-

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you byf’f CORE

provided by MACAU: Open Access Repository of Kiel University

Aus der Klinik fir Hals-Nasen-Ohrenheilkunde, Kopfid Halschirurgie
des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein, Casgiel

(Direktorin: Frau Prof. Dr. med. Petra Ambrosch)

ZUSAMMENHANG ZWISCHEN
EXPRESSION DES PROTEINS CD44Ve6,
METASTASIERUNG UND UBERLEBEN BEI
PATIENTEN MIT
PLATTENEPITHELKARZINOMEN DES
OROPHARYNX

Inauguraldissertation
zur
Erlangung der Doktorwirde
der medizinischen Fakultat

der Christian-Albrechts-Universitét zu Kiel

vorgelegt von
BIRGIT KASPER

aus Bautzen

Kiel, 2009


https://core.ac.uk/display/250312316?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

1. Berichterstatter: Prof. Dr. Gottschlich

2. Berichterstatter: Prof. Dr. Kalthoff
Tag der mindlichen Prufung: 01.07.2009
Zum Druck genehmigt, Kiel, den 01.07.2009

gez.: Prof. Btick
(Vorsitzender dPrifungskommission)



INHALTSVERZEICHNIS

11

111

1.1.2

1.1.3

114

1.2

1.2.1

1.2.2

1.2.3

1.3

2.1

2.2

2.3

231

2.3.2

2.3.3

2.3.5

2.4

2.5

] ] LT (] o PSSR 1
Plattenepithelkarzinome des OropharynX .....ceeeceeeeveeviiiiiiinnneeeeeeeenn, 1
Epidemiologie des OropharynxkarzinOms ...........ccccooeveeeieeiiiiieeieeiinnnnnns 1
Begunstigende Faktoren zur Entwicklung eespharynxkarzinoms....... 1
Therapie des OropharynxKarzinOms ....ccceeevvvveiiiiiiiiiie e 2
Prognose des OropharynxkarzinOmsS..........cccceeeeiiieeeeeeeeeeeeieeeeiivieeee 2
DasZelladhasionsmolekil CDA4V6..............eevieeeeeeiee e 3

Aufbau und Expression der CD44-ProteiN€. .cccvvuvviiieeeiiiiiiiiieeeeininnn. 3

Funktion der CD44-Proteine ............oceewmeeeeeruummmmniianaaeeeeaeeeaeeeeeeeennnes 5
Vorkommen von CD44 in Tumorgewebe............cceeiiiiiiiieeeiieeeeeeeeiiis 5
Fragestellung und ZielSetZUNQ ............eceeeiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee 6..
Material und Methoden ...........cooiiiiiiiiiiiee s 7.

Materialgewinnung und Datenerhebung .... .o ..eeeeeeiieeeeeeeeeeeesseeeeeennnn 1

Klinische und histologische Daten........ccceevvvviiiiiiiiiiiee e 7
MEENOTEN ... e 12
Vorbereitung der TUmMOrbIOCKE ... 12
Hamalaun-Eosin-Farbung ... 12
Immunhistochemische Farbung und AntikOrpestling................evveeeeennn. 12
Negativ- und Positiv-Kontrollen ... 13
MikroskopiSChe AUSWEITUNG......ccooviii e 14.

StatiStiSChe AUSWEITUNG .......ccvveeeees e eeeeeaentansanns s e e e e e e e aeeaeeeeees 14



3.1

3.1.1

3.1.2

3.1.3

3.2

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.5

o [T o] 1S = 16

ANTIGENEXPIESSION .ttt s ettt s s e e e e e e e e e e e eeeeeeesesbennnnnnnre 16
FArbequalitat............ooovuii i 16

Expression von CD44v6 im TuMOrgewWebe o .ooveeeeeeeeeeeeeeeeeiiiinnnnnnn 17

Antigenexpression und Differenzierungsgrad...........cccccceeeeeeiievvieviinnnnnns 18
Patientenuiberleben in Korrelation zur Antiggamession............ccccceevvvveee. 19
DISKUSSION ...ttt e e e e e e e e e e e 21

Prognoseparameter des Oropharynxkarzinoms..............cccevvvvvvvvvnnnnnnnn. 21
Das Membranprotein CDA44V6 ...............uuuuummmmmmeerennnnnaaaaeaaeeeeaeeeeeeeeeesnnnnes 22
EXpression von CDA44V6.............coeevvviiiimmmmmmeeeeeeeeeeeiiiiiiiinnnnee e eeneeeeen 40 2
Expression von CD44v6 und Metastasierung..........cceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneennnns 25
Expression von CD44v6 und DifferenZierung.e . ..eeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeinnns 27

Korrelation der CD44v6-Expression mit dem Uberlelben PK-KH

und anderen TUMOrENTEELEN . ... on e 29
ZUSAMMENTASSUNG ......ccoiiiiiieieeieieee et e s e e e e e e eeaeeeeeeeeenesnnnns 33
LIt eratUrVerZEICHNIS ... e 35



1. Einleitung

1.1 Plattenepithelkarzinome des Oropharynx
1.1.1 Epidemiologie des Oropharynxkarzinoms

Jahrlich erkranken etwa 350 000 Menschen in dedBsiepublik Deutschland an bdsartigen
Tumorerkrankungen (Lang et al., 2002). Der Kopfd-aéreich ist dabei zu einem Antell
von 6,3% betroffen, hochgerechnet nach den Inzidész des Saarlandischen Krebsregisters.
Damit folgen diese Malignome in der Haufigkeitsedting mit dem Harnblasenkarzinom an
vierter Stelle nach dem Prostata-, dem Lungen- u®in Kkolorektalen Karzinom
(Arbeitsgemeinschaft bevodlkerungsbezogener KreimergDeutschland in Zusammenarbeit
mit dem Robert-Koch-Institut, 2002).

Bezuglich der Verteilung innerhalb des Kopf-HalsBehes lasst sich sagen, dass sich die
meisten Malignome, meist Plattenepithelkarzinomankaranarayanan et al., 1998), im
Larynx entwickeln, gefolgt von Tumoren des Oro- wle$ Hypopharynx (Lang et al., 2002).
Da das Tumorwachstum im Oropharynx eher spat zup8ymen oder Beeintrachtigungen
fuhrt, liegen die Tumoren zum Zeitpunkt der Diagsiellung meist in einem
fortgeschrittenen Stadium vor. Allerdings befindasre sich in einem weniger weit
fortgeschrittenen Stadium als im Bereich des Hypoyix oder der Nasennebenhéhlen, was
sich durch die bessere Einsicht in die BereicheQtepharynx erklaren lasst (Remmert et al.,
2001).

Die betroffenen mannlichen Patienten sind bei Diasgstellung im Mittel 58 Jahre alt, die
weiblichen Patienten 62 Jahre (Lang et al., 2002).

1.1.2 Begunstigende Faktoren zur Entwicklung eine®ropharynxkarzinoms

Risikofaktoren fur die Erkrankung an einem Platmtielkarzinom des Kopf- und
Halsbereiches (PK-KH) sind besonders das RauchdrdanAlkoholabusus. Da die Zufuhr
dieser Genussmittel in den letzten Jahrzehntenesagt zugenommen hat, ist die
epidemiologische Entwicklung mit zunehmend auch ggien betroffenen Patienten

nachvollziehbar. Noch erkranken Manner etwa viértm@ufiger als Frauen, wofur das



unterschiedliche Verhalten im Umgang mit den getem&toffen urséchlich ist (Tuyns et al.,
1988, Rice and Becker, 1994).

Daneben kénnen onkogene Viren wie humane Papilloaravbesonders Typ 16 und 18 eine
Zelltransformation bewirken indem ihre Gene direktlas Zellgenom integriert werden und
zu einer Inaktivierung des p53-Gens fuhren. Dieaush fur die Entstehung von Karzinomen
der Mundhdhle und des Oropharynx beschrieben (Mah.£1994; van Houten et al., 2001).

1.1.3 Therapie des Oropharynxkarzinoms

Bei der Therapie wird eine mdglichst komplette Enting des Tumors angestrebt. Dieses
erfolgt meist chirurgisch, gegebenenfalls lasetogisch und wird je nach Tumorstadium,
das heif3t mit zunehmender Gré3e des Tumors undndgpnechender Geweberesektion, tber
unterschiedliche Zugangswege durchgefiihrt. So wandsoral, transzervikal mit eventuellen

Defektverschliissen und plastischen Rekonstruktiopeniert.

Bezuglich der Behandlung der Halslymphknoten kometien der reinen Beobachtung, bei
fehlenden Halslymphknotenmetastasen, die selektadikale beziehungsweise modifiziert
radikale Neck-Dissektion bei nachgewiesenen Metastan Betracht.

Bei fortgeschrittenen Tumoren kann eventuell eirm@li®Chemotherapie erwogen werden.
Palliativ kann eine alleinige Chemotherapie mit pagn, Carboplatin, 5-Fluouracil und
Taxanen diskutiert werden, wenn Fernmetastasen ddenorstadien ohne weitere
chirurgische oder strahlentherapeutische Optionliegen (Deutsche Krebsgesellschaft:
Kurzgefasste Interdisziplinare Leitlinien, 2002).

1.1.4 Prognose des Oropharynxkarzinoms

Da Tumoren im Oropharynx lange asymptomatisch bleilkbnnen, besteht bei einem
Grol3teil der Patienten mit PK-KH bereits bei Stefjuder Diagnose ein fortgeschrittenes
Tumorstadium. So liegen bei 2/3 der Patienten t®ektgimphknotenmetastasen vor (Remmert

et al., 2001), die sogar haufig das erste Symptarstellen.

Dem Lymphknotenstatus féllt eine besondere proggubst Bedeutung zu, da mit

zunehmendem Befall die 5-Jahres-Uberlebenswahrdidigieit von 80%, bei fehlendem



Lymphknotenbefall (NO), auf 45% bei betroffenen Llpimknoten absinkt. Daneben sind
aul3erdem die Anzahl der befallenen Knoten, derekalisation und ein eventueller
Kapseldurchbruch entscheidend (Houck und Medin@519

Mit abnehmendem histopathologischen Differenziesgngd und zunehmender GréRe des
Primartumors steigt die Wahrscheinlichkeit fur Megtsen (Remmert et al.,, 2001). Zudem
sinken die Madoglichkeiten einer vollstandigen chgigschen Entfernung des Tumors mit
dessen GroRRe, da diese im Kopf-Hals-Bereich dwbkrswichtige anatomische Strukturen

limitiert ist.

