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ZUSAMMENFASSUNG
Prognostische Relevanz der Cytokeratin-Expression oraler Leukoplakien und
Plattenepithelkarzinome

Mirco Jogschies

Keratin-Proteine bilden die gro3te Klasse der Intermediarfilamente (bis zu 85% des
Totalproteins) und werden im ganzen Kérper durch Epithelzellen expremiert, in denen sie ein
komplexes Netzwerk ausbilden, welches cytoskelettale Strukturen, Zellmembran und Zellkern
miteinander verbindet. Veranderungen der Cytokeratin-Expression koénnen mit maligner
Transformation und verandertem Zellverhalten assoziiert sein. Die vorliegende Arbeit
untersucht die prognostische Relevanz der Cytokeratin-Expression von oralen Leukoplakien
und Plattenepithelkarzinomen verschiedener Lokalisation. MATERIAL UND METHODE:
Untersucht wurde die Expression von Cytokeratin (CK) 5/6, 8/18, 1, 10, 14, 19 in
Gewebeproben von 140 Patienten mit oralen Leukoplakien (OL) und 192 Patienten mit oralen
Plattenepithelkarzinomen (OSCC) verschiedener Lokalisation, welche mittels des Tissue
Microarray-Verfahren in einen Paraffinblock eingebracht wurden. Die Expression wurde mit
immunohistochemischen Methoden dargestellt und lichtmikroskopisch  ausgewertet.
SIGNIFIKANTE ERGEBNISSE: Tumoren aller Lokalisation haben gegeniiber Leukoplakien
einen signifikanten Expressionsverlust von CK 1. Die Expression von CK 8/18 und CK 19 ist fur
die Tumoren aller Lokalisationen signifikant hoher als bei Leukoplakien. Der positive Nachweis
von CK 5/6 liegt bei 100% fir die Leukoplakien und bei 95,7% fur die Plattenepithelkarzinome.
Orale Plattenepithelkarzinome des Mundbodens zeigten im Vergleich mit Leukoplakien gleicher
Lokalisation eine signifikant héhere Expression von CK 8/18. Die CK -Expression von CK 1, CK
8/18 und CK 10 oraler Plattenepithelkarzinome der Zunge ist im Vergleich mit Leukoplakien
gleicher Lokalisation signifikant erhoht. Die Expression von CK 8/18 und CK 19 ist in
Leukoplakien mit Dysplasie signifikant hoher als bei nichtdysplastischen Leukoplakien. Bei der
CK-Expression oraler Leukoplakien, Dysplasien und Karzinomen zeigte sich eine signifikante
Steigerung der Expression von CK 8/18 und CK 19, sowie einen signifikante Senkung der
Expression von CK 1, mit steigendem Grad der malignen Transformation des pathologisch

verénderten Epithels.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Orale Leukoplakien

1.1.1 Definition

Der Begriff orale Leukoplakie (OL) wurde zuerst in der zweiten Halfte des 19. Jahrhunderts
durch den ungarischen Dermatologen Ernst Schwimmer (1877) beschrieben und hat im Laufe
der Zeit, aufgrund variierender Definitionen, zu zahlreichen Missverstadndnissen und
Verwirrungen gefiihrt (Scheifele, C.,Reichert, P.A. 1998; Scuibba, J.J. 1995).

Im Auftrag der WHO (World Health Organisation) wurde die Leukoplakie erstmalig 1978
definiert und in Malmé 1983 und Upsalla 1994 durch eine Expertengruppe aus Epidemiologen,
Klinikern und Pathologen nochmals Uberarbeitet. Heutzutage definiert man die OL als: eine
weille Lasion der Mundschleimhaut, die keiner anderen definierbaren Erkrankung zugeordnet
werden kann. Einige orale Leukoplakien gehen in Neoplasien uber. Anhand der letzteren
Aussage werden OL auch als prakanzerdse Lasionen bezeichnet (Bornstein, M.M. et al. 2004;
Scheifele, C., Reichart, P.A. 1998).

Durch ihr klinisches Erscheinungsbild werden OL nach Pindborg, J.J. et al., als Empfehlung der
WHO (Pindborg, J.J. et al. 1997), wie folgt eingeteilt:

- homogene Leukoplakien; kdénnen zusatzlich in flach, gewellt, gefaltet oder

bimssteinartig eingeteilt werden (hat keine klinische Relevanz)

- inhomogene Leukoplakien; man kann diese noch weiter unterteilen in:

> verrukdse Leukoplakien

> ulzerierte Leukoplakien

> nodulare Leukoplakien (Candida-Leukoplakien)
> Erythro-Leukoplakie

- Proliferative verrukdse Leukoplakie (PVL)

(nach Bornstein, M.M. et al. 2004; Dunsche, A., Harle, F. 2000; Lindenmdller, I.H.,
Lambrecht, J.T. 2006).

In Deutschland ist die Leukoplakie-Einteilung von O. Sugar und J. Bandczy aus dem Jahr 1959

ebenfalls noch verbreitet, die drei verschiedene klinische Formen kennt:


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Lindenmuller+IH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Lambrecht+JT%22%5BAuthor%5D
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- Leukoplakia simplex (homogen OL)
- Leukoplakia verrucosa (inhomogene OL)

- Leukoplakia erosiva (inhomogene OL)

(nach Dunsche, A., Harle, F. 2000)

Da aber nur vergleichsweise wenig Leukoplakien eine echte Prakanzerose darstellen, wird bei
histologischen Begutachtungen der Dysplasiegrad, zur Festlegung des Ausmalles zellularer
Entartung, zunehmend verwendet. Die Abweichung von der Norm spiegelt das pramaligne
Potential des dysplastischen Gewebes wieder und kann in vier Schweregrade eingeteilt
werden: keine, geringgradige, mittelgradige und schwergradige Dysplasie. Zu den
hochgradigen Dysplasien gehdrt auch das Carcinoma in situ, welches ein Karzinom ohne
invasives Wachstum darstellt. (Dunsche, A., Harle, F. 2000; Maerker, R., Burkhardt, A. 1998).

1.1.2 Epidemiologie

Malignome der Mundhéhle und des Oropharynx (mehr als 90% sind Plattenepithelkarzinome;
OSCC) sind ein globales Gesundheitsproblem und stehen an elfter Stelle der weltweiten
Krebserkrankungen. Im Jahr 2000 gab es ca. 390.000 Neuerkrankungen an Mundhdhlenkrebs,
von denen etwa ein Drittel in den Industrienationen, zwei Drittel in weniger entwickelten Lander
auftraten und ein geographisch abhangiges Verhaltnis Mann zu Frau von 2-15:1 aufwiesen. In
Deutschland und anderen Industrienationen gab es eine deutliche Zunahme der Inzidenz und
Mortalitat innerhalb der letzten 40 Jahre (Stewart, B.W., Kleihues, P. 2003).

Die Zahl der Neuerkrankungen in Deutschland betragt etwa 3.000 fiir Frauen und 7.800 fir
Manner, wobei die Mortalitat deutscher Manner seit Mitte der neunziger Jahre riicklaufig ist
(Batzler, W.U. et al. 2002).

Die orale Leukoplakie (OL) ist eine Lasion mit einem pramalignen Potential, dessen
Entartungswahrscheinlichkeit nicht fur alle Erscheinungsformen gleich ist. Mittlerweile werden
bestimmte Charkteristika wie z.B. Dysplasiegrad, klinische Erscheinung und Lokalisation zur
Graduierung des malignen Potentials benutzt (Petti, S. 2003).

In Querschnittsuntersuchungen wurde die Pravalenz von OL vor der WHO-Definition von 1978
zwischen 0,2% und 17%, danach zwischen 1,4% und 10,5% angegeben. Als reprasentative
Werte fir die westlichen Industriestaaten wurden 1,4% fiir die Niederlande, 2,9% fir die USA
und 3,6% in Schweden betrachtet. Nach Aussage von Bornstein et al. (Bornstein, M.M. et al.
2004) liegt die globale Pravalenz zwischen 0,2% und 24,4%, wobei er diese Schwankungen
durch unterschiedliches Patientengut (selektiert und unselektiert, unterschiedliche GréRRe von
Patientengruppen), geographischen Varianzen mit den dadurch verbundenen Sitten und

Gebrauchen (z.B. Art und Menge des Tabakkonsums oder Kauen von Betelnlissen) und der
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verwendeten Definition in der jeweiligen Untersuchung, erklart. Zwei Studien aus Deutschland
(D; 2000) und China (Ch; 2001) ergaben flr die Altersgruppen von 35-44 eine Pravalenz von
0,5% (Ch; n=1573) bis 1,6% (D; n=655) sowie 1,0% (D; n=1367) und 1,1% (Ch; n=1515) fur die
Gruppe 65-74 Jahre. Eine reprasentative amerikanische Population von n=16.128 (Daten von
1988-1994) ergab einen Wert von 0,42%, welcher 1986 noch 2,9% betrug und auf die
Verringerung des Tabakkonsums zuriickgefuhrt wird (Scheifele, C. et al. 2003).

OL treten bei Mannern am haufigsten im Alter von 45-64 Jahren, bei Frauen zwischen 35-64
Jahren auf, womit der Altersgipfel jenseits des 50. Lebensjahr liegt. Gleichzeitig steigt das
Entartungsrisiko mit zunehmendem Lebensalter. Bei deutlich haufigeren Vorkommen
tabakassoziierter Lasionen und homogenen OL bei Mannern, betragt das geschlechtspezifische
Verhaltnis von Mannern zu Frauen 1,3-3:1, wahrend umgekehrt Frauen eine héhere Pravalenz
fur oralen Lichen Planus haben (Bornstein, M.M. et al. 2004; Von Arx, T. et al. 2002).

Nach der Einteilung von Sugar und Bandczy liegt das Entartungsrisiko der verschiedenen
klinischen OL-Formen fiir die Leukoplakia simplex bei 3%, flir die Leukoplakia verrucosa bei
11% und fir die Leukoplakia erosiva bei etwa 38%. Bei histologischer Begutachtung der
Epitheldysplasien geht man von 3% Entartung bei Leukoplakien ohne oder mit geringer
Dysplasie, 4% bei mittelgradiger Dysplasie und 43% bei hochgradiger Dysplasie aus (Dunsche,
A., Harle, F. 2000).

Scheifele und Reichart (Scheifele, C., Reichart, P.A. 1998) untersuchten in einer klinisch
prospektiven Untersuchung an 101 Patienten die Pravalenz tumorassoziierter Leukoplakien,
welche sich nach Literaturangaben zwischen 11% und 67% befinden sollte. Die eigenen
Untersuchungen ergaben eine Pravalenz von 15,8% dem Tumor koinzidierter Leukoplakien und
4% vom Tumor lokal unabhangige Leukoplakien und fuhrten zur Annahme, dass die OL
fakultativer und nicht obligater Zustand der schrittweisen Karzinogenese sind.

Die proliferative verrukése Leukoplakie (PVL) ist eine seltene Variante der OL mit sehr hoher
Entartungstendenz zwischen 63,3% und 100% und unklarer Atiologie. Sie tritt geh&uft in
héherem Lebensalter auf (Altersgipfel in der 7. Lebensdekade) und betrifft zu 80% Frauen
(Lindenmiiller, I1.H., Lambrecht, J.T. 2006).

1.1.3 Atiologie

Als atiologischen Hauptfaktoren fir die Entstehung eines Mundhdéhlenkarzinoms und der oralen
Leukoplakie werden heute Tabak (in den verschiedensten Formen), Alkohol, kauen von
Betelnissen und Fehlernahrung angesehen. Nebenbei gibt es aber noch weitere
Risikofaktoren, wie Virusinfektionen (HPV), Candida albicans-Infektionen, Immunsupression,
Alter oder Dysplasiegrad (Dietrich, T. et al. 2004; Reichert, P.A. 2001). Tabak wird weltweit
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geraucht, gekaut oder geschnupft, wobei sich extreme geographische Unterschiede des
Gebrauchs in der jeweils dort vorherrschenden Pravalenz widerspiegeln. Tabak enthalt mehr
als 3.000 verschiedene chemische Verbindungen, wovon viele toxische und karzinogene
Eigenschaften besitzen. Die wichtigsten Karzinogene stellen die aromatischen
Kohlenwasserstoffe und die tabakspezifischen N-Nitrosamine (TSNA) dar, wobei letztere als die
ursachlichen Agenzien bei oraler Karzinogenese und Entstehung von OL angesehen werden
(sowohl beim rauchen oder kauen). Nach Angaben der WHO wird ein globaler, jahrlicher
Zigarettenkonsum von 1650/Erwachsener Uber 15 Jahren geschatzt. Dieser ist in
industrialisierten Landern hoher (2590 Zigaretten/Erwachsener), als in sich entwickelnden
Landern (1410 Zigaretten/Erwachsener). 2001 rauchten in Deutschland 36,8% der Manner und
21,7% der Frauen bei einer Konsumsteigerung um 7,5% zwischen 1997 und 2001. Auch der
Konsum von Zigarren und Zigarillos stieg zwischen 1995 und 1997 um 50%, obwohl sie ein
deutlich hdheres Risiko fir die Entwicklung von Mundhdéhlenkrebs als Zigaretten haben. Es
besteht eine enge Korrelation zwischen gerauchten Zigaretten und Entwicklung prakanzeréser
Lasionen, oralen Epitheldysplasien (OED) sowie oralen Karzinomen (ca. 2,4- bis 15-fach bei
taglichem Konsum von mehr als 20 Zigaretten). Heute wird auch der Marihuana-Konsum mit
einem erhohten Risiko, besonders bei jingeren Patienten, bewertet. Der Gebrauch von
Kautabak (,smokless tabacco®) findet vorwiegend in den USA und Skandinavien statt und wird
mit einer geringen Pravalenz von oralen Prakanzerosen und oralen Karzinomen verbunden.
Schnupftabak (,snuff*) wird ebenfalls Gberwiegend in Skandinavien und den USA konsumiert,
variiert geographisch stark in seiner Zusammensetzung und seiner karzinogenen Potenz.
Amerikanischer ,snuff¢ hat ein ca. 4-mal hoheres Risiko der Entwicklung eines
Mundhéhlenkarzinoms, wahrend schwedischer ,snuff¢ (ist nicht fermentiert und hat einen
geringeren TSNA-Anteil) kein erhdhtes Risiko aufweist (Neville, B.W., Day, T.A. 2002). Das
Betelkauen ist weit verbreitet in Siid- und Siidostasien und hat, besonders in Verbindung mit
Tabak, eine sehr hohe Inzidenz fiir orale Prakanzerosen und Karzinome (Dietrich, T. et al 2004;
Reichart, P.A., Way, T.H. 2006).

Als zweitwichtigster Faktor mul} chronischer Alkoholabusus angesehen werden, wobei Alkohol
selbst kein Karzinogen ist, aber mit Tabak synergistisch agiert. Das Risiko fur die Entwicklung
eines oralen Karzinoms ist bei Rauchern, die nicht trinken 2- bis 4-fach héher als bei
Nichtrauchern und Nichttrinkern. Bei stark trinkenden Rauchern (75 g Alkohol/20 Zigaretten pro
Tag) erhdht sich das Risiko auf das etwa 30-fache (Matthias, C. 2005). Ein alleiniger
Alkoholkonsum steigert das Risiko der Entstehung einer Leukoplakie nur etwa auf das 1,5-
fache. Ausschliel3licher Tabakkonsum korreliert deutlich enger mit dem Vorkommen OED als
ausschlieBlicher Alkoholkonsum. Chronischer Konsum von Alkohol verandert die Permeabilitat
der oralen Mukosa, insbesondere fiir TSNA und aromatische Kohlenwasserstoffe. (Matthias, C.
2005; Neville, B.W., Day, T.A. 2002; Reichart, P.A. 2000 und 2001; Thomas, G. et al. 2003).



Einleitung

Durch Alkohol- und Tabakabusus entstehen ernsthafte, erndhrungsbedingte Folgen, wie eine
Vermehrung reaktiver freier Radikale und Auftreten einer Immunsuppression. Ein voll
funktionbereites Immunsystem ist wichtig fir die korpereigene Krebsabwehr, da reaktive
Oxidanzien und freie Radikale phenotypische und genotypische Veranderungen bewirken,
welche von der Mutation zur Neoplasie fluhren. Anti-Oxidanzien und Radikalfanger (z.B.
Vitamin A, E, C und 3-Karotin) neutralisieren metabolische Stoffwechselprodukte (einschlieBlich
reaktiver Oxidanzien) , greifen bei der Aktivierung von Prokarzinogenen ein, behindern die
DNA-Bindung von Karzinogenen, unterbinden die Replikation transformierter Zellen und kdnnen
wahrscheinlich sogar zu einer Regression von prakanzerdsen Lasion fihren. Eine
Mangelerndhrung ist charakterisiert durch den geweblichen Abbau von anti-oxidativen
Proteinen. Alkohol-, tabak-, und/oder mangelernahrungsbedingte Immunsuppression bewirkt
unter anderem eine verminderte Speicheldrisenfunktion und Immunitat der oralen Mukosa,
eine Reduktion von CD4-Helferzellen oder Abschwachung der NK-Zell-Aktivitdt (Enwonwu,
C.0., Meeks, V.. 1995). Zahlreiche Studien belegen, dass eine vermehrte Einnahme von
Fruchten, Gemusen, Vitamin C und Ballaststoffen das Krebsrisiko fir den oberen digestiven
Trakt deutlich reduzieren kdnnen (Neville, B.W., Day, T.A. 2002; Reichart, P.A. 2001; Thomas,
G. et al 2003).

Wegen der zunehmenden Lebenserwartung wird es auch zu einer hdéheren Pravalenz von
Schleimhautveranderungen bei alteren Patienten kommen. Die Griinde hierflir sind z.B. die
erhohte Permeabilitdt der Mukosa fiir alle Arten von schadlichen Noxen durch Epithelatrophie,
erhéhte Empfindlichkeit gegenuber mechanischen Einflissen (loser Zahnersatz) oder
Hyposalivation, infolge vorliegender internistischer Grunderkrankungen und
Medikamentennebenwirkungen (von Arx, T. et al. 2002).

Uber den Zusammenhang von Leukoplakien und Candida-Infektionen wurde erstmals in den
sechziger Jahren berichtet und der Begriff ,Candida-Leukoplakie® dadurch gepragt. Der
eigentlich harmlose Candida albicans wird erst durch pradisponierende Faktoren zum
pathogenen Organismus, wovon einer der Tabakabusus (Zigarettenrauchen) ist. Orale
Leukoplakien sind zwischen 11% und 31% mit Candida besiedelt und bewirken, tber erhéhte
Produktion karzinogener Nitrosamine und Veranderung der p53-Tumorsuppressorgen-
Expression, ein erhdhtes Transformationsrisiko (Bornstein, M.M. et al. 2004).

Auch die humanen Papillomaviren (HPV) vom Typ 16 und 18, bekannt fur ihr onkogenes
Potential in Karzinomen des Uterus cervix, konnten in oralen prakanzerdsen Lasionen und
Karzinomen nachgewiesen werden. In etwa 50% der oropharyngealen und 14% der Zungen-
Karzinomen wurde HPV-16-DNA mittels PCR-Analyse gefunden, was eine HPV-16-infektion zu
einem maoglichen Risikofaktor macht (Reichart, P.A. 2001).

