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1. Einleitung

Die Mundhéhlen- und Oropharynxkarzinome haben einen Anteil von zwei Prozent an den
malignen Erkrankungen (Schwenzer, 2001) mit ansteigender Inzidenz, die in Deutschland
bei etwa 10.000 Fillen pro Jahr liegt (Howaldt, 2000). Die Prognose ist im wesentlichen
abhingig vom Tumorstadium, auch spielen Risikofaktoren wie Alkohol- und Nikotin-
abusus und wahrscheinlich auch genetische Dispositionen eine Rolle (Schwenzer und
Ehrenfeld, 2002; Howaldt, 2000). Mundhohlenkarzinome haben die Eigenschaft lympha-
tisch vorwiegend in den Bereich des Halses zu metastasieren. Obwohl sich die Diagnostik
in den letzten Jahren verbessert hat, ist die Funfjahresiiberlebensrate im Vergleich zu
friheren Veroffentlichungen kaum gestiegen und betrigt 52.4% fir die Patienten des
DOSAK (Deutsch-Osterreichisch-Schweizerischer Arbeitskreis fiir Tumoren im Kiefer-
und Gesichtsbereich) (Howaldt, 2000).

Das Zentralregister des DOSAK sammelte seit 1989 Daten iiber Tumoren des Kopf- und
Halsbereiches. Im Jahre 2000 lagen dem DOSAK Aufzeichnungen von 16.000 Patienten
aus 71 Kliniken, unter anderem auch aus der Klinik fir Mund-, Kiefer— und
Gesichtschirurgie des Universititsklinikums Tiibingen vor. Der DOSAK hat es sich zum
Ziel gesetzt, durch den Vergleich und die Auswertung dieser Patientendaten eine
befundorientierte und individualisierte Therapie zu finden, welche die besten Heilungs- und
somit Uberlebenschancen bietet.

Neben konventionellen Methoden der Tumorausbreitungsdiagnostik, wie die klinische
Untersuchung, die Computer- oder Magnetresonanztomografie und Panendoskopie stehen
neben klassischen pathologischen Untersuchungsmethoden zahlreiche immunhistochemi-
sche Untersuchungsmethoden zur Verfiigung, um das Wachstumsverhalten des Tumors zu
beschreiben (Schwenzer und Ehrenfeld, 2002). Dazu zihlen unter anderem die Untersu-
chung mittels Immunhistochemie am Tumorsuppressorgen p53, des Adhisionsmolekiils
Cd34, sowie Cd44, PCNA oder des Tumorproliferationsmarkers MIB-1 an histologischen
Priparaten des Tumors (Unal, 1999; Girod, 1993; Sommer und Olofsson 1997; Golusinski,
1998). Es wiire interessant abschitzen zu konnen, welches Malignititspotential der Tumor
besitzt und wie sich sein Wachstumsverhalten im Primartumor abzeichnet. Fir die
individuelle Bewertung der Uberlebensprognose des Patienten wiire es wichtig, eine Thera-

pie zu finden, die sich an das individuelle Krankheitsgeschehen anpasst, sowie an der



Tumorart orientiert und in der Therapie am schonensten die beste Heilungschancen er-

reicht, mit einer geringen Einschrinkung der Lebensqualitit des Patienten.

2. Fragestellung

Das Ziel dieser Untersuchung war es, die im Zentralregister des DOSAK gesammelten
Daten von 248 Patienten, die an einem Plattenepithelkarzinom der Mundhéhle erkrankt
waren, mit den Daten aus der immunhistochemischen Untersuchung dieser Tumoren in
Beziehung zu setzen.

Die Datensammlung des DOSAK umfasst verschiedene Parameter, die prospektiv in stan-
dardisierten Formularen abgefragt und registriert wurden, dazu gehorten die Stammdaten
des Patienten. Aufgezeichnet wurden das Alter, das Geschlecht, das Gewicht, eventuelle
Vorerkrankungen oder ob ein Alkohol- und Nikotinabusus des Patienten vorlag. Die
Datensammlung des DOSAK ist in verschiedene Abschnitte unterteilt. Zum einem sind
alle priatherapeutischen Daten tiber den Tumor festgehalten, wie die Lokalisation, das
TNM- Stadium oder ob der Patient bereits zuvor behandelt wurde. In einem weiteren Un-
terpunkt sind alle pathohistologischen Befunde zusammengefasst. Dazu zihlen die Tumor-
grosse, das Grading, der Lymphknotenbefall und die Fernmetastasierung. Informationen
zum Operationsdatum, Art der Therapie und Auftreten von Rezidiven sind im Abschnitt
Therapie aufgezeichnet. Alle Angaben zur Nachsorge bis hin zum Sterbedatum waren im
letzten Teil der Datensammlung zu finden. So sind alle relevanten Daten zu jedem

einzelnen Patienten schnell herauszufinden und stehen zur Analyse bereit.

Die immunhistochemische Priparateanfirbung erfolgte mittels des monoklonalen Anti-
korpers MIB-1, der sich in paraffineingebettetem Gewebe darstellen ldsst (Cattoretti, 1992).
Dieser Proliferationsmarker firbt nur Zellkerne an, die sich in der Teilung befinden, mit
einem Maximum des MIB-1-Nachweises in der G2- und M-Phase (Sasaki, 1987). Alle Pri-
parate wurden mit dem vollautomatischen Firbegerit (TechMate 500®; DAKO Hamburg)
eingefirbt, was eine gleichmissige Benetzung der Priparate und eine Reproduzierbarkeit
der Ergebnisse ermoglichte. Aufgrund der grossen Anzahl der Priparate erfolgte die an-
schliessenden Analysen computergestiitzt. Die Untersuchung der Priparate bestand aus der

halbautomatischen Bildanalyse mit dem computergestiitzen Bildanalysesystem Quantimet



600 der Firma Leica Microsystems Imaging Solutions, bestehend aus einem Mikroskop von
Leitz DM RBE mit einem PC mit entsprechender Bildverarbeitungssoftware. Diese
Rohdaten wurden mit Hilfe des Tabellenkalkulationsprogrammes Exel 5.0 (Microsoft
Corporation) gespeichert und mit dem Programm JMP Version 5.01 (SAS Institute Inc.,
NC USA) ausgewertet sowie mit dem Statistikprogramm DeltaGraph 5.01 (SPSS Inc. and
Red Rock Software Inc.) dargestellt.

Dadurch sollten folgende Fragen beantwortet werden:

° Wie stehen die Daten der 248 Patienten, wie deren Alter, Geschlecht oder Lymph-
knotenbefall mit den Daten von 9002 Patienten des DOSAK —Zentralregisters im

Zusammenhang?

L Gibt es Zusammenhinge oder Unterschiede beziiglich des Gradings, der TNM-Sta-
dien, des klinischen Stadiums, der angewandten Therapie, der Nachbeobachtungszeit

und der Uberlebenszeiten und den Ergebnissen des DOSAK-Kollektivs?

L Gibt es einen Zusammenhang zwischen dem sogenannten MIB-1-Firbeindex (Anteil
der MIB-1-positiv gefirbten Zellkerne an der Gesamtzellkernzahl) und der

Ubetlebenszeit?

° Ist es moglich, zwischen der optischen Dichte der MIB-1-positiv gefirbten

Tumorzellkerne und der Uberlebenszeit einen Zusammenhang herzustellen?

o Zeigt sich ein Zusammenhang zwischen dem MIB-1-Firbeindex (Anteil der MIIB-1-
positiv gefirbten Zellkerne an der Gesamttumorzellkernzahl) und dem TNM-

Stadium, dem klinischen Stadium, dem Grading und dem Lymphknotenbefall?