Mit einer unvollstdndigen Resektion steigt wiederdi®m Wahrscheinlichkeit eines Rezidivs,
die ihren Ursprung meist aus den Randbezirken #iemaligen Primartumoren nehmen
(Remmert et al., 2001).

Insgesamt ist die durchschnittliche UberlebenstitPatienten mit Oropharynx-Karzinomen
langer als die der Patienten mit Hypopharynxkanmzrien, aber schlechter, als die der
Patienten mit Mundhohlen- oder Zungenkarzinomen. b8tragt die 5-Jahresuberlebens-
wahrscheinlichkeit beim Oropharynxkarzinom 28% nioélypopharynxkarzinom 17%, beim
Mundhdhlenkarzinom 41% (Berrino et al., 1998).

1.2 Das Zelladhasionsmolekil CD44v6
121 Aufbau und Expression der CD44-Proteine

Die Proteine der CD44-Klasse sind Glykoproteine,tdansmembranar bei unterschiedlichen
Zellpopulationen lokalisiert sind. Andere Bezeichgen fiir dieses Protein sind
phagozytotisches Glykoprotein 1 (Pgp-1) (Hughes.etl983), extrazellularer Matrixrezeptor
I (ECMR-Il) (Carter und Wayner, 1988), HUTCH-1 (Iz#in et al.,, 1989), HCAM
(Goldstein et al., 1989) und Hermes-Antigen (Jatkaond Jalkanen, 1992). Das CD44-Gen
befindet sich auf Chromosom 11pl3 und besteht ausdestens 20 Exons. Durch
gewebespezifisches alternatives Splicing und desadntuell zusatzliche posttranslationale
Modifikationen wie N- und O-Glykosylierung und Glykaminoglykanisierung entstehen die
verschiedenen Isoformen dieser Protein-Familie @isbkvar et al., 1991; Jalkanen und
Jalkanen 1992; Screaton et al., 1992; Bennett.etl@95; Jackson et al., 1995). Unterteilt



man das Protein in seiner Struktur in vier Teileeedistale extrazellulare, eine membran-
proximale (extrazellulare), eine transmembrandsd ame zytoplasmatische Region, so
finden die Veranderungen durch alternatives Sgi¢iauptsachlich im membran-proximalen
Teil (Exons 6-15) und im zytoplasmatischen Endeofsx18-20) statt. Dahingegen scheint
sowohl der transmembrandse Teil, als auch der éilaygoplasmatische Teil aus den Exons
16 und 17 und die distale extrazellulare Domanstebend aus den Exons 1-5 konstant bei

den verschiedenen Isoformen aufgebaut zu seingdtcret al., 1992).

Die haufigste Form dieser Proteinklasse ist die &Btandard-Form (CD44s, 85-95kDa), der
die gesamte variable Region (Exons 6-15) fehlt f@t&kovic et al., 1989, Brown et al.,
1991). Diese Form erscheint auf den meisten nomrméa&tlen sowohl im adulten, wie auch
im embryonalen Organismus. Dazu zahlen zum Beispiel hAmatopoietischen Zellen,
Endothelzellen, Keratinozyten, Chondrozyten unlivegse auch Neuralzellen (Dalchau et al.,
1980; Nottenburg et al., 1989; Picker et al., 1988menkovic et al., 1989, Zhou et al.,
1989). Dagegen ist die Expression der Varianternr eld bestimmte Zellpopulationen

beschrankt.

So wird CD44v6, Exons 3-10 hauptsachlich auf T-Limmpyten exprimiert und wurde schon
kurz nach seiner Entdeckung, bei der es als Mdikemetastasierende Tumoren der Ratte
beschrieben wurde (Gruber et al., 1992), mit Lyngytenaktivierung in Zusammenhang
gebracht (Guo et al., 1996). Diese Verbindung windh durch das vermehrte Erscheinen des
Proteins bei Autoimmunerkrankungen wie Glomeruldmijolen, Diabetes mellitus,
Rheumatoider Arthritis und entzuindlichen Darmerktargen (Gunthert et al., 1991; Herrlich
et al., 1993; Naujokas et al., 1993; Weiss etl98) belegt.

Auf normalen Epithelzellen zeigt sich insgesamt lefies und gleichmaRiges Vorkommen
von CD44v6 (Fox et al., 1994), besonders auch mMigndschleimhaut und der normalen
Haut, wobei die obersten Epithelschichten, also dehornten Keratinozyten, keine

Expression aufweisen (Van Hal et al., 1999).

Neben dem beschriebenen Erscheinen auf Zellmembrarterschiedlicher Zellpopulationen
konnte auch eine Freisetzung des CD44-Proteinenmdrmalen Blutkreislauf nachgewiesen
werden (Dalchau et al., 1980; Telen et al., 1988as et al., 1989; Picker et al., 1989), so
dass in der letzten Zeit verschiedene Studien rweBtung im Blut geloster CD44-Proteine

als potentielle Tumormarker durchgefiihrt wurdene BErgebnisse fielen allerdings bisher



sehr unterschiedlich aus. So wurden diese Prosam®hl bei Krebspatienten, als auch bei
gesunden Freiwilligen nachgewiesen (Jung et a@6)19

1.2.2 Funktion der CD44-Proteine

Bekannt ist die Rezeptorfunktion von CD44 fir Hyahséure (Aruffo et al., 1990; Miyake

et al., 1990), fur Laminin (Jalkanen und Jalkari992), fir Fibronektin und Kollagen Typ |

und IV (Carter und Wayner, 1988). Damit scheintee®e Rolle bei der Organentwicklung

und der Entwicklung und Funktion des Immunsystemssgielen. Dort beeinflusst es das
Lymphozyten-Homing (Jalkanen et al., 1987; Hayd€89) und die Leukozytenaktivierung

(Huet et al., 1989; Shimizu et al., 1989; Dennihgle 1990). Aul3erdem findet sich auch ein
Effekt auf die Hamatopoese (Miyake et al., 1990).

Da die intrazellulare Domane von CD44 mit dem Zkebstt verbunden ist scheint sie zwei
besondere Funktionen zu besitzen. Zum einen diaulR#B@n von Zelladhasion Uber die
Affinitat von CD44 fir seine Liganden und zum areterdie Signaltransduktion, die zur

Zellaktivierung und Regulation von Zellwachstum wedltod fuhrt (Morrison et al., 2001).

Der CD44v6-Variante wird eine Beteiligung bei deeukozytenaktivierung und bei der
Myelopoese zugeschrieben (Guo et al., 1996). Sdefdr Antikbrper gegen CD44v6 die
Produktion von Granulozyten-Makrophagen-Colony-stating factor (GM-CSF) und von

Interleukin-6 (IL-6) (Khaldoyanidi et al., 2002).ugh diese Isoform findet sich wahrend der
Embryonalzeit. So verhinderten in fétalen Organkeh Antikdrper gegen CD44v6 und
andere Splice-Varianten die Entwicklung der Thynteay(Mackay et al., 1994; Terpe et al.,
1994).

1.2.3 Vorkommen von CD44 in Tumorgewebe

Bezlglich der Expression in Tumorgeweben konnte @ers CD44-Familie von einigen
Untersuchern besonders das CD44v6-Protein in Rigitthelkarzinomen in verstarktem
Mal3e nachgewiesen werden. Dies gilt vor allem fiirkiH, Plattenepithelkarzinome der
Lunge, des Osophagus, der Zervix und der Haut {8efs et al., 1993). AuBerdem scheinen
einige Isoformen, darunter CD44v6 das PotentialMatastasierung in Karzinomzellen der

Ratte zu induzieren (Glinthert et al., 1991). Eirigedien zeigten, dass eine Uberexpression



von CD44v6 in Magen- (Yamamichi et al., 1998), MaaKarzinomen (Kaufmann et al.,

1995) und Non-Hodgkin-Lymphomen (Stauder et al.,95)9 mit einer reduzierten

Uberlebenszeit einhergehen. Auch bei colorektalemdren ging die CD44v6 Expression
mit einem bereits fortgeschrittenen Tumorstadiurd Metastasierung einher (Heider et al.,
1993; Wielenga et al., 1993; Mulder et al., 199dndbe et al., 1995).

AulRerdem wurde ein vermindertes Auftreten von CB4vshrend der Entstehung von PK-

KH beschrieben (Salmi et al., 1993; Soukka etl®197; Kranke et al., 2000), womit bei dem

Plattenepithelkarzinom des Larynx eine zunehmendetadlasierung und ein kirzeres

Uberleben verbunden wurde (Spafford et al., 199&hingegen beschreiben andere Autoren,
dass die Expression dieser CD44-Isoform in PK-KKenandert zu sein (Harold-Mende et

al., 1996; Van Hal et al., 1999).

Weiterhin  scheint die verringerte CD44v6-Praseotati mit einem geringeren
Differenzierungsgrad dieser Plattenepithelkarzinelten einherzugehen (Spafford et al.,
1996; Souka et al., 1997; Kranke et al., 2000; Rodet al., 2002).

1.3 Fragestellungen und Zielsetzungen

Da dem CDA44v6-Protein schon nach den ersten Stusliiem metastasierungsinduzierende
Wirkung zugeschrieben wurde (Gruber et al., 1998) seine Expression in verschiedenen
Tumorgeweben in Verbindung mit dem Uberleben undMietastasierung steht, soll in dieser
Studie der Zusammenhang zwischen der ExpressiolCiBkv6 und der Metastasierung von
Plattenepithelkarzinomen des Oropharynx untersweatden. Hier kdnnte eine positive

Korrelation zu einer besseren Therapieplanung dggtr und einen weiteren Aufschlul3 zur

Prognose des Oropharynxkarzinoms geben.

