des Antikérpers flhrte zu Indikationser-
weiterungen. 2007 wurde Bevacizumab zur Behandlung von Patienten mit
Brustkrebs und beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom zugelassen. Die Er-
laubnis fur die Behandlung des Nierenzellkarzinoms wurde dann im darauffol-
gendem Jahr erteilt [177]. FUr die Therapie des rezidivierten Glioblastoms er-
folgte die Zulassung im Jahr 2009 in den USA [178]. Derzeit laufen zahlreiche
Studien, die die Wirksamkeit von Bevacizumab bei weiteren Tumoren untersu-
chen [179].
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Der antiangiogenetische Effekt von VEGF-Hemmern, wie z.B. Bevacizumab in
der Therapie von Plattenepithelkarzinomen des Kopf- und Halsbereich, liefert in
einigen Studien erfolgsversprechende Ergebnisse. Zugelassen sind VEGF-
Inhibitoren im Kopf-Hals-Bereich aber noch nicht [50, 62, 180, 181].

In der vorliegenden Arbeit wurden flr die immunhistochemischen Farbungen
ein VEGF-A und ein VEGF-C Antikdrper benutzt.

Der VEGF (A-20) sc-152 Antikdrper der Firma Santa Cruz Biotechnology ist ein
polyklonale Kaninchen-Antikérper, der zum Nachweis der Splicevarianten
VEGF-A21, VEGF-Ass und VEGF-Aig9 Anwendung findet. Er wurde mit dem
Medium Antibody Diluent in einem Verhéltnis von 1:100 verdinnt (empfohlene
Hersteller-Verdinnung: 1:50 bis 1:500).

Bei VEGF (C-1) sc-7269, der Firma Santa Cruz Biotechnology, handelt es sich
um einen monoklonalen Maus-Antikérper, der die Aminosduren 1 bis 140 von
VEGF hervorhebt. VEGF (C-1) wurde in einer Verdiinnung von 1:200 mit Anti-
body Diluent angewendet (empfohlene Hersteller-Verdiinnung: 1:50 bis 1:500).

Der VEGF Antikérper weist ein Uberwiegend cytoplasmatisches Farbemuster

auf.

2.2.3. EGFR

Der Epidermal Growth Faktor Rezeptor (EGFR, erbB-1, HER-1) ist ein Mitglied
der EGFR/ErbB-Familie, eine Unterfamilie, die vier eng verwandte Rezeptorty-
rosinkinasen (EGFR/HER-1/ErbB-1, HER-2/neu/ErbB-2, HER-3/ErbB-3 und
HER-4/ErbB-4) der Klasse 1 umfasst. Allen vier Rezeptoren der ErbB-Familie
gemeinsam ist ihre Struktur, die sich aus drei Anteilen zusammensetzt: die ext-
razellulare Doméane (N-Terminus), an der spezifische Liganden binden, die
transmembrane a-Helix und die intrazellulare Domé&ne mit Tyrosinkinaseaktivitat
im Zytoplasma (C-Terminus). Der ErbB-3-Rezeptor besitzt allerdings keine in-
takte Tyrosinkinaseaktivitat und ist nur als Heterodimer aktiv. Das heif3t, um ein

Signal in das Zellinnere weiterzuleiten, ist eine Dimerisierung mit einem ande-
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ren Mitglied der ErbB-Familie erforderlich.
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Abbildung 3: EGFR/ErbB-Familie
Eigene Darstellung in Anlehnung an Roskoski [182].

Die Aktivierung des EGFR erfolgt maBgeblich durch den Epidermal Growth
Faktor (EGF) und den Transforming Growth Faktor-alpha (TGF-a). Neben EGF
und TGF sind Amphiregulin (AR), Heparin-binding EGF-like growth factor (HB-
EGF), Bettacellulin (BTC), Epiregulin (ERG) und Neureguline (NRG), auch be-
kannt als Hereguline (HRG) weitere Liganden, die an die Rezeptoren der
EGFR-Familie binden [183-185]. Diese Liganden weisen unterschiedliche Affini-
taten fir die Bindung an die verschiedenen Rezeptoren auf, wobei fir den
ErbB-2-Rezeptor bisher noch kein spezifischer Ligand identifiziert werden konn-
te [186].

Durch die extrazellulare Ligandenbindung wird eine Konformationsanderung der
Rezeptoren ausgeldst (Dimerisierung von Rezeptormonomeren zu Rezeptordi-
meren). Hierbei kénnen sowohl Homodimere (z.B. EGFR+EGFR) als auch He-
terodimere (z.B. EGFR+ErbB2) entstehen. Als Folge dieser Konformationsan-

derung wird die intrinsische Tyrosinkinase durch Autophosphorylierung aktiviert.
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Die phosphorylierten Tyrosinkinasen dienen als Andockstellen fir zytoplasmati-
sche Botenproteine (wie z. B. MAPK/Mitogen-Aktivierte-Proteinkinase oder
PI3K/Phosphtidylinositol-3-Kinase), welche eine Reihe von Signalkaskaden ein-
leiten [184, 186, 187]. Diese Signaltransduktion fiihrt letztlich zu Anderungen im
Expressionsmuster von Genen, die u.a. die Regulierung des Zellwachstums
und der Zelldifferenzierung steuern. Somit wird der EGF-Rezeptor zu den Re-
zeptoren fir die Wachstumsfaktoren gezahlt. Die Uberexpression des epider-
malen Growth Faktor Rezeptor und das Vorkommen mutierter Formen wird in
einer Anzahl von malignen Tumoren gefunden [188-190]. Die Hochregulation
fihrt zu einem unkontrollierten Wachstum der Tumorzellen. Eine gesteigerte
EGFR-Aktivitat geht somit mit vermehrtem Wachstum, Invasion und Metastasie-
rung des Tumors einher. AuBerdem wird die Angiogenese geférdert und der

nattrliche Zelltod durch Apoptose gehemmt.

Rezeptor- Rezeptor-
homodimer heterodimer

zytoplasmatische
Botenproteine
(z.B. MAPK, PI3K)

Signal-
kaskaden

Veranderte

~—__Genexpression_—

Uberleben und Wachstum der Zelle
Angiogenese
Apopt
l POptose Tumorinvasion
Metastasierung

Abbildung 4: Folgen einer erhhten EGFR-Expression
Eigene Darstellung in Anlehnung an Roskoski [182].
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Eine starke Uberexpression des Epidermal Growth Faktor Rezeptor korreliert
mit einer schlechteren Prognose und einer geringeren Sensitivitdt gegenlber
Radiotherapie in einer Vielzahl von Tumoren, wie auch in Plattenepithelkarzi-
nomen des Kopf-und Halsbereichs [184, 191-195]. Die EGFR-Uberexpression
auf Zelllinien des Plattenepithelkarzinoms des Kopf-und Halsbereiches wurde
zum ersten Mal von Cohen et al. in den 80er Jahren beschrieben [196].

In normalen Zellen variiert die Expression des EGFR-Rezeptors zwischen
40.000 und 100.000 Rezeptoren pro Zelle [197]. Laut Grandis et al. und Anga-
ben anderer Autoren sind der EGF-Rezeptor und sein Ligand, TGF-a, in bis zu
90% der Falle bei Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Halsbereiches hochregu-
liert [198-200].

Die Uberexpression des EGFR ist ein friiher Prozess in der Kanzerogenese von
HNSCC, die bereits in der ,gesunden“ Mukosa von Tumorpatienten nachgewie-
sen wird und parallel zu den beobachteten histologischen Veranderungen der
Schleimhaut stetig ansteigt [201-203].

Die Hochregulation des EGFR in HNSCC, sowie die Korrelation dieser mit einer
schlechteren Prognose, lieB das Interesse an der Rolle des EGF-Rezeptor als
Zielstruktur in der Therapie von Karzinomen wachsen. So zielen relativ neue
Strategien in der Therapie von malignen Erkrankungen darauf ab, das Tumor-
wachstum durch Inhibitoren des EGFR zu unterbinden. Wie in der folgenden
Abbildung dargestellt, sind zwei verschiedene Strategien der EGFR-Inhibition
beschrieben. Die eine Moéglichkeit beruht auf der direkten Hemmung der extra-
zellularen Ligandenbindungsdoméne durch monoklonale Antikérper (mAb), wie
Cetuximab (Erbitux®), Panitumumab (Vectibix®) und Zalutumumab. Die andere
besteht in der Antagonisierung der intrazellularen Domane durch niedrigmole-
kulare Tyrosinkinaseinhibitoren (TK-Inhibitors/TKI), wie Gefitinib (Iressa®) und
Erlotinib (Tarceva®) [184, 190, 204-209]. Wie schon in der Einleitung erwahnt,
ist fir die Therapie von Plattenepithelkarzinomen des Kopf- und Halsbereiches
bisher nur der EGFR-Antikdrper Cetuximab (Erbitux ®, C225) zugelassen. Die-
ser ist gegen die Ligandenbindungstelle von EGFR gerichtet und blockiert die
Aktivierung der Tyrosinkinase durch EGF oder TGFa [210].

37



mAb

TKI TKI

Wachstum

L Metastasierung

Angiagenese . Invasion
Zelliberleben

mAb: monoklonale Antikérper

TKI: Tyrosinkinaseinhibitoren

Abbildung 5: Strategien zur EGFR-Inhibition.
Eigene Darstellung in Anlehnung an Roskoski [182].

FUr die immunhistochemischen Farbungen im Rahmen dieser Arbeit wurde der
monoklonale Kaninchen-Antikérper (pY1068), der Firma Epitomics benutzt.
Dieser soll laut Herstellerangaben in der Immunhistochemie, in einer Verdin-
nung von 1:250 bis 1:500 Anwendung finden, in den folgenden Versuchen wur-

de er in einem Verhéltnis von 1:300 mit dem Medium Antibody Diluent verdinnt.

Das Farbemuster des EGFR-Antikérpers ist membranstandig, nuklear sowie

cytoplasmatisch.

2.2.4. C-Src

C-Src ist ein Protein aus der Familie der Src-Kinase, mit einer Gr6Be von 536

Aminosauren und einem Molekular-Gewicht von 60 kDa. Das Protein wurde in
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den 1970er Jahren durch Bishop und Varmus et al. als zelluldres Homolog von
v-Src (virales Src, Onkogen im Rous-Sarkom-Virus, welches bei Hilhnern einen
Bindegewebstumor, das Rous-Sarkom, hervorruft) identifiziert [211-215]. Seit
der Entdeckung von c-Src, wurden neun weitere, mit c-Src eng verwandte Vari-
anten, im menschlichen Genom identifiziert (Yes, Fyn, Yrk, Blk, Lck, Hck, Lyn,
Fgr und Frk) und zusammen als Familie der Src-Kinasen (SFKs, Src family
kinases) benannt [216, 217]. SFKs sind die gréBte Familie von Nicht-Rezeptor-
Tyrosinkinasen [218]. Als Tyrosinkinasen katalysieren sie die Ubertragung von
ATP (Adenosin-Tri-Phosphat) auf Zielproteine und sind damit grundlegend an
verschiedenen intrazelluldren Signalwegen beteiligt. Sie sind fundamentaler
Baustein einer groBen Anzahl verschiedener biologischer Funktionen, zu denen
Zellwachstum, Zellproliferation, Zellmigration, Uberleben der Zelle und Angio-
genese gehoren [218, 219].

Im Allgemeinen kénnen die Familienmitglieder der Src-Kinasen, bezogen auf ihr
Vorkommen in den verschiedenen Geweben, in drei unterschiedliche Gruppen
eingeteilt werden. Zu der ersten Gruppe zahlen die Src-Kinasen Src, Fyn und
Yes, die ubiquitar in allen Geweben nachgewiesen werden. Die anderen Kina-
sen kommen nur in ausgewahlten Geweben vor. Wobei Hck, Lck, Lyn, BIk, Yrk
und Fgr wesentlich in hamatopoetischen Zellen exprimiert werden, wohingegen
Frk-verwandte Kinasen vorherrschend in epithelialem Gewebe zu finden sind
[220-223].

Strukturell sind die Mitglieder der Src-Familie eng miteinander verwandt. Abbil-
dung 6 gibt einen schematischen Uberblick (iber den Aufbau von Src-Kinasen
am Beispiel der humanen c-Src-Kinase.
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der Struktur der c-Src-Kinase.
Eigene Darstellung in Anlehnung an Yeatman [224].

Alle Mitglieder der Familie der Src-Kinasen lassen sich in vier funktionelle Ab-
schnitte, die sogenannten vier Src-Homologiedomanen (SH1-4), gliedern. Die
N-terminale SH4-Domane beinhaltet eine Myristoylierungsstelle und ist verant-
wortlich fir die Verankerung der Src-Kinase an der zytosolischen Seite der
Zellmembran. Hierbei wird Myristinsdure Uber eine Amidbindung an ein konser-
viertes Glycin gebunden. Die SH3 und SH2-Doméne spielen eine wichtige Rolle
in der negativen Regulation der enzymatischen Funktion der Src-Kinase. Die
SH3-Domane bindet bevorzugt prolinreiche Liganden, wéahrend die SH2-
Doméane mit hoher Affinitat als Erkennungsregion flr phosphorylierte Tyrosin-
reste fungiert. Die SH1-Doméne ist die Domane mit der héchsten Sequenz-
homologie innerhalb der Src-Kinasen Familie und stellt die eigentliche Kinase-
Doméne dar. Sie beinhaltet eine Autophosphorylierungsstelle, die ATP-
Bindungsstelle, an welcher sich die Kinase selbst phosphorylieren und somit
aktivieren kann. Zwischen der SH4-Doméane und der SH3-Doméne findet sich
eine Region, die aufgrund ihrer unterschiedlichen Aminosduresequenz inner-
halb der verschiedenen Mitgliedern der Src-Familie als sogenannte inhomologe
,uniqgue“-Doméane bezeichnet wird. Diese dient vermutlich zur spezifischen
Wechselwirkung der Mitglieder mit anderen Proteinen und bestimmt somit die
Spezifitdt der Kinasen. Im Anschluss an die katalytische SH1-Doméne findet
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sich ein am C-Terminus gelegener Tyrosinrest, die sog. ,Tail-Region®, welche
ebenfalls wie die SH2 und 3-Doméne wichtig fir die negative Regulation der
Kinase-Aktivitat ist [218, 225].

Zellmembran Zellmembran

Cytoplasma Cyloplasma

SH3 SH3
SH1
Tyr
SH2 g SH2
5 SH1
Tyr (I
Tvr 1419
330
Tvr
330
inaktive Konformation aktive Konformation
der c-Sre-Kinase der -5rc-Kinase

Abbildung 7: Inaktive und aktive Konformation von c-Src.
Eigene Darstellung in Anlehnung an Yeatman [224].

Da Src-Kinasen entscheidende Aufgaben fiir das Uberleben und die Funktion
der Zelle haben, ist inre Regulation vielen Mechanismen unterlegen. Abbildung
7 zeigt, dass die Aktivitat der Src-Kinasen vom Phosphorylierungszustand von
zwei Tyrosinresten, Tyr 419 und Tyr 530 abhéangig ist. Tyr 419 ist ein autoregu-
latives Tyrosin, welches nach Phosphorylierung zu einer Stimulation der Kina-
se-Aktivitat fahrt, dagegen handelt es sich bei Tyr 530 um einen negativ-
regulatorischen Tyrosinrest, der im phosphorylierten Zustand eine Hemmung
der Kinase-Aktivitat verursacht. Tyr 530 ist also eine inhibierende und Tyr 419
eine aktivierende Phosphorylierungsstelle. Der linke Teil der Abbildung 7 zeigt

die inaktive, bzw. geschlossene, Konformation der humanen c-Src-Kinase. Der
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negativ-regulatorische Tyrosinrest im C-Terminus (Tyr 530) ist phosphoryliert
und interagiert mit der SH2-Doméne, die SH3-Doméane bindet an die Kinase-
tragende SH1-Doméne. Somit entsteht eine geschlossene Konformation, wel-
che die Bindung von ATP an das katalytische Zentrum blockiert und somit die
Aktivierung der Kinase verhindert. Im rechten Bereich der Abbildung sieht man
die aktive bzw. offene Konformation der Kinase. Tyr 530 ist dephosphoryliert,
wahrend das autoregulative Tyrosin an Position 419 (Tyr 419) phosphoryliert ist
[218, 224]. Eine Phosphorylierung des Tyrosins 530 im C-terminalen Schwanz
der c-Src-Kinase kann z.B. von der Tyrosinkinase Csk oder Chk (Csk-
homologeus kinase, Csk-homologe Kinase) ausgeldst werden (vgl. Abbildung
8).
Wachstumsfaktor
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Wachstumsfaktor-Rezeptor (z.B. PDGER)
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Abbildung 8: Regulation der Aktivitdt von c-Src.
Eigene Darstellung in Anlehnung an Yeatman [224].
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Csk hat einen ahnlichen Aufbau wie Src, jedoch ohne den N-terminalen
Membrananker (SH4-Doméne) und ohne die C-terminale Schwanzregion (,Tail-
Region®). Genauso wie c-Src ist Csk in Saugerzellen ubiquitar exprimiert. Csk
phosphoryliert den negativ-regulierenden Tyrosinrest im C-Terminus (Tyr 530)
von aktivem c-Src, wodurch diese Region von der Src-SH2-Domane gebunden
wird und Src in den inaktiven Zustand zuriick kehrt [224, 226].