3. Literaturiubersicht

MIB-1 ist ein Proliferationsmarker, der das Ki-67-Antigen wihrend der aktiven Phase des
Zellzyklusses anfarbt. Als erster Forscher beschrieb Gerdes (1983) den monoklonalen
Antikoérper Ki-67. Weitergehende Untersuchungen zeichneten den Antikorper als guten
Marker fir Zellen aus, die sich in der G1-, S- und G2-Phase der Zellteilung befinden, Ki-67
ist jedoch nicht in der GO-Phase nachzuweisen (Gerdes 1984). Cattoretti (1992) gelang es
mit MIB-1, den bis dahin nur an “frischen oder schockgefrosteten Tumorschnitten” an-
wendbaren Proliferationsmarker Ki-67 fiir paraffineingebettete Tumore nutzbar zu
machen. MIB-1 hat die gleichen Eigenschaften wie Ki-67, da es das gleiche Antigen an-
farbt. Haufig wird der Ki-67- oder MIB-1-Firbeindex (Firbeindex= Labeling Index= LI)
zur Analyse herangezogen, er errechnet sich aus dem relativen Anteil der Ki-67 oder MIB-1

positiv gefarbten Zellkerne an der Gesamtzellkernzahl.

Seitdem erfolgten zahlreiche Untersuchung von Tumorgeweben mit MIB-1. Isola (1990)
beobachtete an 102 Brustkarzinomen keine Zusammenhang zwischen dem Ki-67-
Firbeindex und dem Lymphknotenstatus, fand aber einen statistisch signifikanten
Zusammenhang zwischen histologischem Grad und dem Ki-67 LI. Die Ergebnisse von
Chino (1998) an 48 Osophaguskarzinomen unterstrichen, dass die proliferative Aktivitit
der Krebszellen, ausgedriickt durch die Farbung mit MIB-1, mit der Tiefe der Invasion, der
Differenzierung des Tumors und der Grésse und Haufigkeit der Lymphknotenmetastasen

korrelierte.

Oosterhuis Untersuchungen im Jahre 2000 an 301 Blasenkarzinomen zufolge korrelierte
der MIB-1-Firbeindex sehr gut mit dem Differenzierungsgrad, dem Stadium und dem
klinischen Verhalten von Blasenkarzinomen. Das bessere Gesamtiiberleben des Patienten
war abhingig von einem geringeren Stadium und Grading des Blasentumors, wobei
Patienten, die jinger als 68 Jahre alt waren, mit einem niedrigerem MIB-1-Firbeindex als
13%, linger lebten (p=0.0001). Auch Popov, der im Jahr 1997 114 Blasenkarzinome
untersuchte, sprach dem MIB-1-Firbeindex ein prognostisches Potential in der Voraussage
zur Entstehung von Blasenkarzinomen zu, da der MIB-1-Firbeindex stark mit dem Fort-
schreiten des Tumors korrelierte. Fur Gelb (1997) ergab die Untersuchung von 52
Nierenkarzinomen mit dem Proliferationsmarker MIB-1 keine zusitzlichen prognostischen

Informationen. Das stand auch fir Hantschmann (2000) fest, der bei Untersuchungen von



74 Plattenepithelkarzinomen der Vulva keinerlei Zusammenhang zwischen dem Ki-67-
Farbeindex und morphologischen sowie klinischen Parametern, der rezidivfreien Zeit oder
dem Gesamtiberleben fand. Fur Salmoso (2000) hingegen bestand eine strenge
Assoziation zwischen dem mit Ki-67 gefirbten Gewebe und der Aggressivitit von
invasiven  Vulvaplattenepithelkarzinomen  nach ~ Untersuchungen  von 112
Plattenepithelkarzinomen der Vulva. Davidson (2000) sprach Ki-67 keine herausragende
Rolle im Voraussagen des Uberlebens von 49 Patientinnen mit Cervixplatten-

epithelkarzinomen zu.

Zu dem Ergebnis, dass der MIB-1-Firbeindex keine zusitzliche Informationen bei der
Diagnostik brachte, kam Graflund (2002) nach der Auswertung der Daten von 141 Platten-
epithelkarzinomen der Cervix. Es gab fur die Forschergruppe keinerlei Zusammenhang
zwischen der Anfirbung des Plattenepithelkarzinoms der Cervix mit dem Proliferations-
marker MIB-1 und dem Lymphknotenstatus des Beckens. Suzuki (2000) zufolge koénnte,
nach Untersuchung von 67 bestrahlten Cervixkarzinomen, der MIB-1-Firbeindex effektiv
in der Voraussage der Sensitivitit von Stadium IIIb Karzinomen der Cervix auf Bestrah-
lung sein. Dabei zeigten Patientinnen mit einem MIB-1-Firbeindex oberhalb des
Firbeindexmedians von 26.4% eine bessere Funfjahresiiberlebensrate als Patientinnen mit
einem niedrigeren MIB-1-Firbeindex. Nach der Analyse von Stadium Ib-Karzinomen der
Cervix unterstrichen Ho und seine Forschergruppe (2000) den Zusammenhang zwischen
der Haiufigkeit der Lymphknotenmetastasen, der Tumorgrésse und dem MIB-1-
Farbeindex. Layfield (1997) erforschte 50 Ovarkarzinome und fand eine Verbindung
zwischen einem erniedrigten MIB-1-Firbeindex und einem verbesserten Uberleben, aber es

bestand kein Zusammenhang mit dem klinischen Stadium.

Ebenso wurde der Proliferationsmarker MIB-1 zur Untersuchung von Tumoren der Kopf-

Hals-Region, darunter auch von Plattenepithelkarzinomen der Mundhdohle, eingesetzt.

Ergebnissen von Sommer und Olofsson (1997) zufolge- dargestellt an 64 oralen Platten-
epithelkarzinomen- besass der Tumorproliferationsmarker Ki-67 keine prognostischen
Qualititen. Es ergab sich keine Korrelation zwischen der Expression der Antikérper und
der Tumorgrosse, dem Lymphknotenstatus, dem histologischen Differenzierungsgrad, der
Rezidivwahrscheinlichkeit oder der Uberlebensrate. Demgegeniiber standen die Angaben
von Tumuluri (2002), der einen Zusammenhang zwischen dem Ki-67-Firbeindex und dem

histologischen Grading bei oralen Plattenepithelkarzinomen fand. Den Zusammenhang



zwischen dem Ki-67-Firbeindex und dem Grading unterstrich auch Zidar (1996) bei ihren
Untersuchungen von 20 Plattenepithelkarzinomen des Larynx und Welkoborsky (1995)
fand einen Zusammenhang zwischen dem Ki-67-Firbeindex und dem T1- und T4-Stadium

bei Larynxkarzinomen, beidem der Ki-67-Firbeindex mit der Tumorgrdsse ansteigt.