Idiopathische Leukoplakien bei Nichtrauchern, ohne nachweisbare mechanische und
chemische Ursachen, werden auf Mangel von Vitamin B12, Folsaure, Eisen, Ferritin oder
Transferrin zurickgefuhrt und kdnnen nach Bestimmung des Serumspiegels substituiert werden
(Dunsche, A., Harle, F. 2000).
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Die Atiologie der proliferativen verrukésen Leukoplakie ist gegenwartig immer noch unklar. Eine
Beteiligung des HPV wird sehr kontrovers diskutiert und auch Tabak scheint eine eher
untergeordnete Rolle als auslosender Faktor zu spielen, da nur ein Drittel bis ein Viertel der
Erkrankten rauchen (Lindenmdiller, I.H., Lambrecht, J.T. 2006).

1.1.4 Klinik

Leukoplakien werden klinisch in die homogenen (planen) und inhomogenen (gefleckten)
Leukoplakien unterschieden. Die inhomogenen unterteilen sich weiter in verrukdose, nodulare
(Candida-Leukoplakien), ulzerierte (erosive) und Erythroleukoplakien (Dunsche, A., Harle, F.
2000):

- homogene Leukoplakien (Leukoplakia simplex) kennzeichnen sich durch eine
gleichférmige weille Veranderung mit glatter oder runzeliger Oberflache

- verrukdse Leukoplakien (Leukoplakia verrucosa) sind exophytische Lasion mit warziger
Oberflachenstruktur

- ulzerierte Leukoplakien (Leukoplakia erosiva) sind leicht erhabene und fleckige
Lasionen mit Erosions- und Exulzerationsbezirken

- noduldre Leukoplakien (Candida-Leukoplakie) sind leicht erhabene La&sionen mit
rundlichen, roten und/oder weillichen Vérwdlbungen; typische Lokalisation ist der
Mundinnenwinkel

- Erythroleukoplakien sind weilliche Lasionen, die auch rotliche Areale beinhaltet
(Bornstein, M.M. et al 2004; Dunsche, A., Harle, F. 2000; Maerker, R., Burkhardt, A.
1998; Reibel, J. 2003)

Eine proliferative verrukdse Leukoplakie (PVL) ist eine, sich iber Jahre entwickelnde, multifokal
auftretende exophytische Lasion, die oftmals initial als solitire homogene Leukoplakie beginnt.
Diese sehr seltene Erkrankung neigt nach chirurgischer Entfernung zu Rezidiven und hat ein
sehr hohes Entartungsrisiko zwischen 63,3% und 100%. Da Mehrfachlokalisationen zum
Erscheinungsbild dieser Lasion gehdren, kann sie Uberall im Mundhéhlenbereich auftreten,
wobei die Gingiva des Unterkiefers am haufigsten und der Gaumen zu 80% betroffen ist
(Lindenmiiller, I.H., Lambrecht, J. T. 20086).

Weiterhin wird auch eine sog. ,Praleukoplakie“ beschrieben, welche als graue bis grauweillliche
Schleimhautalteration mit unscharfer Begrenzung klinisch in Erscheinung tritt (Maerker, R.,
Burkhardt, A. 1998).

Nach Neville und Day (Neville, B.W., Day, T.A. 2002) sind die bukkale Mukosa (21,9%) und
Gingiva/Sulkusepithel des Unterkiefers (25,2%) die bevorzugten Lokalisationen einer oralen

Leukoplakie. Das grofte Entartungsrisiko bzw. den héchsten Dysplasiegrad weisen aber
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Leukoplakien des Mundbodens (42,9%) auf, obwohl dort nur etwa 8,6% gefunden werden
kénnen.

Orale Leukoplakien weisen unterschiedliche Dysplasiegrade auf. Wahrend die meisten
homogenen Leukoplakien keine bis wenig Epitheldysplasien aufweisen, sind sie in verrukésen
und noduléren Leukoplakien haufig anzutreffen (Jaber, M.A. et al. 2003).

Die hochgradige Dysplasie und das Carcinoma in situ missen als Prakanzerosen im engeren
Sinne aufgefasst werden. Sie kdnnen in 5%-10% der Leukoplakien nachgewiesen werden
(Maerker, R., Burkhardt, A. 1998). Die histologische Dysplasiebeurteilung ist neben dem
klinischen Erscheinungsbild die wichtigste Untersuchung, um das Entartungsrisiko
einzuschatzen, wobei sich das Risiko von Lasionen ohne oder geringgradiger Dysplasie nur

schwer vorausgesagt werden kann (Bornstein, M.M. et al. 2004; Dunsche, A., Harle, F. 2000).

1.1.5 Therapie

Da Leukoplakien oftmals anfanglich keine oder nur geringe Beschwerden verursachen, werden
sie haufig vom Patienten nicht bemerkt (,patient delay“) und nur durch Zufall, wéhrend der
zahnarztlichen Kontrolluntersuchung, sofern diese regelmafig stattfindet, entdeckt. Daher ist es
wichtig, im Sinne einer (Sekundar-)Pravention, grundsatzlich eine eingehende
Schleimhautinspektion durchzufiihren und pathologisch veranderte Bereiche ggf. biopsiert
werden. Eine histologische Untersuchung ist oft unumgénglich um Anwesenheit und Grad einer
Dysplasie, als wichtigsten Indikator flr die potentielle Malignitdt, neben klinischem
Erscheinungsbild, Lokalisation und GrofRe der Lasion, zu bestimmen (Bornstein, M.M. et al.
2004). Van der Waal, I. et al. (Van der Waal, I. et al. 2000) schlagen z.B. vor, dhnlich der TMN-
Klassifikation bei oralen Karzinomen, orale Leukoplakien nach GroRe und Dysplasiegrad
einzuteilen.

Die Behandlung der Leukoplakie richtet sich grundsatzlich nach der Klinik und histologischem
Dysplasiegrad. Grundsatzlich sollte nach Risikofaktoren gesucht und diese, wenn mdglich,
eleminiert werden (z.B. rauchen, Alkohol oder mechanische Irritationen). Bei Kklinisch
homogenen Lasionen, Lokalisationen in risikoarmen Gebieten der Mundschleimhaut (bukkale
Mukosa, Alveolarmukosa, Gaumen) und Ruckbildungstendenz, reicht die regelmaRlige Kontrolle
und konservative Behandlung (Bankfalvi, A. et al. 2006; Maerker, R., Burkhardt, A. 1998).

Eine lokale Applikation von Vitamin A-Saure (0.05-0,1% in Mundgel) oder Kkortikoidhaltige
Salben, im Sinne einer Chemopravention, kann in einigen Fallen zu deutlichen Riickbildungen
und Verbesserung des Dysplasiegrades fihren. Vitamin E (a-Tocopherol) und Vitamin C
(Ascorbinsaure) zeichnen sich ebenfalls durch eine antioxidative Wirkung aus, womit auch sie
in der Lage sind, den anfallenden oxidativen Stre3 aus Stoffwechselprozessen und aufieren
Noxen abzubauen (Bankfalvi, A. et al. 2006; Zéller, J.E., Scheer, M. 2000).
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Matthias (Matthias, C. 2005) spricht ebenfalls die Wirkung von Cox-2-Hemmer zur
Chemoprevention, bei deutlich geringerer Konzentration als im Rahmen der
antiinflamatorischen und analgetischen Therapie, an. lhre praventiven Eigenschaften sind z.B.
Reduktion der Zellproliferation, Angiogenesehemmung, Restitution des Immunsystems, sowie
Reduktion mutagener Eigenschaften exogener Karzinogene.

Bei Patienten mit einer verdachtigen Lasion oder Lokalisation mit hohem Risiko (Zungenrand,
Zungenunterseite, Mundboden) sollte die Verédnderung, moglichst vollstandig, exzidiert und der
ggf. resultierende Defekt mit einem Transplantat gedeckt werden. Nach histologischer
Feststellung des Dysplasiegrades werden weitere therapeutische MalRRnahmen getroffen
(Tabelle 1.1). Patienten ohne oder mit geringgradiger Dysplasie bedurfen einer regelmafigen
Kontrolluntersuchung: im 1. Jahr alle 3 Monate, im 2. Jahr alle 6 Monate und danach alle 12
Monate. Lasionen mit mittel-/hochgradiger Epitheldysplasie und Carcinoma in situ sollen total
exzidiert werden, soweit dies nicht vorher geschehen ist, und missen ebenfalls in regelmaligen
Abstanden (lebenslang) kontrolliert werden: im 1.Jahr alle 4 Wochen, im 2.Jahr alle 8 Wochen
und ab dem 3. Jahr alle 12 Wochen (Bankfalvi, A. et al. 2006; Maerker, R., Burkhardt, A. 1998).

keine/geringe Dysplasie - totale Exzision anstreben
- regelmafRige Nachkontrolle:
> 1. Jahr alle 3 Monate
> 2. Jahr alle 6 Monate

> danach alle 12 Monate

mittel-’/hochgradige Dysplasie - totale Exzision anstreben
Carcinoma in situ - bei primar unvollstéandiger Entfernung
Totalexzision nachholen
- lebenslange Nachkontrollen:
> 1. Jahr alle 4 Wochen
> 2. Jahr alle 8 Wochen
> ab 3. Jahr alle 12 Wochen

Tabelle 1.1 Therapeutisches Vorgehen bei inhomogenen oder sich in Risikolokalisation befindlichen Leuko-
Plakien (mod. nach Bankfalvi, A. et al. 2006; Maerker, R., Burkhardt, A. 1998)

Neben der konventionellen chirugischen Exzision werden teilweise auch andere Methoden wie
z.B. Photoablation mittels Er:Yag-Laser, Photovaporisation mittels CO2-Laser und thermische
Destruktion mittels Kryochirurgie flr die Behandlung eingesetzt. Die Rezidivrate bei
Anwendung von CO2-Lasern liegt mit 10%-22% unterhalb der nach Skalpellexzision mit 17%-
35%. (Dunsche, A., Harle, F. 2000; Maerker, R., Burkhardt, A. 1998).
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1.2 Orale Plattenepithelkarzinome

1.2.1 Definition

Orale Plattenepithelkarzinome (oral squamous cell carcinoma, OSCC) stellen bdsartige
(maligne) epitheliale Neoplasien dar und besitzen die Fahigkeit zur lymphogenen
Metastasierung. Ursprungsort dieser Veranderung, welche de novo oder sich aus bestehenden
Epitheldysplasien entwickelt, kann das Plattenepithel der gesamten Mundhdhle (incl. der Zunge
und Lippen) sein.

Histologisch unterscheidet man folgende Differezierungsgrade:

- Carcinoma in situ (CIS)

- hochdifferenzierte Plattenepithelkarzinome

- maRig bis gut differenzierte Plattenepithelkarzinome

- schlecht differenzierte Plattenepithelkarzinome

- anaplastische Karzinome

Der Grad der Keratinisierung wird durch das sog ,,Grading“ (G) beschrieben:
-G1
-G2

- G3 = weniger als 25% der Tumorzellen keratinisiert

mehr als 75% der Tumorzellen keratinisiert hochdifferenziert

25% bis 75% der Tumorzellen keratinisiert mafig differenziert

schlecht differenziert

- G4 = keine der Tumorzellen keratinisiert anaplastisch

Zusatzliche Unterscheidungskriterien sind z.B. atypische mitotische Aktivitdt, wechselnde
ZellgroBe und Zellform der Tumorzellen (Zellpolymorphie), Verschiebung des Kern-Plasma-
Verhéltnisses zugunsten des Kerns, abnorme und unterschiedliche Kernformen
(Kernpolymorphie), GréRenzunahme/zahlenmaRige Zunahme und Atypien der Nukleoli,
Abweichungen im DNA-Gehalt oder Nachweis spezifischer Tumormarker. Die meisten OSCC
sind maRig bis gut differenziert

(Anneroth, G. et al. 1987; Bryne, M. et al. 1989; Hees, H., Sinowatz, F. 1996; Metelmann, H.R.
1998).

1.2.2 Epidemiologie

Das orale Plattenepithelkarzinom stellt Uber 90% aller Malignome des oberen

Aerodigestiviraktes dar und liegt weltweit an elfter Stelle (390.000 Neuerkrankungen pro Jahr)
der Krebserkrankungen (Matthias, C. 2005; Stewart, B.W., Kleihues, P. 2003).
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Das Verhaltnis dieser Erkrankung von Mannern zu Frauen liegt bei 2-15:1. In den anderen
westlichen Industrienationen und in Deutschland stieg die Inzidenz und Mortalitat seit den
siebziger Jahren deutlich an, wobei seit Mitte der Neunziger Jahre zumindest die Mortalitat bei
deutschen Mannern riicklaufig ist (durchschnittliche 5-Jahres-Uberlebensrate ungefahr bei
50%). Die Inzidenz variiert geografisch dennoch sehr stark, wobei die héchsten Raten in Indien,
Australien, Frankreich, Studamerika (Brasilien) und Stdafrika zu verzeichnen sind. Die Zahl der
Neuerkrankungen in Deutschland betragt fir Frauen ungeféhr 3.000 und flr Manner ca. 7.800
pro Jahr und macht etwa 1%-4% aller Tumorerkrankungen aus (Batzler, W.U. et al. 2002;
Neville, B.W., Day, T.A. 2002; Sciubba, J.J. 2000; Stewart, B.W., Kleihues, P. 2003). Ursachlich
fur die unterschiedliche geografische Haufigkeit sind Umweltfaktoren wie Tabak- und
Alkoholkonsum, sozio6konomischer Status und ein ungesunder Lebensstil (Reichart, P.A. 2000;
Stewart, B.W., Kleihues, P. 2003).

1.2.3 Atiologie

Die Risikofaktoren fir die Entstehung oraler Mundhoéhlenkarzinome (OSCC) und oraler
Leukoplakien (OL) sind identisch, wie bereits in Kapitel 1.1.3 erwahnt. Tabak und Alkohol
stellen hierbei die wichtigsten atiologischen Faktoren dar und lassen sich zu 80% der oralen
Karzinogenese zuschreiben (La Vecchia, C. et al 1997; Reichart, P.A. 2000). Tabak wird in
gerauchter, gekauter oder geschnupfter Form konsumiert und hat toxische und karzinogene
Eigenschaften. Fur die orale Karzinogenese stellt das Rauchen die wichtigste Form dar, wobei
eine starke Dosis-Wirkungs-Beziehung zwischen Gebrauch und Karzinomentstehung besteht.
Der Gebrauch von ,smokeless tobacco®, der vorwiegend in Scandinavien und den USA
konsumiert wird, ist mit einem sehr niedrigen Risiko assoziiert, wahrend das Betelkauen, in
Verbindung mit Tabak, eine hohe Inzidenz fiir die Entstehung eines OSCC besitzt. Alkohol
selbst stellt kein Karzinogen dar, agiert aber mit Tabak synergistisch. Wahrend Raucher, die
keinen Alkohol konsumieren, ein 2-4fach hoheres Risiko fiir Kopf-Hals-Karzinom verglichen mit
nichtrauchenden Nichttrinkern haben, steigt es auf das 30fache bei gleichzeitigem starken
Alkoholkonsum (75 g Alkohol / 20 Zigaretten pro Tag) an (Matthias, C. 2005; Stewart, B.W.,
Kleihues, P. 2003). Ein alleiniger Konsum von Alkohol, ohne Tabakkonsum lasst die Inzidenz
auf das 1,5-6fache steigen (La Vecchia, C. et al. 1997). Einen weiteren Risikofaktor stellen auch
die humane Papillomaviren (HPV) der Subtypen 16 und 18 dar, welche in 14%-50% der OSCC
nachgewiesen werden konnten (Reichart, P.A. 2001). Weitere &tiologische Faktoren sind
Immunsuppression (insbesondere fir die Entstehung von Unterlippenkarzinomen), Vitamin A-
und Eisenmangel, ungesunder Lebensstil (z.B. Mangelernahrung und schlechte Mundhygiene),

diverse Industriegifte (z.B. benzolhaltige Dampfe oder Teerbestandteile), Behandlung mit
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ionisierenden Strahlen oder chronische Prothesenreize. Eine genetische Pradisposition und
familliare Haufung tritt ebenfalls in Erscheinung und kann das Risiko fir die OSCC-Entstehung
auf das 3-5fache steigern (Matthias, C. 2005; Zéller, J.E., Scheer, M. 2000).

1.2.4 Klinik

Karzinome zeigen sich klinisch als endophytische oder exophytische Neoplasien mit meist
superinfizierter Oberflache, welche lokal infiltrierend wachsen. Ulzerationen oder Infektionen
zeigen sich haufig erst in fortgeschrittenen Stadien und gehen mit Schmerzen und
Funktionseinschrankungen einher, wahrend kleine Tumoren oftmals als lokale Entziindungen
oder mechanische Irritationen (z.B. durch schlecht sitzende Prothesen) angesehen werden.

Topographisch lassen sie sich am haufigsten im Mundboden (36,2%) finden:

- Mundboden 36,2%
- Zunge 21,8%
- Mundschleimhaut 15,1%
- andere Teile des Mundes 10,2%
- Lippe (inbesonders die Unterlippe) 8,1%
- Gaumen 4,5%
- Tonsille 2,3%
- Oropharynx 1,9%
- sonstiger Mundbereich 0,1%

(Tabelle 1.2: Lokalisation des OSCC nach absteigender Haufigkeit; nach Bankfalvi, A. et al. 2006)

Klinische Symptome die bereits auf ein fortgeschrittenes Tumorwachstum hinweisen sind z. B.
Foetor ex ore bei nekrotischem Zerfall des Tumors, Schluckbeschwerden, Kieferklemme,
eingeschrankte Zungenbewegung, Sensibilitdtsstérungen, motorische Ausfallerscheinungen,
aullere Schwellungen, Fistelbildungen und Zahnlockerungen. Der Untersuchungsbefund zeigt
fast immer eine derbe, nicht verschiebliche Konsistenz des Tumors. Bei gleichzeitigem Befall
der Lymphknoten sind diese zuerst hart, verschieblich und nicht schmerzhaft, wahrend es nach
Kapseldurchbruch auch hier zur Fixation kommt. Als erstes werden beim oralen
Plattenepithelkarzinom die submentalen und submandibularen Lymphknoten befallen und
breiten sich von dort weiter in die Halsregion aus (Bankfalvi, A. et al. 2006; Hees, H., Sinowatz,
F. 1996; Metelmann, H.R. 1998).

11
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1.2.5 Therapie

Praoperativ miissen Patienten mit oralen Karzinomen ein Staging durchlaufen, durch das der
allgemeine Gesundheitszustand, Metastasierungen, TumorgrofRe/-ausdehnung und Zahnstatus
erfasst wird. Da viele Patienten mit oralen Plattenepithelkarzinomen (OSCC) starke Raucher
und Trinker waren oder noch sind, liegen haufig Mangelerndhrungserscheinungen und
pulmonale oder vaskulare Begleiterkrankungen vor, sodass die Therapie grundsatzlich auf die
individuelle Situation abgestimmt werden muf} (Goodwin, W.J. Jr., Byers, P.M. 1993). Wenn
postoperativ eine Radiatio notwendig ist, mul eine Zahnsanierung erfolgen, da periapikale
Lasionen, Karies und retinierte Zahne eine Ursache fir spatere Osteoradionekrosen sein
kénnen (Lockhart, P.B., Clark, J. 1994). Eine Fluoridierungsschiene sollte grundsatzlich zur
Vermeidung einer Strahlenkaries angefertigt und wahrend der Radiatio, sowie nach Beendigung
der Bestrahlung, getragen werden (Regezi, J.A. et al. 1976). Ein weiterer wichtiger Punkt ist die
Abgewobhnung des Rauchens, da bei Fortfihrung ein deutlich erhdhtes Rezidivrisiko besteht
(Day, G.L. et al. 1994). Das weitere therapeutische Vorgehen wird vom sog. TNM-Stadium
(Tumor-Nodus lymphaticus-Metastasen) und der Lokalisation bestimmt und erfolgt Giberwiegend
chirurgisch. Das TNM-System zeigt hierbei den Grad der Ausbreitung eines malignen Tumors
an, wobei T fir das lokale Tumorwachstum, N fir den Befall regionarer Lymphknoten und M fur
das Auftreten von Fernmetastasen steht. Eine pra- oder postoperative Radiatio oder adjuvante
Chemotherapie kann in Kombination angewendet werden. Wahrend bei kleinen Tumoren (T1,
NO) eine Exzision mit entsprechend groRem Sicherheitsabstand ausreicht, wird bei
fortgeschrittenem Tumorwachstum die kombinierte Therapie angewendet und mit
entsprechenden Methoden zur funktionellen Rehabilitation ergénzt. Trotz moderner
Therapieverfahren ist die Prognose insgesamt als unglnstig zu bezeichnen, mit einer relativen
5-Jahres-Uberlebensrate bei Mannern von 39% und bei Frauen von 55% (Bankfalvi, A. et al.
2006).