Es bestehen mehrere Mechanismen, Kinasen der Src-Familie zu aktivieren (vgl.
Abbildung 8). Eine bedeutende Méglichkeit ist die Verdrangung der SH2 bzw.
SH3-Domane von ihren intramolekularen Interaktionspartnern. Fremde Protei-
ne, die prolinreiche Aminosauresequenzen oder phosphorylierte Tyrosinreste
enthalten, kdnnen die SH2- bzw. SH3-Domanen mit héherer Affinitat binden
und diese so aus ihren intramolekularen Bindungen lésen. Ein Beispiel fir diese
Proteine sind Wachstumsfaktoren-Rezeptoren, wie der PDGF-Rezeptor
(PDGFR). Sind die SH2- bzw. SH3-Domanen erst einmal aus ihren intramole-
kularen Bindungen gelést und die geschlossene Konformation der Src-Kinase
aufgebrochen, folgt eine rasche Autophosphorylierung von Tyr 419, die zu einer
Aktivierung der Kinase fihrt. Eine weitere Mdglichkeit, die Src-Kinase zu akti-
vieren, besteht in der Dephosphorylierung des C-terminalen Tyrosinrestes Tyr
530 durch Phosphatasen.

In gesunden Zellen sind die Src-Kinasen streng reguliert und liegen nur vori-
bergehend im aktiven Zustand vor. Die meiste Zeit sind sie inaktiviert und tben
keine katalytische Funktion aus. Sie werden lediglich dann kurzzeitig aktiviert,
wenn sie im Rahmen der Signaltransduktion gebraucht werden. So lasst sich
annehmen, dass Stérungen in den verschiedenen Bereichen, die flr eine posi-
tive oder negative Regulation der Src-Kinasen verantwortlich sind, zu einer an-
haltenden Aktivierung der Src-Kinasen flihren und folglich ihr onkogenes Poten-
tial freisetzen kénnen. Tatsachlich ist durch viele Studien belegt, dass Kinasen
der Src-Familie eine entscheidende Rolle in der Entstehung und dem Wachs-
tum von malignen Erkrankungen spielen [216, 218, 224, 227-248]. Sowohl eine
Uberexpression der Src-Proteine und, von noch gréBerer Bedeutung, eine ge-

steigerte Enzymaktivitat, sind in neoplastischem Gewebe im Vergleich zu ge-
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sundem Gewebe, feststellbar [218, 234, 249]. So ist bei einigen Karzinomen die
Src-Kinase-Aktivitat oft um ein Vielfaches erhéht. Zu diesen Tumoren gehéren
unter anderem Mammakarzinome, Pankreaskarzinome, Prostatakarzinome,
Kolonkarzinome, Lungenkarzinome und auch Karzinome des Kopf- und Halsbe-
reichs [230, 242, 249]. Weiterhin wurde beschrieben, dass das AusmaB der
gesteigerten Kinase-Aktivitdt in Korrelation mit dem Tumorstadium, der Pro-
gression der Erkrankung, dem Metastasierungsgrad und der Prognose steht
[224, 229, 249, 250].

Src-Kinasen stellen attraktive Zielmolekile fir eine molekulare Therapie von
vielen malignen Erkrankungen dar. Eine Reihe von Src-Kinase-Inhibitoren wur-

de bereits in praklinischen Studien getestet [229, 251].

Far die, im Folgenden beschriebenen, immunhistochemischen Farbungen wur-
de der monoklonale Maus-Antikérper CSK (C-Src Tyrosinkinase) Klon 3A3 der
Firma Abnova verwendet. Dieser wurde in einer Verdiinnung von 1:1000 mit

dem Medium Antibody Diluent angewandt.

2.3. Immunhistochemische Farbung

Der erste Schritt bestand darin, das in Paraffin eingebettete Gewebe mit dem
Schlittenmikrotom zu schneiden (ca. 1 pm diinn). Die Schnitte wurden dann auf
mit Silan beschichteten Objekttrdgern aufgezogen. AnschlieBend lieB man die
Schnitte bei Raumtemperatur trocknen. Hierflir war eine ausreichend lange Zeit
(mind. 12 Stunden) erforderlich, um einen guten Halt auf den Objekttragern zu
gewahrleisten. Zur Entparaffinierung wurden die Schnitte fir mindestens 25
Minuten in Xylol Gberfiihrt, um das Paraffin vollstidndig aus dem Gewebe
herauszuldsen. Bei ungenltgender Entparaffinierung kénnen Paraffinreste im
Gewebe verbleiben, welche verhindern, dass der Primarantikdrper an diesen
Stellen das Antigen erkennt. Unmittelbar nach dem Entparaffinieren wurde das
Gewebe in der absteigenden Alkoholreihe (100%, 90%, 80%, 70% Ethanol)
rehydriert. Danach wurden die Schnitte mit destilliertem Wasser gespllt. Es
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folgte die hitzeinduzierte Antigendemaskierung im Dampfdrucktopf. Abh&ngig
vom Antikérper wurde entweder mit Target (VEGF-C, EGFR, C-Src),
Citronensaure pH6 (VEGF-A) oder Tris-EDTA-Puffer (MAGE) gekocht. Die
Kochzeiten variierten je nach verwendetem Puffer und nach der Menge der zu
kochenden Schnitte zwischen 15 und 19 Minuten. Nach dem Kochen wurden
die Schnitte wiederum mit destillietem Wasser gespult und daraufhin auf
Coverplates (Shandon Coverplate™) fixiert. Die folgenden Farbeschritte erfolg-
ten bei Raumtemperatur. Bei allen Farbeschritten wurden jeweils 100 pl Flas-
sigkeit verwendet. Zunachst wurde der jeweilige Antikérper mit dem Antikérper-
verdinnungsmedium (Antibody Diluent, DAKO) in entsprechender Verdinnung
(vgl. Tabelle 6) angewendet. Die Inkubation der Schnitte mit dem Primaranti-
korper erfolgte fir 60 Minuten. AnschlieBend wurde dreimal mit PBS gespdlt.
PBS ist eine Phosphat gepufferte Kochsalzlésung, die in diesem Fall mit pH 7,4
hergestellt wurde. Mit dieser Pufferlésung wird zwischen den einzelnen Arbeits-
schritten eines immunhistochemischen Prozesses gewaschen, d.h. man wascht
nicht gebundene bzw. unspezifisch gebundene Antikérper vom Schnitt herunter,
um eine nachfolgende spezifische Antikérper-Bindung zu gewéhrleisten. Da-
nach wurden die Schnitte mit dem Advance™ HRP Detektionssystem behan-
delt. Hierbei handelt es sich um ein System zur Identifizierung von Antigenen
unter Verwendung von primaren Maus- oder Kaninchen-Antikérpern. Dabei
wurde als erster Schritt Advance™ HRP Link fir 20 Minuten angewendet.
Nachdem dreimalig mit PBS gespuilt wurde, folgte der zweite Schritt des HRP
Detektionssystem. Advance™ HRP Enzym wurde ebenfalls fir 20 Minuten
inkubiert, woraufhin wiederum dreimal mit PBS gespilt wurde. AnschlieBend
erfolgte die Behandlung der Schnitte mit DAB+ (3,3 Diaminobenzidin) fir 10
Minuten. DAB ist ein Peroxidasesubstrat, das, ein in Alkohol, unlésliches brau-
nes Endprodukt bildet. Jetzt wurden die Schnitte mit destilliertem Wasser ge-
waschen und flr drei Minuten mit Hamalaun gegengefarbt. SchlieBlich wurden
die Schnitte noch 10 Minuten lang in Leitungswasser gewassert. Vor dem Ein-
decken der Schnitte mit Folien am Automat von Sakura mussten die Schnitte
noch in Ethanol und Xylol behandelt werden.
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Antikdrper | Verdinnung

MAGE-A | 1:100

VEGF-A 1:100

VEFF-C 1:200

EGFR 1:300

C-src 1:1000

Tabelle 6: Verwendete Antikdrper mit jeweiliger Verdinnung

Sowohl Positiv- als auch Negativkontrollen wurden zur Qualitatssicherung der
immunhistochemischen Untersuchungen durchgefihrt. Bei den Positivkontrol-
len wurde, mithilfe verschiedener Referenzgewebe die Reaktivitat der einge-
setzten AntikGrper getestet. Voraussetzung fur dieses Kontrollgewebe ist, dass
das gesucht Antigen nachweislich in diesem vorkommt. Das Referenzgewebe
muss nicht unbedingt pathologischer Herkunft sein, sondern kann ebenso phy-
siologisch sein. Als Referenzgewebe in dieser Arbeit diente nicht-
neoplastisches humanes Nierengewebe (VEGF-A), nicht-neoplastisches huma-
nes Kolongewebe (c-Src), Gewebe eines humanen Mammakarzinoms (VEGF-
C, EGFR) und Gewebe eines humanen Hodenkarzinoms (MAGE-A). Die Nega-
tivkontrollen wurden durchgefiihrt, um unspezifische Reaktionen des Primé&ran-
tikdrpers oder des Detektionssystems mit dem Gewebe aufzuweisen. Hierbei
wurde der Primarantikérper oder der Sekundéarantikbrper weggelassen.

2.4. Auszihlung der gefarbten Zellen

Bei der Auszahlung der gefarbten Zellen wurde unter dem Mikroskop bestimmt,
wie viel Prozent der Tumorzellen gefarbt sind. Um hierbei ein mdéglichst siche-
res Ergebnis zu erzielen, wurde die Auszahlung zweimal durchgeflhrt, wobei
zwischen der ersten und der zweiten Ausz&hlung ein Abstand von zwei Wochen
bestand. Fiir eine bessere Ubersicht und im Hinblick auf die statistische Aus-
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wertung wurde ein Score von 0 bis 4 festgelegt. Die nachfolgende Tabelle ver-
anschaulicht die Einteilung der Scores.

Score | Anzahl gefarbter Tumorzellen
0 0

1 <25

2 >25,<50

3 >50,<75

4 >75

Tabelle 7: Einteilung der Anzahl der gefarbten Zellen in Scores

2.5. Statistische Analyse

Die klinischen Daten, sowie die Ergebnisse der Auszahlung der gefarbten Zel-
len wurden mithilfe des Tabellenkalkulationsprogramms EXCEL von Microsoft®
katalogisiert. Um Beziehungen zwischen Immunfarbungen und klinisch-
pathologischen Parametern aufzudecken, erfolgte dann die statistische Auswer-
tung der Ergebnisse unter Verwendung des Statistikprogramms STATISTICA
Version 8. Da es sich bei den betrachteten Stichproben um keine Normalvertei-
lung handelt, wurden nichtparametrische Tests zum Probenvergleich herange-
zogen. Um einen Zusammenhang zwischen zwei verschiedenen Variablen fest-

stellen zu kdnnen, wurde eine Korrelationsanalyse durchgefihrt.

Zur Untersuchung von ordinal skalierten Variablen, empfahl sich, aufgrund der
Abweichung von der Normalverteilung, die Verwendung des Spearmanschen
Rangkorrelationskoeffizienten rs. Der Spearmansche Rangkorrelationskoeffi-
zient nimmt Werte zwischen -1 und +1 an, wobei Werte nahe 0 signalisieren,
dass es keinen Zusammenhang zwischen den beiden Merkmalen gibt. Werte
nahe -1 zeigen an, dass ein negativer Zusammenhang vorhanden ist (kleine
Werte des einen Merkmals korrelieren mit groBen Werten des anderen Merk-
mals) und Werte nahe +1 deuten auf einen positiven Zusammenhang hin (klei-
ne Werte des einen Merkmals korrelieren mit kleinen Werten, groBe Werte mit
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groBen Werten des anderen Merkmals). Je starker der Zusammenhang zwi-
schen den betrachteten Werten, desto naher liegt rs bei +/-1. Auf diese Weise
wurde berechnet, ob zwischen den einzelnen Scores und den Variablen Alter,
pT-Stadium, pN-Stadium und histologischem Grading ein Zusammenhang zu
erkennen ist. Ebenso wurde getestet, ob zwischen den Scores der Primartumo-
re und den Scores der Lymphknotenmetastasen eine Korrelation besteht und
auch ob zwischen den Scores der verschiedenen Antikérper ebenfalls eine Kor-
relation besteht.

Der Zusammenhang zwischen den Scores und dem Geschlecht der Patienten
(nominalskalierte Variable) wurde mithilfe des Fisher-Exakt-Tests untersucht.
Im Anwendungsgebiet entspricht er dem Chi-Quadrat-Test. Im Gegensatz zu
diesem, liefert der Fisher-Exakt-Test, auch bei einer geringen Anzahl von Be-
obachtungen, zuverlassige Resultate. Der Chi-Quadrat-Test ist erst ab einer
bestimmten StichprobengrdBe zuverlassig. Im Falle der Kontingenztafeln gilt,
dass pro Feld einer Kontingenztafel zumindestens finf Beobachtungen erwartet
werden. Da diese Voraussetzung nicht erflllt werden konnte, wurde der Fisher-
Exakt-Test dem Chi-Quadrat-Test vorgezogen. Die Berechnung erfolgte mittels
einer Kontingenztabelle (Kreuztabelle), in der die jeweiligen Merkmale, anhand
ihrer Merkmalsauspragungen, gegentbergestellt wurden. Da beim Fisher-
Exakt-Test, eine 2x2 Kreuztabelle vorliegt, wurden die Scores in zwei Gruppen
zusammengefasst, Gruppe 1 (negative Farbung, bzw. Score 0) und Gruppe 2
(positive Farbung, bzw. Score 1-4). Mit Hilfe des Fisher-Exakt-Tests kdnnen
zwei p-Werte errechnet werden (einseitiger und zweiseitiger p-Wert). Da bei
dieser Arbeit eine allgemeine Abhangigkeit untersucht werden soll, ist der zwei-
seitige anzuwenden. Ob eine signifikante Korrelation zwischen den Scores und
der Verhornung der Tumoren besteht, konnte aufgrund der sehr geringen An-
zahl an nicht verhornten Tumoren (5 Patientenfalle), mit einem statistischen
Test nicht Uberpruft werden. An dieser Stelle werden lediglich die durchschnittli-

chen Scores fiur die verhornten und nicht verhornten Tumoren angegeben.

Flr die statistische Analyse wurde ein Signifikanzniveau mit einer Fehlerwahr-

scheinlichkeit von 5 % (p < 0,05) zu Grunde gelegt (das heif3t: Die Wahrschein-
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lichkeit, einen nicht vorhandenen Unterschied irrtimlich als vorhanden zu er-

kennen, betragt 5 %).

Dezimalzahlen mit mehr als drei Nachkommastellen wurden auf- bzw. abgerun-
det.

Um die erhobenen Daten in anschaulicher Weise zusammenzufassen und zu
beschreiben, wurden Tabellen und Grafiken erstellt, die Gber Haufigkeitsvertei-

lungen und Mittelwerte detaillierte Auskunft geben.
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3. Ergebnisse

3.1. MAGE-A Antik6érper 57B

3.1.1. Expressionsmuster

Primartumore:

Bei 74% (37 von 50) der Schnitte der Primartumore konnte eine positive Far-
bung durch den MAGE-A Antikérper 57 B nachgewiesen werden. 26% der
Schnitte wurden hingegen nicht angeférbt. Die genaue Verteilung der Scores ist
in der folgenden Haufigkeitstabelle dargestellt. Der durchschnittliche Score liegt
bei 1,380.

Score Haufigkeit | Prozent
0 13 26 %
1 18 36 %
2 10 20 %
3 5 10 %
4 4 8 %

Tabelle 8: Score Primdrtumore (MAGE)

Lymphknotenmetastasen:

68% der Schnitte der Lymphknotenmetastasen wurden durch den MAGE-A An-
tikdrper gefarbt. Tabelle 2 zeigt, dass die Verteilung der Scores bei den Lymph-
knotenmetastasen ahnlich ist, wie bei den Primartumoren. Der Score ist im

Durschnitt nur unwesentlich niedriger (Mittelwert 1,286).
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Score Haufigkeit | Prozent
0 16 32 %
1 14 28 %
2 11 22 %
3 10 %
4 6 %

Tabelle 9: Score Lymphknotenmetastasen (MAGE)

3.1.2. Korrelation der Scores der Primartumore mit den Scores der

Lymphknotenmetastasen

Beim Vergleich des Scores des Primartumors mit dem Score der Lymphkno-
tenmetastase eines Patienten stellte sich ein deutlicher Zusammenhang zwi-
schen den Scores dar. Bei 38 von 50 Patienten stimmte der Score des Primar-
tumors mit dem Score der Metastase Uberein. Durch den Spearmanschen
Rangkorrelationskoeffizienten errechnete sich ein p-Wert von gerundet 0,000
und ein positiver rs-Wert (0,836). Folglich liegt ein signifikant positiver Zusam-
menhang zwischen den Scores der Primartumore und den Scores der Lymph-

knotenmetastasen vor.