Beobachtungen von Sittel (2000a) bei jeweils 28 Patienten mit und ohne Rezidiv zeigten
einen Zusammenhang zwischen hohem Ki-67-Firbeindex tiber dem Median von 15% und
der Uberlebswahrscheinlichkeit, Rezidivwahrscheinlichkeit und dem Auftreten von
Lymphknotenmetastasen. Dabei war ein héherer Ki-67-Firbeindex ein Indikator fiir eine
ungiinstige Prognose. Die Gruppe der 28 Patienten mit Rezidivtumoren hatte mit 59.1%
einen signifikant hoheren Ki-67-Farbeindex als die Gruppe ohne Rezidive (50.5%), auch
lag die mittlere rezidivfreie Zeit bei den Patienten mit einem héheren Ki-67-Firbeindex mit
45 Monaten unterhalb der Patienten mit einem niedrigeren Ki-67-Firbeindex (61.7
Monate). Spafford (1996) untersuchte Plattenepithelkarzinome des Larynx und fand einen
Zusammenhang zwischen einem verringertem Uberleben und einem ansteigenden
Lymphknotenbefall, dabei hatten Patienten mit einem Rezidiv einen héheren Ki-67-Far-
beindex. Valente (1994) schlussfolgerte aus den Studium an 31 Plattenepithelkarzinomen
der Mundhoéhle, dass der Ki-67-Firbeindex keine Bezichung zum letztendlichen Be-
handlungserfolg hatte, es zeigte sich sich eine geringe Verminderung des Ki-67-Firbeindex
nach 10 Gy Bestrahlung, ebenso sank die Teilungsrate des Tumors. Fur Valente war der
Ki-67-Firbeindex eine unabhingige Variable zur Bewertung, ob der Tumor auf

Bestrahlung ansprach.

Grabenbauer (2000) untersuchte 102 Patienten, die an einem Oropharynxkarzinom er-
krankt waren, wobei 53% der Tumoren an den Tonsillen und 26% am weichen Gaumen
lokalisiert waren. Er erforschte, ob es einen Zusammenhang zwischen dem Ki-67-Firbe-
index und dem Uberleben gab. Bei Tumoren mit einem Ki-67-Firbeindex unter 20% lag
eine verbesserte Uberlebensrate der Patienten vor. Zur gleichen Auffassung gelangte
Homma (1999) nach Untersuchungen an 111 Plattenepithelkarzinomen der Kopf- und
Halsregion. Er schlussfolgerte, dass ein geringerer MIB-1-Firbeindex im Zusammenhang
mit einer verbesserten Uberlebensrate steht. Demgegeniiber ergaben die Untersuchungen
von Nylander (1997) an 80 Patienten, die an einem Mundhdhlenkarzinom erkrankt waren,
ein anderes Ergebnis, dabei zeigte die Auswertung des Ki-67-Farbeindexes keinen Zu-

sammenhang mit dem Ubetleben. Nach der Anfarbung von 156 Plattenepithelkarzinomen



der Mundhdohle und des Oropharynx mit Ki-67 kam die Forschergruppe um Stoll (1999) zu
der Auffassung, dass der Ki-67-Firbeindex nicht in der Lage ist, das Uberleben oder die
rezidivfreie Zeit vorauszusagen. Dies bestitigte Lavertu (2001) an 105 Patienten mit
Plattenepithelkarzinomen, die sich einer Radiochemotherapie unterzogen hatten. Er firbte
die Priparate immunhistochemisch mit Ki-67 an und stellte die Daten in Beziehung mit
den Uberlebensdaten der Patienten. Dabei bestand kein Zusammenhang zwischen dem Ki-
67-Firbeindex und dem Auftreten eines Tumorrezidives, der rezidivireien Zeit und dem
Gesamtiiberleben. Ebenso fanden Bettendorf und Herrmann nach Untersuchungen von
329 Plattenepithelkarzinomen der Mundhéhle (2002) keine Korrelation zwischen dem Ki-
67-Firbeindex und histologischen sowie klinischen Parametern, wie dem Grading, der
Tiefe der Invasion oder der Fiinfjahresiiberlebensrate. Der Ki-67-Firbeindex hatte damit

keine prognostische Relevanz bei Plattenepithelkarzinomen der Mundhéhle.

Couture (2002) beschrieb 304 Patienten, die an einem Plattenepithelkarzinom der Mund-
hohle erkrankt waren und bestrahlt wurden, dabei sprachen Patienten mit einer hoheren
Proliferationsrate (Ki-67-Firbeindex >20%) besser auf eine Bestrahlung an. Mit Hilfe des
Proliferationsmarkers Ki-67 kénnten die Tumore herausgefiltert werden, die nicht strahlen-

sensibel sind.

Sittel (2000b) untersuchte einundzwanzig Patienten, die an einem Larynxkarzinom mit dem
Stadium T1 oder T2 erkrankt waren, dabei stellte er fest, dass der Ki-67-Firbeindex
eventuell im Zusammenhang mit dem Auftreten eines Rezidivs der Larynxkarzinome
stehen konnte. Die Patienten mit einem Ki-67-Firbeindex unter 15% bekamen nach
durchschnittlich 50 Monaten ein Rezidiv, im Gegensatz dazu standen die Patienten mit
einem Firbeindex tber 15%, welche ein Rezidiv nach durchschnittlich 23 Monaten
bekamen. Er schlug deshalb vor, den Ki-67-Index zum Kriterium fiur die Thera-

pieentscheidung zu machen.



3.1 Tumorbiologie und Mdglichkeiten der Tumordiagnostik

3.1.1 Das Plattenepithelkarzinom

3.1.1.1 Histologisch

Histologisch findet sich im beim Plattenepithelkarzinom in der Epidermis eine vollkom-
menene Aufhebung der normalen Epithelschichtung, es zeigen sich atypische Stachelzellen
mit deutlicher Zell-und Kernpolymorphie, Mitosereichtum und Auftreten von pathologi-
schen Mitosen. Tumorformationen dringen zapfenartig durch die Basalmembran in das
koriale Bindegewebe vor, das durch Tumorzellgruppen infiltriert wird. Bei gut differen-
zierten Karzinomen erfolgt die Ausbildung von Hornkugeln, diese Fihigkeit geht aber mit
zunehmender Entdifferenzierung der Tumorzellen verloren und der Reifegrad kann in

verschiedenen Tumorarealen unterschiedlich sein (Feichtinger, 1992).
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Abb. 1: Darstellung der Hornkugel eines Plattenepithelkarzinomes der
Mundhéhle (ABC-AEC-Methode, Kerngegenfarbung mit Haema-
toxylin)



Die tumordsen Verinderungen entstehen aus prikanzerésen Vorverinderungen, wobei als
mogliche Vorstufen relativ unverdichtig weisse Flecken mit rauher Oberfliche oder
erythematdse Areale angesehen werden. Dabei ist klinisch schwer festzustellen, wann eine
Prakanzerose, wie eine Leukoplakie oder eine Erythroplakie in ein Karzinom ubergeht
(Bork, 1993). Das Karzinom entsteht am héufigsten als Schleimhautlision mit sehr
variabler Ausdehnung (Horch 1998). Erkennbar sind meistens drei Zonen. Im innersten
Ring bildet sich ein unregelmissiger Ulkus mit gelegentlich erheblicher Tiefenausdehnung,
der schmierig belegt ist und leicht blutet, dabei besteht in der Mitte eine Nekrose. Umge-
ben wird diese von einem aufgelappten Randwall mit unregelmissigen knolligen
Auswerfungen, den aktiven Tumorproliferationszonen. Als dusserster Ring entsteht ein
entziindlicher Schleimhautsaum mit diffuser R6tung um den Tumor, der als Abwehrring

fungiert (Horch, 1998).

Tumoren erhalten sich eine Vielzahl der strukturellen und morphologischen Charakte-
ristiken ihres Ursprungsgewebes, es entstand daher die Vorstellung, dass sich der Tumor
aus arteigenen Stammzellen entwickelt (Horch, 1998). Die Stammzellen fiir Plattenepithel-
karzinome liegen in der Basalmembran der Haut, denn bei ihrer Vermehrung halten sich
die entarteten Zellen zunichst an ihr angestammtes Ausbreitungsgebiet im Epithel obet-
halb der Basalmembran, das wird auch intraepitheliale Dysplasie oder Carcinoma in situ
genannt. Im Laufe des weiteren, sphirischen Wachstums entwickelt sich ein kugeliger
Tumor mit einem Nekrosezentrum aus absterbenden Tumorstammzellen und einer prolife-
rierenden Aussenschicht aus teilungsaktiven Stammzellen. Der Tumor wolbt sich nach
aussen zur Hautdecke auf, die spiter aufreisst und mit einer ulzerativen Lision das nekro-

tische Tumorzentrum eroftnet (Horch, 1998).