12
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1.3 Cytokeratine

Das Cytoskelett einer Eukaryontenzelle besteht aus einem hochgradig strukturierten, drei-
dimensionalen Fasersystem. Es setzt sich i.d.R. aus drei funktionell und morphologisch
unterschiedlichen Einheiten: Mikrofilamente (F-Actin), Mikrotubuli und Intermediarfilamente (IF)
sowie interzelluldren Zellverbindungen (Desmosomen, Hemidesmosomen, Zonula adhaerens),
Spectrinen und Laminen. Wahrend Mikrofilamente und Mikrotubuli, aufgrund einer evulotionar
hochgradigen Konservierung, sich im Cytoskelett sehr ahnlich sind, variieren die IF in Anzahl,
Menge und Zusammensetzung. Sie setzen sich aus mehr als 50 verwandten, unterschiedlich
strukturierten Proteinen zusammen und umfassen ca. 1% des korperlichen Gesamtproteins.
Alle vorkommenden Filamentproteine werden durch mindestens 67 bekannte Gene des
humanen Genoms enkodiert (Fuchs, E., Cleveland, D.W. 1998; Hesse, M. et al. 2001; Lodish et
al. 2001).

1.3.1 Definition der Cytokeratine

Die Keratin-Proteine bilden die groRte Klasse der Intermediarfilamente (bis zu 85% des
Totalproteins) und werden im ganzen Koérper durch Epithelzellen expremiert, in denen sie ein
komplexes Netzwerk ausbilden, welches cytoskelettale Strukturen, Zellmembran und Zellkern
miteinander verbindet. Urspriinglich wurden die a-helikal oder 3-gefalteten Hauptproteine des
verhornenden Epithels und epidermale Zellprodukte, wie Haare oder Hornsubstanzen (z.B.
Nagel, Horner oder Wolle) als Keratine bezeichnet (Rudall, K.M. 1952). Weiterhin unterschied
man das sog. ,Prekeratin“ (Tonofilamente in nichtverhornenden Epidermiszellen) und die
,Cytokeratine” als Bezeichnung fir nichtepidermale Keratine (Crounse, R.G. 1966; Franke,
W.W. et al. 1978). Heutzutage bezeichnet man jedoch samtliche IF-Filamente des Typs | und |l

aller epithelialer Zellen synonym als Keratine bzw. Cytokeratine (CK).

1.3.2 Klassifikation der Cytokeratine

Cytokeratin(CK)-Filamente sind ein Translationsprodukt (lokalisiert auf den Chromosomen 12
und 17) einer groBtenteils heterogenen und komplexen Multigenfamilie, welche sich
offensichtlich Uber die evolutiondre Entwicklung von Organismen mit einem Endoskelett aus
Organismen mit einem Exoskelett (Eumetazoen oder Gliederfifier), von einem urspriinglichen
Gen entwickelte (Coulombe, P.A., Omary, M.B. 2002; Fuchs, E. 1995). Die ca. 20 (humanen)
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unterschiedlichen CK haben Molekiilgewichte zwischen 40.000 und 68.000 kDa, isoelektrische
Punkte zwischen pH 5 und pH 8 und treten in epithelialen Zellen meist paarweise auf.

lhre  Einteilung kann unter folgenden Gesichtspunkten erfolgen: nach ihren
Ladungsverhaltnissen, ihrer mRNA-Hybridisierung, ihrer Immunreaktion, ihrer
Aminosauresequenz oder Peptidmusters einordnen (Fuchs, E. 1995; Eichner, R. et al. 1986;
Steinert, P.M., Roop, D.R.1988). Weiterhin lassen sie sich auch sog. ,harte” und ,weiche*
Keratine entsprechend der expremierenden Epithelien unterscheiden. Die ,harten Keratine
(Typ I: Ha1-8 und Typ II: Hb1-6) sind typisch fiir Hornprodukte der Epidermis (z.B. Haare, Nagel
= die sog. trichozytischen Keratine), Retikulumzellen des Thymus und den Papillae filiformes
der Zunge (Coulombe, P.A., Omary, M.B. 2002; Heid, H.W. et al. 1988 a und b), wahrend die
»weichen® in alle anderen Epithelien vorkommen (Moll, R. et al. 1982).

Durch zweidimensionale Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Moll, R. et al. 1982) wurde die
Nummerierung der ca. 20 humanen CK etabliert und ist bis heute allgemein akzeptiert.

Die Subklasse A (IF-Typ IlI) umfaldt die neutral-basischen CK 1-8 mit Molekulargewichten
zwischen 52 und 68 kDa und isoelektrischen Punkten zwischen pH 5,8 und 8,0, sowie die Hb-
(1-4)a-Keratine der Haare (Eichner, R. . et al. 1986; Heid, H.W. et al. 1988a und b).

Die Subklasse B (IF-Typ I) enthalt die sauren CK 9-20 mit Molekulargewichten zwischen 40
und 64 kDa und isoelektrischen Punkten zwischen pH 4,8 und pH 6,1. Auch zu dieser Klasse
werden a-Haar-Keratine vom Typ Ha 1-4 gezahlt (Eichner, R. . et al. 1986; Heid, H.W. et al.
1988a und b).

A B Vorkommen
(neutral-basisch) (sauer)
CK1 CK?9 mehrschichtig-verhornendes Epithel
CK 2 CK 10 (Epidermis)
CK3 CK 12 Hornhaut (Cornea)
CK4 CK 13 mehrschichtig-unverhorntes Epithel
CK 14 Basalzellen komplexer Epithelien sowie Myoepithelzellen
CK5 CK 15
CK 16 mehrschichtig-unverhorntes Plattenepithel, Proliferation
CK 6 CK 17
CK7 CK 19 einschichtiges Epithel, luminale Drusenzellen
CK 18
CK8 CK 20 einschichtiges Epithel, luminale Drusenzellen
Tabelle 1.3: Klassifikation der Cytokeratine nach ihrem isoelektrischen Punkt und deren zelluldres Vorkommen

Vor kurzer Zeit konnte eine weiteres ,saures“ CK (23) in kanzerésen Pankreaszellen entdeckt
werden (Coulombe, P.A., Omary, M.B. 2002).
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1.3.3 Struktureller Aufbau und Polymerisationsverhalten der Cytokeratine

Der strukturelle Aufbau der Cytokeratine (CK) ist prinzipiell gleich mit denen aller
Intermediarfilamente (IF) (siehe Abbildung 1.1). Sie besitzen eine stabartige, a-helikale
Zentraldomane mit hypervariablen Regionen, die reich an Serin- und Glycin-Sequenzen sind
(Steinert, P.M., Roop, D.R. 1988). Bei der Dimer-Polymerisation zu IF kdnnen die CK, aus
strukturellen Granden, nur heteropolymere Keratinfilamente aus den Subklassen | und Il bilden
und somit als obligat heterogen bezeichnet werden. Saure CK mit relativ kleinem
Molekulargewicht (Typ I) binden sich hierbei an einem basischen CK (Typ Il) mit relativ
gréRerem Molekulargewicht, wobei die Differenz ca. 7-10 kDa betragt (Hatzfeld, M., Franke,
W.W, 1985). Eine entscheidende Rolle fiir diese obligate Heterogenitat spielt die, nur bei Typ Il
vorkommenden, H1-Domane des Carboxy-Ende (Kopf), da sie eine Schlisselrolle bei der
Erfassung und Polymerisierung (Kontrollregion der phosphorylierungs-abhangigen IF-
Polymerisation) benachbarter Molekule spielt (Steinert, P.M., Parry, D.A. 1993)

Abbildung 1.1:

Schematische Darstellung des

Aufbaus von Cytokeratinen. Der Pfeil

zeigt die Richtung vom ,Kopf‘- zum
»Schwanz“-Ende (Pfeilspitze)

innerhalb der Zentraldomane (coiled-

coil-Dimer).

Bei den Protofibrilen ist die
antiparallele Ausrichtung der Dimere
(Steinert, P.M., Parry, D.A. 1993)
abgebildet. Am ,Kopf‘-Ende vom Typ

1I-CK ist die H1-Domane zu sehen.
(mod. aus Fuchs, E. 1994)

Grundsatzlich wird die sauer-basische Paarung in vivo und in vitro aufrechterhalten, wobei sich
in vitro auch Paarungen zwischen zwischen Typ |- und Typ II-CK ergeben, die in vivo nicht
Ublich sind (z.B. zwischen nichtepidermalen und epidermalen CK). Auch gibt es die sog.
.promiscuity of cytokeratins® (engl. promiscuity = Vermischung), bei der heterologe CK-
Komplexe aus Monomeren unterschiedlicher Rassen (z.B. Mensch und Rind) bilden kénnen
(Hatzfeld, M., Franke, W.W. 1985). In vivo werden aber (berwiegend nur gewebespezifische
Kombinationen ausgebildet, mit Ausnahme von CK 19, dass sich mit jedem basischen CK
unspezifisch paaren kann (Bader, B.L. et al. 1986).

Innerhalb der Gruppen A und B liegt die Sequenzhomologie bei ca. 60%, wahrend sie zwischen
den Typ I- und Typ II-CK nur zu etwa etwa 30% vorherrscht (Steinert, P.M. 1985).

15



Einleitung

1.3.4 Cytokeratin-Expression oraler Epithelien

Expression von Cytokeratinen (CK) beschreibt, zu welchem Zeitpunkt und unter welchen
Bedingungen bestimmte CK im Cytoskelett einer spezifischen Zelle nachweisbar sind.
Grundsatzlich werden nicht nur ausschlieRlich CK in Zellen expremiert, sondern auch andere IF
kdnnen nachgewiesen werden (die sog. Coexpression). Da sich viele cytoskelettale
Komponenten in einem standigen Prozess des reaktiven Auf- und Abbaus, als dynamische
Antwort auf einwirkenden ,Stress“, befinden lasst der Nachweis spezifischer IF-
Expressionsmuster Riickschlisse auf den Differenzierungsgrad der Zelle zu.

In jeder Epithelzelle findet sich mindestens ein spezifisches CK-Paar (Typ I/Typ Il) und oft auch
mehrere.

Die Expression ist hierbei abhangig von:

1. Epitheltyp
2. Differenzierungsgrad des Epithels
3. Zellproliferation

Das orale Epithelgewebe kann morphologisch und nach differenzierungsspezifischen

Expressionsmustern in drei Klassen eingeteilt werden:

1. mehrschichtiges, verhornendes (keratinisiertes) Plattenepithel (mastikatorische
Mukosa):
Gingiva
Schleimhaut des harten Gaumens
2. mehrschichtiges, nichtverhornendes (nichtkeratinisiertes) Plattenepithel
(auskleidende Mukosa):
Alveolarmukosa
Schleimhaut des Vestibulum oris
Schleimhaut der Wangen und Lippen
Schleimhaut des Mundbodens und ventrale Seiten der Zunge
Schleimhaut des weichen Gaumens

3. spezialisierte Mukosa des Zungenriickens

Zellen oraler Epithelien enthalten, wie andere epitheliale Zellen auch, CK als einen Bestanditeil
ihres Cytoskeletts, welche als wertvolle Informationsquelle Uber das Differenzierungsverhalten
und -ausmalfd als Marker liefern kdnnen.

Die spezifische Verteilung der CK innerhalb der verschiedenen oralen Epithelien (siehe
Abbildung 1.2) wurde vielfach untersucht und fiihrte zu der Erkenntnis das CK5/14 (und CK 19
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in nichtkeratinisierten Epithel) in allen Basalzellschichten mehrschichtiger Epithelien expremiert
werden. Mit Beginn der Differenzierung kommen jedoch suprabasal (postmitotisch) ein oder
mehrere neue CK epithelspezifisch dazu (Dale, B.A. et al. 1990; Presland, R.B., Dale, B.A.
2000; Reibel, J. et al. 1989):

- keratinisiert : CK 1/CK10, CK 2
- nichtkeratinisiert : CK 4/CK 13
- Sulcusepithel/Gingivasaum : CK4/CK 13

- Verbindungsepithel (junctional epithelium): CK 8, CK 13, CK 16, CK 18, CK 19

A  Epidermis, keratinisiertes Epithel B nichtkeratinisiertes Epithel Abbildung 1.2:
bukkal
(bukial Schematische Darstellung der
Stratur comeum . . .
verschiedenen Epithelien und
Stratum granulosum 7 Stratum suparficiale deren CK-Expression (K).

Stratum spinesum Stratum spinosum A. keratinisiertes Epithel

(Epidermis, gingiva, harter

Gaumen)

Stratum basale Stratum basale

B. nichtkeratinisiertes Epithel

| Basmembran (bukkales Epithel als
Dermis

Basalmembran
Dermis

Beispiel)

C. Gingiva
(GE=Gingivaepithel, SE=
Sulkusepithel, GS=Gingiva-
saum, AE=Alveolarepithel,
JE=Verbindungsepithel/

Junctional epithelium)

D. Papilla filiformes eines
Nagetiers (AP=anteriorer

Teil, PP= posteriorer Teil,

IP=interpapillare Region)

(A-C mod. aus Presland, R.B., Dale, B.A. 2000, B.A.; D aus Dale, B.A. et al. 1990)

1.3.5 Spezifische Cytokeratin-Expression oraler Leukoplakien

Morgan, P.R. et Su, L. (Morgan, P.R., Su, L. 1994) und Reibel, J. (Reibel, J. 2003) beschreiben

wesentliche Unterschiede im CK-Expressionsmuster oraler Leukoplakien (OL) verglichen mit
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nicht pathologisch veranderten oralen Epithelien. Bei OL kommt es zur suprabasalen
Expression des CK-Paares 5/14, welches normalerweise nur basal nachweisbar ist, und zur
Reduktion bzw. Verlust der differenzierungsspezifischen CK 4/13 oder CK 1/10 wenn
gleichzeitig eine Epitheldysplasie vorliegt. Je hoher der Dysplasiegrad ausgepragt ist, desto
starker ist die Reduktion, bis zum vélligen Verlust bei schwersten Dysplasien. Auch eine Co-
Expression dieser epithelarttypisch getrennten CK-Paare wird fur dysplastische OL und auch
orale Plattenepithelkarzinome (OSCC) in einigen Fallen beschrieben. Leukoplakien mit
Dysplasie von nichtkeratinisierter Mukosa zeigen einen deutlich erhéhten Nachweis von CK 1,
wie es bei keratinisierter Mukosa vorkommt. Leukoplakien keratinisierter und spezialisierter
Mukosa haben ahnliche Muster wie normales orales Epithel, aul’er bei Vorliegen einer
Dysplasie (Cintorino, M. et al. 1990). Weiterhin ist eine gesteigerte Expression von CK 6 und
CK 16 als sog. ,fast cell turnover‘-Keratine im Rahmen einer Hyperproliferation bei OL ohne
und mit Dysplasie nachweisbar, was auch durch Vigneswaran et al. (Vigneswaran et al. 1989)
schon beschrieben wurde. CK 8/18, die in Form von mRNA basal und im unteren Str.
spinosum vorliegen, aber normalerweise nicht in Proteinform zu finden sind, wurden in einigen
Leukoplakien (besonders von nichtverhornenden Epithelien) mit Dysplasien zu uber 50% und
Microinvasion nachgewiesen. Die CK 8-Expression korreliert mit dem Dysplasiegrad in
Leukoplakien und ist bei OL ohne Dysplasie nicht vorhanden (Gires, O. et al. 2006). Weiterhin
signifikant ist die Expression von CK 19 bei OL mit und ohne Dysplasie, welches eigentlich nur
in Basalzellen von nichtverhornenden und nicht in verhornenden oralen Epithelien zu finden ist.
In mittelgradigen bis schwergradigen Dysplasien keratinisierter und nichtkeratinisierter oralen
Epithelien lasst sich eine starke basale und suprabasale Expression nachweisen. Sie ist aber
auch bei Entzindungen und HPV-Befall vorhanden und stellt somit keinen zuverlassigen
Marker dar. Wahrend ein chronischer Tabakkonsum das Expressionsmuster von CK 1, 2 und
19 bukkaler Mukosa nicht beeinflusst (Reibel, J. et al. 1991), kommt es bei der
tabakassoziierten Karzinogenese sehr frilh zur Nichtexpression von CK 5 (Sawant, S.S. et al.
2003; Upsani, O.S. et al. 2004; Vaidya, M.M. et al. 1998). Eine Hochregulation der CK 14/17-
Expression in Verbindung einer Suppression von CK 4/13 ist assoziiert mit Progression der

malignen Transformation (Ohkura, S. et al. 2005).