3.1.3. Korrelation der Scores mit der pT-Klassifikation

Sowohl bei den Primartumoren, als auch bei den Lymphknotenmetastasen
konnte kein Zusammenhang zwischen dem pT-Stadium und dem Score festge-
stellt werden. Bei den Primartumoren betragt der p-Wert 0,916; rs liegt mit -
0,015 nahe null. Zu &hnlichen Ergebnissen fuhrten die Berechnungen bei den
Lymphknotenmetastasen (p= 0,990 und rs = 0,002). Der durchschnittliche Sco-
re bei den Primartumoren betragt bei pT1-Tumoren 1,455, bei pT2-Tumoren
1,333, bei pT3-Tumoren 1,333 und bei pT4-Tumoren 1,666. Somit ist zwar der
Mittelwert bei den pT4-Tumoren am gréBten, aber der Mittelwert, der pT2- und

pT3-Tumoren unterscheidet sich nicht und bei den pT-1 Tumoren ist er sogar
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wieder grdBer. Folglich 1asst sich keine auf- oder absteigende Reihe erkennen.
Bei den Lymphknotenmetastasen liegt der durchschnittliche Score bei pT1-
und pT2-Tumoren bei 1,300, bei pT3-Tumoren bei 1,333 und bei pT4-Tumoren
bei 1,000. Auch hier lassen die Mittelwerte keinen Zusammenhang der Scores

mit dem pT-Stadium erkennen.

3.1.4. Korrelation der Scores mit der pN-Klassifikation

Primartumore:

Die Haufigkeiten der einzelnen Scores, bei den jeweiligen pN-Klassifikationen
sind in den folgenden Histogrammen dargestellt. Diese Diagramme und die
durchschnittlichen Scores der einzelnen pN-Stadien (pN1-Tumoren 1,800,
pN2a-Tumoren 1,500, pN2b-Tumoren 1,105, pN2c-Tumoren 1,000) deuten auf
einen tendenziell negativen Zusammenhang zwischen den pN-Stadien und der
ScoregréBe hin. Je gréBer das pN-Stadium, desto hdher ist im Durchschnitt der
Score. Hierauf weist auch der negative Rangkorrelationskoeffizient nach
Spearman hin (rs = -0,240). Einen statistisch signifikanten Unterschied fir die
einzelnen pN- Stadien ergaben die Berechnungen aber nicht (p = 0,094).
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MAGE: Histogramm in Kateg.: pN x Score(Primartumor)
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Abbildung 9: Score - pN-Klassifikation (Primdrtumore, MAGE)

Lymphknotenmetastasen:

Wie bei den Primartumoren zeigt sich auch bei den Lymphknotenmetastasen
ein negativer Spearmanscher Rangkorrelationskoeffizient. Dieser ist aber mit
einem Wert von -0,166 nur geringer negativ. Auch die Durchschnittswerte der
Scores fur die einzelnen pN-Stadien zeigen eine weniger deutlich absteigende
Reihe (pN1-Tumoren 1,526, pN2a-Tumoren 1,500, pN2b-Tumoren 1,105,
pN2c-Tumoren 1,111), im Vergleich zu den Primartumoren. Folglich ist auch

der p-Wert (p = 0,255) weiter von der signifikanten Grenze entfernt.

3.1.5. Korrelation der Scores mit dem histologischen Grading

Bei den Primartumoren und bei den Lymphknotenmetastasen war der durch-
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schnittliche Score, bei den maBig differenzierten G2-Tumoren (1,483 und
1,321), gering gréBer als bei den schlecht differenzierten G3-Tumoren (1,238
und 1,238). Da diese Differenz aber nur sehr klein ist und auch die Spearman-
schen Rangkorrelationskoeffizienten nahe null sind (rs = -0,067 und rs = -0,005),
lasst sich hier kein negativer Zusammenhang nachweisen. Es errechneten sich

p-Werte von 0,643 (Primartumore) und 0,975 (Metastasen).

3.1.6. Korrelation der Scores mit der Tumorverhornung

Primartumore:

Der durchschnittliche Score bei verhornten Tumoren (1,467) ist auffallig gréBer
als bei nicht verhornten Tumoren (0,600). Aufgrund der geringen Anzahl von
Patientenfallen mit nicht verhornten Tumoren ist die Aussagekraft dieser Werte
aber mit Vorsicht zu betrachten.

Lymphknotenmetastasen:

Auch bei den Lymphknotenmetastasen ist der durchschnittliche Score bei ver-
hornten Tumoren (1,386) deutlich gréBer als bei nicht verhornten Tumoren
(0,400). Jedoch missen auch hier, genauso wie bei den Primartumoren, die

Zahlen aufgrund des Patientenkollektivs kritisch gesehen werden.

3.1.7. Korrelation der Scores mit dem Alter des Patienten

Um einen statistischen Zusammenhang zwischen den Scores und dem Alter
berechnen zu kénnen, wurde das Patientenkollektiv in drei Altersgruppen einge-
teilt:

Altersgruppe | Patientenalter

1 <50 Jahre

2 >50, <70 Jahre
>70 Jahre

Tabelle 10: Altersgruppen
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Primartumore:

Bei den Patienten < 50 Jahre (Altersgruppe 1) liegt der durchschnittliche Score
bei 1,615, in der Altersgruppe 2 bei 1,188 und bei der Altersgruppe 3 bei 2,000.
Ein Zusammenhang zwischen Alter und Score lasst sich aus diesen Zahlen
nicht erschlieBen. Auch die statistische Berechnung zeigte keine Korrelation (p=
0,773 und rg = -0,042)

Lymphknotenmetastasen:

Ahnlich wie bei den Primartumoren ist der durchschnittliche Score bei der Al-
tersgruppe 1 (Mittelwert 1,769) und 3 (Mittelwert 1,600) gréBer als bei der
Gruppe 2 (Mittelwert 1,032). Aber auch hier lasst sich bei den Metastasen kein
Zusammenhang zwischen den Altersgruppen und dem Score erkennen (p=
0,194, r; = -0,189).

3.1.8. Korrelation der Scores mit dem Geschlecht des Patienten

Folgende Scores errechneten sich im Durschnitt fir die verschiedenen Ge-

schlechter:

mannlich weiblich
Primartumor 1,474 1,083
Lymphknotenmetastase | 1,351 1,083

Tabelle 11: Score-Geschlecht (MAGE)

Diese Mittelwerte und die folgenden Grafiken veranschaulichen, dass sowohl
bei den Primartumoren, als auch bei den Lymphknotenmetastasen, die durch-
schnittlichen Scores bei den Mannern héher sind. Durch die statistische Be-
rechnung mit Hilfe des Fisher-Exakt-Test (zweiseitig) stellten sich aber bei den
Primartumoren (p=0,256) und bei den Metastasen (p=0,595) keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Geschlechtern heraus.
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Die nachfolgenden Abbildungen zeigen Fotos von Farbungen dieser Arbeit mit
dem MAGE-A Antikérper 57 B.

Abbildung 12: Anfdrbung eines gering verhornten Plattenepithelkarzinom des Pharynx mit dem
MAGE-A Antikérper 57 B, Tumorstadium: pT1N1MX, Tumordifferenzierung: G2 (VergréBerung:
x50). Man erkennt deutlich braun gefdrbte Tumorzellinfiltrate, die in das Stroma einwachsen.

Abbildung 13: Anfdrbung einer Lymphknotenmetastase eines gering verhornten Plattenepithel-
karzinom des hinteren Gaumenbogens mit dem MAGE-A Antikérper 57 B, Tumorstadium:
pT2N1MX, Tumordifferenzierung:G3 (VergréBerung: x50). Die Tumorinfiltrate der Lymphkno-
tenmetastase sind ungleichméBig stark eingefarbt. Das Farbemuster des MAGE-A Antikérper
ist durchgéngig cytoplasmatisch, es zeigen sich aber auch anteilig nukledre Farbungen. Rechts
im Bild sieht man die nicht eingefédrbte Bindegewebskapsel des Lymphknoten, von der aus
ebenfalls nicht eingefdrbte Bindegewebstrabekel ins Organinnere ziehen.
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Abbildung 14: Anfarbung von Tumorresiduen eines gering verhornten Plattenepithelkarzinoms
des Mundbodens mit dem MAGE-A Antikérper 57 B, Tumorstadium: pT1N1MX, Tumordifferen-
zierung: G2 (VergréBerung: x25 und x100). Im oberen Teil der Abbildung erkennt man tumor-
freies mehrschichtiges Plattenepithel der Mundschleimhaut. Tiefer im bindegewebigen Stroma
liegend, findet sich ein deutlich abgegrenztes, stark gefdrbtes Tumorresiduum.
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3.2. VEGF A-20

3.2.1. Expressionsmuster

Die folgenden Haufigkeitstabellen zeigen, dass bei den Primartumoren und den
Lymphknotenmetastasen etwa 2/3 der Schnitte durch den VEGF-A AntikGrper
angefarbt wurden. 16 Schnitte (32%) wurden jeweils nicht markiert. Bei den
Primartumoren trat bei den positiven Farbungen nur der Score 1 auf, es waren
also in keinem Fall mehr als 25% der Zellen gefarbt. Bei den Farbungen der
Lymphknotenmetastasen war, mit einer Ausnahme ebenfalls nur der niedrigste
Score vertreten. Score 2 kam nur in einem einzigen Fall vor. Der Durchschnitts-
score betragt 0,680 (Primartumore), bzw. 0,694 (Lymphknotenmetastasen).

Score Haufigkeit | Prozent
0 16 32 %
1 34 68 %
2 0 0%
3 0 0 %
4 0 0%

Tabelle 12: Score Priméartumore (VEGF A)

Score Haufigkeit | Prozent
0 16 32 %
1 32 64 %
2 1 2%
3 0 0 %
4 0 0%

Tabelle 13: Score Lymphknotenmetastasen (VEGF A)
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3.2.2. Korrelation der Scores der Primartumore mit den Scores der

Lymphknotenmetastasen

Im Gegensatz zu allen anderen getesteten Antikérpern, konnte bei VEGF-A
keine signifikante Korrelation (p= 0,699, rs = 0,057) zwischen den Scores der

Primartumore und den Scores der Lymphknotenmetastasen festgestellt werden.

3.2.3. Korrelation der Scores mit der pT-Klassifikation

Primartumor:

Wie die folgende Tabelle zeigt, besteht die Tendenz zu einem positiven Zu-
sammenhang zwischen der Scoregr6Be und der pT-Klassifikation. Der groBte
durchschnittliche Score ist bei pT4-Tumoren zu finden, gefolgt von dem Score

bei pT3-Tumoren. Bei pT1- und 2-Tumoren zeigt sich ein annahernd gleicher

Score.
pT-Klassifikation | durchschnittlicher Score
1 0,636
2 0,633
3 0,833
4 1,000

Tabelle 14: Score - pT-Klassifikation (Primértumore, VEGF A)

Eine signifikante Korrelation besteht laut der statistischen Analyse aber nicht
(p= 0,260, rs= 0,162).

Lymphknotenmetastase:

Bei den Metastasen passen die Durchschnittsscores der pT1- und pT4-
Tumoren auch zu einer aufsteigenden Reihe. Dem widersprechen aber die Sco-
res der pT2- und pT3-Tumoren.
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pT-Klassifikation | durchschnittlicher Score
1 0,400
2 0,800
3 0,500
4 1,000

Tabelle 15:Score - pT-Klassifikation (Lymphknotenmetastasen, VEGF A)

Auch hier ergaben sich keine statistisch signifikanten Ergebnisse (p= 0,173,
I’5= 0,1 98-)

3.2.4. Korrelation der Scores mit der pN-Klassifikation

Primartumor:

Der Score ist bei den pN1-Tumoren (0,550) und bei den pN2a-Tumoren (0,500)
im Durchschnitt etwas kleiner als bei den pN2b- und pN2c-Tumoren (0,789 und
0,778). Ein statistisch signifikanter Unterschied zischen den einzelnen pN-
Stadien besteht nicht (p= 0,110, rs= 0,229).

Lymphknotenmetastasen:

Bei den Lymphknotenmetastasen sind die durchschnittlichen Scores aller pN-
Stadien relativ ahnlich (pN1: 0,632, pN2a: 0,500, pN2b: 0,684, pN2c: 0,667).
Folglich scheint es keine Korrelation zwischen pN-Klassifikation und Scoregré-
Be zu geben. Hierzu passen der groBe p-Wert (p= 0,899) und der sehr kleine
Spearmansche Rangkorrelationskoeffizient (rs= 0,019).

3.2.5. Korrelation der Scores mit dem histologischen Grading

Bei den Primartumoren unterscheiden sich die Scores der maBig-differenzierten
G2-Tumoren (Mittelwert 0,690) kaum von denen, der schlecht differenzierten
G3-Tumoren (Mittelwert 0,667). Ein signifikanter Unterschied besteht daher
nicht (p= 0,867, rs= -0,024). Bei den Lymphknotenmetastasen ist zwar der
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Durchschnittsscore bei den maBig differenzierten Tumoren etwas gréBer
(0,750) als bei den schlecht differenzierten Tumoren (0,620), ein signifikant ne-

gativer Zusammenhang liegt aber auch hier nicht vor (p= 0,406, rs=-0,121).

3.2.6. Korrelation der Scores mit der Tumorverhornung

Bei den Primartumoren ist der durchschnittliche Score der nicht verhornten Kar-
zinomen (0,800) etwas gréBer als bei den verhornten Tumoren (0,667). Bei den
Lymphknotenmetastasen ist der Score der verhornten Tumoren (0,795) im
Durchschnitt minimal gréBer als der Score der nicht verhornten Tumoren
(0,600). Die Differenzen sind aber nur sehr gering, so dass man von keinem
Unterschied der ScoregréBe bei nicht verhornten und verhornten Tumoren

sprechen kann.

3.2.7. Korrelation der Scores mit dem Alter des Patienten

Bei den Primartumoren sind die durchschnittlichen Scores in den 3 Altersgrup-
pen &hnlich (Gruppe 1: 0,692, Gruppe 2: 0,656, Gruppe 3: 0,800).
Folglich lieferte die statistische Berechnung auch keine signifikanten Werte
(p= 0,856, rs= 0,026).

Die folgende Tabelle zeigt die durchschnittlichen Scores flir die verschiedenen
Altersgruppen bei den Lymphknotenmetastasen. Auffallend ist der viel kleinere
Wert bei der 3. Altersgruppe. Der Durchschnittsscore bei der 2. Gruppe ist nur
gering kleiner als bei der 1. Gruppe. Aus diesen Zahlen lasst sich ableiten, dass
bei jingeren Patienten der Score im Durchschnitt gréBer ist als bei alteren Pati-

enten.
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Altersgruppe | durchschnittlicher Score
1 0,769
2 0,742
3 0,200

Tabelle 16: Score - Altersgruppen (Lymphknotenmetastasen, VEGF A)

Aus der statistischen Analyse |&sst sich zwar eine Tendenz zu einem negativen
Zusammenhang erkennen (p= 0,107, rs = -0,233), signifikante Ergebnisse liegen
aber nicht vor.

3.2.8. Korrelation der Scores mit dem Geschlecht des Patienten

Bei den Primartumoren ist der Score bei den weiblichen Patienten (0,750) im
Durchschnitt gering hdher als bei den mannlichen Patienten (0,658).
Im Vergleich hierzu ist bei den Lymphknotenmetastasen der mittlere Score in
der Gruppe der Manner (0,756) gréBer als in der Gruppe der Frauen (0,5). An-
hand der Berechnung mit dem Fisher-Exakt-Test (zweiseitig) ergaben sich je-
doch keine signifikanten Unterschiede zwischen den Geschlechtern (Primartu-
mor: p=0,728, LK-Metastase: p=0,169).

Die Abbildungen 15 und 16 zeigen Farbungen dieser Arbeit mit dem VEGF A-
20 Antikorper.
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Abbildung 15: Anfdrbung eines verhornten Plattenepithelkarzinoms der Mundhdhle mit dem
VEGF A Antikérper, Tumorstadium: pT2N2bMX, Tumordifferenzierung: G2 (VergréBerung:
x50). Die Tumorzellinfiltrate zeigen eine ungleichmdBig starke Farbung durch den VEGF A An-
tikérper, wobei zentrale Tumoranteile intensiver gefdrbt scheinen. Es dominiert eine (iberwie-
gend cytoplasmatische Férbung, die teils begleitet ist von einer Farbung der Zellmembran.