Zudem soll die Beziehung zwischen Protein-Expressind TumorgréRe, Differenzierungs-
grad und Uberleben der Patienten dargestellt wenderaus sich ebenfalls eine Angabe zur

eventuell prognostischen Aussagekraft der Expraessiachen lasst.



2. Material und Methoden

2.1 Materialgewinnung und Datenerhebung

Das untersuchte Gewebe stammt von 120 Patieneezwischen 1994 und 2004 in der Klinik
fir Hals-, Nasen-, Ohrenheilkunde, Kopf- und Haisolgie des Universitatsklinikums
Schleswig-Holstein, Campus Kiel wegen eines Orophdarzinoms in Behandlung waren
oder noch sind. Dabei wurden sowohl Probeexzisigis), als auch Teile vollstandiger
Resektate (RO und R1) mit unterschiedlichem Diffeierungsgrad (G1-3, bzw. GX)
herangezogen, die im Institut fur Allgemeine Paib@ und Pathologische Anatomie des
Universitatsklinikums Schleswig-Holstein, CampuselKi Direktor: Prof. Dr. J. Kloppel

archiviert waren.

Weiterhin wurden die Therapieformen, Alter der &aten zum Zeitpunkt der Operation,
Geschlecht, ein eventueller Nikotin-/Alkoholabususd das Uberleben ausgewertet. Die
Unterlagen wurden durch Anfragen bei HausarztergeAnrigen und Einwohnermeldeamtern
erganzt, so dass die Krankheitsverlaufe der anStadie teilnehmenden Patienten verfolgt
werden konnten. Der Tag des Studienschlusses waridl.2004.

2.2 Klinische und histologische Daten

Insgesamt wurden 95 mannliche und 25 weiblicheeR&n in die Studie aufgenommen. Das
Alter der Patienten lag zum Zeitpunkt der Geweb®dnnhe zwischen 41 und 92 JahrBei
den mannlichen Patienten betrug der Mittelwert &8re), der Median 57 Jahre, der jlingste
Patient war zum Operationszeitpunkt 41, der alté&telahre. Bei den weiblichen Patienten
betrug der Mittelwert 57 Jahre, der Median 54 Jalte jingste Patientin war zum

Operationszeitpunkt 43, die alteste 89 Jahre.
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Abb.1: Altersverteilung der Patienten mit Orophaiarzinom (das Alter ist in Jahren angegeben)

Von den mannlichen Patienten hatte die Mehrheiereiliumor T4 nach TNM (n=39), die
Halfte T2 bzw. T3 (T2: n=25; T3: n=21), 9,6% einanforgré3e T1 (n=10). Bei den weiblichen
Patienten zeigte sich eine gleichmaliigere Vertgjlso wurde bei je sieben Patientinnen ein
T2-Tumor, T3, bzw. T4 festgestellt. Bei vier Patienen lag eine TumorgroRe entsprechend
T1 vor.

Bei 41% der mannlichen Patienten wurden keine Lyknptenmetastasen nachgewiesen
(n=39), ebenso bei 36% der weiblichen Patienter@)(n¥urden positive Lymphknoten
festgestellt, so befanden sie sich sowohl bei dénnfichen, als auch den weiblichen Patienten
zum groten Teil in einer Ausdehnung entsprecheh@niinnliche Patienten: 41%, weibliche
44%). Lymphknotenbefall gemafd N1 fand sich bei O&omannlichen Patienten und 16% der
weiblichen Patienten. Jeweils ein Patient, bzwe €atientin wies Lymphknoten entsprechend
N3 auf.

Eine Fernmetastasierung wurde nur bei sieben denlrobien Studienteilnehmer und bei keiner

Patientin festgestellt.

Uber die Halfte, 55,8% (n=53) der Tumoren mannlicRatienten und 80% (n=20) der
Tumoren weiblicher Patienten wurden histologisch @R (mittlerer Differenzierungsgrad)
eingestuft. Einen schlechten Differenzierungsgradsen 37,9% der Tumoren maéannlicher
Patienten und 16% der Karzinome der weiblicheneR&n auf. Gut differenzierte Tumoren
stellten die Minderheit dar (siehe Tab.1).



TL | T2 | T3 | T4 | NO | NI | N2 | N3 | MO | M1 | G1 | G2 | G3 | GX

mannlich | 10 | 25 | 21 | 39 | 39 16 | 39 1 88 7 2 53 | 36 4

weiblich 4 7 7 7 9 4 11 1 25 0 0 20 4 1

Gesamt 14 | 32 | 28 | 46 | 48 | 20 | 50 2 (113 | 7 2 73 | 40 5

Tabelle 1: TNM-Klassifizierung und Differenzierurggade der untersuchten Oropharynxkarzinome

Die meisten der Karzinome waren im Bereich der Tensegion lokalisiert, inklusive

Gaumenbdgen mit insgesamt 47,5% und des Zungeregumid 10,8% (s.Tab.2).

Von den 48 Praparaten ohne Lymphknotenbefall wug#8% (n=11) der GroRRe T1, 37,5%
(n=18) T2 und 27,3% (n=18) T3 zugeordnet, ledigch5% (n=6) der Tumoren waren so

ausgedehnt, dass sie der Gro3e T4 entsprachen.

Bei 17 der 20 Tumoren der Klasse N1 fand sich kEBemmmetastasierung, davon hatten 15%
(n=3) eine Grole entsprechend T1, 25% (n=5) T2, (643) T3 und 35% (n=7) T4. Bei drei
Tumoren mit regiondarem Lymphknotenbefall wurden eadBm Fernmetastasen (M1)
festgestellt. Von diesen Tumoren wiesen zwei eim@3& entsprechend T4 auf und einer

entsprechend T3.

In der Gruppe der Karzinome mit ausgedehnterem Ingmptenbefall finden sich vermehrt
Tumoren der Klassen T3 (38 %, n=19) und T4 (54827).

Drei Patienten wiesen einen noch ausgedehntereall Befr Lymphknoten auf (N3), von

denen ein Primartumor mit T4, der andere mit T34kxziert wurde.
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Anzahl
Lokalisation in T1 | T2 | T3 | T4 | NO| N1 | N2 | N3 | MO | M1
Prozent
Zungengrund 10,8 1 7 4 2 6 2 6 0 14 0
Weicher Gaumen 0,8 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0
Uvula 5 3 1 2 0 5 0 1 0 6 0
Fossa tonsillaris 5 1 1 1 3 2 0 4 0 6 0
Gaumenbogen
. 10,8 6 4 1 1 7 1 4 0 11 1
(vorderer/hinterer)
Tonsille, mehrere
Teilbereiche 4.2 0 3 2 0 3 2 0 0 4 1
Uberlappend
Tonsille, nicht naher
_ 27,5 2 8 8 15| 12 7 13 1 37 1
bezeichnet
Seitenwand des
5,8 0 2 3 2 5 1 1 0 7 0
Oropharynx
Hinterwand des
3,3 0 4 0 0 3 1 0 0 4 0
Oropharynx
Oropharynx, mehrere 10
Teilbereiche 0 0 2 10 2 3 6 1 10 2
Uberlappend
Oropharynx, nicht
_ 16,7 1 2 5 12 3 3 14 0 18 2
naher bezeichnet

Tab.2: Ubersicht tiber die TNM-Verteilung beziigli#r verschiedenen Lokalisationen der untersuchten

Oropharynxkarzinome
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uicc TNM Anzahl
Stadium I: T1, NO, MO 11
Stadium II: T2, NO, MO 18
Stadium 11 T3, NO, MO oder T1-3, N1, MO 23
Stadium IV: T4 oder N2-3 oder M1 68

Tab.3: Stadienverteilung nach TNM und Union intéorale contre le cancer (UICC)

Von den 25 weiblichen Patienten fand sich bei 20MNikotinabusus und ebenfalls bei 20 ein

Ubermaliger Alkoholkonsum. Dabei fanden sich bdtiBlien beide Risikofaktoren.

Bei den 95 mannlichen Erkrankten fand sich beii@@\gkotinkonsum, 82 Patienten gaben an
in gesteigertem Mal3e Alkohol zu sich zu nehmen.Kambination beider Genussmittel fand

sich bei 74 Personen.

Nikotin Alkohol Nikotin und Alkohol
weibliche Patienten 20 (80%) 20 (80%) 17 (68%)
mannliche Patienten 86 (90,5%) 82 (86,3%) 74 (77,9%

Tab.4: Nikotin- und Alkoholabusus der 120 Patienten

Die meisten der 120 Patienten dieser Studie (nw8tylen operativ behandelt, davon wurden

65 Patienten zusatzlich bestrahlt. Bei insgesar@tPdtienten erfolgte eine Radiotherapie, die

bei 61 Patienten mit Chemotherapie kombiniert wurde
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2.3 Methoden
2.3.1 Vorbereitung der Tumorbldcke

Von den mit Formalifi fixierten und in Paraffin gebetteten Exzisaten deur mit einem
Mikrotom (205@ Supercut der FirmBeichert/ Jung, Nussloch) Schnitte mit einer Dicka 4
pm angefertigt. Diese wurden daraufhin fur circariif im 37°C warmen Wasserbad entspannt
und schlieRlich auf Objekttragern (Superfrost PMenzel GmbH & Co. KG, Braunschweig)
zuerst auf dem Plattentrockner (MeBakedax GmbH & Co. KG, Rendsburg) angetrocknet

und danach 48 Stunden im Trockenschrank aufbewahrt.

2.3.2 Hamalaun-Eosin-Farbung

Zunachst 2 x 10 minttige Inkubation in Xylol (MerdRarmstadt), darauf folgte die jeweils
5mindtige Behandlung mit Ethanol (Merck, Darmstaidt)absteigender Konzentration (2x
100%, 2x 96%, 1x 80%, 1x 70%). Hieran schloss da$ 10 mindtige Wassern in Aqua dest.
(Ampuwd®, Fresenius Kabi, Bad Homburg), bevor die Prapazagst mit Hamalaun nach
Mayer (Merck, Darmstadt) fir 3 min und nach 10 rtigegm Wassern in Leitungswasser fir ca.
1 min mit Eosin (Sigma-Aldrich, Steinheim) gefarbturden. Danach wurden die
Gewebeschnitte kurz mit 96% Ethanol und mit Aqust.debgespult, bevor sie die Alkoholreihe
aufwarts durchliefen (70%, 80%, 2x96%, 2x100%), 21L& min in Xylol inkubiert und
schlieRlich mit Eukift (Kindler GmbH&CO, Freiburg) eingedeckt wurden.