1.3.6 Spezifische Cytokeratin-Expression oraler Plattenepithelkarzinome

Die CK-Expression in oralen Plattenepithelkarzinomen (OSCC) zeigt wesentliche Unterschiede

zu pathologisch unveranderten oralen Epithelien. Wahrend CK 5 bei fast allen OSCC konstant

expremiert wird, sind z.B. die CK 1, 2, 10 und 11 nur entsprechend dem Grad der Keratinisation

nachweisbar (Vigneswaran, N. et al. 1989). Nur schlecht differenzierte OSCC zeigen eine
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Reduktion oder sogar vollstandigen Verlust von CK 5 und/oder CK 14. Gut differenzierte OSCC
zeigen ein normales Expressionsmuster mit Epitheldifferenzierung in Form von CK 4/13 bzw.
CK 1/10, aber schlecht differenziete OSCC weisen eine deutliche Stérung der
Epitheldifferenzierung und Reifung, bis zum Verlust der Expression auf (Bloor, B.K. et al. 2001;
Cintorino, M. et al. 1990; Morgan, P.R., Su, L. 1994; Ogden, G.R. et al. 1993a). Die Expression
von CK 8/18, welche normalerweise nicht in oralen Epithelien expremiert werden, variiert invers
mit dem Grad der Differenzierung (Morgan, P.R., Su, L. 1994; Ogden, G.R. et al. 1993 ¢). CK 8
zeigt eine hohe Spezifitat und Sensivitat bei transformierten Epithel, wie Karzinome,
Metastasen und auch Epitheldysplasien in Leukoplakien und ist ein guter Marker fir die
Erkennung friiher Stadien von maligner Gewebetransformation (Gires, O. et al. 2006). Balm et
al. (Balm, A.J. et al. 1996) vermuten, dass die CK 18- Expression, von vorher CK 18-negativen
Epithelien, de novo nach maligner Transformation auftritt und eine Ruckkehr zu der in der
Embryogenese normalen Expression oraler Epithelien darstellt. Die Nichtexpression von CK 19
geht einher mit erhdhtem invasivem Potential, wahrend eine erhohte CK 19-Expression die
Invasivitdt durch Senkung der migratorischen Kapabilitdt reguliert (Crowe, D.L. et al. 1999).
Eine suprabasale CK 19-Expression in oralen Epithelien kann als Marker firr die Diagnose von
oralen Prakanzerosen benutzt werden und stellt gleichzeitig ein initiales Geschehen wahrend
der orale Karzinogenese dar (Nie, M. et al. 2002). Bei den meisten SCC des Kopf und Halses
kommt es zu einer de novo Uberexpression von CK 7/8/18/10/17/19 basal und suprabasal und
einer Reduktion normaler Marker (CK 4/5/13/14) in nichtkeratinisiertem Epithel. Kleinere
Tumoren Kkorrelieren mit Expression von CK 10/19, Ohne Lymphknotenbefall kommt es
vermehrt zur CK 18-Expression und Tumoren mit Fernmetastasen sind gekennzeichnet durch
Fehlen von CK 13-Expression (Depondt, J. et al. 1999). Die suprabasale Expression von CK 19
und Nachweis von CK 8/18 ist assoziiert mit dem Grad der Malignitédt (Ogden, G.R. et al.
1993c). CK 5, 6 und 14 korrelieren signifikant mit der Tumorgrofte sowie Lymphknotenbefall
und die CK 8/18- und CK 19-Expression mit einer verminderten Uberlebensrate (Fillies, T. et al.
2006).
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1.4 Tissue Microarrays

1.4.1 Entwicklungsgeschichte

Die Grundlage der Tissue Microarrays (TMA) wurde im Jahr 1986 durch Hector Battifora, im
Rahmen der sog. ,Sausage“-Technik, geschaffen. Hierbei wurden Gewebeproben von
verschiedenen Praparaten gemeinsam in einen Paraffinblock eingebracht, um diese so
hergestellten Praparate, im Vergleich zu konventionellen immunohistochemischen
Farbetechniken, deutlich schneller und effizienter zu begutachten und mdglichst grolie
Patientenkollektive beziiglich prognostischer Relevanz biologischer Variablen zu vergleichen.
Durch technische Weiterentwicklungen wurden die vergleichsweise ungeordneten und noch
deutlich gréReren Praparate, in Hinsicht auf Verfahrensprazision und Anzahl signifikant erhoht.
Heutzutage kénnen bis zu 1.000 Gewebeproben auf einem Objekttrager aufgebracht und in
einem einzigen Arbeitschritt immunohistochemisch untersucht werden, was die Identifizierung
prognostisch relevanter Biomarker positiv begunstigt hat. Dieses gelang durch Einsatz eines,
fir das National Institute of Health entwickelten Stanzgerates der Firma Beecher Instruments
(Beecher Instruments Inc., Microarray Technology, Sun Prairie, Wisconsin), mit welchem man
erstmalig genormte zylindrische Proben (mit definiertem Durchmesser) in einen Paraffinblock
einbrachte und somit ein Probenraster bekam. Ein Vorteil dieser Methode ist, dass von
verschiedenen Patienten stammende Gewebeproben, selbst bei grolen Fallzahlen, identischen
Inkubationsbedingungen unterliegen und die Ergebnisse nicht durch methodische
UnregelmaRigkeiten beeinflusst werden. Die durch Kononen. et al. (Kononen, J. et al. 1998)
zuerst beschriebene TMA-Technik ist mittlerweile durch zahlreiche Studien in Hinsicht auf
Praktikabilitdt und Kosteneffizienz als ein ,high throughput-tool* (deutsch etwa Hochdurchsatz-
Werkzeug) untersucht und anerkannt (Bubendorf, L. et al. 2001; Merseburger, A.S. et al. 2003;
Moch, H. et al. 2001)

1.4.2 Technische Grundprinzipien

Aus einem als ,donor” (englisch fir Spender) bezeichneten Paraffinblock werden, tber das
Stanzgerat der Firma Beecher, Gewebebiopsien entnommen, nachdem die Biopsieregion durch
HE(Hamatoxillin-Eosin)-Farbung und anschlieRender histologischer Begutachtung reprasentativ
ausgesucht wurde. AnschlieRend werden diese Biopsien in den sog. ,recipient® (englisch fir
Empfanger), einen leeren neuen Block, eingebracht. Das Stanzgerat benutzt hierbei zwei

dinnwandige Hohlnadeln, wobei die erste aus dem ,recipient“-Block Paraffin entnimmt (wird
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danach verworfen) und die zweite aus dem ,donor“-Block die Gewebeprobe gewinnt, welche
dann in den Hohlraum des Empfangerblocks Uberfihrt wird (Siehe Abbildung 1.3). Aus jedem
einzelnen Gewebeblock kénnen theoretisch 300 Proben entnommen werden (bei einer
ProbengréRe von 18x18mm), wobei jede einzelne Probe wiederum in 300 Schichten
geschnitten werden kann. Das bedeutet, dass rein theoretisch 90.000 (300x300) in situ
Analysen eines Probeblocks mdglich sind, wenn jede Probe einen Durchmesser von
mindestens 18 mm héatte (Bubendorf, L. et al. 2001).

Der Nadeldurchmesser wurde mittlerweile von 3 mm auf 0,6 mm reduziert, ohne das es zu
einem Verlust der Beurteilungsfahigkeit morphologischer Strukturen kommt (Hoos, A., Cordon-
Cardo, C. 2001). Durch vielfache Wiederholung dieses Vorganges entsteht ein sog.
Geweberaster, wobei die Platzierung der einzelnen Biopsien und die Abstande zwischen ihnen
Uber eine digitale Prazisionssteuerung genau kontrolliert werden und mehrere hundert bis
eintausend Proben enthalten kann. Abhangig von der Blockdicke kdénnen daraus 200-300
aufeinander folgende 5um dicke Schnitte angefertigt werden, welche dann z.B. normal
immunohistochemisch untersucht werden kdénnen. Durch Anordnung der Proben in einem
schachbrettartigen Raster wurde eine Basis fiir eine automatisierte Konstruktion und Analyse
der Arrays geschaffen, wie es z.B. der ATA-27 automated arrayer (Beecher Instruments) leistet
(Bubendorf, L. et al. 2001; Moch, H. et al. 2001; Sharma-Oates, A., et al. 2005; Simon, R.,
Sauter, G. 2002).
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Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der Konstruktion eines TMA-Blocks.
Nach Gewinnung zylinderférmiger Gewebeproben aus dem
,donor“-Block und deren Einbringung in den ,recipient-Block
wird das entstehende Geweberaster zu feinen Schnitten ver-
arbeitet (aus Sharma-Oates, A. et al. 2005)
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1.4.3 Anwendungsgebiete

Nach der Sequenzierung des menschlichen Genoms wurde eine Fille von Informationen tber
die Struktur der menschlichen Gene bekannt. Anhand dieser umfangreichen Daten kam es zur
Entwicklung von ,high-throughput‘-Analyse-Methoden wie z.B. cDNA-Microarrays zur
gleichzeitigen Expressions-Analyse zehntausender Gene in einen Experiment. Da hiermit
jedoch nur die Gene, aber nicht deren Funktion identifiziert werden kdnnen, ist eine Analyse-
Methode fur ihre Funktion erforderlich. Neuere Technologien wie z.B. Protein-Arrays oder
Echtzeit-PCR(polymerase-chain-reaction)-Untersuchungen erleichtern die Analyse von
verschiedenen Geweben, haben aber den Nachteil, dass sie zersetzte Gewebe benutzen und
die gesuchten Gene den einzelnen Geweben nicht mehr zuzuordnen sind (Simon, R., Sauter,
G. 2002). Zur qualitativen Beurteilung der Gene und ihrer Bedeutung fir den Zellstoffwechsel
bietet sich ein Screening mittels FISH (Fluoreszenz in situ Hybridisierung) oder RNA-ISH (RNA
in situ Hybridisierung) und TMAs an (Bubendorf, L. et al. 2001).
FISH wird zur in situ (,vor Ort“) Visualisierung von DNA-Sequenzen in Geweben, Zellen
Zellkernen oder Chromosomen benutzt, wobei DNA-Sonden verwendet werden. Diese, mit
komplementaren Nukleisduresequenzen zur gesuchten und Markermolekilen (z.B. Biotin oder
Digoxigenin) gekoppelten Sonden werden Uber Antigene (mit Fluoreszenzfarbstoff markiert)
lokalisiert. Um die Ankopplung der markierten Sonde moglich zu machen, mul} die Ziel-DNA
allerdings als Einzelstrang vorliegen, was Uber Hitzedenaturierung erreicht wird. Bei der
anschlieRenden Renaturierung zum Doppelstrang verbinden sich nun Ziel-DNA und Sonden-
DNA und koénnen Uuber die spezifischen, fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Antikdrper im
Praparat, mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops, sichtbar gemacht werden (Lodish, H. et al.
2001). Weitere in situ Methoden zur Anwendung mit TMAs waren die Immunohistochemie
(ICH) zur Darstellung von Proteinen und die RNA-Lokalisation Uber RNA-ISH. Die RNA-
Lokalisation ist allerdings umstritten, da Fixierer und chemische Bestandteile des Paraffins
potentiell Einflul auf die Vollstandigkeit der RNA, sowie auf einige Proteine und Lipide nehmen
kdnnen, was wiederum die Ergebnisse beeinflusst. Durch Einflihrung von sog. ,Cryoarrays®,
gefrorene Gewebeproben, welche in einem speziellen Praparat (,optimal cutting temperature
compound; O.C.T.) eingebettet sind, versuchte man diese Limitationen zu umgehen (Hoos, A.,
Cordon-Cardo, C. 2001).
TMAs haben entsprechend des Designs und der damit verbundenden Fragestellung vielfaltige
Anwendungsgebiete, wenn es um die in situ Analyse von Geweben geht und kénnen z.B. in
verschiedene Typen unterteilt werden:
- Multitumor TMAs: enthalten Proben verschiedener Tumorgewebe, mit denen man fur
jede Tumorart z.B. Vorkommen von spezifischen Proteinen, DNA oder RNA bestimmen
kann

- Normal tissue TMAs: werden zur Evaluation von mogliche Genen als diagnostische
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Marker oder Therapeutika erstellt

Progression TMAs : enthalten Tumorgewebe einer Tumorart in verschiedenen Stadien
und dienen der Feststellung ob z.B. bestimmte Gene in den verschiedenen Phasen der
Tumorentstehung und —entwicklung unterschiedlich stark expremiert werden

- Prognosis TMAs: enthalten Proben von Tumoren mit verfligbaren Follow-up-Daten um
die prognostische Relevanz bestimmter Proteine oder DNA/RNA zu ermitteln

(Simon, R., Sauter, G. 2002)

Fir die Tumorforschung ergeben sich folgende Anwendungsgebiete fir TMAs:

- Feststellung von intra- und extrazellularen Verteilungsmustern bestimmter Molekiile

- Informationsiibertragung von bestimmten Molekilen auf Protein-, RNA- oder DNA-Level

- Uberpriifung von Hypothesen in vivo, die z.B. in Tierversuchen gewonnen wurden

- Erforschung mutmalflicher Tumorgene oder deren Produkte in verschiedenen Tumor-
Stadien

- Ergebnisiberprifung von cDNA-Microarrays an reprasentativen TMA-Probenzahlen

- Verbindung von molekularbiologischen und pathohistologischen mit Patientendaten
(Spyro, M. et al. 2001)

AuRerhalb der Tumorforschung gibt es natiirlich weitere vielfaltige Einsatzgebiete fir TMAs, wie

z.B. die Altersforschung, Antigenforschung oder Entwicklung neuer Farbmethoden.
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1.5 Fragestellung der Arbeit

Die globale Pravalenz von oralen Leukoplakien (OL) liegt zwischen 0,2% und 24,4% (Bornstein,
M.M. et al. 2004). Nach der Einteilung von Sugar und Banoczy liegt das Entartungsrisiko der
verschiedenen klinischen OL-Formen fir die Leukoplakia simplex bei 3%, fir die Leukoplakia
verrucosa bei 11% und fiur die Leukoplakia erosiva bei etwa 38%. Bei histologischer
Begutachtung der Epitheldysplasien geht man von 3% Entartung bei Leukoplakien ohne oder
mit geringer Dysplasie, 4% bei mittelgradiger Dysplasie und 43% bei hochgradiger Dysplasie
aus (Dunsche, A., Harle, F. 2000). Fur die Therapie ware die Bestimmung von prognostisch
relevanten Markern, welche frihzeitig die maligne Transformation anzeigen, sehr hilfreich.

Die vorliegende Arbeit untersucht die prognostische Relevanz von Cytokeratin-Expressionen in
oralen Leukoplakien im Vergleich zu oralen Plattenepithelkarzinomen. Diese Proteine sind Teil
des Cytoskeletts einer Zelle und werden entsprechend der Epithelart und Lokalisation in einem
typischen Muster expremiert. Abweichungen des Expressionsmusters, im Vergleich zu nicht
pathologisch veranderten Epithelien, kdnnen somit eine Aussage Uber eine mdgliche maligne
Transformation geben. Diese Arbeit untersucht daher die Cytokeratinexpression von 140 oralen
Leukoplakien und 192 oralen Plattenepithelkarzinomen in Abhangigkeit von der jeweiligen
Lokalisation. Ziel ist die Bestimmung von prognostischen Markern, welche eine mdgliche
Entartung frihzeitig anzeigen und gleichzeitig zu weiteren individuellen TherapiemaRnahmen

fUhren.
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2. Material und Methode

2.1 Patientenkollektiv

Untersucht wurde die Expression von Cytokeratin (CK) 5/6, 8/18, 1, 10, 14, 19 in Paraffin
eingebetteten Gewebeproben von 140 Patienten mit oralen Leukoplakien (OL) und 192
Patienten mit oralen Plattenepithelkarzinomen (OSCC) verschiedener Lokalisation, die in der
Poliklinik fir Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie des Universitatsklinikums Minster behandelt
wurden.

Die Lokalisationen der OL und OSCC verteilten sich auf Zunge, Mundboden, Alveolarfortsatz,
Gaumen, Unterlippe, Wange, Sonstige und unbekannt.

Die Begutachtung der Proben erfolgte am Gehard-Domagk-Institut flir Pathologie der

Westfalischen Wilhelms Universitat Minster.

EinschluBkriterien fir Patienten in der vorliegenden Studie waren,
1. histologische Zuordnung des untersuchten Gewebes als orale Leukoplakie nach Definition
der WHO (Pindborg, J.J. et al. 1997) oder orales Plattenepithelkarzinom

2. genigend beurteilbares Gewebe

2.2 Erstellung des Patientenkollektivs

Bei der Erstellung des Patientenkollektivs wurden die jeweiligen Krankenakten des
Untersuchungszeitraums von 1986 bis 1999 der Polikinik fir Mund-, Kiefer- und
Gesichtschirurgie des Universitatsklinikums Miinster ausgewertet.

Die Untersuchungsbefunde der pathologischen Begutachtung, die zugehdérige Journalnummer,
Diagnosedatum, Lokalisation des Biopsie, Patientenname wurden dokumentiert und
anschlielend in eine Datenmaske Ubertragen (Microsoft Office Professional 2003: Excel).

Mit Hilfe der Journalnummer der Untersuchungsbefunde wurden im Archiv des Gerhard-
Domagk-Instituts fur Pathologie der Westfalischen Wilhelms Universitdt Mdinster die
zugehorigen histologischen  Schnitte  herausgesucht. Zur Auswahl reprasentativen
Gewebematerials fur das Tissue Microarray-Verfahren, wurde lichtmikroskopisch durch
Professor Dr. H. Biirger, Facharzt fir Pathologie, eine Begutachtung durchgefiihrt. Nach
endgultiger Erstellung des Untersuchungskollektivs wurden die den Schnitten zugehdrigen, in

Paraffinblocke eingebetteten Gewebebiopsien, aus dem Archiv herausgesucht.
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2.3 Erstellung der Tissue Microarrays

Nach der zuvor erstellten Datenmaske wurden die Blécke und Schnitte den zu erstellenden
Tissue Microarrays (TMA) zugewiesen. Nach folgendem Schema wurde die Feldbezeichnung
zugeordnet:

Jeweils einhundert Gewebeproben wurden auf einen ,Block® verteilt und mit rémischen Zahlen
von |-IV durchnummeriert, da der Empfangerblock nur maximal vierhundert Biopsien enthalten
sollte. Ein ,Block” setzt sich aus 10 mal 10 Feldern zusammen, die horizontal alphabetisch mit
Buchstaben (A-J) und vertikal durchnummeriert (1-10) wurden.

Der TMA-Block erhielt nun eine Bezeichnung mit einer Kombination aus einer rémischen und

einer arabischen Zahl und enthielt je zwei Proben des Gewebes:

Paraffin-BIock‘BIock Reihe Zellen Datensatz

1.1 | A ala2 | Patient 1

Tabelle 2.1: Schema der Feldbezeichnung fiir einen Datensatz

Anschlieftend erfolgte die Sortierung der Datensatze und Zuordnung der Felder im TMA-Block,
sowie der Schnitte und der dazugehérigen Gewebeblécke in identischer Reihenfolge. Nach
erneuter lichtmikroskopischer Begutachtung und Markierung mit einem Stift durch Professort Dr.
H. Burger, Facharzt fur Pathologie, konnten durch Auflegen der markierten Schnitte auf die
Gewebebldcke der reprasentative Abschnitt der Biopsie festgelegt werden. Mittels eines
speziellen Stanzgerates (Beecher Instruments Inc., Microarray Technology, Sun Prairie,
Wisconsin) wurden zur Erstellung des Arrays je 2 Biopsien mit einem Durchmesser von 0,6 mm
aus den Geberblock entnommen und in den Empfangerblock lberfihrt. Dies ergab bei einem

Untersuchungskollektiv von 332 Patienten 664 Biopsien (332 x 2) fir den Empfangerblock.
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2.4

Immunohistochemisches Farbeprotokoll fiir CK 5/6, CK 8/18, CK 1,
CK 10, CK 14 und CK 19

Anfertigung von 4 um dicken Schnitten und Aufbringen dieser auf Objettrager.

Beschichtung der Objekttrager mit Poly-L-Lysin:

a. Eintauchen in 0,25 M NH4-Ac

b. Trocknung bei 60° C

c. Inkubation in 50 mg/ml Poly-L-Lysin bei Raumtemperatur fiir 30 min
d. Trocknung uUber Nacht bei Raumtemperatur

Entparaffinisierung der Schnitte:

o

Inkubation fiir 2 x 10 min in Xylol

=3

Inkubation fur 2 x 5 min in 99%igem Alkohol
Inkubation fur 1 x 5 min in 96%igem Alkohol

c

d. Inkubation fir 1 x 5 min in 80%igem Alkohol
e. Inkubation fir 1 x 5 min in 70%igem Alkohol
f

zweimalige Spulung mit Aqua dest.