Abbildung 16: Anfdrbung einer Lymphknotenmetastase eines gering verhornten Plattenepithel-
karzinoms der Tonsille mit dem VEGF A Antikérper, Tumorstadium: pT1N2bMX, Tumordiffe-
renzierung: G2 (VergréBerung: x50). Zu erkennen ist eine schwache cytoplasmatische Farbung
im Bereich der Metastase.
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3.3. VEGF C

3.3.1. Expressionsmuster

Nur in einem Lymphknotenmetastasen Fall, bzw. in zwei Primartumoren Féllen
wurde durch den monoklonalen VEGF-C Antikérper keine positive Farbung her-
vorgerufen. In allen anderen Fallen markierte der Antikdrper die Schnitte, wobei
die Score 1 bis 3 alle vertreten sind. Score 4 wurde nicht vergeben, d.h., es wa-
ren nie Uber 75% der Zellen gefarbt. In Gber der Halfte der Schnitte der Primar-
tumoren und der Metastasen wurde die Farbung mit Score 2 bewertet. Score 3
kommt bei den Primartumoren in gréBerer Anzahl vor, woraus sich dann auch
ein etwas héherer durchschnittlicher Score (2,000), im vgl. zu den Metastasen
(1,898) ergibt.

Score Haufigkeit | Prozent
0 2 4 %
1 9 18 %
2 26 52 %
3 13 26 %
4 0 0 %

Tabelle 17: Score (Primartumore, VEGF C)

Score Haufigkeit | Prozent
0 1 2%
1 10 20 %
2 31 62 %
3 7 14 %
4 0 %

Tabelle 18: Score (Lymphknotenmetastasen, VEGF C)
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3.3.2. Korrelation der Scores der Primartumore mit den Scores der

Lymphknotenmetastasen

Beim Vergleich der Scores des Primartumors und der Lymphknotenmetastase
eines Patienten stellte sich ein positiver Zusammenhang dar (rs = 0,315). In fast
der Hélfte der Falle (24 von 50 Patienten) stimmte der Score des Primartumors
mit dem Score der Lymphknotenmetastase Uberein. Bei 26 Patienten (52 %)
stimmten die Scores nicht Uberein. Der Score unterscheidet sich aber bei 22
dieser Patienten um nur eine Stufe. Mit Hilfe des Spearmanschen Rangkorrela-
tionskoeffizient ergibt sich ein p-Wert von 0,025 und somit kann man von einer
signifikanten Korrelation ausgehen.

3.3.3. Korrelation der Scores mit der pT-Klassifikation

Primartumor:
Wie die folgende Tabelle zeigt ist der gréBte durchschnittliche Score bei pT4-
Tumoren zu finden. Insgesamt Iasst sich aber kein Zusammenhang zwischen

dem Score und der pT-Klassifikation erkennen (p= 0,903, rs= 0,018).

pT-Klassifikation | durchschnittlicher Score
1 2,182
2 1,900
3 1,667
4 3,000

Tabelle 19: Score — pT-Klassifikation (Primartumor, VEGF C)

Lymphknotenmetastasen:

Bei den Lymphknotenmetastasen ist der gr6Bte Durchschnittsscore ebenso bei
den pT4-Tumoren zu finden. Aber auch hier wurde kein signifikanter Zusam-
menhang zwischen dem Score und der pT-Klassifikation errechnet (p= 0,437,
rs=0,114).
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pT-Klassifikation | durchschnittlicher Score
1 1,800
2 1,900
3 1,833
4 2,300

Tabelle 20: Score — pT-Klassifikation (Lymphknotenmetastase, VEGF C)

3.3.4. Korrelation der Scores mit der pN-Klassifikation

Sowohl bei den Primartumoren als auch bei den Lymphknotenmetastasen kann
man keinen Zusammenhang zwischen dem pN-Stadium und dem Score erken-
nen. Die errechneten Werte sind statistisch nicht signifikant (Primartumor: p=
0,796, rs= -0,037, Lymphknotenmetastase: p= 0,299, r= 0,151).

3.3.5. Korrelation der Scores mit dem histologischen Grading

Bei den Primartumoren ist der durchschnittliche Score bei den mé&Big und
schlecht differenzierten Tumoren gleich (beide 2,000). Bei den Lymphknoten-
metastasen ist der Score bei den schlechter differenzierten G3-Tumoren etwas
héher (2,000) als bei den G2-Tumoren (1,821). Ein signifikanter Unterschied
besteht aber nicht (p= 0,402, rs= 0,122).

3.3.6. Korrelation der Scores mit der Tumorverhornung

Die folgende Tabelle zeigt, dass der durchschnittliche Score bei den nicht ver-

hornten Karzinomen gering gréBer ist als bei den verhornten Tumoren.

nicht verhorntes Karzinom | verhorntes Karzinom

Primartumor 2,400 1,956

Lymphknotenmetastase | 2,200 1,864

Tabelle 21: Score — Tumorverhornung (VEGF C)
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3.3.7. Korrelation der Scores mit dem Alter des Patienten

Primartumore:

Die errechneten durchschnittlichen Scores unterscheiden sich in den drei Al-
tersgruppen nur gering (Gruppe 1: 2,077, Gruppe 2: 1,938, Gruppe 3: 2,200)
und es lasst sich keine auf- oder absteigende Reihe erkennen. Der hohe p-Wert
(0,991) und der sehr kleine Spearmansche Rangkorrelationskoeffizient (-0,002)
sprechen auch daflr, dass es keine Unterschiede zwischen den Altersgruppen
gibt.

Lymphknotenmetastasen:

Wie die folgende Tabelle zeigt, besteht die Tendenz zu einem negativen Zu-
sammenhang zwischen der durchschnittlichen Scorehéhe und dem Patientenal-
ter. Statistisch signifikante Unterschiede liegen aber nicht vor (p = 0,324, rs = -
0,144)

Altersgruppe | durchschnittlicher Score
1 2,000

1,903

1,600

Tabelle 22: Score — Alter (Lymphknotenmetastasen, VEGF C)

3.3.8. Korrelation der Scores mit dem Geschlecht des Patienten

Bei den Primartumoren und bei den Lymphknotenmetastasen zeigt sich zwi-
schen den Geschlechtern kein wesentlicher Unterschied hinsichtlich der durch-

schnittlichen ScoregrdBen.

mannlich weiblich
Priméartumor 1,970 2,083
Lymphknotenmetastase | 1,892 1,917

Tabelle 23: Score — Geschlecht (VEGF C)
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Die nachfolgenden Abbildungen zeigen Fotos von Farbungen dieser Arbeit mit
dem VEGF C-1 Antikérper.

Abbildung 17: Anfédrbung eines nicht verhornten Plattenepithelkarzinoms der Zunge mit dem
VEGF C Antikérper, Tumorstadium: pT1N2bMX, Tumordifferenzierung: G2 (VergréBerung: x50
und x100). Es ist eine (berwiegend cytoplasmatische Farbung der meisten Zelleninnerhalb der
Tumorzellinfiltrate zu erkennen.
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Abbildung 18: Anfdrbung einer Lymphknotenmetastase eines gering verhornten Plattenepithel-
karzinoms des hinteren Gaumenbogen mit dem VEGF C Antikérper, Tumorstadium: pT2N1MX,
Tumordifferenzierung: G3 (VergréBerung: x50 und x100). Auch hier zeigt sich eine cytoplasma-
tische Farbung der Tumorzellen durch den VEGF C Antikérper. Im unteren Bild (VergréBerung
x100) sind polymorphe Zellen mit z.T. sehr groBBen Zellkernen deutlich zu erkennen.
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3.4. EGFR

3.4.1. Expressionsmuster

Bei 92% (46 von 50) der Schnitte der Primartumore konnte eine positive Far-
bung durch den EGFR Antikdrper nachgewiesen werden. Nur eine geringe An-
zahl (8%) der Schnitte wurden nicht angefarbt. Folgende Haufigkeitstabelle
stellt die genaue Anzahl der einzelnen Scores dar. Am weitaus h&ufigsten ver-
treten ist Sore 1 mit 64% (32 von 50). Score 4 kommt in keinem Fall vor und
Score 3 wurde nur bei einer Farbung vergeben. Folglich ist in der Regel weni-
ger als die Halfte der Zellen gefarbt. Der durchschnittliche Score liegt bei 1,22.

Score Haufigkeit | Prozent
0 4 8 %
1 32 64 %
2 13 26 %
3 1 2%
4 0 0 %

Tabelle 24: Score Primértumor (EGFR)

18% der Schnitte der Lymphknotenmetastasen wurden durch den EGFR Anti-
kérper nicht gefarbt. Dies ist im Vergleich zu den Primartumoren ein weitaus
gréBerer Anteil. Die Tabellen zeigen aber, dass die Verteilung der Scores bei
den Lymphknotenmetastasen dennoch &hnlich der, der Prim&rtumoren ist. Sco-
re 1 kommt ebenfalls mit Abstand am haufigsten vor (70%). Score 3 und 4 kam
nicht vor, womit die Anzahl geféarbter Zellen immer unter 50% liegt. Der Score
ist im Durschnitt etwas niedriger (Mittelwert 0,918).
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Score Haufigkeit | Prozent
0 9 18 %
1 35 70 %
2 5 10 %
3 0%
4 0 %

Tabelle 25: Score Lymphknotenmetastasen (EGFR)

3.4.2. Korrelation der Scores der Primartumore mit den Scores der

Lymphknotenmetastasen

Wie schon bei MAGE und VEGF C ergaben die Berechnungen beim EGFR An-
tikbrper ebenfalls einen signifikanten positiven Zusammenhang zwischen den

Scores von Primartumor und Lymphknotenmetastase (p= 0,002, rs= 0,437).

3.4.3. Korrelation der Scores mit der pT-Klassifikation

Sowohl bei den Primartumoren als auch bei den Lymphknotenmetastasen zeig-
te sich keine Korrelation zwischen der pT-Klassifikation und den Scores.

Primartumore:
durchschnittlicher Score: pT1:1,273; pT2:1,267; pT3:0,833; pT4:1,333
p= 0,352; rs=-0,134

LK-Metastasen:
durchschnittlicher Score: pT1:1,000; pT2:0,867; pT3:1,000; pT4:1,000
p= 0,996; rs= -0,001

3.4.4. Korrelation der Scores mit der pN-Klassifikation

Bei den Primartumor errechnete sich durch den Spearmanschen Rangkorrelati-

onskoeffizient ein signifikant positiver Zusammenhang zwischen dem Score und

72



der pN-Klassifikation (p= 0,013, rs= 0,352). Je gréBer das pN-Stadium, desto
héher ist im Durchschnitt auch der Score. Der durchschnittliche Score bei pN1-
und pN2a-Tumoren betragt 1, bei pN2b-Tumoren 1,316 und bei pN2c-Tumoren
ist er mit 1,556 am gréBten. Vergleicht man diese Erkenntnis mit den oben auf-
geflhrten Ergebnissen beim MAGE Antikérper (tendenziell negativer Zusam-
menhang zwischen den pN-Stadien und der ScoregrdBe), zeigt sich ein gegen-
satzliches Farbeverhalten. Das folgende Diagramm gibt die Haufigkeitsvertei-

lung der Scores in den einzelnen Stadien wieder.

Histogramm in Kateg.: pN x Primartumor
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Abbildung 19: Score — pN-Klassifikation (Primdrtumore, EGFR)

Im Gegensatz zu den Ergebnissen bei den Primartumoren, konnte bei den Far-
bungen der Lymphknotenmetastasen kein Zusammenhang zwischen der pN-
Klassifikation und dem Score festgestellt werden (p= 0,859, rs= -0,026).
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3.4.5. Korrelation der Scores mit dem histologischen Grading

Primartumore:

Der durchschnittliche Score bei maBig differenzierten Tumoren (G2) betragt
1,138. Er ist somit etwas kleiner als bei schlecht differenzierten Tumoren (G3),
wo er bei 1,333 liegt. Es konnte jedoch kein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen G2- und G3-Tumoren (p= 0,341, rs= 0,137) nachgewiesen werden.

Lymphknotenmetastasen:

Anders als bei den Primartumoren, ist bei den Metastasen der Score im Durch-
schnitt bei den maBig differenzierten G2-Tumoren (1,036) grdoBer als bei den
G3-Tumoren (0,762). Auch hier stellte sich keine statistische Signifikanz heraus
(p= 0,074, rs= -0,257). Der p-Wert ist aber mit 0,074 nicht sehr weit von der Irr-
tumswahrscheinlichkeit von 5% (0,050) entfernt.

3.4.6. Korrelation der Scores mit der Tumorverhornung

Bei den nicht verhornten Tumoren ist der Durchschnittswert des Scores (1,600)
deutlich gréBer als bei den verhornten Tumoren (1,178). Aufgrund der geringen
Anzahl an nicht verhornten Karzinomen, ist jedoch die Aussagekraft dieser Zah-
len fraglich. Bei den Lymphknotenmetastasen unterscheiden sich die durch-
schnittlichen Scores kaum (verhornter Tumor 0,909, nicht verhornter Tumor
1,000).

3.4.7. Korrelation der Scores mit dem Alter des Patienten

Primartumore:

Der durchschnittliche Score ist bei Patienten, die alter als 70 Jahre sind (Alters-
gruppe 3), etwas niedriger (1,000) als bei jingeren Patienten der Gruppe 1 und
2 (Mittelwert 1,230 und 1,250).

Lymphknotenmetastasen:

Wie bei den Primartumoren ist auch hier der Score bei der 3. Altersgruppe im
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Durchschnitt gering kleiner (0,800) als bei den Gruppen 1 und 2 (0,923 und
0,935).

Die Differenzen der mittleren Scores sind zwischen den 3 Altersgruppen aber
nur sehr gering und es ergeben sich sowohl flr die Primartumoren (p= 0,557,
rs=-0,085), als auch fir die Metastasen (p= 0,789, rs= -0,039) keine signifikan-

ten Unterschiede.

3.4.8. Korrelation der Scores mit dem Geschlecht des Patienten

Far die verschiedenen Geschlechter ergeben sich folgende durchschnittlichen

Scores:

mannlich weiblich
Primartumor 1,211 1,250
Lymphknotenmetastase | 0,946 0,833

Tabelle 26: Score — Geschlecht (EGFR)

Bei diesen sehr geringen Abweichungen der durchschnittlichen Scores kann
man Kkeinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen den Geschlechtern

nachweisen.

Die Abbildungen 20 bis 22 zeigen Farbungen dieser Arbeit mit dem EGFR Anti-

korper.
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Abbildung 20: Anfdrbung eines kleinherdig verhornten Plattenepithelkarzinoms der Uvula mit
dem EGFR Antikérper, Tumorstadium: pT1N2cMX, Tumordifferenzierung: G3 (VergréBerung:
x50 und x100). An der Oberflache sieht man das schichtungsgestérte Plattenepithel, von dem
aus Epithelverbidnde invasiv in das Stroma einwachsen. Die Farbung durch den EGFR Antikér-
per ist in den einzelnen Tumorinfiltraten von unterschiedlicher Intensitdt. Das Farbemuster
scheint cytoplasmatisch und membranstandig zu sein.

Abbildung 21: Anfdrbung eines nicht verhornten Plattenepithelkarzinoms des Mundbodens mit
dem EGFR Antikérper, Tumorstadium: pT1N2cMX, Tumordifferenzierung: G3 (VergréBerung:
x100). Auch hier erkennt man das schichtungsgestérte Plattenepithel der Mundschleimhaut. Die
entarteten Epithelzellen variieren stark in ihrer GréBe und Form. Sehr deutlich zu erkennen ist
die membranstédndige Farbung durch den EGFR-Antikérper. Neben dieser ist auch eine Far-
bung des Cytoplasma sowie der Zellkerne zu sehen.
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Abbildung 22: Anfdrbung einer Lymphknotenmetastase eines verhornten Plattenepithelkarzi-
noms der Zunge mit dem EGFR Antikérper, Tumorstadium: pT2N2MX, Tumordifferenzierung:
G2 (VergréBerung: x50 und x100). Innerhalb der Tumorzellinfiltrate zeigt sich auch hier eine
intensive Fdrbung der Zellmembran durch den EGFR Antikérper, wodurch ein typisches ,netz-
artiges” Reaktionsmuster entsteht. Die meisten Zellen zeigen gleichzeitig eine schwache Fér-
bung des Cytoplasmas sowie teils Farbungen der Zellkerne. Die stark pleomorphen Tumorzel-
len zeigen deutlich vergréBerte Zellkerne mit stellenweise gut erkennbaren Mitosen.
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3.5. C-src Tyrosinkinase

3.5.1. Expressionsmuster

Die folgenden Haufigkeitstabellen zeigen, dass bei den Primartumoren und den
Lymphknotenmetastasen etwas Uber die Haélfte der Schnitte durch den mono-
klonalen C-src Tyrosinkinase Antikérper angefarbt wurden. Knapp die Halfte der
Schnitte (40% bei den Primartumoren und 42% bei den Lymphknotenmetasta-
sen) wurden jeweils nicht markiert. In beiden Fallen trat bei den positiven Far-
bungen nur der Score 1 auf; es waren also in keinem Fall mehr als 25% der
Zellen gefarbt. Der Durchschnittsscore betragt 0,600 (Primartumore), bzw.
0,571 (Lymphknotenmetastasen).

