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Zusammenfassung

EGFR und HER2/neu Expression im Oralen Plattenepithelkarzinom
Nils Grunert

In der vorliegenden Studie wurde der Frage nachgegangen, in welchem quantita-
tiven Ausmalf bei oralen Plattenepithelkarzinomen eine EGFR-Uberexpression
und speziell eine HER2/neu-Uberexpression sowie eine HER2/neu-
Genamplifikation vorkommt. Dartber hinaus wurde Uberprift, ob die HER2/neu-
Uberexpression bzw. -Genamplifikation einen Einfluss auf die Prognose der be-
troffenen Patienten besitzt. Ferner wurde die Auswirkungen der EGFR-
Uberexpression auf das Uberleben der Patienten hin untersucht. Ubergeordnetes
Ziel war es, die prognostische Signifikanz der HER2/neu-Uberproduktion bei
Oralkarzinomen zu analysieren, um das Protein als mdgliches Zielmolekil zu
identifizieren. MATERIAL UND METHODE: In der vorliegenden Arbeit wurden
153 orale Plattenepithelkazinome, sowie 19 Metastasen in Form von Tissue Mik-
roarrays mittels Immunohistochemie und Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
(FISH) untersucht. ERGEBNISSE: Immunhistochemisch wurde eine HER2/neu-
Uberexpression von 28,1%: stark (3+) 3,3% / moderat ( 2+) 24,8% und eine
EGFR-Uberexpession in 33%: stark ( 3+) 7,2 % / moderat (2+) 26,1% der Tumo-
ren nachgewiesen. Mittel FISH-Analyse konnte bei keinem der Tumoren eine
starke Genamplifikation des HER2/neu-Gens detektiert werden. Es konnte keine
signifikante Korrelation zwischen HER2/neu Expression und dem Uberleben der
Patienten nachgewiesen werden. Ferner konnten auch keine signifikanten Unter-
schiede zwischen den Geschlechtern und anderen tumorspezifischen Charakte-
ristika festgestellt werden. SCHLUSSFOLGERUNG: Angesichts des geringen
Anteils oraler Plattenepithelkarzinomen die eine starke HER2/neu-
Uberexpression aufwiesen, erscheint diese Krebsart fiir eine Herceptin® -
Behandlung nicht geeignet. Erfolgsversprechender erscheint hier jedoch eine
Therapie mit Erbitux®, da dieses Uber den EGF-Rezeptor ansetzt, der bei unse-

ren Untersuchungen in 33% der Tumoren uberexprimiert war.

Tag der mindlichen Prifung: 09.07.2010
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1 Einleitung

In Deutschland erkranken jahrlich 300.000 Menschen neu an Krebs, bei ca.
80.000 verlauft diese Neuerkrankung todlich. Weltweit entstehen tber 500.000
Neoplasien allein im Kopf-Halsbereich, hierbei hat das Plattenepithelkarzinom
mit bis zu 90% (Neville und Day 2002; Weinberg 2002) die bedeutendste Rolle.
Laut WHO betragt die Mortalitat bis zu 60%. Der Leidensdruck aller Erkrankten
ist als sehr hoch einzustufen (Aarstad et al. 2005; Gouin et al. 2007), da beglei-
tend zur Diagnose eine grol3e therapiebedingte Belastung sowie lebenslange
Nachuntersuchungen auf die Patienten zukommen. In den letzten Jahren liel3
sich im Bereich der Diagnostik und Therapie neben den klassischen Einteilun-
gen in GrolRe, Gewebeart oder Ausdehnung ein Trend zu individuelleren Prog-
nose und Therapiewegen erkennen. So nehmen spezielle Biomarker hier einen
an Bedeutung wachsenden Raum ein. Im Bereich der Mammakarzinomfor-
schung zeigt die Verbesserung diagnostischer Marker und therapeutisch ver-
wendbarer Antikdrper grol3e Erfolge. Ziel dieser Arbeit war es, abzuklaren, ob
die erfolgreichen Therapieanséatze der Mammakarzinomforschung auf die The-
rapie des Plattenepithelkarzinom tbertragbar sind, speziell unter Berucksichti-
gung der Rolle der EGF-Rezeptoren und hier besonders des HERZ2/neu-
Rezeptors. Grundlage hierfur ist der Nachweis von der Expression bzw. einer

Uberexpression der Rezeptoren.

1.1 Definition des oralen Plattenepithelkarzinoms

Das orale Plattenepithelkarzinom ist ein maligner Tumor, der als bosartige epi-
theliale Geschwulst definiert ist, die vom Plattenepithel der Mundhéhlen- und
Zungenschleimhaut ausgeht und die Fahigkeit zur lymphogenen Metastasie-
rung besitzt. Es entsteht meist auf unveranderter Mukosa oder seltener auf dem
Boden vorbestehender Dysplasien, wie z. B. Leukoplakien (Noltenius et al.
1987). Klinisch zeigt sich eine maligne Geschwulst insbesondere in einer ra-
schen und zunéchst schmerzfreien Gewebszunahme. Die Zellen wachsen inva-

siv in die Umgebung. Die Uberwiegende Anzahl aller oralen Plattenepithelkarzi-
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nome sind mittelgradig bis gut differenziert. Die zwiebelschalenartig aufgebau-
ten, zentral verhornten Stachelzellen treten histologisch in unterschiedlich gro-
Ben Verbanden auf. Es lassen sich Unterschiede in den atypischen Mitoseraten

sowie in den hyperchromatischen Zellkernen finden (Grundmann 1994).

1.2 Epidemiologie

Sechs Prozent aller Krebserkrankungen sind Mundhohlenkarzinome (Neville
und Day 2002). In Westeuropa und Deutschland ist bei der Inzidenz und Morta-
litat der Mundhohlenkarzinome seit den siebziger Jahren des letzten Jahrhun-
derts ein deutlicher Anstieg zu beobachten (Batzler et al. 2002). Die Haufig-
keitsverteilung von Mundhdhlenkarzinomen zeigt ausgepréagte geographische
Variationen. Die Mehrheit aller Neoplasien der Mundhdhle treten in Indien auf.
Ferner lassen sich auch innerhalb von Europa eindeutige Unterschiede erken-
nen. So sind die Inzidenzraten oraler Neoplasien in der Schweiz im Vergleich
zu Deutschland doppelt so hoch und in Frankreich oder Irland viermal héher als
in der Bundesrepublik oder im danischen Koénigreich (Muir et al. 1997). Im Ver-
gleich mit den Erkrankungsraten anderer EU-Lander liegt die Inzidenz in
Deutschland fiar Manner und fur Frauen im mittleren Bereich. Sie wird insbe-
sondere bei den Mannern von den Raten in Frankreich, Spanien, Portugal und
Luxemburg Ubertroffen, bei den Frauen von denen in Luxemburg, Danemark,
den Niederlanden, Osterreich und Frankreich. Die niedrigste Inzidenz in den
EU-L&ndern wird sowohl fir Manner als auch fir Frauen in Griechenland ermit-
telt. Auch in anderen europaischen Landern erkranken Manner deutlich haufiger
an Mundhoéhlen- und Rachenkrebs als Frauen. Das mittlere Erkrankungsalter
liegt fir Manner bei vergleichsweise niedrigen 59, fir Frauen bei 63 Jahren. Die
hdchste Erkrankungsrate fur 55- bis 59-jahrige Manner ist mehr als viermal ho-
her als die entsprechende Erkrankungsrate der Frauen. Die geschatzte Zahl der
jahrlichen Neuerkrankungen in Deutschland ist bei Mannern mit etwa 7.650
mehr als doppelt so hoch wie bei Frauen mit 2.950 (Batzler et al 2002). Damit
stehen Krebserkrankungen der Mundhohle und des Rachens hinsichtlich der
Erkrankungshaufigkeit bei Mannern an siebter Stelle. Ihr Anteil an den durch
Krebs bedingten Sterbefallen betragt 3,3%.
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1.3  Atiologie

Dass es einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem Auftreten des Oral-
karzinoms und dem Alkohol- und insbesondere dem Tabakkonsum besteht, ist
seit langer Zeit bekannt (Miller 1974; Wynder und Stellmann 1977). Allein die-
sen beiden Noxen sind geschatzte 80% aller Oralkarzinome zuzuordnen (La
Vecchia et al. 1997). Bezugnehmend auf den Tabakkonsum ist es der Gruppe
um Blot et al. (1988) gelungen anhand der Anamnesedaten der Patienten eine
Dosis-Wirkungsbeziehung zu erstellen. Die Wahrscheinlichkeit eines starken
Rauchers (Uber 20 Zigaretten pro Tag), ein Oralkarzinom zu entwickeln ist finf
Mal so hoch wie die eines Nichtrauchers (Martinez 1996). Die kanzerogene
Wirkung des Alkohols ist ungleich schwerer zu beurteilen. Laut Zdller (1995)
sollte Alkohol eher als ,Kokarzinogen* Beachtung finden, da 90% aller stark
trinkenden Personen auch Raucher sind oder waren. Eine epidemiologische
Studie weist ein bis zu zehnfach hoheres Risiko fur den starken Trinker aus
(Wynder et al. 1957). Eine andere Studie hat herausgefunden, dass Alkohol in
Form von Wein sogar das Oralkarzinomrisiko senken kann (La Vecchia et al.
1997). Aus derselben Studie geht hervor, dass Alkohol und Tabak zusammen
eingenommen eine Multiplikation des hundertvierzigfachen des urspringlichen
Risikos bewirken kénnen (La Vecchia et al. 1997). Obwohl Tabak- und Alkohol-
konsum die beiden Hauptrisikofaktoren sind und deren schadliche Wirkungen
sich zudem potenzieren, entwickelt nur eine Minderheit aller Menschen, die
beiden Wirkstoffen ausgesetzt sind, ein Karzinom. Dies erlaubt die Unterstuit-
zung des Konzeptes, dass zwischen einzelnen Individuen grof3e Unterschiede

in der genetischen Vulnerabilitdt gegenuber Karzinogenen bestehen.

Bemerkenswert ist, dass Frankreich und Griechenland ein etwa gleiches Kon-
sumverhalten beim Alkohol und Tabak aufweisen, Frankreich aber die europai-
sche Spitze der Inzidenz bildet, wahrend Griechenland den letzten Platz be-
setzt. Es mussen also noch andere &tiologische Faktoren wirksam werden. Hier
seien physikalische Faktoren wie UV-Lichtexpositionen, chronische Infekte oder
mechanische Faktoren wie Prothesen, kariose Zahne oder Wangen, Lippen und
Zungenbeillen erwahnt (Riede und Schéfer 1993; Grimm 1990). Dem Olivendl

werden haufig karzinompraventive Eigenschaften unterstellt. Dies kdnnte eine
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Erklarung dafur sein, dass Griechenland am Ende der Negativliste rangiert. In
Indien kommt das Kauen von Betelnissen als weiterer Risikofaktor hinzu (Par-
kin et al.1984). Ein weiterer diskutierter Risikofaktor flr die Entstehung eines
oralen Plattenepithelkarzinoms liegt in einer Infektion mit dem Humanen Papil-
loma Virus (HPV) (Lind et al. 1986). Die exakten Zusammenhange zwischen
dem Plattenepithelkarzinom der Mundhdhle und dem Auftreten von HPV konn-
ten trotz zahlreicher Studien (Miller und Johnstone 2001; Syrjanen 2002; Gio-
vanelli et al. 2002; Ringstrom et al. 2002) nicht eindeutig aufgezeigt werden.
Allerdings sind die Tumoren der HPV-Patienten strahlensensibler und prognos-
tisch besser als das klassische Klientel (Sisk et al. 2000; Chen et al. 2002). Zur
Diskussion stehen des Weiteren berufliche Expositionen gegentiber Schadstof-
fen wie z. B. Farben, Lacke, Lésungsmittel, Asbest und weiteren Stauben sowie
auch eine lang dauernde Verunreinigung der Wohnraumluft mit karzinogenen
Substanzen. Begunstigend wirkt sich zusatzlich ein vergleichsweise geringer
Genuss von Obst, Salat und Milchprodukten fir die Entstehung von malignen

Tumoren der Mundhdhle aus (Maier und Sennewald 1994).

1.4 Vorstufen des Plattenepithelkarzinoms und der p  rdkanzerdsen Kondi-

tionen

Zu den Prakanzerosen gehoren die sideropenische Dysphagie (Plummer-
Vinson-Syndrom), verschiedene Formen des Lichens oder die Syphilis (Seifert
et al. 2000). Prakanzertse Lasionen sind histologisch definierte Veranderun-
gen. Folgende histologische Veranderungen konnen zur Diagnose einer

Dysplasie beitragen:

* Verénderte Kern-Plasma-Relation

* Vermehrte Anzahl von Mitosen,

» Verlust der Polaritat der Basalzellen

* Atypische Mitosen

e Auftreten von Mitosen in der oberen Hélfte des Epithels
e Zellulare und nukleére Pleomorphie

* Auflésung von Zelladhasionen
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Kommen vermehrt Atypien und atypische Mitosen hinzu, wird ein Carcinoma in

situ diagnostiziert (Seifert et al. 2000). Dabei ist die Basalmembran noch intakt.

