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1 EINLEITUNG

1.1 Kopf-Hals-Karzinome

Kopf-Hals-Karzinome zahlen mit weltweit mehr als 830.000 Neuerkrankungen pro Jahr
zu den haufigsten Tumoren beim Menschen [29]. In mehr als 90% der Falle handelt
es sich hierbei um Plattenepithelkarzinome (Head and Neck Squamous Cell
Carcinoma, HNSCC). Die ubrigen ca. 10% verteilen sich auf Adenokarzinome,
Sarkome und seltenere Formen. Sie sind die achthaufigste Tumorentitat bezogen auf
die Inzidenz und mit ca. 430.000 Todesfallen pro Jahr, die siebthaufigste bezogen auf
die Mortalitat [29, 108, 166].

In Deutschland erkranken pro Jahr knapp 17.000 Patienten an Tumoren des Mund-
und Rachenraums, einschlieBlich des Kehlkopfes. Seit der Jahrtausendwende nimmt
die Inzidenz tendenziell leicht ab. Bei Frauen nahm sie zunachst deutlich zu und liegt
nun seit 2011 auf einem ahnlichen Niveau, mit zuletzt angedeutet abfallender Tendenz
[260, 262]. Ein Zusammenhang mit einer Anderung im Rauchverhalten ist naheliegend
[250]. Die Sterberate zeigte in Deutschland bis 2010 insgesamt eine steigende
Tendenz [260], zuletzt konnte aber ein leichter Ruckgang der Sterberate fur Manner
und eine Stagnation flr Frauen beobachtet werden [262]. Die Funf-Jahres-
Uberlebensrate nach Diagnosestellung liegt fiir Tumore des Mund- und Rachenraums
fur Frauen bei 63%, fur Mannern bei 47%. Larynxkarzinome weisen eine Funf-Jahres-
Uberlebensrate von 61% fir Manner und 63% fir Frauen auf [262]. Uber das letzte
Jahzehnt zeigen sich diese Daten im Wesentlichen unverandert (RKI-Daten 2007-
2016 [258-262]). Auch international betrachtet, konnte in den letzten 30 Jahren, trotz
zahlreicher Fortschritte in chirurgischen und konservativen Therapien, welche durch
Erhalt der Organfunktion zu einer verbesserten Lebensqualitat fUhren konnten [9-10],
das Langzeittberleben der Patienten nur gering verbessert werden [39, 175, 258-262].
Unspezifische Symptome im Frihstadium flhren regelhaft zu einer spaten
Diagnosestellung in schon lokal fortgeschrittenem Stadium. Gemeinsam mit einer
fruhen lymphogenen Metastasierung fuhrt dies zu einer schlechten Prognose [204]
und dem Bedarf multimodaler Therapieansatze. Neue Erkenntnisse in der
Karzinogenese brachten neue therapeutische Angriffspunkte, so wurde mittels
Kinaseinhibitoren (Erlotinib und Gefitinib) und Antikorpern gegen den epidermalen
Wachstumsfaktorrezeptor EGFR (engl. Epidermal Growth Factor Receptor), wie
Cetuximab und Panitumumab versucht das Outcome fur die Patienten zu verbessern.

Jedoch konnten bezlglich des Langzeituberlebens auch hierdurch keine wesentlichen
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Verbesserungen erreicht werden [182]. Weiterhin bleiben die Radio- und die
Chemotherapie mit Cisplatin und seinen Derivaten bedeutende therapeutische Saulen
nach Ausschopfen chirurgischer Mallnahmen. Die Hauptgriinde fir die Mortalitat sind
ein Rezidiv, eine Metastasierung sowie das fehlende Ansprechen auf eine
Chemotherapie [9, 215]. Um die Therapie und das Outcome der Patienten zu
optimieren, bedarf es eines besseren Verstandnisses der Entstehung von Kopf-Hals-
Karzinomen sowie der einer Metastasierung und Therapieresistenz zugrunde

liegenden Mechanismen.

1.1.1 Risikofaktoren

Es ist gut untersucht, dass Alkohol- und Tabakabusus, die Hauptrisikofaktoren in der
Kanzerogenese von Kopf-Hals-Karzinomen darstellen. Ca. 75% der HNSCC lassen
sich atiologisch mit den Noxen Alkohol und Tabak (Rauch- oder Kautabak) in
Verbindung bringen [215]. Das Risiko ein HNSCC zu entwickeln ist bei schweren
Rauchern und Alkoholabhangigen bzw. einem Mindestkonsum von 3 oder mehr
alkoholischen Getranken pro Tag um das drei- bis neunfache erhdht. Ein kombinierter
Abusus erhoht das Risiko um den Faktor 100 [158, 232]. Mundhdhlenkarzinome und
Pharynxkarzinome stehen starker mit einem Alkoholabusus in Zusammenhang,
wohingegen Larynxkarzinome starker mit dem Risikofaktor Rauchen assoziiert werden
[57]. Zusatzlich spielt eine genetische Disposition eine Rolle: Fur Verwandte 1. Grades
ist das Risiko selbst ein HNSCC zu entwickeln um den Faktor 1,7 erhoht [147-148]. In
den letzten 2 Jahrzehnten zeigt sich eine Veranderung des Rauchverhaltens, was sich
seit 2011 auch in Deutschland in einem Rulckgang der Inzidenz der Kopf-Hals-
Karzinome bemerkbar macht [250]. Auch die Inzidenz der Mundhdhlen- und
Oropharynxkarzinome ging seit 2011 nach einem langjahrigen Anstieg bei Frauen und
einem stabilen Wert bei Mannern nun jahrlich um etwa 3% zurtck [250].

FUr Oropharynxkarzinome ist zudem eine Infektion mit humanen Papillomaviren (HPV)
als Risikofaktor sehr relevant, in 90% der Falle durch den Subtyp HPV-16 [83]. Das
Virus induziert in den betroffenen Epithelzellen einen Funktionsverlust von zellularen
Proteinen, die eine wichtige Bedeutung fur Kontrolimechanismen von Zellwachstum,
DNA-Reparatur und Apoptose haben, wodurch eine maligne Transformation
begunstigt wird [232]. In den USA werden Schatzungen zufolge 40-80% der
Oropharynxkarzinome durch HPV verursacht, in Europa schwanken die Schatzungen
zwischen 20-90% je nach Land und Studienpopulation [143, 232]. Diese HPV-
positiven Oropharynxkarzinome unterscheiden sich auch klinisch-prognostisch. Die

Patienten sind in der Regel junger (40-55 Jahre) und zeigen eine geringere bis keine
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Assoziation zu den klassischen Risikofaktoren Rauchen und Alkoholabusus [134]. Es
wird von einem sexuellen Ubertragungsweg ausgegangen [215].

Weitere Risikofaktoren sind z.B. eine Asbest-Exposition bei Larynxkarzinomen oder
EBV-Infektionen, insbesondere bei Nasopharynxkarzinomen sowie eine schlechte
Mundhygiene und Parodontose [232, 262]. Diese sind jedoch gegenuber den oben
genannten Risikofaktoren deutlich nachrangig zu betrachten und werden hier nicht

weiter erortert.

1.2 Tumorentstehung

Lange betrachtete man Tumoren als eine homogene Masse aus Tumorzellen, die
durch Mutation entstehen und sich ungebremst teilen. Durch eine gesteigerte
genetische Instabilitdt und Hyperproliferation im spateren Verlauf der
Tumorentwicklung bilden sich verschiedene Subpopulationen aus, so dass am Ende
der Tumorentstehung eine inhomogene Tumormasse bestehen kann [97]. In dieser
Theorie zeigen alle Zellen potenziell die Fahigkeit zur Tumorprogression durch
verschiedene evolutionare Prozesse, wie z.B. spontane Mutationen und den hieraus
entstehenden Wachstums- bzw. Selektionsvorteilen eines Klons (Klonales Tumor-
Evolutionsmodell nach Nowell) [149, 161].

Dem gegenuber steht das hierarchische Modell, die Tumorstammzelltheorie, die in den
letzten Jahren zunehmend in den Blick der aktuellen Forschung geriet. Sie postuliert,
dass die Inhomogenitat vieler Tumore, mit Regionen unterschiedlicher
Differenzierung, Vaskularisation, Inflammation und Invasivitat, bereits auf zellularer
Ebene beginnt, also nicht am Ende der Tumorentwicklung, sondern an deren Anfang
steht. Hierbei ist eine Unterklasse neoplastischer Zellen mit besonders ausgepragter
Tumorigenitat und dem Potenzial zur Selbsterneuerung, die sogenannten
Tumorstammzellen (Cancer stem cells, CSC) [97, 200] oder ,tumor initiating cells®
(TIC) [152] von besonderem Interesse. In diesem Modell haben nicht alle Zellen
dasselbe Potenzial zur Tumorprogression und Proliferation. Es wird von einer ersten
Tumorzelle ausgegangen (Ursprungszelle), die sich durch innere und aullere
Einflisse, sogenannte oncogenic hits zu einer tumorigenen Zelle entwickelt und aus
der sich, ahnlich wie normale Gewebe auf Basis von Stammzellen entstehen und sich
erneuern, der Tumor ausbildet [200, 264]. Die fur die CSC-Entwicklung typischen
Eigenschaften sind die Fahigkeit zur Selbsterneuerung und eine gewisse
Langlebigkeit. Hierdurch wird die Zelle anfalliger fur genetische und epigenetische
Veranderungen, sodass es eher zu einer Transformation kommen kann [264].

Naheliegend ist hierbei die Annahme, dass die Vorlauferzellen einer solchen
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Tumorstammzelle bereits zuvor Stammzelleigenschaften aufweisen und sich durch
genetische Veranderungen zu Tumorzellen entwickeln, sich also aus normalen
Stammzellen oder zumindest aus, den Stammzellen nachgeschalteten,
Progenitorzellen heraus ausbilden. Jedoch ist nicht auszuschlie3en, dass auch aus
vormals differenzierten Zellen, welche durch genetische oder epigenetische
Veranderungen die oben genannten entscheidenden Eigenschaften der
Selbsterneuerung und Langlebigkeit zurlickerlangt haben, Tumorstammzellen
entstehen kdnnen [245]. Beide Theorien Uber den Ursprung der Tumorstammzellen:
1) Mutation normaler Stammzellen oder 2) De-Differenzierung von Tumorzellen, die
stammzell-ahnliche Eigenschaften annehmen, haben ihre Berechtigung und erhalten
je nach Lokalisation und Entitat des Tumors unterschiedliche Bedeutung [9, 93]. Die
Entstehung der CSC ist abschlielend noch nicht verstanden. Entscheidend flr die
Definition und die Identifizierung von CSC ist jedoch nicht die Genese der
Tumorstammzellen, sondern ihre Eigenschaften, wie z.B. Oligo- bzw. Pluripotenz [93],
die Grundlage fur Ausbildung, Progress und Rekurrenz der Tumoren sind. Bezlglich
der Genese von CSC besteht noch Uneinigkeit, jedoch ist man sich tber ihre Existenz
einig. Lapidot et al., Bonnet und Dick sowie Reya und Mitarbeiter beschrieben erstmals
die Existenz von CSC bei hamatologischen Malignomen [93, 97, 185]. Sie zeigten,
dass eine Kkleine Subpopulation der Tumorzellen nach Transplantation in
immundefiziente Mause, mit den Ursprungstumoren phanotypisch und pathologisch
verwandte Tumoren in diesen heranwachsen lassen konnte [3, 124, 220]. Die
Tumorzellsubpopulation wurde anhand von Durchflusszytometrie (FACS) aufgrund
von Stammzelloberflachenmarkern isoliert [93, 124]. Erst spater fand man sie auch in
soliden Tumoren. Al-Hajj et al. beschrieben eine Subgruppe CD44-positiver
Mammakarzinom Zellen, die nach serieller Implantation von nur 100 dieser Zellen in
immundefiziente Mause in der Lage war neue Tumore auszubilden. Hierdurch
unterschieden sich diese Zellen deutlich von anderen Zelltypen innerhalb des Tumors.
Weiterhin waren diese Zellen in der Lage, nicht nur ihren eigenen, sondern auch
weitere Phanotypen von Tumorzellen auszubilden, was ihre Pluripotenz bestatigte. Die
Oberflachenmarker entsprachen hierbei Markern, die auch herkdbmmliche normale
Gewebestammzellen aufweisen (CD44(+)/CD24(-/low)) [7]. Diese Beobachtungen
konnten Prince et al. ebenfalls in einem immundefizienten-Mausmodell fur HNSCC
bestatigen. Sie zeigten, dass ein kleiner Teil von (CD44+)-HNSCC Tumor-Zellen
(<10% der Tumorzellen) in der Lage war neue Tumoren in vivo auszubilden [173].

Auch andere Arbeitsgruppen zeigten, dass Tumorstammzellen die Fahigkeit besitzen,
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Tumore in gesunden Geweben bzw. Organismen neu oder wieder entstehen zu lassen
[47, 137]. CSC-Kandidaten wurden in immer mehr Malignomen, u.a. von Mamma,
Eierstock, Kolon, Prostata, Pankreas, Gehirn [53, 58, 60, 101, 129, 163, 186, 205] und
auch wiederholt in HNSCC gefunden [42, 138, 173, 252, 263].

Zu den typischen Oberflachenmarkern von Tumorstammzellen zahlen neben CD44,
CD133, CD34 unter anderem auch die sogenannten ATP-Binding Cassette (ABC)
Transporter Effluxpumpen, wie z.B. ABCC2 und ABCG2 [7, 124, 152, 164, 224],
welche in der vorliegenden Arbeit untersucht wurden.

Insgesamt erscheint es moglich, dass beide Modelle der Tumorentstehung, das
klonale Modell wie auch die Tumorstammzelltheorie eine Rolle spielen bzw. sich
erganzen. So ist es wahrscheinlich, dass auch die CSCs selbst einer klonalen
Selektion mit stochastischen Mutationen und epigenetischen Veranderungen
unterworfen sind bzw. auf Basis dieser Mechanismen entstehen und dass beide
Modelle nebeneinander existieren konnen [200, 245], wobei je nach Entitat mal mehr
das eine, mal mehr das andere Modell in unterschiedlicher Auspragung an der
Tumorausbildung beteiligt ist [152]. So legen die Untersuchungen von Quintana et al.
nahe, dass Melanome nicht hierarchisch-organisierte Tumore sind. Unabhangig vom
Krankheitsstadium zeigte sich der GrofRteil der Melanomzellen tumorigen, trotz eines
Arrays mit 22 verschiedenen Markern konnte keine Sub-Population ohne dieses
tumorigene Potenzial isoliert werden [179]. HNSCC hingegen scheinen in ihrer
Tumorigenese dem CSC-Model zu folgen [152, 212, 234]. Allerdings bedarf es einer
weiteren Aufarbeitung der molekularen Mechanismen speziell in HNSCC, um
praferentiell exprimierte Signalwege zu analysieren, um maogliche Therapieansatze zu
finden. Zudem sollten die bisher an HNSCC-Zelllinien gemachten Beobachtungen an
primaren HNSCC-Patientenproben bestatigt werden [152]. Es verdichten sich die
Hinweise, dass CSC die Chemotherapieresistenz und Tumorrekurrenz begunstigen

und so mafdgeblich die Prognose des Tumorpatienten beeinflussen [152, 212].

1.3 Chemotherapieresistenz, am Beispiel von Cisplatin und seinen Analoga

Cisplatin ist ein verbreitetes Zytostatikum, dass insbesondere auch bei HNSCC zur
induktiven Chemotherapie und primar simultanen Radiochemotherapie eingesetzt
wird. Erstmalig zugelassen wurde Cisplatin (cis-Diammindichoroplatin, CDDP) 1978
durch die Food and Drug Administration (FDA) zur Behandlung von Hoden- und
Blasenkrebs [78]. Die Wirksamkeit von CDDP wurde auch fur andere solide Tumoren,
u.a. ovariale und kolorektale Tumore sowie Lungen- und Kopf-Hals-Karzinome
nachgewiesen [77, 126, 172].
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Die Behandlung mit CDDP fuhrt haufig zu einer partiellen Remission oder einer stable
disease. Jedoch wiesen nicht wenige Patienten von Beginn an eine Resistenz auf oder
entwickelten diese im Verlauf der Behandlung nach initial gutem Ansprechen [78, 120].
Die hohe Inzidenz einer Resistenzentwicklung limitiert den Nutzen im klinischen Alltag
stark, insbesondere in Anbetracht der schwerwiegenden Nebenwirkungen von
Cisplatin mit insbesondere Nephro- und Neurotoxizitat sowie Ototoxizitat [115]. Seit
den frithen 1980er Jahren stehen Platinderivate mit etwas geringerem
Nebenwirkungsprofil zur Verfugung. Carboplatin, welches sich insbesondere durch
eine reduzierte Oto- und Nephrotoxizitat auszeichnet, wurde 1989 erstmals zur
Therapie von Ovarialkrebs von der FDA zugelassen. Allerdings haben Carboplatin und
Cisplatin die gleiche aktive Form: Sie bilden dieselben DNA-Addukte, Carboplatin
allerdings mit einer niedrigeren Potenz. Daher ist es nicht Uberraschend, dass
Tumoren mit Cisplatin-Resistenz auch eine Kreuzresistenz gegenuber Carboplatin
aufweisen [78]. Oxaliplatin, das eine Wirksamkeit bei cis- und carboplatinresistenten
Tumoren zeigte, wurde um 2000 eingeflhrt (Zulassung in Europa und Deutschland
1999 und 2002 in den USA) [157, 240] und ist in Therapieregimen bei der Behandlung
von kolorektalen Karzinomen etabliert [78]. Allerdings wiesen Studien auch fur
Oxaliplatin auf Kreuz-Resistenzen hin [217]. Trotz einer intensiven Suche nach
alternativen Chemotherapeutika bleibt insbesondere in bestimmten klinischen
Situationen Cisplatin als eine der letzten, wenn nicht gar als einzige Therapieoption
bestehen [18]. Auch modernere Platinanaloga zeigten bislang keinen signifikanten
zusatzlichen Benefit [48, 68].

Schlussendlich bleibt die haufige Ausbildung von Resistenzen und Kreuzresistenzen
mit Carboplatin und anderen Platinanaloga der grof3te limitierende Faktor fir den
klinischen Nutzen von Cisplatin und seinen Analoga [78, 95]. Daher ist es sinnvoll mehr
uber die zugrunde liegenden Resistenzmechanismen von Cisplatin und seinen
Derivaten zu erfahren, mit dem Ziel diese besser zu verstehen, um so
Resistenzmechanismen Uberwinden zu koénnen oder den Patienten eine
nebenwirkungsreiche Therapie, von welcher sie ggf. nicht profitieren (CDDP-Non-
Responder), ersparen zu kdnnen.

Ursachen fur die Resistenzentwicklung im Allgemeinen und insbesondere gegen
CDDP sind einerseits eine gesteigerte Detoxifikation durch Thiole, eine Aktivierung
von Reparaturmechanismen und die verminderte zellulare Akkumulation [95]. Letztere
kann durch eine verminderte Aufnahme (CTR1, passive Diffusion) oder einen
verstarkten Ausstrom bedingt sein. Dieser vermehrte Ausstrom wird im Wesentlichen
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durch ABC-Transporter vermittelt, welche daher teilweise auch als Multi Drug

Resistance Proteine bezeichnet werden [95].

1.4 ABC-Transporter und ihre Rolle bei der Chemotherapieresistenz

Bei den ABC-Transportern handelt es sich um eine Familie von 49 ATP-Binding
Cassette Transmembranproteinen, die in 7 Unterfamilien ABC A-G auf Basis
homologer Sequenzen und Strukturen eingeteilt werden [74, 107, 231, 243]. lhre
Gemeinsamkeit liegt in ihren ATP-Binding Cassettes, die auch Namen-gebend sind.
Sie weisen Ublicherweise 2 hydrophobe Transmembrandomanen auf, sowie 2
Nukleotid (ATP)-Bindungsdomanen und bilden Dimere aus. Sie sind stark in
Medikamentenresistenzen, Mukoviszidose und eine Reihe weiterer Erkrankungen, wie
das Dubin-Johnson Syndrom involviert [50, 144]. Ihre physiologische Aufgabe ist der
energieabhangige (ATP-Hydrolyse) [243, 253] Transport von zahlreichen negativ-
geladenen Substraten entgegen eines Konzentrationsgradienten uber extra- und
intrazellulare Membranen, darunter Stoffwechselprodukte, organische Anionen,
Botenstoffe, Medikamente und Steroide [74, 188, 231]. Sie dienen so u.a. der
Entgiftung der Zelle. Auf diesem Weg wird auch Cisplatin als Chelatkomplex mit
Metallothioneinen sowie mittels Glutathion Uber die Membran aus der Zelle
heraustransportiert. Dies hat eine reduzierte Akkumulation von Cisplatin in
Tumorzellen zur Folge, was die Effizienz der Therapie limitiert [74, 104, 145, 247].
ABC-Transporter und insbesondere ABCC2 und ABCG2 werden mit einer schlechten
Prognose nach CDDP-Therapie assoziiert [74].

Allerdings wurde von einigen Arbeitsgruppen bereits gezeigt, dass nicht allein das
Vorhandensein von Effluxtransportern fur die Resistenz verantwortlich ist [52]. Es
spielt z.B. auch ein erhohtes Level von Glutathion eine Rolle. Senkt man die
Glutathionkonzentration, z.B. mit Buthioninsulfoximin steigt die Sensitivitat fur
zytotoxische Therapien [96], was durch einen verminderten Ausstrom zytotoxischer
Stoffe bedingt ist. Das Tripeptid Glutathion (GSH) ist in viele weitere elementare
zellulare Prozesse wie Zellproliferation, posttranslationale Modifikationen von
Proteinen, Immunantworten und Apoptose involviert [30]. Zudem wird postuliert, dass
Leukotriene und Prostaglandine zu den Substraten der ABC-Transporter zahlen, was
Hinweis auf eine noch gréllere Bedeutung der ABC-Transporter in der Tumorbiologie
sein konnte [74]. So transportiert u.a. ABCC2 mit der Tumorgenese assoziierte
Prostaglandine, wie z.B. PGF2 nach extrazellular [74], wo sie eine
wachstumsfordernde  Inflammation [142], Tumorprogression, einschlie3lich

Zellmobilitat und Zellproliferation [246], Angiogenese [238] und Metastasierung [92]
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stimulieren und durch Hemmung der Differenzierung von antigenprasentierenden (z.B.
dendritischen) Zellen einen Schutz vor der Immunsurveillance des korpereigenen
Immunsystems bieten [211].

Therapien, die auf eine Hemmung der ABC-Transporter abzielten u.a. mit Verapamil
und Cyclosporin A, als ABC-Inhibitoren der ersten Generation mit Wirkung auf ABCB1,
oder Valspodar (2. Gen.) und Zosuquidar (3. Gen.) erbrachten wenig zusatzlichen
Benefit bei vermehrten Nebenwirkungen [74]. Allerdings gibt es Hinweise, dass der
Ausfall eines ABC-Transporters durch Uberregulation eines anderen ausgeglichen
werden kann [50], was moglicherweise den fehlenden therapeutischen Erfolg nach
Hemmung einzelner ABC-Transporter erklaren kann.

Es bedarf daher weiterer Untersuchungen der Rolle dieser vielseitigen
Transmembranproteine und ihrer Rolle in der Kanzerogenese. Insbesondere bei
HNSCC gibt es aktuell wenige Untersuchungen zu ABC-Transportern. Aufgrund ihrer
starken Assoziation mit Chemotherapieresistenzen und (Tumor-)
Stammzelleigenschaften ist eine weitere Untersuchung auferst interessant.

In eigenen, publizierten Voruntersuchungen unserer Arbeitsgruppe fanden wir eine
Genuberexpression von ABCC2 und ABCG2 in CDDP-resistenten HNSCC [234]
(siehe auch Kapitel 1.6).

ABCC2 (MRP2, multidrug resistance-related Protein oder cMOAT, canalicular
multispecific Anionentransporter) und ABCG2 (MXR, Mitoxanthrone-Resistance Gene
oder BCRP, Breast Cancer Resistance Protein) sind bedeutende Vertreter dieser
Transporter, die im Folgenden naher betrachtet werden sollen. lhre Bedeutung in der
Chemotherapieresistenz ist ebenso belegt wie ihre bedeutende physiologische Rolle
[50, 74, 144, 224, 247]. Sie dienen unter anderem der Entgiftung der Zelle und sind
daher insbesondere in entgiftenden Organen wie z.B. der Leber, aber auch in
Stammzellen hoch exprimiert. Die ABC-Transporter vermittelte Resistenz von
Geweben ist daher gewebsspezifisch [95].

ABCC2 ist ein ATP-abhangiges Transmembranprotein, das zur ABC-Multigenfamilie
gehort und ein Molekulargewicht von etwa 200 kDa aufweist [227]. Die Sequenz von
ABCC2 ist zu 49% identisch mit der Sequenz von ABCC1 [95].

ABCC2 weist erganzend zur ublichen ABCC-Transporter Struktur, bestehend aus 2
Transmembrandomanen (MSD1 und MSD2, von engl. Membrane-Spanning-Domain)
aus Ublicherweise 6 Alpha-Transmembran-Helices und den zwei intrazellular
gelegenen ATP-Binding-Cassettes (ATP-Bindungsdomanen) [107], eine zusatzliche

Transmembrandomane mit nur 5 gering konservierten Transmembran-Alpha-Helices
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N-terminal auf, die sogenannte MSDO [43]. Diese Struktur hat ABCC2 mit ABCC1, -3,
-6 und -10 gemeinsam, den sogenannten langen MRPs. ABCC2 wird in normalen
Geweben insbesondere in der apikalen Membran von Hepatozyten exprimiert, wo es
die Ausscheidung anionischer organischer Salze Uber die Gallenwege ermdglicht [50,
107, 224, 253]. ABCC2 wird zudem in Epithelzellen der Gallenblase, des Dinndarms,
des Colons, der Lunge, des Hodens und des Gehirns [50, 107, 224] sowie in den
apikalen Membranen des proximalen Tubulus der Niere und der Synzytiotrophoblasten
exprimiert und ist ein wichtiger Bestandteil der Blut-Plazenta-, Blut-Hoden- und der
Blut-Hirn-Schranke [107, 224]. Da ABCC2 eine Medikamentenresistenz vermitteln
kann, wurden mehrere Substanzen auf ihre modulierende bzw. hemmende Wirkung
auf ABCC2 hin untersucht. Unter anderem zeigten sich der Leukotrien-Rezeptor
Antagonist MK-571 [44] und andere flr verschiedene Krankheiten eingesetzte
Wirkstoffe, wie das Asthmatherapeutikum Montelukast, das in der Rheumatherapie
eingesetzte  nichtsteroidale  Antirheumatikum  (NSAR) Indometacin, das
Immunsuppressivum  Cyclosporin A, der als Antidiabetikum eingesetzte
Sulfonylharnstoff Glibenclamid, sowie Antibiotika wie Rifampicin und Azithromycin auf
die ABCC2 Aktivitat als wirksam [43].

ABCG2 besitzt anstatt von zwei nur jeweils eine Nukleotid-Binde Domane (NBD), als
Kernsegment und eine Membran-spannende Domane (MSD) [159, 249], weshalb der
Transporter auch als Halbtransporter bezeichnet wird [249]. Die genaue funktionale
Struktur von ABCG2 in vivo bleibt unklar, vermutet wird eine Dimerbildung als
Homodimer oder Homooligomer [30]. ABCG2 zeigt ein ahnliches Expressionsprofil wie
ABCC2 in normalen Geweben. Es wird ebenfalls stark in der Leber, in den apikalen
Membranen des Gastrointestinaltraktes und in den plazentaren Synzytiotrophoblasten
sowie den BlutgefalRkapillaren des Gehirns exprimiert, dariber hinaus ist eine starke
Expression in normalen Stammzellen beschrieben [110, 159, 249]. Auch ABCG2 wird
eine Rolle in den Funktionen der Blut-Hirn-Schranke, der Blut-Hoden-Schranke, der
Blut-Plazenta-Schranke sowie in der oralen Wirkstoffabsorption und flr den Schutz vor
Xenobiotika zugesprochen ([188]. Tariquidar ist als spezifischer ABCG2- und ABCB1
(MDR1)-Inhibitor mit hoher Affinitat zu beiden Transportern anerkannt [188-189].
Sowohl ABCC2 als auch ABCG2 spielen in der Zell-Homoostase eine bedeutende
Rolle. Sie kdbnnen Glutathion und dessen oxidierte Form, Glutathiondisulfid (GSSG)
aus der Zelle transportieren und dienen so der Aufrechterhaltung des
Redoxgleichgewichts [41]. Folglich korrelieren ein erhohtes Potenzial fur den GSH-
bzw. Glutathiondisulfid (GSSG)-Export und die vermehrte ABCG2- und ABCC2-
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Expression [30, 41] miteinander. ABCC2 besitzt eine hohere Affinitat fur GSSG und
kann auf diese Weise gebundene reaktive Sauerstoffspezies (,freie Radikale®) aus der
Zelle schleusen [41] und so die Zelle vor Apoptose schitzen. Zusatzlich scheinen
ABCC2 und ABCG2 insbesondere in der Proliferationsphase eine Rolle zu spielen. In
Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass insbesondere
Zellen in der Proliferationsphase eine vermehrte Expression von ABCC2 und ABCG2
zeigen [234].

In Stammzellen gewahrleisten die erhdhten Expressionslevel der ABC-Transporter,
einschlieBlich ABCC2 und ABCG2 [61, 64], den Erhalt des Gewebes, in dem sie die

Stammzellen entgiften und vor Apoptose schutzen [224].

Surowiak et al. machten interessante Beobachtungen zur nukleozytoplasmatischen
Lokalisation von ABCC2 und Chemotherapieresistenz in Ovarialkarzinomen. ABCC2
war in niedrig differenzierten Zellen bzw. sich starker teilenden Zellen, v.a. in der
nukledren Membran lokalisiert. Auch in den Zellen der Basalschicht fand sich ABCC2
insbesondere in nukledrer Lokalisation, wobei differenzierte Keratinozyten in der
granularen Schicht eher eine zytoplasmatische ABCC2 Anreicherung zeigten. Die
Lokalisation von ABCC2 in der Kernmembran war mit einer besseren Detoxifikation
bzw. einem besseren Apoptoseschutz assoziiert [224]. Zudem konnte gezeigt werden,
dass Cisplatin die nukleare Lokalisation von ABCC2 induzieren kann. Diese
Umverteilung von ABCC2 nach nuklear aufgrund einer Chemotherapie-Exposition
korrelierte mit einer hoheren Resistenz gegen Cisplatin und ist Ausdruck des
Selbstschutzes der Zelle vor Toxinen. Exposition von Zellen mit einem Toxin fuhrt
regelmalig zu einer vermehrten ABC-Transporter-Expression [224]. Insgesamt
korrelierte eine vermehrte nukleare Lokalisation von ABCC2 mit einer schlechteren
Prognose und vermehrten CDDP-Resistenz in Ovarialkarzinomen. Rezidivtumore

zeigten ebenfalls eine gesteigerte nukledre ABCC2-Expression [224].

1.5 Tumorstammzellen und ihre Bedeutung fur die Chemotherapieresistenz

Tumorstammzellen exprimieren typische Stammzellmarker [7, 152, 164, 224]. Sie
besitzen die Fahigkeit zur Selbsterneuerung und kénnen sich durch asymmetrische
Zellteilung in verschiedene Zelltypen differenzieren. Sie kdnnen Tumorwachstum
ausldsen und durch verschiedene Mechanismen aufrechterhalten, aullerdem werden
sie mit der Ausbildung von Metastasen und Tumorrezidiven nach scheinbar
erfolgreicher Therapie in Verbindung gebracht [3, 14, 64, 89, 136, 173, 202, 212, 220,

245]. Aufgrund dieser Eigenschaften stellen diese Tumor-initierenden Zellen, als
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kleine Gruppe hoch-tumorigener Zellen ein neues und sinnvolles Ziel in der
Antitumortherapie dar [173]. Aktuell werden diese von zytotoxischen
Standardtherapien oft nicht erfasst, sondern ahnlich den gesunden Stammzellen im
Korper verschont [64]. In der Literatur wird beschrieben, dass CSC vermehrt
Resistenzen gegen zytotoxische Standardtherapien, einschlieflich
Chemotherapeutika und ionisierende Strahlen aufweisen [3, 14, 61, 152, 173, 212,
245]. Die aktuellen Chemotherapeutika fuhren, vergleichbar mit der Entwicklung von
Antibiotikaresistenzen durch Selektionsdruck zu einer Anreicherung der CSC, indem
die differenzierteren-sensibleren Tumorzellen zerstort werden, die resistenteren CSC
aber Uberleben. So kann auf Basis dieser CSC der Tumor nach der
chemotherapeutischen Behandlung erneut entstehen und unter Umstanden eine
Resistenz gegen ein oder mehrere Chemotherapeutika entwickelt haben [173, 212].
Es wird angenommen, dass die CSC einem langsameren Zellzyklus unterliegen und
eine deutliche Uberexpression von Efflux Transportern, wie ABCC2 und ABCG2
aufweisen, die sie vor toxischen Substanzen durch vermehrten Efflux schitzen [61,
64, 152].

Die erhohte Effluxtransporter-Expression in Stammzellen wird dazu genutzt CSC-
Populationen aus Tumoren durchflusszytometrisch darzustellen, da sie haufig die
Fahigkeit besitzen den Farbstoff Hoechst 33342 vermehrt aus der Zelle
auszuschleusen [251], welche sich im FACS als sogenannte Side Population (SP)-
Zellen darstellen. Mochte man diese CSC therapeutisch angreifen, setzt dies voraus,
dass die normalen Stammzellen des Organismus ausreichend geschont werden
kénnen [245]. Um sinnvolle Ansatzpunkte einer spezifischen Zerstérung dieser Tumor-
initierenden Zellen mittels Therapeutika evaluieren zu kdnnen, bedarf es dringlich
weiterer Untersuchungen. Bisher gibt es keine Methodik, die zuverlassig reine CSC-
Populationen isolieren  kann, weshalb  weitere  Untersuchungen zu
Oberflachenmarkern erforderlich sind [152].

Die Mortalitat von HNSCC-Patienten wird haufig durch die frihe Metastasierung
bestimmt, von regionalen Lymphknotenmetastasen bis hin zur selteneren
hamatogenen Fernmetastasierung, welche erst in fortgeschritteneren Stadien zu
beobachten ist [136, 215]. CSC werden hierbei als wichtige Lieferanten von
Tumorzellen fur die Metastasierung gesehen [136], so wurde in stark-
metastasierenden HNSCC-Tumorzelllinien eine 20fach erhdhte Anzahl an Side
Population (SP)-Zellen mit stammzellahnlichen Eigenschaften und vermehrter
Chemoresistenz sowie gesteigerter Invasivitat nachgewiesen [212]. Die HNSCC-SP-
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Zellen zeigten eine vermehrte Aktivierung des Wnt/B-Catenin-Signalweges, welcher in
diversen Aspekten der normalen Stammzellbiologie, wie der Selbsterneuerung,
einschlieBlich dem Erhalt der Pluripotenz, Differenzierung und Proliferation eine Rolle
spielt [46, 197, 212, 226, 257]. Auch in Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte
gezeigt werden, dass Chemotherapieresistenz und das Vorliegen eines ausgepragten
SP-Phanotyps in HNSCC in signifikantem Mal} korrelieren. In der Untersuchung von 9
p53-mutierten (p53Mt) HNSCC-Zelllinien wiesen Zellen mit einer Mutation des
Nuclear-Localisation-Signals (NLS) und zytoplasmatischer Sequestration von p53 eine
hohere Cisplatinresistenz auf [141]. Im weiteren Vergleich einer reprasentativen NLS-
mutierten, CDDP-resistenten HNSCC-Zelllinie (UT-SCC-26A) und einer CDDP-
sensitiven Tumor-Zelllinie mit Nachweis von nuklearem p53 (UM-SCC-3) wies die
CDDP-resistente Zelllinie nicht nur eine groRere Side Population (SP) auf und zeigte
damit einen stammzell-ahnlichen Phanotyp [234], sondern exprimierte hierzu passend
vermehrt ABCC2- und ABCG2-Effluxpumpen. ABCG2 =zeigte sich in der
weitergehenden Analyse als fir die Ausbildung der Hoechst 33342-SP
hauptverantwortlich [234].

Insgesamt fand man CSC sowohl in primaren Tumoren als auch in Metastasen [26,
212]. Offen bleibt die Frage, ob es zwei Pools von CSC gibt. Erstens ,Wandernde®, die
als Grundlage fur eine Metastasierung dienen und zweitens ,Stationare®, die den
Primarius initiieren und dessen Erhalt sowie Lokalrezidive bedingen. Sollte dies der
Fall sein, ware es erforderlich beide Subtypen der CSC unter Berucksichtigung
moglicher Unterschiede zu behandeln, um Rezidive oder eine Metastasierung zu
verhindern [26].

CSC stellen daher aufgrund ihrer Eigenschaften ein alternatives Ziel fur eine

Antitumortherapie dar.

1.6 Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe und Motivation

In Voruntersuchungen der eigenen Studiengruppe konnte gezeigt werden, dass die
nukleozytoplasmatische Lokalisation des Tumorsuppressorproteins p53 fur die
Cisplatinresistenz in HNSCC von Bedeutung ist. Zellen mit Nachweis einer Mutation,
welche das C-terminale nukleare Lokalisationssignal (NLS) von p53 beeintrachtigen,
wiesen eine hohere Cisplatinresistenz auf [141]. Diese resistenten Zellen exprimierten
aufgrund des NLS-Verlusts p53 Uberwiegend zytoplasmatisch [141].

Um die Resistenzmechanismen der Cisplatin-resistenten Zelllinien weiter
aufzuschlusseln, wurde eine Microarray-Analyse zur Identifikation moglicher

Kandidaten-Gene durchgeflhrt. Insbesondere 2 ABC-Transporter zeigten sich in den
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resistenten Zelllinien gegenluber den sensitiven Zelllinien hochreguliert: ABCG2
(BCRP-1) und ABCC2 (MRP2) [234]. In den weiteren Untersuchungen konnte an zwei
reprasentativen Zelllinien das Ergebnis der Microarray-Analyse verifiziert werden. Die
HNSCC-Zelllinie UT-SCC-26A zeigte, als CDDP-resistente Zelllinie, mit
zytoplasmatischer Anreicherung von mutiertem p53 (p53™) gegeniiber UM-SCC-3,
als CDDP-sensitive Zelllinie mit nuklear angereichertem p53™t sowohl auf mMRNA- als
auch auf Proteinebene eine starkere Expression der ABC-Transporter ABCC2 und
ABCG2 [234]. Beide Transporter werden mit Chemotherapieresistenzen [23, 74, 144]
und einem Tumorstammzell-Phanotyp [7, 61, 64, 152, 224] assoziiert und besitzen
unter anderem die Fahigkeit, durch einen erhohten Efflux von Chemotherapeutika eine
MDR der Tumorzelle zu vermitteln [45, 90, 188, 202, 220]. Zellen mit einem
Stammzellphanotyp werden u.a. Uber Ihre Fahigkeit Hoechst 33342 aus der Zelle zu
transportieren definiert [88]. Entsprechend der Tumorstammzelltheorie kdnnen
Tumorstammzellen aufgrund ihrer hohen Expression von z.B. ABC-Transporter-
Effluxpumpen im Gegensatz zu den Ubrigen Tumorzellen Chemotherapien besser
Uberleben [104]. Sie sind so malgeblich fur das Auftreten von Therapieresistenzen,
Rezidiven sowie Metastasen bei Tumorerkrankungen verantwortlich, wodurch die
Prognose der Tumorpatienten entscheidend negativ beeinflusst werden kann [5-6,
173]. In den zwei von uns untersuchten Tumorzelllinien wies passend hierzu die
resistente HNSCC-Zelllinie, UT-SCC-26A eine ausgepragte SP auf und reprasentierte
gemeinsam mit der erhdhten Expression der ABCC2- und ABCG2-Effluxpumpen einen
stammzell-ahnlichen Phanotyp [234]. Die Erkenntnisse passen zur aktuellen
wissenschaftlichen Lage, nach welcher ABC-Transporter in normalen Stammzellen
und Tumorstammzellen vermehrt exprimiert werden, wo sie zu einer vermehrten
Entgiftung und folglich zu einem verbesserten Zelliberleben beitragen [61, 64, 152].
Unsere Daten legten nahe, dass HNSCC einem CSC-Modell in der Tumorgenese
folgen [234], wie auch schon zuvor von anderen Arbeitsgruppen postuliert [152, 212].
Eine weitere Beobachtung unserer Arbeitsgruppe war, dass in der CDDP-sensitiven
Tumorzelllinie UM-SCC-3 nur die wenigen in Mitose befindlichen Zellen eine
vermehrte Expression der ABC-Transporter aufwiesen [234]. Solche Ergebnisse, die
auf eine Bedeutung der ABC-Transporter fur die bzw. wahrend der Zellteilung
hinweisen, werden auch von Beobachtungen anderer Forschungsgruppen gestutzt
[213].
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Eine Hemmung der verantwortlichen ABC-Transporter konnte moglicherweise dazu
beitragen, eine Chemotherapieresistenz zu uberwinden oder dazu dienen, CSC gezielt
zu bekampfen [14, 89, 245].

Die Ergebnisse der Vorarbeiten motivierten uns die Expression von ABCC2 und
ABCG2 an einer grof3eren Anzahl von HNSCC-Patientenproben zu untersuchen und
sowohl mit klinischen Daten als auch weiteren Tumormarkern zu korrelieren, um
sowohl die beobachteten Ergebnisse an einer gréReren Anzahl an HNSCC zu
Uberprufen als auch die mogliche klinische Bedeutung dieser Transporter und
begleitend eines maoglichen Stammzellphanotyps besser abschatzen zu kdonnen. Die
folgende Arbeit ist eine immunhistochemische Studie an 98 HNSCC-Patienten. Es
wurde die Expression von ABCC2, ABCG2 und p53 betrachtet und die Ergebnisse mit
klinischen Daten korreliert. Begleitend wurden Ki-67 als Proliferationsmarker und
CK19 als weiterer Marker undifferenzierter Zellen bzw. von Stammzellen untersucht.
Unter anderem sollte hierbei evaluiert werden, ob analog zu den Ergebnissen an den
HNSCC-Zelllinien resistente HNSCC-Tumore bzw. prognostisch-unglnstigere
HNSCC-Tumore eine erhdhte Expression von Stammzellmarkern, wie ABCG2 und
ABCC2 aufweisen.

In der aktuellen Literatur gibt es nur wenige Untersuchungen zu ABCC2 und ABCG2
bei HNSCC-Tumoren, insbesondere zu ABCC2 und Cisplatinresistenz bei Kopf-Hals-
Karzinomen liegen nur wenige Untersuchungen vor [229, 241], was uns in der

Bearbeitung dieses Themas weiter bestarkte.
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2 MATERIAL

2.1 Patientengewebe

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Gewebeproben stammen aus regularen
operativen Eingriffen, welche im Zeitraum vom 18.09.2007 bis 21.11.2011 an der Klinik
fur Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde in Marburg durchgefuhrt wurden. Zu den
genannten Praparaten liegen ein positives Votum der Ethikkommission des FB
Medizin der Philipps-Universitat Marburg vom 18.09.2007 (Titel: ,Zell- und
Molekularbiologische  Untersuchungen von  Geweben, Biomolekilen und
Kandidatengenen bei Erkrankungen des Kopf-Halsbereiches"; AZ 149/07) sowie ein
auf das gleiche Ethikvotum bezogenes Addendum vom 22.11.2011 vor. Bei allen
Untersuchungen wurden die Gewebe entsprechend den Vorgaben der
Ethikkommission und der schriftlichen Einwilligung der Patienten eingesetzt. Hierbei
handelte es sich um Uberschiussiges Gewebe, welches nicht vom Institut fir Pathologie
zur Diagnosefindung, Beurteilung von Resektionsrandern etc. bendtigt wurde. In
keinem Falle wurden Versuche direkt am Patienten durchgefuhrt. Eine detaillierte,

anonymisierte Liste der verwendeten Proben ist im Anhang zu finden (Tab. 10).

2.1.1 Kontrollgewebe

Die Kontrollproben stammen aus dem oben genannten Sammelzeitraum, aber
uberwiegend auch aus 2004. Gewebeproben, die vor 2005 gewonnen wurden, kdnnen
entsprechend einer Entscheidung der Ethikkommission bei durch die Ethikkommission
(EKK) positiv beschiedenen Projekten mit eingesetzt werden.

2.2 Technische Ausrustung und Gerate

Analysenwaage Discovery OHAUS Waagen Vertriebs GmbH, Gielten, Deutschland
Autoklav Autoclavi Spa Fedegari GmbH, Miinchen, Deutschland

Feinwaage Sartorius AG, Goéttingen, Deutschland

Gefrierschrank MF Porkka Deutschland GmbH, Tornesch, Deutschland
Gefrierschrank Liebherr, Bulle, Schweiz

Glaspipette 1 ml Brand GmbH, Wertheim, Deutschland

Glaspipette 25 ml Brand GmbH, Wertheim, Deutschland

Heidolph Reax 2000 - Heidolph Instruments GmbH, Schwabach, Deutschland
Schuittelmaschine

Heizblock HCL HBT 130 Otto E.Kobe KG, Marburg, Deutschland

Kihlschrank MC Porkka Deutschland GmbH, Tornesch, Deutschland
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Leica TCS SP2

Lichtmikroskop
Lichtmikroskop Axio Imager 2
Lichtmikroskop Telaval 31
Labor-pH-Meter Typ 646

Pipette (0,1-2 pl)
Pipette (1-10 pl)
Pipette (2-20 pl)
Pipette (20-100 pl)
Pipette (50-200 pl)
Pipette (200-1000 pl)
Pipettierhelfer Pipetus®

Plattformschittler Duomax 1030

Plattformschuttler Unimax 1010
Reinstwasseranlage Astacus
Sicherheitswerkbank

Sprout Minizentrifuge

Wasserbad
2.3 Verbrauchsmaterialien

Deckglaser
Entsorgungsbeutel
Fettstift (Super PAP Pen)
Latex Handschuhe

Nitril Handschuhe

Obijekttrager Epredia™
SuperFrost Plus™

Pipettenspitzen (10 ul)
Pipettenspitzen (200 ul)
Pipettenspitzen (1000 ul)
Reaktionsgefalie (1,5 ml)

Terralin liquid
2.4 Reagenzien

Aceton

Strept(Avidin)-Biotin-Complex

Leica Microsystems AG, Wetzlar, Deutschland und
Olympus Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland
Olympus, Hamburg Deutschland

Carl Zeiss AG, Deutschland

Carl Zeiss AG, Feldbach, Schweiz

Knick Elektronische Messgerate GmbH & Co. KG,
Berlin, Deutschland

Gilson, Inc, Middleton, USA

Gilson, Inc, Middleton, USA

Gilson, Inc, Middleton, USA

Gilson, Inc, Middleton, USA

Gilson, Inc, Middleton, USA

Gilson, Inc, Middleton, USA

Otto E.Kobe KG, Marburg, Deutschland

Heidolph Instruments GmbH, Schwabach, Deutschland
Heidolph Instruments GmbH, Schwabach, Deutschland
membraPure GmbH, Berlin, Deutschland

DJB Labcare, Newport Pagnell, England

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf

GFL mbH, Burgwedel, Deutschland

Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich, Deutschland
Brand GmbH, Wertheim, Deutschland

Immunotech, Beckman Coulter Inc., Marseille, France
Nobaglove, Wetter, Deutschland

Nobaglove, Wetter, Deutschland

Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich, Deutschland

Gilson, Inc, Middleton, USA

Gilson, Inc, Middleton, USA

Gilson, Inc, Middleton, USA

Sarstedt AG & CO, Numbrecht, Deutschland
Schiilke & Mayr GmbH, Norderstedt, Deutschland

Merck, Darmstadt

Dako North America, Inc, Carpinteria, USA
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Corbitbalsam

(Liquid) DAB+ Chromogen
Dako Antibody Diluent (S3022)
Ethanol

Goat Serum (G9023)
Hamalaun (Hamatoxylin)
HCI (Chlorwasserstoffsaure)
Natriumchlorid (NaCl)
Normal Mouse IgG

Phosphatgepufferte Salzlésung
(PBS= Phosphate Buffered Saline)

Pufferlésung pH 4,0
Pufferlésung pH 7,0
ROTI®Histol
Trinatriumcitratdihydrat
Tris-Base

Tris-HCI
Wasserstoffperoxid (H20)

2.5 Primare Antikorper

Hecht, Kiel-Hassee, Deutschland
Dako North America, Inc, Carpinteria, USA
Dako North America, Inc, Carpinteria, USA

Schmidt Chemikalien, Dillenburg, Deutschland und
Mallinckrodt Baker Deutschland, Griesheim, D

Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA
Fluka™, Honeywell, Seelze, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA
Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Acros Organics, New Jersey, USA

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Anti-ABCC2 (M2l-4, sc-59609, Maus) Santa Cruz Biotechnology, Inc, Dallas, USA

Anti-ABCG2 (sc-58222, Maus)
Cytokeratin 19 (sc-6278, Maus)

p53 (sc-126, Maus)

Ki-67 (Clone: MIB-1, M 7240, Maus)

2.6 Sekundare Antikorper

Anti-Maus 1gG Peroxidase Konjugat
(A 2554, Ziege)

Santa Cruz Biotechnology, Inc, Dallas, USA
Santa Cruz Biotechnology, Inc, Dallas, USA
Santa Cruz Biotechnology, Inc, Dallas, USA
Dako North America, Inc, Carpinteria, USA

Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA
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2.7 Puffer und Losungen

10 mmol/l tri-Na-Citrat-Dihydrat-Puffer (pH 6,0):

Trinatriumcitrat-
2941¢g
dihydrat
ca. 6-8 ml,
HCI
pH titrieren
a.d. 1,01

PBS-Waschpuffer fiir Inmunhistologie 0,15 mol/l (pH 7,4):

PBS 1,431¢g
a. d. 1,01

10x Stammloésung fiir TBS, Spiilpuffer (pH 7,4):

NaCl 53¢
Tris-Base 12 g
a. d. 1,01

TBS, Spiilpuffer (pH 7,4):

NaCl 53¢g
Tris-Base 1,29
a. d. 1,01
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3 METHODEN

Um die Expression der beiden Transporter an einer grof3eren Patientenzahl
untersuchen zu kdnnen und die Korrelation mit klinischen Parametern zu ermdglichen
wurden immunhistochemische Farbungen auf ABCC2 und ABCG2 in Gewebeproben
von 98 HNSCC-Patienten durchgefuhrt. Zusatzlich wurde das Tumorsuppressor-
Protein p53 betrachtet. Weiterhin wurden Ki-67 als Proliferationsmarker und CK19 als
Marker undifferenzierter Zellen bzw. von Stammzellen [242] in den Geweben
untersucht. Das Vorgehen zur Bestimmung des Kollektivs und die Ein- und
Ausschluss-Kriterien sind den Kapiteln 3.1 und 3.2 sowie dem Flussdiagramm in
Kapitel 3.3 (Abb. 1) zu entnehmen. Es verblieben 107 auswertbare Praparate von 98
Patienten. Die Praparate wurden mittels der ABC-Methode mit verschiedenen
Primarantikérpern auf die Expression von p53, ABCC2, ABCG2, Ki-67 und CK19

untersucht und mit den klinischen Daten korreliert.