2.3.3 Immunhistochemische Farbung und Antikorper-Tetung

Zur Testung der Funktion der jeweiligen Antikorpeler Spezifitdt der Farbung und zur
Bestimmung der optimalen Antikdrperverdinnung wutlde folgende immunhistochemische

Farbeprotokoll nach Vorschlagen der jeweiligen Ranper-Vertreiber entwickelt.

Zuerst wurden die Schnitte zur Entparaffinisier@rg10 min in Xylol inkubiert, bevor sie kurz
mit Ethanol in absteigender Konzentration (2 x 10@%& 96%, 1 x 80% und 1 x 70%) und
schlief3lich Gber 10 min mit TBS-Puffer bestehensl @15 mol/l NaCl (J.T. Baker, Griesheim)
und 0,05 mol/l Tris-HCI (Sigma-Aldrich, Steinheitmhandelt wurden.

Es folgte die Demaskierung der Antigene durch Kactler Praparate mit der Mikrowellen-

Methode (Mikrowelle von Samsung, Schwalbach/ Tauribazu wurden die Objekttrager im
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Objekttragerhalter in  einer  mikrowellenfesten  Sehalin  Zitratpuffer (2,19
Zitronensauremonohydrat von Carl Roth GmbH & Co.K@tlsruhe pro 11 Aqua dest.) fur 2 x
7 min bei 750Watt gekocht, wobei darauf zu achtem, wlass die Objekttrager standig mit
Flussigkeit bedeckt waren. Daran schloss sich #8120 minitige Inkubation in TBS-Puffer
zum langsamen Abkihlen, eine 10minltige Lagerung,@,/Methanol (Merck, Darmstadt)
(2:200) zur Blockierung der endogenen Peroxidasewiederum eine 5-mindtige Spilung in
TBS als Vorbereitung auf die Antikdrperbehandlung a

Die Praparate wurden daraufhin 20 min in TBS 3%u®egeblockt (,lympholized” Kaninchen-
Serum, Calbiochem-Novabiochem Corp., La Jolla CAJ @iir eine Stunde mit dem ersten
Antikorper, Anti-CD44v6 (Maus 1gG1 gegen humanes4@i®b, R&D Systems, Wiesbaden,
Verdinnung 1:100 mit Antikdrperverdinnungspuffen ioLogo, Kronshagen), inkubiert.
Wahrend dieser Zeit, sowie wahrend den folgendewigizeiten wurden die Gewebeschnitte

in einer Feuchtkammer bei Raumtemperatur zur Velamgj der Austrocknung aufbewahrt.

Vor und nach dem Einwirken des zweiten Antikbrpdyer 30min (Kaninchen- anti-Maus-IgG-
Antikorper, Dako, Glostrup, Danemark, VerdinnundOD) wurden die Objekttrager mit
TBS/0,5% Tweefi (Tweerf 20 Detergenz, Merck, Darmstadt) fiir 2 x 3 min gétsp

Es folgte die Behandlung mit dem Avidin-Biotin-(ABomplex Vector, NovaRed ™,
BioLogo, Kronshagen) fur 30 min, eine weitere Spglund die Farbung mit dem Peroxidase-
Substratkit Uber 15 min. Die Reaktion wurde durghil&ng mit Aqua dest. Uber 5 min
gestoppt, eine Gegenfarbung mit gefiltertem Hanmal@ach Meyer (1:2 in Aqua dest.) fur 10
sec und nach 10 minutiger Wasserung eine Etharefiobiimg mit zunehmender Konzentration
(2 x 70%, 1 x 80%, 2 x 96% und 2 x 100%) zur Ense#asng durchgefuhrt, bevor die
Praparate nach 2 x 10 min Xylolinkubation mit Etfkéingedeckt wurden.

2.3.4 Negativ- und Positiv-Kontrollen

Als Kontrollgewebe fiur eventuelle Farbeproblemébiel jedem Farbedurchgang ein beliebiger
Schnitt mit Tumorgewebe des Oropharynx mit, ohndogh mit dem Primarantikorper
behandelt zu werden. Dieser Schritt wurde durck &kubation in TBS-Puffer ersetzt, wobei

auch der folgende Spiilvorgang in TBS-Puffer getrean den anderen Schnitten verlief.
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Um sicherzustellen, dass alle Farbungen die gleBgezifitat besitzen und die Schnitte somit
vergleichbar sind, wurde jeweils eine Probe des vAnikérper-Anbieters emfohlenen
Testgewebes, bei CD44v6 normales Tonsillengewebe ®amor, mitbehandelt.

2.4 Mikroskopische Auswertung

Die Auswertung der Gewebeschnitte und die Fotod@nation erfolgten mit einem
Lichtmikroskop (Axioplaff, Zeiss, Jena) mit integrierter digitaler Fotoahting. Dabei wurde
jedes Praparat von zwei unabhangigen Untersucheunmteit, denen zum Zeitpunkt der
Auswertung weder die klinischen Daten, noch didopgthologischen Diagnosen bekannt

waren.

Jeder Gewebeschnitt wurde dabei zuerst in einefad@n UbersichtsvergroRerung betrachtet,
um 5 reprasentative Areale zu identifizieren. Iesdn Bereichen wurden bei 400facher
VergroRerung jeweils 50 Zellen betrachtet, von dede2 Karzinomzellen mit eindeutiger

Membranfarbung als positiv gewertet wurden. Dakaufde der Durchschnitt der 5 Bereiche
des jeweiligen Schnittes berechnet und die Ergsbnder beiden Auswerter arithmetisch

gemittelt.

Weiterhin wurden die Praparate stichprobenartig gomem Pathologen ausgezéhlt und die
ermittelten Werte zur Uberprufung der Spezifitaigliehen.

2.5 Statistische Auswertung

Die Aufarbeitung und Auswertung der mit MicroSofOffice™ Excel 2003 (Microsoft)
zusammengestellten Ergebnisse erfolgte mit SPSS RC+Statistical Package for Social
Sciences, SPSS Inc., Chicago, USA).

Zur Darstellung der Statistik wurden als deskriptivarameter der Median, Minimum und
Maximum, die 25. und 75. Perzentile angegeben,ida schiefe Verteilung angenommen
wurde. Daher wurden auch die nicht-parametrisclestsinach Kruskal-Wallis und nach Man-
Whitney zur Bestimmung eines eventuellen signifiekan Unterschiedes zwischen

Lymphknotenmetastasierung und Antigenexpressionwemalet. Zur Berechnung der
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Korrelation zwischen Differenzierungsgrad und Aetigxpression diente aufgrund der
Gruppenanzahl der ebenfalls nicht-parametrischéiWit-Man-Test. Das Signifikanzintervall

wurde mit 5% festgelegt.

Das Uberleben der Patienten wurde mit Hilfe der |&@ayeier-Kurven dargestellt, die
Korrelation zwischen Uberleben und Antigenexprassioirde mittels Log Rank (Mantel Cox)

berechnet.
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3. Ergebnisse

3.1 Antigenexpression
3.1.1 Farbequalitat

Insgesamt gelang eine gute Qualitat der Farbungpldoder Praparate die kirzer, als auch der,
die Uber einen langeren Zeitraum gelagert wordeenwdie gute Farbequalitat fuhrte zu nahezu
identischen Ergebnissen der beiden Auswerter. Diger immunhistochemischen Farbung mit
dem CD44v6-Antikbrper als positiv. markierten Zellekonnten leicht durch ihre
Membranfarbung identifiziert werden (Abb. 9-11).eDiellen farbten sich hellbraun bis
dunkelbraun, das Zytoplasma wurde nicht angefarbeilweise traten unspezifische
Hintergrundreaktionen auf, deren Ursache nichteaitig geklart werden konnte, die jedoch die
Auswertung nicht beeinflussten, da nur die eindeumtiMembranfarbungen als positiv gewertet

wurden.

Die Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungeenareproduzierbar, was sich in der
nahezu identischen Auswertung der beiden Untersucinel der Bewertung durch den
Pathologen zeigte. Dies galt auch fur eine ausddlithe Schatzung der Antigenexpression, die

ebenfalls stichprobenartig durchgefiihrt wurde.

Die Plattenepithelkarzinome des Oropharynx zeigienfir dieses Karzinomgewebe typisches
zapfenformiges Wachstumsmuster (Abb. 9). Bei vertwoden Plattenepithelkarzinomen
erscheint die ebenfalls typische zwiebelschalepayéischichtete Verhornung im Zentrum der
jeweiligen Tumorzellnester (Abb. 10). Die antigeigantierenden Zellen verteilten sich
homogen, wobei wie erwartet die verhornten Kerayten sowohl der obersten
Epithelschichten, als auch in den Tumorzentrentr@ngefarbt wurden (Abb. 9+10).

Die Positivkontrollen zeigten eine deutliche Menmiféabung der epithelialen Zellen. Bei den
Negativkontrollen trat keine Farbung auf.
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3.1.2 Expression von CD44v6 im Tumorgewebe

Die 48 Tumorproben von Patienten ohne Befall demplyknoten und ohne Fernmetastasen
waren im Mittel zu 56,2% positiv gefarbt. Das Minim betrug 2%, das Maximum 100%, die
Standardabweichung betrug 32,26%. Der Median 1a§9%.

Es wurden 20 Praparate von Patienten mit einem hiumptenbefall N1 nach der TNM-

Einteilung ausgewertet. Das Minimum betrug 3%, Nes<imum der Anfarbung 100%, der
Median 53%.