Zu den prakanzerdsen Konditionen gehdren Zustande oder Krankheiten, die ein
erhohtes Krebsrisiko in sich bergen. Von der WHO werden sieben Erkrankun-
gen aufgefthrt, die mit einem erhdhten Risiko der Entwicklung oraler Plattene-

pithelkarzinome vergesellschaftet sind.

Das klinische Bild einer prakanzerdsen L&sion erlaubt eine Beurteilung der
Dignitat nur in einem sehr begrenzten Umfang. In jedem Fall ist eine histologi-
sche Untersuchung mit Beurteilung des Dysplasiegrades notwendig (Bankfalvi
2006).

1.5 Makroskopische Morphologie

Grundsatzlich kommt das orale Plattenepithelkarzinom in zwei sich morpholo-
gisch und prognostisch unterscheidenden Varianten vor (Grimm 1990; Riedel
und Schafer ; Mittermayer 1993):

1 ulzerése Form,

2 verrukdse oder papillomatése Form.

Mit 99% ist die ulzerbése Form weitaus haufiger, ihr Wachstum ist endophytisch
— der Tumor dringt infiltrierend in das Gewebsbett ein. Ein geschwiriger Zer-
fallskrater ist typisch fur die frihzeitige Gewebevermehrung, welche durch die
Gewebszerstérung abgeldst wird. Die allgemein schlechte Prognose dieser

Tumorart ist zudem stark von seiner Lokalisation abhangig.

Die vergleichsweise wenig aggressive verrukdse oder papillomatose Form weist
ein exophytisches Wachstum auf, welches deutlich spater zur Metastasierung

neigt.
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1.6 Tumorausbreitung und Metastasierung

Im Allgemeinen zeigt das Plattenepithelkarzinom der Mundhohle einen progres-
siven Verlauf, so dass, je nach Lokalisation friher oder spater, die Kieferkno-
chen infiltriert werden. Die primare Metastasierung wird durch die gut verzweig-
ten Lymphabflussnetze im Bereich des Mundhdhlenbodens sowie der Halsregi-
on und der Mundhéhlenwandungen zusatzlich begunstigt (Schwenzer 1994).
Uber 50% metastasieren in die regionaren Lymphknoten, hierbei zunachst in
die submandibuldren und submentalen, spater dann in die Lymphknoten ent-
lang der Vena jugularis. Der Weg zur hdmatogenen Metastasierung entsteht
entweder Uber einen direkten Tumoreinbruch in meist kleinere GefalRe (lber-
wiegend Venen) oder lUber den Ductus thoracicus in das Venensystem und so-
mit zur Lunge (Bartsch et al. 1996). Die 5-Jahres-Uberlebenszeit belauft sich
durchschnittlich nur auf 40-50 %. Hierdurch wird die zur Prognose eminente
Bedeutung einer guten Friherkennung deutlich (Howaldt et al. 1991).



Prognose und Therapie 7

2 Prognose und Therapie

2.1 Prognose

2.1.1 Anatomische Prognoseparameter Lokalisation de s Primartumors

Die Mundhdhlenkarzinomen lassen sich unter topographischen Gesichtspunkten in
sechs anatomische Bezirke gliedern (Angaben entsprechen der UICC (Union Interna-
tionale Contra le Cancer, Speissl et al.1992)):

I. Mundschleimhaut 1) Schleimhaut der Ober- und Unterlippe
2) Wangenschleimhaut
3) Retromolargegend
4) Sulcus buccomandibularis und maxillaris
Il. Oberer Alveolarfortsatz und Gingiva
[ll. Unterer Alveolarfortsatz und Gingiva
IV. Harter Gaumen
VI. Zunge

VIl. Mundboden

Die ginstigste Prognose hat hierbei das Wangenkarzinom, die schlechteste das
Gaumenkarzinom (Jones et al. 1995). Generell gilt, dass je weiter ein Tumor dorsal
und kaudal lokalisiert ist, desto schlechter ist seine Prognose (Krtiger, 1988; Grimm
1990).
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2.1.2 Klassische klinische Prognoseparameter Stagin g

Die klinische Einteilung der Neoplasien basiert auf der anatomischen Ausdehnung

des Primartumors, sowie auf seiner lymphogenen und hamatogenen Ausbreitung.

Durchgesetzt hat sich das System der Union International Contre le Cancer (UICC),
welches die Tumor-Ausbreitung nach den Kriterien T[Tumor], N [Node] und M [Me-
tastase] klassifiziert (Hermanek und Sobin 1987).

2.1.3 Tumor-Node-Metastasis [TNM-System]

T Priméartumor

X Beurteilung des Primartumors unmoglich

T0 Kein Anhalt fir einen Primartumor

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor bis 2 cm Durchmesser

T2 Tumor von 2-4 cm Durchmesser

T3 Tumor gréRer als 4 cm Durchmesser

T4 Tumor infiltriert Nachbarstrukturen wie kortikale Knochen, Kieferhohle, Haut oder
Muskulatur

N Regionale Lymphknoten

NX Beurteilung der regionalen Lymphknoten unmaglich

NO Keine regionalen Lymphknotenmetastasen

N1 Ipsilateraler Befall eines Lymphknotens kleiner als 3 cm

N2a |Ipsilateraler Befall eines Lymphknotens von 3 bis 6 cm

N2b | Ipsilateraler Befall mehrere Lymphknoten bis 6 cm

N2c |Bilateraler oder kontralateraler Lymphknotenbefall bis 6 cm Durchmesser

N3 Lymphknotenbefall gréRer als 6 cm Durchmesser

M Fernmetastasen

MX Das Vorliegen einer Fernmetastase ist nicht ersichtlich

MO Keine Fernmetastasen vorhanden

M1 Fernmetastasen vorhanden

Tabelle 1: TNM-System
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Neben dem klinischen (préatherapeutischen) TNM-System existiert noch die postope-
rative, pathologische Klassifikation, abgekutrzt mit pTNM.

2.1.4 WHO

Um in vergleichenden Krebsstudien international gultige Kriterien zur Klassifizierung
von oralen und oropharyngealen Tumoren zu benutzen, wurde 1971 durch die Welt-
gesundheitsorganisation ein Grading-System veroffentlicht (Wahi et al. 1971), wel-
ches zur Erfassung des Malignitatsgrades eines Tumors drei Differenzierungsgrade

unterscheidet:

Differenzierungsgrad des Plattenepithelkarzinoms der Mundhohle nach der WHO-

Klassifikation aus dem Jahre 1971:

Zahlreiche Epithelperlen, erhebliche Keratinisierung der Zellen mit Interzellu-
larbriicken, weniger als zwei Mitosen pro Gesichtsfeld bei starker Vergrolie-
rung, selten atypische Mitosen und vielkernige Riesenzellen minimale Zell-
und Kernpleomorphie

Grad |

Epithelperlen selten oder fehlend, weder Keratinisierung von Einzelzellen
noch Vorkommen von Interzellularbricken, zwei bis vier Mitosen pro Ge-
sichtsfeld bei starker Vergrof3erung mit gelegentlichen atypischen Mitosen,
mafige Zell- und Kernpleomorphie, selten vielkernige Riesenzellen

Grad Il

Selten Epithelperlen, so gut wie keine Keratinisierung der Zellen und keine
Interzellularbriicken, mehr als vier Mitosen pro Gesichtsfeld bei starker Ver-
grolRerung mit zahlreichen atypischen Mitosen, deutliche zell- und Kernpleo-
morphie, zahlreiche vielkernige Riesenzellen

Grad Il

Tabelle 2: WHO-KIlassifikation

In der Publikation von Wabhi et al. (1971) wird darauf hingewiesen, dass die Einschat-
zung der Prognose nicht allein durch das Grading eines Tumors gelingen kann, son-
dern in Beziehung zu anderen Parametern wie Tumorsitz und Staging gesetzt wer-
den muss. Hier wird deutlich, dass eine exakte prognostische Klassifizierung von Ma-
lignomen durch das TNM-System oder WHO-Grading allein nicht erfolgen kann.
Dass zur prognostischen Klassifizierung verwendete rein metrische TNM-System
wurde von Platz et al. (1983) insoweit beméngelt, dass es eine zu grobe Vereinfa-

chung der komplexen Wirkungszusammenhange von Krebserkrankungen darstellt.
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Die Grenzen der TMN-Klassifikation bestehen darin, dass ausschlief3lich die anato-
mische Ausdehnung des Tumors beurteilt wird ohne histomorphologische Faktoren,
proliferationsassoziierte Parameter oder das Patientenalter in die Prognoseeinschat-
zung einzubeziehen. Hermanek und Sobin (1987) wiesen darauf hin, dass eine mog-
lichst exakte Einschatzung der multifaktoriell bedingten Prognosen und zuverlassige
Vergleiche von Therapieresultaten nur moglich seien, wenn andere wesentliche
histomorphologische Parameter wie Tumor- und Wirtfaktoren sowie die Behandlung
beriicksichtigt werden. Aus diesen Grinden ist die Tumorpathologie bestrebt, weitere

prognoserelevante Indizes heranzuziehen und neue Prognosescores zu entwickeln.

2.1.5 Therapieabhangiger Prognoseindex (TPI)

Der Deutsch-Osterreichisch-Schweizerischer Arbeitskreis (DOSAK) fiir Tumoren im
Kiefer- und Gesichtsbereich hat als Resultat einer jahrzehntelangen retrospektiven
Studie einen therapieabhangigen Prognoseindex (TPI) fur Plattenepithelkarzinome
der Lippe, des Oropharynx und der Mundhdhle vorgelegt (Platz et al.1983). Im Ver-
gleich zum TNM-Klassifizierungssystem finden im TPl sehr viel mehr prognostisch
relevante Faktoren Bericksichtigung. Befunde der Erstaufnahme (Tumorgrél3e, Tu-
morinfiltration, regionare und Fernmetastasierung und das Patientenalter), die Art der
eingesetzten Therapie und der primare Therapieerfolg bestimmen nach einem ma-
thematischen Modell die Prognose des Patienten. Um die Validitat des TPI zu unter-
suchen, wurde vom DOSAK eine prospektive Studie Uber orale Plattenepithelkarzi-
nome durchgefihrt (Platz et al. 1983). Hierbei stellte sich heraus, dass der TPI in
vielen Gruppen eine zuverlassige Prognoseeinschatzung ermdglicht. In anderen
Gruppen aber differierte die tatsachliche Uberlebensrate deutlich von der mittels TPI
errechneten Uberlebenszeit. Die Autoren sehen dieses als Hinweis auf im TPI nicht

erfasste prognostische Faktoren.

2.1.6 Invasionsfrontgrading nach Bryne

Die meisten der menschlichen Neoplasien bestehen aus heterogenen Zellpopulatio-

nen mit unterschiedlichem biologischen Verhalten (Nicolson 1987). Tumorzellen an
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der Invasionsfront zeigen in oralen Plattenepithelkarzinomen und anderen Maligno-

men Charakteristika, die sich von den zentralen Tumoranteilen deutlich unterschei-

den (Bryne et al. 1989). Das orale Plattenepithelkarzinom ist an der Invasionsfront

oftmals schlechter differenziert als in anderen Arealen. Das eingefiihrte multifaktoriel-

le Grading-System ausschlie3lich der Invasionsfront der Tumoren (Bryne et al. 1989)

ist angelehnt an eine modifizierte Version des Gradings nach Jacobsson. Es werden

die histologischen Parameter Verhornungsgrad, Kernatypiegrad, Mitoserate, Invasi-

onsmuster und die lymphoplasmazellulare Infiltration beurteilt.

Parameter/Score 1 2 3 4
- )

Keratinisierungs- >50% der Zellen ggll?a?]/ligrzii- 5-20% der Zellen | keine Keratinisie-
grad keratinisiert nisiert keratinisiert rung
Kernpoly- geringer Kernpoly- E;E'g;r mor- reichlicher Kern- | extremer Kernpo-
morphismus morphismus mpoly polymor-phismus | lymor-phismus

phismus
Mitoserate 0-1 2-3 4-5 >5

Infiltrierende

Kleine Gruppen

Reichlich ausge-

Gut abarenzbare solide Stran- oder Stranae dehnte zellulare
Invasionsmuster i abg ge, Bande g g Dissoziation klei-
Infiltrationsgrenzen infiltrierender
und/ oder ner Gruppen oder
- Zellen .
Stréahnen Einzelzellen
lymphozytare . . . .
Infiltration reichlich maliig wenig Keine
Tabelle 3: Invasionsfrontgrading nach Bryne et al. (1989)

Die Parameter werden jeweils mit Punkten von eins bis vier bewertet. Der daraus

resultierende Malignitatsscore von 4-16 mdglichen Punkten wird in drei prognosti-

sche Gruppen eingeteilt:

4 - 8 Punkte

gute Prognose

9 — 12 Punkte

malfige Prognose

13- 16 Punkte

schlechte Prognose
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Das Invasionsfrontgrading wurde auch in Studien von Piffko und Mitarbeiter mehr-
fach Uber seine unabhangige Prognoserelevanz beim Mundhdhlenkarzinom besta-
tigt ( Piffko et al. 1997).