3.1 Definition des Patientenkollektivs

Mit Unterstitzung durch den EDV-Beauftragten der Pathologie (Herr Baldeweg) wurde
eine Recherche im KIS ORBIS des entsprechenden Sammelzeitraums des
Ethikantrages (18.09.2007-21.11.2011) nach Pathologie-Auftragen mit einer
bestimmten Diagnose durchgeflhrt.

Die verwendeten Suchbegriff-Kombinationen waren:
» Lokalisation: LAR (Larynx), Veranderung: maligne Tumoren, KT-Diagnose:
Plattenepithel. Zeitraum: 18.09.2007-21.11.2011
» Lokalisation: MUH (Mundhohle), Veranderung: maligne Tumoren, KT-
Diagnose: Plattenepithel. Zeitraum: 18.09.2007-21.11.2011
» Lokalisation: PHA (Pharynx), Veranderung: maligne Tumoren, KT-Diagnose:
Plattenepithel. Zeitraum: 18.09.2007-21.11.2011

Anschlieltend wurde Uberprift, ob eine Einverstandniserklarung zur Verwendung der
Proben entsprechend dem oben genannten Ethikvotum vorlag (siehe Kapitel 2.1).

Es ergab sich eine Liste mit 244 Proben. Die Liste mit diesen Dateien wurde erneut
gepruft: Mehrfachnennungen desselben Praparats (Path-Nummer) und Proben, die
keinen malignen Tumor enthielten, wurden ausgeschlossen. Lagen in einem Fall
mehrere Proben, insbesondere vom selben Zeitpunkt (z.B. Primarius, Zeitpunkt
Erstdiagnose) vor und schied eine der Proben nicht ohnehin aus, z.B. bei positiver

Kontrollfarbung (Negativ-Reagenz-Kontrolle), so wurde durch Randomisierung mittels
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Excel-Zufallszahl ein Praparat ausgelost und nur dieses in die Auswertung
eingeschlossen. So ergaben sich zuletzt 98 Praparate fur 98 Falle. In 9 Fallen lagen
sowohl ein Rezidiv als auch eine Primarius-Probe vor (9 Rezidiv-Primarius-Paare,
Tabelle 13 im Anhang) auch in diesen Fallen wurde durch Losen je ein Praparat

eingeschlossen.

3.2 Retrospektive Klinikdaten-Recherche

Zu den definierten Proben wurden anschlieBend klinische Falldaten
zusammengetragen: Grading, (p)TNM, Datum der Erstdiagnose, Raucherstatus, HPV-
Status, Alkoholanamnese, ob es sich bei der Probe um ein Rezidiv handelte, ob die
Probe vor Entnahme chemotherapiert oder bestrahlt worden war, Patientenalter zum
Zeitpunkt der Probenentnahme in Jahren, sowie ggf. weitere hilfreiche Informationen
wurden in einer Tabelle in Microsoft Excel festgehalten. Als Basis der Recherche
dienten pathologische Berichte und die hinterlegten Arztbriefe. Die Patientendaten
wurden anschlieRend anonymisiert. Um spater eine Zuordnung von Proben zu einem
gleichen Fall zu ermdglichen, z.B. von Primarius und Rezidiv, wurden die
Patientennamen durch eine fortlaufende Fallnummer beginnend mit 1 ersetzt,
zusatzlich erfolgte eine numerische Zuordnung in Abhangigkeit der Lokalisation
(Oropharynx 1, Larynx 1, usw.). Die Ergebnisse dieser Recherche sind in Tabelle 2
zusammengefasst. Eine detaillierte Ubersicht ist Tabelle 10 im Anhang zu entnehmen.

Im Folgenden wird beschrieben, wie die Datenrecherche im Detail erfolgte.

3.2.1 Lokalisation

Der Entnahmeort der Probe wurde so prazise wie moglich angegeben. Um eine
Auswertung und Vergleichbarkeit zu ermoglichen, wurden die genannten
Lokalisationen den zugehorigen anatomischen Uberregionen (Mundhohle,
Nasopharynx, Oropharynx, Hypopharynx und Larynx) zugeordnet. In einzelnen Fallen,
bei welchen eine solche Zuordnung nicht eindeutig mdglich war, erfolgte die
Zuordnung anhand der in der Diagnose genannten regionalen Bezeichnung. Fur
einzelne Proben konnte keine eindeutige Zuordnung erfolgen. Lagen mehrere Proben
mit eindeutiger Zuordnung in einem Fall und demselben Tumor vor, wurde die haufiger
genannte Lokalisation verwendet und somit die Datenllicke geschlossen. War auch
dies nicht eindeutig moglich (7 Falle), wurde wiederum die im Arztbrief genannte
regionale Bezeichnung verwendet, sofern hier eine eindeutige Festlegung erfolgt war.
Wurde keines dieser Kriterien erfullt, fhrte dies zum Ausschluss der Probe.
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3.2.2 Differenzierungsgrad bzw. Grading

Im Regelfall wurde der Differenzierungsgrad der jeweiligen Probe angegeben. Lagen
mehrere Proben in einem Fall vor oder wurde das Grading als Intervall (z.B. 2-3)
angegeben, wurde die niedrigere Graduierung verwendet. Bei Rezidiven wurde das
Grading des initialen Tumors verwendet, was auch der gangigen klinischen Praxis
entspricht. Ebenso wurde bei bestrahlten oder chemotherapierten Tumoren verfahren:
In diesen Fallen wurde das Grading der initialen Probeexzision verwendet, auch dies
entspricht der gangigen Praxis, da sich durch die Behandlung eine Gewebedestruktion
ergibt, die zu einer Fehlinterpretation fuhrt.

3.2.3 TNM

Im Regelfall wurde die pTNM, die pathologische TNM des zugehdrigen Hauptresektats
aus dem jeweiligen pathologischen Abschlussbefund verwendet. In einzelnen Fallen,
in denen auch nach grundlicher Recherche keine sichere pTNM zuzuordnen war, z.B.
wenn in einem Fall kein Hauptresektat existierte, sondern nur Probeexzisionen
vorlagen, wurde die klinische TNM aus dem zugehdrigen Arztbrief berucksichtigt. Bei
Rezidiven wurde sofern vorhanden die TNM zum jeweiligen Praparat angegeben, aber
auch jeweils die initiale TNM des Primarius. War zu einer Rezidivprobe keine erneute
TNM angegeben, wurde die initiale TNM des Primarius verwendet. Es gehort
angemerkt, dass sich die TNM Klassifizierung fur Larynxkarzinome,
Pharynxkarzinome und Karzinome der Mundhohle u.a. in ihrer Bewertung des T-
Stadiums unterscheidet. Zugunsten der Zahlen wurden diese Unterschiede bei der
Auswertung jedoch nicht bericksichtigt. Die Einstufung erfolgte nach der jeweils
gultigen TNM-Klassifizierung: TNM 6 (AJCC Cancer Staging Manual 6th Edition, 2002
[91]) und 7 (AJCC Cancer Staging Manual 7th Edition, 2010 [69]), da die Proben aus
2007-2011 stammen.

3.2.4 Therapie

In der Spalte Therapie wurde vermerkt, wenn der Patient und damit auch die Probe
vor der Entnahme einer Chemotherapie oder/und Radiatio ausgesetzt war. Auch wenn
es sich hierbei um die Behandlung eines anderen Tumors gehandelt hatte, dies aber
z.B. aufgrund der Lokalisation fur die Probe von Bedeutung war, wurde dies
festgehalten und gesondert hervorgehoben. Die Art der operativen Behandlung und
ob oder in welchem Ausmal} diese erfolgt war, wurde nicht explizit betrachtet bzw.

erhoben.
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3.2.5 Rauchen

Auf Basis der gesamten digitalen Patientenakte wurde versucht zu eruieren, ob der
Patient der Noxe Tabakrauch ausgesetzt war. Leider zeigte sich die Dokumentation in
unserer Datengrundlage dahingehend luckenhaft, sodass haufig keine Angabe
erfolgen konnte. In einigen Fallen muss ein Tabakkonsum als sehr wahrscheinlich
angenommen werden: z.B. bei Nebendiagnosen wie einer COPD oder bei spaterem
Auftreten eines Lungenkarzinoms. Diese Falle bekamen das Merkmal ,Hinweise auf
Rauchen® zugewiesen, wurden aber aufgrund der Uneindeutigkeit bei der spateren
Auswertung nicht berucksichtigt. Als Raucher wurden nur Proben markiert, bei denen
in den zugehorigen Diagnosen, der Anamnese oder Epikrise eindeutig ein Zigaretten-
oder Tabakabusus als Risikofaktor (Synonym: pack years, Rauchen/Raucher,

,Nikotin“ oder ,Nikotinabusus®) angegeben waren.

3.2.6 Alkohol

Hier wurde analog zum Vorgehen beim Risikomerkmal Rauchen verfahren. Es wurden
nur eindeutige Aussagen verwertet. Leider zeigte sich auch hier die digitale
Dokumentation luckenhaft. Haufig konnte keine Angabe gemacht werden. Bei
Diagnosen, wie z.B. einem Korsakow-Syndrom wurde der Alkoholkonsum als
»-anzunehmen® notiert. Aufgrund der unzureichenden Datenlage wurde aber auch

dieses Merkmal im Verlauf nicht naher ausgewertet.

3.2.7 HPV

Der HPV Status, der heutzutage eine Standarduntersuchung bei Karzinomen des
Kopf-Halsbereiches darstellt und insbesondere beim Oropharynxkarzinom Einfluss auf
das Tumorstaging und damit prognostische Bedeutung erlangt hat, wurde 2007-2011
leider nicht standardmalig durchgeflhrt, sodass nur sehr selten eine Aussage
diesbezuglich getroffen werden konnte. Positiv oder negativ wurde nur angegeben,
wenn auch tatsachlich eine dokumentierte Testung erfolgt war. Die uUbrigen Falle
wurden als ,keine Angabe“ mit dem Eintrag ,k. A.“ gelistet. Aufgrund der
ungenugenden Datenqualitat wurde auch dieses Merkmal im Verlauf nicht weiter
betrachtet und die HNSCC nicht nach HPV positiv oder negativ stratifiziert.

3.2.8 Rezdiv

Far die Beurteilung, ob es sich um ein Rezidiv handelte oder nicht, wurden die digitale
Krankenakte und insbesondere die pathologischen Fachberichte des
Universitatsklinikums Marburg sowie die Arztberichte herangezogen. Es wurden die in
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der klinischen Datenbank vorliegenden Einschatzungen der behandelnden Facharzte
verwendet. Allen Rezidiven gemein waren dieselbe Entitat (Plattenepithelkarzinom,
SCC) und die Zuordnung zum Kopf-Halsbereich, haufig im Bereich derselben oder bei
ausgedehntem Befund einer raumlich benachbarten Lokalisation. Hieraus ergaben

sich in etwa folgende Definitionskriterien fur die Interpretation der Daten:

- Histologisch gleichartige/gleiche Entitat (Plattenepithelkarzinom, SCC)
- Raumlicher Bezug von Primarius und Rezidiv: ,gleicher Ort*
- Wiederauftreten/Progress nach vorausgegangener radikaler Behandlung mit

einhergehender Remission.

Es ist nicht auszuschlie3en, dass es im Verlauf der hier untersuchten Patientenfalle zu
Rezidiven gekommen ist, die nicht in der HNO-KIlinik der Philipps-Universitat Marburg
erfasst wurden. Mogliche Grinde hierfur konnen unter anderem eine nicht fortgefuhrte
Nachsorge oder die Behandlung in anderen Kompetenzzentren sein sowie der Tod

des Patienten bzw. der Patientin.
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3.3 Entscheidungsalgorithmus (Entscheidungsbaum) zur Auswahl des Kollektivs

Abbildung 1 zeigt die Definition des

Entscheidungsalgorithmus.

Patientenkollektivs anhand

Recherche:

244 Datensatze/Proben aus dem
Sammelzeitraum 18.09.2007-21.11.2011

v

213 Proben geférbt,

31 Proben

fehlend/Dopplungen

eines

Ausschlusskriterien:

kein HNSCC
keine Tumor im Gewebeblock

Probe/Beurteilung liegt nicht vor
Negativkontrolle* positiv
Uneindeutige Datenlage

Mehrfachlistung derselben Probe

No Uk wbhe

Nicht alle Farbungen liegen vor

Einschlusskriterien:

N
Vv

o Uk wnN R

HNSCC/PE-Ca des Kopf-Hals-Bereichs

Ethikvotum vorliegend, Sammelzeitraum s. o.

Negativkontrolle negativ
Datenlage hinreichend eindeutig
Keine Wiederholung/Dopplung

Alle Farbungen vorliegend

v

81 Proben
ausgeschlossen

v

163 Proben
eingeschlossen

\

Ausschluss von 56
Praparaten

Randomisierung
- bei mehreren Praparaten in einem Fall

- Einschluss des Praparats mit der
héchsten Zufallszahl

v

Final: 107 Proben eingeschlossen
- 98 Prdparate in 98 Patientenfallen

- 9 Préaparate in Sonderfallbetrachtung
Rezidiv/ Primarius

Abbildung 1. Flussdiagramm: HNSCC — Gewinnung des Kollektivs
* Kontrollschnitt ohne Primar-Antikorper gefarbt
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3.4 Immunhistochemie nach der ABC-Methode (Avidin-Biotin-Komplex-Methode)

Die Immunhistochemische Farbung erfolgte nach einem im Labor etablierten Protokoll.
Die Proben wurden uns in Form von Paraffinblécken vom Institut fir Pathologie zur
Verfugung gestellt. Zunachst wurden mittels eines Mikrotoms ca. 4 ym dunne Schnitte
der vorgekuhlten (-20°C) Paraffinblocke angefertigt und mittels eines Wasserbades
(37°C) auf Objekttrager Ubertragen. AnschlieRend wurden die Schnitte fir mind. 60
min bei 60°C getrocknet. Um die gewlnschten Gewebe den Untersuchungen
zuganglich zu machen, wurden die getrockneten Schnitte entparaffiniert. Hierzu
wurden sie zunachst fur 30 min bei 60° C erwarmt und anschliel3end fur 30 min in
ROTI®Histol eingelegt. Nachfolgend wurden die Praparate in einer absteigenden
Alkoholreihe (Ethanol 100%, 90%, 70%) behandelt und in einer 30%igen Methanol-
Wasserstoffperoxid-Losung (2000 ml  Methanol, 6 ml H202) inkubiert.
Wasserstoffperoxid wurde erst kurz vor Verwendung der Losung hinzugegeben. Ziel
dieses Schrittes war es die Aktivitdt endogener Peroxidasen durch das Uberangebot
von Peroxiden zu blockieren, um spater spezifischere Farbeergebnisse zu erreichen.
Nach dreimaligem Spulen in Aqua dest. fur je 5 min wurden die Praparate zur
Demaskierung der Antigene in eine Schale mit vorgewarmtem 0,01-mol/l Tri-Natrium-
Citrat-Dihydrat-Puffer Gberfuhrt und fr 15 min unter regelmafigen Spiegelkontrollen
bei 92-95°C darin inkubiert. Nach Abkuhlen bei Raumtemperatur fur mind. 15 min
wurden die Praparate mit TBS-Puffer fur 30 min gespult. Die Schnitte wurden
anschlieBend mit einem Fettstift umrandet, um ein Herablaufen der anschlielRend
aufgetragenen Losungen zu verhindern. Um unspezifische Antikorperreaktionen u.a.
mit Kollagen zu minimieren, wurde fur 30 min ein Normalserum der Spezies des
anschlieend verwendeten Sekundarantikorpers (bei ABCC2 und ABCG2 z.B. Ziegen-
Serum (goat serum) bei Sekundarantikdrper goat-anti-mouse) in einer Verdinnung
von 1:10 in 0,15%igem PBS aufgetragen (pro Schnitt je 100 pl). Die Inkubation erfolgte
fur 30 min bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer. Das Serum wurde
anschlieBend vorsichtig abgekippt und es wurden direkt ohne zusatzlichen
Waschschritt 100 ul des jeweiligen Primarantikdrpers in entsprechender Konzentration
aufgetragen: Die Primarantikorper gegen ABCC2, ABCG2, p53 und Cytokeratin 19
wurden mit Antibody Diluent auf 1:100 verdinnt, der gegen Ki-67 gerichtete Antikorper
auf 1:50. Als Kontrolle diente normal-mouse-lgG, welches ebenfalls auf 1:100 verdinnt
wurde (Negativ-Reagenz-Kontrolle). Die Inkubation erfolgte Uber Nacht bei 4°C in
einer feuchten Kammer. Am nachsten Tag wurde nach einmaligem Spulen fur 5 min

in PBS der Sekundarantikorper, der gegen den ersten Antikrper gerichtete war,
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aufgetragen. Hierbei wurde standardmafig eine Konzentration von 1:100 und eine
Inkubationszeit von 30 min verwendet. Der Sekundarantikorper war mit HRP
konjugiert. Nach erneuter Spllung mit PBS flir maximal 5 min wurde der ABC-
Komplex, bestehend aus Avidin und einem Biotin-markierten Enzym aufgebracht und
fur 30 min bei Raumtemperatur in der feuchten Kammer inkubiert. Der Komplex wurde
nach Herstellerangaben angesetzt, nach fruihestens 30 min war er verwendbar und
war nach Herstellung ca. 12 Tage im Kuhlschrank haltbar. Nach erneutem Spulen mit
PBS wurde fur die braune Farbreaktion DAB als Chromogen entsprechend den
Herstellerempfehlungen und etablierten Laborprotokollen hinzugegeben. Nach dem
Auftropfen des Chromogens wurden die Schnitte fur weitere 12-15 min inkubiert. Die
Schnitte wurden kurz unter flieRendem Leitungswasser gespult, anschliefend in
destilliertem Wasser. Nach Gegenfarbung mit Hamalaun fir max. 1 min, wurden die
Proben erneut kurz gewassert. Hierbei wurde das Wasser mind. zweimal
ausgetauscht. Nach 2 min in H20 wurden die Praparate mittels einer aufsteigenden
Alkoholreihe fixiert (aqua dest. ca. 8-10 Sek., Ethanol 70% ca. 8-10 Sek., 90% 2 min,
100% 3 min) und 15 min in ROTI®Histol behandelt. Nach Eindecken mit Corbitbalsam
und Trocknen wurden die Praparate unter einem Lichtmikroskop (Olympus, Hamburg
Deutschland) untersucht. Die Zweitbegutachtung und abschlieRende Auswertung
erfolgte im Institut fUr Pathologie durch eine erfahrene Pathologin. Die
Fotodokumentation erfolgte an einem Zeiss Axio Imager 2 Mikroskop mittels einer

Zeiss HRC Kamera und der Mikroskopie-Software Axiovision (Rel. 4.8.).

3.5 Auswertung der Immunhistochemischen Farbungen

Die Auswertung der Immunhistochemie erfolgte durch eine erfahrene Pathologin. Zur
Bewertung des Farbeergebnisses wurde nach Vorbild der Arbeitsgruppe um Lage und
Surowiak [224], angelehnt an den insbesondere in der Gynakologie etablierten IRS
nach Remmele und Stegner (immunoreactive score (engl.)) [184], die Farbintensitat
(Sl, staining intensity (engl.)) und der Prozentsatz der positiv gefarbten Zellen
innerhalb der Tumormasse (PP) bewertet. Die Farbintensitat wurde mit 0-3 Punkten
bewertet: O fUr ein negatives Farbeergebnis, 3 fur ein stark positives Signal, sowohl fur
zytoplasmatische als auch nukleare Farbesignale. Weiter wurde der Prozentsatz an
positiven Zellen im Verhaltnis zur Tumormasse abgeschatzt und in Abhangigkeit des
jeweiligen Antigens/Proteins in sinnvolle Prozentgruppen 0-4 eingeteilt, diese sind

Tab. 1 zu entnehmen. 0 entsprach einem negativen Ergebnis.
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Tabelle 1. Semiquantitative Beurteilung und Immunreaktiver Score

Parameter Férbungen

Bewertung 0 1 2 3 4

Farbintensitét (Sl) Alle Farbungen keine schwach maRig stark /

Positive Zellkerne/Zellen keine schwach  maRig stark sehr stark

in % vom Tumor ABCC2 keine <10% 11-50% 51-79% > 80%

(PP= percentage points) | ABCG2 keine <10% 11-50% 51-79% 2 80%
CK19 keine <10% 11-50% 51-79% > 80%
Ki-67 keine <10% 11-30% 31-50% > 50%
p53 keine <10% 11-50% 51-79% = 80%

Nukleér/zytoplasmatisch | Alle Farbungen

Aus beiden Zahlenwerten wurde anschlieBend ein Score gebildet, der beide
Qualitatsparameter des Farbeergebnisses zu einem Zahlenwert zusammenfuhrte. Es
wurde das Produkt beider Werte gebildet. Der maximal erreichbare Score lag bei 12
Punkten (Immunreaktiver Score (IRS) = Farbintensitat (SI) x Prozentsatz positiver

Tumorzellen/Tumormasse) (Abb. 2).

>

*rj_g 3 3

= 2 2
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©

H- 1 1 2 3 4
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Prozent v. Tumor (PP)

Abbildung 2. Immunreaktiver Score (IRS) - Ergebnisse und Bewertungsgruppen

Abbildung 2 zeigt die moglichen Ergebnisse des Scores und ihre Bewertung als
schwach, malig, stark: Ein Score von 0 war negativ. Alle Ergebnisse =1 wurden
zunachst als positiv gewertet. Ein Score von 1-3 entsprach einer schwachen
Expression (hellgrau). Ein maRiges Farbeergebnis lag bei einem Score von 4 oder 6
vor (mittelgrau). Ab einem Score von 8 wurde das Signal als stark gewertet
(dunkelgrau). Ab einem Score von 4 lag eine deutliche Uberexpression vor.

Fir p53 und die ABC-Transporter wurde auch die nukledare und zytoplasmatische
Verteilung des Signals betrachtet, hierzu wurde der Score jeweils fur das nukleare und
das zytoplasmatische Signal bestimmt, sofern ein Signal vorlag. Anschlie3end wurden
die Farbeergebnisse untereinander und mit klinischen Daten korreliert und zwischen

Primartumor (sensitiv?) und Rezidiv (resistentere Tumore?) unterschieden.
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3.6 Statistische Analyse

Alle Berechnungen flr die deskriptive Statistik, wie Mittelwert, Standardabweichung,
Median und Standardfehler wurden mittels Microsoft Excel (Office 365, Version:
16.0.12730.20270) berechnet. Die immunhistologischen Daten wurden wie
beschrieben in Excel gesammelt und aufbereitet. Fir alle statistischen Tests wurde ein
Signifikanzniveau von 5% festgelegt. Mithilfe der Kreuztabellen-Analyse wurden die
Zusammenhange zwischen Marker-Expression und klinischen Daten der Kollektive
untersucht. Sie dient als Signifikanztest auf Unabhangigkeit der untersuchten Gruppen
(z.B. Mannern und Frauen, HNSCC und Kontrollen) bzw. der Feststellung, ob eine
signifikante Assoziation zwischen zwei oder mehr kategorialen Variablen (z.B.
Geschlecht, Altersgruppen, Score-Ergebnis) vorliegt oder nicht. Die angewendeten
Tests waren der Chi-Quadrat-Test sowie fur geringere Fallzahlen der Exakte-Test-
nach-Fisher sowie der Freeman-Halton-Test als Erweiterung des Exakten-Test-nach-
Fisher fur grofiere Kontingenztabellen. Die Berechnungen des Chi-Quadrat-Tests
erfolgten mittels der in Microsoft Excel implementierten Tools (Office 365, Version:
16.0.12730.20270, aktualisiert: 21.05.2020), die Berechnungen des Fishers-Exact-
Tests und die "Exact Contingency Table"-Analyse nach der Freeman-Halton-
Extension erfolgten Uber die in der gemeinsamen Online-Prasenz des College of Saint
Benedict und der Saint John's University Minnesota bereitgestellten statistischen
Berechnungstools [118]:

http://www.physics.csbsju.edu/stats/exact. NROW_NCOLUMN_form.html
http://www.physics.csbsju.edu/stats/fisher.form.html.

Alle Berechnungen erfolgten auf Basis der absoluten Zahlen (Anzahl n bzw. N). Die
sich hieraus ergebenden p-Werte sind unter der jeweiligen Abbildung und im Flie3text
im Rahmen der Ergebnisinterpretation im jeweiligen Kapitel angegeben.
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4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Im Folgenden sind die Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen von 98
Praparaten der 98 HNSCC-Patienten dargestellt. Mittels der ABC-Methode wurden die
Praparate mit verschiedenen Primarantikorpern auf die Expression von ABCC2,
ABCG2, CK19, Ki-67 und p53 untersucht und die Ergebnisse mit klinischen Daten

korreliert.

4.1 Betrachtung des Kollektivs

Die Fallzahl n=98 wurde bei der Betrachtung des Kollektivs als Gesamtzahl verwendet
und auch fur alle Prozentberechnungen zu Grunde gelegt, bei denen sich auf die
Gesamtmenge bezogen wurde. In 9 Fallen lagen uns Rezidiv und Primarius vor.
Tabelle 13 im Anhang fasst diese zusammen.

Insgesamt spiegelte unser Kollektiv die Deutsche Gesellschaft zufriedenstellend
wider. Unsere Patienten waren bei Erstdiagnose im Schnitt etwas junger und der Anteil
an Mannern lag mit 86% hoher als der bundesdeutsche Prozentsatz von 74% der
HNSCC-Patienten.

Tabelle 2 fasst die Charakteristika des Kollektivs Ubersichtlich zusammen, die im

Folgenden naher dargestellt werden.
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Tabelle 2. Charakteristika des Patientenkollektivs (98 Falle) - Ubersicht

Parameter Anzahl Fall (n) Anteil von Gesamt (%)
Altersverteilung <55 30 30,6%
(in Jahren)
55-65 38 38,8%
>65 30 30,6%
Alter (Gesamt) Median 59,5 J.
Mittelwert (+/- STABW) 60,5 J. (+/- 9,6)
Alter (Médnner) Median 60,5 J.
Mittelwert (+/- STABW) 60,8 J. (+/- 9,8)
Alter (Frauen) Median 58 J.
Mittelwert (+/- STABW) 59 J. (+/- 8,7)
Geschlecht mannlich 84 85,7%
weiblich 14 14,3%
Lokalisation Mundhéhle 10 10,2%
Pharynx 4 41,8%
Nasopharynx 1 1%
Oropharynx 22 22,4%
Hypopharynx 18 18,4%
Larynx 47 48%
T T1 32 (+2%) 32,7%
T2 29 29,6%
T3-4 34 (+1%) 34,7%
N N+ 43 43,9%
NO 46 46,9%
Nx 9 9,2%
M M1 2 2%
MO 55 56%
Mx 41 42%
Grading G1 8 8,2%
G2 73 74,5%
G3 17 17,3%
G4 0 0%
Rezidiv Rezidiv (98 / 107) 21/25 21,4% 1 23,4%
Primarius (98 / 107) 77182 78,6% [ 76,6%
Vorbehandelt? ja 12 12,2%
nein 86 87,8%

*In 3 Patientenfallen erfolgte fur das Rezidiv ein erneutes Staging. Der Vollstéandigkeit halber sind in
Klammern die T-Stadien der aus der Auswertung entfallenen Praparate aufgelistet.
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411 Alter

In Abbildung 3 ist die Altersverteilung der Patient*innen (bei Erstdiagnose) zu den
jeweils eingeschlossenen 98 Proben abgebildet. Die von uns untersuchten
Patient*innen waren zwischen 35 und 81 Jahre alt. Es zeigte sich ein Peak bei ca. 57
Jahren und insgesamt eine Haufung von Erstdiagnosen (ED) zwischen 50 und 65
Jahren. Auch in der Literatur wird ein Haufigkeitsgipfel zwischen 55 und 65 Jahren
beschrieben [147, 215].

Haufigkeit
N
>
>
>

35 41 42 43 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 80 81

Alter (Jahre)
Abbildung 3. Altersverteilung im Patientenkollektiv

Unsere Daten spiegeln in etwa die Inzidenz in der deutschen Bevolkerung wider: In
Deutschland erkrankten die Patient*innen im Jahr 2012 im Durchschnitt im Alter von
66,2 Jahren an einem Tumor des Kopf-Hals-Bereichs (Mundhéhle und Lippe, Pharynx,
Larynx). Manner im Durchschnitt friher als Frauen: 63,8 J. vs. 66,2 Jahre (Daten aus
dem Jahr 2012/13) [258]. Dieses Bild kehrt sich jedoch, wenn man Larynxkarzinome
separat betrachtet: In diesem Fall waren die Frauen bei Erstdiagnose durchschnittlich
2 Jahre jinger: Frauen 64 J., Manner 66 J. (GEKID, RKI-Daten 2007-2012, [259-261]).
Im von uns untersuchten Kollektiv waren die eingeschlossenen Manner bei
Erstdiagnose im Mittel 60,8 Jahre und Frauen 59 J. alt, somit war unser Kollektiv bei
Erstdiagnose junger als der bundesdeutsche Durchschnitt. Allerdings werden bei den
Daten des RKI auch Patient*innen mit eingerechnet, deren Erkrankung dem
Krebsregister erst durch die Totenbescheinigung bekannt wurde, in diesen Fallen
wurde der Todestag als Tag der Ersterkrankung angegeben, was eher zu einer
Uberschatzung des Erkrankungsalters fiihrt (GEKID, RKI-Daten 2007-2012, [259-
261)).
Patient*innen mit einem Larynxkarzinom erkrankten durchschnittlich im Alter von 63,7
(+/-9,6) Jahren, das mediane Erkrankungsalter war 63 Jahre. Manner erkrankten
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hierbei spater, im Alter von 64,6 (+/- 9,4) Jahren, Frauen friher, mit 57,3 (+/- 7,78)
Jahren. Damit war unser Larynxkarzinom-Kollektiv gemittelt junger als der deutsche
Durchschnitt in den Jahren 2007/2008 mit einem Durchschnittsalter bei Erstdiagnose
von 65 Jahren [259].

Die Patient*innen mit einem Pharynx- oder Mundhohlenkarzinom waren bei ED junger
als die Patient*innen mit einem Larynxkarzinom: Sie waren im Durchschnitt 57,6 (+/-
8,8) Jahre alt, das mediane Alter lag bei 57 Jahren. Manner erkrankten durchschnittlich
mit 57,2 Jahren (+/- 8,6; Median: 57), Frauen mit 60,3 Jahren (+/- 9,1; Median: 58).
Auch hier war unser Kollektiv jinger im Vergleich zu den deutschlandweiten Daten des
RKI: Manner erkrankten in Deutschland im Durchschnitt im Alter von 61 Jahren,
Frauen im Alter von 65,5 Jahren [259].

Patienten unseres Kollektivs mit einem Primarius waren bei Diagnosestellung im
Durchschnitt junger (59,8 Jahre +/- 9,5; Median: 58 J.) als Patienten mit einem Rezidiv
(63 Jahre +/- 9,5; Median: 65 Jahre).

Fir die weitere Betrachtung wurden 3 vergleichbar grol3e Altersgruppen gebildet. Die

Anzahl der Falle verteilte sich Uber die Gruppen wie in Tabelle 3 dargestellt.

Tabelle 3. Altersgruppen im Patientenkollektiv

Altersgruppen Anzahl Félle Félle in Prozent
<65 | 30 30,6%
55-65 | 38 38,8%
>65 | 30 30,6%
gesamt 98 100%
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4.1.2 Geschlecht

Es erkranken in Deutschland jahrlich ca.

17.000 Menschen an einem Kopf-Hals-
weiblich

14%
n=14

Karzinom. Davon sind 26% Frauen und
mit 74%, etwa 3x so viele Manner [258].
In 86% der von uns eingeschlossenen 98
Falle handelte es sich um Manner (n=84)
und in 14% um Frauen (n=14) (Abb. 4).
Damit lag der Anteil an mannlichen
Patienten in unserem Kollektiv deutlich
uber dem bundesweiten Prozentsatz von
74%. Diese Abweichung kdnnte auf das,
auch mit n=98, noch immer kleine Abbildung 4. Geschlechterverteilung im
Kollektiv zurlickzufiihren sein, da kleinere Patientenkollektiv (n=98)

Stichproben zufallsbedingte Schwankungen begunstigen. Allerdings ist anzumerken,
dass das Geschlechterverhaltnis je nach Literatur und in Abhangigkeit der
Tumorlokalisation stark variiert, es finden sich Verhaltnisse zwischen 2:1 und 15:1
(m:w) [215]. Festzuhalten bleibt, dass Manner haufiger als Frauen an einem Tumor
des Kopf-Hals-Bereichs erkranken. Unsere Daten sind diesbezuglich konsistent mit

der aktuellen Datenlage.

4 1.3 Rauchen, Alkohol und HPV Status

Aufgrund der verwendeten Methodik, einer retrospektiven Analyse klinischer Daten
aus den vorhandenen Krankenakten, zugehorig zu den von uns untersuchten zuvor
gewonnenen Tumorgewebeproben, war es leider nicht moglich eine vollstandige
Datenerhebung durchzufihren. In 67% der Falle konnte aufgrund unzureichender
Datenqualitat keine Aussage getroffen werden, ob der Patient der Noxe Tabak
ausgesetzt war. Bezulglich eines Alkoholkonsums war in 81% der Falle keine Angabe
in der Patientenakte zu finden. Insgesamt erscheint es sinnvoll im klinischen Betrieb
und der medizinischen Dokumentation genauer auf eine Vollstandigkeit solch wichtiger
anamnestisch abfragbarer Risikofaktoren zu achten.

Die Erhebung des HPV-Status, die insbesondere bei Oropharynxkarzinomen,
spatestens seit TNM 8, Teil der Prognoseeinschatzung ist, wurde 2007-2011 leider
nicht standardmafig durchgeflihrt, sodass nur sehr selten eine Aussage getroffen

werden konnte. In 88% lag keine Angabe zum HPV-Status vor. Leider konnten wir
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daher bezuglich dieser in der Pathogenese der HNSCC wichtigen Risikofaktoren und
ihrer moglichen Beziehung zur Expression der von uns untersuchten Marker sowie
ihrer prognostischen Bedeutung keine fundierten Beobachtungen machen.

Im Folgenden ist die Verteilung der Merkmale Rauchen, Alkohol-Anamnese und HPV-

Status in den von uns untersuchten Patient*innen graphisch dargestellt.

4.1.3.1 Tabakkonsum

Aufgrund der unvollstandigen Datenlage wurde das Merkmal ,Rauchen® (Abb. 5) in
den folgenden Analysen nicht weiter betrachtet.

4.1.3.2 Alkohol-Anamnese

Bezuglich der Noxe Alkohol konnten ebenfalls nur wenige Daten zusammengetragen
werden (Abb. 5). Nur in 19% der Falle lag eine verwertbare Angabe zum Thema
Alkoholkonsum vor. Aufgrund der ungenugenden Datenlage erfolgten keine weiteren

Betrachtungen.

4.1.3.3 HPV Status

Ebenfalls in Abbildung 5 ist der ermittelbare HPV-Status der Falle zu den
eingeschlossenen Proben dargestellt. Nur in 12% der Falle lag eine verwertbare
Aussage vor. Aufgrund der sparlichen Datenlage erfolgten keine weiteren

Betrachtungen bezuglich des HPV-Status.

Tabakkonsum Alkoholkonsum HPV-Status

1%
e
n=11
17%
n=17 2%
33% n=2
n=32

58%
n=57
9
9%|n=9 ::7/; R
n=86
k.e. A 67%
n=66

Raucher Hinweise auf Rauchen (COPD, BC) k. A. ja ®nein "k A. positiv. ® negativ k. A

Abbildung 5. Erhebungen im Patientenkollektiv zu Tabakkonsum, Alkoholkonsum und HPV-Status
(n=98). Abkiirzungen: COPD, chronic obstructive pulmonary disease; BC, Bronchialkarzinom
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4.1.4 TNM und Grading

Der Grolteil der von uns untersuchten Proben war bereits bei Erstdiagnose
fortgeschritten verandert. 91,9% der Tumoren lagen in einem G2-G3 Stadium vor,
74,5% waren maRig-differenziert. Unsere Kohorte war je zu einem Drittel T1, T2 oder
T3-4. 43,9% wiesen Lymphknotenmetastasen auf (N+). Bezuglich der
Fernmetastasierung bestand keine gute Datenqualitat, in 42% der Falle waren die
Angabe MX oder keine Angabe (k. A.) zu finden. 56% waren MO.

Bezuglich der TNM-Klassifizierung muss angemerkt werden, dass bereits in der vom
UICC empfohlenen Klassifikation, welche 2010 veroffentlicht wurde von der Angabe
MX Abstand genommen wurde. Sofern dem Pathologen das klinische M-Stadium nicht
bekannt ist, soll MX nicht in das Staging aufgenommen werden, sondern vollstandig
auf die Angabe verzichtet werden. Laut TNM 7 existieren die Angaben pMX und pMO
nicht, ebenso wie MX oder cMX. Die Einschatzung der Fernmetastasierung erfolgt
klinisch (kdrperliche Untersuchung und bildgebend) auler im Falle einer Autopsie [69].
Aufgrund der flr unsere Datenrecherche im Vorfeld erfolgten Festlegung, die pTNM
als ideale TNM anzugeben, lag uns haufig keine Angabe uber M vor. Nicht weniger
haufig war im Entlassbrief keine TNM-Angabe enthalten.

Die Haufigkeit der Angabe MX oder NX lasst zudem darauf schlie3en, dass eine
engere Zusammenarbeit von Klinikern und Pathologen winschenswert ware. Im
Idealfall sollte dem Pathologen bei seiner Beurteilung der Gewebeprobe bereits das
klinische Staging bekannt sein. Naturlich kann dies im Falle einer Erstdiagnose mit
Probebiopsieentnahme, bei der das Staging haufig erst nach Erhalt des
pathologischen Ergebnisses erfolgt, nicht gewahrleistet werden.

In unserer Erhebung wurde noch die zum Zeitpunkt der pathologischen Untersuchung
gultige TNM 6 bzw. 7 als Standard der Beurteilung verwendet. Die aktuell gultige TNM
Klassifizierung ist die achte Edition [13], in der es insbesondere beim
Oropharynxkarzinom aufgrund des aktuellen Forschungsstandes zu weitgehenden
Veranderungen kam. Nach dieser ist es mittlerweile Standard das Humane
Papillomavirus 16 (HPV 16 oder seinen Surrogatmarker p16) immunhistochemisch zu
bestimmen und ggf. um einen direkten HPV-DNA-Nachweis zu erganzen. Die T- und
N-Einstufung unterscheidet sich je nach p16 Status deutlich [13]. In unserem
Sammelzeitraum war die p16 Bestimmung noch nicht standardmagig etabliert, daher
ergibt sich in unserem Kollektiv eine diesbezuglich unzureichende Datenlage, sodass
hier rlckblickend keine Schlisse zu ziehen sind, wie bereits in Kapitel 4.1.3

kommentiert.
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Aufgrund der sonst sehr kleinen Fallzahlen wurde zudem nicht zwischen den
verschiedenen Tumorentitaten unterschieden, obwohl sich die TNM-Klassifikationen
der jeweiligen Tumore teilweise unterscheiden.

Das AJCC empfiehlt aktuell, allgemein in wissenschaftlichen Analysen eher klinische
Stadien nach UICC zu verwenden, und T, N und M nicht getrennt zu betrachten.
Hierbei wird sich aber nicht speziell auf immunhistochemische Korrelations-Analysen
bezogen. Die Erfassung des UICC Stadiums war in unserer Arbeit nicht
standardmalig erfolgt und auch nur selten den Arztberichten zu entnehmen.

Im Folgenden wird die Verteilung von T-, N- und M-Stadium sowie des Gradings im
Kollektiv genauer beschrieben.

4.1.4.1 Ausdehnung und Verhalten des Primértumors (T)

Bezuglich des T-Stadiums waren T1 (n=32) und T2 (n=29) mit je ca. einem Drittel der
Falle bei Erstdiagnose ungefahr zu gleichen Teilen vertreten. 15 Falle wiesen bei
Diagnosestellung ein T3-Stadium auf (15,4%), 19 Falle ein T4-Stadium (19,4%). Bei 3
Fallen lagen unzureichende Angaben vor, so dass
die TumorgroBRenverteilung (T1-4) aus den
verbleibenden 95 Praparaten erfolgte (Abb. 6).
Zugunsten eines ausgeglicheneren
Zahlenverhaltnisses wurden fur die weiteren
Auswertungen die fortgeschritteneren Stadien T3
und T4 in T3-4 (n=34) zusammengefasst, wodurch

sich vergleichbar grol3e Gruppen ergaben.

Abbildung 6. Klassifikation der TumorgréRen-Verteilung (T1-4) Nur fiir 95 Praparate lag eine
eindeutige Angabe fiir T vor, in 3 Fallen wurde Tx/k. A. angegeben.

4.1.4.2 Regionédre Metastasierung (N)

In 43 von 98 Fallen lag eine regionare Lymphknoten-Metastasierung vor. In 9 der 98
Falle konnte keine Aussage getroffen werden (,Nx“ oder ,keine Angabe®). Diese 9
Falle wurden in den folgenden Auswertungen nicht weiter bericksichtigt. Angaben zu
Lymphknotenmetastasen wurden als vorhanden (N+) oder nicht nachgewiesen (NO)
deklariert (Abb. 7). Fur die weiteren Auswertungen wurden nur die Proben mit einer
eindeutigen Aussage (N+ oder NO) miteinander verglichen (n=89).
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4.1.4.3 Fernmetastasierung (M)

Bezlglich der Fernmetastasierung (M) lag eine unzureichende Datenlage vor: In nur
2% aller Falle konnten Fernmetastasen (M1) eindeutig nachgewiesen werden, 55%
zeigten keine Fernmetastasen (MO) und fur 43% der Falle konnten anhand der
pathologischen Berichte sowie der Arztbriefe keine eindeutigen Aussagen getroffen
werden (Abb. 7).

4.1.4.4 Differenzierungsgrad (G)

Drei Viertel der eingeschlossenen HNSCC waren bei Erstdiagnose maRig differenziert
(G2, 75%) (Abb. 7). Bei 17 von 98 Fallen (17%) lag ein schlecht- bzw. gering-
differenziertes Plattenepithelkarzinom vor (G3). Nur 8% waren bei Erstdiagnose gut
differenziert mit groRer Ahnlichkeit zum Ursprungsgewebe. Ein undifferenziertes G4-

Stadium lag bei keiner der Proben vor.

Regionare Metastasierung (N) Fernmetastasierung (M) Differenzierungsgrad (G)

43% I\
n=42

75%
n=73

2%
n=2

52%
n=46

NO N+ M Mo mwm1 k.A. | e}l G2 | [ex]

Abbildung 7. Auftreten von regionaren Metastasen (N), Fernmetastasen (M) und Differenzierungsgrad
(G) basierend auf der Befunderhebung. Zusammensetzung des N+ Kollektivs: 8 Proben mit N1; 34
Proben mit N2; 1 Probe mit N+.

4.1.5 Lokalisation

In den Abbildungen 8 und 9 ist die Verteilung der Proben entsprechend ihren
anatomischen Lokalisationen dargestellt. Es ist anzumerken, dass die verschiedenen
Lokalisationen sich durchaus in vielen Aspekten unterscheiden, u.a. in ihrer
Pathogenese, ihrem Metastasierungsverhalten und auch in ihrem klinisch-
therapeutischen Verhalten [17, 215]. Bei dem Grolteil der in dieser Studie
eingeschlossenen Patient*innen bzw. Proben handelte es sich um Larynxkarzinome
(48%, n=47), wahrend z.B. die einzelnen Pharynxabschnitte mit 1 bis 22 Proben
maximal 22% in den Subgruppen erreichten. Auch die Mundhéhlenkarzinome waren

mit 10% eher unterreprasentiert. Aufgrund dieses Ungleichgewichts wurden die
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Pharynxkarzinome und Mundhohlenkarzinome fur die weiteren Auswertungen
zusammengefasst (Abbildungen 8 und 9). Dass aus dem Bereich der Mundhdhle in
unserem Kollektiv nur 10 Praparate vorlagen, irritierte, da weltweit die Anzahl der Falle
und die Inzidenz von Mundhoéhlenkarzinomen vor der von Pharynx- und
Larynxkarzinomen liegt [29]. Allerdings werden bei Bray et al. Lippenkarzinome mit
denen der Mundhohle zusammengefasst. Zudem zeigen Karzinome der Lippe und der
Mundhdhle eine deutliche Hoch-Risiko-Clusterbildung in Stdostasien (u.a. Indien und
Sri Lanka) und den Pazifischen Inseln, von denen Papua-Neuguinea mit der weltweit
hochsten Inzidenz in beiden Geschlechtern auffallt [29]. Hierbei spielt das Kauen der
Betelnuss (Areca nut) bzw. von betel quid, einer Zubereitung aus dieser, als
zusatzlicher Risikofaktor eine wesentliche Rolle [29]. In den aus Deutschland
vorliegenden Daten des GEKID und des RKI werden Karzinome der Mundhoéhle und
Lippe mit denen des Rachens zusammengefasst [259, 262], was den Vergleich mit
den weltweiten Daten von Bray et al. [29] erschwert. Deutschland lag 2015-2016 im
internationalen Vergleich (Europa und USA) bezogen auf die Inzidenz von Karzinomen
der Mundhodhle und des Rachens fur Manner an 5. und fur Frauen an 6. Stelle, hinter
Frankreich, Belgien und Danemark, aber vor den USA. Im Vergleich der Inzidenz von
Larynxkarzinomen derselben Lander belegte Deutschland bei den Mannern Platz 6,
bei den Frauen Platz 8 [262].

Larynx
47 (48%)
Falle gesamt / Mundhohle Oropharynx
98 (100%) \ 10 (20%) 22 (54%)
.| Pharynx/Mundhéhle
| 51(52%)
Pharynx Nasopharynx
41 (80%) 1(2%)
Hypopharynx
18 (44%)

Abbildung 8. Verteilung der Kopf-Halskarzinome entsprechend ihrer anatomisch-topographischen
Lage

Verteilung der Falle auf die entsprechenden Tumorlokalisationen/Entitaten mit Angabe der Anzahl n und
jeweiligen Prozent als Flussdiagram, Pharynx- und Mundhoéhlenkarzinome wurden zusammengefasst.
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In unsere Kohorte konnte ein Fall mit einem
Nasopharynxkarzinom eingeschlossen
werden. Dies entsprach der erwarteten
Haufigkeit, da Nasopharynxkarzinome mit
einer geschatzten weltweiten

Neuerkrankungsrate von 84.400 Fallen

(2008) vergleichsweise selten sind. Das Laryn 100%
n=98
Haupterkrankungsalter bei i

Nasopharynxkarzinomen liegt je nach
Ethnie zwischen 48 und 58 Jahren, in
Deutschland ca. bei 60 J. [215]. Der von

uns eingeschlossene Fall war bei

m;:u
SpueupuniN

Diagnosestellung 53 Jahre alt.

Abbildung 9. Verteilung der Lokalisationen/Entitdten im Patientenkollektiv

Zuordnungen zu und Anteile der jeweiligen Untergruppen an den jeweiligen tibergeordneten Mengen in
Prozent und absoluter Anzahl n (alternative Darstellung der Verteilung von Kopf-Halskarzinomen
entsprechend Abb. 8).