Vorbehandlung:
a. Inkubation fir 30 min in Methanol mit Zusatz von 0,3%igem H202

b. Abkulhlen bei Raumtemperatur fiir 20 min

Antikérperfarbung mit dem Catalysed Signal Amplification System (CSA) der
Firma DAKO (DAKO, Glostrup, Denmark)

a. Primarantikérper (monoklonale Maus-Antikorper):

Antikérper Hersteller Klon Vorbehandlung Verdinng
CK 5/6 DAKO, Glostrup, Denmark D5/16B4 Autoklav (10 min) 1:80
CK 8/18 Dianova, Hamburg, Germany K8.8/DC10  Autoklav (10 min), Citratpuffer 1:40
CK1 Novocastra, Newcastle, UK 34p3B4 HeilRdampf (30 min), Citratpuffer 1 : 150
CK 10 DAKO, Glostrup, Denmark DE-K10 HeiRdampf (30 min), Citratpuffer 1 :400
CK 14 Dianova, Hamburg, Germany LLO02 HeiRdampf (30 min), Citratpuffer 1 :50
CK 19 Quartett GmbH, Berlin, Germany  KS19.1 HeilRdampf (30 min), Citratpuffer 1:80

b. Inkubation fir jeweils 30 min bei Raumtemperatur

Spilung mit TBST-Puffer und Einlegen in TBST-Pufferbader fiir 5 min

d. Link-Antikérper

- biotinylierte Kanninchen Anti-Maus Immunglobuline, Inkubation fir 15 min
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e. Spulung mit TBST-Puffer und Einlegen in TBST-Pufferbader fiir 5 min

f. Streptavidin-Biotin-Komplex

- Streptavidin, an Meerrettich-Peroxidase konjugiertes Biotin in PBS-Puffer
mit einer antimikrobiellen Substanz und stabilisierendes Protein, Inkubation
fur 15 min

Spllung mit TBST-Puffer und Einlegen in TBST-Pufferbader fir 5 min

h. Amplifikationsreagenz

- Biotinyltyramid und Wasserstoffperoxid in PBS, stabilisierendes Protein und eine
antimikrobielle Substanz, Inkubation fiir 15 min
i. Spllung mit TBST-Puffer und Einlegen in TBST-Pufferbader fir 5 min

j. Streptavidinperoxidase

- an Meerrettich-Peroxidase konjugiertes Streptavidin in PBS, stabillisierendes
Protein und eine antimikrobielle Substanz, Inkubation fiir 15 min
k. Spullung mit TBST-Puffer und Einlegen in TBST-Pufferbader fir 5 min

|. Substrat-Chromogen-Ldsung

- Diaminobenzidintetrahydrochlorid (DAB) in Tris-HCI-Pufferkonzentrat, Inkubation
fir 5 min

m. Spullung mit Aqua dest.

n. Hamatoxylin-Gegenfarbung

- Inkubation fiir 45 sec

Abdeckung aus frischem Aqua dest. mit KAISER's Glycerin Gelatine
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2.5 Auswertung

Die pathohistologische Auswertung erfolgte lichtmikroskopisch durch Professor Dr. H. Biirger,
Facharzt fir Pathologie des Gerhardt-Domagk-Instituts fiir Pathologie der Westfalischen

Wilhelms Universitat Munster. Hierbei wurden die Reaktionen quatitativ wie folgt gewertet:

1=keine Reaktion
2=Reaktion

Eine statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit dem Chi*-Test Uber das statistische

Auswertungsprogramm SPSS fiir Windows, Release 14.0.1 (07.Dezember.2005), der Firma
SPSS Inc.
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3. Ergebnisse

3.1 Analyse des Patientenkollektivs

Das Patientenkollektiv umfasste 192 Patienten mit oralen Plattenepithelkarzinomen (OSCC),
140 Patienten mit oralen Leukoplakien (OL), von denen 23 Patienten Epitheldysplasien (Dys)
hatten. Samtliche Tumoren wurden postoperativ nach dem TMN-System klassifiziert. Klinische
und histopathologische Details fir die Patienten mit OSCC und OL (mit Dys) sind in den
Tabellen 3.1und 3.2 wiedergegeben.

Alter (Durchschnitt) | 59 Jahre (Minimum: 31 Jahre, Maximum: 90 Jahre)

Geschlecht 154 Manner (80,2%)
38 Frauen (19,8%)

T-Stadium T1: 95 Patienten (49,5%)
T2: 82 Patienten (42,7%)
T 3/T 4: 15 Patienten (7,8%)

N-Stadium negative Lymphknotenmetastasen: 135 Patienten (70,3%)

positive Lymphknotenmetastasen: 57 Patienten (29,7%)

histologisches G1: 44 gut differenzierte Karzinome (22,9%)
Grading G2: 75 maRig differenzierte Karzinome (39%)
G3: 73 schlecht differenzierte Karzinome (38,1%)

Tabelle 3.1: Klinische und histopathologische Details der OSCC-Patienten
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Alter (Durchschnitt)

54 Jahre (Minimum: 22 Jahre, Maximum: 86 Jahre)

Geschlecht

84 Manner (60%)
56 Frauen (40%)

Dysplasiegrad

Grad 0: 117 Patienten (83,6%)
Grad 1: 6 Patienten (4,3%)
Grad 2: 8 Patienten (5,7%)
Grad 3: 9 Patienten (6,4%)

Tabelle 3.2: Klinische und histopathologische Details der OL-Patienten (ohne und mit

Dysplasien)
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3.2 Analyse der Cytokeratin-Expression der oralen Leukoplakien und

oralen Plattenepithelkarzinome

3.2.1 Cytokeratin-Expression der oralen Leukoplakien

Die Anzahl der positiven und negativen Expressionen fir die Cytokeratine 1, 5/6, 8/18, 10, 14,

19 ist in Tabelle 3.1 aufgefiihrt.

Lokalisation CK1 CK 5/6 CK 8/18 CK 10 CK 14 CK 19
pos. neg. | pos. neg. | pos. neg. | pos. neg. | pos. neg. | pos. neg.
Zunge 30 12 42 0 0 42 6 36 | 42 0 5 38
Mundboden 7 4 12 0 3 9 5 7 12 0 2 9
Alveolarfortsatz | 15 3 18 0 0 18 9 7 18 0 1 17
Gaumen 8 2 12 0 0 12 7 5 12 0 2 10
Unterlippe 5 0 8 0 0 8 3 5 8 0 3 5
Wange 15 4 23 0 0 23 8 13 | 23 0 1 22
Unbekannt 6 3 12 0 0 12 7 6 12 0 2 10
Tabelle 3.3 Cytokeratin-Expression oraler Leukoplakien in Abhangigkeit von der Lokalisation

3.2.2 Cytokeratin-Expression der oralen Plattenepithelkarzinome

Die Anzahl der positiven und negativen Expressionen fir die Cytokeratine 1, 5/6, 8/18, 10, 14,
19 ist in Tabelle 3.2 aufgefiihrt.

Lokalisation CK1 CK 5/6 CK 8/18 CK 10 CK 14 CK 19
pos. neg. | pos. neg. | pos. neg. | pos. neg. | pos. neg. | pos. neg.
Zunge 17 20 44 1 28 18 16 23 | 36 1 9 27
Mundboden 29 30 67 1 45 22 | 23 35 | 56 1 27 29
Alveolarfortsatz | 1 2 5 0 3 1 0 3 2 1 1 2
Gaumen 3 2 6 0 4 3 2 3 5 1 1 5
Unterlippe 1 2 3 0 3 0 1 2 3 0 0 3
Wange 3 1 5 0 3 2 3 2 5 0 1 4
Sonstige 11 19 35 5 23 11 9 20 | 32 0 15 14
Unbekannt 6 7 15 1 11 5 5 8 14 0 8 6
Tabelle 3.4 Cytokeratin-Expression oraler Plattenepithelkarzinome in Abhangigkeit von der Lokalisation
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3.2.3 Analyse der Cytokeratin-Expression der oralen Leukoplakien und oralen

Plattenepithelkarzinome aller Lokalisationen

Die statistische Analyse fir die CK-Expression mit dem Chi2-Test zeigte fir die oralen
Leukoplakien und Plattenepithelkarzinome folgende Signifikanzen:

Tumoren aller Lokalisation haben gegeniber Leukoplakien einen signifikanten
Expressionsverlust von CK 1 (p < 0,001). Die Expression von CK 8/18 ist fur die Tumoren aller
Lokalisationen signifikant hoher als bei den Leukoplakien (p < 0,001). Gleiches konnte fiir die
Expression von CK 19 (p < 0,001) ermittelt werden (siehe Tabelle 3.3 und Abbildung 3.3-3.5).
Der positive Nachweis von CK 5/6 liegt bei 100% (n=127) fiir die Leukoplakien und bei 95,7%
(n=180 positiv; n=8 negativ) fur die Plattenepithelkarzinome. Der negative Nachweis war jeweils
bei einer Tumor-Probe aus der Zunge, Mundboden und Sonstige, sowie 5 Proben unbekannter
Lokalisation zu finden. Der positive Nachweis von CK 14 liegt bei 100% (n=127) fur die
Leukoplakien und bei 97,5% (n=153 positiv; n=4 negativ) fur die Plattenepithelkarzinome. Der
negative Nachweis war jeweils bei einer Tumor-Probe aus der Zunge, Mundboden,
Alveolarfortsatz und Gaumen zu finden.

Die Expressionen fir CK 10 zeigten keine Signifikanzen.

CK-Expression n Leukoplakien Karzinome | Signifikanz
Gesamt | pos. neg. | pos. neg.

CK 1 268 86 28 71 83 p < 0,001
CK 8/18 309 3 124 120 62 p < 0,001
CK 19 279 16 111 62 90 p < 0,001
CK 5/6 310 0 127 180 3 ns

CK 10 279 45 79 59 96 ns

CK 14 284 127 0 153 4 ns

Tabelle 3.5: CK-Expressionen oraler Leukoplakien und Plattenepithelkarzinome
aller Lokalisationen. Es zeigten sich Signifikanzen CK 1, CK 8/18
und CK 19 (ns = nicht signifikant).
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Abbildung 3.1:

Darstellung der positiven und negativen CK 1-Expression oraler Leukoplakien (n=114) und Plattenepithelkarzinome
(n=154) in Prozent. Es zeigte sich ein signifikanter Expressionsverlust von CK 1 (p < 0,001) der Plattenepithelkarzinome
gegenuber den Leukoplakien.
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Abbildung 3.2:
Darstellung der positiven und negativen CK 8/18-Expression oraler Leukoplakien (n=127) und Plattenepithelkarzinome
(n=182) in Prozent. Es zeigte sich eine signifikante Zunahme der Expression von CK 8/18 (p < 0,001) bei den

Plattenepithelkarzinomen gegeniber den Leukoplakien.
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Abbildung 3.3:
Darstellung der positiven und negativen CK 19-Expression oraler Leukoplakien (n=127) und Plattenepithelkarzinome
(n=152) in Prozent. Es zeigte sich eine signifikante Zunahme der Expression von CK 19 (p < 0,001) bei den

Plattenepithelkarzinomen gegenuber den Leukoplakien.
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3.2.4 Analyse der Cytokeratin-Expression der oralen Plattenepithelkarzinome und
oralen Leukoplakien des Mundbodens

Die statistische Analyse fir die CK-Expression mit dem Chi2-Test zeigte fir die oralen
Leukoplakien und Plattenepithelkarzinome des Mundbodens folgende Signifikanz:

Orale Plattenepithelkarzinome des Mundbodens zeigten im Vergleich mit Leukoplakien gleicher
Lokalisation eine signifikant hohere Expression (p = 0,006) von CK 8/18 (siehe Tabelle 3.4 und
Abbildung 3.6).

Die Expression von CK 1,CK 5/6, CK 10, CK 14 und CK 19 war nicht signifikant.

CK-Expression n Leukoplakien Karzinome | Signifikanz
Gesamt | neg. pos. | neg. pos.

CK 8/18 79 9 3 22 45 p = 0,006
CK 1 70 4 7 30 29 ns

CK 5/6 80 0 12 1 67 ns

CK 10 70 7 5 35 23 ns

CK 14 69 0 12 1 56 ns

CK 19 67 9 2 29 27 ns

Tabelle 3.6: CK-Expressionen oraler Leukoplakien und Plattenepithelkarzinome
des Mundbodens. Es zeigten sich eine Signifikanz fir CK 8/18

(ns = nicht signifikant).
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Abbildung 3.4:
Darstellung der positiven und negativen CK 8/18-Expression oraler Leukoplakien (n=11) und Plattenepithelkarzinome
(n=67) des Mundbodens in Prozent. Es zeigte sich eine signifikante Zunahme der Expression von CK 8/18 (p = 0,006)

bei den Plattenepithelkarzinomen gegeniiber den Leukoplakien.
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3.25 Analyse der Cytokeratin-Expression der oralen Plattenepithelkarzinome und
oralen Leukoplakien der Zunge

Die statistische Analyse fir die CK-Expression mit dem Chi2-Test zeigte fir die oralen
Leukoplakien und Plattenepithelkarzinome der Zunge folgende Signifikanzen:

Die CK 1-Expression von oralen Plattenepithelkarzinomen der Zunge ist im Vergleich mit den
Leukoplakien signifikant erhoht (p = 0,021). Auch der positive Nachweis fir CK 8/18 (p < 0,001)
und CK 10 (p = 0,007) war bei den Karzinomen signifikant héher (siehe Tabelle 3.5 und
Abbildung 3.7-3.9).

Die Expressionen von CK 5/6, CK 14 und CK 19 zeigten keine statistisch signifikante
Unterschiede.

CK-Expression n Leukoplakien Karzinome | Signifikanz
Gesamt | neg. pos. | neg. pos.

CK 1 79 12 30 20 17 p = 0,021
CK 8/18 88 42 0 18 28 p < 0,001
CK 10 81 36 6 23 16 p = 0,007
CK 5/6 87 0 42 1 44 ns

CK 14 79 0 42 1 36 ns

CK 19 79 38 5 27 9 ns

Tabelle 3.7: CK-Expressionen oraler Leukoplakien und Plattenepithelkarzinome
der Zunge. Es zeigten sich Signifikanzen fir CK 1, CK 8/18 und CK
10 (ns = nicht signifikant).
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Abbildung 3.5:
Darstellung der positiven und negativen CK 1-Expression oraler Leukoplakien (n=42) und Plattenepithelkarzinome
(n=37) des Mundbodens in Prozent. Es zeigte sich eine signifikante Erniedrigung der Expression von CK 1 (p = 0,021)

bei den Plattenepithelkarzinomen gegentiiber den Leukoplakien.
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Abbildung 3.6:
Darstellung der positiven und negativen CK 8/18-Expression oraler Leukoplakien (n=42) und Plattenepithelkarzinome
(n=46) des Mundbodens in Prozent. Es zeigte sich eine signifikante Zunahme der Expression von CK 8/18 (p < 0,001)

bei den Plattenepithelkarzinomen gegenuber den Leukoplakien.
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Abbildung 3.7:
Darstellung der positiven und negativen CK 10-Expression oraler Leukoplakien (n=42) und Plattenepithelkarzinome
(n=39) des Mundbodens in Prozent. Es zeigte sich eine signifikante Zunahme der Expression von CK 10 (p = 0,007) bei

den Plattenepithelkarzinomen gegeniiber den Leukoplakien.

Fir die anderen Lokalisationen erfolgte keine statistische Analyse, da es aufgrund der jeweils

geringen Fallzahlen nicht sinnvoll war.
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3.2.6 Analyse der Cytokeratin-Expression der oralen Leukoplakien mit und ohne
Dysplasie

Die statistische Analyse fir die CK-Expression mit dem Chi2-Test zeigte fir die oralen
Leukoplakien mit und ohne Dysplasie folgende Signifikanz:

Die Expression von CK 8/18 ist in Leukoplakien mit Dysplasie signifikant héher (p = 0,03) als
bei den nichtdysplastischen Leukoplakien. CK 19 wird ebenfalls deutlich vermehrt (p = 0,021) in
Leukoplakien mit Dysplasie expremiert (siehe Tabelle 3.6 und Abbildung 3.10-3.11).

Alle anderen untersuchten CK-Expressionen zeigten keine Signifikanzen.

CK-Expression n Leukoplakien Leukoplakien | Signifikanz
Gesamt | ohne Dysplasie | mit Dysplasie
neg. pos. | neg. pos.
CK 8/18 128 104 1 20 3 p =0,03
CK 19 128 96 10 16 6 p = 0,021
CK 1 114 22 73 6 13 ns
CK 5/6 128 0 105 0 23 ns
CK 10 125 66 37 14 8 ns
CK 14 127 0 104 0 23 ns

Tabelle 3.8: CK-Expressionen oraler Leukoplakien ohne und mit Dysplasie. Es zeigten sich
Signifikanzen fur CK 8/18 und CK 19 (ns = nicht signifikant).
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Abbildung 3.8:
Darstellung der positiven und negativen CK 8/18-Expression oraler Leukoplakien ohne (n=105) und mit (n=22)
Dysplasie in Prozent. Es zeigte sich eine signifikante Zunahme der Expression von CK 8/18 (p = 0,03) bei den

Leukoplakien mit Dysplasie gegenuber den Leukoplakien ohne Dysplasie.
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Abbildung 3.9:
Darstellung der positiven und negativen CK 19-Expression oraler Leukoplakien ohne (n=106) und mit (n=23) Dysplasie
in Prozent. Es zeigte sich eine signifikante Zunahme der Expression von CK 19 (p = 0,021) bei den Leukoplakien mit

Dysplasie gegentber den Leukoplakien ohne Dysplasie.
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3.2.7 Analyse der Cytokeratin-Expression der oralen Leukoplakien mit Dysplasie und

oralen Plattenepithelkarzinome

Die statistische Analyse fir die CK-Expression mit dem Chi2-Test zeigte fir die oralen
Leukoplakien mit Dysplasie und oralen Plattenepithelkarzinome folgende Signifikanz:

Die Expression von CK 8/18 ist in oralen Plattenepithelkarzinomen signifikant gesteigert (p <
0,001) gegeniiber den oralen Leukoplakien mit Dysplasie (siehe Tabelle 3.7 und Abbildung
3.12).

Die ubrigen CK-Expressionen zeigten keine Signifikanzen.

CK-Expression n Leukoplakien Karzinome Signifikanz
Gesamt | mit Dysplasie
neg. pos. | neg. pos.

CK 8/18 203 20 3 60 120 | p < 0,001
CK 1 172 6 13 | 83 70 ns

CK 5/6 204 0 23 3 178 | ns

CK 10 176 14 8 96 58 ns

CK 14 178 0 23 4 151 | ns

CK 19 172 16 6 89 61 ns

Tabelle 3.9: Signifikante CK-Expressionen oraler Leukoplakien mit Dysplasie und oraler
Plattenepithelkarzinome. Es zeigte sich eine Signifikanz fur CK 8/18 (ns =

nicht signifikant).
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Abbildung 3.10:
Darstellung der positiven und negativen CK 8/18-Expression oraler Leukoplakien mit Dysplasie (n=23) und oraler
Plattenepithelkarzinome (n=180) in Prozent. Es zeigte sich eine signifikante Zunahme der Expression von CK 8/18 (p <

0,001) bei den Plattenepithelkarzinomen gegeniiber den Leukoplakien mit Dysplasie.
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3.2.8 Analyse der Cytokeratin-Expression oraler Leukoplakien, Dysplasien und

Plattenepithelkarzinome

Die statistische Analyse fir die CK-Expression mit dem Chi2-Test zeigte fir die oralen
Leukoplakien, Dysplasien und oralen Plattenepithelkarzinome folgende Signifikanzen:

Bei der statistischen Evaluation der CK-Expression von oralen Leukoplakien (OL), Dysplasien
(Dys) und Karzinomen (OSCC) zeigte sich eine signifikante Steigerung der Expression von CK
8/18 (p < 0,001) und CK 19 (p < 0,001), sowie einen signifikante Senkung der Expression von
CK 1 (p < 0,001), mit steigendem Grad der malignen Transformation des pathologisch
veranderten Epithels (siehe Tabelle 3.8 und Abbildung 3.13).

Keine Signifikanzen konnten flr die Expression von CK 5/6, CK 10 und CK 14 ermittelt werden.

CK-Expression n Leukoplakien Leukoplakien Karzinome Signifikanz
Gesamt | ohne Dysplasie | mit Dysplasie
neg. pos. | neg. pos. | neg. pos.