Der Tumor hat dabei zwei Moglichkeiten sich auszubreiten, zum einem endophytisch -
nach innen- und exophytisch- nach aussen- wachsend. Bei dem endophytischen Wachstum
durchbricht der Tumor die Basalmembran und gewinnt Anschluss an Lymph- und Blutge-
fisse, wohingegen beim exophytischen Wachstum der Tumor auf der Spitze der Tumor-
schwellung sitzt (Horch, 1998). Makroskopisch unterscheidet man zwei Formen, die
ulzerose und die verrukése Form (Mittermayer, 1993). Die ulzerése Form entspricht dabei
der oben beschriebenen Form, sie ist bei weitem die hdufigere, wohingegen die verrukése
Form vermehrt bei dlteren Menschen auftritt. Das Krebswachstum manifestiert sich als

blumenkohlartige, papillire Masse, die oft flichenhaft ausgebreitet ist. Hauptlokalisation ist



die Wangenschleimhaut und die Gingiva. Diese Tumorart zeichnet sich durch ein sehr

langsames und wenig invasives Wachstum aus (Mittermayer, 1993).

Im Anfangsstadium des Plattenepithelkarzinoms der Mundhoéhle, davon ausgenommen
sind Zungenkarzinome, fehlen fast vollstindig die Schmerzsymptome, weswegen viele

Tumoren auch erst im spiteren Stadium entdeckt werden (Bork, 1993).

3.1.1.2 Entstehungsort des Priméartumors

Zu 36% entsteht der Primirtumor der Mundhohle am Mundboden, gefolgt von der Zunge
mit 21%, der Schleimhaut der Wange mit 15% und auf der Lippe mit 8%. An den schwer
einsehbaren Regionen der Mundhohle entstehen auch Tumore zu 2% in der Tonsillenre-

gion und zu 2% im Oropharynx (Horch, 1998).

Das Plattenepithelkarzinom macht etwa 80% aller maligner Neubildungen innerhalb der
Mundhéhle aus, dabei betrifft es in iber 90% der Fille Personen tber 45 Jahre (Bork,
1993), Minner erkranken etwa dreimal haufiger als Frauen. Risikofaktoren fiir die Ent-
stehung dieser Tumoren sind vor allem Nikotin- und Alkoholabusus in Kombination.
Menschen mit diesen Risikofaktoren haben ein 200fach erhohte Gefihrdung derartige

Tumoren zu entwickeln als Nichtraucher, die wenig trinken (Schwenzer, 2001).

Die geographische Verteilung spielt eine wichtige Rolle. In Indien und Siidostasien bilden
Plattenepithelkarzinome etwa 50% aller Karzinome, was auf das habituelle Betelnusskauen

und “reverse smoking” zuriickzufiihren ist (Bork, 1993).

Die Grosse des Primirtumors ist bei der Entdeckung ausserordentlich variabel, sie liegt bei
51% der Tumoren zwischen 15 und 35 mm Durchmesser. Nur sehr selten werden die Tu-
more schon im fritheren Stadium entdeckt. Uber 50% der Mundhéhlentumore infiltrieren
das Nachbargewebe, am hiufigsten dringen sie dabei in die Muskeln (39%), die Knochen
(26%0) oder die Gesichtshaut ein (Horch, 1998).

3.1.2 Theorien zur Krebsentstehung

Damit ein Gewebe wachsen kann, muss es die Zellteilung durchlaufen, das heisst aus einer

Mutterzelle entstehen zwei identische Tochterzellen, dieser Prozess heisst Mitose. Er ldsst
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sich von der Meiose, auch Keimzellentwicklung genannt, abgrenzen, bei der aus einer

Mutterzelle zwei nicht identische Tochterzellen entstehen.

Die Zelle durchliuft dabei verschiedene Abschnitte, dabei nimmt die G1-Phase die
Wachstumsphase ein. Dort findet durch die Wiederaufnahme der Proteinsynthese die
Neubildung der Enzyme und Zentriolen statt (Buselmaier 1994). Erst in der darauffolgen-
den S-Phase findet die DNA- Vermehrung statt, zum Abschluss liegt das ganze genetische
Material verdoppelt vor. Dabei beginnt die Synthese nicht, wie man vermuten wiirde, an
jedem Ende, sondern sie startet an verschiedenen Stellen des Chromosomes. Wihrend der
Synthese kann es durch verschiedene Umwelteinfliisse, wie ultraviolettes Licht, ionisierende
Strahlung oder bestimmte Chemikalien zur Stérung des Ablaufes der Synthese kommen
(Buselmaier, 1994). Nach der Replikation beseitigen Reparaturenzyme die Fehler in der
DNA.

Ein sehr wichtiges Kernphosphorprotein p53 ist das Produkt eines Tumorsupressorgens,
welches sich auf dem kurzen Arm des Chromosomes 17 befindet. Das p53 Protein ist ein
negativer Regulator des Zellzyklusses, welches die Zellen wihrend der G1-Phase arretiert.
Der Wildtyp p53 hat eine sehr kurze Halbwertszeit, er ist praktisch nicht nachweisbar, wo-
hingegen das mutierte p53 sich akkumuliert, da es stabiler ist und so ein immunbhisto-
chemischer Nachweis moglich ist. Diese Ansammlung des p53 Proteins scheint ein ge-

meinsamer Schritt in der Entwicklung von vielen Tumoren zu sein (Tralongo, 1999).

Nach dem Abschluss der S-Phase erfolgt die G2-Phase, danach die Mitose. Zellen, die ihre
Teilungsaktivitit einstellen und in einen Dauerzustand eintreten oder solche Zellen, die fur
lingere Zeit in einem Ruhezustand verharren, ohne ihre Regenerationsfihigkeit aufgegeben

zu haben, bleiben in der G0-Phase (Buselmaier, 1994).

Nach Abschluss der Intermitosephase schliesst sich die Mitose an. Sie besteht aus Pro-,

Meta-, Ana- und Telophase.

3.1.3 Entwicklung einer gesunden Zelle zu einer Tumorzelle

Es wurde postuliert, dass die Akkumulation von molekularen und genetischen Verinderun-
gen eine phinotypische Verinderung des Gewebes bewirkt, welches sich histologisch
nachweisen lasst mit einer Dysregulation und Abnahme der Differentierung der Zellen

wihrend der Zellproliferation (Gonzales-Moles, 2000). Die fundamentale Regel der
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Molekularbiologie besagt, dass der Genotyp den Phinotyp bedingt, oder anders gesagt,
alles biologische Verhalten resultiert letztendlich aus dem genetischen Code (Koch, 2000).
Weiterhin wurde die Hypothese aufgestellt, dass nur Zellen, die eine hohe proliferative
Aktivitit haben, eine primaligne Gewebeverinderung wihrend der Karzinogenese

durchmachen kénnen (Gonzales-Moles, 2000).

Die Tumorentwicklung vollzieht sich in Teilschritten, sie ist hier in sehr vereinfachter

Form wiedergegeben (angelehnt an Horch, 1998).