4.1.6 Rezidive

Abb. 10 und Tab. 4 zeigen die Verteilung von Primarius- und Rezidivproben im
Kollektiv. In 107 Praparaten lagen 25 Rezidive von 25 verschiedenen Patienten vor,
davon 16 nur als Rezidiv und 9 gepaart mit den zugehdrigen Primarien (s. a. Tab. 11
und 13 im Anhang). 82 Praparate lagen als Primarius-Proben vor, 73 hiervon ohne
zugehorige Rezidiv-Probe. Die 9 Rezidiv-Primarius Paare sind in Abb. 10 als
schraffierte Flache aus Uberschneidung der Primarius- und Rezidivgruppen
dargestellt. In den folgenden Auswertungen der immunhistochemischen Ergebnisse
wurden auch im Rezidiv-Primarius Vergleich stets 98 Praparate ausgewertet. Tabelle
4 listet die hierin enthaltenen, durch Stochastik (Losen mittels Excel-Zufallszahl, siehe
hierzu auch Kapitel 3.1) ermittelten 9 Praparate aus den Rezidiv-Primarius-Sets
detaillierter auf. Tabelle 12 im Anhang zeigt die hierbei nicht eingeschlossenen Falle.
Auf diese Weise wurden schlie3lich 21 Rezidive in die 98 ausgewerteten Praparate
aufgenommen, was einem Verhaltnis von 21,4% (Rezidive) zu 78,6% (Primarien)

entspricht.
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Primarius Kategorie Anzahl Anteil an
/ Rezidiv Félle (n) Gesamt (%)
Primarius | Nur Primarius 73 74,5%
3 (LAR 1) Primarius 1
16% 20 (MUH 2) Primarius 1
e 37 (OPH 7) Primarius 1
= 83 (MUH 8) Primarius (R) 1
Primarius gesamt 77 78,6%
75% Rezidiv Nur Rezidiv 16 16,3%
- 24 (LAR 13) Rezidiv 1
52 (LAR 27) Rezidiv (R) 1
65 (NPH 1) Rezidiv 1
nur Rezidiv = Primarius/Rezidiv Mnur Primarius 81 (LAR 41) Rezidiv (R) 1
93 (LAR 46) Rezidiv (R) 1
Rezidiv gesamt 21 21,4%
Gesamt 98 100%

Abbildung 10. Verteilung von Rezidiv und Tabelle 4. Verteilung von Primarius und Rezidiv
Primarius im Patientenkollektiv. Die schraffierte (n=98) (R)=bestatigte Raucher

Flache bildet die 9 Falle ab, in denen sowohl

Primarius als auch Rezidiv als Probe vorlagen.

Insgesamt ist anzumerken, dass die Literatur sich bezlglich der Definitionen eines
Rezidivs (lat. recidere, ,zurtckfallen®), Zweittumors oder Residualtumors nicht einig ist.
Insbesondere in Bezug auf die zeitliche Dimension besteht hier Uneinigkeit. So besteht
die Mdglichkeit, dass in einigen Arbeiten vermeintliche Rezidive als Zweitkarzinome
definiert werden und umgekehrt, da ein unterschiedliches Intervall zwischen
Therapieende und Wiederauftreten des Tumors als Bedingung definiert wird. Dies ist
insbesondere dann der Fall, wenn nicht eine unterschiedliche Histologie klar die
Abgrenzung zu einem Zweitkarzinom ermdoglicht. Die Grenzen erscheinen fliel3end.
Uberwiegende Einigkeit besteht bei der Definition eines Rezidivs dahingehend, dass
es sich um das ,Wiederauftreten einer Krankheit nach klinisch vermuteter Heilung®
[174] handelt. Bezogen auf einen Tumor also um das ,Wiederauftreten einer malignen
Erkrankung, nachdem diese mindestens einmal eine Remission erreicht hat“, wobei
der Begriff Remission gegentber dem der Heilung doch deutlich mehr Spielraum Iasst.
Eine spezifischere Definition des Tumorrezidivs bertcksichtigt zudem noch die Art der
Behandlung, die Entitat und die Lokalisation des Tumors: ,Wiederauftreten eines
histologisch gleichartigen Tumors am gleichen Ort oder im gleichen Organ nach
vorausgegangener radikaler Behandlung® (Pschyrembel-Klinisches Worterbuch 2017,
[174]). Somit ist ein Rezidiv einerseits pathologisch, andererseits klinisch definiert. Die
Einbeziehung des gleichen Ortes oder gleichen Organs ist schwierig, da ein Rezidiv

auch in Form einer Metastase auftreten kann. Ebenso ist aufgrund der raumlichen
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Nahe im Kopf-Hals-Bereich eine scharfe raumliche Trennung insbesondere bei
ausgedehnten Tumoren nicht klar zu ziehen. Letztlich entscheidet in Zusammenschau
aller Befunde der Kiliniker.

In dieser Studie wurde die Beurteilung der behandelnden Fachkollegen aus dem KIS
(Krankenhausinformationssystem) iUbernommen. In der Interpretation wurden Tumore
anderer Histologie eindeutig als Zweitkarzinome gewertet, Uneindeutigkeit bestand bei
Proben gleicher Histologie und unterschiedlicher Lokalisation. Hier ergab sich ein
heterogenes Muster in Bezug auf die raumliche und zeitliche Dimension dahingehend,

ob eine Probe als Rezidiv oder Zweitkarzinom gewertet wurde.

4.1.7 Vortherapie mittels Radio-, Chemo- bzw. Radiochemotherapie

12% der HNSCC-Patienten waren Tabelle 5. Verteilung des Merkmals Vortherapie
im Patientenkollektiv
vorbehandelt. 100% der behandelten

. . . behandelt A hl  Fall
Patienten waren bestrahlt, drei Viertel vorbehande Féi,;lzea(n) (;’)e
waren einer Radiochemotherapie (RCT) = ja 12 12,2%
unterzogen worden. Nicht in allen Fallen, Radiatio 12 12,2%
war der Tumor selbst im Rahmen einer Chemotherapie 9 9,2%
(neo-)adjuvanten oder palliativen RCT RCT 9 9,2%
behandelt worden, in 4 von 12 Fallen _Nnein 86 87,8%

gesamt 98 100%

waren raumlich benachbarte Tumore (z.B.
Hypopharynx- oder Osophaguskarzinom) Ziel der Therapie (je 2x Radiatio und RCT)
gewesen. In 7 von 12 Fallen war eine gezielte Radiochemotherapie des Tumors selbst
erfolgt, in 3 Fallen nur eine Radiatio. 88% der Tumore waren bis zur Gewebeentnahme

unbehandelt. Tab. 5 fasst die Ergebnisse der Recherche zusammen.

4.1.8 Kontrollen

Die Kontrollpersonen waren im Vergleich zum HNSCC-Patientenkollektiv deutlich
junger. Alle Kontrollpatient*innen waren bei Gewebeentnahme jlinger als 55 Jahre und
fielen daher vollstandig in die jungste Alters-Subgruppe. Der Mittelwert lag bei 30
Jahren, der Median bei 27 Jahren. Die Altersverteilung bei Probenentnahme ist in Abb.
11 dargestellt. Die Uberwiegende Anzahl der Kontrollen waren Gewebeproben
normaler Mukosa aus der Tonsillenregion (n=18; 85,7%). Zwei Drittel der
Kontrollproben waren mannlich, ein Drittel weiblich. Tab. 6 fasst alle 21 Kontrollen mit

ihren Eigenschaften zusammen.
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Abbildung 11. Altersverteilung im Kontrollkolektiv

Tabelle 6. Charakteristika der Kontroll-Kohorte — Ubersicht

Parameter Anzahl Anteil von
Faélle (n) Gesamt (%)

Altersverteilung <55 Jahre 21 100,0%

(in Jahren) Median 27 J.
Mittelwert (+/- STABW) 30 J. (+/-9,3)

Geschlecht mannlich 14 66,7%
weiblich 7 33,3%

Lokalisation Adenoide Vegetationen 2 9,5%
Pharynxmukosa 1 4,8%
Tonsille 18 85,7%

Leider spiegelt das Kontroll-Kollektiv unser Patientenkollektiv nicht gut wider: Wahrend
in der Kontrollkohorte alle Patienten bei Gewebeentnahme jlinger als 55 Jahre alt
waren, waren nur 30,6% der untersuchten HNSCC-Patienten bei Erstdiagnose bzw.
Gewebeentnahme junger als 55 Jahre. Ebenso stammen die Kontrollproben zu 100%
aus dem Pharynx, davon 85,7% aus dem Oropharynx (Tonsille) und 9,5% (n=2) aus
dem Nasopharynx. Bei einer der Proben war vom Operateur keine genauere
Lokalisation angegeben worden (,Pharynxmukosa“). Dahingegen lag der Anteil der
Pharynxkarzinomproben im Patientenkollektiv nur bei etwa 42% der eingeschlossenen
HNSCC-Falle, von denen wiederum 54% (entspricht 22% der 98 Falle) auf den Oro-
und lediglich 2% (entspricht 1% der 98 Falle) auf den Nasopharynx entfielen.

Fir eine bessere Vergleichbarkeit ware ein Kontrollkollektiv mit ahnlicher Alters- und
Geschlechterverteilung sowie insbesondere Gewebeproben gesunder Mukosa aus
den verschiedenen anatomischen Lokalisationen (Mundhohle, Larynx und Pharynx mit

den Subgruppen: Oropharynx, Hypopharynx, Nasopharynx) besser geeignet.
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Allerdings wird man bei der Gewinnung eines solchen Kontrollkollektivs vor ethische
und organisatorische Hurden gestellt. In der klinischen Praxis werden in der Regel nur
Gewebeproben bei klinischer Symptomatik und makroskopischer Auffalligkeit
entnommen, sodass in seltenen Fallen eine komplett normale Schleimhaut ohne
zumindest entzundliche Veranderungen vorliegt. Insbesondere Probenentnahmen aus
der Larynxregion bei gesunden Patienten sind in Anbetracht der moglichen
Komplikationen als ethisch fragwlrdig anzusehen. Probeentnahmen sollten nur bei

entsprechendem klinischem Verdacht und gegebener Indikation erfolgen.
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4.2 Immunhistochemische Analysen: Kandidatenproteine und Korrelation mit
Klinikdaten

Die semiquantitative Auswertung der immunhistochemischen Farbungen erfolgte
durch dieselbe Pathologin (Untersucherin), um eine Beeintrachtigung der Ergebnisse

durch personliche Praferenzen zu minimieren. Das Farbeergebnis setzt sich aus

Farbeintensitat (S| = staining intensity) und Anteil des positiv-gefarbten Tumors
(Prozentpunkte (PP)) zusammen. Beide Faktoren wurden unabhangig voneinander
erhoben und anschlieRend deren Produkt in Form eines Scores gebildet. Ein Score
von 0 bedeutet negativ. Ein Score von 1-3 entsprach einer schwachen
immunhistochemischen Farbung (geringe Expression); ein maliges Farbeergebnis
lag bei einem Score von 4 oder 6 vor. Ab einem Score von 8 wurde das Signal als
stark gewertet. Ab einem Score von >3 lag eine Uberexpression gegeniiber der
Normalsituation vor (siehe auch Abb. 2).

Die Ergebnisse sind im Vergleich zum Kontrollkollektiv dargestellt (z.B. Abb. 13, S.
50). Es sind relative Haufigkeiten als Prozent der jeweiligen Grundgesamtheit
abgebildet. Auf der x-Achse sind die jeweiligen betrachteten Grundgesamtheiten
benannt und die relativen Haufigkeiten (%) der Subgruppen in gruppierten Saulen
dargestellt. Die graphische Darstellung divergiert sich in 2 Halften: Saulendiagramm A
und Saulendiagramm B (z.B. Abb. 13, S. 50). A veranschaulicht die positiven
(schwarze Saulen) und negativen (weilde Saulen) Farbeergebnisse in den jeweils
untersuchten Subgruppen. B differenziert die positiven Farbeergebnisse weiter in
schwach, mallig und stark, wie sie sich aus der Beurteilung anhand des
Immunreaktiven Scores (IRS) ergaben. Die jeweiligen absoluten Zahlen sind als n Uber
den Saulen angegeben, Details sind den Tabellen im Anhang und den
Bildunterschriften zu entnehmen.

Nicht fur jede der 5 immunhistochemischen Farbungen gelang es in allen 98 Fallen ein
eindeutig verwertbares Farbeergebnis zu erzielen, sodass auch die Grundgesamtheit
je nach Betrachtung und Farbung variiert. Beispielsweise konnten fur Ki-67 nur 84
Praparate sinnvoll ausgewertet werden. Die jeweilige Grundgesamtheit ist bei jeder
Auswertung angegeben und kann zusatzlich zu weiteren Details aus den zugehdrigen
Tabellen im Anhang entnommen werden. Im Folgenden werden Auswertungen mit
signifikanten oder interessanten Beobachtungen prasentiert.

Alle weiteren Auswertungen sind im graphischen Anhang (Abschnitt 8) aufgefuhrt.
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421 ABCC2

schwach (Score 1-3)

Detailansicht 1 — 200-fache VergroRerung Ubersicht — 100-fache VergréRerung

Detailansicht 2 —400-fache VergréRerung

Abbildung 12. Exemplarische Ubersichts- und Detail-Darstellungen der immunhistochemischen
Ergebnisse fiir ABCC2 an 3 Beispielen, je nach Farbeergebnis-Score. A, D, G (schwache Farbung):
Aund D: MUH 1, Primarius, 70% (+) n, G: OPH 14, Primarius, 50% (+) - + n; B, E, H (maRige Farbung):
LAR 45, Rezidiv, 75% + n; C, F, | (starke Farbung): LAR 47, Rezidiv 90% +-++ n. Die Pfeile markieren
einige der fur ABCC2 positiv angefarbten Zellkerne der Tumorzellen. In G und H erscheint die nukleére
Farbung eher granuldr und das Kernkdrperchen ist ohne Anreicherung in blauer Gegenfarbung im
Nukleus zu erkennen. In | hingegen ist die nukleare Farbung stark, homogen, die Kernkorperchen sind
kaum abzugrenzen.

(n = nukleér, LAR = Larynx, MUH = Mundhdhle, OPH = Oropharynx, (+) = schwach positiv, + = einfach
positiv, ++ = zweifach positiv)
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Abbildung 12 zeigt beispielhaft je 3 Farbeergebnisse fur ABCC2: schwache Farbung
(Score 1-3), maldige Farbung (Score 4 u.6) und starke Farbung (Score 8, 9, 12). Ab
einem Score von 4 lag eine Uberexpression vor. Die Farbung mit ABCC2 fiihrte in
nahezu 100% der ABCC2 positiven HNSCC zu einer nukledren Anfarbung. In 94,7%
war ABCC2 ausschliefRlich nuklear nachweisbar, in 3,9% aller ABCC2+ HNSCC (n=3)
war zusatzlich eine zytoplasmatische Farbung nachweisbar, in 1,3% eine

ausschlieBlich membranare Lokalisation (siehe auch Tab. 14 und 15 im Anhang).
4.2.1.1 ABCC2 - Expression positiv/negativ
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Abbildung 13. ABCC2 Expression — HNSCC vs. Kontrollen

A: Vergleich von HNSCC (n=98) und Kontrollen (n=21) mit positivem und negativem Farbeergebnis fiir
ABCC2. B: Differenzierung der ABCC2 positiven Proben der HNSCC und Kontroll-Kohorten in die 3
Scoring-Gruppen: schwach, mafig und stark. Dargestellt sind die relativen Anteile der jeweils ABCC2
positiven HNSCC/Kontrollen.

Bei Anwendung des Chi-Quadrattests (A) bzw. des Exakten Tests nach Fisher bei Einschluss des
Scorings (B) ergaben sich statistisch signifikante Unterschiede in der ABCC2-Expression zwischen
HNSCC und Kontrollen unter Berlicksichtigung positiver und negativer Proben (A: p=0,00001; B:
p=0,0001)).

Die Expression von ABCC2 wurde in allen 98 HNSCC-Praparaten sowie 21 Kontrollen
untersucht (Abb. 13). 78% (n=76) der HNSCC waren positiv fur ABCC2, 22% negativ.
Far das Kontroll-Kollektiv ergab sich dagegen ein komplett kontrares Bild mit 71%
(n=15) negativen Proben fur ABCC2 und nur 29% positiven. Die ABCC2-Expression
unterschied sich in HNSCC und Kontrollen signifikant (p<0,001).

Das Scoring der ABCC2 positiven HNSCC Proben zeigte eine gleichermalen verteilte
GruppengrolRe von Proben mit einem schwachen, maRigen und starkem Score (Abb.
13 B), wohingegen bei den ABCC2 positiven Kontrollen 67% eine schwache, 33% eine
mafige und keine Probe (0%) eine starke Farbeintensitat aufwiesen. Bei beiden
Kontrollen mit mafiger ABCC2-Expression handelte es sich um Tonsillektomie-

Praparate mit Anteilen gesunder Schleimhaut aus dem Bereich des Oropharynx. Auch
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unter Berucksichtigung der Auspragungsverteilung der positiven Ergebnisse (Scoring)
ergab sich ein signifikanter Unterschied zwischen den Kohorten (p<0,001, p=0,0001).
Betrachtete man nur die positiven Ergebnisse und deren Auspragungsverteilung unter
Ausschluss der negativen Proben ergab sich kein statistisch signifikanter Unterschied
(p=0,272, Exakter Test nach Fisher), bedingt durch das dann sehr kleine Kontroll-
Vergleichskollektiv von nur 6 Proben.

Die Schleimhaut des Pharynx, Larynx und des Mundes sowie der Tonsillenregion
zahlen bislang nicht zu den typischen Orten der physiologischen ABCC2-Expression
[156]. Auch unsere Ergebnisse legen nahe, dass ABCC2 in gesunder Schleimhaut nur
in sehr geringem Ausmaly exprimiert wird, das sich ublicherweise
immunhistochemischen Methoden entzieht. Zudem wird berichtet, dass entzundliche
Prozesse eher zu einer Herabregulierung der Expression von ABCC2 fihren [70, 98,
203]. Es gilt daher zu klaren, warum einige der Proben der Kontroll-Kohorte dennoch
einen ABCC2 positiven, wenn auch nur schwach positiven Nachweis ergaben. Hierfur
sind weitere Untersuchungen an einer grof3eren Stichprobe bezuglich der ABCC2-
Expression in gesunder, entztindeter und dysplastischer Mukosa des HNO-Bereiches

erforderlich.

4.2.1.2 ABCC2 - Expression in HNSCC und Geschlecht der Patienten

Es konnte kein signifikanter Unterschied in der Expression von ABCC2 in Abhangigkeit
vom Geschlecht festgestellt werden. Sowohl bei Mannern als auch bei Frauen
exprimierte die Uberwiegende Anzahl an HNSCC ABCC2 (m=79%, w=71%), ein
Grolteil sogar maRig bis stark (m=48%, w=43%). Auch innerhalb der Kontroll-Kohorte
ergab sich hinsichtlich des Geschlechts kein relevanter Unterschied: In beiden
Gruppen waren 29% der Proben positiv und 71% negativ fur ABCC2, wobei die
positiven Proben uberwiegend schwache Farbeergebnisse aufwiesen. Bei den
mannlichen Kontrollen gab es 2 Proben mit maRiggradigem Farbeergebnis.

Wahrend sich in der mannlichen Gruppe HNSCC und Kontrollgewebe bezuglich der
ABCC2-Expression signifikant unterschieden (p=0,002, Kontingenztabellenanalyse,
Exakter Test nach Fisher, unter Berucksichtigung aller Proben), konnte fur die
weiblichen Proben aufgrund der geringen Fallzahlen keine statistisch belastbare
Aussage getroffen werden. Abbildung 36 im graphischen Anhang zeigt die

zugehorigen Saulendiagramme, Tabelle 14 die zugehodrigen absoluten Zahlen.
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4.2.1.3 ABCC2 - Expression in HNSCC und Alter der Patienten

Im Vergleich der Altersgruppen fiel eine Korrelation von hoherem Lebensalter und
ABCC2-Expression in HNSCC Geweben auf: Je alter die HNSCC-Patienten in
unserem Kollektiv waren, desto groRer war der Anteil an ABCC2 positiven Tumoren
und desto ausgepragter war die ABCC2-Expression (haufiger starkere Expression mit
Score >3) (Abb. 37 B im Anhang). In der jungen Kohorte unter 55 Jahren war der Anteil
an ABCC2 negativen HNSCC (27%) sowie Proben mit schwacher ABCC2-Expression
(40%) relativ hoher als bei Patienten Uber 55 Jahren (18-23% und 20-32%). Besonders
deutlich wird der Vergleich mit den Patienten Uber 65 Jahren, bei denen 57% ein maRig
bis starkes ABCC2 Ergebnis aufwiesen, was 74% (n=17) der ABCC2 positiven
HNSCC dieser Altersgruppe entsprach. Allerdings zeigten sich diese Unterschiede
nicht als statistisch signifikant.

Die Patienten des Kontrollkollektivs waren alle (100%) junger als 55 Jahre (n=21) und
uberwiegend (71%, n=15) ABCC2 negativ. Die Vergleiche von HNSCC der
unterschiedlichen Altersgruppen mit der Kontrollkohorte ergaben jeweils einen
statistisch signifikanten Unterschied (p<0,001), analog zur generell vermehrten
ABCC2-Expression in HNSCC gegenluber Kontrollen (Kapitel 4.2.1.1). Ein
differenzierter Vergleich mit Kontrollgeweben der zugehorigen Altersgruppen war
aufgrund der Demographie des Kontrollkollektivs leider nicht mdglich. Abb. 37 im
Anhang zeigt die zugehoérigen Saulendiagramme, Tab. 14 die zugehdrigen absoluten
Zahlen.

4.2.1.4 ABCC2 - Expression in HNSCC und Tumorlokalisation

Betrachtet man die ABCC2-Expression in HNSCC in Abhangigkeit von der
Tumorlokalisation, zeigt sich Uber alle Lokalitaten hinweg, dass die Mehrzahl der
HNSCC Proben ABCC2 exprimiert, wobei der Grof3teil eine deutliche Uberexpression
(Score >3) aufweist. Statistisch signifikante Unterschiede in der ABCC2-Expression in
Abhangigkeit von der Tumorlokalisation ergaben sich nicht, auch wenn die Gruppe der
Larynxkarzinome eine haufigere und intensivere ABCC2-Expression gegeniber den
HNSCC der Mundhdhle und des Pharynx zeigten (Abb. 38 B im Anhang). 73% der
HNSCC_MUH/PHA waren positiv fur ABCC2, 37% mit einem Score >3. Die Gruppe
der Larynxkarzinome wies mit 83% im Vergleich dazu noch mehr ABCC2 positive
Praparate auf und mit insgesamt 57% gegeniber HNSCC_MUH/PHA 20% mehr
Praparate mit mind. maRiggradiger ABCC2-Expression (Score >3). Bezlglich der
starken Expression ergab sich kein wesentlicher Unterschied zwischen den Gruppen:
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22% der HNSCC_MUH/PHA und 23% der HNSCC_LAR wiesen eine starke ABCC2-
Farbung auf. Es ist anzunehmen, dass sich in einem groeren Kollektiv die
vermeintlichen Unterschiede zwischen den verschiedenen Lokalitaten weiter
annahern. Abb. 38 im graphischen Anhang zeigt die zugehoérigen Saulendiagramme,

Tabelle 14 die zugehorigen absoluten Zahlen.

4.2.1.5 ABCC2 - Expression in HNSCC und Grading
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Abbildung 14. ABCC2 Expression — Korrelation mit Differenzierungsgrad G

A: Relative Expression von ABCC2 in HNSCC in Abhangigkeit vom Grading. B: Differenzierung der
ABCC2 positiven Proben abgangig vom jeweiligen Differenzierungsstatus in die 3 Scoring-Gruppen:
schwach, mafRig und stark. Dargestellt sind die relativen Anteile der jeweils ABCC2 positiven HNSCC.
Details zur Graphik siehe Tabelle 14 im Anhang. Es konnten keine signifikanten Unterschiede in der
ABCC2-Expression in HNSCC in Abhéangigkeit vom Differenzierungsgrad des Tumors festgestellt
werden (Kontingenztabellenanalyse, Exakter Test nach Fisher, A: p=0,644; B: p=0,087).

Im Vergleich mit dem Kontrollkollektiv exprimierten die HNSCC-Tumore Uber alle
Differenzierungsgrade hinweg ABCC2 in signifikant hdherem Ausmal. Betrachtete
man die ABCC2 Epression in HNSCC in Abhangigkeit vom Grading (Abb. 14), schien
ab einem maRigen Differenzierungsgrad des Tumors (2G2), die ABCC2-Expression
zuzunehmen. Unter den G1-Tumoren (HNSCC_G1) wies keiner eine starke
Expression auf, Uberwiegend lag eine schwache Expression vor (Score 1-3: n=5, 63%;
83% der G1/ABCC2+ (Abb. 14 B)). Die maRig differenzierten Tumore (HNSCC_G2)
waren zu 79% positiv (n=58) fur ABCC2, 69% (n=40) der positiven Proben zeigten
eine mindestens maliggradige ABCC2-Expression (Score 2 4), 34% sogar ein starkes
Farbeergebnis (Score = 8: n=20), einschliel3lich einer Expression in mind. 80% der
Tumorzellen. Insgesamt lag in den G2 Tumoren eine gleichmalige Verteilung Uber die
3 Farbeergebnisse (schwach, maldig und stark) vor. Bei den wenig differenzierten
Tumoren (HNSCC_G3) hingegen schien der relative Anteil an ABCC2-negativen
Tumoren (Abb. 14 A, n=5, 29%) und Tumoren mit schwacher Expression (n=7, 41%;
58% der G3/ABCC2+ (Abb. 14 B)) wieder zuzunehmen, sodass die Tendenz der
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Expressionszunahme mit geringerer Differenzierung insbesondere auf den Vergleich
von G1 und G2 HNSCC zuzutreffen schien.

Auch wenn die Daten eine Zunahme der ABCC2-Expression mit Zunahme der
Entdifferenzierung nahe legen, konnte diesbezlglich keine eindeutige statistische
Signifikanz erreicht werden (p>0,05), was zumindest teilweise auch auf die groRRe
Diskrepanz in der SubgruppengrofRe zuruckgefuhrt werden kann. Insbesondere die
Gruppe der HNSCC_G1 (n=8 von 98), aber auch die Gruppe der HNSCC_G3 (n=17
von 98) war gegenuber der Anzahl der HNSCC G2 (n=73 von 98) stark
unterreprasentiert, G4-Tumore waren gar nicht vertreten. Differenzierte man allerdings
nach Score >3 (Uberexpression = mind. maRige Expression) vs Score <4 (negative
bis schwache Expression) konnten signifikante Unterschiede in der ABCC2-
Expression zwischen den Gruppen beobachtet werden (p=0,022). Insgesamt
exprimierten G2 und G3 HNSCC haufiger ABCC2 in hoherem Ausmal. Gleichzeitig
fiel aber auch auf, dass der Anteil der stark (Score = 8) ABCC2 exprimierenden
HNSCC in G3 Tumoren unter dem der G2 Tumoren lag und der Anteil an negativen
und schwach (Score 1-3) exprimierenden G3 HNSCC vergleichsweise groRer als der
in G2 HNSCC war, was unserer Hypothese einer Zunahme der ABCC2-Expression in
HNSCC mit zunehmender Undifferenziertheit widersprach, sodass sich
zusammenfassend keine klare Korrelation zwischen ABCC2-Expression und
Differenzierungsgrad in den von uns untersuchten HNSCC-Proben zeigte.
Untersuchungen an einer groReren Stichprobe, idealerweise gewonnen im Rahmen
einer prospektiven Studie, mit einem ausgeglicheneren Verhaltnis von G1, G2 und
insbesondere auch G3 und G4 Proben kdnnten hier Klarheit bringen, ob nicht doch
eine Korrelation zwischen Undifferenziertheit und vermehrter ABCC2-Expression

bestehen konnte.

4.2.1.6 ABCC2 - Expression in HNSCC und N-Stadium

Auch bezuglich der regionaren Metastasierung (NO vs. N+) konnte kein statistisch
signifikanter Unterschied bezuglich der ABCC2-Expression beobachtet werden (Abb.
39 und erganzend Tab. 14 im Anhang). Insgesamt ergab sich in beiden Gruppen ein
sehr ahnliches Expressionsprofil fir ABCC2, wobei in HNSCC_ N+ der Anteil an
ABCC2 positiven Proben etwas hdher lag (NO= 76%, N+= 81%), ebenso wie der Anteil
an Tumoren mit maRiger bis starker Expression (NO= 46%. N+= 49%).
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4.2.1.7 ABCC2 — Expression in HNSCC und T-Stadium
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Abbildung 15. ABCC2 Expression — Korrelation mit T-Stadium

A: Verhaltnis von ABCC2 positiven und negativen Proben. B: Differenzierung der ABCC2 positiven
Proben abhangig vom jeweiligen T-Stadium in die 3 Scoring-Gruppen: schwach, maRig und stark.
Dargestellt sind die relativen Anteile der jeweils ABCC2 positiven HNSCC-Proben.

Die Unterschiede zwischen den Gruppen waren statistisch nicht signifikant (Kontingenztabellenanalyse,
Chi-Quadrattest, A: p=0,436; B: p=0,187).

In Abb. 15 ist die ABCC2-Expression in den von uns untersuchten HNSCC nach den
T-Stadien aufgeschlisselt. Es ergab sich ein ahnliches Bild wie schon beim
Differenzierungsgrad beobachtet: Mit zunehmendem T-Stadium wird ABCC2 starker
exprimiert. Im T1-Stadium fiel noch eine Uberwiegend schwache ABCC2-Expression
auf. Der Anteil an mindestens maRiggradiger Expression und schwacher Expression
machte bei HNSCC T1 jeweils die Halfte der positiven Ergebnisse aus (je n=13, 41%
aller HNSCC T1; bzw. 50% der T1/ABCC2+). Wohingegen Tumore mit starker ABCC2-
Expression (n= 5, 16% aller HNSCC T1; bzw. 19% der T1/ABCC2+) den geringsten
Anteil der HNSCC T1 ausmachten. Im T2-Stadium hingegen waren die schwach
ABCC2 exprimierenden HNSCC die kleinste Subgruppe (n=6, 17% aller HNSCC T2;
bzw. 25% der T2/ABCC2+), wahrend 62% (75% der T2/ABCC2+) der Tumore eine
mind. maRiggradige Expression aufwiesen und die stark ABCC2 exprimierenden
Tumore mit 38% (n=11; 46% der T2/ABCC2+) sogar den groften Anteil der Praparate
ausmachten. In der Gruppe der HNSCC T3-4, die zugunsten vergleichbarer
Zahlenverhaltnisse zusammengefasst wurden, ist ebenfalls eine vermehrte
Expression von ABCC2 zu erkennen. Der Anteil der maRig bis stark exprimierenden
Tumore lag bei 41% (n=14; 58% T3-4/ABCC2+) gegenuber je 29% mit schwacher
(42% der T3-4/ABCC2+) bzw. fehlender Expression (je n=10). Ahnlich wie beim
Differenzierungsgrad beobachtet, fallt auf, dass trotz Uberwiegend positiver ABCC2-
Expression, der Anteil an negativen Praparaten in der Gruppe der T3-4 Stadien mit
29% von allen T-Stadien am hochsten liegt und auch der Anteil an stark
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exprimierenden Tumoren gegenuber dem T2 Stadium eher wieder abgenommen hat.
Schlussendlich konnte, auch wenn unsere Daten eine Korrelation von vermehrter
ABCC2-Expression und zunehmendem T-Stadium andeuteten, in den von uns
untersuchten HNSCC kein statistisch signifikanter Zusammenhang von T-Stadium und
ABCC2-Expression festgestellt (p>0,05) werden. Tabelle 14 im Anhang zeigt die

absoluten Zahlen in tabellarischer Form.

4.2.1.8 ABCC2 - Expression in HNSCC und Expression der iibrigen Marker
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Abbildung 16. ABCC2 Expression in CK19+ HNSCC und CK19+ Kontrollen

A: Verhaltnis von ABCC2 positiven und negativen Proben in HNSCC und Kontrollen. B: Differenzierung
der CK19/ABCC2 doppelt positiven Proben in die 3 Scoring-Gruppen der ABCC2 Farbung: schwach,
maRig und stark. Dargestellt sind die relativen Anteile der jeweils ABCC2 und CK19 doppelt positiven
HNSCC/Kontrollen.

Die ABCC2-Expression unterschied sich signifikant in den Gruppen der CK19+ HNSCC und der CK19+
Kontrollen (A: p=0,012 (Chi-Quadrattest); B: p<0,001 (Exakter Test nach Fisher unter Einschluss der
negativen Proben)).

Insgesamt waren 76 der 98 HNSCC (78%) positiv fur CK19 (Abb. 16A), das allgemein
als ein Marker undifferenzierter Zellen gilt und in einer Vielzahl von Tumoren,
insbesondere auch nicht-verhornenden Plattenepitelkarzinomen des oberen
Aerodigastivraktes exprimiert wird [49]. Nur 22 HNSCC (22%) wiesen keine CK19
Expression auf. Betrachtet man die CK19+ HNSCC exprimierten 76% (n=58) ABCC2
(CK19+/ABCC2+ HNSCC). 59% (n=34) dieser CK19+/ABCC2+ HNSCC wiesen eine
maRige bis starke Farbung auf, was einer Uberexpression entsprach. 28% (n=16)
zeigten sogar eine starke Expression (Abb. 16 B). Fur die Kontroll-Gruppe ergab sich
ein gegensatzliches Bild: Zwar waren alle Kontrollen positiv fur CK19, allerdings waren
15 dieser 21 CK19+ Kontrollen ohne Nachweis von ABCC2 (71%). Nur 6 CK19+
Kontrollen exprimierten ABCC2 in einem immunhistochemisch nachweisbaren

Ausmald: 2/3 davon schwach, 1/3 maRig. Keine der CK19 positiven Kontrollen wies ein
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starkes ABCC2-Signal auf. Die beobachteten Unterschiede in CK19+ HNSCC und
CK19+ Kontrollen zeigten sich statistisch signifikant (p<0,05).
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Abbildung 17. ABCC2 Expression in Ki-67+ HNSCC und Ki-67+ Kontrollen

A: Verhaltnis von ABCC2 positiven und negativen Proben. B: Differenzierung der Ki-67/ABCC2 doppelt
positiven Proben in die 3 Scoring-Gruppen der ABCC2 Farbung: schwach, mafig und stark. Dargestellt
sind die relativen Anteile der jeweils ABCC2 und Ki-67 doppelt positiven HNSCC/Kontrollen.

Ki-67+ HNSCC und Ki-67+ Kontrollen unterschieden sich signifikant in inrer ABCC2-Expression (A und
B: p<0,001, Kontingenztabellenanalyse, Exakter Test nach Fisher unter Einschluss der negativen
Proben).

Insgesamt waren 84 von 98 HNSCC-Proben fur Ki-67 auswertbar und 14 der 21
Kontrollen. 84% (n=82) der HNSCC waren Ki-67 positiv, 2% (n=2) negativ. Die zwei
Ki-67 negativen Tumore zeigten in 100% ebenfalls keine ABCC2-Expression. Ki-67
positive und negative HNSCC unterschieden sich in ihrer ABCC2-Expression
signifikant (p=0,022, Exakter Test nach Fisher, nicht abgebildet), wobei angemerkt
werden muss, dass sich die Subgruppen sehr stark in ihrer Grolde unterschieden (82
HNSCC Ki-67+ vs. 2 HNSCC Ki-67-). Wertete man die Ki-67-Expression erst ab einem
Score >3 als positiv, konnte kein signifikanter Unterschied mehr in der ABCC2-
Expression zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden (Tab. 7). Zugunsten der
Ubersichtlichkeit wurden die Ergebnisse der Ki-67 negativen HNSCC nicht graphisch
gezeigt.

Im Vergleich von Ki-67+ Kontrollen und Ki-67+ HNSCC ergab sich ein signifikanter
Unterschied in der ABCC2-Expression (p<0,001): 87% (n=71) der Ki-67+ HNSCC
waren auch positiv fur ABCC2 (Ki-67+/ABCC2+ HNSCC; Abb. 17 A). Hiervon zeigten
wiederum 62% (n=44) eine mindestens malige bis starke ABCC2-Expression (Score
>3), wobei der Anteil an Tumoren mit mafiger und starker Expression jeweils etwa die

Halfte ausmachte (Abb. 17 B). Demgegenuber waren die Ki-67+ Kontrollen
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uberwiegend ABCC2 negativ (n=9, 69%, Abb. 17 A) und die wenigen Ki-67+/ABCC2+
Kontrollen (n=4) exprimierten ABCC2 zu drei Vierteln nur schwach (Abb. 17 B).

Es ist anzumerken, dass die Expression von Ki-67 in der Kontrollgruppe uberwiegend
(77%, n=10) im Bereich von 1, 2 und 5% (< 10%) lag (Tab. 10 im Anhang, S. 152).
Unter Berucksichtigung der in Kap. 4.2.4.1 diskutierten Ergebnisse ist erst ab einem
Score = 4 bzw. einer Expression in mehr als 10% der Tumorzellen von einem relevant
positiven Ergebnis fur Ki-67 auszugehen. Eine Expression in bis zu 10% der Zellen
wird als normal angenommen. Es wird zudem erneut auf Tab. 1 verwiesen: Fur Ki-67
galten andere Prozentgruppen als fur die anderen Farbungen hinsichtlich der
Bewertung im Score. Orientiert wurde sich hierbei an der in der Onkologie Ublichen
Wertung mit prognostischer Bedeutung von Ki-67 ab einer Expression in mehr als 11%
der Tumorzellen, z.B. bei gynakologischen Tumoren, insbesondere der Mammae. In
der Literatur werden verschiedene Cut-off Werte fur Ki-67 verwendet um die Kollektive
in prognostisch-bedeutsam und prognostsch-nicht-bedeutsam zu dichotomisieren.
Uberwiegend werden jedoch Cut-off Werte zwischen 10-20% angelegt, am haufigsten
wird > 10% verwendet [218]. Ab einer Ki-67-Expression in > 10% des Tumors ist also
von einer erhohten Proliferationsneigung mit klinisch prognostischer Bedeutung
auszugehen.

Dichotomisiert man das Ki-67-Farbe-Ergebnis in den von uns untersuchten HNSCC
entsprechend dieses Cut-off Wertes ergibt sich das in Tab. 7 dargestellte Verhaltnis
ohne Hinweis auf einen statistisch signifikanten Unterschied in der Expression von
ABCC2 in Ki-67 positiven (Score >3) oder Ki-67 negativen HNSCC (Score 0-3). Dies
lasst vermuten, dass der zuvor beobachtete signifikante Unterschied von Ki-67
positiven HNSCC und Ki-67 negativen HNSCC in Bezug auf ihre ABCC2-Expression
aufgrund der geringen Fallzahl an Ki-67 negativen HNSCC wenig Aussagekraft hat
und die Verteilung der lediglich zwei Ki-67 negativen HNSCC mdglicherweise eher

dem Zufall entspringt als einer klaren Korrelation oder gar Kausalitat.

Tabelle 7. ABCC2 Expression in HNSCC mit Ki-67 Score >3 vs. Score 0-3

ABCC2 Ki-67 Score >3 | Ki-67 Score <3 gesamt
Farbung + 44 27 71
Farbung - 5 8 13

gesamt 49 35 84

Die Kreuztabelle zeigt das Verhaltnis der ABCC2 positiven und negativen HNSCC unter
Bericksichtigung des Grenzwerts fir ein positives Ergebnis von Ki-67 ab einem Score >3. Unter diesen
Bedingungen ergab sich kein statistisch signifikanter Unterschied in der ABCC2-Expression bei Ki-67
»+und Ki-67 ,-“ HNSCC (p=0,114, Kontingenztabellenanalyse, Chi-Quadrattest).
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Es bleibt daher zu schlussfolgern, dass sich kein eindeutiger Zusammenhang
zwischen Ki-67 und ABCC2-Expression in HNSCC ergab.

Auch wenn sich die ABCC2-Expression zwischen Ki-67+ HNSCC und Ki-67+
Kontrollen signifikant (p<0,001) unterschied, was am ehesten ein Abbild des
Vergleichs von HNSCC und Kontrollen als solche ist, und auch, wenn sich ein
vermeintlich statistischer Unterschied zwischen Ki-67+ und Ki-67- HNSCC bezuglich
der ABCC2-Expression ergab (p=0,022), bleibt anzumerken, dass sich die
Subgruppen sehr stark in ihrer Gro3e unterschieden, was die statistische Aussagekraft
schmalert. Wertete man die Ki-67-Expression erst ab einem Score >3 als positiv,
konnten bezuglich der Expression von ABCC2 keine signifikanten Unterschiede mehr

zwischen HNSCC mit und ohne Ki-67-Expression festgestellt werden (Tab. 7).
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Abbildung 18. ABCC2 Expression in HNSCC und Kontrollen unter Berlcksichtigung des p53-Status
A: Verhaltnis von ABCC2 positiven und negativen Proben in p53 negativen und p53 positiven HNSCC
und Kontrollen. B: Differenzierung der positiven Farbeergebnisse fir ABCC2 in die 3 Subgruppen
schwach, maRig und stark. Dargestellt sind die relativen Anteile der jeweils ABCC2 positiven p53+/-
HNSCC und Kontrollen. Siehe auch Tabelle 14 im Anhang.
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Sowohl bei den p53 positiven HNSCC (p53+ HNSCC, n= 67, 68% aller HNSCC) als
auch den p53 negativen Tumoren (p53- HNSCC, n=31, 32% aller HNSCC) konnte eine
vermehrte Expression von ABCC2 festgestellt werden (Abb. 18 A). Insbesondere die
p53-/ABCC2+ HNSCC wiesen in 64% (n=16) eine mindestens maRige bis starke
ABCC2-Expression (Score >3) auf. Auf die p53+/ABCC2+ HNSCC traf dies nurin 59%
(n=30) der Falle zu (Abb. 18 B). p53+ HNSCC waren gegenuber den fur p53 negativen
HNSCC haufiger ABCC2 negativ (Abb. 18 A, 24%, n=16 vs 19%, n=6). Insgsamt
konnte aber zwischen p53- und p53+ HNSCC kein statistisch signifikanter Unterschied
hinsichtlich der ABCC2-Expression festgestellt werden (p=0,618,
Kontingenztabellenanalyse, Chi-Quadrattest), sodass anhand unserer Daten kein
eindeutiger Zusammenhang von ABCC2-Expressionsstarke und p53-Status in
HNSCC nachzuweisen war.

Verglich man die jeweiligen HNSCC-Subgruppen mit ihren zugehorigen p53 positiven
bzw. negativen Kontroll-Vergleichsgruppen wurde fur die ABCC2-Expression in p53+
HNSCC und Kontrollen kein statistisch signifikanter Unterschied gefunden (p=0,593,
Exakter Test nach Fisher), wohingegen sich p53 negative HNSCC und Kontrollen in
signifikantem Ausmal} in ihrer ABCC2-Expression unterschieden (p<0,001; Chi-
Quadrattest). Hierbei muss angemerkt werden, dass die Gruppe der p53+ Kontrollen
mit nur 5 Fallen, auch insbesondere gegenuber der Vergleichsgruppe mit n=67 p53
positiven HNSCC, sehr klein war, was die Aussagekraft des Vergleichs stark
einschrankt. Dass sich Kontrollen und HNSCC in ihrer ABCC2-Expression signifikant
unterscheiden wurde bereits in Kapitel 4.2.1.1 gezeigt, ein spezieller Unterschied in
der ABCC2-Expression bezogen auf den p53-Status zwischen diesen Subgruppen
ergab sich nicht.

Die uberwiegende Anzahl der Kontrollen war p53 negativ (n=16 von 21), wie in
normalen Geweben zu erwarten. Die vermeintliche hohere und haufigere Expression
von ABCC2 in p53 positiven Kontrollen gegenlber p53 negativen Kontrollen ist, unter
anderem bedingt durch die geringen Fallzahlen, nicht als Uberzufallig einzustufen: Es
ergab sich kein signifikanter Unterschied in der ABCC2-Expression zwischen den p53
negativen und positiven Kontrollen (p=1,0).

Abschlielend konnte keine Korrelation und insbesondere auch kein signifikanter
Zusammenhang zwischen p53-Status und ABCC2-Expression in HNSCC und

Kontrollen gefunden werden.
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ABCC2-Expression in CK19+, Ki-67+/- und p53+/- HNSCC und Kontrollen - Fazit

Abschliel’end ergaben die Co-Farbungen von HNSCC und Kontrollen die folgenden
Beziehungen: Es konnte kein eindeutig signifikanter Zusammenhang zwischen
ABCC2-Expression und p53-Expression in HNSCC und Kontrollen festgestellt werden.
Hingegen zeigte sich fur CK19 und ABCC2 eine eindeutig zunehmende ABCC2-
Expression in CK19+ HNSCC gegenuber der Kontrollgruppe. Zwar waren alle
Kontrollen CK19+, exprimierten dies aber nur in geringem Ausmalf. Zwischen CK19-
und CK19+ HNSCC waren keine relevanten Unterschiede in der ABCC2-Expression
zu beobachten.

Fir Ki-67 wurde zwar ein signifikanter Unterschied zwischen der ABCC2-Expression
in Ki-67+ HNSCC im Vergleich mit Ki-67+ Kontrollen festgestellt und auch Ki-67+
HNSCC und Ki-67- HNSCC unterschieden sich bezlglich der ABCC2-Expression
signifikant (p=0,022). Allerdings unterschieden sich die Subgruppen sehr stark in ihrer
Grolle voneinander, so dass die Aussagekraft dieses Ergebnisses fraglich bleibt.
Insbesondere unter Berucksichtigung der fur Ki-67 relevanten Cut-off Werte flr ein
positives Ergebnis ab einem Score >3 (s. auch Kapitel 4.2.4.1) war zwischen Ki-67+

und Ki-67- HNSCC kein signifikanter Zusammenhang mehr nachweisbar (Tab. 7).

422 ABCG2

Die Farbung mit ABCG2 fuhrte zu einer Uberwiegend zytoplasmatischen Anfarbung:
ABCG2 war in 100% der ABCG2+ HNSCC im Zytoplasma zu finden, in 88% lag eine
alleinige zytoplasmatische Anfarbung vor. In 9,6% aller ABCG2+ HNSCC war
zusatzlich eine nukleare Farbung nachweisbar, in 2,4% zusatzlich eine membranare
Anreicherung (siehe auch Tab. 16 und 17 im Anhang). Abb. 19 zeigt beispielhaft je 3
Farbeergebnisse fur ABCG2: schwache Farbung (Score 1-3), maRige Farbung (Score
4 u. 6) und starke Farbung (Score 8, 9, 12). Ab einem Score von 4 lag eine

Uberexpression vor.
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Abbildung 19. Exemplarische Ubersichts- und Detail-Darstellungen der immunhistochemischen
Ergebnisse fur ABCG2 an 3 Beispielen, je nach Farbeergebnis-Score. A, D: MUH 2, Primarius, 20% (+)
cp; B, E: OPH 20, Rezidiv, 50% + cp; C, F: LAR 47, Rezidiv 90% ++ cp. G: LAR 1, Primarius, 5% + cp;
H: OPH 8, Primarius, 50% +-++ cp; I: LAR 45, Rezidiv, 80% + - ++ cp. Die Pfeile zeigen exemplarisch
auf das fir ABCG2 positiv angefarbte Zytoplasma einiger Tumorzellen.

(cp = zytoplasmatisch, LAR = Larynx, MUH = Mundhoéhle, OPH = Oropharynx, (+) = schwach positiv, +
= einfach positiv, ++ = zweifach positiv)
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4.2.2.1 ABCG2 - Expression positiv/negativ
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Abbildung 20. ABCG2 Expression — HNSCC vs. Kontrollen

A: Verhaltnis von ABCG2 positiven und negativen Proben. B: Differenzierung der ABCG2 positiven
Proben in die 3 Scoring-Gruppen: schwach, mafig und stark. Dargestellt sind die relativen Anteile der
jeweils ABCG2 positiven HNSCC/Kontrollen.

Die beobachteten Unterschiede in der ABCG2-Expression zwischen HNSCC und Kontrollen sind
statistisch signifikant (A und B: p<0,001, Kontingenztabellenanalyse, Chi-Quadrattest unter
Berlicksichtigung der negativen Ergebnisse). Details sind Tabelle 16 im Anhang zu entnehmen.

Betrachtet man die ABCG2-Expression in Kontrollen und allen 98 HNSCC-
Patient*innen (Abb. 20) fallt auf, dass 86% (n=84) der HNSCC positiv fur ABCG2
waren und ihr Grof3teil ABCG2 mindestens malig bis stark exprimierte (n=52, 53%
aller HNSCC, 62% der ABCG2+ HNSCC). Nur 14% (n=14) der HNSCC waren negativ
fur ABCG2. Wohingegen die Kontrollen normaler Mukosa sich in 81% der Falle (n=17)
negativ fur ABCG2 zeigten. Die wenigen ABCG2+ Kontrollen (n=4, 19%) wiesen zu
100% ein schwaches Ergebnis auf bzw. 0% der Kontrollen boten eine maRige bis
starke Expression von ABCG2. Die ABCG2-Expression unterschied sich in HNSCC
und Kontrollen signifikant (p<0,001).

Betrachtet man nur die positiven Ergebnisse untereinander, ergibt sich ein knapp nicht
signifikanter Unterschied, u.a. aufgrund der geringen StichprobengroéfRe der Kontrollen
(B: p=0,076, Exakter Test nach Fisher), schlieRt man die negativen Proben bei der
Vergleichsanalyse mit ein, ergibt sich wieder der zuvor beobachtete statistisch
signifikante Unterschied (p<0,001, Chi-Quadrattest).