CK 1 267 22 73 6 13 83 70 p < 0,001
CK 8/18 308 104 1 20 3 60 120 | p < 0,001
CK 19 278 96 10 16 6 89 61 | p<0,001
CK 5/6 309 0 105 0 23 3 178 | ns

CK 10 279 66 37 14 8 96 58 | ns

CK 14 282 0 104 0 23 4 151 | ns

Tabelle 3.10: Signifikante CK-Expressionen oraler Leukoplakien, Dysplasien und oraler Plattenepithelkarzinome.
Es zeigten sich Signifikanzen fiir CK 1, CK 8/18 und CK 19 (ns = nicht signifikant).
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Abbildung 3.11:
Prozentuale Darstellung der positiven CK 1-, CK 8/18- und CK 19-Expression oraler Leukoplakien, Dysplasien und
oraler Plattenepithelkarzinome. Es zeigte sich eine signifikante Zunahme der Expression von CK 8/18 (p < 0,001) und

CK 19 (p < 0,001) sowie ein Expressionsverlust von CK 1 (p < 0,001) mit zunehmendem Grad der malignen
Transformation.
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Eine direkte Gegenuberstellung der Expression von CK 1 und CK 10 (suprabasales CK-Paar
keratinisierter Mukosa) zeigt fir OL, Dys und OSCC eine stabile Expression von CK 10,
wahrend bei steigendem Grad der malignen Transformation eine deutliche Senkung von CK 1
auftritt.
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Abbildung 3.12:
Prozentuale Darstellung der negativen und positiven CK 1- und CK 10-Expression oraler Leukoplakien, Dysplasien und
oraler Plattenepithelkarzinome. Es zeigt sich eine stabile positive und negative Expression von CK 10, wahrend die CK

1-Expression mit zunehmender maligner Transformation deutlich geringer wird.
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Eine direkte Gegenlberstellung der Expression von CK 5(/6) und CK 14 (basales Basis-CK-
Paar aller oraler Epithelien) zeigt fur OL, Dys und OSCC eine stabile Expression flir beide.
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Abbildung 3.13:

Prozentuale Darstellung der negativen und positiven CK 5(/6)- und CK 14-Expression oraler Leukoplakien, Dysplasien
und oraler Plattenepithelkarzinome. Es zeigt sich, das nur wenige OSCC negativ fir CK 5(/6) und CK 14 sind. Alle
anderen Proben zeigen unabhangig von dem Grad der malignen Transformation eine stabile positive Expression beider
CK.
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4. Diskussion

Malignome der Mundhdhle und des Oropharynx (mehr als 90% sind Plattenepithelkarzinome;
OSCC) sind ein globales Gesundheitsproblem und stehen an elfter Stelle der weltweiten
Krebserkrankungen. Die Zahl der Neuerkrankungen in Deutschland betragt etwa 3.000 fur
Frauen und 7.800 fur Manner, wobei die Mortalitat deutscher Manner seit Mitte der neunziger
Jahre rucklaufig ist (Batzler, W.U. et al. 2002).

Die orale Leukoplakie (OL) ist eine Lasion mit einem pramalignen Potential und einer globalen
Pravalenz zwischen 0,2% und 24,4% (Bornstein, M.M. et al. 2004).

Fir die individuelle prognostische Beurteilung und Einleitung effektiver TherapiemalRnahmen
bei oralen Leukoplakien ist die Erkennung und Validierung zuverlassiger Marker, die mit der
malignen Transformation pathologisch veranderter oraler Epithelien assoziiert sind, das primare
Ziel. Die GrofRe, das Erscheinungsbild und auch die Lokalisation des veranderten oralen
Epithels kann durch eine visuelle und palpatorische klinische Untersuchung und zellulare
Veranderungen durch eine zusatzliche pathohistologische Begutachtung nach Probeexzision
beurteilt werden.

Durch molekularbiologische Fortschritte wurden in jlingster Zeit zahlreiche Marker, die mit der
oralen Karzinogenese assoziiert zu sein scheinen, entdeckt und hinsichtlich ihrer
prognostischen und therapeutischen Relevanz untersucht. Eine kosteneffiziente und praktikable
Méoglichkeit hierfir bietet das 1998 erstmals beschriebene (Kononen, J. et al. 1998) Tissue
Microarray-Verfahren (TMA), bei welchem selbst grofle Fallzahlen identischen
Inkubationsbedingungen unterliegen und die Ergebnisse somit keinen methodischen
UnregelmaRigkeiten unterliegen. Der Einsatz von TMAs ist somit besonders gut geeignet hohe
Zahlen von Gewebeproben auf das Vorhandensein von spezifischen Markern zu screenen
(Bubendorf, L. et al. 2001; Moch, H. et al. 2001).

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Cytokeratine (CK) bilden die grote Klasse der
Intermediarfilamente einer Eukaryontenzelle (bis zu 85% des Gesamtproteins) und werden im
ganzen Korper durch Epithelzellen, nach einem epithelspezifischen Muster, expremiert. Da sich
viele cytoskelettale Komponenten in einem stéandigen Prozess des reaktiven Auf- und Abbaus,
als dynamische Antwort auf einwirkenden ,Stress* befinden, lasst der Nachweis spezifischer
CK-Expressionsmuster Rickschlisse auf den Differenzierungsgrad der Zelle zu (Moll, R. 1993).
Bei der CK-Expression von normalen Platten- und Zylinderepithelien kann man spezifische
Verteilungsmuster finden (siehe Tabelle 4.1). Die Typ II-CK 1, 2, 4, 5, 6 und Typ I-CK 9, 10, 11,
13, 14, 15, 16, 17 sind typisch bei mehrschichtigen Epithelien (Plattenepithelien), wobei sich die
CK 5/14 bzw. CK 5/17 als sog. Basis-CK in allen Plattenepithelien nachweisen lassen. Die CK
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5/14-Paarung findet sich in der undifferenzierten Basalschicht aller mehrschichtigen
Plattenepithelien und Myoepithelzellen, bei mehrreihigen Plattenepithelien wird zusatzlich noch
CK 17 expremiert. Alle anderen typischen plattenepithelialen CK stellen Differenzierungsmarker
dar, welche entsprechend des Reifegrades dazukommen (Tseng, S.C.G. et al. 1982). CK 7,
und 8 vom Typ Il und CK 18, 19, 20 vom Typ | sind spezifisch flr einfache, kubische
Zylinderepithelien, mit der Basis-CK-Paarung 8/18. Die CK 3 und CK 12 sind ausschlieRlich in
der Cornea (zusétzlich CK 5 und 14) zu finden (Moll, R. 1993). In mehrreihigen Epithelien wie
z.B. dem respiratorischen Epithel, finden sich aber auch Kombinationen platten- und
zylinderepithelialer CK (5/19).

Bei Wundheilungsprozessen, aber auch bei mechanisch stark belasteten Hautbezirken (z.B.
FuRlsohle) und proliferativen Erkrankungen (z.B. Keratosen) treten CK 6 und CK 16 zusatzlich
auf (Coulombe, P.A., Omary, M.B. 2002). Haarfollikel enthalten neben den harten CK ebenfalls
das CK-Paar 1/10 und CK 5, 6, 14, 16 (Heid, HW. et al. 1988 a und b). Harte CK lassen sich
aber auch in den Papillae filiformes der Zunge (mit CK 1, 2, 10, 11, 14, 19) und Stammzellen
des Thymus (mit CK 1, 2, 10, 11, 14, 15, 16, 19) nachweisen (Heid, H.W. et al. 1988 a und b).
Typische Differenzierungsmarker fir unverhorntes Plattenepithel (z.B. orale Mukosa,
Osophagus oder Cervix uteri) sind CK 4/13, wobei Entziindungen oder hyperplastischen
Prozessen zu einem starken Anstieg an CK 6 und zusatzlicher Expression von CK 8, 18, 19
fuhren (Wild, G.A. et al. 1987).

CK 20 wird unter anderem im Foveaepithel des Magen und Darm, in den Merkelzellen der Haut

sowie in den Deckzellen von Ubergangsepithel expremiert (Moll, R. 1993).

spez. CK-Expression fur basische CK (Typ Il) saure CK (Typ 1)

einschichtige Epithelien

- duktale Epithelien 7,8 18,19
- intestinale Epithelien 8 18, 19
- sekretorische Epithelien 8 18

mehrschichtige Epithelien

- verhornendes Plattenepithel 1,5 10, 14
- nichtverhorn. Plattenepithel 4,5 13, 14
- suprabasale Schichten 1,2 9,10, 11

vieler Epithelien
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- Cornea 3,5 12,14

Wundheilung/Hyperproliferation 6 16

Haare 1,5,6 10, 14, 16

Papillae filiformes der Zunge 1,2 10, 11, 14, 19

Stammzellen des Thymus 1,2 10, 11, 14, 15, 16, 19
Tabelle 4.1: Ubersicht der typischen CK-Expressionen verschiedener Epithelien

Bei maligner Transformation bleibt i. d. R. das zellulare Differenzierungsprogramm erhalten,
aber auch Ausnahmen sind beschrieben: z.B. der Verlust von CK 4 und 13 bei Oropharynx-
Karzinomen (Moll, R. 1993). CK 20 wird bei benignen und malignen gastrointestinalen
Epithelien, Urothel Merkel-Zellen und auch Geschmacksknospen expremiert. Es besitzt keinen
diagnostischen Wert in der oralen Karzinogenese (Barrett, A.W. et al. 2000).

Oftmals kommt es allerdings vor, dass einer sog ,Neoexpression“ von CK auftritt, welche in
gesundem Gewebe nicht vorkommen. Man vermutet, dass die Malignitdt mit dem Auftreten
spezifischer CK korreliert (Caulin, C. et al. 1993).

Das orale Epithelgewebe kann morphologisch und nach differenzierungsspezifischen
Expressionsmustern in drei Klassen eingeteilt werden: 1. mehrschichtiges, verhornendes
(keratinisiertes) Plattenepithel (mastikatorische Mukosa), 2. mehrschichtiges, nichtverhornendes
(nichtkeratinisiertes) Plattenepithel (auskleidende Mukosa), 3. spezialisiete Mukosa des
Zungenrlckens.

Die unterschiedlichen Epithelien bestehen aus sich standig erneuender Zellpopulation von
Keratinozyten (sich differenzierende und keratinproduzierende Zellen), deren Proliferation sich
auf das Stratum basale begrenzt. Die suprabasalen Zellen unterziehen sich, regionsspezifisch,
morphologischen und biochemisch Veranderungen, wobei die reifenden Zellen der
mastikatorische Schleimhaut keratinisieren, wahrend die Zellen der auskleidenden Mukosa
nicht-keratinisieren und die spezialisierte Mukosa eine Mischung der beiden
Differenzierungsmuster aufweist.

Durch immunohistologische Methoden sind Proteine in Zellen oder Geweben nachweisbar. Bei
der ,in situ-Hybridisierung“ lassen sich jedoch aktive Gen-Transkriptionen, Uber die mRNA des
gesuchten Proteins, darstellen. Der zellulare Nachweis von CK-mRNA korrespondiert jodoch
nicht zwingend mit der immunohistologisch nachweisbaren CK-Expression. Einige Proteine
kénnen auch ohne entsprechende mRNA nachgewiesen werden, denn diese ist sehr kurzlebig

oder alternativ noch ohne Translation gespeichert. Nach Dale et al. (Dale, B.A. et al. 1990) kann
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man drei wesentliche Aussagen zur differenzierungsspezifischen CK-Expression ftreffen.
Erstens kommt es mit fortschreitender Differenzierung zu einer Erniedrigung
basalzellspezifischen CK-mRNA (CK 5 und 14). Zweitens wird die Expression
differenzierungsspezifischer CK (und assoziierter Proteine) durch den Umfang ihrer Gen-
Transkription reguliert. Drittens werden die verschiedenen CK-mRNAs in unterschiedlichem
Ausmall expremiert, was die regionale Komplexitdt und schwierigen Aspekte der
gewebespezifischen Differenzierung wiedergibt (Dale, B.A. et al. 1990).

Wahrend CK5/14 (und CK 19 in nichtkeratinisiertem Epithel) in allen Basalzellschichten oraler,
mehrschichtiger Epithelien expremiert wird, kommen suprabasal (postmitotisch) mit Beginn der
Differenzierung ein oder mehrere neue CK epithelspezifisch dazu. Eine suprabasale
Expression von CK 1/10 und CK 2 ist typisch fir keratinisierte Mukosa ist, CK 4/13 fir
nichtkeratinisierte Mukosa und Sulcusepithel/Gingivasaum, sowie CK 8, CK 13, CK 16, CK 18,
CK 19 fur das Verbindungsepithel (junctional epithelium). Bukkale Mukosa expremiert
zusatzlich sehr sporadisch CK 1 und CK 10, wobei die mRNA dieser CK in vielen anderen
Zellen prasent ist, und es ihr wohl erlaubt schnell auf aulzere Stimuli mit héheren funktionellen
Anforderungen (z.B. durch rauchen) zu reagieren. Wahrend das CK-Paar 6/16 in der Epidermis
nur bei Hyperproliferation oder bei der Wundheilung expremiert wird, ist es in einigen
mehrschichtigen Epithelien wie Zunge, Gaumen, Gingiva, Osophagus, Harrfollikeln, Hand- oder
FuRsohle grundlegend nachweisbar. Die CK 8 und CK 18 als Marker fiir einschichtige
Epithelien, wie Leber oder Niere, liegen zwar als RNA-Transkripte in den oralen Epithelien vor,
sind aber normalerweise nicht nachweisbar (Ausnahme: Verbindungsepithel). In vielen
malignen Prozessen ist eine hohe Expression von CK 8 und CK 18 zu verzeichnen (Presland,
R.B., Dale, B.A. 2000). In neuerer Zeit konnte die Expression eines Cytokeratin 23, nur in Form
einer CK-mRNA, bei kanzerésen Pankreaszellen nachgewiesen werden (Coulombe, P.A,,
Omary, M.B. 2002).

4.1 Ergebnisse

411 CK 1-und CK 10-Expression

Die Gewebeproben von oralen Plattenepithelkarzinomen (OSCC) aller Lokalisationen wiesen
gegeniiber den oralen Leukoplakien (OL) ohne und mit Dysplasien (Dys) einen signifikanten
Expressionsverlust von CK 1 (p < 0,001) auf. Ein direkter Vergleich der Expression von CK 1
und CK 10 zeigte flr OL, Dys und OSCC eine stabile Expression von CK 10, wahrend bei
steigendem Grad der malignen Transformation eine deutliche Senkung von CK 1 auftritt. CK 1
(p = 0,021) und CK 10 (p = 0,007) waren in OSCC der Zungen gegenuber den OL gleicher
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Lokalisation signifikant erhoht. Das Ergebnis der vorliegenden Arbeit entspricht im
Wesentlichen der bisherigen Literatur.

Bloor, B.K. et al. (Bloor, B.K. et al. 2001) zeigten das gering- bis mittelgradig dysplastische
Epithelien und gut differenzierte OSCC, aus uberwiegend nichtkeratinisierter Mukosa, ein
normales Expressionsmuster mit Epitheldifferenzierung fir CK 1/10 und 4/13 aufwiesen,
schwere Dysplasien und schlecht differenzierte OSCC, jedoch durch Verlust dieser CK, eine
deutliche Stérung der Epitheldifferenzierung und Reifung hatten. Wahrend bei geringgradigen
Dysplasien ein Nachweis von CK 4/13 und CK 1/10 moglich war, zeigten mittelgradige
Dysplasien eine reduzierte CK 4/13- und gesteigerte CK 1/10-Expression. In schwergradigen
Dysplasien waren weder mRNA noch Protein nachweisbar. Ein Vergleich dieser CK in
Dysplasien wurde als Stérung der Schichtordnung und Differenzierung im Rahmen einer
praneoplastische Veranderung interpretiert. Dieses Ergebnis wird fir CK 1 auch durch
Cintorino, M. et al. und Sawant, S.S. et al. (Cintorino, M. et al. 1990; Sawant, S.S. et al 2003)
beschrieben. OSCC der Zunge zeigten bei Depondt, J. et al. (Depondt, J. et al. 1999) haufig
eine de novo Uberexpression von CK 10, wobei dieses aber auch mit einer kleinen TumorgroRe
korrelierte. T1- und T2-Tumoren waren dabei haufiger CK 10-positv als T3- und T4- Tumoren.
Man kam hierbei zu dem SchluB, dass die Epitheldifferenzierung durch das Tumorwachstum
beendet wird.

Wahrend einige CK (CK 6, CK 16, CK 13 und CK 8) nicht in pathologisch unveranderter
Epidermis expremiert werden, kommt es zu Nachweis bei verschiedenen Stadien der
Karzinogenese und Verlust von CK 1- und CK 10-Expression. Experimente mit transgenen
Mausen, die humanes CK 10 in Hauttumoren expremierten, zeigten keine Unterschiede in
Anzahl oder Grad der Malignitat, im Vergleich zu negativen Kontrollgruppen. Jedoch konnte
eine signifikant spatere Tumorentstehung in den transgenen Mausen festgestellt werden und
fuhrte zu dem SchluR, dass eine Prasenz von CK 10 die Tumorentstehung deutlich
hinauszdgert (Santos, M. et al. 1997)

Es konnte gezeigt werden, dass die CK 1- gegentiber der CK 10-Expression innerhalb des co-
expremierten Paares dominiert. Eine Erklarung hierflr kann zum einen die Paarung mit anderen
suprabasalen CK (z.B. CK 16) sein, oder das CK 1 friher in der endgultigen Zelldifferenzierung
auftritt und die Expression von CK 10 abhangig von CK 1 ist. Letzteres wurde fir mRNA und
Protein bei Versuchen mit Zellkulturen und Epidermis beobachtet, wobei die Transkription von
CK 10 erst startete, als betrachtliche Mengen von CK 1-Transkripten vorlagen (Bloor, B.K. et al.
1999).

Trotz einer histologisch nachgewiesenen Cornifizierung, wurde CK 1 bei einigen Leukoplakien
und schlecht differenzierten OSCC nichtkeratinisierter Mukosa nicht expremiert, oder schwankte
in Haufigkeit und Intensitat wahrend Leukoplakien von mastikatorischer und spezialisierter
Mukosa keine Differenz zu vergleichbarer, gesunder Mukosa aufwiesen (Ermich, T. et al. 1989;
Schulz, J. et al. 1992).
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Bei mittel- bis hochgradigen Dysplasien und bei Carcinoma in situ des Mundbodens und der
Zunge fanden Heyden, A. et al. keine, bei OSCC nur in wenigen suprabasalen Arealen, eine
Expression von CK 10 (Heyden, A. et al. 1992).

In LiteraturGbersichten (Morgan, P.R. Su, L. 1994; Reibel, J. 2003; Upsani, O.S. et al. 2004)
wird eine reduzierte oder keine Expression der differenzierungsspezifischen CK 1/10 bei
Epitheldysplasien beschrieben, welche mit steigendem Grad der Dysplasie in der Auspragung
korreliert. Bei gut differenzierten OSCC ist die CK 1/10-Expression nicht reduziert, fallt aber
deutlich mit sinkender Differenzierung. Weiterhin kommt es zu einer anormalen Expression von
CK 1 und/oder 10 in gut differenzierten Tumoren aus nichtkeratinisierten Epithel, wie z.B.
bukkale Mukosa (Upsani, O.S. et al 2004). CK 1, 2, 10, 11 sind bei OSCC nur entsprechend
dem Grad der Keratinisation nachweisbar (Vigneswaran, N. et al. 1989). Mit Fortschreiten der
Tumorentwicklung kommt es zu einer progressiven Unterbrechung der Zellreifung/-
differenzierung der Keratinozyten, was durch einen suprabasalen Verlust der CK 1/10-
Expression angezeigt wird und somit einen prognostischen Wert fiir die Beurteilung der
Tumorprogression pramaligner Lasionen darstellt (Kannan, S. et al. 1994).