2.1.7 Die EGF-Rezeptor Familie

Die ErbB-Proteine bilden die Klasse | der Rezeptor-Tyrosin-Kinasen. Die ErbB-
Familie entwickelte sich im Laufe der Evolution aus einer einzigen Ligand-Rezeptor-
Kombination beim Nematoden Caenorhabdites elegans (Lin3 / Let23, (Aroian, et al.
1990). Die Fruchtfliege Drosophila verfugt tber einen Rezeptor (DER) mit vier Ligan-
den (Wasserman und Freeman 2000). Bei Saugetieren schlief3lich besteht ein Sys-
tem aus vier Rezeptoren und mehreren Liganden. Die vier Rezeptoren sind: der epi-
dermale Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR, auch ErbB1 oder HER 1),
ErbB2/neu/Her2, ErbB3/Her3 und ErbB4/Her4. Allen gemeinsam ist der Aufbau aus
einer extrazellularen Ligandenbindungsdomane, einer transmembrandren Doméane
und einer zytoplasmatischen Domane mit Tyrosin-Kinase-Aktivitat. Aufgrund einer
Mutation der zytoplasmatischen Domane besitzt der ErbB3-Rezeptor allerdings keine
Tyrosin-Kinase-Aktivitat (Guy et al.1994).

Bei den Liganden der vier Rezeptoren handelt es sich um Peptide, die dem Epider-
malen Wachstumsfaktor (EGF) verwandt sind. Sie lassen sich aufgrund ihres spezi-

fischen Bindungsverhaltens in vier Gruppen einteilen.

Die erste Gruppe bindet nur an EGFR, die zweite Gruppe an EGFR und ErbB4, die
dritte Gruppe an ErbB3 und ErbB4 und die vierte Gruppe nur an ErbB4 (Olayioye et
al. 2000). Bisher ist kein Ligand bekannt, der direkt an ErbB2 bindet (Klapper et
al.1999). Die Bindung eines Liganden an einen passenden Rezeptor fuhrt zur Bil-
dung von Rezeptordimeren. Es kommt dabei sowohl zur Formation von Homodime-
ren (z. B. EGFR+EGFR) als auch von Heterodimeren (z. B. EGFR+ErbB3). Die Di-
merisierung der Rezeptoren stimuliert deren Tyrosin-Kinase-Aktivitat und es kommt
zur Autophosphorylierung der Rezeptoren im Bereich der zytoplasmatischen Doma-

nen. Dadurch wird der intrazellulare Signalweg aktiviert.

Die extrazellulare Doméane der ErbB-Rezeptoren besteht aus zwei cysteinreichen
Domanen (S1, S2) und zwei Ligandenbindungsdoménen (L1, L2). Von den Liganden
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NRG1 und EGF ist bekannt, dass sie uber zwei Rezeptor-Bindungsstellen verfiigen
mit denen sie an L1 und L2 binden: eine hochaffine und spezifische Bindungsstelle
und eine weniger affine und weniger spezifische Bindungsstelle (Tzahar et al. 1997;
Summerfield et al. 1996). Durch die Ligandenbindung kommt es zu einer Konformati-
onsanderung des Rezeptors, in deren Verlauf S1 einen ,dimerization loop“ genann-
ten Fortsatz bildet. Dieser befahigt den Rezeptor zur Dimerisierung. Beim ErbB2-
Rezeptor liegt eine Interaktion zwischen L1 und L2 vor, dadurch besteht die ,dimeri-
zation loop* auch ohne Ligandenbindung (Citri et al. 2003). Dies steht im Gegensatz
zu alteren Modellen, nach denen die Bildung der Dimere nicht durch eine Konforma-
tionséanderung der Rezeptoren vermittelt wird, sondern durch Bindung der Liganden
an Hauptrezeptor (affine Bindungsstelle) und Dimerisierungspartner (weniger affine
Bindungsstelle) (Tzahar et al. 1998).

Durch die Kombination aus mehreren Liganden und vier Rezeptoren und durch die
Dimerisierung der Rezeptoren nach der Ligandenbindung ergibt sich eine Vielzahl
maoglicher Signalwege. Das resultierende Signal héngt davon ab, welcher Ligand
vorhanden ist, an welchen Rezeptor der Ligand bindet und welcher zweite Rezeptor

zur Dimerisierung zur Verfigung steht.

Es sind vier verschiedene Homodimere und sechs verschiedene Heterodimere mdg-
lich. Die Identitat des entstandenen Dimers entscheidet dartber, welche zytoplasma-
tischen Signalmolekile sich anlagern kénnen und welcher weitere Signalweg in
Gang gesetzt wird. Bemerkenswert ist allerdings, dass der ligandenlose ErbB2-
Rezeptor der bevorzugte Dimerisierungspartner der anderen Rezeptoren ist und
ErbB2-Heterodimere eine erhdhte Ligandenaffinitdt und eine langere Rezeptorakti-
vierung aufweisen als Homodimere der anderen Rezeptoren (Graus-Porta et al.
1997; Karunagaran et al. 1996; Graus-Porta et al 1995). ErbB3-Homodimere kdnnen
aufgrund der fehlenden Kinaseaktivitat keine Signalwege starten. ErbB3 ist deswe-
gen auf einen anderen ErbB-Rezeptor als Dimerisierungspartner angewiesen. Auch
ein Dimer aus dem ligandenlosen ErbB2 und dem kinasedefizienten ErbB3 fuhrt zu
einer erfolgreichen Signaltransduktion (Olayioye et al. 2000). ErbB3 ist der bevorzug-
te Dimerisierungspartner von ErbB2 und das ErbB2-ErbB3-Heterodimer ist ein be-
sonders potenter Signalgeber fur Zellwachstum und Transformation (Citri et al.
2003).
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2.1.7 EGFR und HER2/neu in der Tumorentstehung

Der EGF-Rezeptor ist in einer Vielzahl menschlicher Tumoren amplifiziert, tbe-
rexprimiert oder mutiert. In Glioblastomen, Lungenkarzinomen, Mamma- und Ovari-
alkarzinomen, Kopf und Halstumoren, Tumoren des Gastrointestinaltraktes und in
Nieren-, Blasen- und Prostatakarzinomen wird vermehrt EGFR exprimiert (Salomon
et al. 1995). Ein Zusammenhang zwischen EGFR Expression und schlechter Prog-
nose konnte bei einigen Karzinomen gezeigt werden (Harris et al. 1992; Selvaggi et
al. 2004).

Aus In- vitro- Studien und Tierexperimenten ist bekannt, dass die Uberexpression
des ErbB2-Rezeptors eine wichtige Rolle in der malignen Transformation und Tu-
morentstehung spielt. Die Transfektion des ErbB2-Gens in humane Tumorzelllinien
(Mamma- und Ovarzelllinien) hat ein aggressiveres Wachstumsverhalten in vitro und
eine groliere Tumorigenitat sowie ein erhdhtes metastatisches Potential in Mausen
zur Folge (Benz et al. 1993).

2.1.8 HERZ2/neu als potenzieller neuer Prognosefaktor

Beim Mammakarzinom wurde in den letzten 15 Jahren die Expression des
HER2/neu-Wachstumsfaktorrezeptors intensiv erforscht und auch als prognostischer
Indikator beschrieben. Das HER2/neu-Protein wird durch das auf dem Chromosom
17 lokalisierte HER2/neu-Onkogen (auch c-erbB2-Onkogen genannt) kodiert und
stellt ein 185 kDa grol3es Glykoprotein dar, das als transmembrandser Tyrosinkina-
serezeptor vom Typ des Epidermal-growth-factor-Rezeptors (EGFR) fungiert
(Wiethege et al. 2000). Eine durch Liganden-Rezeptor-Bindung aktivierte Tyrosinki-
nase setzt intrazellulare Signalibertragungen in Gang, welche Einfluss auf das

Wachstum, Differenzierung und Uberleben der Zelle nehmen.

Die bisher publizierten Ergebnisse Uber die HER2/neu-Expression beim Plattene-
pithelkarzinom sind recht uneinheitlich, was vor allem auf unterschiedliche Testme-
thoden zurickzufuhren sein durfte. Inzwischen sind fur die HER2/neu-Analyse beim
Mammakarzinom mehrere standardisierte Tests erhaltlich, um reproduzierbare Er-

gebnisse liefern zu kénnen. Der von der amerikanischen Food and Drug Administra-
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tion (FDA) zugelassene HercepTest® (DAKO, Glostrup, Danemark) ist in Mitteleuro-
pa einer der am meisten verbreiteten Test. Ein standardisierter und ebenfalls von der
FDA zugelassener Test zum Nachweis von Amplifikationen des HER2/neu-Gens,
mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) (PathVysion®) wird von der Firma
Abbott-Vysis (Wiesbaden) vertrieben.

2.2  Therapie

Ein Ubergreifender, multidisziplinarer Einsatz ist fir die Behandlung von Karzinomen
im Kopf-Hals-Bereich essentiell fir die optimale Behandlung. Es besteht Einigkeit
dariiber, dass die radikale Operation, mit regionaler/funktioneller Neck-Dissection,
die Therapie der Wahl ist. Die chirurgische Alleinbehandlung ist bei fortgeschrittenen
Tumorstadium allerdings unzureichend, so dass in den meisten Fallen eine Kombina-
tion von Chirurgie und adjuvanten MaflRnhahmen beschrieben werden (Munro et
al.1995). Die Uberlebensraten haben sich in den letzten 30 Jahren trotz der Fort-
schritte in chirurgischer Rekonstruktion, Entwicklung neuer chemotherapeutischer
Wirkstoffe und Einfliihrung verbesserter radiotherapeutischer Protokolle nicht signifi-
kant steigern lassen. Der bedeutendste prognostische Faktor in der chirurgischen
Therapie des Plattenepithelkarzinoms des Kopf-Hals-Bereiches ist die Frage der
kompletten chirurgischen Entfernbarkeit des Tumors (Wennerberg 1996). Therapie-
versagen resultiert Uberwiegend aus der Entwicklung von Lokalrezidiven nach Pri-
martherapie oder aus der Entwicklung von Fernmetastasen und Zweittumoren (Ganly
et al. 2000).

Zwei Drittel aller Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren befinden sich bei Erstdiagnose in
den klinischen Stadien 11l und 1V, Lokalrezidive treten hierbei in 50-60% auf, Fernme-
tastasen in 25% aller Félle (Stupp et al. 1994). Die Angaben in der Literatur zur Hau-
figkeit von Zweittumoren differieren, Werte zwischen 10-40% werden gefunden. Lo-
koregionare Rezidive, die am haufigsten infolge inkompletter chirurgischer Resektion
und nach priméarer Radiotherapie entstehen (Snow et al. 1989), werden Ublicherwei-
se mit erneuter Operation oder Bestrahlung behandelt. Sollten die Risiken einer er-
neuten Operation zu grof3 sein, kommt eine Radiotherapie in Frage (Zieske 1986).
Eine Therapie der Fernmetastasen wird derzeit haufig mit Chemotherapie versucht.

Sowohl bei Lokalrezidiven als auch bei Fernmetastasen zeigen nur ca. 35% der Pati-
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enten ein Ansprechen auf die Therapie, welches mit 6 bis 9 Monaten nur von kurzer
Dauer ist (Forastiere 1994). Dieses schlechte Ansprechen auf die Therapie lenkt das
Interesse vermehrt auf die (Weiter-) Entwicklung neuerer Therapieformen, von denen
unter anderem die Gentherapie, Antikdper-basierte Therapie und photodynamische
Therapie Aufmerksamkeit auf sich ziehen. Derartige Behandlungen haben das Po-

tential, den Tumor selektiv zu bekampfen.

Bei Erbitux® handelt es sich um eine zielgerichtete Krebstherapie. Erbitux® ist ein
IgG1 monoklonaler Antikorper, der selektiv den Epidermal-growth-factor-receptor
(EGFR), angreift. Durch die Blockierung des EGFR wird sowohl das Eindringen von
Tumorzellen in das gesunde Gewebe wie auch die Bildung von Metastasen vermin-
dert. Die Rezeptorblockade mindert die Fahigkeit der Tumorzellen, die Schadigungen
durch Chemo- und Strahlentherapie zu reparieren sowie die Ausbildung von Angio-

genesen. Die Folge ist eine generelle Hemmung des Tumorwachstums.
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3 Material und Methode

3.1 Patientenkollektiv

Die insgesamt 172 Gewebeproben aus dem Archiv des Gerhard-Domagk-Institutes
fur Pathologie der Universitat Minster stammen von 23 Frauen und 130 Mannern
zwischen 33 und 87 Jahren (mittleres Alter = 57,87 Jahren). Bei ihnen wurde ein
Plattenepithelkarzinom in der Mundhghle diagnostiziert und in der Zahn-, Mund- und

Kieferchirurgie der Universitat Munster zwischen 1983 und 1997 operativ entfernt.