4.2.2.2 ABCG2 - Expression in HNSCC und Geschlecht

Trennt man Kontrollen und HNSCC nach den Geschlechtern auf und untersucht diese
auf deren ABCG2-Expression (Abb. 40 im graphischen Anhang), ergibt sich ein sehr
ahnliches Bild wie fur ABCC2: Die HNSCC, ob mannlich oder weiblich exprimierten
vermehrt ABCG2 (85% und 93%), wahrend die Kontrollen Uberwiegend ABCG2
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negativ waren (71% und 100%). Diese Unterschiede zwischen HNSCC und Kontrollen
zwischen den Geschlechtersubgruppen zeigten sich statistisch signifikant (p<0,001,
Exakter Test nach Fisher). Frauen waren sowohl in HNSCC als auch Kontrollen
weniger vertreten (n= 14/98 vs. n=7/21) als Manner (n=84/98 vs. n=14/21). Bei den
weiblichen HNSCC schien, anders als bei den mannlichen, eine schwache Expression
von ABCG2 (n=7, 50%) relativ gesehen haufiger als eine maldige oder starke (je n=3,
21,4%). Aufgrund der sehr unterschiedlich gro3en Geschlechtersubgruppen in unserer
Stichprobe mag aber auch die reduzierte Anzahl an weiblichen Proben hier einen
Unterschied vortauschen, da bei den Frauen die einzelnen Proben schwerer ins
Gewicht fallen.

AbschlielRend lieRen sich beziglich des Patienten-Geschlechts keine statistisch

signifikanten Unterschiede in der ABCG2-Expression in HNSCC feststellen.

4.2.2.3 ABCG2 - Expression in HNSCC und Alter

Betrachtet man die Altersverteilung in den beiden Vergleichsgruppen (HNSCC und
Kontrollen, Abb. 41 im Anhang), so fallt auf, dass HNSCC in allen Altersgruppen
ABCG2 haufiger und auch starker als die Kontrollkohorte exprimierten. Diese
Unterschiede zwischen HNSCC und Kontrollkohorte waren, analog zu den
Beobachtungen in Kapitel 4.2.2.1, statistisch signifikant (p<0,001, Chi-Quadrattest).
Allerdings waren, wie in Kapitel 4.1.8 beschrieben, 100% der Kontrollen der jingsten
Altersgruppe zuzuordnen, so dass ein differenzierterer Vergleich nicht moglich war.
Vergleicht man die Expression von ABCG2 in HNSCC in den 3 Altersgruppen
untereinander, so fallt auf, dass bei den HNSCC-Patienten uber 65 Jahren nahezu
100% ABCG2 positiv waren (n=29, 97%). Bezieht man die semiquantitativen
Ergebnisse mit in die Betrachtung ein, exprimierten zwei Drittel der HNSCC >65 J.
ABCG2 mindestens mafig bis stark (67%, n=20). Somit Iasst sich auch bei ABCG2
die in Abschnitt 4.2.1.3 fur ABCC2 gemachte Beobachtung wiederholen: Je alter die
HNSCC-Patienten sind, desto groRer ist der Anteil an ABCG2 positiven HNSCC und
auch der relative Anteil an Tumoren mit mindestens maRiger bis starker Expression.
Die Gruppe der uber 65-jahrigen Patienten wies hierzu passend mit 33% den,
gegenuber den anderen Altersgruppen relativ gesehen, grofdten Anteil an stark
exprimierenden HNSCC auf. Die beobachteten Unterschiede zeigten sich allerdings
nicht statistisch signifikant (p=0,124, Kontingenztabellenanalyse, Exakter Test nach
Fisher). Auch ein, aufgrund der auffalligen Ergebnisse in der hdchsten Altersgruppe
gezogener, dichotomer Vergleich von Patienten <65 J. und >65 J. ergab einen knapp
nicht signifikanten Unterschied (p=0,058, Exakter Test nach Fisher).
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Die Patienten des Kontrollkollektivs waren zu 100% junger als 55 Jahre (n=21) und
uberwiegend (n=17, 81%) ABCGZ2 negativ.

Als Fazit bleibt, dass bezlglich des Patienten-Alters bei Erstdiagnose keine statistisch
signifikanten Unterschiede in der ABCG2-Expression in HNSCC festgestellt werden
konnten. Auch wenn sich Hinweise ergaben, dass die ABCG2-Expression mit hbherem
Alter bei Erstdiagnose zunimmt. Leider umfasste das Kontrollkollektiv nur Patienten
junger als 55 Jahre, sodass keine Daten Uber eine ABCG2-Expression in gesunder
Mukosa hoéheren Lebensalters vorlagen. Daher kann anhand der hier untersuchten
Gewebeproben keine Aussage zu einer physiologisch erhdhten Expression von
ABCG2 in Mukosa des oberen Aerodigestivtraktes im hoheren Alter getroffen werden.

4.2.2.4 ABCG2 - Expression in HNSCC und Tumorlokalisation
In Abbildung 42 im graphischen Anhang ist die relative ABCG2-Expression in HNSCC

und Kontrollen in Abhangigkeit zur Lokalisation dargestellt. Die Kontrollen stammen zu
100% aus dem Oropharynx, uberwiegend aus der Tonsillenregion, wodurch fur sie nur
eine Lokalisation abgebildet ist. Die Larynxkarzinome stellten die grof3te Subgruppe in
unserer HNSCC-Stichprobe dar, sodass diese Daten die hochste Aussagekraft
besitzen. Aufgrund der Zahlen wurden die HNSCC der Mundhéhle und des Pharynx
wie in Kapitel 4.1.5 beschrieben zusammengefasst.

Einzeln betrachtet ergab sich fur die Tumoren aus dem Bereich der Mundhohle
(HNSCC_MUH) und des Pharynx (HNSCC_PHA) ein ahnliches Bild: Im Bereich der
Mundhéhle waren 80% (n=8) der HNSCC ABCG2 positiv, bei den Pharynxkarzinomen
83% (n=34). Die HNSCC der Mundhohle boten ein ausgewogenes Verteilungsmuster
von schwacher Expression und mind. maRiggradiger Expression (je 40%, n=4; 20%
mit starker Expression, n=2), bei den Pharynxkarzinomen zeigten 51% eine malige
bis starke Farbung fur ABCG2, mit allerdings geringerem Anteil an stark-ABCG2
exprimierenden Tumoren (n= 4, 10%).

Kumuliert war die Gruppe der HNSCC_MUH/PHA in 82% der Falle ABCG2 positiv, in
49% der Falle mindestens in maRigem Ausmaf. Bei den Larynxkarzinomen
(HNSCC_LAR) waren 89% (n=42) der HNSCC ABCG2 positiv und nahezu 60% (n=27,
57%) wiesen eine mindestens mafRiggradige Expression auf. Somit lag in den von uns
untersuchten HNSCC des Larynx gegenuber denen des Pharynx und der Mundhohle
haufiger eine positive Farbung fur ABCG2 vor. Zusatzlich schienen HNSCC_LAR
haufiger eine starkere Expression von ABCG2 aufzuweisen (60% vs. 49%).

Insbesondere der Anteil an ABCG2 stark-exprimierenden HNSCC (Score 8-12) war
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bei den Tumoren des Larynx mit 30% (n=14/47) doppelt so hoch wie der Anteil bei
HNSCC_MUH/PHA mit nur 12% (n=6/51).

Betrachtet man die relative ABCG2-Expression je nach HNSCC-Lokalisation, so ergibt
sich das bereits in den anderen Betrachtungen festgestellte Bild: Die Mehrzahl der
HNSCC zeigte eine ABCG2-Expression, wobei der Groldteil eine deutliche
Uberexpression, mindestens maRige bis starke Expression aufwies. Diese gegeniber
den Kontrollen beobachteten Unterschiede sind statistisch signifikant (p>0,001).
Betrachtet man die Expressionsstarke fur ABCG2 in den einzelnen Lokalisationen
differenzierter, so fallt in den von uns untersuchten HNSCC ein hoherer Anfall an
starker ABCG2-Expression in HNSCC_LAR gegenuber der Vergleichsgruppe auf,
allerdings zeigte sich diese Beobachtung nicht als statistisch belastbar. Auch wenn
sich das Ergebnis fur die starke Expression zwischen den beiden Gruppen signifikant
zu unterscheiden schien (p<0,05), musste bei Betrachtung der Verteilung der
Scoreergebnisse berucksichtigt werden, dass sich die ABCG2-Expression in
HNSCC_MUH/PHA und HNSCC_LAR nicht eindeutig signifikant unterschied und die
beobachteten Unterschiede in der starken Expression lediglich stochastische Effekte
darstellen kdnnen. Andererseits ist es auch moglich, dass sich bei einer grof3eren
Stichprobe der beobachtete Unterschied als eindeutig signifikant herausstellt.
AbschlieRend lasst sich festhalten, dass zwischen ABCG2-Expression und Herkunft
(Lokalisation) der HNSCC keine signifikanten Unterschiede festzustellen waren.
Bezlglich der Lokalisation gab es Tendenzen zu einer vermehrten und starker
ausgepragten Expression von ABCG2 in HNSCC des Larynx gegenuber HNSCC mit
Lokalisation in Mundhdhle oder Pharynx, allerdings zeigten sich diese Daten nicht

statistisch belastbar.

4.2.2.5 ABCG2 - Expression in HNSCC und Grading

Betrachtete man die ABCG2-Expression in Abhangigkeit vom Differenzierungsgrad so
fiel auf, dass sich Uber alle Grading-Stufen hinweg eine Uberexpression von ca. 50%
(G1=50%, G2= 55%, G3= 47%) zeigte (Abbildung 43 im Anhang).

Die untersuchten HNSCC jeder Subgruppe waren Uberwiegend ABCG2 positiv und
der grofdte Anteil der G1, G2 und G3 HNSCC exprimierte ABCG2 mindestens maldig
bis stark. Relativ zeigte sich der groBte Anteil einer Uberexpression bei den G2-
Tumoren, mit dem grofiten Anteil von stark exprimierenden HNSCC (n=18, 25%). Eine
starke ABCG2-Expression wurde nur bei G2-3 HNSCC gemessen. Weder G1-Tumore

noch die Kontrollen zeigten ein starkes Farbeergebnis.
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Die Daten legen nahe, dass die ABCG2-Expression nicht in einem klaren
Zusammenhang mit dem Differenzierungsgrad des Tumors steht. Die statistische
Auswertung ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen G1-, G2- und G3-
Stadium und der Expression von ABCG2 (p>0,05). Allerdings muss angemerkt
werden, dass sowohl die Gruppe der G1-, als auch die Gruppe der G3 -Tumoren stark
unterpowert waren (G1: n=8, G3: n=17 vs. G2: n=73). Allein durch die sehr
unterschiedliche Gruppengroflie sind signifikante Beobachtungen unwahrscheinlich,
hierfir mussten sehr starke Effekte vorliegen und selbst dann kdnnten diese aufgrund

stochastischer Einfliisse verschleiert werden.

4.2.2.6 ABCG2 - Expression in HNSCC und N-Stadium
Betrachtet man die Expression von ABCG2 in HNSCC in Abhangigkeit des N-Status,

so ergibt sich ein ahnliches Bild mit Uberwiegend positivem Nachweis von ABCG2 in
beiden Gruppen (NO HNSCC: 80%, N+ HNSCC: 88%). Interessant ist die Betrachtung
nach Lymphknotenstatus unter Berucksichtigung der Signalintensitat: Gegenuber den
NO HNSCC wiesen die HNSCC mit Lymphknotenmetastasen (N+ HNSCC) eine
deutlich vermehrte ABCG2-Expression auf: 63% der N+ HNSCC exprimierten ABCG2
maRig bis stark, gegenuber 41% bei den NO HNSCC, bei denen die schwache
Expression mit 39% den grof3ten Anteil ausmachte. Die starke Expression lag bei N+
HNSCC mit 26% (n=11) doppelt so hoch wie in NO HNSCC (11%, n=5) (Abb. 44 B im
Anhang). Dennoch zeigte sich auch dieser beobachtete Unterschied nicht als
statistisch signifikant. Yanamoto et al. hingegen konnten in OSCC eine signifikant
erhohte  Expression von ABCG2 bei Vorliegen einer regionalen
Lymphknotenmetastasierung feststellen [254].

4.2.2.7 ABCG2 - Expression in HNSCC und T-Stadium

Auch die Betrachtung in Abhangigkeit zum T-Stadium ergab interessante
Auffalligkeiten, jedoch ohne eindeutige statistische Signifikanz (Abbildung 45 im
graphischen Anhang): ABCG2 wurde mit zunehmendem T-Stadium vermehrt
exprimiert. Mit Zunahme des T-Stadiums erhohte sich der Anteil der ABCG2 positiven
HNSCC (T1 (n=26) 81%, T2 (n=24) 83%, T3-4 (n=31) 91%) sowie auch der Anteil der
HNSCC mit mind. maRiggradiger bis starker Expression (T1 (n=11) 34%, T2 (n=18),
T3-4 (n=21) je 62%). Auch der Anteil starker Expression nahm zu. Der relativ grofite
Anteil einer starken ABCG2-Expression lag bei den HNSCC im T3-4-Stadium vor (n=8,
24%). Wobei der relativ gesehen geringste Anteil an schwacher ABCG2-Expression

bei gleichzeitig Uberwiegend starker ABCG2-Expression in den T2-HNSCC vorlag
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(n=6, 21%). In den T1-HNSCC exprimierte der Grofteil von 47% ABCG2 schwach
positiv. Die beobachteten Unterschiede waren jedoch nicht statistisch signifikant. Erst
eine Zusammenfassung zu groReren Fallzahlen durch Dichotomisierung nach T1 vs.
>T1 konnte signifikante Unterschiede aufdecken. Auch wenn die Daten einen
Zusammenhang von vermehrter ABCG2-Expression und hoherem T-Stadium
nahelegen, konnte kein eindeutiger statistischer Zusammenhang gefunden werden.
Um einen mdglichen eindeutigen statistischen Zusammenhang nachweisen zu

kénnen, bedarf es weiterer Untersuchungen an gréfl3eren Fallzahlen.

4.2.2.8 ABCG2 - Expression in HNSCC und Expression der iibrigen Marker
CK19:

A ONegative n=4 B schwach (Score 1-3)
100% W Positive 100% B miRig (Score 4-6)
B@stark (Score 8-12)

o
Q
X
o
=}
X

n=64
n=17

)
S
xX

o
<)
X

~
Q
X

~
=}
X

o
S
xX
@
QL
X

IS
N 3
X S
E]
N
=

N
=}
X

w
S
X
w
QL
X

n=4

n= %
i J )
0% 0%

HNSCC CK19+ Kontrollen CK19+ HNSCC CK19+/ABCG2+

N
Q
X

-

)

-
Q
X
=
Q
X

n=0 n=0

=
[=}

E

Z
=2
T
S

o
2
a
o
*
>
®
(=)
Q
N

Abbildung 21. ABCG2 Expression in CK19+ HNSCC und CK19+ Kontrollen

A: Verhaltnis von ABCG2 positiven und negativen Proben. B: Differenzierung der CK19/ABCG2 doppelt
positiven Proben in die 3 Scoring-Gruppen der ABCG2 Farbung: schwach, mafig und stark. Dargestellt
sind die relativen Anteile der jeweils ABCG2 und CK19 doppelt positiven HNSCC/Kontrollen.

Die ABCG2-Expression in CK19+ HNSCC und CK19+ Kontrollen unterschied sich auf einem statistisch
signifikanten Niveau (A und B: p<0,001, Chi-Quadrattest unter Einschluss der negativen Ergebnisse).

Betrachtet man die Expression von ABCG2 in CK19+ HNSCC und Kontrollen, zeigt
sich eine signifikant haufigere und hohere Expression von ABCG2 in CK19+ HNSCC
(p<0,001; Abb. 21). Der Grolteil der CK19+ HNSCC exprimierte ABCG2 mind. mafig
bis stark (n=40, 53% aller CK19+ HNSCC bzw. 63% der CK19+/ABCG2+ HNSCC
(Abb. 21 B), wahrend 81% der CK19+ Kontrollen ABCG2 negativ waren (n=17).
Vergleicht man CK19+ und CK19- HNSCC, so exprimierten letztere ebenfalls in 91%
ABCG2 (n=20) und zeigten ahnlich wie die CK19+ HNSCC in 55% der Falle (n=12;
60% der CK19-/ABCG2+ HNSCC) eine mind. maliggradige Expression mit sogar
einem relativ héheren Anteil an starker Expression (36%, n=8 bzw. 40% der CK19-
IABCG2+ HNSCC) gegenuber den CK19+ HNSCC (16%, n=12; 19% der
CK19+/ABCG2+ HNSCC). Zugunsten der Ubersichtlichkeit wurden die Ergebnisse der
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CK19- HNSCC nicht graphisch gezeigt. Die ABCG2-Expression in 76 CK19+ und 22
CK19- HNSCC unterschied sich nicht in signifikantem Ausmaf (p>0,05). Weitere

Details kdnnen Tabelle 16 im Anhang entnommen werden.

Ki-67:

Betrachtet man die Expression von ABCG2 in Abhangigkeit des Ki-67-Status, so fallt
auf, dass Ki-67+ HNSCC den ABCG2 Transporter vermehrt exprimieren. 56% der Ki-
67+ HNSCC exprimierten ABCG2 mind. maRig bis stark (n=46). Wahrend die
Kontrollen mit positivem Ergebnis fur Ki-67 Uberwiegend keine ABCG2-Expression
aufwiesen (85%, n=11/13). Die Gruppen der Ki-67+ HNSCC und Ki-67+ Kontrollen
unterschieden sich in ihrer ABCG2-Expression in signifikantem Ausmalf} (p<0,001;
Kontingenztabellenanalyse, Exakter Test nach Fisher; Abb. 46 im Anhang). Betrachtet
man die Auspragung der positiven Ergebnisse differenzierter, ergab sich in Ki-67+
HNSCC ein sehr ahnliches Expressionsprofil bzw. Verteilungsmuster von ABCG2 wie
in der Gruppe der CK19+ HNSCC (siehe vergleichend Abb. 21).

Die Ki-67 negativen HNSCC (n=2) waren in je einem Fall positiv bzw. negativ fur
ABCG2, wobei das ABCG2+ Praparat nur eine schwache Expression zeigte.
Allerdings lagen in HNSCC bezuglich der Ki-67-Expression sehr ungleiche
Zahlenverhaltnisse vor: Nur 2 Proben der HNSCC waren Ki-67 negativ, wahrend 82
der 84 fur Ki-67 auswertbaren HNSCC einen positiven Nachweis erbrachten.
Dichotomisierte man das Ki-67-Ergebnis entsprechend des Cut-off Scores 24 fur ,Ki-
67+ (siehe auch Kapitel 4.2.4.1 und 4.2.1.8) ergaben sich ausgeglichenere
Zahlenverhaltnisse mit 49 HNSCC Ki-67>3 = ,positiv‘ und 35 HNSCC Ki-67<3 =
.negativ. Fir die ABCG2-Expression unter diesen Bedingungen ergab sich das in
Tabelle 23 (tabellarischer Anhang) dargestellte Verhaltnis, ebenfalls ohne Hinweis auf
einen statistisch signifikanten Unterschied in der Expression von ABCG2 in Ki-67+
(Score >3) oder Ki-67- (Score 0-3) HNSCC (p>0,05; Chi-Quadrattest).

Zugunsten der Ubersichtlichkeit wurden die Ergebnisse der Ki-67 negativen HNSCC
nicht graphisch gezeigt. Weitere Details sind Tabelle 16 im Anhang zu entnehmen.

p53:

Betrachtet man die Expression von ABCG2 in Abhangigkeit von der p53 Expression
(Abb. 47 im graphischen Anhang), so zeigte sich ABCG2 in beiden Gruppen
gegenuber der entsprechenden Kontrollgruppe Uberexprimiert. Vergleicht man die
beiden p53-Gruppen untereinander fallt auf, dass die p53+ HNSCC noch haufiger
positiv fur ABCG2 waren (87%, n=58 vs. 84%, n=26) und semiquantitativ betrachtet
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eine noch hohere ABCG2-Expression aufwiesen (Score >3: 58%, n=39 vs. 42%,
n=13). Der Anteil an maRiggradiger und starker Expression war in p53 positiven (p53+)
HNSCC relativ erhoht. Bei den p53 negativen (p53-) HNSCC Uberwog der Anteil von
HNSCC mit schwacher ABCG2-Expression. Schlussendlich konnte kein statistisch
signifikanter Unterschied in der Expression von ABCG2 in p53+ und p53- HNSCC
festgestellt werden (p=0,723; Chi-Quadrattest).

Vergleicht man die Expression von ABCG2 in p53- Kontrollen und p53+ Kontrollen
ergibt sich ein signifikanter Unterschied (p=0,028; Exakter Test nach Fisher): Wahrend
im Grofteil der p53- Kontrollen ABCG2 nicht nachgewiesen werden konnte (n=15/16;
94%), waren 3 von 5 p53+ Kontrollen positiv fur ABCG2 (60%). Sowohl bei HNSCC
als auch bei Kontrollen mit positivem p53-Nachweis zeigte sich gegenutber der
Vergleichsgruppe mit negativem p53-Status eine relativ hdhere ABCG2-Expression.
Vergleicht man die ABCG2-Expression in HNSCC und Kontrollen dichotomisiert nach
ihrem p53-Status, ergibt sich fur den Vergleich von p53- Kontrollen mit p53- HNSCC
ein signifikanter Unterschied zwischen Kontrollen und HNSCC (p<0,001; Chi-
Quadrattest): 26 von 31 p53- HNSCC waren ABCG2 positiv (84%), wahrend bei den
p53- Kontrollen 15 von 16 ABCG2 negativ waren (94%). Unabhangig vom p53 Status
zeigten 100% der Kontrollen mit positivem Nachweis von ABCG2 maximal ein
schwaches ABCG2 Farbeergebnis.

Fir den Vergleich von p53+ HNSCC mit p53+ Kontrollen konnte kein eindeutiger
statistischer Unterschied in der ABCG2 Expression festgestellt werden, was sicherlich
auch an der vergleichsweise geringen Anzahl an p53+ Kontrollen lag (n=5). Ahnlich
wie im Vergleich von p53- HNSCC und p53- Kontrollen zeigten die HNSCC eine
haufigere und starkere ABCG2-Expression: 2/5 der p53+ Kontrollen waren negativ, die
ubrigen 3 p53+ Kontrollen waren schwach positiv fur ABCG2. Wahrend die p53+
HNSCC zu 58% der Falle eine mindestens maRiggradige ABCG2-Expression zeigten

und nur in 13% ein negatives Ergebnis aufwiesen.

ABCG2-Expression in CK19+, Ki-67+/- und p53+/- HNSCC und Kontrollen - Fazit

Abschliel’end ergaben die Co-Farbungen von HNSCC und Kontrollen die folgenden
Beziehungen: Es konnte weder zwischen HNSCC mit unterschiedlicher p53-
Expression (p53+ vs. p53-) noch im Vergleich mit der jeweiligen zugehorigen Kontroll-
Gruppe gesunder Mukosa ein eindeutiger, statistisch signifikanter Unterschied in der

ABCG2-Expression festgestellt werden. Auch wenn eine Tendenz von vermehrter
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ABCG2-Expression in p53+ Kontrollen und HNSCC gegenuber der Vergleichsgruppe
der p53 Negativen auffiel.

Fir Ki-67 wurde eine Korrelation von vermehrter Ki-67-Expression und ABCG2-
Expression in HNSCC beobachtet, wahrend Ki-67+ Kontrollen keine vermehrte
ABCG2-Expression zeigten. Dies lasst darauf schlief3en, dass eine Co-Expression von
Ki-67 und ABCG2 fast ausschlieBlich in Tumoren zu finden ist. Verglich man die
ABCG2-Expression in Ki-67+ und Ki-67- HNSCC, konnte kein signifikanter
Unterschied festgestellt werden. Folglich schien es keinen eindeutigen
Zusammenhang von Ki-67 und ABCG2-Expression in HNSCC zu geben.

Auch fur CK19 konnte keine belegbare Beziehung zwischen CK19-Expression und
ABCG2-Expression in HNSCC festgestellt werden. CK19- und CK19+ HNSCC
unterschieden sich in ihrer ABCG2-Expression kaum. Allerdings fiel auf, dass die
meisten CK19+ Kontrollen ohne ABCG2-Expression blieben. Eine Co-Expression von
ABCG2 und CK19 scheint somit fast ausschlieRlich HNSCC vorbehalten zu sein.

4.2.3 Zytokeratin 19 (CK19)

Die Farbung mit CK19 fuhrte zu einer Uberwiegend zytoplasmatischen Anfarbung,
teilweise aber auch einer membranaren Anreicherung: CK19 st ein
Intermediarfilament und daher typischerweise zytoplasmatisch nachweisbar [73], so
auch in den von uns untersuchten 98 HNSCC und 21 Kontrollen (Tab. 19 im Anhang).
97% der CK19+ HNSCC wiesen eine zytoplasmatische Farbung auf, 88,2% mit reiner
Farbung des Zytoplasmas und 9,2% mit zytoplasmatischer und membranarer
Anreicherung von CK19. 100% der Kontrollen zeigten eine zytoplasmatische Farbung
far CK19.

Abbildung 22 zeigt je beispielhaft 3 Farbeergebnisse fur CK19: schwache Farbung
(Score 1-3), mafRige Farbung (Score 4 u. 6) und starke Farbung (Score 8, 9, 12). Ab
einem Score von 4 wurde das Ergebnis als Uberexpression gewertet, allerdings
ergaben sich im Verlauf auch Hinweise, dass erst ein starkeres Farbeergebnis wirklich
signifikant fir eine Uberexpression gegeniiber den Kontrollgeweben gewertet werden
sollte (siehe Kapitel 4.2.3.1).
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stark (Score 8, 9, 12)

Ubersicht — 100-fache VergréRerung

i N DA T

Detailansicht 1 — 200-fache VergréRerung

Detailansicht 2 —400-fache VergroRerung

Abbildung 22. Exemplarische Ubersichts- und Detail-Darstellungen der immunhistochemischen
Ergebnisse fir CK19 an 3 Beispielen, je nach Farbeergebnis-Score. A, D: OPH 3, Primarius, 5-10% +
cp; B, E: HPH 13, Rezidiv, 25% + cp; C, F: HPH 14, Rezidiv 100% ++ cp, G: OPH 14, Primarius, 5%
++ cp, H: LAR 28, Primarius, 50% ++ cp, I: OPH 6, Primarius, 75% ++ cp. Die Pfeile zeigen exemplarisch
auf das fir CK19 positiv angefarbte Zytoplasma einiger Tumorzellen.

(cp = zytoplasmatisch, HPH = Hypopharynx, LAR = Larynx, OPH = Oropharynx, + = einfach positiv, ++
= zweifach positiv)
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4.2.3.1 CK19 — Expression positiv/negativ
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Abbildung 23. CK19 Expression — HNSCC vs. Kontrollen

A: Verhaltnis von CK19 positiven und negativen Proben. B: Differenzierung der positiven
Farbeergebnisse fur CK19 in die 3 Scoring-Gruppen: schwach, maig und stark. Dargestellt sind die
relativen Anteile der jeweils CK19 positiven HNSCC/Kontrollen.

Die beobachteten Unterschiede in der CK19-Expression zwischen HNSCC und Kontrollen zeigten sich
statistisch signifikant (Exakter Test nach Fisher, A: p=0,012; B: p<0,001), siehe auch Tab. 18 im
Anhang.

In der statistischen Analyse konnte bestatigt werden, dass die CK19-Expression sich
in HNSCC und Kontrollen signifikant unterscheidet (p=0,012; Exakter Test nach
Fisher): Betrachtete man die Expression von CK19 in HNSCC und Kontrollen ergab
sich in beiden Gruppen eine Uberwiegend positive Expression des Markers (Abb. 23).
Die Unterschiede zwischen den beiden Kohorten bestanden einerseits in einer
unterschiedlichen Verteilung der positiven Ergebnisse bezlglich der Auspragung des
Farbeergebnisses (Scoring) und andererseits darin, dass negative Kontroll-Praparate
fehlten. 100% der Kontrollen waren positiv fur CK19, 90% hatten einen
Farbeergebnisscore fur CK19 von >3. Die grof3te Subgruppe der Kontrollen bildeten
die Praparate mit maRigem Farbeergebnis (n=15, 71%). 19% der Kontrollen zeigten
sogar eine starke CK19-Expression. Demgegenuber lag bei 42% aller HNSCC-Proben
(55% der CK19+ HNSCC) ein starkes CK19 Ergebnis vor, bei insgesamt 58% HNSCC
mit einem Score >3 (76% der CK19+ HNSCC). 23% der HNSCC wiesen ein negatives
Ergebnis auf.

Aufgrund des CK19-Expressionsprofils in den Kontrollen, schien ein hoher angelegter
Cut-off fur eine Uberexpression von CK19 sinnvoll: Es ist anzunehmen, dass erst ein
Score >6 (starke Farbung) eine verstarkte CK19-Expression widerspiegelt. Wurde
nach Score >6 und Score <6 dichotomisiert (Tabelle 8), waren 42% der HNSCC
»positiv’, wahrend nur 19% der Kontrollen ein starkes und somit ,positives® Ergebnis
aufwiesen. Dieser beobachtbare Unterschied bezogen auf eine starke Expression von

CK19 zeigte sich wenn auch knapp nicht signifikant (p=0,051;
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Kontingenztabellenanalyse, Chi-Quadrattest). Betrachtete man jedoch nur die CK19+
HNSCC und Kontrollen unter Ausschluss der vollstandig fur CK19 negativen Proben,
waren die Unterschiede zwischen ,positiver* Expression (Score >6) und Score 1-6
statistisch signifikant (p=0,004, Chi-Quadrattest).

Tabelle 8. CK19 Score < 8 vs. 8-12 — HNSCC vs. Kontrollen

CK19 HNSCC Kontrollen gesamt
Score 8-12 41 4 45
Score < 8 57 17 74

gesamt 98 21 119

Die Kreuztabelle zeigt das Verhaltnis der CK19 ,positiven® und ,negativen® HNSCC unter
Bericksichtigung des Grenzwerts fir ein positives Ergebnis von CK19 erst ab einem Score von 8 und
gréfRer, also einem starken Ergebnis. Es ergab sich knapp ein nicht signifikanter Unterschied zwischen
HNSCC und Kontrollen unter diesen Bedingungen (p=0,051, Chi-Quadrattest).

Schlussendlich bleibt festzuhalten, dass sowohl Kontrollen als auch HNSCC eine
vermehrte CK19-Expression zeigten, wobei allerdings das Ausmall der CK19-
Expression in den Kontrollen mit prominenter mafdiger Farbung zunachst tUberraschte.
HNSCC zeigten eine deutlich starkere Expression in den positiven Ergebnissen,
wiesen aber gegenuber den 0% negativen Kontrollen auch in 23% CK19 negative
Tumorproben auf. HNSCC und Kontrollen unterschieden sich in ihrem CK19-
Expressionsprofil signifikant.

Auch andere Studien konnten eine vermehrte Expression bzw. Uberexpression von
CK19 in HNSCC feststellen [49, 223], dies ist im Einklang mit unseren Daten. Auffallig
war hierbei insbesondere die starke CK19-Expression mit 55% aller CK19+ HNSCC.
Interessant blieb weiterhin, warum keine der Kontrollen absolut negativ fur CK19 war,
aber in 23% der HNSCC kein immunhistochemischer Nachweis von diesem gelang.
Am ehesten kann dies dadurch erklart werden, dass eine Expression von CK19 in
normalen Epithelien mit insbesondere auch vermehrter Expression in
inflammatorischen und hyperplastischen Geweben beschrieben wird [49, 193, 242].
Berucksichtigt man, dass der Groldteil unserer Kontrollpraparate im Rahmen einer
und wertet die

Tonsillektomie gewonnen wurden Indikationsstellung einer

Tonsillektomie, ist eine erhdhte entzindliche Aktivitdt bei chronischer oder
rezidivierender Entzindung anzunehmen. Folglich kénnte dies ursachlich dafir sein,
dass alle Kontrollgewebe ein positives und haufig sogar maRiges Ergebnis fur CK19
lieferten. Speziell Uber die Expression von CK19 im Epithel der Tonsillenregion
(Tonsilla palatina) konnte keine Literatur gefunden werden. Allerdings sind auch hier

typischerweise Basalzellen positiv gefarbt. Auf den methodischen Aspekt der
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gunstigeren Auswahl eines diverseren Kontrollkollektivs zu Gunsten einer besseren
Vergleichbarkeit wurde bereits in 4.1.8 eingegangen. Zudem ist eine vergleichsweise
Uberbewertung der Expression in den nicht-maligne verénderten Epithelien
gegenuber der Relation zum Tumorgewebe in SCC maoglich.

In der Literatur wird beschrieben, dass nicht alle HNSCC, aber deren Groliteil, je nach
Methodik zwischen 67-95% eine CK19-Uberexpression auf mRNA oder Proteinebene
aufweisen [193, 201, 223], dies ist im Einklang mit unseren Daten. Teilweise werden
aber auch Ergebnisse von weniger als 50% positiver Proben beschrieben [193, 201,
223]. Bei dieser breiten Range an Ergebnissen spielen sicher auch die verschiedenen
verwendeten Methoden, die unterschiedlichen Bewertungskriterien und insbesondere
auch die Wahl moglicher Cut-off Werte eine Rolle. Eine weitere mogliche Erklarung
der negativen HNSCC Proben kénnte darin liegen, dass CK19 vermehrt in nicht-
verhornenden SCC und geringer differenzierten HNSCC exprimiert wird und in
verhornenden Lasionen und gut differenzierten Carcinomen eher gering oder nicht
nachweisbar ist [160, 181, 242, 265].

4.2.3.2 CK19 — Expression in HNSCC und T-Stadium
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Abbildung 24. CK19 Expression — Korrelation mit T-Stadium

A: Verhaltnis von CK19 positiven und negativen Proben in HNSCC. B: Differenzierung der positiven
Farbeergebnisse fir CK19 in die 3 Scoring-Gruppen: schwach, maRig und stark. Dargestellt sind die
relativen Anteile der jeweils CK19 positiven T1/T2/T3-4 HNSCC.

Die beobachteten Unterschiede in der CK19-Expression in Abhangigkeit vom T-Stadium zeigten sich
statistisch nicht signifikant (A: p=0,476; Chi-Quadrattest). Unterschiede in den Scores zeigten einen
signifikanten Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen (B: p=0,021; Exakter Test nach Fisher).

Betrachtet man die Expression von CK19 in HNSCC in Abhangigkeit vom T- Stadium,
so ergibt sich eine Zunahme der Expression mit Zunahme des T-Stadiums,
insbesondere bei Betrachtung der starken Expression, Score >6 (Abb. 24). Diese
Unterschiede in der Auspragung der Farbeergebnisse zwischen den verschiedenen

Gruppen (T1, T2, T3-4) zeigten sich als statistisch signifikant (p=0,021).
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Auch andere Studiengruppen konnten einen solchen Zusammenhang von Progress
der Tumorerkrankung und vermehrter CK19-Expression beobachten [235]. Andere
Gruppen hingegen konnten diesbezlglich keinen signifikanten Zusammenhang
feststellen [73, 265], fanden aber eine signifikante Korrelation von ungulnstiger
Prognose und CK19-Expression in SCC der Mundhohle, unabhangig von Primarius

und Lymphknotenstatus [73].

4.2.3.3 CK19 — Expression in HNSCC und N-Stadium
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Abbildung 25. CK19 Expression — Korrelation mit N-Stadium

A: Verhaltnis von CK19 positiven und negativen Proben in Abhangigkeit von der regionaren
Metastasierung (NO vs. N+). B: Differenzierung der Farbeergebnisse fir CK19 in die 3 Scoring-
Gruppen: schwach, maRig und stark. Dargestellt sind die relativen Anteile der jeweils CK19 positiven
NO/N+ HNSCC.

Die beobachteten Unterschiede in der CK19-Expression in Abhangigkeit vom N-Status waren nicht
statistisch signifikant (A: p=0,73; Chi-Quadrattest), Unterschiede in den Scores zeigten einen
signifikanten Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen (B: p=0,049; Chi-Quadrattest).

Die Expression von CK19 in HNSCC in Abhangigkeit vom N-Status (NO HNSCC vs.
N+ HNSCC) bot ein ahnliches Bild wie zuvor fur T beobachtet. Die CK19-Expression
nahm in HNSCC bei Vorliegen von regionaren Metastasen signifikant zu: N+ HNSCC
zeigten in 49% der Falle eine starke Expression von CK19 und damit eine
Uberexpression (n=21, 62% der N+/CK19+ HNSCC, Abb. 25 B), wohingegen NO
HNSCC nurin 35% eine solch starke Expression aufwiesen (n=16, 46% der NO/CK19+
HNSCC, Abb. 25 B). Wahrend sich bezuglich des positiven und negativen Ergebnisses
kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen ergab, bestand ein signifikanter
Unterschied im Grad der Auspragung des Farbeergebnisses (Scoring, Abb. 25 B).
Andere Arbeitsgruppen konnten diesbezuglich keinen signifikanten Zusammenhang
beobachten [235, 265], allerdings wurde in diesen Arbeiten lediglich zwischen
positivem und negativem Ergebnis unterschieden und nicht auf die Auspragung des
Ergebnisses bzw. den zunehmenden Prozentsatz an positiv gefarbten Tumorzellen
geachtet. Des Weiteren konnte dies auf eine geringere Anzahl untersuchter
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Tumorproben und auf methodische Unterschiede bei der Definition der Grenzwerte
sowie auf verschiedene Techniken zur Bestimmung der Zytokeratinexpression auf

RNA- und Proteinebene zurtickzufuhren sein.

4.2.3.4 CK19 — Expression in HNSCC und Grading
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Abbildung 26. CK19 Expression — Korrelation mit Differenzierungsgrad G

A: Verhaltnis von CK19 positiven und negativen Proben in HNSCC. B: Differenzierung der positiven
Farbeergebnisse fir CK19 in die 3 Scoring-Gruppen: schwach, maRig und stark. Dargestellt sind die
relativen Anteile der jeweils CK19 positiven G1/G2/G3 HNSCC.

Die beobachteten Unterschiede in der CK19-Expression in Abhangigkeit vom Grading zeigten sich
statistisch signifikant (A: p=0,013; Exakter Test nach Fisher), die Unterschiede in den verschiedenen
Auspragungen des positiven Ergebnisses zeigten keinen signifikanten Unterschied zwischen den
Gruppen (B: p=0,486, Exakter Test nach Fisher). Bezog man die negativen Ergebnisse mit ein, zeigten
sich die Unterschiede in den Gruppen wieder als statistisch signifikant (p=0,048, Exakter Test nach
Fisher).

CK19 gilt allgemeinhin als ein Marker der Entdifferenzierung [49, 242] und wird mit
dem Vorliegen und Erhalt eines Stammzell-dhnlichen Phanotyps in Verbindung
gebracht [131]. Wahrend CK19 in gesunder Schleimhaut, vornehmlich in Basalzellen
exprimiert wird, ist eine zunehmende suprabasale Expression mit einer Veranderung
des Zellverhaltens und pramalignen Veranderungen assoziiert. Bereits bei
Inflammation und Hyperplasie wird eine vermehrte Expression beobachtet, diese bleibt
in der Regel aber auf die Basalzellschicht begrenzt. Ab milden dysplastischen
Veranderungen wird auch eine vereinzelte suprabasale Expression gesehen. Mit
zunehmender Dysplasie wird CK19 in mehr suprabasalen Zellen, starker exprimiert
[131, 193, 242]. Dies konnte sowohl auf Protein als auch auf Transkriptebene
nachgwiesen werden [25, 49, 242, 265]. In SCC ist eine Zunahme der CK19-
Expression mit Zunahme von Tumorgrading [265] und Progress der Tumorerkrankung
assoziiert [193]. CK19 kann in SCC im gesamten Epithel und allen invasiven
Tumoranteilen gefunden werden [265].

Betrachtet man die Expression von CK19 in den von uns untersuchten HNSCC

unterschiedlicher Differenzierung (Abb. 26) so fallt auf, dass nicht nur der Anteil an
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CK19+ HNSCC, sondern auch der Anteil an stark-CK19-exprimierenden HNSCC mit
zunehmender Entdifferenzierung zunimmt. Wahrend bei den G1 HNSCC der Anteil mit
starker CK19-Expression mit 13% (n=1, 20% der G1/CK19+) noch in etwa dem Anteil
der Kontrollen mit starker CK19-Expression (19%, n= 4/21) entsprach. So lag der
Anteil an stark-exprimierenden Tumoren in der Subgruppe der G2 und G3 HNSCC mit
58% bzw. 53% der CK19+ HNSCC sogar fast dreimal so hoch wie der Anteil der stark
CK19 exprimierenden Kontrollen. Zusatzlich war keines der G3 HNSCC negativ fur
CK19, wahrend in 27% der G2 Tumore und sogar in 38% der G1 HNSCC kein CK19
Nachweis erfolgen konnte. Die CK19-Expression unterschied sich in den
verschiedenen Grading-Subgruppen signifikant (p=0,013). Insbesondere die
beobachteten Unterschiede in der CK19-Expression zwischen G1 und G3 (p=0,024;
Exakter Test nach Fisher) sowie G2 und G3 Tumoren (p=0,010; Exakter Test nach
Fisher) unterschieden sich in statistisch signifikantem Ausmal (Abb. 26 A).

Somit wiesen auch unsere Daten daraufhin, dass CK19 in undifferenzierten HNSCC
uberexprimiert wird und mit Zunahme der Entdifferenzierung bzw. geringerem Grading
vermehrt exprimiert wird, diese Ergebnisse sind kongruent mit Arbeiten anderer
Arbeitsgruppen [49, 131, 193, 235, 242, 265]. Eine Uberexpression von CK19 wird mit
hoher Tumorproliferationsrate und schlechterer klinischer Prognose in Verbindung
gebracht [73, 235, 265].

Wertete man CK19 erst ab einer starken Expression (Score 8-12) als positiv und die
ubrigen Proben als negativ, konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den
Gruppen festgestellt werden (Tab. 24 im Anhang).

4.2.3.5 CK19 — Expression in HNSCC und Korrelation mit klinischen
Parametern — Fazit

Zytokeratin 19 (CK19) ist ein epithel-spezifisches Intermediarfilament und ist als
solches an Zellintegritat und Zell-Zell-Verbindungen beteiligt [75].

Zytokeratine werden je nach Epithel spezifisch exprimiert und kdnnen in ihrem
Expressionsmuster Hinweise auf die Organzugehorigkeit geben [153, 178, 223, 237].
Aber auch innerhalb eines Gewebes kann, abhanging von der zellularen
Differenzierung und Reifung der Zellen, eine Anderung der Zytokeratinexpression in
den einzelnen Epithelkompartimenten beobachtet werden [131, 223], auch im Rahmen
der Tumorigenese werden Anderungen im Zytokeratin-Expressionsprofil von
Epithelzellen beobachtet [223]. CK19 wird in gesunder Schleimhaut des
Aerodigestivtrakts, vormerklich in Basalzellen exprimiert [131, 150, 193, 242, 265] und

ist hier Ausdruck des bestehenden Proliferationspotenzials und der Undifferenziertheit
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der Zellen [193]. Zudem ist CK19 in normalem Drusenepithel sowie in undiffenzierten
Stammzellen nachweisbar [131, 150, 193]. Inflammation, Dysplasie und maligne
Entartung fihren jedoch zu einer vermehrten CK19-Expression in nicht-verhornenden
Epithelien des oberen Aerodigestivraktes: Wahrend es bei Inflammation und milder
Dysplasie bei einer vermehrten Expression in der Basalzellschicht bleibt, wird mit
Fortschreiten der dysplastischen Veranderungen eine verstarkte und zunehmend auch
suprabasale Farbung des Epithels beobachtet [25, 49, 131, 150, 242, 265], bis hin zur
lickenhaften Farbung des gesamten Epithels bei schwerer Dysplasie und CIS [242].
Gesunde orale Epithelien exprimieren suprabasal fur gewohnlich vornehmlich CK1
und 10 [193], aber kein CK19. Eine suprabasale Expression von CK19 weist somit auf
pramaligne Veranderungen und eine gestdrte Stammzellverteilung hin [73, 150] und
ist so Ausdruck einer beginnenden malignen Transformation. Je nach Auspragung
erlaubt sie dabei Ruckschlusse auf Proliferationsneigung und Grad der dysplastischen
Veranderungen [131, 150, 265]. Eine CK19-Uberexpression wurde auch in mit HPV
infizierter, menschlicher oraler Mukosa beschrieben, blieb aber auch in dieser
zunachst auf die Basalzellschicht begrenzt [116]. In den meisten SCC zeigt sich, in
Ubereinstimmung mit unseren Daten, eine Uberexpression von CK19 [49, 223]. Mit
Zunahme der dysplastischen Veranderungen, des Grading und des Tumorprogresses
wird auch hier eine zunehmende homogene, zytoplasmatische Farbung des
Tumorgewebes flir CK19 beobachtet [49, 131, 150, 242, 265].

Zu den Charakteristika von CK19, als Marker der Entdifferenzierung [49, 242] und
seiner Assoziation mit einem Stammzell-ahnlichen Phanotyp [131, 150], passt die
normale Expression in Basalzellen gesunder Epithelien und Stammzellen sowie die
verstarkte Expression in hochproliferativen, entziindlichen Lasionen sowie im Rahmen
der malignen Transformation und in undifferenzierten Tumoren: So wird CK19
besonders von geringer differenzierten, nicht-verhornenden Plattenepithelkarzinomen
exprimiert, wohingegen es in verhornenden Lasionen, mit Hyperkeratosis als Zeichen
des hohen Zellumsatzes, aber auch der Differenzierung, kaum bis nicht nachweisbar
ist [242].

Eine signifikante CK19-Uberexpression wurde in HPV-positiven oropharyngealen SCC
(OSCC) gegenuber HPV-negativen OSCC beobachtet und stellt somit einen
hilfreichen Indikator fur eine Hochrisikoinfektion mit HPV dar [195].

In der vorliegenden Studie konnten wir eine signifikant hohere Expression von CK19
in HNSCC gegenuber Kontrollen feststellen. Ebenso zeigten sich signifikante
Korrelationen zwischen Auspragung der CK19-Expression in HNSCC und lokalem
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Tumorstadium (T), dem Vorliegen von Lymphknoten-Metastasen und zunehmendem
Grading. Diese Beobachtungen werden beziglich Uberexpression in HNSCC,
Tumorstadium und Grading von Arbeiten anderer Studiengruppen gestutzt [193, 219,
235, 265]. Diese und unsere Ergebnisse unterstreichen die Eigenschaft von CK19 als
Marker undifferenzierter und progenitor- bzw. stammzell-ahnlicher Zellen und seine
Bedeutung als Marker im Rahmen der Tumorigenese von SCC des oberen
Aerodigestivtraktes. CK19 dient daher als hilfreicher Marker bei der Graduierung von
Tumoren und kann insbesondere in Kombination mit anderen Markern moglicherweise
Hinweise auf Proliferationsneigung, Aggressivitat und Prognose der Tumorerkrankung
liefern [73, 193, 235, 265]. Insbesondere aber auch bei der Einstufung pramaligner
Lasionen und ihres Entartungspotenzials erscheint CK19 ein hilfreiches, erganzendes
Tool zur Abschatzung der prognostischen Bedeutung und besseren Graduierung zu
sein [25, 49, 131, 150, 193, 242, 265]. Zhong et al. konnten eine CK19-Uberexpression
in tumorfernem Gewebe, welches im Rahmen der primaren Operation enthommen
wurde, mit haufigerer Tumorrekurrzenz und schlechterer Prognose in Verbindung
bringen (p<0,05) [265].

Auch das im Serum l6sliche Cytokeratin-Fragment von CK19 (CYFRA 21-1) wurde in
HNSCC wiederholt als Marker fur hohe Tumorlast bzw. TumorgroRe (T) sowie
Fernmetastasierung (M) und Ausmal der zervikalen Metastasierung (N) bestatigt [21,
102]. Erhéhte CYFRA 21-1 Serumspiegel sind Folge eines hohen Tumorzellumsatzes
bzw. einer Tumorzellnekrose und folglich Abbild der Tumormasse [65]. Ein erneuter
Anstieg nach erfolgreicher Therapie ist mit einer Tumorrekurrenz bzw.
Krankheitsprogress assoziiert [12, 65, 79]. Es st als Tumormarker bei
Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Halsbereichs, aber insbesondere bei
Lungenkarzinomen etabliert [8, 103]. Seine unabhangige prognostische Bedeutung fur
HNSCC wurde u.a. von Céruse et al. gezeigt: Hohe CYFRA 21-1 Serumspiegel waren
mit einem verkirzten Gesamt-Uberleben und einem kirzeren Krankheitsfreien

Uberleben assoziiert [40].

4.24 Ki-67

Abbildung 27 zeigt beispielhaft die immunhistochemischen Farbeergebnisse fur Ki-67
entsprechend den Bewertungsgruppen des Scores: schwache Farbung (Score 1-3),
mallige Farbung (Score 4-6), starke Farbung (Score 8, 9,12), in 3 VergroRerungen. Ab
einem Score >3 lag entsprechend der vorherigen Definition eine Uberexpression vor

und das Ergebnis war als relevant positiv zu betrachten. In der weiteren Auswertung
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Abbildung 27. Exemplarische Ubersichts- und Detail-Darstellungen der immunhistochemischen
Ergebnisse fiur Ki-67, je nach Farbeergebnis-Score bzw. Bewertungsgruppe. A, D, G: LAR 45, Rezidiv,
10% + n, G2; B, E, H: LAR 28, Primarius, 50% + n, G2; C, F, I: LAR 38, Primarius, 70% ++ n, G2. Die
Pfeile zeigen exemplarisch auf einige der fir Ki-67 positiv angefarbten Zellkerne der Tumorzellen.
Gegen Ki-67 gerichtete Antikdrper farben Zellen der Interphase und der Mitose an und markieren so die
an der Proliferation des Tumors aktiv teilnehmenden Zellen. Zellen in der GO Phase werden nicht
markiert [80-81, 183].