CK 10 ist das Typ I-Keratin der sich differenzierenden Schichten der Epidermis und anderen
verhornenden Epithelien. Bei mutierten transgenen CK 10-negativen Mausen zeigten sich bis
zu 6 Wochen postnatal, Hautlasionen, die schweren Formen einer epidermolytischen
Hyperkeratosis (wird durch Mutationen der CK 1- oder CK 10-Gene verursacht) ahnlich waren
(Coulombe, P.A., Omary, M.B. 2002).

Bei der TMA-Analyse von Gen-Profilen oraler Leukoplakien und OSCC, konnte fir OL eine 2-
fach gesteigerte Expression von CK 10, fur die OSCC jedoch eine kaum nachweisbare
Expression festgestellt werden Gleichzeitig wurde gezeigt, dass samtliche hochregulierten
Gene bei OSCC aus Zungeleukoplakien um das 0,5-fache runterreguliert waren (Odani, T. et al.
2006). Ogden, G.R. stellte in 3 Studien von 1993 (Ogden, G.R. et al. 1993 a, b, c) eine Co-
Expression von CK 10und CK 13 bei gut differenzierten und einen Verlust von CK 10 bei
schlecht differenzierten OSCC fest.

Rauchen hat keinen EinfluR auf die CK 1-Expression bei tabakassoziierten Leukoplakien
bukkaler Mukosa (Reibel, J. et al. 1991) und CK 10 konnte bei Leukoplakien bukkaler Mukosa
chronischer Tabak-Kauer nicht nachgewiesen werden (Vaidya, M.M. et al. 1998). Van der
Velden, L.A. et al. stellten in einer Studie von 1999 eine Hochregulation von dem
Verhornungsmarker CK 10 bei gleichzeitigen Verlust von Markern flr mehrschichtige Epithelien
(CK 4/13) fur Leukoplakien nichtkeratinisierter Mukosa fest.

Bei Radiatio-bedingter Mukositis (3 Wochen nach Begin der Radiatio) kommt es zu einer
gesteigerten Expression von CK 1/10 wahrend der initialen Phase der Mukositis, was die
Autoren mit Proliferation zur Protektion der Epithelien vor Strahlenschaden erklaren (Bonan,
P.R. et al. 2006).
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In der vorliegenden Arbeit konnten, bis auf die Lokalisation Zunge, keine Signifikanzen fiir die
CK 10-Expression von OL und OSCC ermittelt werden. Dies kann zum einen mit den hohen
Anteilen kleiner Fallzahlen der ausgewerteten Literatur, den teilweise einseitigen Lokalisationen
bzw. untersuchten Epithelarten und den hohen Zahlen von OSCC dieser Arbeit begriindet sein.
Weiterhin wurde in der Auswertung nur eine positive oder negative Reaktion gewertet, wahrend

die Intensitat nicht berticksichtigt wurde.

4.1.2 CK5/6-und CK 14-Expression

Der positive Nachweis von CK 5/6 liegt bei 100% (n=127) fiir die Leukoplakien und bei 95,7%
(n=180 positiv; n=8 negativ) fur die Plattenepithelkarzinome. Der negative Nachweis war jeweils
bei einer Tumor-Probe aus der Zunge, Mundboden und Sonstige, sowie 5 Proben unbekannter
Lokalisation zu finden. Der positive Nachweis von CK 14 liegt bei 100% (n=127) fur die
Leukoplakien und bei 97,5% (n=153 positiv; n=4 negativ) fur die Plattenepithelkarzinome. Der
negative Nachweis war jeweils bei einer Tumor-Probe aus der Zunge, Mundboden,
Alveolarfortsatz und Gaumen zu finden. In samtlichen durchgefihrten Analysen dieser Arbeit
konnten keine Signifikanzen festgestellt werden. Dieses Ergebnis stimmt nur zum Teil mit der
ausgewerteten Literatur Uberein.

Annliche Ergebnisse fiir die Expression von CK 5 und CK 14 in Plattenepithelkarzinomen des
Kopf und Halses (HNSCC) und OL wurde durch einige Autoren verdffentlicht (Balm, A.J. et al.
1996; Bonan, P.R. et al. 2006; Ermich, T. et al. 1989, Ogden, G.R. et al 1993 a, Sesterhenn,
A.M. et al. 2005, van der Velden, L.A. et al. 1999). Depondt, J. et al. (Depondt, J. et al. 1999)
fanden fir Tumoren aus nichtkeratinisierten Epithel eine deutliche Reduktion von CK 5/14. Die
Expression von CK 5/6 und CK 14 in OSCC korreliert signifikant mit TumorgréRe und
Lymphknotenbefall (Fillies, T. et al. 2006).

Als Hinweis fiir eine anormale Differenzierung wurde festgestellt, dass mittel- bis hochgradige
Dysplasien und Carcinoma in situ eine basale und suprabasale Expression von CK 14 zeigen
und Zellen am Ubergang zwischen normalen und dysplastischen Epithel CK 13 und CK 14
coexpremieren. OSCC (gut- bis schlecht differenzierte) zeigen hingegen generell gleichmafige
CK 14-Expression, wobei es aber auch Regionen mit CK 14-negativen Basalzellen gibt
(Heyden, A. et al. 1992).

Sich enddifferenzierende Epithelzellen reduzieren normalerweise ihre CK 14 mRNA-
Expression. Die Regulation der CK 14-Expression scheint hierbei mit mit dem Grad zellularer
Pluripotenz assoziiert zu sein. Schlecht differenzierte pluripotente Zellen, wie embryonale
epidermale Basalzellen, expremieren nur eine geringe Menge von CK 14, wahrend normale

adulte Epithelzellen, die eine Zelldifferenzierung durchlaufen, eine deutlich intensivere
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Expression haben. Ein zeitweiliger Verlust von CK 14 in Basalzellen von Karzinomen ist daher
wohl mit einer zelluldaren Stérung und Ausbildung embryonal-ahnlicher Epithelzellen
zurtckzufihren (Heyden, A. et al. 1992).

Eine stark erhdhte Expression von CK 14 mRNA in pramalignen Lasionen (Leukoplakien,
Epitheldysplasien und Carcinoma in situ) wird als spates Stadium der malignen Transformation
bzw. Progression der Malignitat aufgefaldt und sinkt in OSCC wieder deutlich ab (Marley, J.J. et
al. 1994; Ohkura, S. et al. 2005; Su, L. et al 1996).

Schnupftabak hat keinen EinfluR auf die Expression von CK 5/6 in vestibularer Mukosa (Merne,
M. et al. 2002), rauchen filhrt jedoch zu einem Verschwinden der CK 5-Expression in
Prakanzerosen und OSCC bukkaler Mukosa bei tabakassoziierten Tumoren (Upsani, O.S. et al.
2004; Vaidya, M.M. et al. 1998). Die Nicht-Expression von CK 5 und CK 14 in oralen
Prakanzerosen und OSCC wird von Sawant, S.S. et al. (Sawant, S.S. et al. 2003) als eine frihe
Veranderung wahrend der tabakassoziierten oralen Karzinogenese angesehen.

Weitere Literaturauswertungen und Studien Uber CK-Expressionen von OSCC und Dysplasien
zeigten, dass Epitheldysplasien durch eine suprabasale Expression von CK 5 und CK 14
(normalerweise nur basal nachweisbar) gekennzeichnet sind, wahrend es zu einer gesteigerten
Expression von den ,fast cell turnover“-Keratinen CK 6 und CK 16 in Leukoplakien mit und ohne
Dysplasie, bei invasiven Karzinomen jedoch zur Reduktion, kommt. OSCC hingegen zeigen
einen Verlust bzw. Reduktion von CK 5 und/oder CK 14 (Morgan, P.R. Su, L. 1994; Reibel, J.
2003; Sawant, S.S. et al. 2003; Upsani, O.S. et al. 2004; Su, L. et al. 1996).

Nach Vaidya, M.M. et al. (Vaidya, M.M. et al 1998) kommt es bei OSCC bukkaler Mukosa bei
mehr als 50%, bei OSCC der Zunge in der Mehrheit der Félle (hier auch CK 14) und bei vielen
OSCC der Alveolar-Mukosa zur Nicht-Expression von CK 5. Bei Radiatio-bedingter Mukositis (3
Wochen nach Begin der Radiatio) kommt es zu einer gesteigerten suprabasalen Expression
von CK 14 und erhohter Expression von CK 6/16 wahrend der initialen Phase der Mukositis. Die
Autoren erklaren den Anstieg von CK 6/16 mit einer epithelialen Repopulation und Versuch der
Wundheilung (Bonan, P.R. et al. 2006).

Bei der Untersuchung von Plattenepithelien p63-negativer Mause (z.B. Haut oder Zunge)
konnte festgestellt werden, dass diese kein Str. spinosum, Str. granulosum und Str. corneum
entwickelten und eine irregulare Expression von CK 5 und CK 14 aufwiesen. Die Kontrolle der
Expression durch p63, einem nukledren Transkriptions-Faktor, der flr die Expression von
keratinozytischen Differenzierungsmarker (z.B. Involucrin und Loricrin) verantwortlich ist, konnte
auch bei in vitro-Studien an transformierten humanen Keratinozyten festgestellt werden. Bei
Abschlu® der Zelldifferenzierung, oder durch andere Mechanismen (z.B. hohe
Kalziumkonzentrationen), kommt es zu einer Runterregulierung aller p63-Isoformen. In
Plattenepithelkarzinomen kann eine p63-Expression nachgewiesen werden, ausdifferenzierte

Zellen sind dagegen negativ fur diesen Marker (Reis-Filho, J. S et al. 2003).
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Bei CK 5- und CK 14-Gen-negativen Mausen wurden schwere Blasenbildungen der Haut und
oralen Mukosa beobachtet und sie starben kurz nach ihrer Geburt. Die Blasenbildung tratt
bereits bei der Geburt auf und war bei CK 5-Gen-negativen Mausen deutlich schwerer
ausgepragt. CK  5-Gen-negative  Basalzellen  wiesen  keine  zytoplasmatischen
Intermediarfilamente auf und waren besonders sensitiv auf mechanische Traumen. Mutationen
der CK 5 und CK 14-Gene fiihren zu schweren Formen von Epidermolysis bullosa simplex
(Coulombe, P.A., Omary, M.B. 2002; Fuchs, E. 1994).

Auch hier sind die teilweise abweisenden Ergebnisse der ausgewerteten Literatur mit den zum
Teil geringen Fallzahlen, den teilweise einseitigen Lokalisationen bzw. untersuchten
Epithelarten, unterschiedlich verwendeten Antikérpern und deren Auswertung, sowie den hohen

Fallzahlen von OL und OSCC dieser Arbeit zu erklaren.

4.1.3 CK 8/18-Expression

In der vorliegenden Arbeit zeigte die Expression von CK 8/18 in samtlichen Analysen eine
signifikante Steigerung in den OSCC gegenuiber den OL mit jeweils p < 0,001. Eine Ausnahme
war nur der direkte Vergleich von Leukoplakien und Dysplasien, wo die Signifikanz bei p = 0,03
lag. Diese Ergebnisse lassen sich auch in der ausgewerteten Literatur wiederfinden.

CK 8 und CK 18 konnen in fetaler bukkaler und lingualer Mukosa bis zur 27.
Schwangerschaftswoche nachgewiesen werden (Vaidya, M.M. et al. 2000). CK 8 und CK 18
sind in gesundem oralen und pharyngealen Epithel normalerweise nicht nachweisbar (Depondt,
J. et al. 1999). Eine Ausnahme stellt nur das Verbindungsepithel (junctional epithelium) fir die
Expression von CK 18 dar (Presland, R.B., Dale, B.A. 2000). Eine Transfektions-Studie von CK
8 und CK 18 in 3T3 Fibroblasten zeigte das beide zusammen expremiert stabile Proteine und
Filamente innerhalb des Cytoskeletts ausbilden, die einzelnen Polypeptide alleine expremiert
jedoch instabil sind (Dale, B.A. et al 1990).

Die de novo-Expression von CK 18, in vorher negativen Epithelien, tritt nach der malignen
Transformation auf und stellt eine Rickkehr zu der, in der Embryogenese normalen, Expression
fetaler oraler Mukosa dar (Balm, A.J. et al. 1996). Das Basis-Paar CK 8/18, welches als
typische Marker fir einschichtige Epithelien gilt (Presland, R.B., Dale, B.A. 2000), ist auch mit
einer deutlich verminderten Uberlebensrate bei primaren OSCC assoziiert (Fillies, T. et al.
2006).

Dieses Paar scheint eine sehr wichtige Rolle in vielen Schritten der Pathogenese und
Progression von Plattenepithelkarzinomen zu spielen. Die Transfektion bukkaler Mukosa-Zellen
fihrte z.B. zu einer signifikant veranderten Zellmorphologie mit erhéhter Zellmotalitat, was als

eine Vorraussetzung fur ein invasives Tumorverhalten angesehen wird (Raul, U. et al. 2004).
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Ahnliche Ergebnisse konnten fiir Vimentin-positive Melanome von Zell-Kulturen gezeigt werden,
die nach Transfektion mit CK 8 und CK 18, ein deutlich gesteigertes migratorisches Verhalten
und Invasivitat der Basalmembran-Matrix aufwiesen. Hierbei hat die Co-Expression von
Vimentin und CK 8/18 eine Steigerung der cytoskeletalen Interaktionen mit fokalen Kontakten
des extrazellularen Raumes zur Folge, die Integrin-vermitteltelt zu einer Steigerung der
Migration fuhren (Chu, Y.W. et al. 1996).

Leukoplakien ohne Dysplasien weisen keine CK 8-Expression auf, dysplastische L&sionen
hingegen sind, korrelierend zum Grad der Dysplasie, positiv. OSCC zeigen in der
Uberwiegenden Mehrheit der Falle, sowie auch Lymphknotenmetastasen, eine moderate bis
starke Expression. Wahrend ein, an den Tumorrand angrenzendes, hyperplastisches Gewebe
basal schwach positiv flir CK 8 ist, weisen benachbarte invasive Karzinomzellen eine starke
Expression auf. Dies macht CK 8 zu einem sehr spezifischem und sensitiven Marker fir die
Erkennung friher Stadien von malignen Gewebetransformationen (Dysplasien und Carcinoma
in situ) und zur Beurteilung von Tumorrandern (Gires, O. et al. 2006; van der Velden, L.A. et al.
1999; Xu X.C., et al 1995).

Andere Autoren erwdhnen einen positiven Nachweis von CK 8/18 bei einigen Leukoplakien
nichtverhornender Mukosa, bei mehr als 50% der Epitheldysplasien und Microinvasionen. Der
Uberwiegende Anteil der Leukoplakien zeigt hier jedoch auch keinen positiven Nachweis,
obwohl die entsprechende mRNA basal und unterhalb des Stratum spinosum vorliegt (Morgan,
P.R. Su, L. 1994; Reibel, J. 2003; Su, L. et al. 1996; Vaidya, M.M. et al. 1998; van der Velden,
L.A. et al. 1999).

Mit sinkendem Differenzierungsgrad eines Tumors steigt die CK 8/18-Expression (Upsani, O.S.
et al. 2004). Einige Jahre zuvor wurde dieses auch schon von Ogden, G.R. et al. (Ogden, G.R.
et al. 1993 b, c) dadurch bestatigt, dass sowohl in gut- als auch schlechtdifferenzierten OSCC
CK 8 nachgewiesen werden konnte und die Starke der Expression von CK 8/18 mit dem Grad
der Malignitat assoziiert ist.

Eine Null-Mutation von CK 19 in Mausen verursacht keine phenotypischen Veranderungen. In
einfache Epithelien Gberschneidet sich die CK 19-Expression signifikant mit der von CK 18,
einem anderem Typ |-Keratin. Eine Kreuzung von CK 18- und CK 19-Gen-negativen Mausen
fuhrte zu einem Tod der Feten zwischen dem 9. und 10. Embryonaltag. Es wurde das Auftreten
von schweren Zytolysen in trophoblastischen Riesenzellen beobachtet, was zu dem Schluf3
fuhrte, dass ein funktionierendes Keratin-Netzwerk fir die strukturelle Integritdt in diesem
Embryonalstadium essentiell ist. Abnormalitdten in den Throphoblasten, neben
schwerwiegenden Plazenta-Defekten, konnten ebenfalls bei Embryonen von Kreuzungen CK 8-
und CK 19-Gen-negativer Mause beobachtet werden, die auch um den 10. Tag der

Embryonalentwicklung starben.
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Im Gegensatz zu epidermalen CK, scheinen Mutationen von CK einfacher Epithelien betroffene
Individuen fiir eine Erkrankung zu pradisponieren als per se eine Erkrankung zu verursachen.
Diese Behauptung wird durch vielzahlige Studien mit transgenen Tieren bestatigt. Auch wenn
CK 8- und CK 18-Mutationen bei Patienten mit kryptogenen Lebererkrankungen nachweisbar
sind, sind sie auch bei Patienten mit Lebererkrankungen alkoholischer oder viraler Genese zu
finden. Dieses flhrt zu dem Schlul3, dass eine Pradiposition fur Lebererkrankungen durch eine
Mutation von CK 8 und CK 18 generell verursacht wird, aber weitere genetische und/oder
umweltbedingte Faktoren erst den Ausbruch verursachen (Coulombe, P.A., Omary, M.B. 2002).
In Experimenten mit CK 8-Null-Mausen konnte gezeigt werden, dass CK 8/CK 18-
Intermediarfilamente zum Erhalt der Integritat von Hepatozyten-Oberflachenmembranen gegen
mechanischen Stress beitragen. Allerdings wurde auch gezeigt, dass CK 8-Null-, CK 18-Null-
und ARG89-->Cys CK 18-mutierte Mause hoch sensitiv auf chemischen Stress (z.B.
Griseofulvin oder Acetaminophen) reagieren. Mit CK 8 und CK 18 transfektionierte Fibroblasten
wiesen eine gesteigerte Resistenz gegen Chemotherapeutika auf. Normale und maligne
Epithelzellen mit CK 8- oder CK 18-Mutationen sind deutlich sensitiver fir einen TNF-a-
vermittelten Zelltod in Gegenwart von CHX (Cycloheximid). Die Apoptose stellt einen
programmierten Zelltod mit begleitender minimaler Entzindung dar und wird zur normalen
Gewebe-Homeostasis oder Elimination anormaler Zellen bendtigt. In vitro-Studien konnten
unter anderem drei Mitglieder der TNF-Familie (TNF-a, Fas L und TRAIL) identifiziert werden,
die diesen Vorgang einleiten kdnnen. Auch konnte gezeigt werden, dass CK8 und CK 18 eine
Resistenz gegen eine Fas-vermittelte Apoptose, durch eine Mikrotubuli-abhéangige Modulation
von Fas gegen die Oberflachenmembran, bewirkt (Gilbert, S. et al. 2001). Durch Transfektion
mit dem CK 8-Gen konnte gezeigt werden, dass phenotypische Eigenschaften von Zell-Kulturen
fetaler bukkaler Mukosa verandert wurden und zu einer malignen Transformation fuhrten.
Transgene Mause, die humanes CK 8 expremieren zeigten schwere epidermale und
Haarfollikel-Dysplasien mit begleitender Veranderung der Expression epidermaler
Differenzierungsmarker. CK spielen ebenfalls eine Rolle bei zellularer Reaktion auf
mechanischen Stress und Apoptose. Hieraus lasst sich schlieRen, dass die CK-Expression
nicht nur wahrend der oralen Karzinogenese verandert ist, sondern diese wohl auch
beeinflussen kann (Ranganathan, K. et al. 2006).