Es wurden 153 Primartumoren sowie 19 Lymphknotenmetastasen untersucht. In der
vorliegenden Arbeit wurde sowohl die halb- als auch die vollautomatische immun-
histochemische Farbemethode, sowie die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

angewandt.

3.2  Praparation der Gewebeschnitte

Aus routinemaRig formalinfixierten und in Paraffin eingebetteten Geweben wurden
Tissue Mikroarrays (TMA) hergestellt (Abbildung 1), ein im Durchmesser 0,5 mm
grof3er und 0,8 mm langer Stanzzylinder (Abbildung 2) definierten die Grol3e der Ge-

webeproben.

Abbildung 1 (links): Tissue Mikroarrays (TMA)

Abbildung 2 (rechts): Stanzzylinder
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Die zu untersuchenden Blocke entstanden aus einem festgelegten Areal, das dem in
gepuffertem Formalin fixierten, paraffineingebetteten Tumorgewebeblock (Abbildung
3) entnommen und unter der Hilfe des ,Tissue chip micro-arrayers* (Beecher Instru-
ments, Silver Spring, USA (Abbildung 4 ) in einen zweiten zunachst leeren, Parafin-

block tbertragen wurde.

Abbildung 3 (rechts): In Parafin eingebettetes Tumo  rgewebe

Abbildung 4 (links): Tissue chip micro-arrayer.

Die Entnahmestellen wurden zuvor unter Zuhilfenahme eines konventionellen HE-
Schnittes des Tumorgewebeblockes (Abbildung 5) ausgewahlt. Es wurden aus jedem
Gewebeblock sechs Stanzen entnommen. Jeweils drei Stanzen wurden auf zwei

neue Blocke verteilt.

Abbildung 5 (links): HE-Schnitt des Tumorgewebes

Abbildung 6 (rechts): Digitale Mikrometerschraube.



Ergebnisse 19

Hierbei wurde eine fur diesen Tumor reprasentative Stelle ausgesucht und unter mik-
roskopischer Kontrolle auf dem Objekttrager markiert (Abbildung 5). Die Stanzbiopsie
erfolgte unter visueller Kontrolle, so dass die exakte Ubernahme der markierten Posi-
tion gewahrleistet war. Anhand zweier digitaler Mikrometerschrauben (Abbildung 6)
wurden die Einstanzpositionen im aufnehmenden Block definiert, so dass die Ab-
stande konstant (1000 pum) blieben. Zur leichteren Orientierung und um spéater Ver-
wechselungen aufzuschliel3en, wurde jeder Tissue Mikroarray (TMA) Block an einer
definiten Stelle mit Fremdgewebe (Niere) markiert. Der gewahlte Abstand von
1000 pm zwischen den definierten Stanzen (sowohl in horizontaler als auch in verti-
kaler Richtung) basiert nicht auf verfahrenstechnischen Notwendigkeiten, sondern
auf dem Einhalten eines Sicherheitsabstandes. Wird dieser unterschritten, steigt die
Bruchgefahr des Paraffinblockes und man riskiert den unwiederbringlichen Verlust

von ausgestanztem Gewebe.

Die Herstellung der Tissue Mikroarrays (TMA) im Einzelnen:

Abbildung 7 (links): Fixationshilfe

Abbildung 8 (rechts): Selbst konstruierte Fixations hilfe
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Unter Zuhilfenahme der vom Fabrikanten mitgelieferten magnetischen Fixationshilfe
(Abbildung 7) war es uns in den meisten Fallen mdglich, unsere Gewebebldckchen

SO zu justieren, dass wir problemlos die Gewebestanzen entnehmen konnten.

Einige Blocke waren leider so dimensioniert, dass wir gezwungen waren, uns selbst

eine Fixationshilfe zu konstruieren (Abbildung 8).

Abbildung 9 (links): Tumorgewebsentnahme

Abbildung 10 (rechts): Stanzen eines Loches

Die Entnahmestellen wurden zuvor unter Zuhilfenahme eines konventionellen HE-
Schnittes des Tumorgewebeblockes (Abbildung 5) ausgewahlt. Mit dem Stanzzylin-
der A, der einen Durchmesser von 0,5 mm hat, wurde nun zuerst ein Stuck markier-
tes Tumorgewebe entnommen (Abbildung 9), dann wurde die Fixationshilfe mit dem
Tumor gegen die mit dem Paraffinblock ausgetauscht. In dem Paraffinblock wurde
mit Hilfe des Stanzzylinders B ein Loch gestanzt (Abbildung 10), welches einen um
wenige Mikrometer geringeren Durchmesser aufweist als die eigentliche Probe
selbst. Um so einen madglichst guten Kompromiss zwischen dem Erhalten der Ge-

websstruktur und der Friktion zu erzielen.
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Abbildung 11: Gewebeprobe versenken

Im Anschluss wurde dann die Gewebeprobe in das vorgestanzte, Loch versenkt.
Dieser Vorgang wurde nun viele hundert Mal wiederholt, um eine mdglichst grof3e

Anzahl an Tumorstanzen auf einem Block zu bekommen.

Aus den so fertig gestellten Paraffinbldckchen wurden 4 um dicke Schnitte angefer-
tigt, die nun im Rahmen der immunhistochemische Farbemethodik / FISH- Analyse

wie folgt weiter préapariert wurden.

3.3.  Immunhistochemische Untersuchungsmethoden

In der vorliegenden Arbeit wurden immunhistochemische Farbemethoden verwendet:
3.3.1 Halb automatische immunhistochemische Farbeme  thode

Die immunhistochemische Farbung erfolgte mit dem polyklonalen Kaninchen-
Primarantikdrper A0485 in einer Verdinnung von 1:100. Der weitere immunhisto-
chemische Prozess zum Nachweis des HER2/neu Proteins erfolgte nach einem
standardisierten Meerrettichperoxidase-Verfahrens unter Verwendung von Diamino-
benzidin (DAB) als Farbstoff. Der zweite und dritte Schritt der Reaktion wurde in dem
Ventana Automated Slide Stainer durchgefihrt. Dabei war die Meerrettichperoxidase
an einen sekundaren Antikérper gekoppelt, welcher an den zuvor aufgebrachten pri-
maren Antikérper bindet. Das Enzym Meerrettichperoxidase bildete im nachsten
Schritt einen Komplex mit seinem Substrat Wasserstoffperoxid. Dieser Komplex rea-
gierte mit DAB, welches durch Oxidation polymerisiert wurde. An der Stelle des Ziel-
antigens, dem HER2/neu Transmembranprotein, bildete sich ein unldsliches, brau-

nes Polymer, welches schon makroskopisch sichtbar war.



Ergebnisse 22

3.2.1 Vollautomatische immunhistochemische Farbemet hode

Die Immunféarbung mit dem vorverdinnten CB11-Antikorper erfolgte auf einem iden-
tischen Wege, wie er schon fur die halbautomatisierte Farbung beschrieben wurde,
die - nach einer 2 x 15 Minuten Mikrowellen- Vorbehandlung bei 240 Watt unter Ver-
wendung des monoklonalen CB11 Antikérpers in einem Ventana Automated Slide
Stainer in Kombination mit dem Ventana Medical Systems Detection Kit erfolgte. Bei
jeder Farbung wurden Positivkontrollen, die dem HercepTest® beilagen, mitgefuhrt.
Diese bestanden aus Objekttragern, auf die per Zytospin-Verfahren drei verschiede-
ne humane Mammakarzinomzelllinien mit unterschiedlichem HER2/neu-Status (Sco-
res 3+, 1+ und 0) aufgebracht worden waren. Ferner wurde bei jeder Farbung eine
Negativkontrolle mitgefuhrt, indem auf einem Objekttrager anstelle des HER2/neu-
Antikdrpers ein ebenfalls im Hercep Test® enthaltenes ,Negativkontroll-Reagens*
aufgebracht wurde. Alle immunhistochemisch gefarbten Schnitte wurden an einem
Lichtmikroskop bei 400-facher VergroRerung ausgewertet.

Die Evaluation der HER2/neu-Proteinexpression erfolgte gemaf den Richtlinien des
Herstellers des HercepTests®. Demnach war die Einteilung in die Scores 3+ bis O

durch folgende Kriterien definiert:

Score Membranfarbung AER2/ neu- Status

0 Weniger als 10 % der Tumorzellen

zeigen eine Membranfarbung negativ

Unvollstandige Farbung der Memb-

1+ ran bei mehr als 10% der Tumorzel- | negativ
len
Leichte bis maRige, komplette Far- Schwache HER2/neu-
2+ bung der Membran bei mehr als bzw. EGFR Uberexpres-
10% der Tumorzellen sion
34 Starke und komplette Farbung bei Starke HER2/neu-bzw.

mehr als 10% der Tumorzellen EGFR Uberexpression

Tabelle 4: Kriterien der Scoreeinteilung bei der Au  swertung der immunhistochemi-
schen HER2/neu- bzw. EGFR —Farbung
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Beispiele fur den lichtmikroskopischen Aspekt der v ier unterschiedlichen Féarbescores

sind in der nachstehenden

Abbildung 12 illustriert.

Abbildung 12: Immunhistochemische HER2/neu -Farbeer  gebnisse bei vier verschie-
denen Plattenepithelkarzinomen: Norm (oben links); 1+ (oben rechts); 2+ (unten links);

3+ (unten rechts)
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Laut Herstellerangaben sind die HER2/neu Scores 2+ und 3+ als ,positiv* zu werten.
In der vorliegenden Studie wurde den Plattenepithelkarzinomen, die mit einem Score
von 3+ bewertet wurden, besonderes Augenmerk geschenkt, da — nach den Erfah-
rungen am Mammakarzinom — diese Tumoren generell als fiur eine Herceptin®-
Therapie geeignet gelten. Zur Vereinfachung des Sprachgebrauchs werden daher in
dieser Studie Tumoren mit einem Score von 3+ als ,HER2/neu tUberexprimierend*

anstelle von ,stark HER2/neu Uberexprimierend“ bezeichnet.

FISH-Analyse

Um quantitative Nachweise eines Gens in Zellkernen durchfiihren zu kénnen, hat
sich die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) als geeignetes Verfahren erwie-
sen. Als In-situ-Hybridisierung bezeichnet man Verfahren, die den In-situ-Nachweis
von DNA-Sequenzen auf einem Chromosomenpraparat erlauben. Hierbei missen
die auf einem Objekttrager fixierten Zellen zuerst denaturiert werden, um die dop-
pelstrangige DNA in Einzelstrang-DNA zu Uberfihren. Anschlie3end erfolgt die ei-
gentliche Hybridisierung mit der komplementaren DAN-Sequenz auf dem Metapha-
sepraparat. Diese Sonden kdnnen entweder durch weitere Antikdrperbindungen in
einem weiteren Schritt sichtbar gemacht werden oder, wie in unserem Fall, direkt
eine Fluorochrommarkierung tragen. Die fluoreszenzmarkierten Sonden sind unter

einem Fluoreszenzmikroskop sichtbar, welches die Signale verstarkt.

In der vorliegenden Arbeit wurde die qualitative Prasenz der ERBB2/HER-2-
Amplifikation mittels FISH an 4 um dicken Paraffinschnitten, unter Verwendung des
INFORM-HER-2/neu Gene Detection System (Oncor), untersucht. Durchfihrung und
Auszahlung erfolgten streng nach dem entsprechenden ,Procedure and Interpretati-
on Guide“. Drei Tumore wurden als positive Kontrolle verwendet, die in der PCR-

Untersuchung eine starke HER 2 /neu Amplifikation gezeigt haben.

Die Schnitte wurden auf Super-Frost-Plus-Objekttragern aufgezogen und tber Nacht
bei 37T getrocknet, dann folgte das ,Backen” Uber 2 Stunden bei 60C. Anschlie-
Rend wurden die Schnitte 2 x 15 Minuten in 30 %-iger Natriumdisulfit- L6ésung bei
45T in einer feuchten Kammer mit anschlieendem Sp tlen in 2 x SSC bei Raum-
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temperatur fur 10 Sekunden. Der routinemafligen Entparaffinisierung entsprechend,
wurden die Schnitte nur mit 0,25 mg/ml Proteinase K bei 45C fur 45 Minuten ange-

daut, in 2 x SSC bei Raumtemperatur fur 10 Sekunden und dann fir je 2 Minuten in

70%-, 90%- und 100%-igem Alkohol gespult. Das Trocknen erfolgte wiederum an der
Luft.

Die HER-2/neu- Probe wurde gemafld der Herstellerspezifikation (Oncor Appligene)
behandelt. Nach tber Nacht erfolgter Hybridisation bei 37C wurden die Schnitte mit
einer Stringenz von 0,25 x SSC fir 5 Minuten bei 72C gewaschen. Die Probende-
tektion wurde folgendermalRen ausgefuhrt: Nach einer 45-minttigen Inkubation der
Schnitte bei 37T in einer feuchten Kammer mit Mous e Anti-Digoxigenin Antikérper
(Sigma D8156; 1500) und anschlieRendem Spilen mit 4 x SSC fur 3 x 5 Minuten bei
45<C, folgte eine 45-mindtige Inkubation (im Dunkeln) und ein kurzes Spulen mit 2 x
SSC bei Raumtemperatur mit anschlieBendem kurzen Antrocknen. Die Schnitte wur-
den dann mit Vectashield (Vector tuber Camon H-1000) eingedeckt und im Kuihl-

schrank bei 4C aufbewahrt.