(n = nuklear, LAR = Larynx, + = einfach positiv, ++ = zweifach positiv)
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der Ergebnisse bestatigte sich im Vergleich mit der Kontrollkohorte dieser Cut-off-Wert
fur die Ergebnisbeurteilung als sinnvoll (siehe Kapitel 4.2.4.1).

Ki-67 ist eine typische nukleare Farbung [121, 183]: 100% der Ki-67+ HNSCC und
Kontrollen zeigten eine nukleare Anreicherung, keine der Ki-67+ Kontrollen wies einen
Score >3 auf (Tab. 20 im Anhang).

In den verschiedenen Phasen der Mitose verlagert sich das Protein Ki-67 vermehrt in
Richtung des Chromatins und ummantelt dies, als Basis der perichromosomalen
Schicht/Hulle [221], sodass dieses dunkler innerhalb des heller-gefarbten Zellkerns
abzugrenzen ist, wahrend sich Zellen in der Interphase homogener, granuliert
anfarben [198]. In vielen Fallen wurde eine vermehrte Farbung der Randbereiche der
invasiven Tumorinseln beobachtete, insbesondere in den stark positiv gefarbten

Tumoren zeigte sich eine diffuse Farbung im gesamten Tumorgewebe [114].

4.2.4.1 Ki-67 — Expression positiv/negativ
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Abbildung 28. Ki-67 Expression — HNSCC vs. Kontrollen

A: Verhaltnis von Ki-67 positiven und negativen Proben. B: Differenzierung der positiven
Farbeergebnisse fur Ki-67 in die 3 Scoring-Gruppen: schwach, mafRig und stark. Dargestellt sind die
relativen Anteile der jeweils Ki-67 positiven HNSCC/Kontrollen.

Vergleicht man die Expression von Ki-67 nur nach positivem und negativem Ergebnis, ergibt sich kein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen HNSCC und Kontrollen (A, p=0,374; Exakter Test nach
Fisher). Vergleicht man aber die Auspragungen des positiven Ergebnisses fiir Ki-67 in den beiden
Gruppen, zeigen sich statistisch signifikante Unterschiede (B, p<0,001; Exakter Test nach Fisher) (s.a.
Tab. 20 im Anhang).

n=0 n=0

Abbildung 28 A zeigt den immunhistochemischen Nachweis von Ki-67 in den 98
HNSCC und den 21 Kontrollen. 14 Proben waren nicht beurteilbar. 82 der verbliebenen
84 HNSCC-Proben waren positiv fur Ki-67 (98%). Nur 2% der auswertbaren HNSCC-
Proben waren ohne Ki-67 Nachweis (n=2). Auch bei den Kontrollen wurde in 93% der
Falle Ki-67 nachgewiesen. Es konnte kein statistisch signifikanter Unterschied

zwischen HNSCC und Kontrollen festgestellt werden (p=0,374).
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Differenzierte man jedoch das positive Farbeergebnis bezuglich dessen Starke, fiel
auf, dass bei den Kontrollen kein Ki-67-Ergebnis Uber einem Score von 3 lag, d.h. 0%
der Kontrollkohorte exprimierten Ki-67 Uber ein schwaches Mal} hinaus. Alle Ki-67
positiven (Ki-67+) Kontrollproben exprimierten Ki-67 in weniger als 10% des Tumors,
10 der 13 Ki-67+ Kontrollen (77%) lagen sogar noch deutlich darunter, im Bereich von
1, 2 und 5% Ki-67+ Tumorzellen. Fur die HNSCC hingegen zeigte sich ein anderes
Bild: 58% aller HNSCC und 60% der Ki-67+ HNSCC (n=49) wiesen eine
Uberexpression von Ki-67 auf (Tab. 9, Abb. 29), 15% eine starke Uberexpression
(Score >6) (Abb. 28 B).

Diese Ergebnisse legen nahe, dass ein Expressions-Niveau von Ki-67 <10% bzw. ein
Ergebnis-Score bis 3 als ,normal® betrachtet werden kann und somit erst eine
Expression Uber einem Score von 4 einer Uberexpression entspricht (siehe auch
Kapitel 3.5, Tabelle 1 und Abbildung 2). Dies ist mit der aktuellen Literatur im Einklang
[218] und wurde bei der weiteren Beurteilung der Ergebnisse berucksichtigt.

Tabelle 9. Ki-67 Score >3 vs. 0-3 — HNSCC vs. Kontrollen

HNSCC Kontrollen gesamt

Ki-67+ (Score >3) 49 0 49
Ki-67- (Score <4) 35 14 49
gesamt 84 14 98

Die Kreuztabelle zeigt das Verhaltnis von Ki-67 in HNSCC und Kontrollen unter Berlcksichtigung des
Grenzwerts fiir ein positives Ergebnis von Ki-67 ab einem Score >3. Es konnte ein statistisch
signifikanter Unterschied in der Ki-67-Expression zwischen HNSCC und Kontrollen festgestellt werden
(p<0,001; Kontingenztabellenanalyse, Chi-Quadrattest).

120% O Negative = Score <4

B Positive = Score >3

100%

80%

60%

40%

Ki67-Exp

20%

. HNSCC Kontrollen
Abbildung 29. Ki-67 Score >3 vs. 0-3 — HNSCC vs. Kontrollen
Relative Expression von Ki-67 in HNSCC und Kontrollen unter Berticksichtigung des Grenzwerts fur ein
positives Ergebnis von Ki-67 ab einem Score >3. Es ergibt sich ein signifikanter Unterschied in der
relativen Auspragung des Merkmals Ki-67 zwischen HNSCC und Kontrollen (p<0,001;
Kontingenztabellenanalyse, Chi-Quadrattest).
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Oben stehende Abbildung 29 und Tabelle 9 zeigen das Verhaltnis von Ki-67 positiven
und negativen HNSCC und Kontrollen unter Berucksichtigung der soeben genannten
Beobachtungen. Betrachtet man die Expression von Ki-67 erst ab einem Score von >3
als positiv, ergibt sich ein signifikanter Unterschied in der Ki-67-Expression zwischen
HNSCC und Kontrollen (p<0,001).

Unsere Daten sind im Einklang mit anderen Arbeiten. Auch Krecicki et al. konnten in
einer retrospektiven Analyse an SCC des Larynx (LSCC, (laryngeal) squamous cell
carcinoma, (engl.)) im Vergleich mit pramalignen Lasionen sowie im Vergleich von
gesundem und dysplastischem Gewebe einen signifikanten Zusammenhang von
Auspragung der Ki-67-Expression und Schweregrad der Lasion bzw. der Dysplasie
feststellen. Eine hohe Expression von Ki-67 blieb Karzinomen vorbehalten, wahrend
auch in Normalgewebe, Hyperplasien und milden Dysplasien eine Ki-67-Expression
nachgewiesen wurde, jedoch in sehr viel geringerer Auspragung und das
ausschlielich in der Basalzellschicht oder in parabasalen Zellen [121]. Auch andere
Arbeiten konnten diesen Zusammenhang von Schweregrad der Dysplasie und
zunehmender Ki-67-Expression nachweisen [114, 266]. Mit Zunahme der Dysplasie
wird eine Zunahme von einer Farbung einzelner Zellen der Basalzellschicht in
gesundem Gewebe und milden dysplastischen Veranderungen bis hin zu einer
Anfarbung des gesamten Epithels in hochgradigen Dysplasien beschrieben [266].
Diese Befunde stitzen die These, dass sich dysplastische und maligne Lasionen
infolge abnormaler Proliferation epithelialer Zellen entwickeln [121].

Zudem konnten die Kollegen zeigen, dass es einen Unterschied im Ki-67 Farbemuster
zwischen gut und schlecht differenzierten Tumoren gab. In gut und besser
differenzierten Tumoren wurde Ki-67 insbesondere in der Peripherie der Tumorinseln
nachgewiesen, der Invasionsfront, wahrend in undifferenzierten Tumoren nicht nur ein
grollerer Teil der Tumorzellen angefarbt war, sondern sich auch ein heterogenes
Farbemuster mit Nachweis von Ki-67 in der gesamten Tumormasse zeigte [121].
Interessanterweise wurde gezeigt, dass die Zellen der invasiven Front den Basalzellen
von normalem Epithel entsprechen, was vereinbar ist mit einer erhdohten Ki-67
Expression in diesem Bereich [216]. In unserer Arbeit war die Anzahl der G1-Tumoren
so gering, dass wir diese Beobachtungen weder eindeutig bestatigen noch widerlegen
konnten. In den von uns gefarbten HNSCC, groliteils G2, war Uberwiegend eine eher
diffuse Anfarbung in der gesamten Tumormasse zu beobachten, teilweise mit
Betonung der Randbereiche. Unterscheidungsmerkmal in unseren Daten war eher die
Zunahme des Prozentsatzes an positiven Zellen als die Lokalisation im Tumor. Jedoch
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war insbesondere bei den Tumoren mit starker Farbung (Score >6) eine zunehmend

heterogene Expression von Ki-67 positiven Zellen zu finden.

4.2.4.2 Ki-67 — Expression in HNSCC und T-Stadium

Bezuglich der T-Stadien war ein Unterschied in der Ki-67-Expression zwischen T1 und
>T1 festzustellen. Waren im T1 Stadium nur 48% der HNSCC relevant Ki-67+ (Score
>3), so traf dies auf 61% der T2 und 67% der T3-4 Tumore zu, wahrend 0% der
Kontrollen einen Score von >3 erreichten (Abb. 48 B und 49 im graph. Anhang).
Allerdings war dieser Unterschied auch nach Dichotomisieren der Gruppen in T1 vs.
>T1 nicht statistisch signifikant (p=0,184, Chi-Quadrattest). Weitere Zahlen sind
Tabelle 20 im tabellarischen Anhang zu entnehmen.

Die Studienlage ist unschlissig, ob ein belegbarer Zusammenhang zwischen
zunehmender Ki-67-Expression und T-Stadium besteht. Wahrend Mielcarek et al. und
Acikalin und Kollegen einen eindeutigen signifikanten Zusammenhang zwischen T-
Stadium und Ki-67-Expression bei SCC des Larynx nachweisen konnten [2, 151],
fanden Izawa et al., so wie wir, keine eindeutige Korrelation von Tumorstadium und Ki-
67-Expression [106].

4.2.4.3 Ki-67 — Expression in HNSCC und N-Stadium

Auch in Bezug auf den lokalen Lymphknotenstatus war eine verstarkte Farbung von
Ki-67 in N+ HNSCC gegenuber NO HNSCC zu beobachten: 69% der N+ HNSCC
waren malig/stark-positiv fur Ki-67, gegenuber 48% bei NO HNSCC (Abb. 50 B und
51 im graphischen Anhang), allerdings zeigte sich auch dieser Unterschied in der
Expression statistisch knapp nicht signifikant (p=0,064, Chi-Quadrattest). Die exakten
Zahlen sind Tabelle 20 im tabellarischen Anhang zu entnehmen.

In der Literatur hingegen wird eine signifikante Mehrexpression von Ki-67 in
Primartumoren mit Assoziation zu Lymphknotenmetastasen beobachtet: Sowohl Re et
al., Liu et al. (beide p<0,001) als auch Acikalin et al. und Cordes und Kollegen
(p=0,001) konnten in ihren Studien einen signifikanten Zusammenhang von N-Stadium
und Ki-67-Expression feststellen [2, 54, 135, 183].
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4.2.4.4 Ki-67 — Expression in HNSCC und Grading
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Abbildung 30. Ki-67 Expression — Korrelation mit Differenzierungsgrad G

A: Verhaltnis von Ki-67 positiven und negativen Proben. B: Differenzierung der positiven
Farbeergebnisse fur Ki-67 in die 3 Scoring-Gruppen: schwach, mafRig und stark. Dargestellt sind die
relativen Anteile der jeweils Ki-67 positiven G1/G2/G3 HNSCC.

Es ergab sich kein signifikanter Unterschied bezuglich einer positiven und negativen Auspragung des
Ki-67 Signals in den untersuchten Gruppen (Kontingenztabellenanalyse, Exakter Test nach Fisher, A:
p=1,0; B: p=0,093). Weitere Zahlen siehe Tab. 20 im Anhang.

In Bezug auf das Grading war eine deutliche Zunahme der Ki-67 Farbung mit Zunahme
der Undifferenziertheit zu beobachten. Wahrend sich im Vergleich von Ki-67 positiven
(jeder Starke) und Ki-67 negativen HNSCC keine signifikanten Unterschiede zwischen
den G-Stadien ergaben (Abb. 30 A), konnten bezlglich der Farbeergebnis-Scores,
unter Berlicksichtigung des Cut-off Wertes fir eine Uberexpression von Score >3
(siehe Kapitel 4.2.4.1), signifikante Unterschiede zwischen den
Differenzierungsstadien beobachtet werden (Abb. 30 B und 31): Zeigten im G1-
Stadium nur 13% der Ki-67+ Proben eine relevante Uberexpression, d.h. eine maRig-
starke Ki-67 Farbung (Score >3), bei gleichzeitig 88% G1 HNSCC mit schwacher
Farbung, so wiesen im G2-Stadium bereits 63% der Ki-67 positiven G2 HNSCC einen
Score >3 auf. Im G3-Stadium waren es sogar 71% (Abbildung 30 B und 31). Dieser
Unterschied zeigte ein Signifikanzniveau von p=0,018.
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Abbildung 31. Ki-67 Score >3 vs. Score 0-3 — Korrelation mit G

Relative Expression von Ki-67 in HNSCC in Abhangigkeit vom Grading unter Berlicksichtigung des
Grenzwerts fir ein positives Ergebnis von Ki-67 ab einem Score >3. Es ergab sich ein signifikanter
Unterschied in den beiden Gruppen bezlglich der Ki-67-Expression  (p=0,018;
Kontingenztabellenanalyse, Exakter Test nach Fisher).

Unserer Daten passen zum allgemeinen Forschungs- und Wissensstand. Ki-67 ist ein
etablierter Marker fur hochproliferative [33, 66, 82, 84, 127, 151, 167, 169] und
undifferenzierte Zellen [54, 106, 135, 183] und wird mit dem Vorliegen und Erhalt von
Tumorstammzellen und deren Mirkoumgebung assoziiert [51]. Passend zu diesen
Eigenschaften wurde wiederholt ein eindeutiger Zusammenhang zwischen einer Ki-
67-Expression und einer schlechteren klinischen Prognose beschrieben [2, 54, 84,
127, 139, 167-169, 176, 183, 187, 206, 239].

In einigen Arbeiten konnte Ubereinstimmend mit unseren Daten ein signifikanter
Zusammenhang (p<0,001) von Ki-67-Aktivitat bzw. -Expression und histologischem
Grading festgestellt werden [54, 135]. So wurde z.B. eine Hochregulation von Ki-67
mit zunehmendem histologischen Grading bei SCC des Larynx (LSCC,
Larynxkarzinom) beschrieben (p<0,001) [183]. Auch Krecicki et al. konnten eine
zunehmende Ki-67-Expression in Abhangigkeit vom Schweregrad der dysplastischen
Veranderungen der Lasion beobachten, so blieb eine hohe Expression Karzinomen
vorbehalten und nahm mit abnehmendem Differenzierungsgrad der Zellen zu [121].
Pastuszewski et al. konnten ebenfalls eine eindeutige Korrelation von Malignitatsgrad
bzw. hoherem histologischen Grading und Ki-67-Expression in Larynxkarzinomen
feststellen [167]. Die gleiche gegenlaufige Beobachtung von signifikant hoherer Ki-67-
Aktivitat bei abnehmender Differenzierung (p<0,01) machten lzawa et al. [106].
Allerdings gab es auch Arbeitsgruppen, die keinen eindeutigen Zusammenhang
zwischen Ki-67-Expression und histologischem Grad feststellen konnten [2].
Ursachlich fur diese Diskrepanz konnte sein, dass Acikalin et al. in ihrer Untersuchung
G1-und G2-Tumore zusammenfassten und mit G3-Tumoren verglichen [2]. In unseren

Daten wurde die starkste Zunahme der Ki-67-Expression insbesondere zwischen
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gering- und hochdifferenzierten Tumoren, aber auch zwischen gering- und
maRigdifferenzierten HNSCC nachgewiesen. Dies wurde so auch von anderen
Gruppen beobachtet [114]. Gleichzeitig bestand aufgrund der Zusammenfassung von
G1- und G2- Tumoren bei Acikalin et al. zwischen den untersuchten Gruppen eine
ausgepragte Diskrepanz in der Kohortengrof3e, mit 56 G1-2 Tumoren vs. nur 7 LSCC
im G3-Stadium [2], auch dies hat Einfluss auf die statistische Aussagekraft der Daten.
In allen Studien machten die G2-Tumore die groRte Gruppe an untersuchten
Gewebeproben aus. Dies liegt unter anderem auch daran, dass hinsichtlich der
Anwendung eines histologischen Graduierungssystems bislang international kein
uberzeugender Konsens gefunden wurde und es an Standardisierung mangelt [15, 28,
31-32, 34], sodass einzelne Aspekte der Bewertung und die abschlieRende Einteilung
nach Differenzierungsgrad zu einem gewissen Anteil subjektiv bleiben [22, 84, 114,
167, 191, 228]. Auch Uber die prognostische Aussagekraft der histologischen
Graduierungssysteme besteht Uneinigkeit. Auch wenn einige Studien fur die
verschiedenen Grading-Systeme eine prognostische Aussagekraft belegen konnten
[4, 16, 27, 34-35, 130, 133], stellen andere Publikationen, einschliel3lich der auf den
klassischen Kilassifikationen nach Broders basierenden WHO-Klassifikation, die
klinisch-prognostische Relevanz des Graduierens in Frage [109, 113, 165, 191].
Hingegen wird der klinischen TNM Kilassifikation mit die bedeutendste prognostische
Aussagekraft zugesprochen [54]. Diese Aspekte flhren u.a. dazu, dass
konventionellen Plattenepithelkarzinomen, die nicht klar andere Kriterien erfullen,
haufig ein mittlerer Differenzierungsgrad (G2) zugeordnet wird [199].

4.2.4.5 Ki-67 — Expression in HNSCC und Korrelation mit klinischen
Parametern — Fazit

Ki-67 ist als Proliferationsmarker mit gro3er klinischer Bedeutung und Einfluss auf die
Graduierung vieler menschlicher Tumore etabliert und akzeptiert [33, 66, 82, 127, 169].
Seine grole prognostische Bedeutung konnte in mehreren umfangreichen Studien fur
verschiedene Entitaten belegt werden [139, 168, 176, 187]. Es gibt aber auch
Hinweise, dass Ki-67 regulierende Funktionen im Zellzyklus ubernimmt und unter
anderem am Aufbau und Erhalt des Heterochromatins und der perichromosomalen
Schicht mitotischer Zellen beteiligt ist [24, 59, 210, 222, 225]. Zugleich wird es selbst
durch die aktuelle Zellzyklusphase in seiner Expression und Funktion reguliert [209].
Es qibt erste Daten, die postulieren, dass Ki-67 eine Rolle beim Erhalt des
Mikroenvironments von Tumorstammzellen, der sogenannten Tumorstammzellnische

und deren Regulation spielt, wobei die genauen Mechanismen noch unklar sind [84].
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Ki-67 wird in allen Zellzyklusphasen stark exprimiert, die aktiv an der Zellteilung
teilnehmen (G1-, S-, G2- und M-Phase). Hingegen ist es in Zellen, die in der GO-Phase
ruhen, stark herunterreguliert [80-81, 183]. Diese Eigenschaften werden genutzt um
durch immunhistologische Farbung auf Ki-67 die sogenannte Wachstumsfraktion (der
Anteil der in der Proliferationsphase befindlichen Zellen) des Tumors, darzustellen und
mit Hilfe dieser auf die vermeintliche Wachstumsgeschwindigkeit bzw.
Proliferationsrate des Tumors Ruckschlisse zu ziehen [33, 151, 167]. Zur Bestimmung
der eigentlichen bzw. exakten Mitoserate mussten die Mitosen pro Zeiteinheit
ausgezahlt werden [198], was fur die klinisch-diagnostische Routine deutlich weniger
praktikabel ware. Fur unsere Auswertung wurde bei Ki-67 neben der Intensitat der
Farbung, insbesondere die prozentuale Anzahl an Tumorzellen mit positivem Ki-67-
Signal als Wert herangezogen. Ki-67 dient in der alltaglichen Praxis zudem der
Entscheidungshilfe  zwischen benignen, praneoplastischen und malignen
Veranderungen. Eine hohe Ki-67-Expression Kkorreliert mit zunehmender
dysplastischer Veranderung und maligner Entartung [84, 121, 266]. Gioacchini et al.
konnten in ihrem Review fur LSCC erarbeiten, dass Ki-67 als immunhistochemischer
Marker stark mit Tumoragressivitat und schlechter Prognose der Tumorpatienten
korreliert [84]. Sittel et al. zeigten anhand einer prospektiven Studie an primar
laserchirurgisch resezierten T1- und T2-Larynxkarzinomen, dass eine primar starke
Ki-67-Expression signifikant mit Therapieversagen und Rezidiv bzw. Rekurrenz des
Tumors verknupft war [206].

Auch unsere Daten zeigten eine zunehmende Expression von Ki-67 in prognostisch
ungunstigen Stadien, sowohl mit Zunahme des T-Stadiums als auch bei Vorliegen von
Lymphknotenmetastasen sowie mit zunehmender Undifferenziertheit des Tumors.
Allerdings waren unsere Beobachtungen einer vermehrten Ki-67-Expression nur
bezlglich eines hoheren Grading statistisch signifikant (siehe auch jeweilige Kapitel
4.2.4.2-4). Wahrend andere Studiengruppen auch bezuglich des T- [2, 151] und N-

Stadiums [2, 54, 135, 183] signifikante Zusammenhange beobachten konnten.
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425 p53

schwach (Score 1-3) maRig (Score 4 u. 6) stark (Score 8, 9, 12)

Detailansicht 1 — 200-fache VergroRerung Ubersicht — 100-fache VergréRerung

Detailansicht 2 —400-fache VergroRerung

Abbildung 32. Exemplarische Ubersichts- und Detail-Darstellungen der immunhistochemischen
Ergebnisse fur p53 an 3 Beispielen, je nach Farbeergebnis-Score bzw. Bewertungsgruppe. A und D:
OPH 20, Rezidiv, 60% (+) n; G: OPH 6, Primarius, 10% + n; B und E: LAR 4, Primarius, 50% + n; H:
LAR 9, Primarius, 20% ++ n; C, F, | (starke Farbung): HPH 16, Primarius 90% ++ n. Die Pfeile zeigen
exemplarisch auf einige der fir p53 positiv angefarbten Zellkerne der Tumorzellen.

(n = nuklear, HPH = Hypopharynx, LAR = Larynx, OPH = Oropharynx, (+) = schwach positiv, + = einfach
positiv, ++ = zweifach positiv)

Abbildung 32 zeigt beispielhaft die immunhistochemischen Farbeergebnisse fur p53
entsprechend den Bewertungsgruppen des Scores: schwache Farbung (Score 1-3),
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malige Farbung (Score 4-6), starke Farbung (Score 8, 9, 12), in 3 VergroRerungen.
Ab einem Score von 4 lag eine deutliche Uberexpression vor.

Wie in Voruntersuchungen der Arbeitsgruppe gezeigt wurde, spielt die
nukleozytoplasmatische Lokalisation von p53 eine Rolle fur die Cisplatin-Resistenz
von Kopf-Halskarzinomen [141]. In einem Drittel der von uns untersuchen HNSCC
konnte p53 nicht mittels Immunhistochemie nachgewiesen werden, in den anderen
zwei Dritteln lag p53 in 91% im Zellkern angereichert vor. Insgesamt zeigten 2% der
Tumore eine sowohl nukleare als auch zytoplasmatische Anfarbung. In 3 Fallen konnte
keine eindeutige Aussage getroffen werden. Nur eine Probe wies eine alleinig-
zytoplasmatische p53-Anfarbung auf. Die exakten Zahlenwerte sind Tab. 21 und 22
(im tabellarischen Anhang) zu entnehmen. Die Kontrollen waren nur in 23,8% (n=5 von
16) positiv und wiesen in 100% eine nukleare Farbung auf. Aufgrund dieser Datenlage
erfolgte kein weiterer Vergleich der ABCC2- bzw. ABCG2-Expression in p53_cp vs.
p53 n HNSCC.

4.2.5.1 p53 - Expression positiv/negativ
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Abbildung 33. p53 Expression — HNSCC vs. Kontrollen

A: Verhaltnis von p53 positiven und negativen Proben. B: Differenzierung der positiven
Farbeergebnisse fir p53 in die Scoring-Gruppen: schwach, maRig und stark. Dargestellt sind die
relativen Anteile der jeweils p53 positiven HNSCC/Kontrollen.

Die beobachteten Unterschiede in der p53-Expression zwischen HNSCC und Kontrollen zeigten sich
statistisch signifikant (p<0,001; Chi-Quadrattest). Betrachtete man die unterschiedlichen Auspragungen
des Farbeergebnisses konnten ebenfalls signifikante Unterschiede festgestellt werden (p=0,030;
Exakter Test nach Fisher). Siehe auch Tab. 22, Anhang.

p53 war in 67% der HNSCC positiv. 51% wiesen sogar eine mindestens mafige bis
starke Expression auf. Betrachtet man nur die positiven Proben (p53+) lag der Anteil
an maliger bis starker Expression (Score >3) bei Uber 2 Dritteln (76%, n=50 von 66
p53+; Abb. 33 B). Im Gegensatz hierzu waren 76% der Kontrollen ohne
immunhistochemischen p53-Nachweis. Von den 24% p53+ Kontrollen wiesen 80%

(n=4/5) ein schwaches Ergebnis auf (Score 1-3), nur 1 Probe bot ein maRiges
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Farbeergebnis fur p53. Die beobachteten Unterschiede in der p53-Expression
zwischen HNSCC und Kontrollen zeigten sich statistisch signifikant (Abb. 33).

Auch andere Arbeiten konnten in HNSCC eine vermehrte p53 Expression beobachten.
Es werden Expressionswerte von in 37 bis 71% der Falle beschrieben [19, 180]. Klatka
et al. beschrieben sogar eine Expression in 90% der von ihnen untersuchten LSCC
[119]. Bei fehlendem p53-Expressionsnachweis in HNSCC kann eine trunkierende
disruptive TP53-Mutation vorliegen, die mit einer schlechten Prognose assoziiert ist
[132].

4.2.5.2 p53 - Expression in HNSCC und Alter

Es konnte eine Zunahme der p53-Expression in HNSCC mit hdherem Lebensalter der
Patienten beobachtet werden. So lag in der altesten Altersgruppe (>65 J.) der Anteil
an maRig bis stark p53 exprimierenden HNSCC mit 60% gegenlber den anderen
Altersgruppen am hochsten (86% der p53+ HNSCC >65 J.), wobei die starke
Expression anteilmalig mit 56% (n=10/18) Uberwog (Abb. 52 im Anhang). Sie
entsprach 48% der p53+ HNSCC dieser Altersgruppe. Allerdings zeigten sich die
Unterschiede nicht als statistisch signifikant. Dies ist im Einklang mit Ashraf et al, die
in Larynxkarzinomen ebenfalls keine statistisch signifikante Korrelation von Alter
(p=0,72), Geschlecht (p=1,0) und p53-Expression feststellen konnten [19].

p53 spielt eine Rolle bei der Zellalterung (engl. Senecence). Walcher et al.
untersuchten den Zusammenhang von Seneszenz und Stammzelleigenschaften in
Tumoren. So kann Zellalterung und der mit ihr einhergehende dauerhafte
Wachstumsstopp und Zellzyklus-Arrest durch Chemotherapie und/oder Radiotherapie
induziert werden, indem DNA-Schaden zu einer Tumor-Suppressor-Induktion fuhren
(p53, p21, p16). Nach einer Chemo- oder Radiotherapie Uberleben nicht nur
Tumorstammzellen, sondern es bleiben auch einige seneszente Tumorzellen zurtck.
Diese werden entsprechend ihres Zytokinmusters im gunstigsten Fall durch das
Immunsystem erkannt und beseitigt. Bleibt letzteres jedoch aus, konnen sie im Verlauf

selbst stammzell-ahnliche Merkmale entwickeln und pro-tumorigen wirken [190, 248].

4.2.5.3 p53 — Expression in HNSCC und T-Stadium

Betrachtet man die Expression von p53 in HNSCC entsprechend der T-Stadien
untereinander, fallt auf, dass die Expression mit dem lokalen Progress der HNSCC
zuzunehmen scheint. Je hdoher das T-Stadium, desto hoher ist die Expression von p53.
So wiesen T3-4 HNSCC mit 59% den hdchsten Anteil an Tumoren mit einem Score
>3 auf. Bei den T2 HNSCC lag dieser Anteil bereits bei 52%, wohingegen die T1-
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HNSCC nur in 44% eine solche Uberexpression zeigten. In der Kontroll-Kohorte
konnte nur in 5% der Falle eine solch hohe Expression mit Score >3 festgestellt
werden. Die Subgruppe der T2 HNSCC besal jeweils den gréfiten Anteil an p53- und
stark p53+ HNSCC von den verschiedenen T-Subgruppen (Abb. 53 im Anhang).
Allerdings waren die beobachteten Unterschiede nicht statistisch signifikant.

Andere Forschergruppen konnten ebenfalls keinen statistisch belastbaren
Zusammenhang zwischen p53-Expression und TumorgrofRe (p=0,39) [19] oder T-
Stadium feststellen [119, 151]. Golusinski et al. hingegen fanden eine positive
Korrelation von p53-Nachweis und hoherem T-Stadium (p<0,05). lzawa et al.
beobachteten ahnlich zu unseren Ergebnissen einen tendenziell hdheren Prozentsatz
p53 positiver HNSCC im T3-4 Stadium gegenuber T1-2 [106].

4.2.5.4 p53 — Expression in HNSCC und N-Stadium

Betrachtet man die Expression von p53 entsprechend des lokalen Lymphknotenstatus,
so ergibt sich kein wesentlicher Unterschied zwischen diesen beiden Subgruppen
(Abb. 54 im Anhang). In beiden Gruppen zeigte sich eine vornehmlich positive p53
Expression: 65% der NO HNSCC waren p53+ gegenuber 72% der N+ HNSCC mit
positivem p53-Farbeergebnis. Der Anteil an HNSCC mit starker p53 Farbung lag bei
den N+ HNSCC mit 28% gegenuber 17% in NO HNSCC um 9% hoher. Es ergaben
sich keine statistisch signifikanten Unterschiede in der p53-Expression in Abhangigkeit
von der regionaren Metastasierung.

Auch andere Studien konnten keinen statistsisch signifikanten Zusammenhang
zwischen p53-Expression und Lymphknotenmetastasierung (N-Stadium) finden [119,
151, 196], wahrend Golusinski et al. (p<0,01) [85-86], Ashraf et al. (p=0,008) [19],
Kazkayasi et al. (p=0,006) [112] und weitere [37, 106] einen solchen feststellten.

4.2.5.5 p53 - Expression in HNSCC und Grading

Die p53-Expression in Abhangigkeit vom Grading ergab keine wegweisenden
Ergebnisse (Abb. 55 im Anhang). Es fand sich eine maRig starkere Expression in G2
HNSCC gegenuber G1 HNSCC, wahrend es in der undifferenziertesten Gruppe, den
G3 HNSCC gegenuber den G1 HNSCC keinen wesentlichen Unterschied gab (Abb.
55 B im Anhang). Es schien kein direkter Zusammenhang von Undifferenziertheit des
Tumors und p53-Expression in den von uns untersuchten HNSCC zu bestehen, auch
statistisch konnte kein signifikanter Unterschied detektiert werden.

Dies ist im Einklang mit anderen Arbeiten [1, 19, 106, 119, 151]. Wahrend andere

Studien eine positive Korrelation feststellen konnten [167, 196]. Golusinski et al. [86]
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konnten eine positive Korrelation zwischen p53-Expression und Grading beobachten
(p<0,05). Mondal et al. fanden eine zunehmende p53-Expression mit Zunahme des
Dysplasiegrades und Grading bei Karzinomen [154]. Auch Kurokawa et al. fanden eine
Assoziation von p53-Uberexpression in Tumorrandbereichen und histologischem Grad
(p<0,05) [122].

4.2.5.6 p53 - Expression in HNSCC und Korrelation mit klinischen Parametern
— Fazit

p53 ist ein nukleares Phosphoprotein und ein Transkriptionsfaktor. Als ,Wachter des
Genoms* [86, 123, 128] ist es fur den Erhalt eines intakten Genoms verantwortlich
[167]. Es wird in allen normalen Zellen konstitutiv exprimiert [196]. Wenn die DNA
beschadigt ist, kumuliert p53 in der Zelle [170], stoppt die Replikation und ermdglicht
so die Reparatur. Die Akkumulation in der Zelle ist u.a. Folge einer posttranslationalen
Stabilisierung, z.B. mittels Phosphorylierung [62]. Scheitert die Reparatur, kann p53
die Apoptose auslosen und die defekte Zelle vor ihrer Vermehrung aussortieren [151,
256]. Die besondere Rolle dieses Proteins wird deutlich, wenn man beachtet, dass in
ca. 50% der malignen Tumoren eine erworbene TP53-Mutation gefunden werden kann
[62, 67]. Immunhistochemisch ist Wildtyp-p53 (WT p53) aufgrund seiner kurzen
Halbwertszeit (6-30 min) in der Regel mit Standardmethoden kaum detektierbar [151,
196]. p53 wird in gesunden Zellen durch mehrere Mechanismen streng reguliert [192].
Mutiertes p53 hingegen akkumuliert in der Zelle und wird auf diese Weise mittels
Immunhistochemie (IHC) detektierbar, mit Uberwiegend nuklearer Anreicherung [167,
196]. Dem mutierten p53 fehlt es dabei an Funktionalitat, was eine unkontrollierte
Zellteilung erlaubt [105] und die Wahrscheinlichkeit fur die Ansammlung weiterer
Mutationen und die Selektion maligner Klone erhdht [123]. Eine Inaktivierung von p53
kann allerdings auch durch Bindung viraler oder korpereigener Proteine, wie dem p53
streng negativ regulierenden Protoonkogenprodukt Mdm-2 bzw. Hdm-2 ausgeldst
werden [62, 67, 105, 123]. Ein Beispiel fur die viral-vermittelte p53 Inaktivierung ist das
E6 Protein humaner Papillomaviren 16/18 (HPV). Dieses bindet und inaktiviert WT p53
in HPV-infizierten Zellen [100] und spielt in der Tumorgenese von Zervixkarzinomen
eine Rolle [20]. Die Uberexpression von p53, die Hinweis auf eine Mutation des
Tumorsuppressorgens und folglich einen Funktionsverlust des Proteins sein kann, wird
mit einer ungunstigeren Prognose und einem aggressiveren Tumorphanotyp in
HNSCC assoziiert [86, 117, 140, 167, 236, 244]. So fanden Golusinski et al. eine
positive Korrelation zwischen p53-Expression und hoherem T- (p<0,05) und N-
Stadium (p<0,01) sowie Grading (p<0,05) bei LSCC [86]. Weitere Arbeitsgruppen
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kamen zu ahnlichen Ergebnissen [19, 99, 111, 117, 155, 162, 167, 207], wahrend
andere keinerlei Korrelation zwischen p53-Expression und klinisch relevanten
Parametern fanden [63, 87, 119, 151, 233] oder p53 einen zuverlassigen
prognostischen Wert absprachen [11, 71, 112, 170]. Einige Arbeiten konnten
wiederum einen Zusammenhang von p53-Expression in HNSCC und reduzierter
Chemo- und Radiosensitivitat feststellen [56, 141, 208]. Auch fur andere
Tumorentitaten besteht Uneinigkeit Gber die (unabhangige) prognostische Bedeutung
von p53 fur das klinische Outcome der Patient*innen. Wahrend einige Arbeiten eine
prognostische Bedeutung fur eine vermehrte p53-Expression finden konnten [55, 76,
171, 177], sprachen andere p53 einen Einfluss auf das klinische Outcome ab [146].
Diese Uneinigkeit sowohl in HNSCC als auch anderen Tumoren mag durch
methodische Unterschiede in den Studien bedingt sein. Sie mag beispielsweise Folge
kleiner und heterogener Patientenkohorten sein, vom Typ des verwendeten
Gewebematerials (gefroren oder in Paraffin gebettet), von der Vorbehandlung, den
verwendeten Antikorpern und den angewendeten Grenzwerten flr ein positives und
negatives Ergebnis abhangen oder auf falsch positive oder negative Ergebnisse
zuruckzufuhren sein. Allerdings bedeutet ein Fehlen einer p53-Expression bzw. der
Detektion mittels immunhistochemischer Methoden nicht automatisch, dass p53 nicht
beeintrachtigt ist. Beispielsweise kann ein Verlust von beiden Allelen vorliegen oder
die Expressionslevel unter der Detektierbarkeitsschwelle der verwendeten Antikorper
liegen. Auflerdem konnen sich z.B. disruptive TP53-Mutationen, die die nukleare
Translokation betreffen konnen, ebenfalls als negativ in der Immunhistochemie
darstellen [132, 141]. Genauso bedeutet ein positives Ergebnis nicht automatisch das
Vorliegen einer Mutation [105, 162]. Mdchte man das Vorliegen einer Mutation
beweisen oder widerlegen, muss man das Genom selbst untersuchen. Wird das
Genom selbst untersucht, werden in HNSCC Mutationsraten zwischen 50-100%
beschrieben [36, 194, 255]. Insbesondere in niedrig differenzierten und anaplastischen
Tumoren werden diese haufig gefunden [151]. In HNSCC scheint eine Karzinogenese
ohne Beteiligung von p53 eher einen geringen Anteil auszumachen [207] und sie
scheint ein eher friher Schritt in der Tumorentwicklung bei HNSCC zu sein [63].
Tabakrauch wird als ein wichtiger atiologischer Faktor fur p53 Mutationen angesehen
[72, 230]. Es werden hohere Expressionslevel von p53 bei Rauchern und
regelmaligem Alkoholkonsum beschrieben [71]. Insgesamt bleibt die Beziehung
zwischen p53 Mutationen, immunhistochemischer Detektierbarkeit und klinischer

Prognose komplex, kontrovers und noch nicht eindeutig verstanden. Eine Relevanz
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von p53 Mutationen fur die Karzinogenese in HNSCC und vielen anderen Tumoren ist
aber unstrittig. In aktuelleren Arbeiten wird die sehr vielseitige Bedeutung von p53, die
weit Uber die Regelung von Apoptose, Zellzyklusarrest und Seneszenz, dem
permanenten Zellzyklusarrest hinaus geht, deutlich. p53 spielt demnach sowohl bei
anabolen und katabolen Prozessen im Zellstoffwechsel sowie fur die Anreicherung von
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) eine Rolle, als auch bei Nekrose,
Autophagieregulation und flr den Stammzellerhalt [94]. Diese zellularen Prozesse sind
sehr komplex und noch Gegenstand der Forschung. Sie betonen aber weiter die
Bedeutung von p53 in der Karzinogenese und verdeutlichen seine duale Funktion, je
nach Situation pro- oder antionkogen zu wirken [94].

Auch wir konnten im GroRteil der HNSCC eine p53-Uberexpression, als mdglichen
Hinweis auf stattgehabte Mutationen im Tumorsuppressorgen nachweisen und seine
Relevanz in der Tumorentwicklung bei HNSCC bestatigen. p53 war in 67% der
untersuchten HNSCC gegenuber der Kontrollkohorte signifikant vermehrt exprimiert.
Es werden positive Expressionslevel zwischen 37 und 90% [19, 119, 180] in der
Literatur beschrieben. Allerdings wiesen auch ca. ein Drittel der von uns untersuchten
HNSCC ein negatives immunhistochemisches p53 Ergebnis auf. Ein negatives
Ergebnis ist allerdings nicht mit dem Vorliegen eines intakten und insbesondere
funktionalen p53 gleichzusetzen [105, 132, 162]. Wie Voruntersuchungen der eigenen
Arbeitsgruppe belegen, kann ein negatives nukleares p53-Ergegbnis ebenso
prognostisch ungunstig sein und auf ein Fehlen von funktionalem p53 hindeuten [141].
Mandic et al. hatten gezeigt, dass eine vermehrte zytoplasmatische Anreicherung von
mutiertem p53 mit einer erhdhten Chemotherapieresistenz assoziiert ist [141].
Lindenbergh-van der Plas und Kollegen konnten in Mund- und Oropharynxkarzinomen
bei Nachweis trunkierender TP53-Mutationen, die zu einem kompletten Verlust der
p53-Funktion fuhren und sich immunhistochemisch in der Regel negativ darstellen, ein
signifikant reduziertes Uberleben nachweisen (p=0,008) und auch einen Einfluss von
T-Stadium, HPV-Status und Alter feststellen [132].

In der aktuell vorliegenden Studie konnten wir mit immunhistochemischer Methodik
bezlglich der nukleozytoplasmatischen Lokalisation von p53 keine besonderen
Erkenntnisse gewinnen. Nur in 3 der 98 Falle zeigte sich eine zytoplasmatische p53-
Anreicherung, von denen 2 zusatzlich eine nukleare Expression aufwiesen. Aufgrund
dieser niedrigen Fallzahlen und der daraus folgenden geringen Aussagekraft wurde
die intrazellulare Lokalisation von p53 und ihre mdgliche klinische Relevanz in dieser
Arbeit nicht weiter untersucht. Bezuglich der p53-Expression und den erhobenen
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klinisch-prognostischen Parametern (T, N, Grading, Rezidiv) fanden wir keine
statistisch belastbaren Korrelationen. Sodass anhand unserer Daten, unter
Berucksichtigung aller Limitationen einer retrospektiven Studie, fur p53 kein
eindeutiger klinisch prognostischer Nutzen abgeleitet werden kann. Eine Bestimmung
von p53 in Kombination mit anderen Markern, kann allerdings hilfreich sein, um einen
ungunstigeren Verlauf abzuschatzen. Da in der Literatur auch eine zunehmende
Expression mit Zunahme dysplastischer Veranderungen beschrieben wird, kann die
Bestimmung im Rahmen von Probebiopsien einen mdglichen Hinweis auf eine
drohende Entartung, einschlieBlich der erhohten Wahrscheinlichkeit auf die
Anhaufung weiterer Mutationen geben und die betroffenen Patienten ggf. einem

engmaschigeren Follow-Up zufuhren.

4.2.6 HNSCC mit Co-Expression von Ki-67, p53 +/-, CK19, ABCC2 und ABCG2

4.2.6.1 Vergleich von HNSCC mit Co-Expression von Ki-67, CK19, ABCG2 und
ABCC2 Score 0-3 vs. Score 2 4

Im Folgenden wurden zwei Subgruppen verglichen: HNSCC mit Uberexpression von
CK19, Ki-67 und ABCC2 und ABCG2 (maRiger bis starker Expression, Score >4,
n=15) vs. Tumoren mit niedriger bis fehlender Expression all dieser Marker (Score 0-
3, n=7). Es gab keine HNSCC-Falle in unserem Kollektiv, die fur alle Marker ein
vollstandig negatives Ergebnis aufwiesen. Entsprechend unserer Hypothese sollten
die Tumore mit Uberexpression dieser Marker die aggressiveren, mit hoherer
Proliferationsneigung und  schlechterer Prognose abbilden und einen
undifferenzierteren Phanotyp aufweisen. Die beiden Subgruppen wurden daher
bezlglich der zugehorigen klinischen Parameter (T, N und Grading) verglichen (Abb.
34).
HNSCC mit Uberexpression von Ki-67, CK19, ABCC2 und ABCG2 waren
undifferenzierter (hdheres Grading: G2/G3, 0% G1), wiesen einen fortgeschritteneren
Lokalbefund (mind. T2, ebenso haufig T3-4, kaum T1) und haufiger Lymphknoten-
Metastasen (N+) auf. Wahrend die Gruppe der negativen bis gering exprimierenden
Tumore ein gegensatzliches Bild ergab. Diese Tumore lagen haufiger im T1-Stadium
vor, waren deutlich haufiger NO als N+ und waren Uberwiegend gut differenziert (G1).
Die beobachteten Unterschiede waren statistisch signifikant (p<0,05). Hieraus lasst
sich ableiten, dass die von uns verwendeten Marker, insbesondere in Kombination,
das prognostisch ungtinstigere Patientenklientel herausfiltern kdnnen. All diese Marker
geben Hinweise auf eine geringere Differenzierung und eher stammzelltypische
Eigenschaften. Es ist anzunehmen, dass in diesen HNSCC ein grofierer Anteil an

97



Ergebnisse und Diskussion

Ki-67, CK19, ABCG2, ABCC2 Score 0-3 Ki-67, CK19, ABCG2, ABCC2 Score 24
A
Tl =72 =T34 uT1 =72 nT34
B n=0, 0% von G1
=Gl =»G2 =G3 uGl =G2 =G3
C

®NO =N+ #NO m N+

Abbildung 34. Ki-67/CK19/ABCG2/ABCC2 Score 0-3 vs. Score = 4

Gegenuberstellung der Ergebnisse einer Subgruppenanalyse von HNSCC mit einem
Farbeergebnisscore fir Ki-67, CK19, ABCG2 und ABCC2 von 0-3 (,negativ‘) und einem Score=4
(,Uberexpression®) fiir dieselben Marker. Die Tortenstiicke spiegeln hierbei den prozentualen Anteil der
farblich markierten Subgruppen (NO bzw. N+) von der jeweiligen Grundgesamtheit, der fiir alle Marker
.positiven” bzw. ,negativen“ Proben wider (Spaltenprozent). Als Zahlenwerte sind die exakte Anzahl n
und die relativen Prozent der entsprechend der Legende farblich markierten Subgruppen pro Zeile
angegeben (Bsp. in Zeile C: Anteil der ,positiven” bzw. ,negativen“ Proben von NO bzw. N+). Die
beobachtbaren Unterschiede in der Expression aller Marker in Abhangigkeit vom G- und T-Stadium
waren statistisch signifikant (p<0,05; fir T: p=0,017; fir G: p=0,011; Exakter Test nach Fisher). Fir NO
vs. N+ waren die beobachtbaren Unterschiede knapp signifikant (p=0,05, Exakter Test nach Fisher).
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Tumorstammzellen vorliegt und ein gesteigertes Risiko fur Metastasierung und
Tumorrekurrenz sowie eine erhohte Resistenz gegenuber Chemotherapeutika
bestehen. Dies ist im Einklang mit der aktuellen Studienlage, sowohl CK19 [49, 73,
131, 150, 193, 235, 242, 265] (s.a. Kapitel 4.2.3, insb. 4.2.3.5), als auch Ki-67 [2, 84,
167, 183, 206] (s.a. Kapitel 4.2.4, insb. 4.2.4.5) wurden mit geringer Differenzierung,
hoher Proliferationsneigung, fortgeschrittenem Tumorstadium, Aggressivitat und
ungunstiger Prognose in Verbindung gebracht. ABCC2 und ABCG2 werden nicht nur
in Stammzellen und Tumorstammzellen [7, 61, 64, 152, 214, 224, 234] vermehrt
exprimiert, sondern werden mit Chemotherapieresistenz [23, 74, 144, 214] und
schlechter klinischer Prognose [74] assoziiert (s.a. Kapitel 1.4-1.6).

4.2.6.2 Vergleich von HNSCC mit Co-Expression aller Marker, einschlielich
p53

Im Folgenden wurde nun p53 in die Betrachtungen integriert. p53 wird wie die anderen
Marker mit geringer Differenzierung, hoher Proliferationsneigung, fortgeschrittenem
Tumorstadium, Aggressivitat und ungunstiger Prognose assoziiert [19, 117, 154-155,
167, 196] (s. a. Kapitel 4.2.5.6). Bei Vorliegen von Punktmutationen im TP53-Gen
kumuliert dieses im Zellkern und gibt insbesondere bei hoher Expression Hinweise auf
das Vorliegen prognostisch ungunstiger Prozesse und eine maligne Entartung [86,
117, 140, 167, 236, 244]. Allerdings kann sich auch ein starkes zytoplasmatisches
Signal bei Fehlen einer nuklearen Farbung als besonders prognostisch ungunstig
erweisen, wie u.a. Voruntersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe gezeigt hatten [141],
genauso wie die komplette Abwesenheit von p53 in Tumoren. Dabei ist anzumerken,
dass immunhistochemische Verfahren haufig nicht in der Lage sind die niedrigen
Expressionslevel in gesundem Gewebe nachzuweisen und dass sich z.B. disruptive
TP53-Mutationen, die die nukleare Translokation betreffen kdnnen, ebenfalls als

negativ in der Immunhistochemie darstellen kdnnen [132].

Vergleich von HNSCC mit Co-Expression von Ki-67, CK19, ABCG2, ABCC2, p53
Score 0-3 vs. 24 und Ki-67, CK19, ABCG2, ABCC2 24 und p53 Score 0-3

Schloss man p53 in die Beobachtungen ein, spaltete also die Gruppe der CK19, Ki-67
und ABCC2 und ABCG2 Uberexprimierenden HNSCC (Score 4-12) nach ihrem p53-
Status auf (Abb. 35), ergibt sich zunachst ein ahnliches Bild wie zuvor in Abb. 34
dargestellt. Die HNSCC, die alle Marker vermehrt exprimieren (n=8) sind gegenuber
denen mit fehlender bis geringer Expression (Score 0-3; n=7) seltener T1, G1 oder NO.