1. Initiationsphase

Durch krebserregende Substanzen, die auf die DNA einwirken, durch die Aktivierung zell-
eigener Krebsgene, durch die Schidigung der Kontrollgene des Normalwachstums oder
spontan dndern die wachstumsregulierenden Gene im Genom ihre physikochemischen

Eigenschaften.

Molekularbiologen haben bis jetzt 50 Schlisselgene gefunden, die in die menschliche Tu-
morgenese involviert sind (Koch, 2000). Der Forscher Paz fand 1997 in diesen Zusammen-
hang heraus, dass Patienten mit Tumoren im Waldeyerschen Rachenring einen aggressi-
veren Verlauf der Erkrankungen zeigten, wenn das Humanpapillomavirus im Gewebe
nachgewiesen werden konnte, offensichtlich haben auch virale Einfliisse einen Anteil an

der Krebsentstehung.

Anhand von Computermodellen konnte ermittelt werden, dass 7 bis 10 Mutationen, Dele-
tionen oder andere genetische Ereignisse, wie zum Beispiel die tumorspezifische Methyli-
nisierung der Genpromotorregion, die Entwicklung eines Plattenepithelkarzinomes in der
Kopf-und Halsregion auslésen (Koch, 2000). Diese Einschitzung wird unterstitzt durch
die Auflistung der Zahlen der tumorspezifischen Verluste und Erweiterungen der Chromo-
somen, dokumentiert anhand komparativer Genomhybridisierung und Studien der He-
terozygotierverluste (Koch, 2000). Diese genetischen Verinderungen haben die Funktion
einer ,, TUroffnung”, denn sie sind die Basis fiir weitere genetische Verinderung und un-
kontrolliertes Wachstum, wobei die generelle Anzahl der Onkogene geringer ist als
angenommen. Spitere Ereignisse sind eher assoziert mit der Metastasenentstehung und

ageressivem Verhalten des Tumors (Koch, 2000).

Das am hiufigsten verinderte Gen bei Plattenepithelkarzinomen der Kopf- und Halsregion

ist das p16, welches sich auf dem Chromosom 9p21 lokalisiert. Das p16-Produkt ist ein
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Cyclinkinaseinhibitor, welcher die Rate der Zellen reguliert, die den Zellzyklus durchlaufen.
Das ist nicht nur die allgemeinste Genverinderung, sondern auch die friheste im
Tumorprogressionsmodell, sie tritt bei 57% der Dysplasien, 80% der Karzinomata in situ
und 73% der invasiven Tumoren auf (Koch, 2000). Die Einstellung der ordnungsgemissen
Genfunktion basiert auf der Deletion beider Kopien des Genes oder der Methylierung der

Promoterregion, nur sehr wenig ereignet sich aufgrund von Mutationen.

2. Reparaturversuch

Normalerweise hat die Zelle die Méglichkeit der Selbstreparatur. In der G1- zu S- und der
G2- zu M- Phase und der Mitose hat die Zelle Kontrollpunkte, die aus komplexen Signal-
transduktionswegen bestehen. Sie haben die Aufgabe, die Ereignisse im Zellzyklus zu
Uberwachen und gegebenenfalls die Zelle in einen Reparaturkreislauf einzuschleusen, falls
genetische Fehlentwicklungen stattgefunden haben. Diese Kontrollpunkte sind lebensnot-
wendig fur die genetische Stabilitit der Zelle (Funk, 1999), denn Mutationen in diesen

Komponenten sind der Weg der Zelle in die genetische Instabilitit.
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3.2 Tumorfrontgrading

Im Jahr 1923 entwickelte Broders eine Methode, um Karzinome quantitativ anhand der
Zellen zu beurteilen. Das System basiert auf der Bewertung der Proportion von hoch diffe-
renzierten Zellen im Vergleich zum Gesamttumor (Bryne, 1989). Oft stimmt die histologi-
sche Bewertung des Tumors nicht mit dem spiteren Tumorverhalten tberein, was Bryne
(1989) darauf zuriickfithrt, dass die Zellpopulation des Tumors zu heterogen ist und ein

Unterschied zwischen seinem invasiven und metastatischen Verhalten besteht.

Bryne entwickelte 1998 ein neues, einfaches Bewertungssystem, um Plattenepithelkarzi-
nome einzustufen. Er betrachtet dabei nur die Entwicklung an der Tumorfront, welche sei-
ner Meinung nach die aussagekriftigste Stelle ist, um das Tumorverhalten vorauszusagen,
denn die Tumorfront zeigt einen geringeren Grad der Differenzierung als der Rest des
Tumors. Er gibt zu bedenken, dass viele Institutionen die Behandlung des Tumors nur von
der Kklinischen TNM-Klassifikation abhingig machen, obwohl diese Klassifikation

offensichtliche Limitationen hat.

3.3 DOSAK

Seit 1989 sammelt das Zentralregister des Deutsch-Osterreichisch-Schweizerische
Arbeitskreis fiir Tumoren im Kiefer- und Gesichtsbereich (DOSAK) Daten von Patienten,
die an Tumoren in Kopf- und Halsbereich erkrankt sind. Derzeit sind 16.000 Patienten aus
71 Kliniken erfasst. Aufgrund der umfangreichen Datensammlung mit fiir jeden Patienten
standardisierten Formularen sind die Patientendaten untereinander vergleichbar, wodurch
es moglich war, aus diesem Datenpool die Patienten herauszufiltern, die an einem
Plattenepithelkarzinom der Mundhohle erkrankt waren. Neben Basisinformationen tber
den Patienten wie Patientennummer, Name, Alter, Geschlecht, Geburtsdatum, Gewicht,
Alkohol- oder Nikotinabusus standen zahlreiche andere Fakten iber den Patienten zur
Verfiigung. Die Datensammlung des DOSAK ist in Unterabschnitte gegliedert: Prithera-
peutischer Befund, Pathoanatomischer Befund, Therapie, und Abschluss. Zu jedem einzel-
nen Unterpunkt sind jeweils zahlreiche Informationen aufgefiihrt. So sind unter dem
pritherapeutischen Befund alle Angaben zum Primirtumor zu finden, wie dessen Lage und

Tumorentitit oder eventuelle Vorerkrankungen des Patienten. Im pathoanatomischen
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Befund sind alle Angaben zum Tumor gesammelt, wie sein Durchmesser, der Lymphkno-
tenbefall, das TNM- Stadium, das pTNM- Stadium bis hin zum Grading. Unter dem Punkt
Therapie sind alle Massnahmen beziiglich der Operation aufgefiihrt, es sind alle Angaben
zum Operationszeitpunkt und zur Resektionsart zusammengestellt. Ob der Patient eine Be-
strahlung, in welcher Dosishohe, eine Chemotherapie oder Immuntherapie erhalten hat, ist
ebenso aufgefiihrt, wie die Angaben ob und wie Knochen oder Weichteile rekonstruiert
wurden. Unter dem Punkt Abschluss sind alle Angaben zum letzten Nachsorgebefund,
Auftreten eines Zweittumors oder Metastasen zu finden und ob der Tod tumor- oder
therapiebedingt eintrat. Diese Standardisierung und gute Dokumentation hilft bei der

Auswertung der Daten.

3.4  Therapie von Mundhéhlenkarzinomen

3.4.1 Tumorchirurgie

Die Anfinge der Tumorchirurgie gehen auf die Forschungen des beginnenden 19. Jahr-
hunderts zuriick. Besonders herausragend ist dabei die Arbeit der Virchow-Zellularpatho-
logie zu nennen. Auf Grundlage dieser Forschungen entstand die Krebsbehandlung

(Hausamen, 2000).