Die 52 Tumoren von Patienten mit einem LymphknogéalbN2 und N3 wurden auf Grund der
geringen Anzahl der N3-Tumoren als Gruppe zusamegiasgt und statistisch gemeinsam
ausgewertet. Das Minimum betrug 0%, das Maximun?d.00d der Median 48%.

Insgesamt liegt keine schiefe Verteilung der Werte und es sind keine Extremwerte
vorhanden.

Unter Zuhilfenahme des Kruskal-Wallis-Testes zsigh fur die Gruppe der NO-Tumoren ein
mittlerer Rang von 63,81%, fiur die Tumoren mit Nyriphknotenbefall 56,33% und fir die
Gruppe der ausgedehnter befallenen LymphknoteNgiind N3 59,46%. Der p-Wert kann mit

0,665 angegeben werden, so dass kein signifikamirschied gefunden werden konnte.
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Abb.6: Darstellung der Verteilung der Farbeinteiisinit Hilfe von Box plots. Angegeben sind der

Median (als Balken in der Box), die 25. und 75.zBstile (als Begrenzung der jeweiligen Box) und der
Bereich der normalen Streuung (als T-Stlicke).
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Auch ein Vergleich der Gruppen NO und N+ bezugligr Antigenexpression mit Hilfe des

Man-Whitney-Testes zeigte keinen signifikanten Usdbied (p=0,395, mittlerer Rang
NO0=63,81; mittlerer Rang N+= 58,29).

120

100 1 —_ —_

801

60 »

404

20+

Antigenexpression (%)

N= 48 72

NO N1
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Abb.7: Darstellung der Verteilung der Farbeinteitsinit Hilfe von Box plots. Angegeben sind der

Median (als Balken in der Box), die 25. und 75.zBetile (als Begrenzung der jeweiligen Box) und der
Bereich der normalen Streuung (als T-Stlicke).

3.1.3 Antigenexpression und Differenzierungsgrad

Da die Anzahl der gut differenzierten Tumoren (@iif) n=2 zu gering fur einen Vergleich war,
wurde diese Gruppe mit der Gruppe der maRig diffeesten Tumoren zusammengefasst. Die
bezlglich des Gradings nicht ndher bezeichnetenifGane (GX) wurden von diesem Vergleich

ausgeschlossen. Keines der 120 Exzisate wurdedifewenziert (G4) klassifiziert.

In der Gruppe der malig differenzierten Gewebe (@&len sich 73 Malignome, die im Mittel
zu 55,37% das Protein CD44v6 exprimierten. Der kiediag bei 64% (+33,13%), das
Minimum bei 2%, das Maximum bei 100%.
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Bei den 40 schlecht differenzierten Tumoren famth &n Mittel eine Expression von 47,59%.
Der Median lag hier bei 37,5% @5,7%), das Minimum bei 0% und das Maximum ebé&ntai
100%.

Mit Hilfe des Mann-Whitney-Testes liel3 sich fir druppe der G1 und G2 Tumoren ein
mittlerer Rang von 60,69 und fir die Gruppe der TaBnoren ein mittlerer Rang von 52,95
bestimmen. Es wurde kein signifikanter Unterschasdschen den Gruppen bezuglich der

Antigenexpression gefunden (p= 0,235).
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Abb.8: Box Plot-Darstellung des Diffenrenzierungsgtgs in Korrelation zur CD44v6-Expression

3.2 Patientenlberleben in Korrelation zur Antigerexpression

Da die Antigenexpression mit Werten von 0% bis 10@¥gegeben wurde, schien die
Unterteilung der Ergebnisse anhand des Medians Y%8%wei Gruppen am sinnvollsten. So
verteilten sich 62 Praparate in die eine Gruppe emer Anfarbbarkeit, die kleiner als der
Median war, wahrend die Ubrigen 58 Préparate dieitewsruppe bildete. Die Verteilung der
einzelnen Ergebnisse liel3 nicht vermuten, dassias I i den Praparaten mit 0%iger,

beziehungsweise 100%iger Anfarbung um Ausreil3eddian
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Von den 62 Praparaten mit einer Antigenexpressi®8% lebten noch 44 Patienten zum Ende
der Datenerhebung am 01.01.2004. Von den Patietieesry, Tumoren eine Anfarbbarkeit > 58%
aufwiesen, lebten noch 45 Patienten.

Der Mittelwert der Uberlebenszeit kann bei der Geipderen Karzinome bis zu 58% angefarbt
wurden mit 7,1 Jahren, der der zweiten Gruppe n6t Jahren angegeben werden. Der
Standardfehler betragt 0,57 bzw. 6,55 Jahre.

Ein Median kann nicht angegeben werden, da zum Had®atenerhebung ein grof3er Teil der

Patienten lebte.

Der Vergleich der so erstellten UberlebenskurvenhnKaplan-Meier, zeigt im Log Rank

(Mantel-Cox) keinen signifikanten Unterschied (p39¥).
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Abb.9: Uberlebenskurven: Ereignisse = Todesfakmsierung = Leben zum Ende der Datenerhebung am
1.1.2004
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4. Diskussion

4.1 Prognoseparameter des Oropharynxkarzinoms

Etwa 40% der Menschen erkranken im Laufe ihres helsn bosartigen Neoplasien, von
diesen Erkrankten sterben etwa 24% an ihrer maligitverankung (Lang et al., 2002). Dabei
scheint die Inzidenz der Karzinome im Kopf-Hals-@&eh weiterhin zuzunehmen, wobei sich

deren Prognose trotz Weiterentwicklung der Therapgdichkeiten nicht verbessert hat.

Die zunehmende Inzidenz, die zwischen 0,5 und 210@000 liegt (Canto und Devesa,
2002), sind durch den weiterhin steigenden Konsum Genussmitteln zu erklaren, die
neben Umwelt- und genetischen Einflissen als Risktoren zur Entstehung eines
Oropharynxkarzinoms fihren (Brennan et al.,, 1998wBbmb und Carbone, 1992). So
stellten Jaber und Mitarbeiter (1999), sowie van Beekel und Mitarbeiter (2002) in ihren
Untersuchungen dies fiir 85% der Patienten mit PKaldzutreffend fest.

Auch in dieser Studie stellt der Genussmittelkonsinen pradisponierenden Faktor fur ein
Oropharynxkarzinom dar. Es gaben 80% der weibliameh 90,5% der ménnlichen Patienten
einen Nikotinkonsum an. Der Alkoholgenuss wurde nebe von Uber 80% der
Studienteilnehmer angegeben.

Daneben spielt das humane Papillomavirus (HPV) e@uutende Rolle in der Atiologie der
Plattenepithelkarzinome des Kopf- und HalsbereicBedbei werden die viralen Gene in das
Zellgenom integriert und scheinen fur die Inaktiuiey des p53-Tumorsuppressorproteins
durch das HPV E6-Onkoprotein entscheidend zu $4in, (1994; van Houten et al., 2001).

Ein grundlegendes Problem fur die relativ schledAtegnose ist die spate Diagnose der
Tumoren, die bei circa einem Drittel der Patiergest in einem fortgeschrittenen Stadium mit
zumeist schon befallenen Halslymphknoten gestaitt (Remmert et al., 2001).

Auch die Mehrzahl der Patienten in der vorliegen8&rdie befand sich in einem Stadium |l
(n=23) beziehungsweise IV (n=68).

Dem Tumorstadium (Esser et al., 1994) und insbesendem Befall der Lymphknoten wird
einstimmend die gréf3te prognostische Relevanz puggsen. So beschreiben Pericot und

seine Mitarbeiter eine Abnahme der durchschnitticiUberlebensraten bei entsprechender
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Therapie von 90% im Stadium | auf 75% im Stadiuphih zu 45-75% im Stadium 11l und
schlieRlich kleiner als 35% im Stadium IV (Periebtl., 2000). Diese Beobachtung wird durch
weitere Studien bestatigt, die eine 5-Jahres-Ubenlsrate< 30% bei Patienten mit regionaren
Halslymphknotenmetastasen (Stadium IIl) berichteoiunen et al., 2002; Mignogna et al.,
2002).

Neben dem Tumorstadium wird von einigen Autoren deier bei Diagnosestellung eine
prognostische Relevanz zugesprochen. So wird bebem, dass Patienten mit einem Alter
von tber 70 Jahren ein langeres krankheitsfrei@sviall und eine bessere Uberlebensrate als

junge Patienten haben (de Cassia Braga et al.)2003

Auch Janot und seine Kollegen beschrieben den u&sftles Alters und konnten auf3erdem
eine Aussagekraft des histopathologischen Gradiagstellen (Janot et al., 1996). Daruber
besteht unter verschiedenen Autoren allerdingsekeibereinstimmung. So fanden Kearsley
und Mitarbeiter (1990), Zatterstrom und Mitarbei(@®91) Boysen und Loven (1993), dass

der histologische Differenzierungsgrad nur begremnssagekraftig ist.

Als weitere EinflussgrofRe auf die Prognose sinditalishe Erkrankungen zu sehen. Dies gilt
besonders fur chronische Erkrankungen, die unalipdog der Tumorerkrankung eine Rolle
spielen, da sie bei der Therapieplanung beachtetdeme missen, beziehungsweise
posttherapeutisch weiter bestehen und die Uberzieéin selbst beeinflussen. Diese

Beobachtung wurde auch von anderen Autoren besami@orggreven et al., 2003).

4.2 Das Membranprotein CD44v6

Mit der Entwicklung von monoklonalen Antikdrpernggs tumorassoziierte Antigene ab den
achtziger Jahren (Koprowski et al., 1979; Oosté&rwef al., 1986) konnten fir einige
Malignome wichtige Parameter gefunden werden, die Diagnostik, Therapieplanung und

Nachsorge eingesetzt werden, beziehungsweise ewapiemaoglichkeiten darstellen.

Als Beispiele fur die diagnostische Bedeutung s#idas karzinoembyonale Antigen beim
Kolonkarzinom oder auf das Alpha-Fetoprotein beinmpren Leberzellkarzinom verwiesen
(Lamerz, 1998).