Score Haufigkeit | Prozent
0 20 40 %
1 30 60 %
2 0 0 %
3 0 0%
4 0 0 %

Tabelle 27: Score Primértumor (C-src)

Score Haufigkeit | Prozent
0 21 42 %
1 28 56 %
2 0 0 %
3 0 0%
4 0 0 %

Tabelle 28: Score Lymphknotenmetastasen (C-src)
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3.5.2. Korrelation der Scores der Primartumore mit den Scores der

Lymphknotenmetastasen

Genauso wie bei MAGE, VEGF-C und EGFR errechnete sich auch bei diesem
Antikérper ein signifikant positiver Zusammenhang zwischen den Scores der
Primartumore und der Metastasen (p= 0,0002, rs = 0,496).

3.5.3. Korrelation der Scores mit der pT-Klassifikation

Bei den Primartumoren und bei den Lymphknotenmetastasen war das Farbe-
verhalten in den einzelnen pT-Stadien nicht merklich unterschiedlich. Statistisch
ergaben sich keine signifikanten Zusammenhange.

Primartumore:
durchschnittlicher Score: pT1:0,636; pT2:0,567; pT3:0,667; pT4:0,667
p= 0,938; rs= 0,011

LK-Metastasen:
durchschnittlicher Score: pT1:0,500; pT2:0,633; pT3:0,500; pT4:0,333
p= 0,828; rs= -0,032

3.5.4. Korrelation der Scores mit der pN-Klassifikation

Wie die folgenden Tabellen zeigen, ist bei den Primartumoren und bei den
Lymphknotenmetastasen der gr6Bte durchschnittliche Score bei pN1-Tumoren
zu finden. In den folgenden pN-Stadien (2a, 2b, 2¢) unterscheiden sich die Mit-
telwerte nur noch gering. Insgesamt lasst sich aber héchstens eine Tendenz
eines negativen Zusammenhangs zwischen der pN-Klassifikation und dem Sco-
re feststellen; eine signifikante Korrelation besteht nicht (Primartumor: p= 0,330,
rs=-0,141, Lymphknotenmetastase: p= 0,332, rs= -0,142).
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pN-Klassifikation | durchschnittlicher Score
1 0,700
2a 0,500
2b 0,526
2c 0,556

Tabelle 29: Score — pN-Klassifikation (Primértumore, C-src)

pN-Kassifikation | durchschnittlicher Score
1 0,684
2a 0,500
2b 0,474
2c 0,556

Tabelle 30: Score — pN-Klassifikation (Lymphknotenmetastasen, C-src)

3.5.5. Korrelation der Scores mit dem histologischen Grading

Bei den Primartumoren sind die durchschnittlichen Scores der maBig differen-
zierten Tumore (0,586) und schlecht differenzierten Tumoren (0,619) anna-
hernd gleich. Dadurch lasst sich auch der hohe p-Wert und rs-Wert nahe null
erklaren (p= 0,812, rs= 0,033).

Bei den Lymphknotenmetastasen ist der Score bei den G2-Tumoren im Durch-
schnitt etwas gréBer (0,643) als bei den schlechter differenzierten G3- Tumoren
(0,474). Dies zeigt auch der negative Spearmansche Rangkorrelationskoeffi-
zient (-0,166). Ein signifikanter Unterschied zischen den unterschiedlich stark
differenzierten Tumoren besteht aber nicht (p= 0,252).

3.5.6. Korrelation der Scores mit der Tumorverhornung

Bei den Primartumoren ist der durchschnittliche Score der verhornten und der
nicht verhornten Tumoren gleich (beide 0,600). Bei den Lymphknotenmetasta-
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sen ist der Score bei den verhornten Tumoren (0,545) kleiner als bei den nicht
verhornten Tumoren (0,800). Aber auch hier ist es aufgrund der Datenbeschaf-
fenheit (nur finf Patienten mit nicht verhorntem Tumor) nicht méglich, eine sta-
tistisch belastbare Schlussfolgerung aus diesen Werten zu ziehen.

3.5.7. Korrelation der Scores mit dem Alter des Patienten

Primartumore:

Bei den Patienten < 50 Jahre (Altersgruppe 1) liegt der durchschnittliche Score
bei 0,692, in der Altersgruppe 2 bei 0,531 und bei der Altersgruppe 3 bei 0,800.
Ein Zusammenhang zwischen Alter und Score l&sst sich aus diesen Zahlen
nicht erschlieBen. Auch die statistische Berechnung zeigt, dass zwischen den
Merkmalen keine deutliche Tendenz in Form einer Korrelation besteht (p=
0,845 und rg = -0,028).

Lymphknotenmetastasen:

Die folgende Tabelle zeigt die durchschnittlichen Scores flir die verschiedenen
Altersgruppen bei den Lymphknotenmetastasen. Auffallend ist der viel kleinere
Wert bei der 3. Altersgruppe. Der Durchschnittsscore bei der 2. Gruppe ist ge-
ring kleiner als bei der 1. Gruppe. Ahnliche Ergebnisse zeigten sich in diesem
Punkt auch bei dem VEGF A Antikdérper. Auch hier war der durchschnittliche
Score bei den altesten Patienten deutlich kleiner.

Altersgruppe | durchschnittlicher Score
1 0,692
2 0,580
3 0,200

Tabelle 31: Score — Alter (Lymphknotenmetastasen, C-Src)

Statistisch signifikante Ergebnisse liegen nicht vor (p= 0,108, rs = -0,233).
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3.5.8. Korrelation der Scores mit dem Geschlecht des Patienten

Die folgenden durchschnittlichen Scores zeigen keinen wesentlichen Unter-

schied zwischen méannlichen und weiblichen Patienten.

mannlich weiblich
Primartumor 0,605 0,583
Lymphknotenmetastase | 0,595 0,500

Tabelle 32: Score — Geschlecht (C-Src)

Die nachfolgenden Abbildungen zeigen Fotos von Farbungen dieser Arbeit mit
dem C-Src Tyrosinkinase Antikdrper.

Abbildung 23: Anfdrbung eines gering verhornten Plattenepithelkarzinom der Zunge mit dem C-
Src Tyrosinkinase Antikdrper, Tumorstadium: pT2N2bMX, Tumordifferenzierung: G3 (VergréBe-
rung: x50). Zu erkennen ist eine diffuse, schwache cytoplasmatische Farbung durch den C-Src
Antikérper.
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Abbildung 24: Anfdrbung eines verhornten Plattenepithelkarzinom des Oropharynx mit dem C-
Src Tyrosinkinase Antikdrper, Tumorstadium: pT1N2cMX, Tumordifferenzierung: G2 (VergréBe-
rung: x50). Aufféllig ist die cytoplasmatische Farbung innerhalb der Tumorzellinfiltrate.

Abbildung 25: Anfdrbung einer Lymphknotenmetastase eines gering verhornten Plattenepithel-
karzinom des Pharynx mit dem C-Src Tyrosinkinase Antikdrper, Tumorstadium: pT2N1MX,
Tumordifferenzierung: G2 (VergréBerung: x50). Die Abbildung zeigt eine diffuse cytoplasmati-
sche Féarbung der Lymphknotenmetastase.
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3.6. Korrelation der Scores der verschiedenen Antikdrper

Eine signifikante Korrelation zeigte sich zischen den folgenden Scores:

e VEGF-A & VEGF-C
Signifikante Korrelation der Scores (Primartumor u. Lymphknotenmeta-
stase) bei VEGF-C mit den Scores der Primartumore bei VEGF-A.

e VEGF-C & EGFR
Signifikante Korrelation der Scores (Primartumor u. Lymphknotenmeta-
stase) bei EGFR mit den Scores der Lymphknotenmetastasen bei
VEGF-C.

Die folgende Tabelle gibt die p-Werte und die Spearmanschen Rangkorrelati-

onskoeffizienten dieser signifikanten Ergebnisse wieder.

Variablenpaar p-Wert rs

VEGF A (Primartumore) & VEGF C (Primartumore) 0,045 0,284
VEGF A (Primartumore) & VEGF C (LK-Metastasen) | 0,011 0,360
VEGF C (LK-Metastasen) & EGFR (Primartumore) 0,011 0,360
VEGF C (LK-Metastasen) & EGFR (LK-Metastasen) | 0,041 0,293

Tabelle 33: Korrelation der Scores der verschiedenen Antikérper (signifikant)

Zwischen dem Score bei dem MAGE A Antikérper und bei dem C-Src Tyrosin-
kinase Antikdrper zeigt sich ein tendenziell positiver Zusammenhang. Wie in der
nachstehenden Tabelle dargestellt, sind die p-Werte nur gering gréBer als die

festgelegte Irrtumswahrscheinlichkeit von héchstens 5%.

Variablenpaar p-Wert s

C-Src (Primartumore) & MAGE (Primartumore) 0,0698 0,259

C-Src (Primartumore) & MAGE (LK-Metastasen) 0,0588 0,272

Tabelle 34: Korrelation der Scores der verschiedenen Antikérper
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4. Diskussion

Maligne Tumoren im Kopf- und Halsbereich stellen weltweit einen erheblichen
Teil der Krebserkrankungen dar. Trotz groBen BemUhens in den letzen Deka-
den das diagnostische und therapeutische Spektrum zu erweitern und zu ver-
bessern, sind die Uberlebensraten nach erfolgter Therapie nicht zufriedenstel-
lend und nahezu unverandert unginstig geblieben. Nach wie vor ist die Prog-
nose von Kopf- und Halskarzinomen maBgeblich gepragt durch eine schlechte
5-Jahres-Uberlebensrate und eine hohe Rezidivrate [36]. Die genaue Betrach-
tung statistischer Daten zeigt, dass eine spate Diagnose mit einem dement-
sprechend fortgeschrittenen Krankheitsstadium eine wesentlich schlechtere
Prognose zur Folge hat als es bei einem friheren Diagnosezeitpunkt der Fall
ware [36, 64]. Dies zeigt sich insbesondere bei Tumoren, die aufgrund ihrer to-
pographischen Lage nur schlecht oder gar nicht einsehbar sind, wie z.B. Hypo-

pharynxkarzinome.

Der medizinische Bedarf an neuen, verbesserten Behandlungsoptionen ist
hoch. Und gleichzeitig ist die Erforschung diagnostischer Méglichkeiten, die es
erlauben wurden, Tumoren im Kopf- und Halsbereich durch Screening frihzeitig
zu entdecken, von groBer Bedeutung. In diesem Zusammenhang nehmen Tu-
mormarker in Zukunft moglicherweise eine immer bedeutendere Rolle ein. lhr
tumorspezifisches oder tumorassoziiertes Vorkommen macht sie zu potentiellen
molekularen Markern, die zur friihen und verbesserten Diagnostik und zum ge-

zielten Bek@mpfen von Tumorzellen eingesetzt werden kdnnen.

Der wissenschaftliche Ansatz der vorliegenden Dissertation ist die Untersu-
chung des Expressionsverhalten zelluldrer Marker beim metastasierenden
Kopf- und Halskarzinom. Bei den hier untersuchten Tumorgeweben wurde die
Expression der Marker sowohl in den Prim&rtumoren als auch in den Lymph-
knotenmetastasen ermittelt. Im Weiteren erfolgte die Gegentberstellung der
Ergebnisse des Expressionsverhalten mit den klinischen und histopathologi-
schen Tumorbefunden. Es wurde analysiert, ob Zusammenhange zum dem pT-
Stadium, dem pN-Stadium, dem histologischen Grading, der Tumorverhornung,
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dem Patientenalter und dem Geschlecht des Patienten bestehen. In der statisti-
schen Analyse wurden mittels des Spearmanschen Rangkorrelationskoeffizien-
ten und des Fisher-Exakt-Tests die Berechnungen durchgefiihrt und signifikante
Ergebnisse aufgedeckt.

Im Folgenden sind die Ergebnisse dieser Arbeit zusammengefasst und werden

mit den Erkenntnissen aus bisherigen Untersuchungen verglichen.

4.1. Zusammenfassung der Ergebnisse und Vergleich dieser mit bisherigen

Studien

MAGE-A-Tumorantigene

In der vorliegenden Arbeit zeigen 74% der Proben der Primartumore und 68%
der Proben der Lymphknotenmetastasen eine positive Farbung fir den MAGE
A 57B Antikérper. Die Farbungen fielen hierbei Gberwiegend schwach bis mo-
derat (Score1 und 2) aus.

Eine signifikante Korrelation ist beim Vergleich der Farbung des Primartumors
mit der Farbung der Lymphknotenmetastase eines Patienten zu erkennen. Hie-
raus lasst sich méglicherweise schlieBen, dass die Expression des Antikdrpers
vom individuellen Erkrankungsfall eines Patienten abhangig ist. Das heiBt, falls
bei einem Patienten im Primartumor eine Uberexpression des MAGE-A-
Antigens nachzuweisen ist, ist die Wahrscheinlichkeit groB, dass dieses auch
fir die Metastasen zutrifft.

Hinsichtlich der Zusammenhé&nge des Expressionsverhaltens mit den klinischen
und histopathologischen Merkmalen konnten in dieser Arbeit keine signifikanten
Korrelationen ermittelt werden. Es wurden lediglich die folgenden Tendenzen
beobachtet:

— ein tendenziell negativer Zusammenhang zwischen den Farbungen und

der pN-Klassifikation (durchschnittliche Expressionsrate bei pN1-
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Tumoren am gréBten)

— ein tendenziell negativer Zusammenhang zwischen den Farbungen und
dem histologischen Grading (starkere Genexpression bei den maBig dif-
ferenzierten G2-Tumoren als bei den schlechter differenzierten G3-
Tumoren)

— ein tendenzieller Zusammenhang zwischen den Farbungen und der Tu-
morverhornung (stérkere Expression bei den verhornten Tumoren)

— ein tendenzieller Zusammenhang zwischen den Farbungen und dem Pa-

tientengeschlecht (starkere Expression bei den mannlichen Probanden).

Zwischen dem Expressionsverhalten des MAGE 57 B Antikérpers und dem pT-
Stadium, sowie dem Alter des Patienten konnten aus den vorliegenden Ergeb-
nissen keinerlei Hinweise auf eventuell mdégliche Zusammenhange erkannt

werden.

Ahnliche Ergebnisse gehen aus zwei Studien von Ries et al. hervor. In einer
Studie aus dem Jahr 2005, untersuchten sie die Expression der MAGE-
Antigene A1 bis A6 in 21 oralen Plattenepithelkarzinomen und in 10 Geweben
von gesunden Probanden. In 15 der 21 Tumoren (71%) wurde zumindest einer
der sechs MAGE-Antigene exprimiert. Dahingegen fand im gesunden Kontroll-
gewebe keine MAGE-Expression statt [108]. Drei Jahre spater veroffentlichte
die Forschungsgruppe von Ries et al. eine weitere Studie zur MAGE-A-
Expression in oralen Plattenepithelkarzinomen, in der sie das Expressionsver-
halten der MAGE Antigene A1 bis A6 und A12 in 55 Tumoren und in 20 nicht
pathologischen Geweben analysierten. Wie in der Studie zuvor, waren die ge-
sunden Gewebe nicht positiv fir MAGE-A. In 85,45% der Tumoren wurde min-
destens eines der siecben MAGE-A-Antigene exprimiert. Des Weiteren wurde in
dieser Studie das Expressionsverhalten mit klinischen und histopathologischen
Tumormerkmalen, wie TNM-Klassifikation, Tumorstadium und histologischem
Grading verglichen. Genauso, wie in der vorliegenden Arbeit, konnten auch hier
keine signifikanten Zusammenhange zu diesen Parametern festgestellt werden
[96].