Die Aufzéahlung der Amplifikation erfolgte durch Feststellung der Anzahl aller Fluo-
reszenzsignale. Benutzt wurden dabei ein DAPI/Cy3-Filterset und ein 100x Olobjektiv

eines Zeiss Axioskop 100 Fluoreszenz-Mikroskop (Zeiss, Jena, Deutschland).

Die Signalauswertung erfolgte an einem Fluoreszenzm  ikroskop AXIOPLAN der Firma
Zeiss, das mit einem geeigneten Rot- und Grin-Multi  -Bandpass-Filterset ausgestattet
war. Bei jedem Praparat wurden Tumorzellkerne bei 6 50-facher VergréRerung (in
Olimmersion) evaluiert, indem in jedem Zellkern die Anzahl gruner Signale gezahlt
wurde. Ein Beispiel fir ein Plattenepithelkarzinom mit positiver HER2/ neu-

Genamplifikation ist in der nachstehenden

Abbildung 13 illustriert.
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Abbildung 13: Plattenepithelkarzinomzellkern mit pe r FISH-Technik nachweisbarer
HER2/neu-Genamplifikation. Die HER2/ neu-Genkopien sind als griine Signale abgebil-
det. Die zahlreichen, teilweise in Clustern gelegen en hellen Signale deuten eine

HER2/neu-Genamplifikation an. (Originalvergd3erung: 650x).

3.3  Statistische Auswertung

Alle statistischen Berechnungen erfolgten mit Hilfe des SPSS®-Statistikprogramms
(SPSS, Munchen). Das Signifikanzniveau (p) betrug jeweils <0,05. Die Zusammen-
hange zwischen den immunhistochemischen Ergebnissen und anderen klinisch-
pathologischen Parametern wurden in Kreuztabellen unter Verwendung des Pear-
son-yx2-Tests auf statistische Signifikanz gepruft. Nach Anfertigung von Kaplan-
Meier-Uberlebenskurven wurden Gruppenvergleiche unter Verwendung des log-rank
Testes vorgenommen. In die Multivariat-Analyse wurden nur diejenigen Parameter

eingeschleust, die in der Univariat-Analyse einen p-Wert von <0,10 erzielt hatten.
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4 Ergebnisse

4.1  Expressionsmuster der Rezeptoren

Die vorliegende Tabelle gibt einen Uberblick tiber die Expression (Grading) der un-
terschiedlichen Rezeptoren (EGFR u. HER2/neu), sowie tber die Unterschiede der

einzelne Farbemethoden, die von uns untersucht und angewendet wurden.

NEGATIV SCHWACH | MITTEL STARK GESAMT
POSITIV POSITIV POSITIV
(0) (1+) (2+) (3+)
EGFR 72 30 40 11 153
HER2/neu
halbauto-
matisch (Ak 137 16 ° ° 2
A0485)
HER2/neu
vollauto-
matisch (Ak >4 > % ° o
CB11)
Metastasen
HER2/neu 18 1 0 0 19
EGFR 10 4 4 1 19

Tabelle 5: Immunhistochemische Expression von EGFR und HER2/neu in den Primar-

tumoren und Metastasen

4.2  Ausschlusskriterien

Um eine Optimale Vergleichsmdglichkeit und somit eine hohe Aussagekraft gewahr-
leisten zu kdnnen haben wir nur Daten von Patienten ausgewertet, bei denen in allen

untersuchten Kategorien Ergebnisse vorlagen.
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4.3 Immunhistochemische EGFR-Farbeergebniss

Hier Beispiele fur die Immunhistochemische EGFR-Fa&  rbeergebnisse bei vier
verschiedenen oralen Plattenepithelkarzinomen mit d en Scores 0 (links oben),
1+ (rechts oben), 2+ (links Mitte) und 3+ (rechts M itte); unten links ist eine Me-

tastase dargestellt (Originalvergro3erung: jeweils 600Xx).

Abbildung 14: Immunhistochemische EGFR-Farbeergebni sse bei vier verschiedenen
oralen Plattenepithelkarzinomen mit den Scores 0 (I  inks oben), 1+ (rechts oben), 2+
(links Mitte) und 3+ (rechts Mitte); unten links is  t eine Metastase dargestellt (Original-

vergroRerung: jeweils 600x)
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4.4  FISH Darstellungen des HER2/neu Genstatus.

Abbildung 15: Normales Epithel mit je 2 Genkopien p  ro Kern (oben links); FISH Tu-
morgewebe ohne HER2/ neu Amplifikation (1-2 Signale pro Kern; oben rechts); FISH
Tumorgewebe ohne HER2/ neu Amplifikation (1-2 Signale pro Kern; unten links); FISH
Tumorgewebe ohne HER2/ neu Amplifikation (2-3 Signale pro Kern)

Keiner der untersuchten Tumoren zeigte eine starke-Amplifikation.
4.5 Alters- und Geschlechtsverteilung

Insgesamt haben wir Tumorgewebe von 153 Patienten untersucht. Die Altersspanne
reichte von 33 bis 87 Jahren. Das Durchschnittsalter bei der Diagnose betrug 58,49
Jahre(Abb16). Von den 153 Patienten waren 130 mannlichen und 23 weiblichen Ge-
schlechts (Abb17).
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30

Haufigkeit

30 40 50 60 70 80 90
Alter bei Diagnose (Jahre)

Abbildung 16: Altersverteilung in der untersuchten Stichprobe

Frauen; 15%

Ménner; 85%

Abbildung 17: Anteil von Frauen und Ménnern in der untersuchten Stichprobe

Von den 153 Patienten haben 66 die 5 Jahre nach dem Entfernen des Tumors tber-
lebt und gelten somit als geheilt. 87 Patienten sind an den Folgen ihren Krebsleiden
verstorben. Bei 67 Patienten war es mdglich, die genaue Uberlebenszeit in Monaten
zu erfassen. Die durchschnittliche Uberlebenszeit der Verstorbenen betrug 37,48

Monate und entspricht somit der durchschnittlichen Uberlebenszeit vergleichbarer
Studien.
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Anzahl (N = 153) Anzahl (n) Anteil (%)

Alter

Median 57,87 Jahre

Spannweite 33 - 87 Jahre

Geschlecht

Frauen 23 15,03

Manner 130 84.97

Lokalisation

Zunge 30 19,61

Mundboden 109 71,24

Lippe 7 4,58

Wange 7 4,58
Tabelle 6: Durchschnittsalter, Geschlecht und Lokal isation

Haufigkeit

20

40 60 80
Uberlebenszeit (Monate)

100 120

Abbildung 18: Haufigkeitsverteilung der Uberlebensz eiten
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Uberlebt; 43%

Verstorben; 57%

Abbildung 19: Anteil verstorbener / Uberlebender Pa  tienten

4.4.1 Einfluss des Geschlechtes auf die Uberlebensz  eit

Kum. Uberleben Uberlebensfunktionen
] Geschlecht
1,0 1
2
-+ 1-zensiert
— + 2-zensiert
0,8
0,6 B
0,4 7]
0,2 N
T
0,0 7]

I I I I I I I

0 20 40 60 80 100 120
Uberlebenszeit in Monaten

Abbildung 20: Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse aufget  ragen nach dem Geschlecht (1=

mannlich / 2= weiblich).
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Aus der Darstellung Uberlebenszeit-/-Geschlecht ist abzulesen, dass das Geschlecht

keinen Einfluss auf die Uberlebenszeit hat.

4.4.2 Verhaltnis Tumor — Differenzierungsgrad nach WHO zur Uberlebenszeit.

Durch die Abbildung (Abb.21) wird deutlich, dass je niedriger der Differenzierungs-
grad ist (-Grad 2,5)-, desto kurzer ist die Gesamtiberlebenszeit nach der Erstdiagno-
se. Vergleicht man die Uberlebenszeit mit den positiven (1)-/-negativen (0) Darstel-
lungen der Anfarbbarkeit der HER2neu Rezeptoren nach dem halb automatischen
Verfahren (Tabelle 7)-, so kann man eine Tendenz erkennen, nach der die Tumoren
mit HER2/neu Rezeptoriiberexpression eine etwas kirzere Uberlebenszeit haben.
Diese Tendenz ist jedoch unter dem Chi-Quadrat Test nach Pearson nicht signifikant.
Ferner muss darauf hingewiesen werden, dass die Anzahl der Patienten, die positiv
anfarbbare HER2neu-Rezeptoren hatten, recht gering war und die Auspragung der
Anfarbung nicht sehr stark, so dass dieses Verfahren fir die Diagnostik bzw. Thera-

pie ohne Bedeutung ist.
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) Uberlebensfunktionen
Kum. Uberleben
1,0_ WHOGrad
1
2
3
08 | 1-zensiert
2-zensiert
06 |
04 |
0,2
00 |
T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

Uberlebenszeit in Monaten

Abbildung 21: Kaplan-Meier-Darstellung der Uberlebe  nszeit im Verhaltnis zum WHO-

Differenzierungsgrad der Tumoren.
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4.4.3 HER2/neu Expression im halbautomatischen Verfahren (AK A0485 )

Chi-Quadrat
Negativ (0) IS:’(E)hs\?':s/ChH Gefamt Test?]ach

(1+) | (N=153) Pearson
Geschlecht
Frauen 19 4 23 nicht signifikant
Manner 118 12 130 (0,238)
Gesamt 137 16 153
T- Stadium
1 32 8 40
2 67 7 74 nicht signifikant
3 21 1 22 (0,066)
4 17 0 17
Gesamt 137 16 153
Lokalisation
Zunge 28 2 30
Mundboden 97 12 109 nicht signifikant
Lippe 6 1 7 (0,243)
Wange 5 2 7
Gesamt 136 17 153
WHO Grad
L 31 4 35 nicht signifikant
2 91 8 99 (0,233)
3 15 4 19 ’
Gesamt 137 16 153
Uberleben
Verstorben 59 28 87 nicht signifikant
Uberlebt 47 19 66 (0,238)
Gesamt 106 47 153

Tabelle 7: HER2/ neu- Expression mit der halbautomatischen Methode
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4.4.4 HERZ2/neu Expression im vollautomatischen Verfahren (AK CB11 )

Negativ schwach | mittel stark Chi- Quadrat
(O)g Positiv Positiv Positiv Gesamt Test
1+ 2+ 3+

Geschlecht icht sianifi
Frauen 7 10 6 0 23 rk‘:mt signifi-
Manner 47 46 32 5 130 (0,698)
Gesamt 54 56 38 5 153 '
WHO Grading
1 nicht signifi-
: O - A N
3 6 7 4 2 19 (0.474)
Gesamt

54 56 38 5 153
T- Stadium
1 14 13 12 0 39 nicht signifi
2 26 29 17 3 75 kant
3 5 7 8 2 22 (0,122)
4 9 7 1 0 17 ’
Gesamt 54 56 38 5 153
Lokalisation
Zunge 9 11 9 1 30 ioht sianif
Mundboden 36 38 24 3 109 rk‘:m signiti-
Lippe 2 2 2 0 7 (0,243)
Wange 2 3 1 1 7 ’
Gesamt 49 54 36 5 153
Uberleben cht sianifi
Verstorben 31 30 22 3 86 rk]:mt signiii-
Uberlebt 23 26 16 2 67 (0,285)
Gesamt 54 56 38 5 153 '

Tabelle 8: HER2/ neu-Expression mit der vollautomatischen Methode
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4.4.5 Kaplan-Meier Uberlebensanalyse-/-Anfarbbarkei t von HER2/ neu Rezepto-

ren mit der voll-automatischen Methode

Kum. Uberleben

=1 -+ HER2neu auto
1,0 0
1
- 2
08 —+ 3
4 0-zensiert

1-zensiert

— 2-zensiert
0,6

" %

02 ] — 1 |

L.

0,0

0 20 40 60 80 100 120

Uberlebenszeit in Monaten

Abbildung 22: Uberlebenszeit in Bezug auf HER2/ neu-Uberexpression (Log-Rang
0,5872 nicht signifikant)

stark positiv (+3); 3%

mittel

positiv (+2); 25% negativ (0); 35%

leicht positiv (+1); 37%

Abbildung 23: Haufigkeitsverteilung von HER2/  neu-Féllen
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Die Abbildung (Abb.23) stellt die Haufigkeitsverteilung von HER2/neu positiven Fallen (n=
153) im vollautomatischen Verfahren dar. Positiv ist bei dem vollautomatischen Verfahren,
dass die Rezeptoren sich besser anfarben lieBen und das Spektrum hier weiter differenzier-
bar war als beim halbautomatischen -System. Die Ergebnisse der unterschiedlichen Farbe-
methoden, zusammengefasst sind (Seite 35-36), stellen alle keine Signifikanzen unter dem

Chi-Quadrat Test nach Pearson dar.