Sie liegen haufiger in einem héheren Grading (G2-3) und/oder hdherem T-Stadium
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(T2-4) vor und haben haufiger bereits Lymphknotenmetastasen (N+). Keines der
CK19, Ki-67 und ABCC2 und ABCG2 Uberexprimierenden HNSCC war G1, die
Uberwiegende Zahl war G2, unabhangig vom p53-Status. Allerdings handelte es sich
bei den G2-Tumoren auch um das grof3te Subgruppenkollektiv in Abhangigkeit vom
Grading (s.a. Kapitel 4.1.4.4 und 4.2.4.4). Bei den gering differenzierten G3 Tumoren
ergab sich kein Unterschied zwischen der fur alle Marker ,positiven“- und der fur alle
Marker ,negativen“-Gruppe. Allerdings schien die Gruppe der CK19, Ki-67 und ABCC2
und ABCG2 Uberexprimierenden, aber bezuglich p53 negativen bzw. p53 nur gering
exprimierenden HNSCC (n=7) das zuvor beschriebene Verhaltnis noch zu
verscharfen. Diese machten die Mehrheit der G3 Tumore aus und den Grolteil der N+
HNSCC. Diese Beobachtung stutzt die Annahme, dass auch das Fehlen eines p53-
Nachweises mit geringerer Differenzierung und dem Vorliegen von Metastasen und
somit ungunstigerer Prognose und progressiverem Tumorwachstum assoziiert sein
kann. Die statistische Auswertung ergab nur fur die in Abhangigkeit vom T-Stadium
getroffenen Beobachtungen einen signifikanten Unterschied hinsichtlich der
verschiedenen Subgruppen (p=0,044), die Ubrigen Analysen ergaben keine statistisch
signifikanten Unterschiede (p>0,05), was jedoch u.a. den geringen Fallzahlen
geschuldet sein kann.

Vergleich von HNSCC mit Co-Expression von Ki-67, CK19, ABCG2 und ABCC2
Score 0-3 vs. 24 und p53 +/-

Die zuvor gemachte Beobachtung, dass HNSCC mit Uberexpression aller Marker,
aber bei p53 negativem Ergebnis haufiger G3 oder N+ sind als HNSCC mit
Uberexpression aller Marker einschlieBlich p53, galt nicht, sofern man p53 nur nach
rein positivem oder negativem Ergebnis auftrennte (Abb. 56 im Anhang): Unter diesen
Bedingungen betrachtet, machten die Tumore mit mindestens mafRiger Farbung fur
alle Marker und positivem Ergebnis fur p53 jeweils die grofdte Gruppe der T2, T3-4,
G2, G3 und N+ HNSCC aus. Die hierzugehdrigen p53 negativen HNSCC stellten
jeweils die zweithaufigste Gruppe dar. Wahrend Tumore mit einem geringen bzw.
negativen Score fur alle Marker und negativem Ergebnis fur p53 jeweils den groften
Teil der T1, G1 und NO HNSCC ausmachten. HNSCC mit fehlendem Nachweis aller
Marker waren folglich differenzierter, weniger fortgeschritten und seltener metastasiert
und somit prognostisch glnstiger. Es konnten keine statistisch signifikanten
Unterschiede in Abhangigkeit von T-, N- und G-Stadium in den untersuchten
Subgruppen festgestellt werden (p>0,05). Dies kann u.a. durch die sehr kleinen

Fallzahlen bedingt sein.
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Ki-67, CK19, ABCG2, ABCC2, p53 Score 0-3 Ki-67, CK19, ABCG2, ABCC2, p5S3 Score >4 Ki-67, CK19, ABCG2, ABCC2 Score >4, p53 Score 0-3

A n=0, 0% von T1

uTl =T2 nT34 uT1 nT2 uT3-4 uT1 uT2 =T34

B n=0, 0% von G1 n=0, 0% von G1

uG1 #G2 mG3 =G1 =G2 =G3 #G1l 5G2 G3

= NO = N+ = NO =N+ = NO =N+

Abbildung 35. Alle Marker + p53 Score 0-3 vs. 24 vs. Ki-67/CK19/ABCG2/ABCC2 24/p53 Score 0-3
Gegenuberstellung der Ergebnisse dreier Subgruppenanalysen: 1. Spalte ,alle negativ® (HNSCC mit
einem Farbeergebnisscore fir Ki-67, CK19, ABCG2, ABCC2 und p53 von 0-3), 2. Spalte ,alle positiv*
(,Uberexpression* Score 4-12 fiir dieselben Marker), Spalte 3 ,alle positiv, p53 negativ* (Uberexpression
von Ki-67, CK19, ABCG2, ABCC2 (Score 24), aber p53 ,negativ“ Score 0-3). Die Tortenstiicke spiegeln
hierbei den prozentualen Anteil der farblich markierten Subgruppen (NO bzw. N+) von der jeweiligen
Grundgesamtheit der in der Spalte angegebenen Subgruppe wider (Spaltenprozent). Als Zahlenwerte
sind die exakte Anzahl n und die relativen Prozent der entsprechend der Legende farblich markierten
Subgruppen pro Zeile angegeben (Bsp. in Zeile C: Anteil von NO (gelb) bzw. N+ gesamt (orange)).
Bezlglich des T-Stadiums ergaben sich statistisch signifikante Unterschiede in den Untersuchten
Subgruppen (p=0,044; Kontingenztabellenanalyse, Exakter Test nach Fisher). Fir Grading G und
Lymphknotenstatus N konnten allerdings keine statistisch signifikanten Unterschiede festgestellt
werden (G: p=0,118, N: p=0,106; Exakter Test nach Fisher).
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4.2.7 Vergleich Rezidiv und Primarius
4.2.7.1 Rezidiv vs. Primarius: ABCC2 Expression

Es ergaben sich keine beobachtbaren und insbesondere keine statistisch signifikanten
Unterschiede (p>0,05) in der ABCC2-Expression zwischen Rezidiven und Primarien

(Abbildung 57 im graphischen Anhang).

4.2.7.2 Rezidiv vs. Primarius: ABCG2 Expression

Betrachtet man die Expression von ABCG2 in Primarien und Rezidiven (Abb. 58 im
Anhang), so ergibt sich zunachst ein &hnliches Verhaltnis von positivem und
negativem ABCG2-Nachweis in der jeweiligen Gruppe. Sowohl Primarien als auch
Rezidive exprimieren in der Uberwiegenden Anzahl ABCG2. Primarien zu 83% und
Rezidive zu 95%. Dabei fallt auf, dass der Anteil an positiven Proben in der Gruppe
der Rezidive mit nahezu 100% Uber dem relativen Anteil der positiven Proben in den
Primarien liegt. Nur in einer Rezidivprobe konnte ABCG2 nicht detektiert werden.
Schlisselt man die positiven Ergebnisse entsprechend des Farbeergebnisses weiter
auf, so ist bei den Primarien der Anteil an schwach exprimierenden HNSCC die grofte
der Subgruppen. Bei den Rezidiven waren HNSCC mit maRiger ABCG2-Expression
am starksten vertreten. Passend hierzu lag der Anteil an mindestens mafRiggradiger
Expression von ABCG2 (Score >3) bei den Rezidiven mit 67% (n=14/21) Uber dem
Anteil maRiggradig bis stark ABCG2 exprimierender Primartumoren (49%, n=38/77).
Der Anteil an mafig bis hoch exprimierenden HNSCC war bei den Rezidiven damit
1,4-mal so grof® wie deren Anteil in den Primarien (Abb. 58). Allerdings zeigte sich in
den Primarien haufiger eine starke Expression von ABCG2, wobei diese stark
exprimierenden HNSCC insgesamt den geringsten Anteil an positiven Ergebnissen in
der Kohorte ausmachten (16%, n=16) und dieser auf ahnlich hohem Niveau wie die
Anzahl der negativen Ergebnisse lag (13%, n=13).

Gesamt betrachtet, konnten keine signifikanten Unterschiede in der ABCG2-
Expression in Primarien und Rezidiven beobachtet werden. Allerdings unterschieden
sich die untersuchten Gruppen sehr deutlich in ihrer GroRe. Primartumore waren um
den Faktor 3,7 haufiger vertreten. Es ist nicht auszuschlieRen, dass grofiere
Stichproben mit vergleichbareren Verhaltnissen ein anderes Bild zeigen und oder
sogar signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen in der ABCG2-Expression

aufdecken konnen.
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4.2.7.3 Rezidiv vs. Primarius: CK19 Expression

Es ergab sich kein beobachtbarer und insbesondere kein statistisch signifikanter
Unterschied (p>0,05) in der CK19-Expression zwischen Rezidiven und Primarien
(Abb. 59 im graphischen Anhang).

4.2.7.4 Rezidiv vs. Primarius: Ki-67 Expression

Betrachtet man die Ki-67-Expression entsprechend der von uns untersuchten
klinischen Marker fallt auf, dass zwischen Rezidiven und Primarien kein deutlicher
Unterschied bestand (Abb. 60 im Anhang). Beide Gruppen exprimierten Ki-67 in
nahezu 100% (98% der Primarien, 97% der Rezidive) und zeigten in ca 60% eine
Uberexpression mit einem Score >3 (Primarien 58%, Rezidive 61%). Allerdings war
der Anteil an stark exprimierenden Rezidiven mit 20% etwa doppelt so hoch wie der
Anteil der Primarien mit einem Score >6 (11%) (Abb. 60 B und Tab. 25 im Anhang).
Auch in der statistischen Auswertung unterschieden sich die Gruppen nicht signifikant

hinsichtlich der Ki-67-Expression voneinander.

4.2.7.5 Rezidiv vs. Primarius: p53 Expression

Rezidive zeigten eine hohere Expression von p53. 57% der Rezidive wiesen eine
malige bis starke p53-Expression auf, Primarien zeigten in 49% der Falle eine
mindestens maRige Expression. Betrachtete man nur die p53 positiven Proben, hatten
73% der Primarien einen Score von >3. Wohingegen bei den Rezidiven sogar 86%
eine maRige bis starke Expression zeigten (Abbildung 61 B im Anhang). Allerdings lag
in den Primarien der Anteil an HNSCC mit starkem Farbeergebnis hoher als in den
Rezidiven. Die beobachteten Unterschiede der p53-Expression zwischen Primarien

und Rezidiven waren statistisch nicht signifikant.

4.2.7.6 Rezidiv vs. Primarius — Fazit

Zusammenfassend konnte im Vergleich von Primarien und Rezidiven fur keinen der 5
Marker ein statistisch signifikanter Unterschied gefunden werden. Es waren nur
Tendenzen zu beobachten: Es schien, dass Ki-67 und p53 in Rezidiven in
ausgepragterem Malde exprimiert wirden. Fur die von uns besonders interessanten
ABC-Transportproteine liefly sich eine solche Beobachtung ebenfalls nur als Tendenz
fur ABCG2 feststellen. In der ABCC2-Expression ergaben sich keine beobachtbaren
Unterschiede zwischen Primartumoren und Rezidiven.

Andere Studien fanden statistisch signifikante Korrelationen zwischen den genannten
Markern und Tumorrekurrenz. Ein Zusammenhang von vermehrter Ki-67-Expression

als Pradiktor einer Rekurrenz bei primar partiell-erhaltend operierten LSCC wurde von
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Calgaro et al. beschrieben [38]. Sittel et al. konnten ebenfalls eine signifikante
Korrelation zwischen Ki-67-Expression und Therapieversagen, in Form eines
Tumorrezidivs belegen (p=0,01) [206]. Weitere Arbeitsgruppen kamen zu ahnlichen
Ergebnissen [2]. Cabanillas et al. fanden eine Korrelation von Rekurrenz und
immunhistochemischem p53-Nachweis [37]. Auch andere Studien konnten einen
Zusammenhang zwischen dem Nachweis von p53-Mutationen bzw. p53-Expression
und Rezidiven bzw. Rekurrenz herstellen [230]. Zhong et al. beobachteten eine héhere
Rezidivrate (p=0,008) in OSCC mit hoher CK19-Expression in tumorfernem Gewebe
[265], konnten allerdings ahnlich zu unseren Ergebnissen im Tumorgewebe selbst
keine signifikanten Unterschiede zwischen Patienten mit und ohne Rekurrenz
feststellen [265]. ABCC2 sprachen van den Broek et al. einen signifikanten
unabhangigen prognostischen Wert bezlglich einer schlechten lokalen
Krankheitskontrolle nach RCT und einer immunhistochemischen Expression zu [241].
Yanamoto et al. fanden einen signifikanten = Zusammenhang von
immunhistochemischem ABCG2 Nachweis und lokaler Rekurrenz bei OSCC [254].

4.2.8 Vorbehandlung mittels (Radio-) Chemotherapie

Far keinen der von uns untersuchten Marker konnten statistisch signifikante
Expressionsunterschiede zwischen vorbehandelten und nicht vorbehandelten
HNSCC-Proben gefunden werden (Tab. 26-30 im Anhang). Auf eine graphische

Darstellung wurde verzichtet.
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429 Conclusio

Das Ziel unserer Arbeit war die Uberpriifung der Ergebnisse der Vorarbeiten mit einer
Uberexpression von ABCC2 und ABCG2 in (resistenten) HNSCC-Zelllinien an einer
groleren Anzahl von HNSCC-Patientenproben und die Korrelation dieser mit sowohl
klinischen Daten als auch weiteren mit einer schlechten Prognose assoziierten
Markern, um eine mogliche klinische Bedeutung dieser Transporter in HNSCC besser
abschatzen zu kénnen. Unter anderem sollte hierbei evaluiert werden, ob, analog zu
den Ergebnissen an den HNSCC-Zelllinien, resistente HNSCC-Tumore bzw.
prognostisch-ungunstigere HNSCC-Tumore eine erhohte Expression von mit einer
Chemotherapieresistenz assoziierten Markern, wie ABCG2 und ABCC2, aufweisen. In
der aktuellen Literatur gibt es nur wenige Untersuchungen zu ABCC2 und ABCG2 bei
HNSCC, insbesondere zu ABCC2 und Cisplatinresistenz bei Kopf-Hals-Karzinomen
liegen nur wenige Untersuchungen vor [229, 241], was uns in der Bearbeitung dieses
Themas weiter bestarkte.

Entsprechend unserer Hypothese sollten die Tumore mit Uberexpression von ABCC2,
ABCG2, CK19 und Ki-67 die aggressiveren, mit hoherer Proliferationsneigung und
schlechterer Prognose im Kollektiv abbilden und einen undifferenzierteren Phanotyp
aufweisen. FUr p53 wurde das Expressionsergebnis in allen Auspragungen
mitbetrachtet. TP53-Mutationen sind mit einer unglnstigen Prognose und
Chemotherapieresistenz in HNSCC assoziiert.

Unsere Hypothese konnte insofern bestatigt werden, dass HNSCC mit gemeinsamer
Uberexpression von Ki-67, CK19, ABCC2 und ABCG2 undifferenzierter (=G2) waren,
einen fortgeschritteneren Lokalbefund (=T2) und haufiger Lymphknoten-Metastasen
(N+) aufwiesen (p<0,05). Auch HNSCC mit Expression aller 5 Marker, einschlief3lich
p53 waren haufiger G2-3 und haufiger N+, allerdings ohne eindeutige statistische
Signifikanz. Lediglich fiir eine gemeinsame Uberexpression aller Marker einschlieBlich
p53 (Score 4-12) und fortgeschrittenerem Lokalbefund T (=T2), fand sich ein statistisch
signifikanter Zusammenhang. Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass
insbesondere die Kombination der von uns verwendeten Marker eine prognostisch
ungunstigere Patientengruppe herausfiltern kann. HNSCC mit kombinierter
Expression von CK19, Ki-67, p53 und den ABC-Transportern ABCC2 und ABCG2
tragen moglicherweise einen groReren Anteil an Tumorstammzellen in sich, in
Verbindung mit einem gesteigerten Risiko fur Metastasierung und Tumorrekurrenz und
sind resistenter gegenuber einer Radio-/Chemotherapie. Allerdings bedarf es weiterer

Untersuchungen, um diese Beobachtungen zu validieren.
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Bezieht man die Auswertungen fur die einzelnen Marker aus Kapitel 4.2.1 - 4.2.5 mit
ein, konnte nur fur CK19 und Ki-67 ein signifikanter Zusammenhang mit dem Grading
und fur CK19 zusatzlich mit T- und N-Status gefunden werden. ABCG2, ABCC2 und
p53 wurden zwar ebenfalls vermehrt und in signifikantem Ausmal} in HNSCC
gegenuber dem Kontroll-Kollektiv exprimiert, allerdings ergaben sich keine statistisch
signifikanten Unterschiede bezogen auf Grading, Lokalisation, Geschlecht, Alter sowie
T- oder N-Status. Keiner der untersuchten Marker wies eine statistisch signifikante,
unterschiedliche Expression in Rezidiven und Primarien auf, ebenso ergaben sich
keine signifikanten Unterschiede zwischen mittels (Radio-)Chemotherapie
vorbehandelten HNSCC-Proben und solchen ohne Vortherapie.

In einigen Fallen fanden sich beobachtbare Tendenzen, die sich mdglicherweise in
groleren, homogeneren Kollektiven als statistisch relevant bestatigen werden. So
fanden sich solche statistisch nicht zu stutzenden Tendenzen fur eine vermehrte
ABCC2- und ABCG2-Expression in Abhangigkeit von Undifferenziertheit,
Lymphknotenmetastasierung  (nur ABCG2), Rezidiv (nur ABCG2) und
fortgeschrittenerem Lokalbefund. Fur p53 konnten tendenzielle Zusammenhange von
vermehrter Expression und T- und N-Stadium sowie Rezidiven gefunden werden.
Auch Ki-67 war tendenziell in Rezidiven etwas hoher exprimiert als in Primarien. Es
sind weitere moglichst prospektive Untersuchungen an grof3eren Studiengruppen
erforderlich, um diese Tendenzen genauer zu untersuchen und sie ggf. statistisch
untermauern zu kdnnen.

AbschlieRend kann am ehesten CK19, aber auch Ki-67 eine isolierte prognostische
Relevanz zugesprochen werden, wahrend fur die von uns untersuchten ABC-
Transporter dahingehend keine statistisch belastbaren Daten gewonnen werden
konnten. Sowohl Ki-67 als auch CK19 dienen als Marker hochproliferativer Zellen mit
Assoziation zu einem undifferenzierten [49, 242], stammzell-ahnlichen Phanotyp [131,
150]. Wahrend CK19 allgemein als Marker epithelialer Stammzellen und
Tumorstammzellen gilt [125, 228], wurde von Cidado et al. 2016 postuliert, dass auch
Ki-67 in die Regulierung und den Erhalt der Tumorstammzellniche involviert ist [51].
Fuar beide Marker wurde wiederholt eine prognostische Relevanz fir HNSCC belegt.
Sie werden mit einem aggressiveren, hoch-proliferativen Tumortyp und schlechterer
Prognose assoziiert [73, 193, 235, 265].

Wurde die ABCC2-Expression in CK19+ und Ki-67+ HNSCC und Kontrollen
untersucht, fiel auf, dass eine Co-Expression von ABCC2 und CK19 oder ABCC2 und
Ki-67 hauptsachlich HNSCC vorbehalten blieb. Die ABCC2-Expression unterschied
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sich signifikant von der in CK19 oder Ki-67 positiven Kontrollen. Allerdings ergaben
sich bezuglich des Vergleichs von CK19, Ki-67 oder p53 positiven und negativen
HNSCC keine signifikanten Unterschiede in der ABCC2-Expression. Hierbei kann es
eine Rolle spielen, dass sich fur diese Vergleiche teilweise sehr geringe Fallzahlen in
den Subgruppen ergaben. Fur ABCG2 machten wir ahnliche Beobachtungen. ABCG2
wurde ebenfalls vermehrt in CK19+ HNSCC, Ki-67+ HNSCC sowie p53+ HNSCC
gegenuber der Kontrollgruppe exprimiert. Zwischen CK19+ und CK19- HNSCC, Ki-
67+ und Ki-67- HNSCC sowie p53+ und p53- HNSCC wurden keine statistisch
signifikanten Unterschiede gefunden. Sowohl p53+ als auch p53- HNSCC zeigten eine
Uberexpression von ABCG2 gegeniiber der Kontrollkohorte. Die Expression der
Marker schien sich nicht gegenseitig zu beeinflussen.

Alle Marker wurden in HNSCC vs. Kontrollen signifikant haufiger und starker
exprimiert. Eine relevante Co-Expression schien HNSCC vorbehalten zu bleiben.
Nicht alle initial gestellten Fragen konnten mithilfe unserer Daten beantwortet werden.
Aufgrund des retrospektiven Vorgehens bestanden bezuglich einiger Parameter
Datenllcken. Fur die Risikofaktoren Rauchen, Alkoholkonsum und HPV-Nachweis lag
eine unzureichende Datenqualitat vor. Nur 12 der untersuchten 98 HNSCC waren
vorbehandelt. Das Kollektiv war insgesamt, aufgrund der vielen verschiedenen
erfassten Parameter sehr heterogen, sodass sich flr viele Betrachtungen keine
statistisch belastbaren Fallzahlen ergaben. In Bezug auf Alter und Lokalisation lag
zusatzlich ein unzureichendes Matching von Kontrollen und Tumorproben vor.
Prospektive Parameter wie Ansprechen auf die Therapie und Uberleben, die ein
entsprechendes Follow-Up erfordern, konnten nicht erhoben werden, sodass nur
indirekte Ruckschlisse auf den potenziellen klinischen Verlauf anhand etablierter
prognostischer Marker wie der TNM-Klassifikation gezogen werden konnten.
Bezuglich der nukleozytoplasmatischen Lokalisation und ihrer Bedeutung fur
Prognose und Resistenz konnten mit der von uns angewandten
immunhistochemischen, aber praxisnahen Methodik keine Aussagen getroffen
werden. Die rein immunhistochemische Methodik der vorliegenden Arbeit ist eine
weitere Schwache, stitzt sich allerdings auf eigene und intensive multi-methodische
Vorarbeiten der Arbeitsgruppe. Die Nutzung nicht-parametrischer Daten, die sich aus
der Methodik ergab, stellt einen weiteren Nachteil dar. Scoring-Systeme dienen hierbei
der statistischen Auswertbarkeit, indem sie die diversen Teil-Ergebnisse
zusammenfassen und strukturieren. Sie sollten, wie in dieser Arbeit angewandt,

Farbintensitat und Prozentsatz positiver Zellen berucksichtigen. Eine Gruppierung
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fuhrt aber auch dazu, dass Werte aus Grenzbereichen, der einen oder anderen
Gruppe zugeordnet werden, was zu einer Uber- oder Unterbewertung einer Probe
fuhren kann.

Unter Berucksichtigung dieser Ublichen und erwartbaren Limitationen einer
retrospektiven Studie sowie der angewandten Methodik konnte unser Ziel dennoch
erreicht werden. ABCC2 und ABCG2 konnten immunhistochemisch in der
uberwiegenden Anzahl von HNSCC nachgewiesen werden. Es wurde eine signifikante
Uberexpression beider Marker in HNSCC gegeniiber der Kontrollkohorte festgestellt,
was die Relevanz dieser ABC-Transporter in der Tumorgenese von HNSCC bekraftigt.
Sie werden in HNSCC haufig gemeinsam mit anderen Markern fur Undifferenziertheit
und einen progenitor- oder stammzell-ahnlichen Zellphanotyp, hohe Tumor-
Proliferationsneigung und Aggressivitat, wie CK19 und Ki-67 (Uber)exprimiert. Diese
Co-Expression blieb HNSCC vorbehalten und deutet vage auf das Vorliegen eines
CSC-Tumorgenese-Modells in HNSCC hin. Insbesondere eine Co-Expression von
CK19, Ki-67, ABCC2 und ABCG2, aber auch p53 scheint hilfreiche Informationen tber
die Tumoraggressivitat und einen ungunstigen Krankheitsverlauf mit prognostischer
Bedeutung zu liefern. Eine begleitende Farbung dieser Marker in der pathologischen
Routine bei Diagnosestellung ist gut in den klinischen Alltag zu intergieren und konnte
helfen, eine genauere prognostisch relevante Einteilung der Tumoren zu erreichen.
Auf diese Weise kdnnte bereits bei Erstdiagnose ein Patientenkollektiv mit Bedarf fur
eine aggressivere Therapie und eine engmaschigere Nachsorge selektiert werden.
Allerdings sind Ruckschlisse auf einen klinischen Impact aufgrund der bereits
genannten Limitationen der vorliegenden Arbeit nur mit Vorsicht zu betrachten. Zur
Validierung der von uns gemachten Beobachtungen und Hypothesen sind prospektive
Studien mit langerfristigem Follow-up an grolderen, homogeneren Kollektiven in
Kombination mit genetischen Analysen erforderlich, welche diese Marker genauer

gemeinsam mit klinischen-prognostischen Parametern untersuchen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die Inzidenz von Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Halsbereiches (head and neck
squamous cell carcinomas, HNSCC) betrug im Jahre 2018 weltweit ca. 830.000 Falle
(ohne Hautkarzinome), wobei die Mortalitat im gleichen Zeitraum bei ca. 444.000 lag.
Ursachlich fur diese seit Jahren im Wesentlichen unveranderte Sterblichkeit sind
Tumorresistenzmechanismen, welche z.B. die Wirksamkeit einer Radio-
Chemotherapie herabsetzen.

In frGheren Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe zeigte sich im Rahmen von
Genanalysen eine erhohte Expression der ABC (ATP-Binding Cassette) Transporter
ABCG2 und ABCC2 in Cisplatin (CDDP) resistenten HNSCC Zelllinien verglichen mit
CDDP empfindlichen Zelllinien. Diese Uberexpression konnte im Folgenden fir die
beobachtete CDDP Resistenz mitverantwortlich gemacht werden. Das Ziel der
vorliegenden weiterflhrenden Arbeit war es daher, im Rahmen einer
immunhistochemischen retrospektiven Untersuchung die Expression dieser ABC
Transporter in Geweben von HNSCC Tumorpatienten zu untersuchen. Neben ABCC2
und ABCG2 wurden hierbei auch der Proliferationsmarker Ki-67 sowie CK19
(Zytokeratin 19), welches auch als Stammzellmarker dient, eingesetzt. Daruber hinaus
wurde bei den Untersuchungen auch das Tumorsuppressorprotein p53
miteingeschlossen, da die zuvor untersuchten CDDP-resistenten HNSCC Zelllinien mit
hoher ABC Transporter Expression C-Terminal trunkierende TP53 Mutationen mit
zytoplasmatischer Sequestration sowie als deren Folge haufig eine begleitende
Verminderung der p53-Expression aufwiesen. Die immunhistochemische Expression
der genannten 5 Markerproteine ABCC2, ABCG2, Ki-67, CK19, p53 wurde im
Weiteren miteinander sowie mit zur Verfiugung stehenden klinischen Angaben
korreliert und mittels Kontingenztabellenanalyse auf signifikante Assoziationen
Uberpraft.

FiUr die durchgefuhrten Untersuchungen konnten Praparate von n=98 Patient*innen
(Manner: n=84; Frauen: n=14) eingeschlossen werden. 10 der HNSCC stammten aus
dem Bereich der Mundhohle, 41 aus dem Pharynx und 47 aus dem Larynx. In 21 Fallen
handelte es sich um Rezidive.

Alle 5 Markerproteine wurden in HNSCC gegenuber dem Kontrollkollektiv signifikant
uberexprimiert (p<0,05). Die ABC-Transporter-Expression zeigte sich hierbei
unabhangig von der Expression der Ubrigen Marker. In Bezug auf die klinischen Daten
konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede in der ABCC2, ABCG2 und p53
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Expression festgestellt werden. Fur Ki-67 und CK19 konnte eine statistisch signifikante
Korrelation von zunehmender Expression und Undifferenziertheit des Tumors
gefunden werden (CK19: p=0,013; Ki-67: p=0,018). Zusatzlich wurde CK19 in HNSCC
mit zunehmendem T-Stadium (p=0,021) sowie HNSCC mit
Lymphknotenmetastasierung (p=0,049) signifikant vermehrt exprimiert. Eine
Kombination der 4 Marker ABCC2, ABCG2, Ki-67 und CK19 ergab Hinweise auf ein
prognostisch  ungunstiges  Patientenkollektiv. @~ HNSCC mit gemeinsamer
Uberexpression dieser 4 Marker waren undifferenzierter (= G2; p=0,017), wiesen einen
fortgeschritteneren Lokalbefund (= T2; p=0,011) und haufiger Lymphknoten-
Metastasen (N+; p=0,05) auf. Schloss man p53 in die kombinierte
Korrelationsuntersuchung ein, ergab sich ein weniger klares Bild, ohne eindeutigen
statistischen Zusammenhang.

Neben der Schwache einer rein immunhistochemischen Methodik, lagen in dieser
Arbeit die bekannten Limitationen einer retrospektiven Studie (Daten aus 2007-2011)
vor. Nicht alle Parameter konnten in erforderlicher Glte den vorliegenden
Patientenunterlagen enthommen werden, sodass insbesondere in Bezug auf die
Risikofaktoren Rauchen, Alkoholkonsum und HPV-Status keine Aussage moglich war.
Aufgrund dieser in Teilen unzureichenden Datenqualitat wurde nicht nach HPV
stratifiziert. Eine weitere Schwache war ein unzureichendes Matching von Kontrollen
und Tumoren in Bezug auf Alter und Lokalisation. Die Nutzung nicht-parametrischer
Daten stellt einen weiteren Nachteil dar. Score-Systeme ermodglichen hierbei eine
Auswertbarkeit und sollten, wie in dieser Arbeit, Farbintensitat und Prozentsatz
positiver Zellen bericksichtigen. Eine Gruppierung fuhrt aber auch dazu, dass Werte
aus Grenzbereichen der einen oder anderen Gruppe zugeordnet werden, was zu einer
Uber- oder Unterbewertung einer Probe fiihren kann.

Unter Berucksichtigung der genannten Limitationen lasst sich schlussfolgern, dass
insbesondere eine kombinierte immunhistochemische Bestimmung von ABCG2,
ABCC2, Ki-67 und CK19 im Rahmen der initialen Diagnosestellung hilfreich sein kann,
um ein prognostisch  besonders ungunstiges HNSCC-Patientenkollektiv
herauszufiltern. Ein eindeutiger Zusammenhang zwischen vermehrter ABCC2 bzw.
ABCG2-Expression und fortgeschritteneren Tumorstadien ergab sich nicht. Zur
weiteren Evaluierung der Bedeutung von ABCG2 und ABCC2 fur die
Chemotherapieresistenz in HNSCC bedarf es weiterer prospektiver Studien an

groReren, homogeneren Kollektiven in Kombination mit genetischen Analysen.
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6 SUMMARY

The worldwide incidence of head and neck squamous cell carcinomas (HNSCC) was
830.000 cases in 2018, with a mortality of 444.000 cases in the same year.
Mechanisms of tumor resistance, such as the resistance to radio- and chemotherapy,
are thought to cause this poor prognosis.

In previous studies by our group, genetic analysis found an increased expression of
the ABC (ATP-Binding Cassette) transporters ABCG2 and ABCC2 in cisplatin (CDDP)
resistant HNSCC cell lines compared to cisplatin sensitive cell lines.

We were able to show that the observed overexpression contributes to resistance in
the CDDP resistant cell lines. In addition, the CDDP resistant cell lines also showed
truncating mutations in the C-terminal region of the tumor suppressor TP53, leading to
cytoplasmatic sequestration and lower protein expression (p53).

Based on these findings, this retrospective study investigates the expression of ABC
transporters in HNSCC patient samples by immunohistochemistry (IHC). Along with
ABCC2 and ABCGZ2, the expression of the proliferation marker Ki-67, the stem cell
marker cytokeratin 19 (CK19) and p53 were examined in HNSCC samples and
controls. The immunohistochemical expression levels of these 5 marker proteins were
subsequently correlated with each other and with available clinical data of the patients
and checked for significant associations by contingency table analysis.

The study cohort consisted of 98 patients (male: 84; female: 14). Of those, 10 HNSCC
samples were obtained from the mouth, 41 from the pharynx, and 47 from the larynx.
21 samples were acquired from recurrent cases.

This study found that all five markers were significantly overexpressed in HNSCC (p<
0.05), and that ABC transporter expression was independent of the expression of the
other markers. There was no correlation between the expression of ABCC2, ABCG2,
and p53 and the clinical data. However, the expression of the markers Ki-67 (p=0.013)
and CK19 (p=0.018) were significantly higher in less differentiated tumors.
Furthermore, Marker CK19 was also significantly higher expressed in patients with
higher T-state (p=0.021) and Ilymph node metastasis (p=0.049). Combined
overexpression of markers ABCC2, ABCG2, Ki-67, and CK19 points towards poor
prognosis: less differentiated tumors (= G2, p=0.017), progressed tumor growth (= T2,
p=0.011), as well as lymph node metastasis (N+, p=0.05). There was no statistical

significance when including p53 into the analysis.
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Limitations of this study were the retrospective design (data from 2007 - 2011) and
immunohistochemistry (IHC) being the only method used. Not all parameters could be
obtained in the required quality from the available patient records. For example, data
about tobacco smoking, alcohol consumption, and information about HPV infection
were missing. Thus, no stratification was carried out according to HPV and no
meaningful conclusions regarding these parameters could be drawn. The matching of
controls and tumors in terms of age and location was insufficient.

The use of non-parametric data represents a disadvantage. Score systems enable and
ease evaluations and should, as in this work, consider the color intensity and
percentage of positive cells. However, grouping also means that values from border
areas are assigned to one or the other group, which can lead to an overestimation or
underestimation of a sample.

Taking the mentioned limitations into account, it can be concluded that a combined
immunohistochemical staining of ABCG2, ABCC2, Ki-67 and CK19 in the early
diagnosis of HNSCC can be helpful in filtering out high-risk patients with an unfavorable
prognosis. However, there was no clear correlation between increased ABCC2 and
ABCG2 expression and more advanced tumor stages.

Additional prospective studies on larger, more homogeneous collectives in
combination with genetic analysis are required to further evaluate the role of ABCG2
and ABCC2 for chemotherapy resistance in HNSCC.
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8 TABELLARISCHER ANHANG

Tabelle 10. Gesamtliste der eingeschlossenen Praparate

c c — : = — 9
§3 2 ® 3 ¥ g ¢
€32 2 £ S £ £ 5
5 g 2 | £ & 5 3

S S L 2 z = 5
NPH 1 ScC Nasopharynx G2 TX/k.A. k. A. NX k. A. k.A. k. A. 03/09
HPH 1 ScC Hypopharynx G1 T3-T4 T3-T4 N+ N2b Mo MO 03/09
HPH 2 scc Hypopharynx G3 T2 T2 N+ N2c MO MO 09/09
HPH 3 scc Hypopharynx G2 T3-T4 T4 N+ N2a MO MO k.A.
HPH 4 scc Hypopharynx G3 T3-T4 T3 N+ N2b k.A. k. A. 03/07
HPH 5 scc Hypopharynx G3 T3-T4 T4 N+ N2b MO MO 08/08
HPH 6 scc Hypopharynx G2 T2 T2 N+ N2 MO MO 10/10
HPH 7 scc Hypopharynx G2 T1 T1 N+ N1 k.A. k. A. 02/08
HPH 8 ScC Hypopharynx G2 T2 T2 N+ N2c Mo MO 06/09
HPH 9 scc Hypopharynx G3 T3-T4 T3 N+ N2b MO MO 10/08
HPH 10 scc Hypopharynx G3 T1 T1 N+ N1 MO MO 12/09
HPH 11 scc Hypopharynx G3 T3-T4 T3 N+ N2 M1 M1 10/08
HPH 12 scc Hypopharynx G3 T3-T4 T4 N+ N2c M1 M1 06/09
HPH 13 ScC Hypopharynx G2 T3-T4 T3 N+ N2b Mo MO 2003
HPH 14 scc Hypopharynx G3 T3-T4 T3 N+ N2c MO MO 05/08
HPH 15 ScC Hypopharynx G3 T3-T4 T4 N+ N2c Mo MO 03/09
HPH 16 ScC Hypopharynx G2 T2 T2 N+ N2b Mo MO 08/09
HPH 17 scc Hypopharynx G3 T1 T1 N+ N1 MO MO 02/10
HPH 18 ScC Hypopharynx G2 T3-T4 T3 N+ N2a Mo MO 12/09
LAR 1 scc Larynx G2 T1 T1 NO NO k.A. k. A. 01/09
LAR 2 scc Larynx G2 T1 T1 NX k. A. k.A. MX 06/09
LAR 3 scc Larynx G2 T2 T2 NO NO MO0 MO 07/08
LAR 4 ScC Larynx G2 T2 T2 NX k. A. k.A. k. A. 12/07
LAR 5 scc Larynx G2 T1 Tla NO NO MO MO 03/09
LAR 6 scc Larynx G2 T1 Tla NO NO MO MO 03/09
LAR 7 scc Larynx G2 T2 T2 N+ N2 MO0 MO 05/09
LAR 8 scc Larynx G2 T1 T1 NO NO k.A. k. A. 11/10
LAR 9 SCC Larynx G2 T2 T2 N+ N2c k.A. k. A. 03/08
LAR 10 scc Larynx G2 T3-T4 T4 N+ N1 MO0 MO 11/10
LAR 11 scc Larynx G3 T1 Tla NO NO MO MO 10/08
LAR 12 scc Larynx G2 T1 T1 NX k. A. k.A. k. A. 06/05
LAR 13 scc Larynx G2 T3-T4 T3 NO NO MO0 MO 09/07
LAR 14 scc Larynx G2 T3-T4 T3 NX k. A. MO0 MO 08/10
LAR 15 scc Larynx G2 T3-T4 T3 N+ N2c MO MO 05/09
LAR 16 scc Larynx G1 T2 T2 N+ N1 MO0 MO 06/08
LAR 17 scc Larynx G3 T3-T4 T4a NO NO k.A. k. A. 08/08
LAR 18 scc Larynx G2 T3-T4 T3 NO NO MO0 MO 08/10
LAR 19 scc Larynx G2 T1 T1 NO NO k.A. k. A. 07/09
LAR 20 scc Larynx G1 T1 Tla NO NO MO0 MO 06/10
LAR 21 scc Larynx G2 T1 T1 NO NO k.A. MX 12/09
LAR 22 scc Larynx G2 T1 Tlb NX k. A. k.A. k. A. 05/10
LAR 23 Scc Larynx G2 T1 Tla NO NO k.A. k. A. 07/08
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LAR 24 scc Larynx G2 T2 T2 NO NO MO0 MO 10/07
LAR 25 scc Larynx G2 T2 T2 NO NO k.A. k. A. 02/07
LAR 26 scc Larynx G2 T2 T2 NO NO k.A. k. A. 06/10
LAR 27 scc Larynx G2 T1 Tlb NO NO MO0 MO 11/08
LAR 28 scc Larynx G2 T2 T2 NO NO MO0 MO 09/08
LAR 29 scc Larynx G1 T1 Tla NO NO MO0 MO 07/09
LAR 30 scc Larynx G2 T1 T1 NO NO k.A. k. A. 08/10
LAR 31 scc Larynx G2 T2 T2 NO NO k.A. k. A. 10/09
LAR 32 scc Larynx G1 T1 Tlb NO NO MO0 MO 04/06
LAR 33 ScC Larynx G2 TX/k.A. TX N+ N2b k.A. k. A. 05/09
LAR 34 scc Larynx G3 T3-T4 T4a NO NO MO0 MO 03/10
LAR 35 scc Larynx G1 T1 T1 NO NO MO MO 03/10
LAR 36 scc Larynx G2 T3-T4 T3 N+ N2c MO0 MO 05/09
LAR 37 scc Larynx G1 T1 Tla NO NO MO0 MO 10/07
LAR 38 SCC Larynx G2 T1 T1 N+ N2c Mo MO 04/08
LAR 39 scc Larynx G2 T2 T2 N+ N1 k.A. MX 04/09
LAR 40 scc Larynx G2 T2 T2 N+ N+ k.A. k. A. 03/09
LAR 41 scc Larynx G2 T3-T4 T4a NO NO k.A. k. A. 06/09
LAR 42 scc Larynx G2 T1 T1 NO NO k.A. k. A. 06/10
LAR 43 scc Larynx G2 T1 Tla NO NO k.A. k. A. 04/09
LAR 44 scc Larynx G2 T3-T4 T4 N+ N2b k.A. k. A. 03/09
LAR 45 scc Larynx G2 T1 T1 NO NO k.A. MX 09/05
LAR 46 scc Larynx G1 T1 Tla NO NO MO MO 02/08
LAR 47 scc Larynx G2 T2 T2 NO NO MO0 MO 1988
MUH 1 scc Mundhéhle G2 T3-T4 T4 N+ N2c MO0 MO 03/09
MUH 2 scc Mundhéhle G2 T1 T1 NO NO MO0 MO 07/07
MUH 3 ScC Mundhohle G2 T3-T4 T4 NO NO Mo MO 11/08
MUH 4 SCC Mundhohle G2 T1 T1 N+ N2b k.A. k. A. 05/10
MUH 5 scc Mundhéhle G2 T2 T2 NO NO k.A. k. A. 09/09
MUH 6 scc Mundhohle G2 T3-T4 T3 N+ N2c MO0 MO 12/08
MUH 7 ScC Mundhohle G2 T1 T1 NO NO k.A. k. A. 07/08
MUH 8 scc Mundhéhle G2 T3-T4 T3 N+ N2c MO MO 02/09
MUH 9 scc Mundhohle G3 T1 T1 NO NO MO0 MO 07/08
MUH 10 scc Mundhéhle G2 T3-T4 Tab N+ N2b MO0 MO 06/10
OPH1 ScC Oropharynx G2 T2 T2 N+ N2b k.A. k. A. 06/08
OPH 2 Scc Oropharynx G2 T3-T4 T4 N+ N2c Mo MO 10/09
OPH 3 SCC Oropharynx G2 T3-T4 T4 N+ N2b MO MO 03/08
OPH 4 ScC Oropharynx G2 T3-T4 T4 N+ N2c MO0 MO 09/10
OPH5 Scc Oropharynx G2 T2 T2 NO NO k.A. k. A. 07/09
OPH 6 ScC Oropharynx G2 T2 T2 NO NO k.A. k. A. 05/09
OPH7 ScC Oropharynx G2 T3-T4 Tac NO NO MO0 MO 09/09
OPH 8 ScC Oropharynx G3 T2 T2 NO NO MO0 MO 03/09
OPH 9 SCC Oropharynx G2 T2 T2 N+ N2c k.A. k. A. 03/10
OPH 10 Scc Oropharynx G2 T3-T4 T4 N+ N2b k.A. k. A. 02/09
OPH 11 ScC Oropharynx G2 T1 T1 N+ N1 k.A. MX 09/09
OPH 12 scc Oropharynx G2 T2 T2 NO NO Mo MO 03/09
OPH 13 scc Oropharynx G3 T2 T2 NX k. A. k.A. k. A. 04/09
OPH 14 SccC Oropharynx G2 T2 T2 NO NO k.A. k. A. 05/08
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OPH 15 Nee Oropharynx G3 T1 T1 NO NO Mo MO 08/08
OPH 16 ScC Oropharynx G2 TX/k.A. k. A. NX k. A. k.A. k. A. 05/08
OPH 17 ScC Oropharynx G2 T3-T4 T3 NO NO k.A. MX 08/09
OPH 18 Nee Oropharynx G2 T2 T2 N+ N1 Mo MO 12/08
OPH 19 ScC Oropharynx G2 T3-T4 T4b NX k. A. k.A. k. A. 08/06
OPH 20 scc Oropharynx G2 T3-T4 T4a N+ N2b Mo MO 12/07
OPH 21 ScC Oropharynx G2 T2 T2 NO NO MO0 MO 03/06
OPH 22 sccC Oropharynx G2 T2 T2 NO NO k.A. k. A. 2003

Kontrolle 1 normale SH Vegi‘igtciidneen

Kontrolle 2 normale SH V:gde(:gt?z)dneen

Kontrolle 3 normale SH Pharynxmukosa

Kontrolle 4 normale SH Tonsille

Kontrolle 5 normale SH Tonsille

Kontrolle 6 normale SH Tonsille

Kontrolle 7 normale SH Tonsille

Kontrolle 8 normale SH Tonsille

Kontrolle 9 normale SH Tonsille

Kontrolle 11 normale SH Tonsille

Kontrolle 10 normale SH Tonsille

Kontrolle 12 normale SH Tonsille

Kontrolle 13 normale SH Tonsille

Kontrolle 14 normale SH Tonsille

Kontrolle 15 normale SH Tonsille

Kontrolle 16 normale SH Tonsille

Kontrolle 17 normale SH Tonsille

Kontrolle 18 normale SH Tonsille

Kontrolle 19 normale SH Tonsille

Kontrolle 20 normale SH Tonsille

Kontrolle 21 normale SH Tonsille

cp = zytoplasmatisch, n= nukledr, m= membranar, nb = nicht beurteilbar, neg. = negativ, k. A. = keine Angabe, HPH=
Hypopharynx, LAR= Larynx, MUH= Mundhohle, NPH= Nasopharynx, OPH= Oropharynx, SCC= Squamous Cell Carcinoma
(Plattenepithelkarzinom), SH= Schleimhaut

Score kumuliert: 1=schwach (Score 1-3), 2= maRig (Score 4, 6), 3= stark (Score 8, 9, 12)

((+)) = sehr schwach positiv, (+) = schwach positiv, + = einfach positiv, ++ = zweifach positiv, +++ = dreifach positiv
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] © S c o g [G] %
o
NPH 1 k. A. k. A. k. A. ja behandelt ja ja w 53 <55
HPH 1 k. A. k. A. k. A. nein nativ nein nein m 51 <55
HPH 2 k. A. Raucher ja nein nativ nein nein m 57 55-65
HPH 3 k. A. Raucher ja ja (:::::::ﬁ_la) ja ja w 63 55-65
HPH 4 k. A. k. A. k. A. nein nativ nein nein m 66 > 65
HPH 5 k. A. k. A. k. A. nein nativ nein nein m 57 55-65
HPH 6 k. A. anr:ri:Zn k. A. nein nativ nein nein m 72 > 65
HPH 7 k. A. Raucher k. A. nein nativ nein nein m 69 > 65
HPH 8 k. A. k. A. k. A. nein nativ nein nein m 52 <55
HPH 9 k. A. k. A. k. A. nein nativ nein nein m 74 > 65
HPH 10 k. A. n(ae?r:rz'r:j(;n k. A. nein nativ nein nein m 64 55-65
HPH 11 k. A. anzu- k. A. nein nativ nein nein m 63 55-65
nehmen
HPH 12 k. A. k. A. k. A. nein nativ nein nein m 60 55-65
HPH 13 k. A. k. A. k. A. ja behandelt ja ja m 48 <55
HPH 14 k. A. anr:ri:Zn k. A. nein nativ nein nein m 70 > 65
HPH 15 k. A. k. A. k. A. nein nativ nein nein m 71 > 65
HPH 16 k. A. Raucher k. A. nein nativ nein nein m 57 55-65
HPH 17 k. A. k. A. k. A. nein nativ nein nein m 62 55-65
HPH 18 k. A. Raucher k. A. nein nativ nein nein m 52 <55
LAR 1 k. A. k. A. k. A. nein nativ nein nein m 54 <55
LAR 2 k. A. k. A. k. A. nein nativ nein nein m 77 > 65
LAR 3 k. A. k. A. k. A. nein nativ nein nein m 72 > 65
LAR 4 k. A. k. A. k. A. nein nativ nein nein m 54 <55
LAR 5 negativ k. A. k. A. nein nativ nein nein m 81 > 65
LAR 6 k. A. k. A. k. A. nein nativ nein nein m 55 55-65
LAR 7 k. A. k. A. k. A. nein nativ nein nein m 58 55-65
LAR 8 k. A. n:ErZ:c;n k. A. nein nativ nein nein m 80 > 65
LAR9 k. A. n:;::én ja nein nativ nein nein m 51 <55
LAR 10 k. A. Raucher nein nein nativ nein nein w 71 > 65
LAR 11 k. A. k. A. k. A. nein nativ nein nein m 61 55-65
LAR 12 k. A. k. A. k. A. nein nativ nein nein m 66 > 65
LAR 13 k. A. k. A. k. A. ja bestrahlt nein ja m 78 > 65
LAR 14 k. A. k. A. k. A. nein nativ nein nein m 62 55-65
LAR 15 k. A. Raucher k. A. nein nativ nein nein m 59 55-65
LAR 16 k. A. k. A. ja nein nativ nein nein m 53 <55
LAR 17 k. A. k. A. k. A. nein nativ nein nein m 76 > 65
LAR 18 k. A. k. A. k. A. nein nativ nein nein m 75 > 65
LAR 19 k. A. k. A. k. A. nein nativ nein nein w a7 <55
LAR 20 k. A. n:ErZT:n k. A. nein nativ nein nein m 70 > 65
LAR 21 k. A. k. A. k. A. nein nativ nein nein w 50 <55
LAR 22 k. A. k. A. k. A. nein nativ nein nein m 63 55-65
LAR 23 k. A. Raucher ja nein nativ nein nein m 57 55-65
LAR 24 k. A. Raucher k. A. nein nativ nein nein m 56 55-65
LAR 25 k. A. k. A. k. A. nein nativ nein nein m 65 55-65
LAR 26 k. A. k. A. k. A. nein nativ nein nein m 80 > 65
LAR 27 k. A. Raucher k. A. nein nativ nein nein m 68 > 65