Fur Karzinome des Kopf-Hals-Bereiches konnte biskein solches Oberflachenprotein

ausgemacht werden, wobei jedoch CD44v6 in mehrStedien als sehr viel versprechendes
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Antigen angesehen wird (Fox et al., 1994; Bodrjessbal., 2003), das in PK-KH vermehrt
exprimiert wird und so als mdglicher Angriffspurdgiher immunologischen Therapie dienen

kdnnte.

CD44v6 wurde zuerst in Zusammenhang mit metastaslen Tumoren der Ratte beschrieben
(Gruber et al., 1992). AuR3erdem spielt es eineeRndli der Lymphozytenaktivierung (Guo et
al., 1996). Diese Verbindung wird auch durch dasmetrte Erscheinen des Proteins bei
Autoimmunerkrankungen wie Glomerulonephritiden,d2i@s mellitus, Rheumatoider Arthritis
und entziindlichen Darmerkrankungen bestatigt (Giihtbt al., 1991; Herrlich et al., 1993;
Naujokas et al., 1993; Weiss et al., 1998).

Aufgrund des beschriebenen Einflusses der Isofoid4®6 auf Lymphozyten und auf
metastasierende Tumoren scheint ein Zusammenhasghen der Antigenexpression und dem

Lymphknotenstatus zu bestehen.

Dem Protein wird auf3erdem eine prognostische Ralleler Tumorprogression bei Non-
Hodgkin-Lymphomen, Mamma-Karzinomen und Kolon-Kaamen zugeschrieben (Mulder et
al., 1994, Stauder et al., 1995). Diese Beobachtongte auch fur Plattenepithelkarzinome des
Larynx bestatigt werden (Spafford et al., 1996)ledlings fanden andere Autoren keine
Unterschiede in der Expression bei PK-KH (Haroldrllie et al., 1996; Van Hal et al., 1999).

Da Plattenepithelkarzinome des Kopf- und Halsbbescjedoch keine homogene Gruppe
bilden und sich zum Beispiel in ihrem biologischégrhalten oder ihrer Beeintrachtigung des
Patienten und damit dem Zeitpunkt der Diagnosesiglunterscheiden, ist es eventuell sogar
fragwurdig diese Tumoren als Gruppe zusammenzufa@errino und Gatta, 1998). Daher

wurden in dieser Arbeit nur Plattenepithelkarzinatee Oropharynx untersucht.

In neueren Studien wurde versucht monoklonale Anpér gegen CD44v6 als
Therapiemoglichkeit bei PK-KH zu entwickeln. So enstuichten Bdrjesson und Mitarbeiter
(2003) die Mdoglichkeiten einer Radioimmuntherapié¢ Bivatuzumab, dem monoklonalen
Antikorper BIWA 4. Die Ergebnisse dieser Phase lefBpie-Studie scheinen bisher
erfolgsversprechend zu sein, wobei sich auch hiergt,z dass ein Problem der
Antikorpertherapie die Spezifitat ist. So binden noklonale Antikorper nicht nur an
Tumorzellen, sondern auch an andere Gewebe undigesrf so Uber ein weites
Nebenwirkungsprofil. In der beschriebenen Studienkes im Verlauf unter anderem zur

Knochenmarksdepression.
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4.3 Expression von CD44v6

Betrachtet man sowohl Karzinom-, als auch normabihElzellen, so zeigt sich in der
vorliegenden Arbeit eine deutliche Anfarbung derzf@omzellen, die zwischen den Schnitten
stark schwankt und eine starke Anfarbung des nemrapithels. Im Mittel wurden 52,8% aller
betrachteten Tumorzellen als eindeutig positiv defabewertet (Median 58%), die
Standardabweichung betrug allerdings 34,1%. Dasutet] dass die Halfte aller betrachteten
Tumorzellen angefarbt wurde, es aber Schnitteigilienen alle beziehungsweise auch keine
Zellen angefarbt wurden.

Von anderen Autoren wurde beschrieben, dass sichaamalen Epithelzellen ein hohes und
gleichmafiges Vorkommen von CD44v6 zeigt (Fox et B094), besonders auch in der
Mundschleimhaut und der normalen Haut, wobei diersten Epithelschichten, also die

verhornten Keratinozyten keine Expression aufwef{s@m Hal et al., 1999).

Normale Gewebe, die eine hohe Konzentration des 4€®#®roteins aufweisen sind
Tonsillenkrypten, Schilddrisengewebe, Mamma, Pi@skewebe, Zervix, Plazenta, Zunge,
Osophagus, kardiorespiratorisches Epithel und Krar et al., 1994). Daher verwendeten wir
normales Tonsillengewebe als Referenzgewebe b&me8arbedurchgang, bei dem wir
durchweg eine hohe Anfarbbarkeit mit Anti-CD44v6Adan.

In Plattenepithelkarzinomen, vor allem des Kopfd talsbereiches, Plattenepithelkarzinomen
der Lunge, des Osophagus, der Zervix und der HamtlavCD44v6 in bisherigen Studien
besonders stark exprimiert (Schrijvers et al., 1993

Soukka und Mitarbeiter (1997) beschrieben einekstémfarbbarkeit normaler Epithelzellen
der oberen Atemwege und die Abnahme der Antigeesspn bei abnehmendem

Differenzierungsgrad der Zellen.

Harold-Mende und Mitarbeiter (1996) untersuchtewad Karzinome des Larynx (n=35), als
auch des Pharynx (n=37) und stellten keine Untexdehin der Expression zu normalem
Epithel fest. Allerdings kbnnen die unterschiedfich_okalisationen Ursache daftr sein, dass
ein eventuell bestehender Unterschied in der Anagpression ausgeglichen wird.

Wir untersuchten in unserer Studie lediglich Plegf@thelkarzinome des Oropharynx um einen

Einfluss der Lokalisation auf die Expression von43i6 auszuschliel3en, wie sie bei Harold-
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Mende und Mitarbeitern (1996) vorgelegen haben t&und fanden eine starke Anfarbung des
normalen Epithels, wie es von Soukka und Mitarbeifd997) beschrieben wurde. Daneben
zeigte sich auch in unseren Farbungen ebenfalla\bimhme der Expression von C44v6 bei
zunehmender Verhornung wie es von den oben gemaAnteren beschrieben worden ist (Van
Hal et al., 1999). So sind in einigen Praparateaelinvon verhornten Plattenepithelzellen zu
sehen, die kaum eine Anfarbung zeigten, wahrend Utiegen Zellen deutlich gefarbt

erscheinen (vgl. Abb. 9 und 10). Dies entsprichi\t@stellung, dass CD44v6 eine Rolle in der
Zelladhasion spielt, da bei Abnahme des Zellzusamhadees auch die Expression von

Zelladhasionsmolekiilen abnehmen sollte.

Bezuglich der starken Schwankung der Antigenexmesstellt sich die Frage, ob sich die
Ergebnisse unserer Studie durch die Inhomogengét Tdimoren bezlglich ihrer Grol3e,
Stadium und Differenzierung erklaren lassen unditseime weitere Unterteilung der Tumoren
sinnvoll ware. Dagegen spricht jedoch die dann gehinge Fallzahl der einzelnen Gruppen, so

dass wir davon absahen.

4.4 Expression von CD44v6 und Metastasierung

Bei den von uns untersuchten Praparaten von Orguktamoren fand sich bei Betrachtung der
Lymphknotenstadien in Zusammenhang mit der Antigepression kein signifikanter
Unterschied (p=0,665, beziehungsweise p=0,395).eDabrglichen wir die Tumoren ohne
Lymphknotenbefall einmal mit allen Tumoren mit Lyhimotenbefall (N+) und einmal mit den
Tumoren mit Lymphknotenbefall N1 und N2+3. Damithee wir in unserer Studie keine

signifikante Abnahme der Antigenexpression mit Zuma des Lymphknotenbefalls.

Gunthert und Mitarbeiter (1991) untersuchten alserider ersten Wissenschaftler den
Zusammenhang zwischen Expression von CD44-Proteimeh Metastasierung. Er schrieb
einigen Isoformen, darunter CD44v6 das PotenzialMetastasierung in Karzinomzellen der

Ratte zu induzieren.

Mittlerweile wurden verschiedene Untersuchungenvewdnderungen der Antigenexpression
im Zusammenhang zur Metastasierung der jeweiligemdren veroffentlicht. Darin werden
zum Teil gegensatzliche Aussagen sowohl bezligkchAtitigenexpression selbst, als auch zu

einem eventuellen Zusammenhang der beiden Paragetteffen.



26

Kranke und Mitarbeiter (2000) bestatigten den Hioky dass die Expression des Proteins
organspezifisch und abhéngig von der Pathohis®ldgr jeweiligen Karzinome ist, indem sie
mittels Polymerase-Ketten-Reaktion in Blasen-, Kelound Mamma-Karzinomen eine

veranderte Expression von CD44v6 feststellten.

Daneben stellten sie einen positiven Zusammenhawgpld zwischen Expression und
Lymphknotenstatus, als auch Expression und Diffleesangsgrad bei PK-KH dar. Dabei
beziehen sich diese Ergebnisse allerdings auf Atsmgen in denen die Karzinome der
unterschiedlichen Lokalisationen des Kopf- und blatsiches zusammengefasst und

gemeinsam ausgewertet wurden.

Matsumura und Tarin (1992) oder Wielenga und Meadds (1993) beschrieben in ihren
Untersuchungen eine Abnahme der Expression mitteneedem Lymphknotenbefall. Salmi
und Mitarbeiter (1993) erwahnten zudem, dass sieltlaMasen der Plattenepithelkarzinome
praktisch nicht mit Antikbrpern gegen CD44v6 anéirtielRen. Bei anderen Autoren wiederum
scheint sich die Expression dieser CD44-IsofornfPlattenepithelkarzinomen des Kopf- und

Halsbereiches wahrend der Metastasierung nichezindern (Van Hal et al., 1999).

Van Hal und Mitarbeiter (1999) verglichen normaledschleimhaut mit PK-KH und fanden
eine homogene Anfarbung der Primartumoren ohne umt Metastasierung. Diese
Antigenexpression entsprach sogar der des norntdarebes. Auffallig dabei ist, dass er dabei
drei verschiedene CD44v6-Antikdrper verwendete yedeils zu &hnlichen Ergebnissen

gelangte.