Auch die Forschungsergebnisse von Eura M. et al., aus einer Studie aus 1995,
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zeigen eine vergleichbare Expressionsrate der MAGE-Genfamilie im Plattenepi-
thelkarzinom des Kopf- und Halbereichs. In 71% der getesteten Tumorproben
konnte das MAGE-Gen nachgewiesen werden. Auch in dieser Arbeit fiel eine
Expression des Gens im gesunden Patientengewebe negativ aus. Bezliglich
des Zusammenhangs zu den Tumorparametern, berichten Eura M. et al. von
einer positiven Korrelation zum Differenzierungsgrad des Tumors. MAGE-1
wurde o6fters in schlecht differenzierten Tumoren, weniger haufig in moderat
differenzierten Tumoren und nur selten in gut differenzierten Tumoren beobach-
tet. Diese Ergebnisse widersprechen den Zahlen aus der vorliegenden Disser-
tation, bei der MAGE in schlechter differenzierten Tumoren tendenziell weniger
exprimiert war als in moderat differenzierten Tumoren. Ferner beobachteten
Eura M. et al., dass die MAGE-Expression mit der anatomischen Lage des Tu-
mors variiert. So wurde das MAGE-1-Gen relativ haufig in Plattenepithelkarzi-
nomen des Oropharynx, des Hypopharynx und des Sinus maxillaris, und dage-
gen weniger in den Karzinomen des Larynx, der Zunge und der Mundhéhle
exprimiert [252].

Lee K. D. et al. untersuchten 2006 in einer Studie die Expression von MAGE A
1 bis 6 mMRNA im Sputum von Patienten mit Kopf- und Halskarzinomen und er-
hielten eine Expressionsrate von 76,47 % [253].

VEGF

VEGF-A:

68% der Proben der Primartumore und 64% der Proben der Lymphknotenme-
tastasen zeigen in der vorliegenden Arbeit eine positive Farbung fir den VEGF-
A-Antikérper. Die Farbungen wurden, abgesehen von einer Ausnahme, als
ausschlieBlich schwach (Score1) bewertet.

Beim Vergleich der Farbung des Primartumors mit der Farbung der Lymphkno-
tenmetastase eines Patienten, konnte im Unterschied zu den anderen vier ge-
testeten Antikérpern, bei VEGF-A keine signifikante Korrelation festgestellt wer-
den. Tendenziell bestand aber auch der Trend zu einem positiven Zusammen-
hang.
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Bezlglich der Zusammenhange zwischen dem Expressionsverhalten und den
klinischen und histopathologischen Parametern, konnten auch hier keine signi-
fikanten Ergebnisse ermittelt werden. Beim Vergleich der Farbungen mit der pT-
Klassifikation ist sowohl bei den Primartumoren als auch bei den Lymphkno-
tenmetastasen die Tendenz zu einem positiven Zusammenhang erkennbar
(starkste Expression bei pT4-Tumoren, geringste Expression bei pTi-
Tumoren). Beim Vergleich mit der pN-Klassifikation bestehen diese Parallelen
nur far die Primartumoren. Des Weiteren konnte bei den Lymphknoten beo-
bachtet werden, dass bei jingeren Patienten die Expression im Durchschnitt
tendenziell héher war. Weitere Tendenzen zu Zusammenhangen konnten flr

diesen Antikérper nicht erkannt werden.

VEGF-C:

Bei dem VEGF-C-Antikorper liegt die Expressionsrate in der vorliegenden Ar-
beit bei nahezu 100% (96% bei den Primartumoren und 98% bei den
Lymphknotenmetastasen). Die Farbungen fielen tGberwiegend moderat (Score
2) aus.

Der Vergleich der VEGF-C-Expression in den Primartumoren und in den Meta-

stasen deckte eine signifikant positive Korrelation auf.

Die Auswertungen der Farbungen bezlglich der Tumorverhornung ergaben,
dass bei nicht verhornten Tumoren der AntikGrper etwas starker exprimiert ist.
Um ein signifikantes Ergebnis handelt es sich hier aber nicht. AuBerdem konnte
bei den Lymphknotenmetastasen ein tendenziell negativer Zusammenhang der
Expressionsrate zum Alter beobachtet werden (starkere Expression bei jinge-
ren Patienten). Diese Beobachtung zwischen der VEGF-Expression und dem
Patientenalter wurde in der vorliegenden Arbeit bereits bei dem VEGF-A Anti-
koérper festgestellt. Weitere Zusammenhange zwischen den Farbungen und den
klinischen und histopathologischen Tumormerkmalen sind flr VEGF-C nicht

eindeutig erkennbar.

Auch Do N.Y. et al. konnten in ihren Untersuchungen zur VEGF-Expression in

Plattenepithelkarzinomen des Kopf- und Halsbereichs keine signifikante Asso-
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ziation zwischen dem VEGF Level und klinischen oder histopathologischen Pa-

rametern feststellen [254].

Onesto C. et al. untersuchten in einer 2006 verdffentlichten Studie das Expres-
sionsverhalten von VEGF-A in Kopf- und Halskarzinomen. Sie beobachteten,
dass der Antikérper in fast allen Tumoren (98,3%) exprimiert wurde. Diese Wer-
te sind deutlich héher als die Zahlen in der vorliegenden Arbeit. Ferner vergli-
chen Onesto C. et al. das Expressionsverhalten mit klinischen und histopatho-
logischen Parametern, wie Tumorstadium, Lymphknotenstatus und Differenzie-
rungsgrad. Sie berichten davon, dass die VEGF-A-Expression signifikant mit
dem Differenzierungsgrad des Tumors korreliert, wobei die Expressionsraten
bei den schlechter differenzierten Tumoren gréBer als bei den besser differen-
zierten Tumoren waren. Einen signifikanten Zusammenhang zum Tumorstadi-

um oder zum Lymphknotenstatus konnten sie nicht nachweisen [255].

Gegensatzlich zu diesen Erkenntnissen von Onesto C. et al. sind die Studien-
ergebnisse von Margaritescu et al.. Die Forschungsgruppe zeigte 2010 in einer
Studie, in der sie die VEGF-Expression und Angiogenese in oralen Plattenepi-
thelkarzinomen untersuchten, dass die VEGF-Expression abhangig vom Diffe-
renzierungsgrad des Tumors ist. Hierbei war die VEGF-Expression in schlecht
differenzierten Karzinomen aber geringer als die in moderat und gut differen-
zierten Tumoren. Eine Korrelation zwischen der VEGF-Expression und dem
klinischen Tumorstadium oder dem Lymphknotenstatus konnten auch sie nicht
aufdecken [256].

Die Forschungsgruppe von Pornchai et al. untersuchte in einer Studie die Ex-
pression der VEGF-Mitglieder, VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C und VEGF-D in
Plattenepithelkarzinomen des Kopf und Halsbereichs. Sie fanden eine Hochre-
gulation von VEGF-A und VEGF-C. Gegensatzlich hierzu verhielt sich die
VEGF-D-Expression, welche in den Karzinomen im Vergleich zu normalen Ge-
webe vermindert war. Obwohl VEGF-C und VEGF-D sehr groBe strukturelle
Ahnlichkeiten haben und die gleichen Rezeptoren binden, zeigte die Studie
sehr  unterschiedliche  Expressionsverhalten in  Kopf und Hals-
Plattenepithelkarzinomen. Die Expression von VEGF-B zeigte keine Unter-
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schiede zwischen der Expression in den Tumoren und der im gesunden Gewe-
be. Weiterhin zeigten Pornchai et al., dass bei Patienten mit Lymphknotenme-
tastasen, VEGF-A und VEGF-C starker exprimiert werden als bei Patienten oh-
ne LK-Metastasen [257].

Li C. et al. beschrieben 2005 in einer Studie eine Korrelation zwischen der
VEGF-Expression in oralen Plattenepithelkarzinomen und dem Differenzie-
rungsgrad sowie der Tumorinvasion [258].

EGFR

92% der Proben der Primartumore und 82% der Proben der Lymphknotenme-
tastasen zeigen in der vorliegenden Arbeit eine positive Farbung fir den EGFR-
Antikérper. Hierbei fielen die Farbungen Uberwiegend schwach bis moderat
(Score1 und 2) aus.

Ein signifikantes Ergebnis ergibt sich bei der Gegeniberstellung der Farbung
des Primartumors mit der Farbung der Lymphknotenmetastase eines Patienten.

Bezlglich der Zusammenhange des Expressionsverhaltens mit den klinischen
und histopathologischen Merkmalen konnte in dieser Arbeit fir den EGFR-
Antikdrper eine signifikante Erkenntnis gemacht werden. Es besteht eine signi-
fikant positive Korrelation zwischen der EGFR-Expression in den Primartumo-
ren und der pN-Klassifikation. Je gréBer das pN-Stadium, desto starker wird der
Antikdrper im Primartumor exprimiert. Weitere eindeutige Zusammenhange zu
den anderen Tumorparametern kénnen nicht behauptet werden. Lediglich beim
Vergleich der Tumorverhornung mit dem Expressionsverhalten in den Priméar-
tumoren war auffallig, dass bei den nicht verhornten Tumoren der durchschnitt-
liche Score deutlich gr6Ber war als bei den verhornten Tumoren. Dieses Ergeb-
nis ist aber aufgrund des Probandenkollektivs (nur funf Patienten mit nicht ver-
horntem Tumor) mit groBer Vorsicht zu sehen und liefert keine Grundlage, um
Behauptungen aufzustellen.

Hinsichtlich der Expressionsraten des EGFR-Antikdrpers zeigen Angaben aus
anderen Studien ahnliche Ergebnisse. Carlsson et al. untersuchten in einer
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Studie an Larynxkarzinomen die EGFR-Expression in den Primartumoren und
den korrespondierenden Lymphknotenmetastasen. 87,5% der Primartumore
und 82,5% der Lymphknotenmetastasen zeigten eine EGFR-Uberexpression.
Vergleichbar mit der Erkenntnis der vorliegenden Arbeit konnten auch Carlsson
et al. eine positive Korrelation zwischen der EGFR-Expression im Primartumor
und den korrespondierenden Lymphknotenmetasten feststellen. Sie schlussfol-
gerten aus ihren Untersuchungsergebnissen, dass die hohe Dichte und Stabili-
tat der EGFR-Expression ermutigend ist fiir die Durchfihrung EGFR-gerichteter
Therapien [259].

Laut Seta A. Sarkis et al. (Studie Gber das Expressionsverhalten von EGFR in
oralen Plattenepithelkarzinomen, 2010) liegt die positive EGFR Expression bei
87,5%, wobei auch hier die Farbungen tberwiegend schwach bis moderat be-
wertet wurden. Ein signifikanter Zusammenhang der EGFR Expression zu klini-
schen und histopathologischen Parametern (Tumorstadium, TumorgréBe, Sta-
tus der Lymphknotenmetastasen, histologisches Grading) ging aus den For-
schungsergebnissen von Seta A. Sarkis et al. nicht hervor [200].

Auch andere Autoren weisen Werte von bis zu Uber 90% positive EGFR Ex-
pression in Hals- und Kopfkarzinomen an und liegen damit im vergleichbaren
Bereich mit den Werten dieser Dissertation [198, 199, 260, 261].

Dassonville O. et al. berichten in den Ergebnissen ihrer Studie Uber das Ex-
pressionsverhalten von EGFR, im oberen Aerodigestivirakt sogar von einer
EGFR-Expression von 100%. Auch sie konnten keine eindeutige Korrelation
zwischen der EGFR Expression und dem Differenzierungsgrad des Tumors
feststellen. Einen signifikanten Unterschied in der Expression von EGFR bei
den vier verschiedenen Tumorstadien konnten sie in lhrer Studie jedoch aufde-
cken. Wobei die Expressionsrate mit héherem Tumorstadium ansteigt [262].

Ahnlich der Erkenntnis von Dassonville O. et al. und der Beobachtung einer
signifikant positiven Korrelation zwischen der EGFR Expression in den Primar-
tumoren und der pN-Klassifikation in der vorliegenden Arbeit ist das Ergebnis
von Kusukawa et al. aus einer Studie Uber das Expressionsverhalten von
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EGFR in oralen Plattenepithelkarzinomen. Die Forschungsgruppe von
Kusukawa et al. berichtet, dass die Expression von EGFR in oralen Plattenepi-
thelkarzinomen mit einem fortgeschrittenen T-Stadium des Primartumors und

dem Auftreten von Metastasen assoziiert ist [263].

Auch Do N. Y. et al. schreiben von einem Zusammenhang zwischen der EGFR-
Expression und dem Tumorstadium sowie dem Auftreten an Lymphknotenme-
tastasen [254].

Laut den Angaben aus einer Studie von Santini J. et al. besteht eine signifikante
Korrelation zwischen der EGFR-Expression und der TumorgréBe sowie dem

Tumorstadium in Plattenepithelkarzinomen des Kopf- und Halsbereichs [264].
C-Src

60% der Proben der Primartumoren und 56% der Proben der Lymphknotenme-
tastasen zeigen in der vorliegenden Arbeit eine positive Farbung fir den CSK-
Antikérper, wobei alle Farbungen sehr schwach ausfielen und ausschlieBlich

mit dem Score 1 bewertet wurden.

Wie bei den Markern MAGE, VEGF-C und EGFR konnte auch fiir C-Src eine
positive Korrelation zwischen der Antikdrper-Expression in den Primartumoren

und der Expression in den Lymphknotenmetastasen beobachtet werden.

Weitere signifikante Ergebnisse ergaben sich in den Berechnungen der statisti-
schen Analyse fir den Tyrosinkinase Antikdrper nicht. Hinsichtlich der Zusam-
menhédnge des Expressionsverhaltens mit den klinischen und histopathologi-
schen Merkmalen, konnten in dieser Arbeit lediglich die folgenden Tendenzen

beobachtet werden:

— Die Neigungen zu einem negativen Zusammenhang zwischen den Far-
bungen der Lymphknotenmetastasen und dem histologischen Grading
(starkere Genexpression bei den maBig differenzierten G2-Tumoren als
bei den schlechter differenzierten G3-Tumoren).

— Ein Zusammenhang zwischen den Farbungen der Lymphknotenmetas-

tasen und der Tumorverhornung (starkere Expression bei den nicht ver-
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hornten Tumoren).

— Ein Zusammenhang zwischen den Farbungen der Lymphknotenmeta-
stasen und dem Patientenalter (kleinerer durchschnittlicher Score bei al-
teren Patienten).

Interessanterweise fiel dieser tendenziell negative Zusammenhang zwischen
der Antikérper-Expression in den Lymphknotenmetastasen und dem Patienten-
alter schon bei den beiden VEGF-Antikdrpern auf.

Ein Zusammenhang zwischen den drei Parametern (Grading, Alter und Tumor-
verhornung) und den Farbungen der Primartumore besteht nicht. Erkennbare
Abweichungen in den Expressionsraten bei den einzelnen Stadien der pT und
pN-Klassifikation wurden weder fiir die Primartumoren noch fir die Lymphkno-
tenmetastasen beobachtet.

Einige Ergebnisse aus Studien anderer Autoren berichten Uber erhdhte Level
an Src-Kinasen in Kopf- und Halskarzinomen. Genaue Angaben zur Expressi-
onsrate und zum Vergleich mit klinischen oder histopathologischen Tumor-
merkmalen gingen aus diesen Verdffentlichungen aber nicht hervor, womit ein
direkter Vergleich der Zahlen dieser Dissertation, mit denen anderer Autoren,
leider nicht méglich ist. Dennoch liefern die Forschungsergebnisse der gelese-
nen Literatur viele andere interessante Informationen zur Src-Expression in

Karzinomen des Kopf- und Halsbereichs, sowie in anderen Tumoren.

Wheeler D. L. et al. schreiben von einem Zusammenhang zwischen der c-Src
Aktivitdt sowie der Expression und der Prognose bei verschiedenen Karzino-
men, wobei eine héhere c-Src Expression bzw. Aktivitat mit einer schlechteren
Prognose korreliert [218].

Laut Dempke W. et al. korreliert die Expression von Src-Kinase mit der Progno-
se, der Malignitat des Tumors und dem Vorkommen von Metastasen [229].

Egloff A. M. et al. und Irby R. B. et al. berichten davon, dass eine unangemes-
sene Funktion von Src-Kinasen zur Tumorgenese, Tumorprogression und
Metastasierung beitragt [249, 265].
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Van Oijen M. G. et al. haben in einer Studie zur c-Src-Uberexpression ge-
zeigt, dass c-Src in Bereichen der Hyperproliferation von Plattenepithelkarzi-
nomen des Kopf- und Halsbereichs, in dysplastischem Epithel, in benignen epi-
thelialen Tumoren, sowie in entziindetem normalen Gewebe Uberexprimiert ist
[266].

Beim Vergleich der Expressionsraten, der in dieser Arbeit getesteten Antikérper
untereinander, konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen der VEGF-C
und VEGF-A Expression sowie zwischen der VEGF-C und EGFR Expression

festgestellt werden.

P. H. Rhys-Evans et al. untersuchten in einer Studie die Korrelation zwischen
dem Vorkommen von C-erbB Rezeptoren und Matrixmetalloproteinasen
(MMPs) sowie VEGF in Plattenepithelkarzinomen des Kopf- und Halsbereichs.
Korrespondierend zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, berichten auch
sie Uber einen signifikanten Zusammenhang zwischen der EGFR und VEGF-C
Expression. DarlGberhinaus konnten sie auch eine signifikante Korrelation zwi-
schen der EGFR und VEGF-A Expression zeigen [267]. Diese liegt in der vor-
liegenden Arbeit nicht vor.