3.4.1.1 Kurzer historischer Abriss

Bereits 1812 wagte sich Dupuytren in Paris an die erste Resektion eines karzinomatos be-
fallenen Unterkiefers heran. Dabei ist zu beachten, dass zu dieser Zeit noch keine Lokal-
anasthesie und Antisepsis bekannt war. Der Heidelberger Chirurg Weber modifizierte 1866
die Zugangswege fir die Operationen. Sie sind auch teilweise noch heute giltig. Die Ope-
ration der Zunge gestaltete sich lange Zeit als Problem, vor allem die Unterbindung der
Arteria lingualis. Zuerst favorisierte man die Umschntirung (ecrasement) des Zungentu-
mors mit einer Kette, diese Methode wurde aber dann zugunsten der Operation durch die
seitliche Kieferspaltung, 1875 vorgestellt auf dem Deutschen Chirurgenkongress von Lan-

genbeck, aufgegeben (Hoffmann-Axthelm, 1995).

Bereits 1898 wiesen Gusenbauer und Kiittner darauf hin, dass die Zunge mit

submandibuliren und tiefen zervikalen Lymphknoten beider Seiten kommuniziert. Sie

15



schlugen deshalb vor, auch nicht tastbare Lymphknoten am Hals zu entfernen und so die
Rezidivrate zu senken (Kittner, 1898). Das noch heute giiltige Prinzip der “ausreichend
weiten Resektion des Primirtumors im Gesunden und radikale Ausriumung der regioniren
Lymphknoten im Block™ ist auf Crile (1906) zuriickzufithren. Er prigte auch den Begriff
“Block dissection”. Zur Zeit werden unterschiedliche Prinzipien der Lymphknotenaus-
rdumung angewandt, die suprahyoidale, die supraomohyoidale Ausrdumung, die modifiziert
radikale oder die radikale Neck dissection, wobei die Indikationsstellung vom Umfang des
Lymphknotenbefalls abhingig ist. In Bezug auf die radikale Ausrdumung der Lymphknoten
ist es offensichtlich mdglich, auch mit weniger Radikalitit bei der Entfernung der
drainierenden Lymphknoten den gleichen therapeutischen Effekt zu erreichen wie durch
eine radikale Ausriumung (Hausamen, 2000).

Einen Fortschritt fir die Tumorchirurgie lieferten die verschiedenen Techniken der
Weichgewebsdeckung, wie zum Beispiel der Rundstiellappen (Schuchardt, 1944), einen
weiteren Schritt bedeutete der Akromiopektorallappen und der arterialisierte Hautfett-
lappen (Hausamen, 2000). Eine bedeutende Erneuerung brachte die Einfithrung des Ope-
rationsmikroskopes, und die Entwicklung von mikrochirurgischen Techniken, wie die 1980
von Reuther und Steinau eingefiihrte Dunndarmtransplantationschirurgie (Reuther und
Steinau, 1980), sowie die Unterarm- und Oberarmlappentransplantation und die Trans-

plantation des Latissimus-dorsi- Lappens (Schwenzer und Ehrenfeld, 2002).

3.4.1.2 Jetziger Stand und Zukunft der Tumorchirurgie

Trotz vieler Bemiihungen im Bereich der Therapie sind die Prognose und damit die Ubet-
lebenszeit von Patienten mit Plattenepithelkarzinomen der Mundhohle in den letzten 30
Jahren nicht signifikant gestiegen. Bis jetzt ist das chirurgische Entfernen des Tumors in

sano und die En-Bloc-Resektion das Mittel der Wahl in der Tumorbehandlung,.

Fortschritte haben sich auf dem Gebiet der Diagnosemdglichkeiten ergeben, vor allem
durch die Benutzung der Computer- und Magnetresonanztomografie. Mit diesen Techni-
ken ist es moglich, auch versteckte Tumoren zu lokalisieren und die genaue Ausdehnung

testzustellen (Hausamen, 2000).

Fir einen benignen Tumor ist die vollstindige Entfernung aus der umgebenden Kapsel das
Mittel der Wahl, wohingegen bei malignen, infiltrativ wachsenden Tumoren die Einhaltung

einer dreidimensionalen Sicherheitszone von mindestens 1.0 cm das chirurgische Vorgehen
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zu bestimmen hat, dabei ist es unerheblich, welche Struktur sich in diesem Umbkreis befin-

det, sei es Knochen oder Weichgewebe (Schwenzer, 2001).

3.4.1.3 Zukunft

Der Trend in der Chirurgie geht dahin, die Organe und Funktionen weitestgehend zu er-
halten. Die grosste Radikalitit ist schon erreicht, Fortschritte wird es im Bereich der
Grundlagenforschung in Bezug auf Onkologie mit der Gewebetransplantation geben
(Hausamen, 2000). Fir die Knochentransplantation laufen zur Zeit klinische Studien zur
autogenen Knochenentnahme mit anschliessendem Knochenwachstum durch Osteoin-
duktion, wobei die Knocheninduktion die Regenerationsfihigkeit des Knochens aufgrund
der Pluripotenz der Mesenchymalzellen nutzt und sein Wachstum anhand von Leitstruktu-

ren steuert.

3.4.2 Bestrahlung und Chemotherapie

In einigen Fallen ist es nicht mehr moglich, die Patienten chirurgisch zu behandeln, ein
Grund daftr kann die Lage des Primértumors, seine Grosse oder die Anzahl der Metasta-

sen sein, einige Patienten lehnen auch jede Behandlung ab (Metelmann, 2000).

Ionisierende Strahlung tbt ihre Wirkung tiber die Ionisiation und Anregung von Atomen
bzw. Molekiilen durch Energietibertragung aus, die durch die Strahleneinwirkung hervorge-
rufenen lonisationen 16sen in der bestrahlten, lebenden Materie eine Vielzahl von strahlen-

chemischen Vorgingen aus, auch Radiolyse genannt (Erbar, 2000).

Fir die Zelle gilt: erhilt die Zelle in der Mitosephase eine Bestrahlung, erholt sie sich davon
kaum. Ebenfalls strahlensensibel sind Zellen, die sich in der G1- und der frithen S-Phase
befinden, im Laufe der S-Phase steigt die Strahlenresistenz an. In der G2-Phase reagieren
die Zellen wieder sehr strahlenempfindlich. Es finden je nach Strahlenwirkung zwei

Phinomene statt, zum einem die Mitoseverzogerung, zum anderen der Zelltod.

Ein Nachteil der primiren Bestrahlung ist es, dass kein Priparat zur Diagnosesesicherung
gewonnen werden kann, auch ist eine erneute Bestrahlung bei Nichtansprechen nicht mog-

lich, da sonst unkalkulierbare Nekrosen auftreten. Die Bestrahlung kann auch im Anschluss
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an eine chirurgische Behandlung angeschlossen werden, sie wird dann adjuvante

Bestrahlung genannt (Schwenzer und Ehrenfeld, 2002).

Ein weiterer Baustein ist die Chemotherapie. Darunter versteht man die Applikation von
Substanzen, die durch Eingriff in den Stoffwechsel maligner Zellen und deren Zelltei-
lunsgsvorginge entweder zytostatisch oder zytotoxisch-zytolytisch wirken. Obwohl diese
Substanzen bei allen Zellen wirken, zeigen Tumorzellen eine grossere Affinitdt aufgrund
ithres geanderten Stoffwechsels. Die Chemotherapie maligner Erkrankungen hat meist an-
tiproliferierenden Charakter und wirkt deswegen besonders gut bei schnellwachsenden
Tumoren (Erbar, 2000). Die Chemotherapie als alleinige Behandlungsmethode wird nur in

Palliativsituationen angewandt.