138



Tabellarischer Anhang

- c
£ S % 4 2 §%3 o £ g
23 £f & % £ g &
- S O ‘E‘
LAR 28 kA anzu- kA nein nativ nein nein m 65 55-65
nehmen
LAR 29 negativ k. A. k. A. nein nativ nein nein m 47 <55
LAR 30 k. A. k. A. k. A. nein nativ nein nein m 57 55-65
LAR 31 k. A. Raucher ja nein nativ nein nein m 71 > 65
LAR 32 k. A. Raucher k. A. nein nativ nein nein m 67 > 65
LAR 33 negativ Raucher k. A. nein nativ nein nein w 58 55-65
LAR 34 k. A. Raucher k. A. ja behandelt ja ja m 59 55-65
LAR 35 k. A. k. A. k. A. nein nativ nein nein m 72 > 65
LAR 36 k. A. Raucher ja nein nativ nein nein m 43 <55
LAR 37 k. A. Raucher k. A. nein nativ nein nein m 61 55-65
LAR 38 k. A. k. A. k. A. nein nativ nein nein w 57 55-65
LAR 39 k. A. Raucher k. A. nein nativ nein nein m 68 > 65
LAR 40 k. A. k. A. k. A. nein nativ nein nein m 70 > 65
LAR 41 k. A. Raucher k. A. nein nativ nein nein w 61 55-65
LAR 42 negativ k. A. k. A. nein nativ nein nein m 56 55-65
LAR 43 k. A. k. A. k. A. nein nativ nein nein m 64 55-65
LAR 44 k. A. k. A. k. A. nein nativ nein nein m 73 > 65
LAR 45 k. A. Raucher k. A. nein nativ nein nein m 77 > 65
LAR 46 negativ Raucher k. A. nein nativ nein nein m 58 55-65
LAR 47 k. A. k. A. k. A. nein nativ nein nein m 69 > 65
MUH 1 k. A. k. A. k. A. nein nativ nein nein m 65 55-65
MUH 2 k. A. k. A. k. A. nein nativ nein nein w 77 > 65
bestrahlt
MUH 3 k. A. k. A. ja ja (anderer nein ja m 41 <55
Tumor)
MUH 4 k. A. k. A. k. A. nein nativ nein nein m 51 <55
MUH 5 negativ k. A. k. A. nein nativ nein nein w 53 <55
MUH 6 k. A. Raucher ja ja behandelt ja ja w 51 <55
MUH 7 k. A. Raucher ja nein nativ nein nein m 57 55-65
MUH 8 k. A. Raucher k. A. nein nativ nein nein m 68 > 65
MUH 9 k. A. Raucher ja nein nativ nein nein m 50 <55
MUH 10 k. A. Raucher ja nein nativ nein nein m 49 <55
OPH1 k. A. k. A. k. A. nein nativ nein nein m 58 55-65
OPH 2 k. A. k. A. k. A. nein nativ nein nein w 51 <55
OPH 3 k. A. k. A. k. A. nein nativ nein nein m 50 <55
OPH 4 positiv n:;::en k. A. nein nativ nein nein m 64 55-65
OPH 5 k. A. k. A. k. A. nein nativ nein nein m 35 <55
OPH 6 negativ Raucher ja nein nativ nein nein 49 <55
OPH7 negativ k. A. k. A. nein nativ nein nein m 62 55-65
OPH 8 negativ | Raucher | nein ja (::::r'::‘;'z) ja ja m 56 55-65
OPH 9 k. A. Raucher ja nein nativ nein nein m 54 <55
OPH 10 k. A. k. A. k. A. nein nativ nein nein m 42 <55
OPH 11 k. A. k. A. k. A. nein nativ nein nein m 53 <55
OPH 12 k. A. Raucher ja nein nativ nein nein m 61 55-65
OPH 13 k. A. Raucher k. A. nein nativ nein nein m 54 <55
OPH 14 k. A. k. A. k. A. nein nativ nein nein m 46 <55
bestrahlt
OPH 15 k. A. k. A. k. A. ja (anderer nein ja m 63 55-65
Tumor)
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OPH 16 k. A. k. A. ja nein nativ nein nein m 54 <55
OPH 17 negativ k. A. k. A. nein nativ nein nein w 68 > 65
OPH 18 negativ Raucher ja nein nativ nein nein m 59 55-65
OPH 19 k. A. k. A. k. A. ja behandelt ja ja m 55 55-65
OPH 20 k. A. k. A. k. A. ja behandelt ja ja m 52 <55
OPH 21 k. A. k. A. k. A. ja behandelt ja ja m 65 55-65
OPH 22 k. A. Raucher k. A. nein nativ nein nein w 66 > 65
Kontrolle 1 m 20 <55
Kontrolle 2 w 51 <55
Kontrolle 3 m 48 <55
Kontrolle 4 w 20 <55
Kontrolle 5 m 36 <55
Kontrolle 6 w 31 <55
Kontrolle 7 m 24 <55
Kontrolle 8 m 30 <55
Kontrolle 9 m 30 <55
Kontrolle 11 w 27 <55
Kontrolle 10 m 46 <55
Kontrolle 12 w 27 <55
Kontrolle 13 w 29 <55
Kontrolle 14 m 30 <55
Kontrolle 15 m 42 <55
Kontrolle 16 m 21 <55
Kontrolle 17 m 20 <55
Kontrolle 18 m 21 <55
Kontrolle 19 m 27 <55
Kontrolle 20 w 24 <55
Kontrolle 21 m 24 <55

cp = zytoplasmatisch, n= nukledr, m= membranar, nb = nicht beurteilbar, neg. = negativ, k. A. = keine Angabe, HPH=
Hypopharynx, LAR= Larynx, MUH= Mundhéhle, NPH= Nasopharynx, OPH= Oropharynx, SCC= Squamous Cell Carcinoma
(Plattenepithelkarzinom), SH= Schleimhaut

Score kumuliert: 1=schwach (Score 1-3), 2= maRig (Score 4, 6), 3= stark (Score 8, 9, 12)

((+)) = sehr schwach positiv, (+) = schwach positiv, + = einfach positiv, ++ = zweifach positiv, +++ = dreifach positiv
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NPH1 Rezidiv negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
HPH 1 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
HPH 2 Primarius 25% (+) n positiv 11-50% 2 1 1 n
HPH 3 Rezidiv 20% (+) n positiv 11-50% 2 1 2 1 n
HPH 4 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
HPH 5 Primarius 15% (+) n positiv 11-50% 2 1 2 1 n
HPH 6 Primarius 30% ((+)) n positiv 11-50% 2 1 2 1 n
HPH 7 Primarius 25% +n positiv 11-50% 2 n
HPH 8 Primarius 90% +n positiv 2 80% 4 2 n
HPH 9 Primarius negativ negativ 0 neg.
HPH 10 Primarius 20% (+) n positiv 11-50% 2 1 2 1 n
HPH 11 Primarius 70% +n positiv 51-79% 3 2 6 2 n
HPH 12 Primarius 90% ++n positiv 2 80% 4 3 12 3 n
HPH 13 Rezidiv bis 20% (+) n positiv 11-50% 2 1 2 1 n
HPH 14 Rezidiv negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
HPH 15 Primarius 40% +n positiv 11-50% 2 4 2 n
HPH 16 Primarius 80% +-++n positiv 2 80% 4 12 n
HPH 17 Primarius (hi?(:/:oJran) positiv 11-50% 2 2 4 2 n
HPH 18 Primarius 50% (+) n positiv 11-50% 2 1 2 1 n
LAR 1 Primarius 20% ((+)) n positiv 11-50% 2 1 2 1 n
LAR 2 Primarius 50% (+) n positiv 11-50% 2 1 2 1 n
LAR 3 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
LAR 4 Primarius 50% +n positiv 11-50% 2 2 4 2 n
LARS Primarius negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
LAR 6 Primarius 90% ++n positiv 2 80% 4 3 12 3 n
LAR 7 Primarius 50% +n positiv 11-50% 2 2 4 2 n
LAR 8 Rezidiv 30% (+) n positiv 11-50% 2 1 2 1 n
LAR 9 Primarius 70% ++ n positiv 51-79% 3 3 9 3 n
LAR 10 Primarius 90% +n positiv 2 80% 4 3 8 2 n
LAR 11 Primarius 60% (+) n positiv 51-79% 3 1 3 1 n
LAR 12 Rezidiv 20% +n positiv 11-50% 2 2 4 2 n
LAR 13 Rezidiv negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
LAR 14 Primarius 90% +n positiv 2 80% 4 3 8 2 n
LAR 15 Primarius 30% +n positiv 11-50% 2 2 4 2 n
LAR 16 Primarius 10% (+) n positiv <10% 1 1 1 1 n
LAR 17 Primarius 5% (+) n positiv <10% 1 1 1 1 n
LAR 18 Primarius 90% ((+)) n positiv 2 80% 4 2 4 1 n
LAR 19 Primarius 30% (+) n positiv 11-50% 2 1 2 1 n
30% + n (in
LAR 20 Primarius An t:;;'f”m% positiv 1 11-50% | 2 2 4 2 n>cp
auch +cp
LAR 21 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
LAR 22 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
LAR 23 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
LAR 24 Primarius 80% +n positiv 2 80% 4 3 8 2 n
LAR 25 Rezidiv 75% +n positiv 51-79% 3 2 6 2 n
LAR 26 Primarius 80% ((+)) n positiv 2 80% 4 2 4 1 n
LAR 27 Rezidiv 80% +n positiv 2 80% 4 3 8 2 n
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LAR 28 Primarius 70% +n positiv 51-79% 3 2 6 2 n
LAR 29 Primarius 75% (+) n positiv 51-79% 3 1 3 1 n
LAR 30 Primarius 70% +n positiv 51-79% 3 2 6 2 n
LAR 31 Primarius 20% +n positiv 11-50% 2 2 4 2 n
LAR 32 Rezidiv 75% (+) n positiv 51-79% 3 1 3 1 n
LAR 33 Primarius 80% +n positiv > 80% 4 3 8 2 n
LAR 34 Rezidiv negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
LAR 35 Primarius 50% (+) n positiv 11-50% 2 1 2 1 n
LAR 36 Primarius 70% +n, teilscp | positiv k.A. 51-79% 3 2 6 2 n>cp
LAR 37 Primarius 60% (+) m positiv 51-79% 3 1 3 1 m
50% +-++ n, ca.
LAR 38 Primarius 20% + cp, sehrin- | positiv 2 11-50% 2 2 4 2 n>cp
homogen
LAR 39 Primarius 80% ++ n positiv 2 80% 4 3 12 3 n
LAR 40 Primarius 90% ++n positiv > 80% 4 3 12 3 n
LAR 41 Rezidiv 20% +n positiv 11-50% 2 2 4 2 n
LAR 42 Primarius 60% (+) n positiv 51-79% 3 1 3 1 n
LAR 43 Primarius 70% ++n positiv 51-79% 3 3 9 3 n
LAR 44 Primarius 70% +n positiv 51-79% 3 2 6 2 n
LAR 45 Rezidiv 75% +n positiv 51-79% 3 2 6 2 n
LAR 46 Rezidiv negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
LAR 47 Rezidiv 90% +n positiv 2 80% 4 3 8 2 n
MUH 1 Primarius 70% (+) n positiv 51-79% 3 1 3 1 n
MUH 2 Primarius 90% +n positiv 2 80% 4 3 8 2 n
MUH 3 Rezidiv 70% +n positiv 51-79% 3 2 6 2 n
MUH 4 Primarius 90% ++n positiv 2 80% 4 3 12 3 n
MUH 5 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
MUH 6 Primarius 50% (+) n positiv 11-50% 2 1 2 1 n
MUH 7 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
MUH 8 Primarius 90% +n positiv 2 80% 4 3 8 2 n
MUH 9 Primarius 10% ((+)) n positiv <10% 1 1 1 1 n
MUH 10 Primarius 30% (+) n positiv 11-50% 2 1 2 1 n
OPH1 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
OPH 2 Primarius 20% (+) n positiv 11-50% 2 1 2 1 n
OPH 3 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
OPH4 Primarius 50% (+) n positiv 11-50% 2 1 2 1 n
OPH5 Primarius 80% ++n positiv 2 80% 4 3 12 3 n
OPH 6 Primarius 80% +n positiv 2 80% 4 3 8 2 n
OPH7 Primarius 60% +n positiv 51-79% 3 2 6 2 n
OPH 8 Primarius 80% +n positiv 2 80% 4 3 8 2 n
OPH9 Primarius 60% +n positiv 51-79% 3 2 6 2 n
OPH 10 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
OPH 11 Primarius 70% +n positiv 51-79% 3 2 6 2 n
OPH 12 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
OPH 13 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
OPH 14 Primarius 50% (+)-+n positiv 11-50% 2 1 2 1 n
OPH 15 Rezidiv 50% (+) n positiv 11-50% 2 1 2 1 n
OPH 16 Primarius 75% (+) n positiv 51-79% 3 1 3 1 n
OPH 17 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
OPH 18 Primarius 30% ((+)) n positiv 11-50% 2 1 2 1 n
OPH 19 Rezidiv 80% +n positiv 2 80% 4 3 8 2 n
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OPH 20 Rezidiv negativ negativ 0 0 0 0 neg.

OPH 21 Rezidiv 70% (+) n positiv 51-79% 3 1 1 n

OPH 22 Rezidiv 80% ++ n positiv 2 80% 4 3 12 3 n

Kontrolle 1 Kontrolle 50% (+) n positiv 11-50% 2 1 2 1 n

5% ((+)) n (in
Kontrolle 2 Kontrolle respiratorischem | positiv <10% 1 1 1 1 n
Epithel)
Kontrolle 3 Kontrolle negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
0,
Kontrolle 4 Kontrolle 50% (+).n positiv 11-50% 2 1 2 1 n
(Kryptenepithel)
Kontrolle 5 Kontrolle negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
Kontrolle 6 Kontrolle negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
Kontrolle 7 Kontrolle negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
Kontrolle 8 Kontrolle negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
Kontrolle 9 Kontrolle negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
Kontrolle 11 Kontrolle negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
Kontrolle 10 Kontrolle negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
Kontrolle 12 Kontrolle negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
Kontrolle 13 Kontrolle negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
0,
Kontrolle 14 Kontrolle 30% (+).n positiv 11-50% 2 1 2 1 n
(Kryptenepithel)

Kontrolle 15 Kontrolle negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
Kontrolle 16 Kontrolle negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
Kontrolle 17 Kontrolle negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.

Kontrolle 18 Kontrolle 50% +n positiv 11-50% 2 2 4 2 n

Kontrolle 19 Kontrolle 80% ((+)) n positiv > 80% 4 2 4 1 n
Kontrolle 20 Kontrolle negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
Kontrolle 21 Kontrolle negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.

cp = zytoplasmatisch, n= nukledr, m= membranar, nb = nicht beurteilbar, neg. = negativ, k. A. = keine Angabe, HPH=
Hypopharynx, LAR= Larynx, MUH= Mundhohle, NPH= Nasopharynx, OPH= Oropharynx, SCC= Squamous Cell Carcinoma
(Plattenepithelkarzinom), SH= Schleimhaut

Score kumuliert: 1=schwach (Score 1-3), 2= maRig (Score 4, 6), 3= stark (Score 8, 9, 12)

((+)) = sehr schwach positiv, (+) = schwach positiv, + = einfach positiv, ++ = zweifach positiv, +++ = dreifach positiv
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Primarius/

Gruppen 0-4

ABCG2 SCORE
kumuliert

SCORE 0-12

Intensitat 0-3

ABCG2 cp/n

NPH 1 Rezidiv 10% + c (Interface) | positiv <10% 1 1 2 2 cp
HPH 1 Primarius 20% + cp positiv 11-50% 2 2 2 cp
HPH 2 Primarius 10% ++ c/m positiv <10% 1 1 B cpundn
HPH 3 Rezidiv 60% + cp positiv 51-79% B 2 6 2 cp
HPH 4 Primarius 70% ++ cp positiv 51-79% B 3 9 B cp
HPH 5 Primarius 70% (+) cp positiv 51-79% B 1 B 1 cp
HPH 6 Primarius 20% + cp positiv 11-50% 2 2 4 2 cp
HPH 7 Primarius 25% (+) cp positiv 11-50% 2 2 1 cp
HPH 8 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
0,
HPH 9 Primarius 30%+cp (betont |Gy | 11-50% 2 2 4 2 p
Front zum Stroma)
HPH 10 Primarius 10% + c (Interface) | positiv <10% 1 1 2 2 cp
HPH 11 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
HPH 12 Primarius 25% + cp positiv 11-50% 2 2 2 cp
HPH 13 Rezidiv 80% + cp positiv 2 80% 4 3 2 cp
HPH 14 Rezidiv 80% + cp positiv 2 80% 4 3 8 2 cp
HPH 15 Primarius 20% + cp positiv 11-50% 2 2 2 cp
HPH 16 Primarius 30% + cp positiv 11-50% 2 2 2 cp
HPH 17 Primarius 40% + cp positiv 11-50% 2 2 4 2 cp
HPH 18 Primarius <5 (+) cp positiv <10% 1 1 1 1 cp
LAR 1 Primarius 5% + cp positiv <10% 1 1 2 2 cp
LAR 2 Primarius 90% ++ cp positiv 2 80% 4 3 12 3 cp
10% (+) ¢
LAR 3 Primarius (spinozellu- positiv <10% 1 1 1 1 cp
lare Schicht)
LAR 4 Primarius 70% + cp positiv 51-79% 3 2 6 2 cp
LAR 5 Primarius 10% + cp positiv <10% 1 1 2 2 cp
LAR 6 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
LAR 7 Primarius 30% (+) cp positiv 11-50% 2 1 2 1 cp
LAR 8 Rezidiv 70% + cp positiv 51-79% 3 2 6 2 cp
0
LAR 9 Primarius /5% 4+ positiv | 51-79% 3 3 9 3 p
(heterogen)
LAR 10 Primarius 90% ++ cp positiv 2 80% 4 3 12 3 cp
LAR 11 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
LAR 12 Rezidiv 20% (+) cp positiv 11-50% 2 1 2 1 cp
LAR 13 Rezidiv negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
LAR 14 Primarius 90% ++ cp positiv 2 80% 4 3 12 3 cp
LAR 15 Primarius 60% + cp positiv 51-79% 3 2 2 cp
LAR 16 Primarius ca. 40% + cp positiv 11-50% 2 2 4 2 cp
T
LAR 17 Primarius | <°% (El;'z;lze”en positiv | <10% 1 1 1 1 p
LAR 18 Primarius 100% + cp positiv 2 80% 4 3 8 2 cp
LAR 19 Primarius 50% (+) cp positiv 11-50% 2 1 1 cp
LAR 20 Primarius 10% (+) cp positiv <10% 1 1 1 1 cp
LAR 21 Primarius 40% + cp positiv 11-50% 2 2 2 cp
LAR 22 Primarius 80% + cp positiv 2 80% 4 cp
LAR 23 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 neg.
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LAR 24 Primarius (velr”fi\f)fr?:{: ;:ecale) positiv 11-50% 2 2 6 3 cp
LAR 25 Rezidiv 50% (+)-+ nund cp | positiv 11-50% 2 2 4 2 cpundn
LAR 26 Primarius IR D positiv 51-79% 3 2 6 2 cp>n
auch n)
LAR 27 Rezidiv 70% + cp positiv 51-79% 3 2 6 2 cp
LAR 28 Primarius 10% ++ cp positiv <10% 1 1 3 3 cp
LAR 29 Primarius 30% +cp positiv 11-50% 2 2 4 2 cp
LAR 30 Primarius 5% (+) cp positiv <10% 1 1 1 1 cp
LAR 31 Primarius Sofe::;/;e(ns; hr positiv 2 80% 4 3 8 2 cpund n
LAR 32 Rezidiv 70% + cp positiv 51-79% 3 2 6 2 cp
LAR 33 Primarius 80% ++ cp positiv > 80% 4 3 12 3 cp
LAR 34 Rezidiv 60% + cp positiv 51-79% 3 2 6 2 cp
LAR 35 Primarius 5% ++ cp/m positiv <10% 1 1 3 3 cp und m
LAR 36 Primarius 70% ++ cp positiv 51-79% 3 3 9 3 cp
LAR 37 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
LAR 38 Primarius 5% + cp positiv <10% 1 1 2 2 cp
LAR 39 Primarius (s:g:/"in’;;;’;ggn) positiv | >80% 4 3 12 3 o
LAR 40 Primarius 80% ++ cp positiv > 80% 4 3 12 3 cp
LAR 41 Rezidiv 15% (+) cp positiv 11-50% 2 1 2 1 cp
LAR 42 Primarius 10% ++ cp positiv <10% 1 1 3 3 cp
LAR 43 Primarius 80% ++ cp/n positiv 2 80% 4 3 12 3 cpundn
LAR 44 Primarius 30% + cp positiv 11-50% 2 2 4 2 cp
LAR 45 Rezidiv 80% + -++ positiv 2 80% 4 3 12 3 cp
LAR 46 Rezidiv 20% (+) cp positiv 11-50% 2 1 2 1 cp
LAR 47 Rezidiv 90% ++ cp positiv 2 80% 4 3 12 3 cp
MUH 1 Primarius < 5%':;:izt?\'lze”e" positiv | <10% 1 1 2 2 KA.
MUH 2 Primarius 20% (+) cp positiv 11-50% 2 1 2 1 cp
MUH 3 Rezidiv 30% (+) cp positiv 11-50% 2 1 2 1 cp
MUH 4 Primarius 90% ++ cp/n positiv 2 80% 4 3 12 3 cpundn
MUH 5 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 neg.
MUH 6 Primarius 90% + cp positiv 2 80% 4 3 2 cp
MUH 7 Primarius 10% (+) cp positiv <10% 1 1 1 cp
MUH 8 Primarius 50;:: Tr:tZr(fgectec;nt positiv 11-50% 2 2 6 3 cp
MUH 9 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
MUH 10 Primarius 75% + cp positiv 51-79% B 2 6 2 cp
OPH1 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
OPH 2 Primarius 10% (+) cp positiv <10% 1 1 1 1 cp
OPH3 Primarius 15% + cp positiv 11-50% 2 2 4 2 cp
OPH 4 Primarius 50% (+) cp positiv 11-50% 2 1 2 1 cp
OPH5 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
OPH 6 Primarius 10% + cp positiv <10% 1 1 2 2 cp
OPH7 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
OPH 8 Primarius 50% ++ C positiv 11-50% 2 2 6 3 cp
OPH 9 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
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sehr heterogen,
ca. 30% cp (betont
OPH 10 Primarius in apoptotischen positiv 11-50% 2 1 2 1 cpundn
Zellen), gering
nukledr

OPH 11 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.

OPH 12 Primarius 75% + cp positiv 51-79% 3 2 6 2 cp

OPH 13 Primarius 70% (+) cp positiv 51-79% 3 1 3 1 cp

OPH 14 Primarius 75% (+) cp positiv 51-79% 3 2 6 2 cp

OPH 15 Rezidiv 5% + cp positiv <10% 1 1 2 2 cp
OPH 16 Primarius 60% ++ cp>n positiv 51-79% 3 3 9 3 cp>n

OPH 17 Primarius 10% + cp positiv <10% 1 1 2 2 cp

% +-
OPH 18 Primarius SIS positiv 11-50% 2 2 6 3 cp
heterogen)
OPH 19 Rezidiv 50% ++c/m positiv 11-50% 2 2 6 3 cpund m
OPH 20 Rezidiv 50% + cp positiv 11-50% 2 2 4 2 cp
OPH 21 Rezidiv 30% + cp positiv 11-50% 2 2 4 2 cp
- sehr inhomogen, . o

OPH 22 Rezidiv 50% + cp positiv 11-50% 2 2 4 2 cp

Kontrolle 1 Kontrolle Einzelzellen (+) positiv <10% 1 1 1 1 k.A
Kontrolle 2 Kontrolle negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
Kontrolle 3 Kontrolle negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
Kontrolle 4 Kontrolle negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
Kontrolle 5 Kontrolle negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
Kontrolle 6 Kontrolle negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
Kontrolle 7 Kontrolle negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
Kontrolle 8 Kontrolle negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
Kontrolle 9 Kontrolle negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
Kontrolle 11 Kontrolle negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.

Kontrolle 10 Kontrolle Einzelzellen + cp positiv <10% 1 1 2 2 cp
Kontrolle 12 Kontrolle negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
Kontrolle 13 Kontrolle negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
Kontrolle 14 Kontrolle negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
Kontrolle 15 Kontrolle negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
Kontrolle 16 Kontrolle negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
Kontrolle 17 Kontrolle negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.

Kontrolle 18 Kontrolle 10% + cp positiv <10% 1 1 2 2 cp

Kontrolle 19 Kontrolle 30% (+) cp positiv 11-50% 2 1 2 1 cp
Kontrolle 20 Kontrolle negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
Kontrolle 21 Kontrolle negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.

cp = zytoplasmatisch, n= nukledr, m= membranar, nb = nicht beurteilbar, neg. = negativ, k. A. = keine Angabe, HPH=
Hypopharynx, LAR= Larynx, MUH= Mundhohle, NPH= Nasopharynx, OPH= Oropharynx, SCC= Squamous Cell Carcinoma
(Plattenepithelkarzinom), SH= Schleimhaut
Score kumuliert: 1=schwach (Score 1-3), 2= maRig (Score 4, 6), 3= stark (Score 8, 9, 12)

((+)) = sehr schwach positiv, (+) = schwach positiv, + = einfach positiv, ++ = zweifach positiv, +++ = dreifach positiv
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90% ++ cp/m im
NPH 1 Rezidiv TU, heterogen im positiv 2 80% 4 3 12 3 cp/m
OF-Epithel
HPH 1 Primarius 15% + cp positiv 11-50% 2 4 2 cp
HPH 2 Primarius 75% ++ cp/m positiv | 51-79% 3 3 9 3 cp/m
HPH 3 Rezidiv 10% + cp positiv <10% 1 1 2 2 cp
HPH 4 Primarius 60% + cp positiv 51-79% 3 2 6 2 cp
5% +cp TU und
HPH 5 Primarius Oberflachen- positiv <10% 1 1 2 2 cp
epithel
HPH 6 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
HPH 7 Primarius 60% + cp positiv 51-79% 6 2 cp
HPH 8 Primarius 100% +++ cp/m positiv 2 80% 4 12 3 cp/m
HPH 9 Primarius 60% + cp positiv 51-79% 2 6 2 cp
60% ++
HPH 10 Primarius membranar positiv 51-79% B 3 9 B cp/m
betont
HPH 11 Primarius 80% + cp positiv 2 80% 4 3 8 2 cp
HPH 12 Primarius 75% ++ cp positiv 51-79% 3 9 3 cp
HPH 13 Rezidiv 25% + cp positiv 11-50% 2 4 2 cp
HPH 14 Rezidiv 100% ++ cp positiv 2 80% 4 3 12 3 cp
HPH 15 Primarius 20% + cp positiv 11-50% 2 4 2 cp
HPH 16 Primarius 98% ++ cp positiv 2 80% 4 3 12 B cp
0,
HPH 17 Primarius 80% ++ cp, positiv | >80% 4 3 12 3 p
heterogen
HPH 18 Primarius 90% + cp/m positiv 2 80% 4 3 8 2 cp/m
0
LAR 1 Primarius _ <5% nur positiv | <10% 1 1 2 2 cp
Einzelzellen + cp
T
LAR 2 Piae || S EREEESEn o e g 1 1 1 1 p
schwach +
LAR 3 Primarius negativ negativ 0 0 0 neg.
LAR 4 Primarius 80% ++ cp positiv 2 80% 12 3 cp
LARS Primarius 10% + cp positiv <10% 2 2 cp
< 5%, Ei
LAR 6 Primarius %, El:zt;lzellen positiv <10% 1 1 3 3 cp
LAR7 Primarius 90% ++ cp positiv > 80% 4 3 12 3 cp
LAR 8 Rezidiv 100% +++ cp positiv 2 80% 4 3 12 3 cp
LAR9 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 neg.
LAR 10 Primarius 75% ++ cp positiv 51-79% 3 3 3 cp
LAR 11 Primarius 40% (+) n positiv 11-50% 2 1 2 1 n
0
LAR 12 Rezidiv 7% kepsehr |Gy | s179% | 3 2 6 2 o
heterogen
LAR 13 Rezidiv 80% ++ cp/m positiv > 80% 12 3 cp/m
LAR 14 Primarius negativ negativ 0 0 neg.
LAR 15 Primarius 80% +++ Cp positiv 2 80% 12 3 cp
- s
LAR 16 Primarius "egat"”c(pc)'s 20%+ | egativ 0 0 0 0 0 neg.
LAR 17 Primarius 75% ++-+++ C positiv 51-79% 3 cp
LAR 18 Primarius negativ negativ 0 0 neg.
T
LAR 19 Primarius <5%, E"lzelze”e” positiv | <10% 1 1 2 2 p
LAR 20 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
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LAR 21 Primarius 75% ++ cp positiv 51-79% 3 3 9 3 cp
negativ
LAR 22 Primarius (Dfusenaus- negativ 0 0 0 0 0 neg.
fahrungs-
gange +)
LAR 23 Primarius 90%++ m positiv 2 80% 4 3 12 3 m
negativ
LAR 24 Primarius (D.ll'usenaus- negativ 0 0 0 0 0 neg.
fuhrungs-
gange +)
LAR 25 Rezidiv 60% ++ cp positiv 51-79% 9 3 cp
LAR 26 Primarius 75% ++ cp positiv 51-79% 3 9 3 cp
LAR 27 Rezidiv 100% +++ cp positiv 2 80% 4 12 3 cp
LAR 28 Primarius 50% ++ cp positiv 11-50% 2 2 6 3 cp
LAR 29 Primarius 30% + cp positiv 11-50% 2 2 4 2 cp
LAR 30 Primarius . ne'gatlv (im negativ 0 0 0 0 0 neg.
invasiven Tumor)
L negativ (normales .
LAR 31 Primarius Epithel +) negativ 0 0 0 0 0 neg.
LAR 32 Rezidiv 80% ++ cp positiv 2 80% 4 3 12 3 cp
LAR 33 Primarius 80% ++ cp positiv 2 80% 4 3 12 3 cp
LAR 34 Rezidiv 5% ++ cp positiv <10% 1 1 3 3 cp
LAR 35 Primarius 5% ++ cp positiv <10% 1 1 3 3 cp
LAR 36 Primarius 80% ++ cp positiv 2 80% 4 3 12 3 cp
LAR 37 Primarius 75% (+) cp positiv 51-79% 3 1 3 1 cp
LAR 38 Primarius 50% + cp positiv 11-50% 2 2 4 2 cp
LAR 39 Primarius 90% ++ cp positiv 2 80% 4 3 12 3 cp
LAR 40 Primarius 80% +-++ cp positiv 2 80% 4 3 8 2 cp
LAR 41 Rezidiv 100% +++ cp positiv 2 80% 4 3 12 3 cp
LAR 42 Primarius 10% + cp positiv <10% 1 1 2 2 cp
LAR 43 Primarius 40% + cp positiv 11-50% 2 2 4 2 cp
LAR 44 Primarius 10% + cp positiv <10% 1 1 2 2 cp
< 5%, Einzelzellen
++ cp (Tumor),
LAR 45 Rezidiv (Drusenaus- positiv <10% 1 1 3 3 cp
fahrungs-
gange u. Epithel +)
LAR 46 Rezidiv negativ negativ 0 0 0 0 neg.
LAR 47 Rezidiv 90% ++ cp positiv 2 80% 4 3 12 3 cp
MUH 1 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 neg.
MUH 2 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 neg.
MUH 3 Rezidiv negativ negativ 0 0 0 0 neg.
L negativ (normales .
MUH 4 Primarius e il negativ 0 0 0 0 0 neg.
MUH 5 Primarius 20% + cp, luminal positiv 11-50% 2 2 4 2 cp
MUH 6 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
MUH 7 Primarius 70% ++ cp positiv 51-79% 3 3 9 3 cp
MUH 8 Primarius 70% ++ cp positiv 51-79% B 3 9 B cp
MUH 9 Primarius 40% ++ cp positiv 11-50% 2 2 6 B cp
0,
MUH 10 Primarius 30% + cp, positiv 11-50% 2 2 4 2 cp
heterogen
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OPH1 Primarius 100 % +++ cp positiv 2 80% 4 3 12 3 cp
OPH 2 Primarius 75% ++ cp positiv 51-79% 3 3 9 3 cp
OPH3 Primarius 5-10% + cp positiv <10% 1 1 2 2 cp
OPH4 Primarius 80% + -++ positiv 2 80% 4 3 12 3 cp
OPH 5 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
OPH 6 Primarius 75% ++ cp positiv 51-79% 3 3 9 3 cp
OPH7 Primarius negativ (Driisen +) | negativ 0 0 0 0 0 neg.
60% +++ cp
OPH 8 Primarius eieclislliy positiv | 51-79% 3 3 9 3 cp
epithelialen
Anteil)
OPH9 Primarius 90% ++ cp positiv 2 80% 4 3 12 3 cp
OPH 10 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
80% +-++ cp
OPH 11 Primarius (u.brlges Epithel positiv 2 80% 4 3 8 2 cp
inhomogen,
schwach +)
OPH 12 Primarius 80% ++ cp positiv 2 80% 4 3 12 3 cp
OPH 13 Primarius 80% ++ cp positiv 2 80% 4 3 12 3 cp
OPH 14 Primarius 5% ++ cp positiv <10% 1 1 2 2 cp
OPH 15 Rezidiv 30% (+) cp positiv 11-50% 2 1 2 1 cp
OPH 16 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
OPH 17 Primarius 5% (+) cp positiv <10% 1 1 1 1 cp
OPH 18 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
OPH 19 Rezidiv 90% ++ cp/m positiv 2 80% 4 3 12 3 cp/m
OPH 20 Rezidiv 15% + cp positiv 11-50% 2 2 4 2 cp
OPH 21 Rezidiv 70% + cp positiv 51-79% 3 2 2 cp
OPH 22 Rezidiv 80% +-++ cp positiv 2 80% 4 3 8 2 cp
Kontrolle 1 Kontrolle 80% +++ Cp positiv 2 80% 4 3 12 3 cp
Kontrolle 2 Kontrolle 100% + cp positiv 2 80% 4 3 8 2 cp
20% ++ cp (obere - o
Kontrolle 3 Kontrolle Epithelschichten) positiv 11-50% 2 2 6 3 cp
Kontrolle 4 Kontrolle 25% + cp positiv 11-50% 2 2 4 2 cp
Kontrolle 5 Kontrolle 30% ++ cp positiv 11-50% 2 2 6 3 cp
Kontrolle 6 Kontrolle 50% + cp positiv 11-50% 2 2 4 2 cp
Kontrolle 7 Kontrolle 40% ++ cp positiv 11-50% 2 2 6 3 cp
Kontrolle 8 Kontrolle 50% ++ cp positiv 11-50% 2 2 6 3 cp
Kontrolle 9 Kontrolle 50% +cp positiv 11-50% 2 2 4 2 cp
50% ++ cp (eher
Kontrolle 11 Kontrolle im Krypten- positiv 11-50% 2 2 6 3 cp
epithel)
Kontrolle 10 Kontrolle 60% + cp positiv 51-79% 3 2 cp
Kontrolle 12 Kontrolle 50% ++ cp positiv 11-50% 2 2 6 3 cp
Kontrolle 13 Kontrolle 60% ++ cp positiv 51-79% 3 3 3 cp
Kontrolle 14 Kontrolle 40% ++ cp positiv 11-50% 2 2 6 3 cp
Kontrolle 15 Kontrolle 20% + cp positiv 11-50% 2 2 4 2 cp
Kontrolle 16 Kontrolle 50% + cp positiv 11-50% 2 2 4 2 cp
Kontrolle 17 Kontrolle 10% ++ cp positiv <10% 1 1 3 3 cp
Kontrolle 18 Kontrolle 60% ++ cp positiv 51-79% 3 3 9 3 cp
Kontrolle 19 Kontrolle 50% + cp positiv 11-50% 2 2 4 2 cp
Kontrolle 20 Kontrolle 70% + cp positiv 51-79% 3 2 6 2 cp
Kontrolle 21 Kontrolle 10% ++ cp positiv <10% 1 1 3 3 cp
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NPH 1 Rezidiv negativ negativ 0 0 0 0 0
HPH 1 Primarius 5% (+) n positiv <10% 1 1 1
HPH 2 Primarius 15% +n positiv 11-30% 2 2 4 2
HPH 3 Rezidiv 1IIER f'alsch nb nb nb nb nb 0
negativ)
HPH 4 Primarius nb nb nb nb nb nb 0
HPH 5 Primarius 10% ((+)) n positiv <10% 1 1 1 1
HPH 6 Primarius 5% ((+)) n positiv <10% 1 1 1 1
HPH 7 Primarius 40% ++n positiv 31-50% 8 3 9 8
HPH 8 Primarius 60% + n positiv >50% 4 8 2
HPH 9 Primarius nb nb nb nb nb nb 0
HPH 10 Primarius 50% +n positiv 31-50% 8 2 6 2
HPH 11 Primarius 50% + n positiv 31-50% 8 2 6 2
HPH 12 Primarius 25% +n positiv 11-30% 2 2
HPH 13 Rezidiv 20% + n (fokal) positiv 11-30% 2 2 2
HPH 14 Rezidiv 40% ++n positiv 31-50% 8 3 9 8
HPH 15 Primarius 25% +n positiv 11-30% 2 2 4 2
HPH 16 Primarius 70% ++n positiv >50% 4 12 3
HPH 17 Primarius 25% +n Positiv 11-30% 2 2 4 2
HPH 18 Primarius 50% + n Positiv 31-50% 3 2 6 2
LAR 1 Primarius 20% (+) n positiv 11-30% 2 1 2 1
LAR 2 Primarius 10% +n positiv <10% 1 1 2 2
LAR 3 Primarius <5%+n positiv <10% 1 1 2 2
LAR 4 Primarius 40% +n positiv 31-50% 3 2 6 2
LAR 5 Primarius 15% + n (peripher) positiv 11-30% 2 2 4 2
LAR 6 Primarius 50% + n positiv 31-50% 3 2 6 2
LAR 7 Primarius 40% (+) n positiv 31-50% 3 1 3 1
LAR 8 Rezidiv 25% (+) n positiv 11-30% 2 1 2 1
LAR 9 Primarius 10% +n positiv <10% 1 1 2 2
LAR 10 Primarius fehlt fehlt nb nb nb nb 0
LAR 11 Primarius 70% + n positiv >50% 4 3 8 2
LAR 12 Rezidiv nb nb nb nb nb nb 0
LAR 13 Rezidiv nb nb nb nb nb nb 0
LAR 14 Primarius 20% +n positiv 11-30% 2 2 4 2
LAR 15 Primarius <5% (+) n positiv <10% 1 1 1 1
LAR 16 Primarius 10% + n (fokal) positiv <10% 1 1 2 2
LAR 17 Primarius 10% +n positiv <10% 1 1 2 2
LAR 18 Primarius 15% +n positiv 11-30% 2 2 4 2
LAR 19 Primarius 30% +n positiv 11-30% 2 2 4 2
LAR 20 Primarius <5%+n positiv <10% 1 1 2 2
LAR 21 Primarius 25% +n positiv 11-30% 2 2 4 2
LAR 22 Primarius 20% ++n positiv 11-30% 2 2 6 3
LAR 23 Primarius nb nb nb nb nb nb 0
LAR 24 Primarius <5% ++n positiv <10% 1 1 3 3
LAR 25 Rezidiv 20% +n positiv 11-30% 2 2 4 2
LAR 26 Primarius 50% ++ n positiv 31-50% 3 3 9 3
LAR 27 Rezidiv 10% +n positiv <10% 1 1 2 2
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LAR 28 Primarius 50% +n positiv 31-50% 3 2 6 2
LAR 29 Primarius 10% +n positiv <10% 1 1 2 2
LAR 30 Primarius <5%+n positiv <10% 1 1 2 2
LAR 31 Primarius 20% +n positiv 11-30% 2 2 4 2
LAR 32 Rezidiv 20% +n positiv 11-30% 2 2 4 2
LAR 33 Primarius 40% +n positiv 31-50% 3 2 6 2
LAR 34 Rezidiv 40% + n positiv 31-50% 3 2 6 2
LAR 35 Primarius 10% ++n positiv <10% 1 1 3 3
LAR 36 Primarius 50% + n in der Tiefe positiv 31-50% 3 2 6 2
LAR 37 Primarius <5%+n positiv <10% 1 1 2 2
LAR 38 Primarius 70% ++ n positiv >50% 4 3 12 3
LAR 39 Primarius 30% +n positiv 11-30% 2 2 4 2
LAR 40 Primarius 40% + n positiv 31-50% 3 2 6 2
LAR 41 Rezidiv 30% +n positiv 11-30% 2 2 4 2
LAR 42 Primarius 20% (+) n positiv 11-30% 2 1 2 1
LAR 43 Primarius 5% (+) n positiv <10% 1 1 1 1
LAR 44 Primarius 70% + n positiv >50% 4 3 8 2
LAR 45 Rezidiv 10% +n positiv <10% 1 1 2 2
LAR 46 Rezidiv 10% +n Positiv <10% 1 1 2 2
LAR 47 Rezidiv 40% (basal) Positiv 31-50% 3 2 6 2
MUH 1 Primarius nb nb nb nb nb nb 0
MUH 2 Primarius 20% +n positiv 11-30% 2 2 4 2
MUH 3 Rezidiv 50% (+) n positiv 31-50% 3 1 1
MUH 4 Primarius 10% +n positiv <10% 1 2
MUH 5 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 0
MUH 6 Primarius nb r(1:gea.|:ie\l/|)SCh nb nb nb nb nb 0
MUH 7 Primarius nb nb nb nb nb nb 0
MUH 8 Primarius 25% ++n positiv 11-30% 2 2 6 3
MUH 9 Primarius 50% ((+)) n positiv 31-50% B 1 3 1
MUH 10 Primarius 20% ++n Positiv 11-30% 2 2 6 3
OPH1 Primarius 10% (+) n positiv <10% 1 1 1 1
OPH 2 Primarius 5-10% +n positiv <10% 1 1 2 2
OPH 3 Primarius nb nb nb nb nb nb 0
OPH4 Primarius 20% +n positiv 11-30% 2 2 4 2
OPH5 Primarius <5%+n positiv <10% 1 1 2 2
OPH 6 Primarius 15% +n positiv 11-30% 2 2 4 2
OPH7 Primarius 5% +n positiv <10% 1 1 2 2

50% (+) im
OPH 8 Primarius spindelzelligen positiv 31-50% 3 1 3 1
Anteil

OPH 9 Primarius 35% +n positiv 31-50% 3 2 6 2
OPH 10 Primarius nb nb nb nb nb nb 0
OPH 11 Primarius 25% + n (basal) positiv 11-30% 2 2 4 2
OPH 12 Primarius 7% (+) n positiv <10% 1 1 1
OPH 13 Primarius nb nb nb nb nb nb 0
OPH 14 Primarius 60% +n positiv >50% 4 3 8 2
OPH 15 Rezidiv 40% + n positiv 31-50% 3 2
OPH 16 Primarius 50% +n positiv 31-50% 3 2 6 2
OPH 17 Primarius nb nb nb nb nb nb 0
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OPH 18 Primarius 15% +n positiv 11-30% 2 2 4 2
OPH 19 Rezidiv 50% ++n positiv 31-50% 3 3 9 3
OPH 20 Rezidiv 10% +n positiv <10% 1 1 2 2
OPH 21 Rezidiv 70% + n positiv >50% 4 3 8 2
OPH 22 Rezidiv 75% + Positiv >50% 4 3 8 2
Kontrolle 1 Kontrolle 2% +n positiv <10% 1 1 2 2
Kontrolle 2 Kontrolle 1% (+) n positiv <10% 1 1 1 1
Kontrolle 3 Kontrolle nb (a.e. falsch nb nb nb nb nb nb
negativ)
Kontrolle 4 Kontrolle negativ negativ 0 0 0 0 0
Kontrolle 5 Kontrolle 1% +n positiv <10% 1 1 2 2
Kontrolle 6 Kontrolle 10% (+) n positiv <10% 1 1 1 1
Kontrolle 7 Kontrolle 5% +n positiv <10% 1 1 2 2
Kontrolle 8 Kontrolle 2% +n positiv <10% 1 1 2 2
Kontrolle 9 Kontrolle nb nb nb nb nb nb nb
Kontrolle 11 Kontrolle nb (a.e. f'alsch nb nb nb nb nb nb
negativ)
Kontrolle 10 Kontrolle nb (falsch negativ) nb nb nb nb nb nb
Kontrolle 12 Kontrolle 2% (+) n positiv <10% 1 1 1 1
Kontrolle 13 Kontrolle 1% +n positiv <10% 1 1 2 2
— -
Kontrolle 14 Kontrolle bis 10% + n (in den positiv <10% 1 1 2 2
Krypten)
Kontrolle 15 Kontrolle nb nb nb nb nb nb nb
Kontrolle 16 Kontrolle 2% +n positiv <10% 1 1 2 2
Kontrolle 17 Kontrolle 5% (+) n positiv <10% 1 1 1 1
Kontrolle 18 Kontrolle 10% +n positiv <10% 1 1 2 2
Kontrolle 19 Kontrolle nb nb nb nb nb nb nb
Kontrolle 20 Kontrolle 5% (+) n positiv <10% 1 1 1 1
Kontrolle 21 Kontrolle nb nb nb nb nb nb nb

cp = zytoplasmatisch, n= nukledr, m= membranar, nb = nicht beurteilbar, neg. = negativ, k. A. = keine Angabe, HPH=
Hypopharynx, LAR= Larynx, MUH= Mundhohle, NPH= Nasopharynx, OPH= Oropharynx, SCC= Squamous Cell Carcinoma
(Plattenepithelkarzinom), SH= Schleimhaut

Score kumuliert: 1=schwach (Score 1-3), 2= maRig (Score 4, 6), 3= stark (Score 8, 9, 12)

((+)) = sehr schwach positiv, (+) = schwach positiv, + = einfach positiv, ++ = zweifach positiv, +++ = dreifach positiv
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NPH 1 Rezidiv negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
HPH 1 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
HPH 2 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
HPH 3 Rezidiv 40% + n positiv 11-50% 2 2 4 2 n
HPH 4 Primarius 20% +n positiv 11-50% 2 2 4 2 n
60% (+) n,
starker in
HPH5 Primarius tiefen positiv 51-79% 3 1 3 1 n
invasiven
Nestern)
HPH 6 Primarius 30% (+) n positiv 11-50% 2 1 1 n
HPH 7 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
HPH 8 Primarius 80% ++n positiv 2 80% 4 3 12 3 n
HPH9 Primarius 50% (+) n positiv 11-50% 2 1 2 1 n
HPH 10 Primarius 30% (+) n positiv 11-50% 2 1 2 1 n
HPH 11 Primarius 50% ((+)) n positiv 11-50% 2 1 2 1 n
HPH 12 Primarius 60% +n positiv 51-79% 3 2 6 2 n
0, 0,
HPH 13 Rezidiv 30%+n e || PR 11-50% | 2 2 4 2 n>cp
(schwach cp) (+)
80% ++ n (+
HPH 14 Rezidiv basale positiv 2 80% 4 3 12 B n
Epithelien)
HPH 15 Primarius negativ negativ 0 0 neg.
HPH 16 Primarius 90% ++n positiv 2 80% 4 12 n
negativ o
HPH 17 Prae || (e, aes | peai || S0 0 0 0 0 1 cp
(+)
(+) cp
HPH 18 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
LAR 1 Primarius negativ negativ 0 0 neg.
LAR 2 Primarius 80% ++n positiv 2 80% 12 n
negativ (15%
LAR 3 Primarius Cis und basale | negativ 0 0 0 0 0 neg.
Ep.)
LAR 4 Primarius 50% + positiv 11-50% 2 2 4 2 n
LARS Primarius negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
LAR 6 Primarius <5%+n positiv <10% 1 1 2 2 n
LAR 7 Primarius 75% +n positiv 51-79% 3 2 6 2 n
LAR 8 Rezidiv 75% +n positiv 51-79% 3 2 6 2 n
0, 0,
LAR 9 Primarius BN e || ARG 280% | 4 3 12 3 n
(schwach c) (+)
LAR 10 Primarius 70% ++n positiv 51-79% 3 3 3 n
LAR 11 Primarius 40% (+) n positiv 11-50% 2 1 1 n
LAR 12 Rezidiv negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
25% ++n
L (betont i
LAR 13 Rezidiv positiv 11-50% 2 2 6 3 n
Ulkusgrund,
heterogen)
. negativ (viel .
LAR 14 Primarius Srper e negativ 0 0 0 0 0 neg.
LAR 15 Primarius 80% +++n positiv > 80% 4 12 3 n
LAR 16 Primarius 30% + n (Front) | positiv 11-50% 4 n
20% ++n
LAR 17 Primarius (Invasions- positiv 11-50% 2 2 6 3 n
front)
LAR 18 Primarius 70% + n positiv 51-79% 3 2 n
LAR 19 Primarius 50% + n positiv 11-50% 2 2 n
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LAR 20 Primarius 20% (+) n positiv 11-50% 2 1 2 1 n
9% +-
LAR 21 Primarius SULEEEM e 11-50% | 2 2 6 3 n
(Front)
20% n +++
LAR 22 Primarius (Front) u. positiv 11-50% 2 2 6 3 n
Epithel
LAR 23 Primarius 75% ++n positiv 51-79% 3 3 9 3 n
LAR 24 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
negativ, (30% +
LAR 25 Rezidiv n Cis, basale | negativ 0 0 0 0 0 neg.
Ep.)
S -
LAR 26 Primarius | SO ttnMEl | v 280% | 4 3 12 3 nb
Hintergrund)
S -
LAR 27 Rezidiv ST 11-50% | 2 2 4 2 n
Hintergrund)
LAR 28 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
60% ++n
LAR 29 Primarius (peripherer positiv 51-79% 3 3 9 3 n
Saum, Nester)
0,
LAR 30 Primarius 40%+n positiv 11-50% 2 2 4 2 n
(heterogen)
90% ++ n
LAR 31 Primarius (normales | o civiv 280% | 4 3 12 3 n
Epithel
negativ!)
LAR 32 Rezidiv 75% ++n positiv 51-79% 3 3 9 3 n
1 10,
LAR 33 Primarius | MRt (B0%+ 1 ety 0 0 0 0 0 neg.
n im Cis)
> -
LAR 34 Rezidiv sBbTmiTE ) o 11-50% | 2 2 4 2 nb
Hintergrund)
L negativ (viel .
LAR 35 Primarius | negativ 0 0 0 0 0 neg.
LAR 36 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 neg.
LAR 37 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
LAR 38 Primarius 5% +n positiv <10% 1 1 2 2 n
LAR 39 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
LAR 40 Primarius 60% ++n positiv 51-79% 3 3 9 3 n
LAR 41 Rezidiv negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
LAR 42 Primarius 60% +n positiv 51-79% 3 1 3 nb nb
LAR 43 Primarius 10% +n positiv <10% 1 1 2 2 n
0,
LAR 44 Primarius L A ity 51-79% | 3 3 9 3 n
(heterogen)
LAR 45 Rezidiv negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
LAR 46 Rezidiv 30% (+) n positiv 11-50% 2 1 2 1 n
LAR 47 Rezidiv negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
MUH 1 Primarius 10% (+) n positiv <10% 1 1 1 1 n
MUH 2 Primarius 50% + n positiv 11-50% 2 2 4 2 n
MUH 3 Rezidiv 50% + n positiv 11-50% 2 2 4 2 n
MUH 4 Primarius 80% + n positiv 2 80% 4 3 8 2 n
MUH 5 Primarius 75% +n positiv 51-79% B 2 6 2 n
MUH 6 Primarius 90% +++ n positiv 2 80% 4 3 12 3 n
MUH 7 Primarius 75% +n positiv 51-79% B 2 6 2 n
MUH 8 Primarius 90% + n positiv 2 80% 4 3 8 2 n
MUH 9 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
MUH 10 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
OPH 1 Primarius 70% +n positiv 51-79% 3 2 6 2 n