Anders als die Erkenntnisse von Rhys-Evans et al., verhalten sich die Angaben
von N. Y. Do et al, die ebenfalls die Expression von C-erbB Rezeptoren, MMPs
und VEGF in Plattenepithelkarzinomen des Kopf- und Halsbereichs untersuch-
ten. Entsprechend ihrer Studienergebnisse liegt keine Korrelation zwischen der
EGFR und VEGF-Expression vor [254].

4.2. Klinische Relevanz:

Die Bedeutunqg der Expression zellularer Marker in der Diagnostik, Prognostik

und Therapie von Kopf- und Halskarzinomen

Die prognostische Einschatzung und die Festlegung der therapeutischen Vor-

gehensweise bei der Therapie von Kopf- und Halskarzinomen richten sich ge-
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genwertig nach gewdhnlichen Parametern, wie TNM-Klassifikation, Tumorsta-
dium und histologischem Grading. Auf der Grundlage dieser Tumormerkmale
kann nur eine grobe Abschatzung des klinischen Verlaufs gegeben werden. Die
genaue Voraussage der Prognose ist jedoch schwierig, da Karzinome, trotz
Ubereinstimmender klinischer und histopathologischer Parameter, durchaus
Unterschiede in ihrem biologischen Verhalten zeigen. Somit stellt die Beurtei-
lung des individuellen Verlaufs der Tumorerkrankung derzeit noch ein ungelds-
tes Problem dar. Tumorantikérper stellen mégliche Marker dar, die helfen kénn-
ten, die individuelle Prognose zuverlassiger einzuschéatzen. In vielen Studien
wurden bereits Zusammenhange zwischen der Expression zellularer Marker
und der Patientenprognose beschrieben. Auch fir die, in dieser Dissertation
untersuchten Antikérper, liegen bereits Ergebnisse aus einigen Studien vor.

In einer Studie von Cuffel C. et al. wurden das Vorkommen und die klinische
Signifikanz von Cancer-testis Antigenen, unter diesen auch eine Reihe ver-
schiedener MAGE-A Antigene, in Plattenepithelkarzinomen des Kopf- und
Halsbereichs evaluiert. Cuffel C. et al. analysierten den Zusammenhang zwi-
schen der Antigenexpression und den klinischen Tumormerkmalen einerseits,
sowie dem klinischen Krankheitsverlauf andererseits. lhre Ergebnisse zeigen,
dass die Expression von CT Antigenen mit einem schlechteren Gesamttberle-
ben korreliert. Dartberhinaus stellten sie fest, dass die Expression von MAGE-
A4, sogar unabhangig von den klinischen Parametern, mit einer schlechteren
Prognose zusammenhangt. Diese Untersuchungsergebnisse deuten darauf hin,
dass die Expression von Cancer-testis Antigenen mit einem starker malignen
Phéanotyp assoziiert ist und weisen auf deren Nutzen als prognostische Marker

bei Plattenepithelkarzinomen des Kopf- und Halsbereichs hin [268].

Dassonville O. et al. untersuchten in einer Studie die Expression des Epidermal
Growth Factor Receptors im Vergleich mit dem Uberleben von Patienten mit
Karzinomen des oberen Aerodigestivirakt. Sie berichten, dass eine EGFR
L"Jberexpression mit kirzeren, rezidivfreien Intervallen und einer kirzeren Ge-

samtlberlebenszeit assoziiert ist [262].

Zahlreiche weitere Autoren, wie Cojocariu O.M. et al. und Chang S. et al., konn-
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ten zeigen, dass es eine Korrelation zwischen einer EGFR-Uberexpression und
einer schlechteren Prognose gibt [269, 270].

In verschiedenen Studien wurde ebenso beschrieben, dass eine Assoziation
zwischen der Expression des vaskularen endothelialen Growth Faktor (VEGF)
sowie seinem Rezeptor (VEGFR) und der Prognose von Kopf- und Halskarzi-
nomen vorliegt. Erhéhte VEGF-Level im Serum von Patienten mit Plattenepi-
thelkarzinomen des Kopf- und Halsbereichs induzieren scheinbar Tumorwachs-
tum, Metastasierung und Behandlungsmisserfolge [181].

Auch fur Kinasen der Src-Familie liegen Daten vor, dass deren Expressionsle-
vel mit einem schlechteren Verlauf der Tumorerkrankung korreliert [218, 246,
249, 265, 271, 272].

FUr die Therapie von Kopf- und Halskarzinomen nehmen molekulare Marker
einen immer gréBeren Stellenwert ein. Die molekularbiologische Forschung der
letzten Jahre fUhrte zu einer beachtlichen Wissensanreicherung Uber geneti-
sche und zellbiologische Veranderungen von malignen Erkrankungen. Die
Hoffnung der Forschung besteht nun darin, anhand dieser Erkenntnisse neue,
zukunftsweisende Therapeutika zu entwickeln, die effektiver als konventionelle
Chemotherapeutika sind und gleichzeitig weniger Nebenwirkungen versprechen
[273]. Die herkdbmmlichen Chemotherapeutika richten sich relativ unspezifisch
gegen sich schnell vermehrende oder sich in Zellteilung befindliche Zellen. Ziel-
gerichtete (,targeted”) molekulare Therapeutika sollen dagegen direkt in die
Mechanismen der Tumorgenese eingreifen [274].

Erste zielgerichtete molekulare Therapiestrategien haben sich wahrend der letz-
ten Dekade in der klinischen Anwendung durchgesetzt. Sie haben einen bedeu-
tenden Einfluss auf das Uberleben von Krebspatienten in vielen verschiedenen
Bereichen der klinischen Onkologie verursacht. Bei der Behandlung verschie-
dener maligner Tumoren, wie z.B. Karzinome des Kolon, der Lunge und der
Niere, sind molekulare Pharmaka, die an EGF- und VEGF-Rezeptoren angrei-

fen, im klinischen Alltag bereits zugelassen [275-277].

In jingster Zeit werden immer wieder neue Daten veréffentlicht, die zeigen,
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dass sich, auch fir die Therapie von Patienten mit Plattenepithelkarzinomen
des Kopf- und Halsbereichs, zellulare Marker als wirksam erweisen. In der Be-
handlung von Kopf- und Halskarzinomen ist der EGFR-Antikérper Cetuximab
(Erbitux®) die bisher einzig zugelassene Therapieoption. Auch in dem
antiangiogenetischen Effekt von Bevacizumab, das gezielt den vaskularen
endothelialen Growth Factor (VEGF) angreift, wird groBe Hoffnung gesetzt. Im

Kopf-Hals-Bereich sind VEGF-Inhibitoren derzeit aber noch nicht zugelassen.

Die momentan aussichtsreichsten, meist entwickelten Therapiestrategien, sind
die Blockade zellularer Signalwege, die auf Wachstumsfaktoren basieren, und
die Stérung der Angiogenese (EGFR und VEGFR-assoziierte Strategien). Aber
auch Inhibitoren alternativer Angriffsziele, wie z.B. Src-Kinasen, sind bereits Teil
klinischer Studien an Patienten mit Kopf- und Halskarzinomen und zeigen zu-
kunftsweisende Ergebnisse.

Unter den EGFR-assoziierten Moglichkeiten der molekularen Therapie differen-
ziert man zwischen zwei groBen Kategorien: Die direkte Hemmung der extrazel-
luldren Ligandenbindungsdoméane durch monoklonale Antikérper (mAb), wie
Cetuximab, Panitumumab und Zalutumumab und die Antagonisierung der intra-
zellularen Domane durch niedrigmolekulare Tyrosinkinaseinhibitoren (TK-
Inhibitoren/TKI), wie Gefitinib und Erlotinib [184, 190, 204-209].

Cetuximab ist ein monoklonaler 1gG1-Antikérper, der gezielt am epidermalen
Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR) ansetzt und diesen mit héherer Affinitat bin-
det, als seine endogenen Liganden es tun. Fir die Therapie von Plattenepithel-
karzinomen des Kopf- und Halsbereichs ist dieser Antikérper seit 2006 in Kom-
bination mit einer Strahlentherapie und seit 2008 zusammen mit einer platinba-
sierten Chemotherapie (Cis —oder Carboplatin plus 5-Fluoruracil) zugelassen.
Ausschlaggebend fir diese Zulassung waren die groBe, randomisierte Phase-
[lI-Studie von Bonner J. et al. und die randomisierte Phase-llI-Zulassungsstudie
EXTREME (Erbitux in First-line Treatment of Recurrent or Metastatic Head and
Neck Cancer) von Vermorken J. B. et al.

Bonner et al. veroéffentlichten 2006 Ergebnisse aus einer Phase-Ill-Studie, in
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der, bei Patienten mit Kopf- und Halskarzinomen, die alleinige Radiotherapie
mit der Radiotherapie in Kombination mit Cetuximab verglichen wurde. Die
Kombination einer Radiotherapie mit Cetuximab, im Vergleich zur alleinigen
Radiotherapie, steigert die Dauer des progressionsfreien Uberlebens, verlan-
gert das durchschnittliche Gesamtiiberleben und verbessert die Zeit der lokore-
gionalen Kontrolle. Nebenwirkungen dahingegen fielen unter der Hinzunahme
von Cetuximab im Wesentlichen nicht starker aus (Ausnahmen bildeten Haut-
ausschlage und Infusionsreaktionen) [278]. Ein Update der Phase-IlI-Studie von
Bonner et al. wurde 2010 verdffentlicht und prasentiert die 5-Jahresauswertung
der Studie. Die Ergebnisse dieser Langzeitanalyse bestatigen den effektiven
Einsatz von Cetuximab in Kombination mit einer Strahlentherapie bei der Be-
handlung fortgeschrittener Plattenepithelkarzinome des Kopf- und Halsbereichs
[57].

Bei nicht vorbehandelten Patienten mit metastasiertem Plattenepithelkarzinom
des Kopf- und Halsbereichs wurde lange Zeit eine Cisplatin-basierte Chemothe-
rapie als gewdhnlicher Standard betrachtet. Dieser Ansatz wurde durch die
2008 verdffentlichten Erkenntnisse der EXTREME-Studie angefochten.
Vermorken J. B. et al. erforschten, in dieser randomisierten Phase-IlI-Studie, an
442 Patienten die Wirksamkeit von Cetuximab zusétzlich zur platinbasierten
Chemotherapie zur Erstlinientherapie rezidivierter oder metastasierter Platten-
epithelkarzinome des Kopf- und Halsbereichs. Sie kamen zu folgenden For-
schungsergebnissen. Durch die Zugabe von Cetuximab Zu
Carboplatin/Cisplatin plus 5-Fluoruracil (5-FU):

— verlangerte sich das mediane Gesamtliberleben um fast drei Monate
(10,1 Monate in der Probandengruppe, die Cetuximab zusétzlich zur pla-
tinbasierten Chemotherapie erhielten versus 7,4 Monate in der Proban-
dengruppe mit alleiniger Chemotherapie),

— stieg die Dauer des progressionsfreien Uberlebens von 3,3 Monate auf
5,6 Monate (relative Risikoreduktion von 46%),

— erhdhte sich die Ansprechrate um 80% (36% versus 20%) im Vergleich
zur alleinigen Chemotherapie ohne den monoklonalen IgG1-Antikérper.
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Zu den am haufigsten auftretenden Nebenwirkungen Grad 3 oder 4 zahlten
Anamien, Neutropenien und Thrombozytopenien. Die Haufigkeiten dieser Ne-
benwirkungen unterschieden sich in der Cetuximab-Gruppe und der Gruppe mit
alleiniger Chemotherapie nur unwesentlich. Unerwiinschte Reaktionen, die in
der Cetuximab-Gruppe deutlich éfters beobachtet wurden waren Sepsis, Haut-
reaktionen 3. Grades und infusionsbedingte Nebenwirkungen [279].

Zwei weitere, monoklonale Antikérper, die gegen den EGF-Rezeptor gerichtet
sind, Panitumumab und Zalutumumab sind gegenwertig Teil groBer klinischer
Untersuchungen.

Panitumumab (Vectibix®) ist ein zu 100% humaner IgG2-Antikdrper, der zurzeit
fir die Behandlung von metastasierenden kolorektalen Karzinomen zugelassen
ist. Plattenepithelkarzinome des Kopfes und Halses stellen eine weitere Tumor-
entitat dar, bei der ein Vorteil durch die Therapie mit Panitumumab zu erwarten
ist. Kruser T.J. et al. untersuchten 2008 die Steigerung des Ansprechverhaltens
auf die Strahlentherapie durch Panitumumab bei Karzinomen des oberen Aero-
digestivtrakt. Die Untersuchungsergebnisse deuten darauf hin, dass die Kombi-
nation einer Strahlentherapie mit dem monoklonalen Antikdrper Panitumumab

gunstige Auswirkungen hat [280].

Zalutumumab ist ein ebenfalls zu 100% humaner IgG1-Antikdrper, der sich ge-
genwertig noch in der klinischen Entwicklung befindet. Hier ist er hauptséachlich
von Interesse fur die Behandlung von Plattenepithelkarzinomen des Kopf- und
Halsbereichs, spielt aber ebenfalls eine Rolle in laufenden Studien mit nicht-
kleinzelligen Bronchialkarzinomen und kolorektalen Karzinomen [281, 282]. In
einer kirzlich veréffentlichten, randomisierte Phase-IlI-Studie von Machiels J. P.
et al., wurde die Anwendung von Zalutumumab zur Therapie von Patienten mit
Kopf- und Halskarzinomen, bei denen eine platinbasierte Chemotherapie ver-
sagt hat, untersucht. Die Untersuchungsergebnisse zeigen, dass die Kombina-
tion von Zalutumumab mit der gewdéhnlichen Therapie zu einer Verlangerung
des progressionsfreien Uberlebens bei Patienten mit refraktarem Kopf- und
Halskarzinom, bei denen die platinbasierte Chemotherapie versagt hat, flhrt
[283].
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Die Antagonisierung der intrazellularen Domane des EGFR durch niedrigmole-
kulare Tyrosinkinaseinhibitoren, wie Gefitinib und Erlotinib, ist die zweite Mdg-
lichkeit, den EGF-Rezeptor zu blockieren. Gefitinib (Iressa®) und Erlotinib
(Tarceva®) sind bisher zugelassen flr die Behandlung von nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinomen. Der Stellenwert dieser beiden Tyrosinkinaseinhibitoren in
der Therapie von Kopf- und Halskarzinomen wird derzeit noch in verschiedenen
klinischen Studien untersucht [284-288].

Neben der Hemmung des EGF-Rezeptors ist die VEGF-Inhibition die zweite,

vielfach untersuchte, zielgerichtete molekulare Therapiestrategie.

Der wohl bekannteste und erste zugelassene Hemmstoff der Angiogenese ist
Bevacizumab, ein humanisierter monoklonaler Antikérper, der mit hoher Affinitat
VEGF bindet. Bevacizumab (Avastin®) ist bisher fiir die Behandlung von kolo-
rektalen Karzinomen, nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen, Mammakarzi-
nomen, Nierenzellkarzinomen und Glioblastomen zugelassen. Die Rolle von
antiangiogenetischen Strategien in der Therapie von Plattenepithelkarzinomen
des Kopf- und Halsbereichs wird in vielen laufenden klinischen Studien genauer
untersucht und liefert bereits vielversprechende Erkenntnisse. Eine Zulassung
von VEGF-Inhibitoren fiir die Behandlung von Kopf-Hals-Karzinomen liegt der-
zeit aber noch nicht vor. Argiris A. et al. verdffentlichten 2011 Ergebnisse einer
Phase-1I-Studie, in der die Wirksamkeit von dem Zytostatikum Pemetrexed in
Kombination mit Bevacizumab bei Patienten mit rezidiviertem oder metastasier-
tem Karzinom des Kopf- und Halsbereiches untersucht wurde. Der Zusatz von
Bevacizumab zu Pemetrexed flhrte zu erfolgsversprechenden Ergebnissen
[289]. In verschiedenen weiteren aktuellen Studien wird die Bedeutung von Be-
vacizumab, in Kombination mit Chemotherapie, Strahlentherapie oder EGFR-
Inhibitoren getestet [290-292].