Rodrigo und Mitarbeiter (2002), die Plattenepitleinome des supraglottischen Larynx
untersuchten und damit nicht alle PK-KH als Gruppesammenfassten, fanden keinen

signifikanten Zusammenhang zwischen Expressiongtdstasierung.

Somit entsprechen unsere Ergebnisse denen deremalst oben erwéhnten Autoren, die
ebenfalls keinen signifikanten Zusammenhang zwisé&migenexpression und Metastasierung
sahen. In den Untersuchungen von Kranke und Mitarbg€2000) wird ein positiver
Zusammenhang gesehen, dabei werden allerdings €arnaterschiedlicher Lokalisationen im
Kopf- und Halsbereich zusammengefasst. Danebeétlygsh sie allerdings den Eindruck, dass
die Antigenexpression organspezifisch zu sein sthBiaher stellt sich die Frage, ob man den

oberen Aerodigestivtrakt als Organsystem auffagsdrgemeinsam betrachten kann.
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Mogliche Ursachen fiir die unterschiedlichen Ergsfmikonnten daneben zum einen in der
Auswertung der Farbung liegen. So ist eine niclatrgjtative Beschreibung der Farbung unter
anderem abhangig von der Erfahrung der Auswertegiteé Ursachen konnten in den
Tumorgruppen liegen. Wir fassten Tumoren bezlglahzelner Parameter, wie dem
Lymphknotenbefall zusammen, konnten aber aufgrondtszu geringer Gruppengrol3e weitere
Grol3en, wie Tumorausdehnung oder Alter der Pahenieht weiter bertcksichtigen. Daher
sind die Gruppen nicht homogen und die Tumorenrsciteiden sich hinsichtlich mehrerer
EinflussgréRen. So flieRen zahlreiche Faktoren im e€inzelnen Studien ein, die zu so

unterschiedlichen Ergebnissen fuhren konnen.

Bei Betrachtung der vorhergegangenen Studien figl#ardings einige sich scheinbar
widersprechende Beobachtungen auf. So stellterumgrdie Frage, warum eine ausgepragte
Anfarbbarkeit mit Anti-CD44v6 in gesunder Haut odEpithel des normalen oberen
Aerodigestivtraktes positiv mit der Zelladhasiornrrktiert (Fox et al., 1994, Van Hal et al.,
1999), wahrend Karzinome mit hohem Metastasierurtigsial ebenso eine starke
Anfarbbarkeit aufweisen, obwohl eine geringe Zdlkglon im Rahmen der Metastasierung
eher zu erwarten ware. Vorstellbar wére, dass dilerztartung nicht nur einen Einfluss auf die
Expression sondern auch auf die Funktion des Pot#s hin zum Funktionsverlust hat. Daflr

sprache eine Korrelation von Antigenexpressionalmtehmendem Differenzierungsgrad.

4.5 Expression von CD44v6 und Differenzierung

Betrachtet man die von uns untersuchten Tumoreiigtiel ihres Differenzierungsgrades und
vergleicht diesen mit der Expression von CD44v6, I&sst sich feststellen, dass kein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen gkl der Antigenexpression gefunden
(p= 0,235) wurde. Wir verglichen dabei 73 Malignorde eine malige Differenzierung (G2)
aufwiesen und im Mittel zu 55,37% das Protein CB4xprimierten mit 40 schlecht
differenzierten Tumoren (G3). Daneben lagen wi&dmitte mit Anfarbung aller Tumorzellen
(Maximum 100%), beziehungsweise Schnitte mit keiAafdrbung der Tumorzellen vor

(Minimum 0%).

In verschiedenen anderen Studien ging die verraeg@D44v6-Prasentation mit einem

geringeren Differenzierungsgrad dieser Plattenelziéiien einher.
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In einer Studie von Kranke und Mitarbeitern (200@nnte ein signifikanter positiver
Zusammenhang zwischen der Expression von CD44vesandhl dem Lymphknotenbefall,

als auch dem Differenzierungsgrad festgestellt arerd

Dabei werteten Kranke und seine Mitarbeiter allggdi PK-KH unterschiedlicher
Lokalisationen gemeinsam aus, so bezieht sich $tuelie auf Oropharynx-, Hypopharynx,
Zungen- und Mundboden-Plattenepithelkarzinome. ®iiterer Unterschied der beiden
Untersuchungen besteht in der Anzahl der in diesijgyen Tumorstadien eingeschlossenen
Patienten. So Uberwiegen in der vorliegenden Stddienoren eines fortgeschritteneren
Stadiums (76% der Patienten hatten ein Stadiunod#ér 1V, 24% ein Stadium | oder II)
wahrend bei Kranke und Mitarbeiter der Untersclaedschen den Stadiengruppen geringer
ausfiel (62% im Stadium Il oder IV und 38% im Stad | oder II).

Bei Rodrigo und Mitarbeitern (2002) zeigte sich redme ein Zusammenhang zwischen
Expression und Differenzierungsgrad der supragldign Larynx-Karzinome. Ein Unterschied
zu der vorliegenden Studie zeigt sich bei Betrawtder Anzahl der Tumoren in den einzelnen
Differenzierungsstadien. So schlossen wir die gat mafig differenzierten Tumoren aufgrund
zu geringer Fallzahlen in eine Gruppe zusammegésamt 62,5%), weisen daneben aber eine
grof3ere Fallzahl in der Gruppe der schlecht diffeierten Tumoren auf (33,3% im Gegensatz
zu 19,8% bei Rodrigo und Mitarbeitern).

Daneben handelt es sich in den beiden Untersuchwmgeunterschiedliche Lokalisationen der

Priméartumore.

Auch Soukka wund Mitarbeiter (1997), die eine sigaiite Korrelation von

Differenzierungsgrad und CD44v6-Expression besbbrnie fassten verschiedene
Tumorlokalisation im gesamten Kopf- und Halsberemlsammen. lhre Fallzahl mit 49
Patienten war aul3erdem sehr viel geringer alsnwvaliegenden Studie und zudem waren die
Patienten praoperativ bestrahlt worden. Insgesantt $ich bei ihnen in 19 von 49 Fallen und

auch in 22% der gut differenzierten Tumoren keimégfbung mit CD44v6-Antikbrpern.

In den Untersuchungen von Spafford und Mitarbe(€d96) zeigte sich kein signifikanter

Zusammenhang zwischen Differenzierungsgrad undg@néxpression. Es handelt sich hier
zwar um eine altere Studie, bemerkenswert istcigs die grof3e Fallzahl (n=277), die in den
zuvor erwahnten Studien nicht erreicht wurde urdimimunhistochemische Farbung mit drei

unterschiedlichen Antikdrpern gegen CD44v6, die alinliche Ergebnisse erbrachten.
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Neben diesen qualitativen Studien fand sich inreqentitativen Studie von Kawano und
Mitarbeitern (2005) allerdings ebenso kein sigmifiter Zusammenhang zwischen
verschiedenen Klinischen Variablen und der Antigpnession. Sie untersuchten dabei die
Antikorperspiegel im Serum von Patienten mit PK-Kekziiglich einer Korrelation dieser zu
Alter, Geschlecht, Differenzierungsgrad, Tumorgrd@enphknotenstatus, Metastasierung und
TNM-Stadium.

Zusammenfassend heil3t das, dass in den Studieanenddie Antigenexpression mit dem
Differenzierungsgrad korrelierte, im Gegensatz &r sorliegenden Arbeit verschiedene
Tumorlokalisationen zusammengefasst wurden. Sorlit #®in Vergleich der Studien
untereinander schwer und wird durch die unterstiblezh Fallzahlen noch erschwert. Die
Untersuchung von Spafford und Mitarbeitern (199@) aden grol3ten Fallzahlen und auch die
Untersuchung von Kawano und Mitarbeitern (2005),t mguantitativer Auswertung
Antikorperspiegeln im Patientenserum kommen zu dgeichen Ergebnis wie wir, keiner

Korrelation zwischen Antigenexpression und Diffaierungsgrad.

4.4Korrelation der CD44v6-Expression mit dem Uberlebenbei PK-KH und anderen

Tumorentitaten

In den meisten der oben erwahnten Studien wird Almeahme der CD44v6-Expression bei
Entstehung der Plattenepithelkarzinome des Kopd-Hialsbereiches beschrieb@almi et al.,
1993; Soukka et al., 1997; Kranke et al., 2000)dveder Frage, ob dieses Antigen eine Rolle
fur die Metastasierung spielt, wollten wir untetseic, ob das CD44v6-Antigen eine direkte
Rolle als Prognosefaktor spielt und betrachtetéreddie Expression beztiglich Uberleben auch

unabh&ngig von Metastasierung und Differenzieruragsg

Wir teilten dabei die Tumoren anhand der Antigemesgion in zwei Gruppen und verglichen
das Uberleben der Patienten. Von den 62 Prapanaiteginer Antigenexpression, die kleiner
als der Median (58%) war lebten noch 44 Patienten Ende der Datenerhebung. Von den

Patienten, deren Tumoren eine Anfarbbarkeit > 58f&iasen, lebten noch 45 Patienten.

Da im Vergleich der daraufhin erstelliten Uberleti@mngen nach Kaplan-Meier kein
signifikanten Unterschied (p= 0,397) erkennbargstien wir nicht von einem direkten Einfluss

des CD44v6-Proteins auf die Prognose bei Oroph&gyminomen aus.



30

Die Frage nach dem Einfluss des Antigens auf daslélien wurde schon von verschiedenen
Wissenschaftlern fir PK-KH untersucht. Soukka uniteMeiter (1997) sahen dabei fir PK-
KH einen Zusammenhang zwischen Expression undmiffgerung, konnten diesen aber nicht
fur Expression und Uberleben bestatigen. Sie wnthten die CD44v6-Expression von Epithel
und Plattenepithelkarzinomen des Kopf- und Halsbees, die sie allerdings nicht weiter
differenzierten und verglichen sie mit klinischipalbgischen Parametern und der Prognose.
Sie fanden dabei keine Korrelation zu UberlebemdngroRe, Geschlecht, Lymphknotenstatus

oder Alter der Patienten.