Die Uberlebenszeiten der Patienten verbesserten sich bei einer Kombinationsbehandlung
von Bestrahlung und Chemotherapie (Mohr, 1994; Metelmann 2000). Trotz Chemothera-
pie und Bestrahlung ist der dauerhafte Heilungserfolg doch vergleichsweise gering. Zwar
tritt zeitweilig eine Tumorriickbildung und damit eine Verlingerung der Uberlebenszeit
oder Linderung der Schmerzen auf, aber die Mittel haben auch erhebliche Nebenwirkun-
gen. Es treten zum Beispiel Schleimhautulzerationen, Schiadigung der Keimzellen oder

Lungenfibrose auf (Metelmann, 2000).

Schon 1964 stellt Scheunemann fest, dass die Zytoststatika viel wirksamer sind, wenn sie
direkt in den Tumor gelangen kénnten (Metelmann, 2000). Heute wird die Monotherapie
mit Zytostatika nur noch eingeschrinkt angewendet, vielversprechendere Resultate erzielen
Polychemotherapien.

Erbar (2000) spricht der Kombinationsbehandlung mit mehreren Zytostatika viele Vorteile
zu, unter anderem soll die Zelltoxizitit nicht so hoch sein und die Entwicklung von resis-

tenten Zellkonen soll verzégert oder sogar verhindert werden.

In Zukunft werden die Therapieckonzepte verbessert, in dem die Zytostatika chemisch mo-
difiziert und mit anderen Wirkstoffen und Therapieansitzen erginzt werden Hs werden
zwei Strategien verfolgt, zum einen sollen wirkungsversprechende Substanzen auf individu-
ellen Tumorexplantaten getestet werden und zum anderen Chemotherapien in Zusammen-

hang mit Immuntherapien entwickelt werden (Metelmann, 2000).
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3.5 Der Proliferationsmarker Ki-67 (MIB-1)

3.5.1 Biologie von MIB-1

Im Jahr 1983 gelang Gerdes und seinen Mitarbeitern die Herstellung des monoklonalen
Antikorpers Ki-67 unter der Zuhilfenahme der Fusion von Mausmyelomzellen mit Lym-
phozyten einer Maus und der Injektion von 1.428 Zellen, einer von der Hodgkin-Krankheit
abstammenden Zelllinie (Gerdes, 1983). Antikérper von gemeinsamer Spezifitit sind von
ithrer Natur aus heterogen, sie werden von verschiedenen antikorperproduzierenden Zellen
erzeugt (Stryer, 1996). Myelome sind eine Erkrankung antikorperproduzierender Zellen, bei
der sich ein einzelner transformierter Lymphozyt unkontrolliert teilt, so dass eine grosse
Anzahl gleichartiger Zellen entsteht. Sie stellen einen Klon dar mit identischen
Eigenschaften, da sie von derselben Zelle abstammen, solche Tumoren produzieren grosse

Mengen Antikorper einer einzigen Sorte (Stryer, 1996).

Antikérper bestehen aus 2 Arten von Polypeptidketten, einer leichten (L) Gber eine Disul-
fidbricke an einer schweren (H) gebundenen Kette, wobei jede L- Kette eine variable Re-
gion hat (Stryer, 1996). Im Falle der Myelomzellen hat der Antikérper zwei homologe

Bindungsstellen, diese erkennen die Antigene iiber ein Schliissel-Schloss-Prinzip.

Ki-67 erkennt ein Antigen, welches nur in proliferierenden Zellen exprimiert wird, in ru-
henden Zellen aber fehlt (Gerdes, 1983). Weiterfithrende Studien derselben Forscher-
gruppe ergaben, dass die Expression des Antigens nur in der S-, G2- und M-Phase des
Zellzyklusses stattfindet, in ruhenden Zellen aber vollstindig unterbleibt und mit einem
Antigen reagiert, welches mit den Chromosomen assoziiert ist (Gerdes, 1984). Schlussfol-
gernd aus diesen Beobachtungen wurde Ki-67 zur Analyse der Proliferationsrate von ma-

lighen Tumoren vorgeschlagen (Gerdes, 1983).

Ki-67 interagiert mit einem Antigen, welches in den Zellkernen vorhanden ist, dabei stellt
sich nukleolire Antigen pridominant im nukleoliren Kortex, in der Kernmatrix und in den
dichten fibrilliren Komponenten dar. Eine nukleoplasmire Reaktivitit konnte anhand von
kleinen diskreten Strukturen festgestellt werden, wohingegen sich die Kernfirbung sehr
heterogen darstellte (Verheijen, 1989a). Ki-67 erreichte seine hochste Firbeintensitit

wihrend der Mitose und lokalisierte sich um die Chromosomen (Verheijen, 1989b). Nor-
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thern-Blot-Analysen zeigten, dass das Ki-67-Gen von einer riesigen mRNA transkripiert
wird, diese cDNA benutzte Fonantsch, um das Ki-67-Gen auf dem Chromosom 1025

(ter) zu erkennen (Fonantsch, 1991).
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Abb. 2: Darstellung von DNA-Kernmitosen durch die Anfarbung mit
MIB-1 (ABC-AEC-Methode, Kerngegenfarbung mit Haematoxylin)
Pfeil: proliferierende Tumorzelle

Gerdes gelang es 1991, das Protein zu beschreiben, welches Ki-67 identifizieren kann. Ki-
67 bindet sich an ein Protein von 395 und 345 kD (Kilodalton), wobei nach dem Klonen
und Sequenzieren der vollen Linge der cDNA zwei unterschiedliche Isoformen der
mRNA dargestellt werden konnten. Diese differenziert gesplicte Isoformen besitzen eine
,»Open-Reading Frame” von 9.768 und 8.688 bp und codieren ein Protein von geschitzten

Molekulargewicht von 358.761 D und 319.508 D (Gerdes, 1991).

Obwohl das Ki-67-Antigen seit 1983 bekannt ist, stehen die Forscher noch am Anfang der
Aufklirung deren Funktion (Scholzen und Gerdes, 2000), offensichtlich hat das Ki-67-
Antigen eine Kontrollfunktion in der hoéheren Chromatinstrukturordnung (Scholzen,

2002).
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Abb. 3: Akkumulation des Proliferationsmarkers MIB-1 um das Chromatin
(ABC-AEC-Methode, Kerngegenfarbung mit Haematoxylin)
Pfeil: proliferierende Tumorzelle

Im Jahre 1999 entdeckte Takagi ein neues Protein namens Chmadrin. Es enthilt wie Ki-67
eine zentrale Wiederholungsdomine, die eine Verwandtschaft mit Ki-67 zeigt. Die
Ubereinstimmung ist nur an bestimmten Stellen sichtbar, sie erscheint in der N-terminalen
Region, der Chmadrin-Wiederholungssequenz und der LLR-Region. Zusitzlich zu diesen
Primidrstrukturen kommen bei den beiden Proteinen Ki-67 und Chmadrin eine analoge
subzellulire Lokalisation wihrend des Zellzyklusses vor. Das legt die Vermutung nahe,
dass die beiden Proteine eine dhnliche Funktion haben (Takagi, 1999). Von diesem Protein

erhoffen sich die Forscher eine genauere Einsicht in die Funktion des Ki-67-Proteins.