Bei einer Radiatio-bedingten Mukositis (3 Wochen nach Begin der Radiatio) kommt es zu keiner
Expression von CK 8/18 (Bonan, P.R. et al. 2006).
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4.1.4 CK 19-Expression

CK 19 zeigte in den statistischen Analysen der vorliegenden Arbeit signifikante Expressions-
Steigerungen von OSCC gegenuber Leukoplakien aller Lokalisationen (p < 0,001), Dysplasien
gegeniber den Leukoplakien (p = 0,021) und OSCC gegenilber Leukoplakien und Dysplasien
(p < 0,001). Ein direkter Vergleich von Leukoplakien des Mundbodens und der Zunge mit OSCC
gleicher Lokalisation, sowie der Vergleich von OSCC mit Dysplasien, zeigte keine statistischen
Signifikanzen. Die vorliegenden Ergebnisse werden mehrheitlich in der ausgewerteten Literatur
wiedergespiegelt.

CK 19 ist ebenfalls ein spezifischer Marker fiir einfache, kubische Zylinderepithelien (Moll, R.
1993), kann aber auch in respiratorischem Epithel (z.B. in Kombinationen platten- und
zylinderepithelialer Keratine = CK 5/19), in den Papillae filiformes der Zunge und Stammzellen
des Thymus nachgewiesen werden (Heid, HW. et al. 1988 a und b). Entziindungen oder
hyperplastischen Prozessen mit einem starken Anstieg an CK 6 kdnnen zusatzlich zur
Expression von CK 8, 18, 19 fuihren (Wild, G.A. et al. 1987).

In normaler Gingiva ist CK 19 nur in den sparlich verstreuten Merkel-Zellen nachweisbar, bei
Entziindungsgewebe kommt es aber zum Nachweis groRerer Regionen in der Basalzellschicht
und bei Fortschreiten auch in suprabasalen Zellen. Dieses ist deutlich ausgepragter fir mRNA
als fur Protein (Bosch, F.X. et al. 1989). CK 19 kann in den Basalzellen von normalen
nichtverhornenden oralen Epithelien, aber nicht in verhornenden nachgewiesen werden. In
mittel- bis schwergradigen Epitheldysplasien, ob keratinisiert oder nicht, 1asst sich eine starke
Expression basal und suprabasal finden (Reibel, J. 2003; Takeda, T. et al. 2006).

Gut differenzierte OSCC sind negativ fur CK 19, weniger differenzierte hingegen zeigen
steigenden Nachweis (besonders bei nichtkeratinisierte Mukosa). Die Malignitat steigt mit
progressivem Verschwinden der CK 1- und progressiver Steigerung der CK 19-Expression
(Cintorino, M. et al. 1990; Ermich, T. et al. 1989; Nie, M. et al. 2002; Nie, M. et al. 1999; Schulz,
J. et al. 1992; Su, L. et al. 1996). Eine suprabasale Expression von CK 19 korreliert mit
mukosaler Instabilitdt und pramaligner Veranderung, kann aber auch in normalem oralen und
Larynx-Epithel nachgewiesen werden (van der Velden, L.A. et al. 1999). Die Regulation der CK
19-Expression (und auch CK 14) ist wahrend der dysplastischen Veranderung und bei
Karzinomen, im Vergleich zu normalen Epithel, deutlich gestért (Su, L. et al. 1996).

Eine Expression von CK 19 ist mit einer geringen TumorgrofRe assoziiert (Depondt, J. et al.
1999). Crowe, D.L. et al. (Crowe, D.L. et al. 1999) konnten in einer in vitro-Studie mit OSCC-
Zell-Kulturen den Nachweis erbringen, dass die Kulturen mit nachweisbarer CK 19-Expression
weniger invasiv waren, als die ohne Nachweis. Sie schlussfolgerten hierbei, dass eine
Nichtexpression von CK 19 mit erhdhtem invasivem Potential einhergeht und eine CK 19-

Expression die Invasivitat durch Senkung der migratorischen Kapabilitat reguliert. Eine CK 8/18-
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und CK 19-Expression korreliert aber auch signifikant mit einer verminderten Uberlebensrate
(Fillies, T. et al. 2006).

Die suprabasale Expression von CK 19 und der Nachweis von CK 8/18 ist mit dem Grad der
Malignitat assoziiert und kann auch in Prakanzerosen nachgewiesen werden (Ogden, G.R. et
al. 1993 c¢). Wahrend weitere Autoren CK 19 bei suprabasaler Expression ebenfalls als Marker
fur Pramalignitat ansehen, die Expression gleichzeitig ein initiales Geschehen wahrend der
oralen Karzinogenes darstellt (Heyden, A. et al. 1992; Nie, M. et al. 2002; Xu, X.C. et al 1995)
und zur Ermittlung des Differenzierungsgrades von OSCC benutzt werden kann (Nie, M. et al.
1999), halten andere Autoren CK 19 weder als sensitiven noch spezifischen Marker fur
Pramalignitat bzw. verlasslichen Marker fiir diagnostische oder prognostische Zwecke bei
OSCC fir geeignet (Coltrera, M.D. et al. 1992; Depondt, J. et al. 1999; Hamakawa, H. et al.
1998). Morgan, P.R. et Su, L. (Morgan, P.R., Su, L. 1994) erwahnen zwar eine signifikante
Expression von CK 19 bei Leukoplakien mit und ohne Dysplasien, da aber dieses auch bei
Entziindungsprozessen und HPV-Befall auftritt, halten sie es ebenfalls nicht flr einen
zuverlassigen Marker.

Bei einer Untersuchung zur Feldkanzerisierung konnte an Gewebeproben, die vom Wundrand
nach Tumorexzision mit mind. 1 cm tumorfreiem Rand entnommen wurden, eine suprabasale
Expression von CK 19 (und basal von CK 8 bei 30%) in bukkaler Mukosa und Epithel des
Mundbodens nachgewiesen werden. Diese, haufig durch Tumoren befallenen Lokalisationen,
waren bei tumorfreien Patienten CK 19-negativ. Dieses Ergebnis starkt den Verdacht, dass ein
sog. ,field change® stattgefunden hat, bei dem das den Tumor umgebene Gewebe verandert
wurde und zu entsprechenden Rezidiven fihren kann, obwohl der Tumor in sano entfernt wurde
(Ogden, G.R. et al. 1993 b).

Das vestibulares Sulkusepithel der OK-Front zeigte in einer Studie von 2002 zu 100% einen
positiven Nachweis von CK 19 bei durch schwedischen ,snuff® verursachten Lasionen (Merne,
M. et al. 2002). Auch tabakassoziierte Leukoplakien sind durch eine suprabasale Expression in

hyperkeratinisierten Arealen gekennzeichnet (Reibel, J. et al 1991).

4.2 Spezifische Cytokeratin-Expression zum Nachweis von Lymphknotenmetastasen

Einige Studien haben zusatzlich zur Expression von CK in pathologisch veranderten oralen
Epithelien auch die Expressionsmuster von Lymphknoten tumorerkrankter Patienten untersucht.
Das Hauptziel der Erkennung von Lymphknotenmetastasen bei Plattenepithelkarzinomen des
Kopfes und Halses (HNSCC) ist es, eine Neck Dissection nur in den pN+ -Fallen durchfiihren
zu muissen. Die potentielle Moglichkeit einer intraoperativen quantitativen RT-PCR (reverse

transcription-polymerase chain reaction) zeigte sich hierbei als auRerst sensitiv. Eine
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postoperative Untersuchung cervikaler Lymphknoten von 18 HNSCC-Patienten, mittels RT-
PCR, auf den Nachweis von CK 5, CK 14 und CK 17 zeigte bei histopathologisch positiven
Lymphknoten (Makro- und Mikrometastasen) deutlich hdhere mRNA-Mengen fir CK 17 und CK
14, als negative Lymphknoten. CK 5 hatte hierbei keine signifikanten Resultate. CK 17 konnte
Mikrometastasen >450 ym zu 100 % sicher anzeigen (Garrel, R. et al. 2006). Eine Studie zur
Eignung der mRNA von CK 13, CK 19 und CK 20 fur die Erkennung von Mikrometastasen in
cervikalen Lymphknoten oraler Karzinome zeigte einen positiven CK 13-Gen-Nachweis bei 14,4
% mit gleichzeitigen Nachweis von Mikrometastasen, obwohl die untersuchten Lymphknoten
histologisch als metastasenfrei eingestuft wurden. Die mRNA von CK 19 und CK 20 zeigten
hierbei nur eine geringe Sensitivitdt. CK 13 mRNA scheint somit ein guter Marker fir
Micrometastasen in cervicalen Lyphknoten oraler Karzinome zu sein (Hamakawa, H. et al.
2000). Bei 1328 Lymphknoten von 31 HNSCC-Patienten wurde die Expression von CK 19
mRNA, mit Hilfe von RT-PCR, zum Nachweis von Mikrometastasen uberprift. In histologisch
positiven Lymphknoten war die Expression signifikant hoéher als bei den negativen
Lymphknoten. Dieses Ergebnis fuhrte zu der Annahme, dass RT-PCR fir CK 19 mRNA eine
sensitive und zuverlassige Methode zur Erkennung kanzerdser Zellen in Lymphknoten darstellt.
(Tao, L. et al. 2006). Die Analyse von 153 cervikalen Lymphknoten, mittels RT-PCR, auf den
Nachweis von CK 14 mRNA zeigte ebenfalls eine hohe Sensivitat bei der Erkennung von
Mikrometastasen in histologisch negativen Lymphknoten. Die Identifikation von
Mikrometastasen in Lymphknoten von HNSCC-Patienten durch RT-PCR kann hierbei deutlich
der bestmdglichen Behandlung metastasierender Karzinome férderlich sein (Shores, C.G. et al.
2004).

4.3 Einflu3 von Anti-Oxidanzien auf die Cytokeratin-Expression

Der Einfluf3 von Anti-Oxidanzien und Radikalfanger (z.B. Vitamin A, E, C und B-Karotin) auf die
CK-Expression war ebenfalls Gegenstand einiger verdffentlichter Studien. Ihre Hauptaufgaben
bestehen darin metabolische Stoffwechselprodukte und reaktive Oxidanzien zu neutralisieren,
Eingriff bei der Aktivierung von Prokarzinogenen, Behinderung der DNA-Bindung von
Karzinogenen, Unterbindung der Replikation transformierter Zellen und sie kdénnen
wahrscheinlich sogar zu einer Regression von prakanzerésen Lasion fihren. Eine
Mangelernahrung fiihrt zu einem geweblichen Abbau von anti-oxidativen Proteinen wie z.B.
GSH (Glutathion oder y-Glutamyl-Cysteinyl-Glycin). GSH als zelluldres Anti-Oxidanz fungiert
z.B. als Modulator der T-Zell-Aktivierung agiert und hat protektive Effekte gegenliber chemisch
bedingten oralen Karzinomen und Leukoplakien. Alkohol-, tabak-, und/oder

mangelerndhrungsbedingte Immunsuppression bewirkt unter anderem eine verminderte
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Speicheldrisenfunktion und Immunitat der oralen Mukosa, eine Reduktion von CDA4-
Helferzellen oder Abschwachung der NK-Zell-Aktivitat (Enwonwu, C.O., Meeks, V.. 1995).
Vitamin A (Retinol) und Provitamin A (B-Carotin) binden auf zellularer Ebene an nukleére
Rezeptoren der Genexpression und flhren ,iber die Regulation der Genexpression von
Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren, zu einer Zelldifferenzierung und —proliferation.
Wahrend Vitamin A bei systemischer Gabe zu massiven Nebenwirkungen fuhren kann (z.B.
mukotane Reaktionen, Kopfschmerz, Thrombozytopenie, Lebertoxizitat oder Osteoporose) ist
das B-Carotin einer Sattigungskinetik im Kdérper unterworfen und hat als einzige Nebenwirkung
eine reversible Gelbverfarbung der Haut zur Folge. Das ebenfalls eingesetzte Vitamin E (a-
Tocopherol) wird in Membransystemen und LDL inkorporiert und behindert dort das Abfangen
von freien Radikalen zur Oxidation. Eine Hypervitaminose ist nicht mdglich, da mit
zunehmender Aufnahme die Resorption im Dinndarm vermindert wird. Zur Regeneration des
membrangebunden a-Tocopherol ist unter anderen Ascorbinsaure in der Lage. Vitamin C
(Ascorbinsaure) zeichnet sich durch eine hohe antioxidative Wirkung aus, womit es in der Lage
ist, den anfallenden oxidativen Strel} aus Stoffwechselprozessen und &uf’eren Noxen
abzubauen (Bankfalvi, A. et al. 2006; Zoller, J.E., Scheer, M. 2000).

Bei der Untersuchung chemisch induzierter Karzinome von bukkaler Hamstermukosa wurde
eine basale und suprabasale Expression (im Str. spinosum) von CK 10, CK 13 und CK 8 in
Dysplasien und oralen Karzinomen nachgewiesen. Nach Behandlung mit GSH oder Vitamin E
kam es zu einer Senkung der Protein-Expression, was dazu fuhrte, dass die Versuchstiere
weniger und kleinere Tumoren ausbildeten. Auch weniger Dysplasien, Carcinoma in situ
konnten histologisch gefunden werden (Schwartz, J.L. et al. 1995). Studien mit kultivierten
neonatalen Keratinozyten zeigten eine Steigerung der Schichtenbildung und Expression von CK
1 und CK 10/11 nach Entfernung von Vitamin A (Retinol) aus dem Serum, in dem die Kulturen
gezlchtet wurden. Dieser Effekt war nach Zugabe von Retinylacetat reversibel und fiihrte zu
dem SchluB, dass eine Regulation der Keratin-Expression bei der Gentranskription zur mRNA
stattfindet. Bei einem Uberschuf® an Retinoiden stieg ebenfalls die Expression von CK 13, CK
15 und CK 19, die Expression von CK 4, CK 5 und CK 14 blieb hingegen unbeeinflult. Es
konnte gezeigt werden, dass die CK individuell verschieden auf die Retinoide reagieren (Dale,
B.A. et al. 1990; Lindberg, K., Rheinwald, J.G. 1990).

63



Diskussion

Die CK-Expression ist bei vielen pathologischen Prozessen wie z.B. Psoriasis, Gingivitis und
Hyperkeratosis verandert. Auch in oralen Prakanzerosen (z.B. Leukoplakien oder orale
submukdse Fibrosen) und Karzinomen ist diese Veranderung nachweisbar. Hierbei kann man
zwei verschiedene Muster beobachten: 1. Nicht-Expression von epitheltypischen CK und 2.
anormale Expression von CK, die normalerweise nicht expremiert werden (Ranganathan, K. et
al. 2006)

Die Bewertung der prognostischen Relevanz von Cytokeratin-Expressionsmustern braucht
grundsatzlich immer grof3e Datenmengen eines epidemiologisch relevanten Patientenkollektivs.
Die vorliegende Arbeit betrachtet zwar eine verhaltnismaRig groflRe Fallzahl, im Vergleich mit der
ausgewerteten Literatur, kann aber bestenfalls nur weiteren Studien anregen und Vergleiche zu
den Ergebnissen anderer Veroffentlichungen ziehen.

Im Wesentlichen stimmen die Ergebnisse dieser Arbeit mit der bekannten Literatur Uberein. Alle
Autoren fanden eine deutliche Veranderung der Zelldifferenzierung und des epitheltypischen
CK-Expressionsmuster wahrend der malignen Transformation oraler Epithelien. Die regionale
Differenzierung von oralen Epithelien basiert auf einer intrinsischen Spezialisierung regionaler
Keratinozyten-Stammzellen. Fetale Zellen des Mundbodens zeigen in Kulturen ein deutlich
anderes CK-Expressionsmuster (Expression von CK einfacher Epithelien und hohe Raten von
CK 19) als adulte Zellen des Mundbodens, aber vergleichbar mit dem von spezialisierter
nichtkeratinisierter Mukosa (Weichgaumen) und einigen Kulturen von OSCC. Die
Transformation oraler Zellen ist gekennzeichnet durch eine frequente Ruckkehr zu einer fetalen
CK-Expression (Lindberg, K., Rheinwald, J.G. 1990). Cytokeratine scheinen ebenfalls eine
wichtige Rolle bei der Regulation der Apoptose zu spielen, da Mutationen oder Abwesenheit zu
dramatischer Steigerung der Zellapoptose Uber Aktivierung von TNF- oder Fas- Rezeptoren,
durch Modifikation oder Interaktion mit diesem, fihren (Coulombe, P.A., Omary, M.B. 2002).
Insgesamt Iasst sich feststellen, dass alle bisherigen Studien einen starken Anhalt dafiir geben,
dass die CK-Expression pathologisch veranderter Epithelien eine prognostische Relevanz zur
Beurteilung von Prakanzerosen und oralen Plattenepithelkarzinomen hat. Man sollte hierbei
jedoch beachten, dass die Cytokeratine nicht die einzigen potenziellen Bio-Marker sind. Weitere
Untersuchungen der  Zusammenhange  zwischen expremierten cytoskelettalen
Intermediarfilamenten und ggf. auch anderen zellularen Faktoren kénnen helfen, die bisherigen

Erkenntnisse der oralen Karzinogenese zu erweitern.
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Anhang

Abklirzungen

ATA
Arg
ca.
CD4

cDNA
CHX
CIS
CK
Cox
CSA
Cys
DAB
DNA
dest.
F-Actin
Fas L
FISH
G
GSH
HCL
HE
HNSCC
HPV
ICH
i.d.R.
IF
kDa
LDL

n

neg.
NK

ns

automated arrayer
Arginin

circa

CD steht fir: Cluster of differentiation; ist ein Erkennungsmolekiil, z.B. an der

Oberflache von T-Helferzellen oder Monozyten
complementary Desoxy Ribonuclein Acid
Cycloheximid

Carcinoma in situ

Cytokeratine

Cyclooxygenase

Catalysed Signal Amplification

Cystein
Diaminobenzidintetrahydrochlorid
Desoxy Ribunuclein Acid

destilla

fibrillares Actin

Oberflachenprotein; L steht fur Ligand
Fluoreszenz in situ Hybridisierung
histologisches Grading

Glutathion oder y-Glutamyl-Cysteinyl-Glycin
Chlorwasserstoffsaure
Hamatoxillin-Eosin

head and neck squamous cell carcinoma
humaner Papilloma-Virus
Immunohistochemie

in der Regel

Intermediarfilamente

Kilo-Dalton

Low-Density-Lipoprotein

bezeichnet in der Statistik die Anzahl der Merkmalsauspragungen; Fallzahlen

negativ
natural killer

nicht signifikant
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OED
oL
OScCC
O.CT
p53
p63

p

PBS
PCR
PN+
pos.
PVL
RNA
RNA-ISH
RT
SCC
Str.

T
TBST
TMA
TNF
TNM
TRAIL
TSNA
WHO
z.B.

orale Epitheldysplasie

orale Leukoplakie

oral squamous cell carcinoma
optimal cutting temperature

p steht fir Tumorsupressorprotein

p steht fir Tumorsupressorprotein

Uberschreitungswahrscheinlichkeit oder Irrtumswahrscheinlichkeit

phosphate buffered saline
polymerase chain reaction

positive Lymphknotenmetastase
positv

Proliferative verrukése Leukoplakie
Ribonuclein Acid

Ribonuclein Acid in situ Hybridisierung
reverse transcription

squamous cell carcinoma

Stratum

definierte Tumorgrofie
Tris-Buffered Saline/Tween

Tissue Microarray

Tumor Necrosis Factor

Tumorsize Nodus Metastasis

Tumor necrosis Factor related apoptosis-induced ligand

tabakspezifischen N-Nitrosamine
World Health Organisation

zum Beispiel
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