Rodrigo und Mitarbeiter (2002) konnten ebenso einénsammenhang zwischen
Antigenexpression und Differenzierung fur supragiohe Larynxkarzinome beschreiben,
sahen daneben aber auch keine Korrelation zwis@imbigen-Expression und Tumorgrof3e,

Invasionstiefe oder Lymphknotenbefall.

Dies wurde auch von Sikorska und Mitarbeiter (20683tatigt, die ebenfalls weder einen
Zusammenhang zwischen Antigenexpression und Msetesiag noch zwischen Expression

und Uberleben bei Plattenepithelkarzinomen desrasghen.

Das heildt, das Ergebnis unserer Studie bestaédiisiherigen Untersuchungen oben genannter
Wissenschaftler. Dabei ist zu beachten, dass dexlélenskurven in der vorliegenden Studie
fur heterogene Gruppen von Patienten erstellt wyrale sich lediglich beztglich ihrer
Antigenexpression unterscheiden. Unbeachtet bliedesktoren wie Tumorstadium,
Differenzierungsgrad, Erkrankungsalter und evehtuettehende Vorerkrankungen, die einen
Einfluss auf das Uberleben haben. Fraglich bledbied, ob die Betrachtung der Korrelation von
Antigenexpression und Uberleben in Subgruppen eisignifikanten Unterschied zeigen

wurde.

Weiterhin konnte die Todesursache nicht beachtetleme da nicht zu eruieren war, ob die
verstorbenen Patienten an ihrer TumorerkrankunggleBerkrankungen, Unfallen oder

aufgrund anderer Ursachen starben.

Daneben spielt bei Betrachtung der Uberlebenskusira Rolle, dass ein groRer Teil der
Patienten zum Ende der Datenerhebung noch lebtaitDst der Beobachtungszeitraum zu
gering um eine endgiiltige Aussage zur Korrelation sntigenexpression und Uberleben zu

machen.
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Spafford und Mitarbeiter (1996) beschrieben, dasstattenepithelkarzinomen des Larynx die
Abnahme der CD44v6-Expression sowohl mit einer horenden Metastasierung, als auch mit
einem kirzeren Uberleben einhergeht. Allerdingddben sich diese Aussagen dabei nur auf
Tumoren im Stadium [V. Bei Tumoren ohne Metastasigr ging eine starke
Antigenexpression stadienunabhangig mit einem kamgdlberleben einher (p<0,2). Fur
metastasierte Tumoren aul3erhalb des Stadium IVt&dkeine signifikante Korrelation zur
Antigenexpression beschrieben werden. In die Stwdieden Patienten eingeschlossen die
zwischen 1979-1989 behandelt wurden. Daher sielit die Frage, ob es sinnvoll erscheint
diese Studien zu vergleichen, da es im Laufe dé@rzéeschen den Untersuchungen zu einer
Zunahme verschiedener Risikofaktoren, zum Beidpalchen oder einer Infektion mit HPV
gekommen sein kann. Es ware vorstellbar, dass arodgnflisse die Antigenstruktur,
beziehungsweise die Expression verdndern und ed#t $mn zunehmendem Einfluss der

Risikofaktoren zu unterschiedlichen Ergebnissenrkemkann.

Andere Studien zeigten eindeutige Ergebnisse. 8oBeispiel, dass eine Uberexpression von
CD44v6 in Magen- (Yamamichi et al., 1998), Mammaz{@men (Kaufmann et al., 1995)

und Non-Hodgkin-Lymphomen (Stauder et al., 1995) emer reduzierten Uberlebenszeit
einhergehen. Auch bei colorektalen Tumoren gingQi4ve Expression mit einem bereits
fortgeschrittenen Tumorstadium und Metastasierunigee (Heider et al., 1993; Mulder et al.,

1994; Tanabe et al., 1993; Wielenga et al., 1993).

Insgesamt fand sich bei den von uns untersuchtépafRaten von Oropharynxtumoren bei
Betrachtung der Lymphknotenstadien in Zusammenhaitgder Antigen-Expression kein

signifikanter Unterschied, dabei entsprechen un&egebnisse denen der meisten der oben
erwahnten Autoren. Auch bei Betrachtung der Tumbezruglich ihres Differenzierungsgrades
und der Expression von CD44v6, lasst sich kein ifdkgmter Unterschied zwischen den

Gruppen bezuglich der Antigenexpression feststellEnenso kdénnen wir nach unseren
Ergebnissen nicht von einem direkten Einfluss d&sl4v6-Proteins auf die Prognose bei

Oropharynxkarzinomen ausgehen.

Dabei stellen sich mehrere Fragen. Spielt die EB5gima von CD44v6 nur eine geringe Rolle
fur die Prognose der PK-KH? Verandert sich wahréded Abnahme der Differenzierung der
Zellen die Struktur des Antigens, so dass Antikbrpehlechter binden? Gibt es eventuell
zusatzliche Faktoren, die die Antigenexpressio@neern, beziehungsweise die Bindung der
Antikorper an das CD44v6-Protein? Kénnte zum Beisgas Rauchen oder die Infektion mit

HPV eine solche Veranderung hervorrufen?
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So scheint fir die Bewertung der Expression des 49BAntigens die genaue
Tumorlokalisation, ebenso wie das Tumorstadium nd&®C eine entscheidende Rolle zu
spielen. Auch das Einwirken exogener Einflissetesdieriicksichtigt werden. Daneben lassen
sich unterschiedliche Studienergebnisse eventueithddas Zusammenspiel verschiedener
EinflussgréRen, wie den Fallzahlen in den unteestiithen Differenzierungsstadien, die
Gesamtfallzahlen, die Auswertung der Farbungen aomerschiedliche Antikbrper gegen
CD44v6 erklaren.
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5. Zusammenfassung

Das Protein CD44v6 gehort zur Familie der transmramisen CD44-Glycoproteine. Die
Varianten unterscheiden sich dabei bezuglich ihExpression in gesunden wie in
verschiedenen Tumorgeweben und entstehen durchbgebi@dngiges alternatives Splicing
und posttranslationale  Modifikationen. Dabei  wird ie d Form CD44v6 in

Plattenepithelkarzinomen der Lunge, des Osophagub des Kopf-Hals-Bereiches stark
exprimiert. Da dem Protein in bisherigen Studiemeamnetastasierungsinduzierende Wirkung
zugeschrieben worden ist, untersuchten wir denrdoszEnhang zwischen Antigen-Expression

und Metastasierung von Oropharynxkarzinomen.

In dieser retrospektiven Kohortenstudie wurde digprEssion des CD44v6-Proteins in
Korrelation zur Metastasierung, zum Differenziesmggd und zum Uberleben von 120
Patienten mit Plattenepithelkarzinomen des KopfHB#reiches untersucht, die in der Zeit
von 1993-2004 in der Klinik fir Hals-Nasen-Ohrendkiende, Kopf- und Halschirurgie des
Universitatsklinikums Schleswig-Holstein, CampuglKoperativ behandelt wurden. Dabei lag

das Alter der Patienten zwischen 41 und 92 Jahren.

Bei 40% der insgesamt 120 Patienten wurden keimapbknotenmetastasen nachgewiesen
(n=48), dementsprechend fanden sich bei 60% Metstan unterschiedlicher Ausdehnung
(n=72). Eine Fernmetastasierung wurde nur bei siel® mannlichen Studienteilnehmer

festgestellt.

Die mit Formalin behandelten und in Paraffin gedieti Gewebeanteile wurden immun-
histochemisch mit einem monoklonalen Antikérperege@D44v6 angefarbt und beziglich der

Farbeintensitat ausgewertet.

Mit Hilfe des Kruskal-Wallis-Testes wurde der Zusaemhang zwischen den Tumoren ohne
Lymphknotenbefall, Tumoren mit geringgradigem undgedehntem Lymphknotenbefall und
der Antigenexpression untersucht. Der Whitney-MastTdiente zur Untersuchung der
Korrelation von Differenzierungsgrad und Antigeneegsion. In beiden Auswertungen fand

sich kein signifikanter Unterschied zwischen derzeinen Gruppen.

Auch die Uberlebenskurven nach Kaplan-Meier, zeigen_og Rank (Mantel-Cox) keinen

signifikanten Unterschied im Uberleben der Patientst starker beziehungsweise schwacher
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Antigenexpression (p=0,397), so dass wir zusamrssefal in dieser Studie weder einen
Zusammenhang zwischen der Expression des Antigdd$4v® und der Metastasierung
(p=0,665), des Differenzierungsgrades (p=0,235hmt@ms Uberlebens (p=0,397) feststellen.

Nach Diskussion unserer Ergebnisse mit der aktudliéeratur konnten wir zeigen, dass
CD44v6 kein Prognosefaktor flr Oropharynxkarzinoisteund es keinen Einfluss auf die
Metastasierung zu haben scheint. Dabei untersuetitelediglich Oropharynxkarzinome, so
dass ein Einfluss der Tumorlokalisation im Gegensat anderen Studien ausgeschlossen
werden konnte. Allerdings bleibt offen, ob die Merchgruppen in ihrer Zusammenstellung zu
inhomogen waren und sich daher keine signifikakteterschiede ergaben, von einer weiteren

Unterteilung sahen wir aufgrund der dann zu klei@emppengrof3e ab.
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7.Anhang

Abb. 9: Beispiel eines Oropharynxkarzinoms mit $gbiem zapfenformigen Wachstumsmuster
(10fach vergroRert)

Abb. 10: Invasiv wachsendes OropharynxkarzinomHoitnbildung (linker unterer Bildrand),
Darstellung der Zellmembranen mit Hilfe eines Adfb44v6-Antikorpers, Gegenfarbung der Kerne
und des umgebenden Gewebes mit Himalaun (100fagiofert)



Abb. 11: 200fache VergrofRerung eines Oropharynikanzs, zu erkennen sind zahlreiche
Kernveranderungen der mit Anti-CD44v6 angeféarbtanzihomzellen
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