4.4.6 Immunhistochemische Expression der EGF- Rezep  toren

Negativ schwach | mittel stark Gesamt Chi-
) Positiv Positiv Positiv (N= 153) Quadrat
1+ 2+ 3+
Geschlecht nicht
Frauen 7 9 4 3 23 signifi-
Manner 65 21 38 8 130 kant
Gesamt 72 30 40 11 153 (0,698)
WHO Grading
1 nicht
5 18 8 5 4 35 signifi-
3 46 20 27 6 99 kant
Gesamt 8 2 8 1 19 (0,403)
72 30 40 11 153
HER2/neu —
halbauto- nicht
0 67 25 34 11 137 signifi-
1 5 5 6 0 16 kant
Gesamt 72 30 40 11 153 (0,226)
HERZ2/ neu-
-vollauto- nicht
0 21 8 20 5 54 signifi-
1 31 11 11 3 56 kant
2 17 11 8 2 38 (0,287)
3 3 0 1 1 5
Gesamt 72 30 40 11 153
T- Stadium
1 16 5 14 4 39 nicht
2 31 11 11 5 75 signifi-
3 17 11 8 2 22 kant
4 3 0 1 1 17 (0,287)
Gesamt 72 30 40 11 153
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Tabelle 9: Korrelation der EGFR-Expression aufgetra gen gegentber dem Ge-

schlecht, dem WHO Grading, der HER2/ neu Verteilung sowie dem Tumorstadium.

stark positiv (+3); 7%

mittel
positiv (+2); 26%
negativ (0); 47%

leicht positiv (+1); 20%

Abbildung 24: Haufigkeitsverteilung der EGFR-Rezept  orexpression in den Primér-
tumoren

Bei der Analyse der EGFR—-Rezeptorexpression gegeniber Geschlecht, WHO-Grading, der
HER2/neu Verteilung sowie den TNM Stadien konnte keine statistische signifikante Korrela-
tion nachgewiesen werden.
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4.4.7 Uberlebenszeit in Abhangigkeit von der EGFR-

Expression.

Kaplan-Meier-Uberlebenszeitanalyse in Abhéngigkeit von EGFR- Expression

1,0

0,8
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0,2

0,0
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.
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Uberlebenszeit in Monaten
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Abbildung 25: Uberlebenszeit bei unterschiedlich st

on.

EGFR_H

+
+

0
1
2
3
0-zensiert
1-zensiert
2-zensiert

arkem Grad der EGFR- Expressi-

Bei der Ermittlung der Uberlebenszeit in Abhangigkeit zu den unterschiedlichen Ex-

pressionsgraden (0 — 3+) des EGF—Reptors lasst sich ein Trend, ahnlich der Ten-

denz der HER2/neu-Rezeptorexpression erkennen. Je ausgepragter die Expression,

desto geringer die Uberlebenszeit. Eine statistische Signifikanz war allerdings nicht

nachzuweisen.
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4.5 Metastasen

Es wurden 19 Metastasen untersucht. Die Proben von den gleichen Tumoren wurden
auf EGFR und HER2/neu Status hin untersucht. Mit dem Ergebnis, dass EGFR hau-
figer positiv ausgepragt war (6), bei HER2/neu im halbautomatischen Verfahren war
lediglich eine Probe schwach positiv. Beim vollautomatischen Verfahren waren 4

Proben moderat bis stark positiv.

4.5.1 HERZ2/neu Expression in den Metastasen beim halbautomatische  n Ver-
fahren ( AK A0485)

P Giiltige
Haufigkeit Prozgnte
Negativ 18 94,7
Schwach Positiv 1 53
Gesamt 19 100

Tabelle 10: Haufigkeitsverteilung von HER2/ neu-Expression in den 19 untersuchten

Metastasen mit der halbautomatischen Methode

4.5.2 HERZ2/neu Expression in den Metastasen beim vo llautomatischen Verfah-
ren (AK CB 11)

P Gultige
Haufigkeit Prozente
Negativ 8 42 4
Schwach 7 37,1
Moderat 3 15,9
Stark 1 5,3
Gesamt 19 100

Tabelle 11: Haufigkeitsverteilung von HER2/ neu Expression in den der 19 untersuch-

ten Metastasen mit der vollautomatischen Methode
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4.5.3 EGFR — Expression in den Metastasen

Negativ f]Cth?“F mitt'e.l star'k. Gesamt
) positiv | positiv positiv (N= 19)
1+ 2+ 3+
Geschlecht
Frauen 2 0 0 0 2
Manner 7 4 5 1 17
Gesamt 9 4 5 1 19
WHO Gra-
ding
1 1 0 0 0 1
2 6 4 4 1 15
3 3 0 1 0 3
Gesamt 9 4 5 1 19
Uberleben
Verstorben 5 4 3 0 12
Uberlebt 3 1 2 1 7
Gesamt 8 5 5 1 19
T- Stadium
1 1 1 0 0 2
2 5 3 3 1 12
3 1 0 0 0 1
4 2 0 2 0 4
Gesamt 9 4 5 1 19

Tabelle 12: EGFR—Expression in den Metastasen
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5 Diskussion

Das Plattenepithelkarzinom gehért zu den haufigsten Tumoren der Mundhéhle. Auf-
grund der grofRen medizinischen Bedeutung dieser Neoplasie sind wir der Fragestel-
lung nachgegangen, wie groR die Expression bzw. die Uberexpression von EGFR
und HER2/neu-Rezeptoren im Plattenepithelkarzinom ist und welche Konsequenzen
sich aus der Expression ergeben bezugnehmend auf Uberleben und Therapie. Hier-
fur untersuchten wir 153 orale Plattenepithelkarzinome sowie 19 Metastasen. Es
wurden zwei unterschiedliche immunhistochemische Verfahren angewandt und zu-
satzlich Untersuchungen mit der Fluoreszenz—in-situ — Hybridisierung (FISH) durch-
gefuhrt.

51 Patienten- und Tumorcharakteristika

Sowohl die Alters- wie auch Geschlechterverteilung in der Patientengruppe und den
nach der Tumorlokalisation aufgestellten Untergruppen entsprachen denen ver-
gleichbarer epidemiologischer Studien (Elwood et al. 1984; Brugere et al. 1986; Blot
et al. 1988). Die ausgepragten Rauch- und Trinkgewohnheiten, die in dem Studien
von Elwood et al. 1984; Brugere et al. 1986; Blot et al.1988 mit einflossen, sind bei
dem Patientenkollektiv dieser Arbeit nicht bertcksichtigt. Allein die Auswahl der Kon-
trollpersonen wurde grol3e Schwierigkeiten mit sich bringen, da Personen im Alter
von 50-70 Jahren, die mehr als 50 g Alkohol taglich zu sich nehmen und mindestens
10 bis 20 Packungsjahre an Zigarettenkonsum aufweisen, dabei aber gesund sind,
nur dulRerst schwer rekrutiert werden kdnnten. Aus den epidemiologischen Studien
geht hervor, dass Manner signifikant mehr rauchten und Alkohol tranken und zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung haufiger fortgeschrittene Tumorstadien aufwiesen als
Frauen. Geschlechtsunabhangig wird durch starken Alkoholkonsum die Tumorlokali-
sation (Mundhdhlen-/-Pharynxtumoren), die GroRRe (T3-T4 Tumoren) sowie der
Lymphknotenbefall signifikant beeinflusst.

Die Primartumor-Lokalisation zeigt keine statistisch signifikante Assoziation mit dem
Tumorstadium zum Zeitpunkt der Diagnose sowie dem histologischen Differenzie-

rungsgrad des Tumors. Der histologische Differenzierungsgrad war signifikant asso-
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ziiert mit der TumorgroéfRe und dem Auftreten von Halslymphknoten-Metastasen.
Diese Zusammenhange sind vielfach von anderen Autoren beschrieben worden (El-
wood et al. 1984; Brugere et al. 1986; Blot et al. 1988; Jahnke et al. 1995; Evans et
al. 1997; Robin et al. 1997). Bei der in dieser Arbeit untersuchten Studiengruppe
zeigte eine grof3e Divergenz im Bezug auf die Geschlechter Verteilung - 130 Manner-
/-23 Frauen oder das Durchschnittsalter (33-87 Jahre). Durch die hier nachgewiese-
ne Verflechtung der einzelnen Patientencharakteristika mit Tumoreigenschaften
konnte gezeigt werden, dass es sich bei den untersuchten Studiengruppen um ein
weitgehend représentatives Kollektiv von Patienten mit oralen Plattenepithelkarzino-

men handelt.

In der vorliegenden Arbeit sollte nicht auf Einzelheiten der Tumorbehandlung einge-
gangen werden. Da die Gruppe der Kopf-Hals-Tumoren ein sehr inhomogenes
Krankheitsbild darstellt, mussten verschiedene Patienten- und Tumoreigenschaften
berucksichtigt werden. Der Zeitpunkt der Diagnose unterschied sich sehr stark. Auch
variiert die Haufigkeit des Lymphknotenbefalls bei Diagnosestellung zwischen be-
nachbarten anatomischen Lokalisationen erheblich. Damit stehen wir im Einklang mit
zahlreichen Studien (Jahnke et al. 1995; Muir und Weiland 1995; Evans et al. 1997).
Einige Autoren konnten allein in der Mundhdhle zusatzlich 7 anatomische Untergrup-
pen herausstellen, die sich in der Metastasierungshaufigkeit und dem Tumorverhal-
ten signifikant unterschieden (Evans et al. 1997). Die Lokalisation und das Stadium
der Tumoren ist fur die Prognose dieser Erkrankung sicherlich von gréf3erer Bedeu-
tung als das histologische Grading oder genetische Wirtsfaktoren (Muir et al. 1995),
Evans et al. 1997). Beispielsweise sinkt mit der Diagnose von befallenen Halslymph-
knoten das 5-Jahresuberleben von Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren um 50%. Der
prognostische Einfluss von einem Tumorrezidiv oder Zweittumor ist noch deutlich
ausgepragter (Evans et al. 1997). Besondere Bedeutung scheint einem Verfahren fur
das histopathologische Malignitatsgrading der invasiven Tumorfront bei oralen und
laryngealen Plattenepithelkarzinomen zuzukommen. Hochsignifikante und unabhan-
gige prognostische Informationen liefert innerhalb derselben TNM Stadien die Unter-
suchungen nach Bryne (Bryne et al. 1989). Dieses neue multifaktorielle Grading Sys-
tem ist zur Beurteilung der Prognose sehr gut geeignet und seine prognostische

Aussage ist den Gradings nach Broder weit Uberlegen (Bankfalvi et al. 2002).
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5.2 Die Rolle des HER2/ neu Rezeptors in malignen Tumoren

Seit Mitte der 1990er Jahre ist bekannt, dass die Expression von HER2/neu beim
Mammakarzinom ein unabhangiges prognostisches Kriterium darstellt (Slamon et al.
1989; Fisher et al. 1993; Lonn et al. 1995). Dies konnte inzwischen auch fur andere
maligne Tumoren, wie beispielsweise Karzinome der Zervix uteri (Niibe et al. 2003),
des Corpus uteri (Rolitsky et al.1999), des Ovars (Slamon et al. 1989), der Prostata
(Ross et al. 1997; Fossa et al. 2002), der Lunge (Micke et al. 2001; Cox et al 2001),
der Speicheldrisen (Muller et al. 1994; Press et al. 1994a), des Magens (Yonemura

et al. 1998) oder des Kolons (Osako et al. 1998) gezeigt werden.

Uberexpression von HER2/neu ist assoziiert mit einer erhohten Proliferationsrate der
Zellen, einem erhdhten angiogenetischen Potential und verminderter Zelladh&sion.
Beim Mammakarzinom konnte gezeigt werden, dass in ungefahr 30% der Falle eine
Uberexpression des HER2/neu-Gens vorliegt, welche auch mit einem schlechteren
klinischen Verlauf korreliert (Tzahar et al. 1996). Daher wird die Uberexpression von
HER2/neu als wichtiger prognostischer Faktor insbesondere bei Patientinnen, die
bereits Lymphknotenmetastasen entwickelt haben, angesehen (Toikkanen et al.
1992). Weiterhin konnte am Mammakarzinom die Wirksamkeit einer Kombinations-
therapie _mit dem monoklonalen Antikdrper Transtuzumab (Herceptin® bei
HER2/neu-uberexprimierenden Tumoren gezeigt werden (Slamon et al. 2001a; Ran-
son und Sliwkowski, 2002). Auch am Plattenepithelkarzinom wurde in zahlreichen
Studien der immunhistochemische HER2/neu-Status untersucht. Die dabei publizier-
ten Ergebnisse sind recht uneinheitlich: So schwankt der Anteil der als HER2/neu-
Uberexprimierend beschriebenen Plattenepithelkarzinome zwischen 11 % und 53 %
(Scheer et al. 2003).