154



Tabellarischer Anhang

H ~
B g £
60% ++ n (v.a.
in tiefen pleo-
OPH 2 Primarius morphen positiv 51-79% 3 3 9 3 n
soliden Tumor-
anteilen)
OPH 3 Primarius negativ negativ 0 0 0 neg.
OPH 4 Primarius 30% +n positiv 11-50% 2 2 n
OPHS5 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 neg.
10% +n
OPH 6 Primarius (v.a. Front zur | positiv <10% 1 1 2 2 n
Tiefe)
OPH7 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
OPH 8 Primarius c??o; :,c positiv i(;? 51-79% 3 3 9 3 n+cp
OPH9 Primarius negativ negativ 0 0 neg.
OPH 10 Primarius 15% ++n positiv 11-50% 2 n
25% +n
OPH 11 Primarius (v.a. Front zur | positiv 11-50% 2 2 4 2 n
Tiefe)
OPH 12 Primarius 80% + n positiv 2 80% 4 3 8 2 n
OPH 13 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
OPH 14 Primarius negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
OPH 15 Rezidiv negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
OPH 16 Primarius 75% ++n positiv 51-79% 3 3 9 3 n
OPH 17 Primarius 20% +n positiv 11-50% 2 2 4 2 n
OPH 18 Primarius 50% (+) n positiv 11-50% 2 1 2 1 n
OPH 19 Rezidiv g((éf/g's;’ positiv >80% | 4 3 12 3 n
OPH 20 Rezidiv 60% (+) n positiv 51-79% 3 1 3 1 n
OPH 21 Rezidiv 50% + n positiv 11-50% 2 2 4 2 n
OPH 22 Rezidiv 75% ++n positiv 51-79% 3 3 9 3 n
Kontrolle 1 Kontrolle 30% (+) n positiv 11-50% 2 1 2 1 n
Kontrolle 2 Kontrolle negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
50% (+) nin
Kontrolle 3 Kontrolle basalen positiv 11-50% 2 1 2 1 n
Epithelien
Kontrolle 4 Kontrolle negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
Kontrolle 5 Kontrolle negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
Kontrolle 6 Kontrolle negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
Kontrolle 7 Kontrolle 10% (+) n positiv <10% 1 1 1 1 n
Kontrolle 8 Kontrolle negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
Kontrolle 9 Kontrolle negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
Kontrolle 11 Kontrolle negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
Kontrolle 10 Kontrolle negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
Kontrolle 12 Kontrolle negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
Kontrolle 13 Kontrolle negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
Kontrolle 14 Kontrolle negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
Kontrolle 15 Kontrolle negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
Kontrolle 16 Kontrolle negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
Kontrolle 17 Kontrolle negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
Kontrolle 18 Kontrolle 10% (+) n positiv <10% 1 1 1 1 n
Kontrolle 19 Kontrolle 75% +n positiv 51-79% 3 2 6 2 n
Kontrolle 20 Kontrolle negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
Kontrolle 21 Kontrolle negativ negativ 0 0 0 0 0 neg.
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Tabelle 11. Verteilung von Rezidiv und Primarius im Kollektiv

Rezidiv  Anzahl Félle Félle in Prozent Anzahl in 98 Prozent von 98
ja | 25 23,4% 21 21,4%
nein | 82 76,6% 77 78,6%
Rezidiv und Primariusprobe | 9 8,4%
Nur Rezidivprobe | 16 15% 16 16,3%
Nur Primariusprobe | 73 68,2% 73 74,5%
gesamt 107 100%
Tabelle 12. Rezidive und Primarien — nicht in 98 Fallen enthalten
Primarius/Rezidiv Kategorie Anzahl Fall Anteil von Gesamt (%)
Rezidiv — 3 (LAR 1) Rezidiv 1
nicht erfasst
20 (MUH 2) Rezidiv 1
37 (OPH 7) Rezidiv 1
83 (MUH 8) Rezidiv 1
Rezidiv — n. e. gesamt 4 45%
Primarius - 24 (Larynx 13) Primarius 1
nicht erfasst
52 (Larynx 27) Primarius (R) 1
65 (NPH 1) Primarius 1
81 (Larynx 41) Primarius (R) 1
93 (Larynx 46) Primarius (R) 1
Primarius — n. e. gesamt 5 55%
Gesamt 98 100%

In Tabelle 12 sind die 9 Praparate der 107 Praparate dargestellt, die in den stochastisch ermittelten 98 Proben nicht erfasst (n.
e.) werden. (R) markiert die bestatigten Raucher.
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Tabelle 13. Ubersicht iiber die Rezidiv-Primarius-Sets

Fallnummer Rezidiv/ Ursprung Probeentnahmeort TNM Grading Alter [a] Geschlecht
Primarius (Primarius)
3 (Larynx 1) Primarius Larynx Stimmlippe rechts T1NOMx G2 54 m
Rezidiv Stimmlippe rechts
20 (MUH 2) Primarius Mundhéhle Zungenunterseite/ T1NOMO G2 77 w
Mundboden
Rezidiv Pallatum molle re., T4NOMO
ant., ZR re
24 (Larynx 13) Primarius Larynx Stimmlippe pT1INOMO G2 76 m
Rezidiv subglottisch Ii. rpT3NOMOP 78, 76 bei
n1 V1 ED
37 (OPH7) Primarius Oropharynx ~ OPH, breit infiltr.: T4NOMO G2 62 m
Mundboden, Kiefer,
weicher Gaumen
Rezidiv - Z. n. NPH 64, 62 bei
RCT ED
52 (Larynx 27) Primarius Larynx Stimmlippe li T1NOMO G2 68 m
(R)
Rezidiv Stimmlippe li.
*65 (NPH 1) JPrimarius® — Nasopharynx Nasopharynx k. A. G2 53 w
bestrahlt, CUP in
Anamnese
Rezidiv - Z. n. Nasopharynx
RCT
**81 (Larynx 41) Primarius Larynx supraglottisch re. T1INOMx, G2 59 w
(R) VO
Rezidiv Stimmlippe li. T4aNOMx 61, 59 bei
ED
83 (MUH 8) r Primarius Mundhéhle Gaumensegel re., T1NOMO G3 50 m
weicher Gaumen
Rezidiv OPH
93 (Larynx 46) Primarius Larynx Stimmlippe T1aNOMO G1 58 m
(R)
Rezidiv Stimmlippe, vordere
Kommissur
Summe n=9 n=18

In Tabelle 13 sind die 9 Falle aufgelistet, in denen mehrere Praparate als Rezidiv und Primarius-Paar vorlagen. Insgesamt lagen

in 9 Fallen 18 Praparate mit je 1 Rezidiv und Primarius pro Fall vor. (R) markiert die bestatigten Raucher.

*Bei Fall NPH1 handelt es sich um einen schweren Verlauf mit sehr aggressivem Tumor: Vorgeschichte mit CUP bei
Hirnmetastase. 08-09/2008 Ganzhirnbestrahlung nach Metastasen-Resektion. 03/2009 Sicherung Nasopharynxkarzinom mittels
Probeexzision (PE) (ED, Primariusprobe), palliative Radiochemotherapie mit Cisplatin als individueller Heilversuch. 10/2009
Rezidiv im Hypopharynx, Zweitlinien Chemotherapie: 5 Zyklen Carboplatin, Cetuximab bis 4/2010. 5/2010 Progress mit diffuser
ossarer und hepatischer Metastasierung. Danach liegen keine Daten mehr zu diesem Fall vor. Es ist von einem baldigen
Versterben nach Beendigung der tumorspezifischen Therapie und Progress unter dieser auszugehen. ** Pat. Lebt 2017 noch, ED

2009
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Tabelle 14. ABCC2 — Ubersichtstabelle Immunhistochemie Korrelation — Anzahl

ABCC2 Anzahl (N)
Score Alle pos. 0 =neg. 1(1-3) 2(4-6) 3(8-12) Score >3 Summe
Alle HNSCC 76 22 30 24 22 46 98
| “kontrollen | Kontrollen 6 15 4 2 0 2 21
Geschlecht mannlich 66 18 26 22 18 40 84
weiblich 10 4 4 2 4 6 14
| “kontrollen K ménnlich 4 10 2 2 0 2 RV
K weiblich 2 2 0 0 7
Alter <55 22 12 5 10 30
55-65 31 12 10 9 19 38
>65 23 7 6 9 8 17 30
| “Kontrollen K <55 6 15 4 2 0 2 T
K 55-65 0 0 0
K >65 0 0 0 0
Prim/Rez Primarius 61 16 24 19 18 37 77
o Rezidiv 15 6 6 5 4 9 .
| “Kkontrollen | Kontrollen 6 15 4 2 2 21
Lokalisation Mundhahle 8 2 4 1 3 4 10
Pharynx 29 12 14 7 8 15 41
MUH/PHA 37 14 18 8 11 19 51
Larynx 39 12 16 1 27 47
" Kontrollen K MUH 0 0 0 0 0 I
K Pharynx 6 15 4 2 0 2 21
K Larynx 0 0 0 0 0 o]
T T1 26 13 8 5 13 32
T2 24 5 6 7 1 18 29
‘ T3-4 24 10 10 9 5 14 34
| “Kontrollen Kontrollen 6 15 4 2 0 2 T T
Grading G1 6 2 5 1 1 8
G2 58 15 18 20 20 40 73
G3 12 5 7 2 5 17
I _k;);trcmén_ B Kontrollen 6 15 4 2 0 2 o ;1 .....
N NO 35 11 14 11 10 21 46
I N 3 8 1 u 10 2 | s
Kontrollen Kontrollen 6 15 4 2 0 2 21
ck19 ck19- 18 4 6 6 6 12 22
ck19+ 58 18 24 18 16 34 76
™" “kontrollen K Ck 19 - 0 0 0 0 0 0 T T T
KCk19+ 6 15 4 2 0 2 21
ps3 pS3- 25 6 9 10 6 16 31
S P53+ st 16 2 1 16 R 7
Kontrollen KpS3- 3 13 3 0 0 0 16
K pS3 + 3 2 1 2 0 2 5
ki67 ki67 - 0 2 0 0 0 0 2
| ki67 + 71 11 27 23 21 44 &
Konfr'olle;\ K ki67 - 1 1 0 0 0 . 1' B
K ki67 + 4 3 0 1 13
Tabelle 15. Nukleozytoplasmatische Verteilung von ABCC2
Nukleozytoplasmatische Lokalisation =~ Anzahl Félle (nur Positive) Anzahl von Positiv Anzahl von 98 [%]
[%]
cytoplasmatisch (cp) | 0 0% 0%
nukleér (n) | 72 94,7% 73,5%
membranér (m) | 1 1,3% 1%
n>cp 3,9% 3,1%
gesamt 76 76 = 100% 98 = 100%
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Tabelle 16. ABCG2 — Ubersichtstabelle Immunhistochemie Korrelation — Anzahl

ABCG2 Anzahl (N)

Score Alle pos. 0=neg. 1(1-3) 2(4-6) 3(8-12) Score >3 Summe
Alle HNSCC 84 14 32 32 20 52 98
i ._Ko;t;'oie.;\_ ' Kontrollen 4 17 4 0 0 0 21
Geschlecht mannlich 71 13 25 29 17 a5 84
weiblich 13 1 7 3 3 6 14
i _Ko:t;oieln_ ' K mannlich 4 10 4 0 0 _”_11.1_ ]
K weiblich 0 7 0 (] 0 7
Alter <55 24 6 9 6 15 30
55-65 31 7 14 13 4 17 38
>65 29 1 9 10 10 20 30
| Kontrollen K<s5 4 7 4 0 0 T T
K 55-65 0 0 0 (] 0 0
K >65 (i} 0 (] 0 0
Prim/Rez Primarius 64 13 26 22 16 38 77
Rezidiiv 20 1 6 10 4 14 21
i _Ko:t;ﬁio:lﬁ_ Kontrollen 4 17 4 0 0 0 _”_23._ ]
Lokalisation Mundhéhle 8 2 4 2 2 4 10
Pharynx 34 7 13 17 4 21 a1
MUH/PHA 42 9 17 19 6 25 51
Larynx 42 5 15 13 14 27 a7
| kontrolen | kmuH 0 0 0 0 0 T T
K Pharynx 4 17 4 (] 0 21
K Larynx 0 0 0 0 0 0 0
T T 26 6 15 6 5 11 32
T2 24 5 6 13 5 18 29
T3-4 31 3 10 13 8 21 34
| kontrolen | Kontrollen a 7 a 0 0 o | n |
Grading Gl 7 1 3 4 4 8
G2 63 10 23 22 18 40 73
G3 14 3 6 6 2 8 17
i _Ko;troielﬁ_ Kontrollen 4 17 4 0 0 0 - _ii_ ]
N NO 37 9 18 14 5 19 a6
N+ 38 5 1 16 1 27 a3
i _Ko:troﬁevr.\_ Kontrollen 4 17 4 0 0 _U_Zbi_ -
ck19 ck19- 20 2 8 8 12 22
ck19+ 64 12 24 28 12 40 76
b R . . . : — S J
Kontrollen KCk19+ 4 17 4 0 0 0 21
ps3 p53- 26 5 13 7 6 13 31
pS3+ 58 9 19 25 14 39 67
| ontrollen KpS3- 1 15 1 (] 0 TR
KpS3+ 3 2 3 0 0 5
ki67 ki67 - 1 1 1 0 2
ki67 + 71 1 25 29 17 a5 82
e Bt . . E : - — S J
Kontrollen K ki67 + 2 11 2 0 0 0 13
Tabelle 17. Nukleozytoplasmatische Verteilung von ABCG2
Nukleozytoplasmatische Lokalisation ~ Anzahl Félle (nur Positive) Anzahl von Positiv Anzahl von 98 [%]
[%]
zytoplasmatisch (cp) | 73 88% 74,5%
nukleér (n) | 0 0% 0%
coundn | 8 9,6% 8,2%
coundm | 2 2,4% 2%
gesamt 83 83 =100% 98 = 100%
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Tabelle 18. CK19 — Ubersichtstabelle Immunhistochemie Korrelation — Anzahl

CK19 Anzahl (N)
Parameter Subgruppe Alle pos. 0= neg. 1(1-3) 2 (4-6) 3(8-12) Score >3 Summe
| _ Alle HNSCC 75 23 18 16 41 57 98
Kontrollen Kontrollen 21 0 2 15 4 19 21
Geschlecht maénnlich 63 21 15 14 34 48 84
Lo weiblich 12 2 3 2 7 9 _ _14_ o
. Ként.l.'ol.l.en” K méannlich 14 0 2 10 2 12 o i4 o
K weiblich 7 0 0 5 2 7 7
Alter <55 21 9 4 7 10 17 30
55-65 30 8 8 18 22 38
L >65 24 6 6 5 13 18 3%
Kontrollen K <55 21 0 2 15 4 19 21
K 55-65 0 0 0
K >65 0 0 0
Prim/Rez Primarius 56 21 14 12 30 42 77
Lo Rezidiv 19 2 4 4 11 15 __”_2‘1_ o
Kontrollen Kontrollen 21 0 2 15 4 19 21
Lokalisation Mundhéhle 5 5 0 3 2 5 10
Pharynx 34 7 6 20 28 41
Larynx 36 11 12 5 19 24 47
| Kontrollen |  KMUH 0 0 0 o | o
K Pharynx 21 0 15 4 19 21
K Larynx 0 0 0 0 0 0
T T1 26 6 11 6 9 15 32
T2 20 9 3 16 19 29
Lo _ 13-4 27 7 6 7 14 21 __34_ vvvvv _
Kontrollen Kontrollen 21 0 15 4 19 21
Grading G1 5 3 2 2 3 8
G2 53 20 12 10 31 41 73
Lo G3 17 0 4 4 9 13 17
Kontrollen Kontrollen 21 0 15 4 19 21
N NO 35 11 13 6 16 22 46
o N+ 34 9 4 9 21 30 443
Kontrollen Kontrollen 21 0 2 5 4 19 21

Tabelle 19. Nukleozytoplasmatische Verteilung von CK19

Nukleozytoplasmatische Lokalisation  Anzahl Félle (nur Positive) Anzahl von Positiv Anzahl von 98 [%]
[%]
cytoplasmatisch (cp) | 67 88,2% 68,4%
nukleér (n) | 1 1,3% 1%
membranér (m) | 1 1,3% 1%
coundm | 7 9,2% 71%
gesamt 76 76 = 100% 98 = 100%
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Tabelle 20. Ki-67 — Ubersichtstabelle Immunhistochemie Korrelation — Anzahl

ki67 Anzahl (N)
Parameter Subgruppe Alle pos. 0= neg. 1(1-3) 2 (4-6) 3(8-12) 0-3 Score >3 Summe
Alle HNSCC 82 2 33 37 12 35 49 84
Kontrollen Kontrollen 13 1 13 0 0 14 0 14
Geschlecht mannlich 74 0 32 33 9 32 42 74
| | weiblich 8 2 1 5 2 3 7 10
Kontrollen K mannlich 8 0 8 0 0 8 s
K weiblich 5 1 5 0 0 6 6
Alter <55 24 2 11 12 1 13 13 26
55-65 34 0 13 16 5 13 21 34
L >65 24 0 9 10 5 9 15 24_1__
Kontrollen k<55 13 1 13 0 0 14 0 1
K 55-65 0 0 0 0 0 0 0 0
K >65 0 0 0 0 0 0 0 0
Prim/Rez Primarius 65 1 27 31 7 28 38 66
Lo Rezidiv 17 i 6 7 4 7 11 _ _1§ o
Kon%ro.ller; Kontrollen 13 i 13 0 0 14 14
Lokalisation Mundhéhle 6 i 3 3 0 4 7
Pharynx 33 1 10 16 7 11 23 34
L Larynx 43 0 20 19 4 20 23 _ _4} o
Kontrollen K MUH 0 0 0 0 0 0 0 0
K Pharynx 13 1 13 0 0 14 0 14
K Larynx 13 1 13 0 0 0 0 14
T T1 29 0 15 11 3 15 14 29
T2 27 i 10 12 3 11 17 28
Lo 13-4 24 0 8 13 3 8 16 _ _24_1 o
Kontrollen Kontrollen 13 il 13 0 0 14 0 14
Grading G1 8 0 7 1 0 7 8
G2 60 2 22 29 9 24 38 62
I I 1 0 Z 8 2 Z o | w_
Kontrollen Kontrollen 13 il 13 0 0 14 0 14
N NO 41 1 21 15 3 22 20 42
L N+ 35 0 11 19 5 11 24 _ _3§ o
Kontrollen Kontrollen 13 il 13 0 0 14 0 14
Tabelle 21. Nukleozytoplasmatische Verteilung von p53
Nukleozytoplasmatische Lokalisation  Anzahl Félle positiv Félle in Prozent Anzahl von 98 [%]
cp | 1 1,5% 1%
n | 61 91% 62,2%
n+cp | 2 3% 2%
nb | 3 4,5% 3,1%
gesamt 67 100%
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Tabelle 22. p53 — Ubersichtstabelle Immunhistochemie Korrelation — Anzahl

p53 Anzahl (N)

Parameter Subgruppe Alle pos. 0 = neg. 1(1-3) 2(4-6) 3(8-12) Score >3 Summe
| f\ll_e_ o HNSCC 66 32 16 27 23 50 98
Kontrollen Kontrollen 5 16 4 1 0 1 21
Geschlecht mannlich 55 29 15 21 19 40 84
| | weiblich 11 3 1 6 4 10 o1
Kontrollen K ménnlich 5) 4 0 1 14
K weiblich 0 0 0 7
Alter <55 18 12 7 16 30
55-65 27 11 11 10 6 16 38
I >65 21 9 8 10 18 _ 3
Kontrollen K <55 5 16 4 1 0 1 21
K 55-65 0 0 0 0 0 0 0
K >65 0 0 0 0 0 0 0
Prim/Rez Primarius 52 25 14 19 19 38 77
o Rezidiv 14 7 2 8 4 12 _ _21_ o
Kontrollen Kontrollen 16 4 1 1 21
Lokalisation Mundhéhle 2 1 4 7 10
Pharynx 27 14 8 10 9 19 41
. Larynx 31 16 7 13 11 24 _ 4
Kontrollen K MUH 0 0 0 0 0 0 o
K Pharynx 5) 16 4 1 0 1 21
K Larynx 0 0 0 0 0 0
T T1 22 10 8 9 5 14 32
T2 18 11 3 6 9 15 29
. 13-4 25 9 5 12 8 20 34
Kontrollen Kontrollen 16 4 1 0 1 21
Grading G1 3 2 1 2 3 8
G2 50 23 9 22 19 41 73
L o G3 11 6 5 4 2 6 17 _
Ror:trz;lle—n - Kontrollen 5 16 4 1 B —21— o
N NO 30 16 7 15 23 46
o N+ 31 12 9 10 12 22 48
Kontrollen Kontrollen 5) 16 4 1 0 1 21
Tabelle 23. ABCG2 Expression in HNSCC mit Ki-67 Score >3 vs. 0-3
ABCG2 Ki-67 Score >3 Ki-67 Score <3 gesamt
Farbung + 43 29 72
Farbung - 6 6 12
gesamt 49 35 84

Die Kreuztabelle zeigt das Verhaltnis der ABCG2 positiven und negativen HNSCC unter Berucksichtigung des Grenzwerts fir ein
positives Ergebnis von Ki-67 ab einem Score >3. Auch unter diesen Bedingungen ergab sich kein statistisch signifikanter

Unterschied in der ABCG2-Expression bei Ki-67 ,+* und Ki-67 ,-“ HNSCC (p=0,527; Chi-Quadrattest)

Tabelle 24. CK19 Score <8 vs. 8-12 — Korrelation mit Grading G

CK19 G1 G2 G3 gesamt
Score 8-12 1 31 9 41
Score<8 7 42 8 57
gesamt 8 73 17 98

Die Kreuztabelle zeigt das Verhaltnis der CK19 ,positiven” und ,negativen“ HNSCC unter Beriicksichtigung des Grenzwerts flr
ein positives Ergebnis ab einem starken CK19-Farbeergebnis (Score 8-12). Unter diesen Bedingungen ergab sich kein statistisch
signifikanter Unterschied in der CK19-Expression in Abhangigkeit vom Grading (p=0,178; Exakter Test nach Fisher).
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Tabelle 25. Ki-67 Score >3 vs. 0-3 — Primarius und Rezidiv

Primarius Rezidiv gesamt

Ki-67 Score >3 38 11 49
Ki-67 Score <3 28 7 35
gesamt 66 18 84

Die Kreuztabelle zeigt das Verhaltnis der Ki-67 positiven und negativen HNSCC unter Berlicksichtigung des Grenzwerts fiir ein
positives Ergebnis von Ki-67 ab einem Score >3 (siehe auch Kapitel 4.2.4). Auch unter diesen Bedingungen ergab sich kein
statistisch signifikanter Unterschied (p=0,787; Chi-Quadrattest).

Tabelle 26. ABCC2 Expression in HNSCC — Vergleich Vortherapie ja/nein (Anzahl n)

ABCC2 Vortherapie Keine Vortherapie gesamt
negativ 4 18 22
positiv 8 68 76
Score 1-3 5 25 30
Score 4-6 1 23 24
Score 8-12 2 20 22
gesamt | 12 86 98

Die erweiterte Kreuztabelle zeigt das Verhaltnis der ABCC2 Expression in vorbehandelten und nicht vorbehandelten HNSCC.
Es ergaben sich weder im Positiv-/Negativvergleich (p=0,458), noch bei Betrachtung der Auspragung der positiven Ergebnisse
(Scoring; p=0,325 (ohne negative Ergebnisse)) statistisch signifikante Unterschiede (Kontingenztabellenanalyse, Exakter Test
nach Fisher).

Tabelle 27. ABCG2 Expression in HNSCC — Vergleich Vortherapie ja/nein (Anzahl n)

ABCG2 Vortherapie Keine Vortherapie gesamt
negativ 1 13 14
positiv 11 73 84
Score 1-3 3 29 32
Score 4-6 6 26 32
Score 8-12 2 18 20
gesamt | 12 86 98

Die erweiterte Kreuztabelle zeigt das Verhaltnis der ABCG2 Expression in vorbehandelten und nicht vorbehandelten HNSCC.
Es ergaben sich weder im Positiv-/Negativvergleich (p=1,0), noch bei Betrachtung der Auspragung der positiven Ergebnisse
(Scoring; p=0,557 (ohne negative Ergebnisse)) statistisch signifikante Unterschiede (Kontingenztabellenanalyse, Exakter Test

nach Fisher).

Tabelle 28. Ki-67 Expression in HNSCC — Vergleich Vortherapie ja/nein (Anzahl n)

Ki-67 Vortherapie Keine Vortherapie gesamt
negativ 1 1 2
positiv 8 74 82
Score 1-3 3 30 33
Score 4-6 3 34 37
Score 8-12 2 10 12
gesamt | 9 75 84

Die erweiterte Kreuztabelle zeigt das Verhaltnis der Ki-67 Expression in vorbehandelten und nicht vorbehandelten HNSCC. Es
ergaben sich weder im Positiv-/Negativvergleich (p=0,204), noch bei Betrachtung der Auspragung der positiven Ergebnisse
(Scoring; p=0,772 (ohne negative Ergebnisse)) statistisch signifikante Unterschiede (Kontingenztabellenanalyse, Exakter Test

nach Fisher).

163



Tabellarischer Anhang

Tabelle 29. CK19 Expression in HNSCC — Vergleich Vortherapie ja/nein (Anzahl n)

CK19 Vortherapie Keine Vortherapie gesamt
negativ 2 20 22
positiv 10 66 76
Score 1-3 3 15 18
Score 4-6 3 13 16
Score 8-12 4 38 42
gesamt | 12 86 98

Die erweiterte Kreuztabelle zeigt das Verhaltnis der CK19 Expression in vorbehandelten und nicht vorbehandelten HNSCC. Es
ergaben sich weder im Positiv-/Negativvergleich (p=1,0), noch bei Betrachtung der Auspragung der positiven Ergebnisse
(Scoring; p=0,478 (ohne negative Ergebnisse)) statistisch signifikante Unterschiede (Kontingenztabellenanalyse, Exakter Test

nach Fisher).

Tabelle 30. p53 Expression in HNSCC - Vergleich Vortherapie ja/nein (Anzahl n)

p53 Vortherapie Keine Vortherapie gesamt
negativ 2 30 32
positiv 10 56 66
Score 1-3 1 15 16
Score 4-6 6 21 27
Score 8-12 3 20 23
gesamt | 12 86 98

Die erweiterte Kreuztabelle zeigt das Verhaltnis der p53 Expression in vorbehandelten und nicht vorbehandelten HNSCC. Es
ergaben sich weder im Positiv-/Negativvergleich (p=0,327), noch bei Betrachtung der Auspragung der positiven Ergebnisse
(Scoring; p=0,383 (ohne negative Ergebnisse)) statistisch signifikante Unterschiede (Kontingenztabellenanalyse, Exakter Test

nach Fisher).
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9 GRAPHISCHER ANHANG
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Abbildung 36. ABCC2 Expression — Korrelation mit Geschlecht

A: Verhaltnis von ABCC2 positiven und negativen Proben in HNSCC (mannlich, weiblich) und Kontrollen (K mannlich, K weiblich).
B: Differenzierung der ABCC2 positiven Proben in die 3 Subgruppen schwach, magig und stark. Der Prozentsatz bezieht sich auf
die jeweilige Grundgesamtheit, wie auf der x-Achse angegeben (z.B. weiblich).

Unter Anwendung der Kontingenztabellenanalyse und des erweiterten Exakten Tests nach Fisher ergab sich kein beobachtbarer
und insbesondere kein statistisch signifikanter Unterschied in der ABCC2-Expression in HNSCC in Abhangigkeit vom Geschlecht
(A: p=0,510; B: p=0,574 (ohne negative Ergebnisse)).
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Abbildung 37. ABCC2 Expression — Korrelation mit Alter bei ED

A: Verhaltnis von ABCC2 positiven und negativen Proben in HNSCC (<55, 55-65, >65) und Kontrollen (K <55) in den
verschiedenen Altersgruppen. B: Differenzierung der ABCC2 positiven Proben in die 3 Subgruppen schwach, maRig und stark.
Der Prozentsatz bezieht sich auf die jeweilige Grundgesamtheit, wie auf der x-Achse angegeben (z.B. <55).

Die ABCC2-Expression unterschied sich in den verschiedenen Altersgruppen nicht statistisch signifikant (p>0,05, Chi-
Quadrattest; A: 0,714; B: 0,427 (ohne negative Ergebnisse)). Da alle Kontrollen bei Gewebeentnahme jlinger als 55 Jahre waren,
entspricht die Verteilung der Kontrollen in dieser Altersgruppe der Darstellung aller Kontrollen in Abb. 13, Kapitel 4.2.1.1.
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Abbildung 38. ABCC2 Expression — Korrelation mit Tumorlokalisation

A: Verhaltnis von ABCC2 positiven und negativen Proben in HNSCC (Mundhoéhle/Pharynx, Larynx) und Kontrollen (K Pharynx)
in den verschiedenen Lokalisationen. B: Differenzierung der ABCC2 positiven Proben in die 3 Subgruppen schwach, magig und
stark. Der Prozentsatz bezieht sich auf die jeweilige Grundgesamtheit, wie auf der x-Achse angegeben (z.B. Larynx). Da alle
Kontrollen aus dem Pharynx stammen, entspricht die Verteilung der Darstellung aller Kontrollen in Abb.13, Kapitel 4.2.1.1). Die
ABCC2-Expression unterschied sich in den verschiedenen Lokalisationen nicht statistisch signifikant (Kontingenztabellenanalyse,
Chi-Quadrattest; A: p=0,216; B: p=0,148 (ohne negative Ergebnisse)).
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Abbildung 39. ABCC2 Expression — Korrelation mit N-Stadium

A: Verhaltnis von ABCC2 positiven und negativen Proben in HNSCC_NO vs. HNSCC_N+. B: Differenzierung der ABCC2 positiven
Proben in die 3 Subgruppen schwach, maRig und stark. Der Prozentsatz bezieht sich auf die jeweilige Grundgesamtheit, wie auf
der x-Achse angegeben (z.B. N+). Es konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden (Kontingenztabellenanalyse,
Chi-Quadrattest; A: p=0,541; B: p=1,0 (ohne negative Ergebnisse)).
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Abbildung 40. ABCG2 Expression — Korrelation mit Geschlecht

A: Verhaltnis von ABCG2 positiven und negativen Proben in HNSCC (mannlich, weiblich) und Kontrollen (K mannlich, K weiblich).
B: Differenzierung der ABCG2 positiven Proben in die 3 Subgruppen schwach, maRig und stark. Der Prozentsatz bezieht sich
auf die jeweilige Grundgesamtheit, wie auf der x-Achse angegeben (z.B. weiblich). Wahrend sich auch in den
Geschlechtersubgruppen im Vergleich von HNSCC und Kontrollen signifikante Unterschiede in der ABCG2-Expression ergaben
(p<0,001; Exakter Test nach Fisher), konnten keine statistisch-signifikanten Unterschiede in der ABCG2-Expression in HNSCC
zwischen den Geschlechtern festgestellt werden (Kontingenztabellenanalyse, Exakter Test nach Fisher; A: p=0,685; B: p=0,409
(ohne negative Ergebnisse)), siehe auch Tab. 16, tabellarischer Anhang.
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Abbildung 41. ABCG2 Expression — Korrelation mit Alter bei Erstdiagnose

A: Verhaltnis von ABCG2 positiven und negativen Proben in HNSCC (<55, 55-65, >65) und Kontrollen (K <55) in den
verschiedenen Altersgruppen. B: Differenzierung der ABCG2 positiven Proben in die 3 Subgruppen schwach, magig und stark.
Der Prozentsatz bezieht sich auf die jeweilige Grundgesamtheit, wie auf der x-Achse angegeben (z.B. <55).

Die einzelnen Altersgruppen unterschieden sich in ihrer ABCG2-Expression zwar signifikant von derer der Kontrollen (p<0,001;
Chi-Quadrattest), allerdings ergaben sich keine signifikanten Unterschiede in der Expression von ABCG2 zwischen den einzelnen
Alterssubgruppen in HNSCC (Kontingenztabellenanalyse, Exakter Test nach Fisher; p=0,124). Auch der Vergleich von Patienten
<65 J. und >65 J. ergab einen knapp nicht signifikanten Unterschied (p=0,058; Exakter Test nach Fisher). Da 100% der Kontrollen
der jingsten Gruppe (<55 Jahre) zuzuordnen waren, entspricht die Verteilung der Kontrollen in dieser Altersgruppe der
Darstellung aller Kontrollen in Abb. 20, Kapitel 4.2.2.1.
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Abbildung 42. ABCG2 Expression — Korrelation mit Tumorlokalisation

A: Verhaltnis von ABCG2 positiven und negativen Proben in HNSCC (Mundhodhle/Pharynx, Larynx) und Kontrollen (K Pharynx)
in den verschiedenen Lokalisationen. B: Differenzierung der ABCG2 positiven Proben in die 3 Subgruppen schwach, mafig und
stark. Der Prozentsatz bezieht sich auf die jeweilige Grundgesamtheit, wie auf der x-Achse angegeben (z.B. Larynx).

Es ergab sich kein signifikanter Unterschied in der ABCG2-Expression in HNSCC in Abhangigkeit von der Lokalisation des Tumors
(Kontingenztabellenanalyse, Chi-Quadrattest; A: p=0,322; B: p=0,108 (ohne negative Ergebnisse)). Da alle Kontrollen aus dem
Pharynx stammen, entspricht die Verteilung der Darstellung aller Kontrollen in Abb. 20, Kapitel 4.2.2.1.
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Abbildung 43. ABCG2 Expression — Korrelation mit Differenzierungsgrad G

A: Verhaltnis von ABCG2 positiven und negativen Proben in HNSCC in Abhangigkeit vom Grading. B: Differenzierung der ABCG2
positiven Proben in die 3 Subgruppen schwach, maRig und stark. Der Prozentsatz bezieht sich auf die jeweilige Grundgesamtheit,
wie auf der x-Achse angegeben (z.B. G1). Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede in der ABCG2-Expression in
Abhangigkeit vom Grading in den von uns untersuchten HNSCC (Kontingenztabellenanalyse, Exakter Test nach Fisher; A:
p=0,881; B: p=0,451 (ohne negative Ergebnisse)).
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Abbildung 44. ABCG2 Expression — Korrelation mit N-Stadium

A: Verhaltnis von ABCG2 positiven und negativen Proben in HNSCC_NO vs. HNSCC_N+. B: Differenzierung der ABCG2
positiven Proben in die 3 Subgruppen schwach, maRig und stark. Der Prozentsatz bezieht sich auf die jeweilige Grundgesamtheit,
wie auf der x-Achse angegeben (z.B. N+). Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede in der ABCG2-Expression zwischen
HNSCC_NO und HNSCC_N+ (Kontingenztabellenanalyse, Chi-Quadrattest; A: p=0,304; B: p=0,131 (ohne negative Ergebnisse)).
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Abbildung 45. ABCG2 Expression — Korrelation mit T-Stadium

A: Verhaltnis von ABCG2 positiven und negativen Proben in HNSCC. B: Differenzierung der ABCG2 positiven Proben in die 3
Subgruppen schwach, maRig und stark. Der Prozentsatz bezieht sich auf die jeweilige Grundgesamtheit, wie auf der x-Achse
angegeben (z.B. T1). Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede in der ABCG2-Expression bezogen auf das T-Stadium
(Kontingenztabellenanalyse; A: p=0,480 (Exakter Test nach Fisher), B: 0,117 (Chi-Quadrattest)). Vergleicht man die Verteilung
der positiven Ergebnisse nach Score in HNSCC_T1 und HNSCC_T>1 so ergibt sich ein signifikanter Unterschied (p=0,037; Chi-
Quadrattest). Dichotomisiert man nach Score <4 und Score >3 ergibt sich ebenfalls ein signifikanter Unterschied zwischen den
T-Stadien T1, T2 und T3-4 (p=0,040; Chi-Quadrattest).
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Abbildung 46. ABCG2 Expression in Ki-67+ HNSCC (Ki-67+) und Ki-67+ Kontrollen (K Ki-67+)

A: Verhaltnis von ABCG2 positiven und negativen Proben. B: Differenzierung der ABCG2 positiven Proben in die 3 Subgruppen
schwach, maRig und stark. Die ABCG2-Expression unterschied sich in Ki-67+ HNSCC und Ki-67+ Kontrollen signifikant (p<0,001;
Exakter Test nach Fisher). Zwischen Ki-67 positiven HNSCC und Ki-67 negativen HNSCC ergab sich beziglich der ABCG2-
Expression kein statistisch signifikanter Unterschied (p=0,267, Exakter Test nach Fisher), starker Unterschied in der
Subgruppengrofie (1 Ki-67 negatives HNSCC). Wertet man die Ki-67-Expression erst ab einem Score >3 als positiv, ergaben sich
ebenfalls keine signifikanten Unterschiede (p=0,527; Chi-Quadrattest).
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Abbildung 47. ABCG2 Expression in HNSCC und Kontrollen unter Berilcksichtigung des p53-Status

A: Verhaltnis von ABCG2 positiven und negativen Proben in p53 negativen und p53 positiven HNSCC (p53+/-) und Kontrollen (K
p53+/-). B: Differenzierung der ABCG2 positiven Proben in die 3 Subgruppen schwach, mafig und stark. Der Prozentsatz bezieht
sich auf die jeweilige Grundgesamtheit, wie auf der x-Achse angegeben (z.B. p53+). Es konnte kein signifikanter Unterscheid in
der ABCG2-Expression von HNSCC_p53+ und HNSCC_p53- gefunden werden (p=0,723; Chi-Quadrattest).
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Abbildung 48. Ki-67 Expression — Korrelation mit T-Stadium
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A: Verhaltnis von Ki-67 positiven und negativen Proben. B: Differenzierung der Ki67 positiven Proben in die 3 Subgruppen
schwach, maRig und stark. Der Prozentsatz bezieht sich auf die jeweilige Grundgesamtheit, wie auf der x-Achse angegeben (z.B.
T1). Die Unterschiede zwischen den Gruppen waren statistisch nicht signifikant (Kontingenztabellenanalyse, Exakter Test nach
Fisher; A: p=0,642; B: p=0,619).
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Abbildung 49. Ki-67 Score >3 vs. 0-3 — Korrelation mit T-Stadium
Relative Expression von Ki-67 in HNSCC in Abhangigkeit vom T-Stadium unter Berticksichtigung des Grenzwerts flr ein positives
Ergebnis von Ki-67 ab einem Score >3. Der beobachtete Effekt zeigte sich nicht als statistisch signifikant (p=0,377; Chi-

Quadrattest).
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Abbildung 50. Ki-67 Expression — Korrelation mit N-Stadium

A: Verhaltnis von Ki-67 positiven und negativen Proben in HNSCC in Abhangigkeit der Regiondren Metastasierung. B:
Differenzierung der Ki67 positiven Proben in die 3 Subgruppen schwach, maRig und stark. Der Prozentsatz bezieht sich auf die
jeweilige Grundgesamtheit, wie auf der x-Achse angegeben (z.B. N+). Die Unterschiede zwischen den Gruppen waren statistisch
nicht signifikant (Kontingenztabellenanalyse, Exakter Test nach Fisher; A: p=1,0, B: p=0,210).
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Abbildung 51. Ki-67 Score >3 vs. 0-3 — Korrelation mit N-Stadium
Relative Expression von Ki-67 in NO und N+ HNSCC unter Berticksichtigung des Grenzwerts flr ein positives Ergebnis von Ki-67
ab einem Score >3. Die Gruppen unterschieden sich knapp nicht signifikant (p=0,064; Chi-Quadrattest) bezuglich der Ki-67-

Expression.
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Abbildung 52. p53 Expression — Korrelation mit Erkrankungsalter

A: Verhaltnis von p53 positiven und negativen Proben in HNSCC (<55, 55-65, >65) und Kontrollen (K <55) in den verschiedenen
Altersgruppen. B: Differenzierung der p53 positiven Proben in die 3 Subgruppen schwach, maRig und stark. Der Prozentsatz
bezieht sich auf die jeweilige Grundgesamtheit, wie auf der x-Achse angegeben (z.B. <55). Die Unterschiede in der p53-
Expression gegenuber der Kontrollgruppe waren signifikant (p<0,05; Chi-Quadrattest). Innerhalb der HNSCC unterschied sich
die p53-Expression in den verschiedenen Altersgruppen nicht signifikant (Kontingenztabellenanalyse, Chi-Quadrattest; A:
p=0,586; B: p=0,092 (ohne negative Ergebnisse)).
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Abbildung 53. p53 Expression — Korrelation mit T-Stadium

A: Verhaltnis von p53 positiven und negativen Proben. B: Differenzierung der p53 positiven Proben in die 3 Subgruppen schwach,
maRig und stark. Der Prozentsatz bezieht sich auf die jeweilige Grundgesamtheit, wie auf der x-Achse angegeben (z.B. T1). Die
Unterschiede in der p53-Expression gegeniiber der Kontrollgruppe waren signifikant (p<0,05; Chi-Quadrattest), die Unterschiede
in der p53-Expression innerhalb HNSCC in Abhangigkeit vom T-Stadium waren nicht signifikant (Kontingenztabellenanalyse, Chi-
Quadrattest; A: p=0,621; B: p=0,322 (ohne negative Ergebnisse)).
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Abbildung 54. p53 Expression — Korrelation mit N-Stadium

A: Verhaltnis von p53 positiven und negativen Proben. B: Differenzierung der p53 positiven Proben in die 3 Subgruppen schwach,
maRig und stark. Der Prozentsatz bezieht sich auf die jeweilige Grundgesamtheit, wie auf der x-Achse angegeben (z.B. N+). Die
Unterschiede in der p53-Expression gegenuber der Kontrollgruppe waren signifikant (p<0,05; Chi-Quadrattest), die Unterschiede
in der p53-Expression innerhalb HNSCC in Abhangigkeit vom N-Stadium waren nicht signifikant (Kontingenztabellenanalyse, Chi-
Quadrattest; A: p=0,485; B: p=0,361 (ohne negative Ergebnisse)).
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Abbildung 55. p53 Expression — Korrelation mit Differenzierungsgrad G

A: Verhaltnis von p53 positiven und negativen Proben. B: Differenzierung der p53 positiven Proben in die 3 Subgruppen schwach,
maRig und stark. Der Prozentsatz bezieht sich auf die jeweilige Grundgesamtheit, wie auf der x-Achse angegeben (z.B. G1). Die
Unterschiede in der p53-Expression gegenliber der Kontrollgruppe waren, aulRer im Direktvergleich von G1 und Kontrollen,
signifikant (p<0,05; Chi-Quadrattest (Direktvergleich G2 bzw. G3 mit Kontrollen), Exakter Test nach Fisher (Gesamtvergleich; G1
vs. Kontrollen), die Unterschiede in der p53-Expression innerhalb HNSCC in Abhangigkeit vom Grading waren nicht signifikant
(A: p=0,913 (Chi-Quadrattest); B: p=0,254 (Exakter Test nach Fisher, ohne negative Ergebnisse)).
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Abbildung 56. Ki-67/CK19/ABCG2/ABCC2 Score 0-3 vs. 24, p53 +/-
Ergebnisse einer Subgruppenanalyse mit Vergleich von HNSCC mit Co-Expression von Ki-67, CK19, ABCG2 und ABCC2
Score 0-3 (,negativ*) im Vergleich mit HNSCC mit einem Score 24 (,Uberexpression®) fiir dieselben Marker, zusétzlich wurden
diese Gruppen entsprechend ihres p53-Status nach p53+ und p53- dichotomisiert. Es konnten keine statistisch signifikanten
Unterschiede in Abhangigkeit von T-, G- oder N-Stadium beobachtet werden (Kontingenztabellenanalyse, Exakter Test nach
Fisher; T: p=0,096; G: p=0,149; N: p=0,198).
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Abbildung 57. ABCC2 Expression — Primarius vs. Rezidiv

A: Verhaltnis von ABCC2 positiven und negativen Proben in Primarien und Rezidiven. B: Differenzierung der ABCC2 positiven
Proben in die 3 Subgruppen schwach, maRig und stark. Der Prozentsatz bezieht sich auf die jeweilige Grundgesamtheit, wie auf
der x-Achse angegeben (z.B. Rezidiv). Es ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen bezuglich der ABCC2-
Expression (A: p=0,448 (Chi-Quadrattest); B: p=1,0 (Exakter Test nach Fisher, ohne negative Ergebnisse)).
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Graphischer Anhang
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Abbildung 58. ABCG2 Expression — Primarius vs. Rezidiv

A: Verhaltnis von ABCG2 positiven und negativen Proben in Primarien und Rezidiven. B: Differenzierung der ABCG2 positiven
Proben in die 3 Subgruppen schwach, mafig und stark. Der Prozentsatz bezieht sich auf die jeweilige Grundgesamtheit, wie auf
der x-Achse angegeben (z.B. Rezidiv). Es konnte kein statistisch signifikanter Unterschied in der Expression von ABCG2 in
Primarien und Rezidiven detektiert werden (A: p=0,290 (Exakter Test nach Fisher); B: p=0,452 (Chi-Quadrattest, ohne negative
Ergebnisse)).
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Abbildung 59. CK19 Expression — Primarius vs. Rezidiv

A: Verhaltnis von CK19 positiven und negativen Proben bei Primarien und Rezidiven. B: Differenzierung der CK19 positiven
Proben in die 3 Subgruppen schwach, maRig und stark. Der Prozentsatz bezieht sich auf die jeweilige Grundgesamtheit, wie auf
der x-Achse angegeben (z.B. Rezidiv). Statistisch ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen Primarien und
Rezidiven in Bezug auf die CK19-Expression (A: p=0,144; Exakter Test nach Fisher). Der Vergleich der verschiedenen
Auspragungen des positiven Farbergebnisses (Scoring) ergibt ein nahezu identisches Bild in beiden Gruppen (B: p=1,0; Exakter
Test nach Fisher).
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Abbildung 60. Ki-67 Expression — Primarius vs. Rezidiv

A: Verhaltnis von Ki-67 positiven und negativen Proben in Primarien und Rezidiven. B: Differenzierung der Ki-67 positiven Proben
in die 3 Subgruppen schwach, magig und stark. Der Prozentsatz bezieht sich auf die jeweilige Grundgesamtheit, wie auf der x-
Achse angegeben (z.B. Rezidiv). Es ergab sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen Primarien und Rezidiven
hinsichtlich der Ki-67-Expression (A: p=0,385 (Exakter Test nach Fisher); B: p=0,389 (Chi-Quadrattest, ohne negative
Ergebnisse)).
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Abbildung 61. p53 Expression — Primarius vs. Rezidiv

A: Verhaltnis von p53 positiven und negativen Proben in Primarien und Rezidiven. B: Differenzierung der p53 positiven Proben
in die 3 Subgruppen schwach, maRig und stark. Der Prozentsatz bezieht sich auf die jeweilige Grundgesamtheit, wie auf der x-
Achse angegeben (z.B. Rezidiv). Es konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede in der p53-Expression zwischen
Primarien und Rezidiven gefunden werden (A: p=0,940 (Chi-Quadrattest); B: p=0,380 (Exakter Test nach Fisher, ohne negative
Ergebnisse)).
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