Sorafenib (Nexavar®) und Sunitinib (Sutent®) sind antiangiogenetische Phar-
maka aus der Gruppe der Tyrosinkinaseinhibitoren, die bereits flir die Behand-
lung verschiedener Karzinome zugelassen sind. Sorafenib findet Anwendung in
der Therapie des fortgeschrittenen Nierenkarzinoms und hepatozellularen Kar-
zinoms. Sunitinib wird, wie Sorafenib, ebenfalls fir die Behandlung von Nieren-
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zellkarzinomen eingesetzt und ist daneben auch in der Zweitlinientherapie ma-
ligner, gastrointestinaler Stromakarzinome zugelassen [293-296]. Der Stellen-
wert von Sorafenib und Sunitinib in der Therapie von Patienten mit Kopf- und
Halskarzinomen wird gegenwertig noch in klinischen Studien erforscht. Es lie-
gen bereits Daten verschiedener Phase—II-Studien vor, in denen die Wirksam-
keit und Toxizitat von Sunitinib als Monotherapie bei der Behandlung von Pati-
enten mit rezidivierenden oder metastasierenden Plattenepithelkarzinomen des
Kopf- und Halsbereichs untersucht wurden. Allerdings liefern diese Untersu-
chungen noch keine vielversprechenden Ergebnisse tber den Nutzen von Suni-
tinib als Monotherapie bei Kopf- und Halskarzinomen [297-299]. Bozec A. et al.
beurteilten in einer Studie die Wirksamkeit der Behandlungskombination aus
Sunitinib, Cetuximab und Strahlentherapie. Laut ihren Angaben ist diese Thera-
piekombination méglicherweise flr die Zukunft von Interesse und soll in weite-
ren Studien erforscht werden [300]. Die Anwendung von Sorafenib in der The-
rapie von malignen Erkrankungen des Kopf- und Halsbereichs ist ebenfalls Teil
klinischer Untersuchungen. Aussagekraftige Ergebnisse aus Phase-II-Studien
liegen aber auch hier noch nicht vor [301, 302].

Neben den EGFR und VEGFR-assoziierten Behandlungsstrategien, stellen In-
hibitoren alternativer Angriffsziele, wie z.B. Src-Kinasen, eine weitere, mdégli-
cherweise zukunftsnahe Option der molekularen Therapie bei Kopf- und Hals-
karzinomen dar. Src-Kinasen sind in einer Vielzahl zellularer Signalwege invol-
viert und beeinflussen die Angiogenese sowie die Proliferation, Migration und
Adhasion von Zellen. Eine erhdhte Src-Expression korreliert in einigen Tumoren
mit einer schlechteren Krankheitsprognose. Interessant ist auch, dass eine er-
héhte Aktivitat der Src-Tyrosinkinase das Wachstum EGFR-exprimierender
Tumoren verstéarkt [251, 265, 303]. Die Daten einer Studie von Wheeler D. L. et
al. zeigen auf, dass Tyrosinkinasen der Src-Familie in Cetuximab-resistenten
Zellen in hohem MaBe aktiviert sind. Darlberhinaus konnten Cetuximab-
resistente Zellen durch die Behandlung mit dem Src-Inhibitor, Dasatinib fir Ce-
tuximab, resensibilisiert werden. Diese Untersuchungsergebnisse deuten da-
raufhin, dass Src-Kinasen und EGFR bei Resistenzen gegen Cetuximab koope-
rieren. Dual gerichtete Therapien, die gleichzeitig am EGF-Rezeptor und an
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Src-Kinasen ansetzen, werden daher als mdégliche Strategie angesehen, eine
Resistenz gegentber Cetuximab zu umgehen [304]. Dasatinib ist ein wirksamer
Hemmstoff gegen Tyrosinkinasen wie Src. Derzeit wird die Bedeutung von Da-
satinib allein, oder als Kombinationstherapie mit Cetuximab, flr die klinische
Anwendung bei verschiedenen maligen Erkrankungen, unter denen sich auch
Plattenepithelkarzinome des Kopf- und Halsbereichs befinden, in Studien getes-
tet [229, 265, 305, 306].

Auch MAGE-A Antigene gelten als geeignete Ziele fur die molekulare Krebsthe-
rapie, da sie von vielen Tumoren exprimiert werden, und neben ihrer Expressi-

on auf Tumorgewebe nur im Keimzellgewebe vorkommen.

Zusammenfassend kann man festhalten, dass zielgerichtete molekulare Thera-
pien mogliche neue Optionen in der Therapie von Kopf- und Halskarzinomen,
selbst bei schwerkranken oder vorbehandelten Patienten, bei denen eine ge-
wohnlich Chemotherapie oder Radiatio nicht toleriert wiirde, darstellen. Wéh-
rend der monoklonale 1gG1-Antikdrper Cetuximab fir den klinischen Gebrauch
bei der Behandlung von Patienten mit Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-
Bereich schon zugelassen ist, sind weitere Hemmstoffe des EGF-Rezeptors,
sowie molekulare Therapiestrategien, die gegen VEGFR oder Src-Kinasen ge-
richtet sind, gegenwertig noch Teil klinischer Studien.
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5. Zusammenfassung

Kopf- und Halskarzinome sind maligne Tumoren, die von verschiedenen Regio-
nen des oberen Aerodigestiviraktes hervorgehen. Der weitaus haufigste histo-
logische Typ ist das Plattenepithelkarzinom. Die allgemein am meisten betrof-
fenen Regionen sind die Mundhohle, der Oropharynx, der Hypopharynx und der
Larynx. Plattenepithelkarzinome des Kopf- und Halsbereichs sind weltweit die
sechst haufigste Malignomerkrankung [307]. Trotz Fortschritte in der Therapie,
bleibt das Langzeitiberleben von Patienten mit einem Kopf- oder Halskarzinom
schlecht. Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate von oralen Karzinomen ist welt-
weit kleiner als 50%. Das heiB3t, mehr als die Halfte der Patienten verstirbt in-
nerhalb der ersten finf Jahre an dem Tumorleiden. Diese schlechte 5-Jahres-
Uberlebensrate blieb die letzten drei Jahrzehnte leider unveréandert [308]. Die
hohe Rezidivrate stellt weiterhin ein groBes Problem bei Patienten mit fortge-
schrittenem Karzinom dar. Selbst bei histopathologisch tumorfreien Resektat-
randern nach vollstandiger Karzinomentfernung treten lokale Rezidive in 10 bis
30% der Falle bei fortgeschrittenen Tumoren auf [309]. Vor diesem Hintergrund
ist die Friherkennung von Tumorrezidiven und Fernmetastasen ein wichtiges
Ziel bei der Bemiihung um eine Verbesserung der Uberlebensrate. Durch den
Einsatz von diagnostischen Verfahren wie Tumormarkern kénnen hier mégli-

cherweise erfolgsversprechende Fortschritte in der Zukunft gemacht werden.

Chirurgie, Chemotherapie und Strahlentherapie sind derzeit die drei Sdulen der
Standardtherapie von Patienten mit lokal fortgeschrittenem Plattenepithelkarzi-
nom des Kopfes oder Halses. Der Einsatz von molekularen, zielgerichteten

Therapieoptionen gewinnt aber zunehmend an Bedeutung.

In der vorliegenden Arbeit wurde das Expressionsverhalten finf zellularer Mar-
ker beim metastasierenden Plattenepithelkarzinom des Kopf- und Halsberei-
ches untersucht. Bei den getesteten Markern handelte es sich um einen MAGE-
A, zwei verschiedenen VEGF, einen EGFR und einen C-Src-Tyrosinkinase An-
tikdrper. Im Einzelnen sollte hinterfragt werden, ob ein Zusammenhang zwi-

schen der Antikérperexpression und verschiedenen, klinischen und histopatho-
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logischen Parametern (pT-Stadium, pN-Stadium, histologisches Grading, Tu-
morverhornung, Patientenalter, Geschlecht des Patienten) besteht. Weiterhin
war von Interesse, ob Parallelen zwischen dem Expressionsverhalten der ver-
schiedenen Antikérper untereinander zu erkennen sind. Die Ergebnisse wurden
anschlieBend mit Erkenntnissen aus anderen Studien und Literaturangaben

verglichen.

Hinsichtlich des Zusammenhangs zwischen der Antikdrperexpression im Pri-
martumor und in den Lymphknotenmetastasen bei einem Patienten wurde bei
vier von fanf Antikérpern (MAGE-A, VEGF-C, EGFR und C-Src) eine signifikant
positive Korrelation festgestellt. Bei einem der finf Markern (VEGF-A) konnte
diesbezlglich kein Zusammenhang aufgezeigt werden. Bezogen auf die ldenti-
fizierung von Parallelen zwischen dem Expressionsverhalten und den klinischen
bzw. histopathologischen Parametern konnten, abgesehen von einer Ausnah-
me, im Allgemeinen keine signifikanten Ergebnisse ermittelt werden. Lediglich
Tendenzen zu eventuellen Zusammenhangen waren erkennbar. Bei der Aus-
nahme handelt es sich um die signifikant positive Korrelation zwischen der

EGFR-Expression im Primartumor und der pN-Klassifikation.

Soweit gibt es zahlreiche Erkenntnisse aus verschiedenen Studien Uber das
Expressionsverhalten zellularer Marker beim Kopf-Hals-Karzinom. Diese Arbei-
ten konzentrierten sich seither vor allem auf Zusammenhange zwischen der
Antikdrperexpression und klinischen sowie histopathologischen Parametern.
Korrelationen zwischen der Expression zelluldrer Marker im Prim&rtumor und
den zugehdrigen Lymphknotenmetastasen scheint bei Kopf- und Hals-
Karzinomen bisher weitgehend unerforscht zu sein. Trotz ausfihrlicher Litera-
turrecherche konnte lediglich eine Studie von Carlsson et al., in welcher die
EGFR-Expression beim Larynxkarzinom untersucht wurde, gefunden werden.
Auch hier konnte ein positiver Zusammenhang zwischen der EGFR-Expression
im Primartumor und den korrespondierenden Lymphknotenmetastasen fest-
gestellt werden [259]. Bei einigen anderen Tumorentitaten, z.B.
Mammakarzinom, Zervixkarzinom und Osophaguskarzinom scheint dieser Zu-

sammenhang bereits etwas besser untersucht zu sein [310-313].
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AbschlieBend lasst sich sagen, dass zellulare Marker zuklinftig eine immer gro-
Ber werdende Bedeutung bei der Diagnostik, Prognostik und Therapie von
Kopf- Hals-Karzinomen bekommen. Hierfir bedarf es weiteren Untersuchungen
zum Expressionsverhalten zellularer Marker beim Kopf-Hals-Karzinom. Hierbei
sind insbesondere Studien zum Vergleich der Expression im Primartumor und

den Metastasen, bzw. Lymphknotenmetastasen zu erwahnen.
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7. Abkurzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

A. Arteria

AFP Alpha-Fetoprotein

AR Amphiregulin

AS Aminosauren

ATP Adenosin-Tri-Phosphat
bFGF basic Fibroblast Growth Factor
BTC Bettacellulin

BAGE B melanoma antigen

CDK4 Cyclin-dependet kinase-4
CEA Carcinoembryonic Antigen
Csk C-terminale Src Kinase

Chk Csk homologeus kinase

cm Zentimeter

CT Computertomographie

CTA Cancer-Testis-Antigen

DAB Diaminobenzidine

dest. Destiliert

d.h. das heiBt

EBV Epstein Barr Virus

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
EGF Epidermal Growth Factor
EGFR Epidermal Growth Factor Receptor
engl. englisch

Ep-CAM Epithelial cellular adhesion molecule

ERG Epiregulin

et al. et alia (und andere)

EXTREME Erbitux in First-line Treatment of Recurrent or Metastatic Head and
Neck Cancer

Flk-1 fetal liver kinase-1
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Flt

G
GAGE
HB-EGF
HER
HIV
HLA
HNO-Arzt
HNSCC
HPV
HRG
HRP

[¢
Kateg.
kDa
KDR
KGF

I

lat.

m

M.

mAb
MAGE
MAPK
mind.
MMPs
MRT

NRG
NRP
NY-ESO
OPG

fms-like tyrorinekinase

Grading

G melanoma antigen

Heparin-binding EGF-like growth factor
Human epidermal growth factor receptor
Humanes Immundefizienz-Virus
Humanes Leukozyten Antigen
Hals-Nasen -Ohren-Arzt

head and neck squamous cell carcinoma
humane Papillomaviren

Heregulin

Horse radish Peroxidase (Meerrettichperoxidase)
Immunglobulin

Kategorien

Kilodalton

kinase-insert domain receptor
Keratinocyte Growth Factor

long

lateinisch

mannlich

Musculus

monoclonal antibodies (monoklonale Antikdrper)
Melanoma associated antigen
Mitogen-Aktivierte-Proteinkinase
Mindestens

Matrixmetalloproteinasen
Magnetresonanztomographie

Nervus

Neuregulin

Neurophilin

New York eosphagial squamous cancer antigen

Orthopantomogramm
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Orf-Virus Parapoxvirus ovis

p pathologisch

PBS phosphate buffered saline (Phosphatgepufferte Salzlésung)
PDGF Platelet Derived Growth Factor

PET Positronen-Emissions-Tomographie

pH pondus Hydrogenii

PIGF Placenta growth factor

PI3K Phosphtidylinositol-3-Kinase

p-Wert Signifikanzwert (engl. p-value von probability)
s Spearman's Rank Correlation Coefficient

S short

S soluble (l6slich)

SFKs Src family kinases (Familie der Src-Kinasen)
Syn. Synonym

TAA Tumorassoziierte Antigene

TGF-a Transforming Growth Factor-alph

TK Tyrosinkinase

TKI Tyrosinkinase-Inhibitoren

TNF Tumornekrosefaktor

TNM Tumor Nodes Metastasen

TSA Tumorspezifische Antigene

u.a. unter anderem

UICC Union internationale contre le cancer

V. Vena

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor

VEGFR Vascular Endothelial Growth Factor Rezeptor
vgl. vergleiche

VPF vascular permeability factor

w weiblich

z.B. zum Beispiel

HUm Mikrometer

127



Danksagung

An dieser Stelle mdchte ich mich bei all den Menschen bedanken, die mir bei
der Durchfihrung der vorliegenden Arbeit zur Seite standen.

Mein besonderer Dank gilt Herrn Priv.-Doz. Dr. Dr. Urs Muller-Richter fir die
Uberlassung des Promotionsthemas sowie fiir seine freundliche Betreuung und
Unterstitzung wahrend dieser Arbeit.

Ebenso danke ich Prof. Alfred Renk fiir die Ubernahme des Koreferats.

Weiterhin danke ich einigen Mitarbeitern des Pathologischen Institust fir Ihre
Hilfe wahrend meiner Laborarbeiten. Insbesondere mdchte ich hier die enga-
gierte Hilfe der technischen Assistentinnen der Immunhistochemie bei der
Durchfihrung meiner Laborversuche erwéhnen. Einen ebenso groBen Dank
moéchte ich an Dr. Stephan Rauthe fir seine hilfreiche Unterstiitzung bei der
Auswertung meiner Farbungen sowie fir seine Hilfe bei histopathologischen
Fragestellungen richten.

Bei Kristina Lurz mdchte ich mich recht herzlich flr die statistische Beratung
bedanken.

Bei meinen lieben Eltern, Elisabeth und Friedrich-Wilhelm Stratmann, méchte
ich mich von ganzem Herzen flir lhre immer uneingeschrankte Unterstiitzung

und lhren Rickhalt bedanken.

Nicht zuletzt gebihrt der gréBte Dank meinem lieben Ehemann, André
Stratmann, flir seine tatkraftige Hilfe und seine moralische und liebende Unter-
stltzung.



Lebenslauf

Personliche Angaben:

Geburtstag: 15. August 1983
Geburtsort: Essen
Familienstand: verheiratet mit André Stratmann
1 Kind (Noah-Philipp, 3. Juni 2011)
Eltern: Elisabeth Stratmann u. Friedrich-Wilhelm Stratmann
Geschwister: 3 Briider

Ausbildung, beruflicher Werdegang:

1990 — 1994 Grundschule, Gevelsberg

1994 — 2003 Gymnasium, Gevelsberg

2004 - 2009 Studium der Zahnmedizin, Universitat Wirzburg

2009 Staatsexamen Zahnmedizin

2009 - heute Promotion an der Klinik und Poliklinik fiar Mund-, Kiefer- und
Gesichtschirurgie der Universitat Wirzburg

2010 - 2011 Assistenzzahnarztin (Dr. Lenz, Minchen)

2011 — heute Assistenzzahnarztin (Dr. Bieber-Michler, Heimstetten)

Praktika, Weiterbildungen, Auslandsaufenthalte:

Jul. 03 - Sep. 03  Praktikum, Marienkrankenhaus, Schwelm
Okt. 03 - Jan. 04  Praktikum, Denver Health Hospital, Colorado, USA

Mar. 06 - Apr. 06  Praktikum, Praxis fir Mund-, Kiefer-, Gesichtschirurgie,
Radolfzell

Mar. 08 — Apr. 08 Praktikum, Mund-, Kiefer-, Gesichtschirurgie, Helios-
Klinikum Erfurt

Aug. 08 - Sept. 08 Famulatur am Padhar Hospital, Madhya Pradesh, Indien

Unterhaching, September 2012