5.2.1 Nachweismethoden von HER2/ neu Rezeptoren im oralen Plattenepithel-

karzinom

Voraussetzung fur eine gelungene Selektion der Patienten zugunsten einer Therapie-
formen ist ein gut standardisierter, reliabler und valider Nachweis von HER2/neu. Im

Allgemeinen wird HER-2/neu entweder als membrangebundenes Protein durch die
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Immunhistochemie (IHC) oder durch die Markierung des uberamplifizierten Gens

Uber die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) nachgewiesen.

Ausgangspunkt fur inhaltlich valide Aussagen zur prognostischen und pradiktiven
Bedeutung von HER-2/neu und EGFR ist eine Abgrenzung sowie ein Grenzwert fur
ein eindeutiges Unterteilen in verschiedene (0-3+) Anfarbbarkeitsstufen. Inzwischen
sind fur die HER2/neu-Analysen mehrere standardisierte Tests erhéltlich, um repro-

duzierbare Ergebnisse liefern zu kénnen.

53 Immunhistochemie

5.3.1 Darstellbarkeit des HER-2/ neu-Status mit immunhistochemischen Unter-

suchungsmethoden

Die Expression des HER-2/neu-Rezeptorproteins wurde in der vorliegenden Arbeit
nach den Kriterien des HercepTest-Scores bewertet. Dieser Score umfasst vier Ein-

teilungen von 0 bis 3+.

Theoretisch sind die einzelnen Gruppen klar voneinander getrennt. In der Praxis ist
eine Unterscheidung zwischen schwach und méafRig jedoch bisweilen sehr schwer zu
treffen. Auch kann die Differenzierung zwischen einer inkompletten und einer kom-
pletten Zellmembrananfarbung und damit zwischen einem Score von 1+ und 2+
Probleme aufwerfen. So wére z. B. beim Mammakarzinom bei einem Score von 2+
eine etwaige Herceptin®-Therapie zu Uberdenken, bei einem Score von 1+ wird

nicht therapiert.

Die Bestimmung des semiquantitativen Hercep- Test-Scores durch den Pathologen
war unter anderem von der Wahl des Objektives (verschiedene Vergréf3erungen),
von der Wahl der Lichtstarke im Mikroskop und vom standigen Durchfokussieren des
Praparates wahrend der Auswertung abhangig. Ohne Beurteilung der Zellmembran
auf mehreren Fokusebenen konnte beispielsweise die Vollstandigkeit einer Memb-

rananfarbung Ubersehen werden. Bei Verwendung eines hoheren Objektives und
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einer groRReren Lichtstarke erschien die Farbung intensiver. Ferner resultierte aus
einem dunneren Gewebeschnitt eine geringere Signalintensitat, da das lichtmikro-
skopisch sichtbare Signal der immunhistochemischen Farbung durch eine Aufsum-
mierung von Einzelsignalen entsteht. Die Problematik bei der Beurteilung des Her-
cepTest-Scores, speziell bei einer Differenzierung zwischen 1+ und 2+ beziehungs-
weise 2+ und 3+, ist ein haufig diskutiertes Thema in der Literatur.

5.3.2 Bewertung der Immunhistochemie zur Darstellbarkeit von HER2/neu

Der Nachweis einer Uberexpression des HER-2/neu- Rezeptorproteins ist durch die
IHC mdglich. Die ICH ist ein kostenglnstiges und zugleich zlgiges Verfahren. Die
Technik erfordert einen geringeren methodischen Aufwand als die FISH und ist im
Allgemeinen in pathologischen Instituten etabliert (Hoang et al. 2000; Pauletti et al.
2000; Wang et al. 2000; Perez et al. 2002). Ferner kann mittels IHC auch in den sel-
tenen Fallen (3-10%) eine HER-2/neu- Proteinlberexpression nachgewiesen wer-
den, in denen eine Genamplifikation fehlt (Slamon et al. 1989b, Pauletti et al. 1996,
Persons et al. 1997, Jacobs et al. 1999, Jimenez et al 2002, Lebeau et al. 2001). Zur
Bestimmung der HER-2/neu- Proteinexpression stehen viele verschiedene Anti-HER-
2/neu-Antikérper mit einer hohen Variabilitat beztglich der Sensitivitat und der Spezi-
fitat zur Verfligung (Busmanis et al. 1994, Press et al. 1994). Aul3er von der Wahl der
Antikorper sind die Ergebnisse der immunhistochemischen Farbung vom praparati-
ven Vorgehen, der Antigendemaskierung sowie Unterschieden in der Gewebefixie-
rung und der Gewebeverarbeitung abhéngig (Wang et al. 2000, Bartlett et al. 2001,
Hanna et al. 2001). So zeigen beispielsweise verschiedene Antikdrper je nach Fixie-
rung verschiedene Farbeintensitaten (Penault-Llorca et al. 1995). Unterschiedliche
Auswertungsschemata (Press et al. 1993, Press et al. 1994b, Allred et al. 1998,
Hanna 2001) und eine subjektive Bewertung der HER-2/neu- Proteinliberexpression
(Hoang et al. 2000, Bartlett et al. 2001) erschweren einen Vergleich verschiedener

Ergebnisse.

Da bei der vorliegenden Studie formalinfixiertes Archivmaterial Verwendung fand,
musste vor Anwendung des Primarantikdrpers noch eine Demaskierung des
HER2/neu erfolgen. Vergleichende Untersuchungen von Press et al. konnten bei

durchgefiihrten Biopsien, in Abhangigkeit von der verwendeten Technik zum ,antigen
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retrieval”, bei Mammakarzinomen unterschiedliche Sensitivitdten nachweil3en. In der
selben Studie konnten Press und Mitarbeiter zeigen, dass Frischmaterial deutlich
hohere Positivitatsraten bei der HER2/neu—Uberexpression aufweist als formalinfi-
xiertes Gewebe vom selben Tumor. Dies kdnnte eine Erklarung fur unsere relativ
geringe Anzahl an Uberexpression sein. Abgesehen von der Vorbehandlung der Ge-
webe, hat es den Anschein, dass die Spezifitat und auch die Sensitivitat verschiede-
ner kommerziell erhaltlicher HER2/neu — Antikorper ein Grund fur die variierende

Uberexpressionsrate sein konnte (Mitchell et al. 2003).

Auch ist die Bewertung immunhistochemischer Schnitte subjektiven Einflissen unter-

legen, die durch eine Heterogenitat im Tumor zusatzlich die Einordnung erschweren.

Zur Erganzung der Immunhistochemie wird seit einiger Zeit auch die Durchfiihrung
der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) favorisiert. Khan und Mitarbeiter waren
die ersten, die bei Kopf-Hals-Karzinomen eine Studie der Immunhistochemie mit ei-
ner FISH-Analyse ergédnzend durchgefihrt haben. Hier wurden in 4 von 19 Fallen

eine Amplifikation mittels FISH-Untersuchung nachgewiesen.

5.4  Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

Um eine hohe Qualitat mit der gewiinschten Methode erreichen zu kdnnen, muss
geeignetes Material verfugbar sein. Fir die FISH sollte das Material als dinne
Schicht vorliegen, optimal ist eine Einzellage der Zellen. AuRerdem sollte mdglichst
wenig Hintergrund vorhanden sein, der durch Eigenfluoreszenz die Signalintensitat

beeinflussen kann.

5.4.1 FISH zur Bestimmung des HER-2/ neu-Status

In der Studie von Scheer et al. wurden an 42 Patienten eine FISH- Untersuchung
angewandt, von denen 14 eine Amplifikation aufwiesen. Bezug nehmend auf die
Ubereinstimmung zwischen FISH und Immunhistochemie geht aus der Studie hervor,
dass in 8 Fallen eine Amplifikation in der FISH nachzuweisen war, ohne dass in der

Immunhistochemie eine Uberexpression darzustellen war.
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In dieser Arbeit wurden an drei Féllen, die bei der Immunhistochemie unter Anwen-
dung des vollautomatischen Verfahrens stark Positiv (3+) sich darstellten, eine FISH-
Untersuchung durchgefiuhrt. Alle FISH-Untersuchungen waren negativ, es liel3en sich

keine Amplifikationen nachweisen.

Erklarung hierfir kbnnte zum eine sein, dass eine Vermehrung der Genkopien nicht
zwingend mit einer Uberexpression an der Zelloberflache einhergehen muss, da
posttranskriptionale und posttranslationale Vorgange in einer Zelle zu Veranderun-
gen des Proteinprodukts fuhren kénnen und zum anderen langere Fixierungszeiten in
ungepuffertem Formalin, die eine Quervernetzung der HER2/neu —Rezeptoren zur
Folge haben kénnten. Ferner ist auch eine Erh6hung der Temperatur bei der Paraf-
fineinbettung ein moglicher Grund, wieso es zu einem Verlust der HER2/neu-

Antigenitat kommt.

Bei Untersuchungen an Mammakarzinomen, welche in grolem Umfang stattfanden
(Schandelmaier 2002), zeigte sich eine 90%ige Ubereinstimmungsrate zwischen
Immunhistochemie und FISH. Bei Mundhdhlenkarzinomen konnte jedoch weder bei
einem Vergleich mit klinisch- pathologischen Daten noch mit dem Uberleben eine
Korrelation zum HER2/neu Status aufgezeigt werden (Scheer et al.2003). Andere
Arbeitsgruppen (Baulida et al. 1996, Benz et al.1993, Bieche et al. 1999, Bue et al.
1998) zeigten, mit unseren Untersuchungen im Einklang stehenden Ergebnisse. Es
bleibt jedoch zu erwahnen, dass alle Studien, die sich mit oralen Plattenepithelkarzi-
nomen befassen, eine im Vergleich zu den Untersuchungen beim Mammakarzinom
sehr geringe Fallzahl aufweisen. Verschiedentlich wurde in Untersuchungen eine
Korrelation zwischen dem rezidivfreiem Uberleben, respektive dem Gesamtiiberle-
ben und einer Amplifikation bzw. Uberexpression von HER2/neu beobachtet (Cha-
roenrat et al. 2002).

5.4.2 Bewertung der FISH zur Darstellbarkeit von HER2/ neu

Der Nachweis einer Amplifikation des HER-2/neu-Gens wird durch FISH — Methode

erbracht.

Die FISH- Methode besitzt, gemessen an der Immunhistochemie eine eindeutig h6-
here Spezifitat und Sensitivitat (Pauletti et al. 1996, Press et al. 1997, Ross und Flet-
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cher 1999) ferner besitzt die FISH-Methode eine hthere Reproduzierbarkeit (Jacobs
et al. 2000, Persons et al. 2000).

Ein weiter Vorteil der FISH-Methode liegt in der héheren Stabilitat der DNA. Sie er-
weist sich in der Gewebsverarbeitung und vor allem in der Gewebefixierung als deut-
lich robuster als die Immunhistochemie (Greer et al. 1991, Wang et al. 2000). Kritisch
zu bewerten ist, dass der Zeit- und Kostenaufwand der Immunhistochemie deutlich
geringer ist, ferner setzt die Auswertung der FISH-Technik eine speziellere Ausstat-
tung auf der Laborseite voraus. (Jacobs et al. 1999, Tanner et al. 2000, Wang et al.
2000, Hanna 2001, Lebeau et al. 2001, Perez et al. 2002).

5.5 Vergleich von IHC und FISH

In der vorliegenden Arbeit zeigten 110 (71,9%) der 153 untersuchten Plattenepithel-
karzinome einen HercepTest-Score von 0 oder 1+. Eine Uberexpression des HER-
2/neu-Rezeptorproteins fand sich in 43 (28,1%) der Falle, wobei der HercepTest-
Score in 38 (24,8%) Fallen mit 2+ und in 5 (3,3%) Fallen mit 3+ bewertet wurde. Am
Plattenepithelkarzinom wurden zahlreichen Studien des immunhistochemische
HER2/neu-Status untersucht. Die dabei publizierten Ergebnisse sind uneinheitlich:
So schwankt der Anteil der als HER2/neu-uberexprimierend beschriebenen Plattene-
pithelkarzinom zwischen 11-% und 53-% (Scheer et al.2003). Diese grof3en Schwan-
kungen sind in erster Linie durch Unterschiede im Studiendesign, in der immunhisto-
chemischen Farbetechnik und in der Auswertungsmethodik (Lebeau et al. 2001),
verschiedene Auswertungsschemata (Press et al. 1993, Press et al. 1994b, Allred et
al. 1998, Hanna 2001), verschiedene Gewebefixierungen und Gewebeverarbeitun-
gen (Wang et al. 2000, Hanna 2001, Lebeau et al. 2001) sowie in der Auswertung

unterschiedlicher Tumorarten begriindet.

Die Entstehungsmechanismen einer HER-2/neu-Proteiniiberexpression in nicht-
amplifizierten Tumoren sind nicht vollstandig geklart. Diskutiert werden verschiedene
molekulare Ereignisse wie beispielsweise eine Aktivierung auf Transkriptions- oder
Posttranskriptionsebene, die zu einer gesteigerten Rezeptorexpression auf der Zell-
oberflache fuhrt (Slamon et al. 1987, Earp et al. 1995). Ferner besteht die Mdglichkeit
von falsch-positiven Ergebnissen der Immunhistochemischen Farbung (Tsuda et al.
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2001). Auch die Auswirkung einer Chromosom 17-Polyploidie auf die HER-2/neu-
Proteinexpression ist nicht sicher geklart; sie scheint jedoch bis auf wenige Ausnah-
men keine signifikante Rolle zu spielen (Wang et al. 2002). Eine Genamplifikation
ohne erfassbare Proteintberexpression wird in der Literatur in 2-9% der Falle berich-
tet (Slamon et al. 1989a, Ciocca et al. 1992, Jacobs et al. 1999, Hoang et al. 2000,
Lebeau et al. 2001, McCormick et al. 2002). Griinde hierfr kbnnten in einer abnor-
men oder herunter regulierten Transkription oder Translation mit konsekutiv abnor-
mer Proteinproduktion beziehungsweise geringerer Proteinexpression liegen (Lebeau
et al. 2001). Zudem besteht die Moglichkeit, dass die Behandlung des Tumorgewe-
bes durch Formalinfixierung und Paraffineinbettung zu einem Antigenitatsverlust der
HER-2/neu-Rezeptoren fuhrt (Khan et al. 2002).

5.6  Wertigkeit von IHC und FISH

Sowohl die FISH als auch die IHC sind aufgrund ihrer Durchfuihrbarkeit und Auswer-
tung zur Bestimmung des HER-2/neu-Status von Mammakarzinomzellen geeignet.
Die Frage, die sich uns stellt, ist die, in wie weit dies auch auf das orale Plattene-
pithel zutrifft. Unter der Voraussetzung, dass fiir eine Therapie mit dem monoklona-
len Anti-HER-2/neu-Antikérper Herceptin® eine Amplifikation vorliegen muss, ware
der FISH-Test alleine zur Bestimmung des HER-2/neu-Status ausreichend. Ferner ist
der Materialwert eines FISH-Tests mit etwa 60 Euro pro Fall erheblich héher im Ver-
haltnis zur IHC mit etwa 5-10 Euro pro Fall. Weitere Vorteile des immunhistochemi-
schen Tests bestehen im geringeren methodischen Aufwand und einer schnelleren
Auswertung ohne spezielle Auswertungstabellen. Die Aussagekraft beider Methoden
ist jedoch bezugnehmend auf das Plattenepithel kritisch zu bewerten, da zumindest

in unseren Untersuchungen kein Ergebnis eine signifikante Aussage darstellte.

5.7 Die Rolle des EGFR

Es ist offensichtlich so, dass dem EGFR eine besondere Bedeutung bei der oralen

Kanzerogenese beizumessen ist, da hier gehauft eine Co-Amplifikation der beiden
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Homologen aus der Familie der epidermalen Wachstumsfaktoren anzutreffen ist
(Charonenrat et al. 2002).

Charonenrat konnte auch eine Korrelation zwischen HER2/neu und der EGFR-
Amplifikation, sowie der Intensitat und dem Lymphknotenbefall herstellen. Er stellte
fest, dass nur eine erhohter EGFR und nicht ein erhdhter HER2/neu Level mit einer

gering verkirzten Uberlebenszeit assoziiert ist (Charonenrat et al. 2002).

5.7.1 EGFR als Prognosefaktor

Die haufigsten Mechanismen, die einer Uberexpression eines Onkogens auf moleku-
lare Ebene zugrunde liegen, sind Genamplifikation, Punktmutation, Translokation
oder transkriptionelle Hochregulation. Im normalen Plattenepithel fand sich bei den
durchgefiihrten Untersuchungen vor allem in den basalen und parabasalen Schich-
ten eine kraftige EGFR-Farbung, die zu den oberen, weiter differenzierten Schichten
hin abnahm bzw. ganz verschwand, was mit den Ergebnissen von Goeppinger et al.
(1989) und Berchuck et al.(1990) tbereinstimmt. Dies liel3 Maruo et al. (1992) eine
Rolle des Rezeptors bei der Proliferation des Plattenepithels vermuten, wohingegen
er bei der Differenzierung des Epithels offensichtlich an Einfluss verliert, ahnlich wie
HER2.

Auch in unserer Studie waren die Farbungen tberwiegend membranstandig mit einer
schwachen bis maRigen zytoplasmatischen Farbung. Dies entspricht der Lokalisation
des membranstandigen Rezeptors, der im Zuge der Internalisation und des Recyc-
ling-Mechanismus zu bestimmten Zeitpunkten auch im Zytosol nachweisbar ist. Ins-
gesamt war das Farbemuster homogen. Eine starke Expression fanden wir in 33,3
Prozent der Falle. Eine recht ahnliche Anzahl an Uberexpressionen finden sich auch
bei Krister et al. (1996) der Plattenepithelkarzinome in der der Mundschleimhaut
recht ahnlichen Zervixschleimhaut untersuchte. Er stellte bei 28,5 Prozent von 132
Plattenepithelkarzinomen der Zervix eine Expression, die als Uberexpression be-

schrieben wurde, fest.

Da der Rezeptor im normalen Plattenepithel deutlich exprimiert wird, kann im Ver-
gleich zu den invasiven Karzinomen kaum von einer Uberexpression des EGF-

Rezeptors gesprochen werden wie dies Ozanne et al. (1986) taten. Es hatte bei un-
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seren Ergebnissen im Gegenteil eher den Anschein, als ware in den invasiven Karzi-
nomen die Farbung teilweise schwacher, so als wirde der Rezeptor im Vergleich
zum Normalepithel herunter reguliert werden. Dies stimmt mit den Ergebnissen von
Kimmig et al. (1997) und Pfeiffer et al. (1998) Uberein, wo dieses nur fur Plattene-
pithelkarzinome postuliert wurde. Dies lasst vermuten, dass eine Entdifferenzierung
der Zellen im Laufe der malignen Transformation zu einer Reduktion von EGFR fih-
ren kann. Es gibt Studien, die besagen, dass HPV-immortalisierte Keratinozyten nicht
langer eines EGF-Stimulus als Wachstumsreiz bedurfen, was bedeuten wirde, dass
eine EGFR-Aktivierung in der Mundschleimhaut als Proliferationsreiz nicht mehr es-
sentiell ist und damit eine reduzierte EGFR-Expression erklart werden kénnte. Teil-
weise war das Farbemuster in den invasiven Karzinomen bei unserer Auswertung
wie bei Berchuck et al. (1990) homogen Uber das gesamte Epithel verteilt und nicht
wie im gesunden Epithel auf die basalen Schichten beschrénkt. Es kam in unseren
Praparaten jedoch auch vor, dass in den Tumorzellnestern das gleiche Muster wie im
gesunden Epithel gefunden wurde mit einer starkeren Farbung der basalen Zellen
und einer schwacheren Farbung der Zellen in der Mitte der Nester. Dies lasst ein der
urspringlichen Funktion des Epithels nahe liegendes Verhalten des Tumors vermu-
ten, was gegen eine starke Entdifferenzierung spricht. Ein &hnliches Farbemuster

wurde auch von Kersemakers et al. (1999) beschrieben.

5.8 Therapeutische Moglichkeiten

Seit einigen Jahren ist beim Mammakarzinom bekannt, dass im fortgeschrittenen
(metastasierten) Status die Kombinationsbehandlung von Trastuzumab (Herceptin®)
und einem Chemotherapeutikum den betroffenen Patientinnen einen Uberlebensvor-
teil verschafft (Slamon et al. 2001; Ranson und Sliwkowski, 2002). Die Therapie mit
Herceptin® ist an verschiedene Voraussetzungen gebunden. In den aktuellen Be-
handlungsrichtlinien (Piccart 2001) wird eine solche Behandlung nur dann empfoh-
len, wenn immunhistochemisch ein HER2/neu-Score von 3+ oder mittels FISH-
Technik bei Fallen mit einem immunhistochemischen Score 2+ eine HER2/neu-
Genamplifikation nachgewiesen werden kann. Wie im vorangegangenen Abschnitt
dargelegt wurde, bestehen hinsichtlich der Frequenz der HER2/neu-Genamplifikation

zwischen Mamma- und Plattenepithelkarzinom erhebliche Unterschiede.
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Daher erscheint es zweifelhaft, ob die fir das Mammakarzinom geltenden Hercep-
tin® Behandlungsrichtlinien ohne weiteres auch auf das Plattenepithelkarzinom der

Mundschleimhaut Ubertragbar sind.
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6 Zusammenfassung

Die Tyrosin-Kinase-Rezeptoren EGFR und HER2/neu sind Proto-Onkogene, die
durch Genamplifikation oder Uberexpression der Genprodukte aktiviert werden kon-
nen. In der vorliegenden Arbeit wurden 153 Orale Plattenepithelkarzinome aus der
Klinik und Poliklinik far Mund-, Kiefer-Gesichtschirurgie Westfalischen-Wilhelms-

Universitat Munster untersucht.

Zu diesem Zweck stellten wir Mikroarrays der Tumorgewebe zusammen. Die EGFR-
und HERZ2/neu-Proteinexpressionen wurden mittels Immunhistochemie (IHC) be-
stimmt. In der vorliegenden Studie folgten wir der Frage , in welchem quantitativen
AusmalR bei oralen Plattenepithelkarzinomen eine HER2/neu-Uberexpression und
eine HER2/neu-Genamplifikation vorkommt. Es wurde auf einen Zusammenhang
zwischen HER2/neu-Uberexpression und HER2/neu-Genamplifikation hin untersucht.
Weiterhin Priiften wir, ob die HER2/neu-Uberexpression bzw. -Genamplifikation ei-
nen Einfluss auf die Prognose der betroffenen Patienten besitzt. Ferner wurde auf
eine EGFR-Uberexpression hin untersucht und dessen Auswirkungen auf das Uber-

leben der Patienten.

Die immunhistochemische Analyse wurde an insgesamt 207 Gewebeproben die aus
dem Gerhard-Domagk-Institutes fur Pathologie der Westfalischen Wilhelms- Univer-
sitat Munster von 32 Frauen und 175 Mannern im Alter von 33- bis 87 Jahren stam-
men durchgefihrt. Das Duchschnittsalter betrug 57.87 Jahre. Bei ihnen wurde ein
Plattenepithelkarzinom in der Mundhohle diagnostiziert und in der Zahn-, Mund- und
Kieferchirurgie der Universitdt Munster zwischen 1983 und 1997 operativ entfernt.
Um eine Optimale Vergleichsmdglichkeit und somit eine hohe Aussagekraft gewahr-
leisten zu kdnnen haben wir nur die Patienten miteinander in Beziehung gebracht,

bei denen in allen untersuchten Kategorien Ergebnisse vorlagen.

Es blieben153 Patienten , im Alter von 33 bis 87 Jahren Ubrig, wovon 130 méannlich
und 23 weiblich waren. Das Durchschnittsalter bei der Diagnose betrug 58,49 Jahre.
Von den 153 Patienten haben 66 die 5 Jahre nach dem entfernen des Tumors Uber-
lebt und gelten somit als geheilt. 87 Patienten sind an den Folgen ihren Krebsleiden
verstorben. Bei 67 Patienten war es mdglich, die genaue Uberlebenszeit in Monaten

zu erfassen. Die durchschnittliche Uberlebenszeit der Verstorbenen betrug 37.48
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Monate. In der vorliegenden Arbeit haben wir zwei verschiedene immunhistochemi-
sche Farbemethoden (AK A0485 / AK CB11) angewandt.

Es zeigte sich unter den Tumoren, die mit dem vollautomatischen Verfahren (AK
CB11) untersucht wurden eine HER2/neu-Uberexpression von 28%: stark (3+) 3,3%
/ moderat ( 2+) 24,8%. Das halbautomatische Verfahren (AK A0485) stellte sich als
wenig aussagestark da, bei diesem Verfahren waren alle Proben negativ. Es liel3
sich zwar die Tendenz feststellen, dass je ausgepragter die Uberexpression, desto
kirzer die Uberlebenszeit war, jedoch ist diese Aussage nicht signifikant. Ferner
stellten wir auch keine signifikanten Unterschiede zwischen den Geschlechtern fest,
was allerdings auch durch den geringen Frauenanteil relativiert wird. Mittels FISH-
Analyse konnten wir keine starke Genamplifikation in den untersuchten Karzinomen

nachweisen.

Angesichts der hier beschriebenen Ergebnisse, dass beim oralen Plattenepithelkar-
zinom ein relativ geringer Anteil von 3,3 % eine starke HER2/neu-Uberexpression
aufweist, erscheint diese Krebsart fur eine Herceptin®-Behandlung nicht geeignet.
Erfolgsversprechender erscheint hier eher ein Ansatz Uber den EGF-Rezeptor, der
zumindest mit 33%: stark ( 3+) 7,2 % / moderat (2+) 26,1% Uberexprimiert ist und
dessen Bestimmung durch Immunhistochemie auch in der taglichen Routinediagnos-

tik problemlos durchfihrbar ist.
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