3.5.2 Genort

Duchrow stellte fest, dass die cDNA 11,4 und 12,5 kb besitzt, entstehend aus dem alterna-
tiven Splicen vom Exon 7. Ganz wichtig ist das Exon 13, welches das Zentrum des Genes

darstellt und 16 homologe Segmente, bestehend aus 366 bp, sogenannten Ki-67-Wieder-
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holungen, enthilt. Jedes dieser 366 bp besitzt ein hoch konserviertes ,,neues Motiv”’, wel-
ches von ausserordentlich wichtiger Funktion sein muss, sonst hitte es die Evolution nicht
so extrem geschiitzt (Duchrow, 1996). Der komplette Genort des Ki-67-Proteins besteht
aus einer 74 bp 5Region und einer 264 bp 3'Region. Das Gen ist in 15 Exons mit einer
Grosse von 67 bis zu 6845 bp und 14 Introns, mit 87 zu 3569 Basenpaaren organisiert, wo-

bei das Exon 13 die Eingangwiederholungsregion markiert.

Drei Introns enthalten homologe Kopien einer “Alurepeat’. Diese Introns flankieren das

alternativ splicende Exon 7 und sind frei von Donor- und Akzeptor-Splicing Signalen.

Die komplette 5'Region enthilt die ersten 2 Exons, welche ein Cp-reiches Gebiet darstel-
len. Es ist moglich, dass die Sequenzen oberhalb und unterhalb des Exons 7 und 8 der
Grund fiir das alternative Splicen des Exons 7 verantwortlich sind, weil 3 potentielle Bin-
dungseiten in der Nihe des Exons 7 lokalisiert sind, wohingegen in der Gegend des Exons
8 nur eine Stelle die Méglichkeit zum Intron-Exon-Ubergang hat. Das Exon bildet den
Transkriptionsbeginn. Das Auftreten von zwei potentiellen AP2-Bindungsstellen legt die
Annahme nahe, die Promotorregion kénnte von 2 verschiedenen Signaltransduktionssys-
temen beeinflusst werden, eine davon enthilt Phorbolester und Proteinkinase C und die

zweite wird von cAMP aktiviert, die noch die Proteinkinase A enthilt (Duchrow, 1996).

Das Ki-67-Protein hat einige ungewohnliche Eigenschaften. Als erstes die abnormale
Grosse des Exons 13, seine repetitive Struktur, das alternativ splicende Exon 7, verschie-
dene mogliche Polyadenylationsseiten, die zellzyklusabhingige Expression des Genpro-
duktes und seine absolute Notwendigkeit fur das Fortschreiten des Zellzyklus (Duchrow,

1996).

Im gleichen Jahr fand Heidebrecht mit Hilfe von Westernblot und Immunoprizipation
heraus, dass die Daten des Molekulargewichtes des Ki-67-Proteins auf 350 und 320 kDa
korrigiert werden miissen. Weiterhin konnte festgestellt werden, dass die Halbwertszeit des
Ki-67-Proteins 90 Minuten betragt. Das Protein wird am Serin und Threonin phosphory-
liert und diese Phosphorylierung steigt rapide wihrend des Zellzyklusses an, wobei das

Protein schwach N-glycosyliert ist (Heidebrecht, 1990).

Der Forschergruppe um Starborg gelang 1996 die Isolation eines Miusehomologes des
menschlichen Ki-67-Antigens. Die cDNA enthilt z.B. nur 13 der 16 menschlichen Tan-
demwiederholungen, ansonsten hat es die gleichen Merkmale wie die menschliche DNA.

Anhand dieses Modells gelang es Starborg viele Funktionen des menschlichen Ki-67-An-
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tigens aufzukliren. Das Miuseprotein TSG-126 beginnt wihrend der spiten G1-Phase des
Zellzyklusses zu akkumulieren und wird als erstes in schmalen Granula im Kern dargestellt
(Starborg, 1996). Wihrend der S-Phase und G2-Phase entstehen grossere Punkte, welche

sich mit den Nukleoli und den heterochromatischen Regionen tiberlagern (Starborg, 1996).

Mit dem Beginn der Mitose beginnt sich das TSG-126-Protein dramatisch zurtickzubilden
und mit der Oberfliche der kondensierten Chromosomen zu verschmelzen (Starborg,
1996). Ahnliche Beobachtungen am menschlichen Ki-67-Protein hatte auch Verheijen ge-
macht (Verheijen, 1989a).

Die Funktion des Proteins in der Interphase ist bis jetzt noch nicht klar, wobei aber 3
mogliche Funktionen diskutiert werden. Zum einem koénnten sie dem Schutz und der Sta-
bilisierung von Chromosomen dienen oder die Lokalisation dieser Proteine wiirde ein
Mechanismus der symmetrischen Verteilung der Kernproteine zwischen den Tochterzellen
sein (Starborg, 1996). Allerdings widerspricht Starborg der letztgenannten Auffassung, da
das Protein fast vollstindig wihrend der Gl-Interphase fehlt. Stattdessen legte die
intrazellulire Verteilung des TSG-126-Proteins wihrend des Zellzyklusses den Schluss
nahe, dass seine Funktion mit dem Chromatin in den beiden Interphasen und mitotischen

Zellen assoziert sel.

Viele Vorschlige zur Funktion des Ki-67-Proteins wurden gemacht, Verheijjen schlug vor,
dass das Protein mit der Kernmatrix verbunden sei (Verheijjen, 1989a), Isola (1990) sah
eine Verbindung mit Periribosomen, weiterhin wurde der Zusammenhang zu der DNA der

Zellkerne in der Interphase diskutiert (Lopez, 1994; Sasaki, 1987).

Starborg (1996) machte die Entdeckung, dass das TSG-126-Protein in der Interphase mit
den heterochromatischen Regionen verbunden ist. Damit koénnte man auch die Ent-
deckung der variablen Zahl von kleinen diskreten Strukturen erkliren, die sich nicht mit
dem Nukleoli iberlagern (Isola, 1990, Verheijjen, 1989a). Laut Starborg konnte sich das
menschliche Ki-67-Antigen auch in der heterochromatischen Region akkumulieren. Die
Forschergruppe postuliert, dass das TSG-126-und das Ki-67-Protein eine Funktion im
Interphasezellkern und der mitotischen Zelle austibt und eine chromatinassozierte Funk-

tion hat.

Gerdes gelang es 1983, einen monoklonalen Antikérper Ki-67 gegen ein Antigen zu ent-
wickeln, nun war es moglich, die Proliferation von Zellen direkt am schockgefrosteten

Gewebe zu bewerten. Plattenepithelkarzinome und Plattenepithel zeigen bei der Ki-67-
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Farbung neben der typischen Kernfirbung eine zum Teil deutliche Mitreaktion des Zyto-
plasmas, bei der uncharakteristischen Fiarbung handelt es sich vermutlich um eine Kreuzre-
aktion mit Zytokeratinen, welche die Auswertung zum Teil deutlich erschwerte (Lorz,

1994).

Parwaresch (1996) gab zu bedenken, dass der Antikérper Ki-67 alle Phasen des Zellzyklus
anfirbt. Die hoéchste Firbeintensitit des Ki-67-Antigen zeigt sich in der Metaphase
(Verheijjen, 1989b; Starborg, 1996), wihrend die Firbung bei der Ana-und Telophase
beginnt schwicher zu werden. Bridger zeigte in seiner Studie die Assoziation des Ki-67-
Proteins in der zeitigen G1-Phase mit den Regionen des Satelliten-DNA, wie Zentromer,
Alpha-, Telomerische Minisatelliten DNA und die Satelliten DNA III der
heterochromatischen DNA (Bridger, 1998).

Ob die G1-Phase des Zellzyklus wirklich so aussagekriftig ist, bleibt dahingestellt, denn die
Zellen haben viele Moglichkeiten sich wahrend der Teilung weiterzuentwickeln. Zum einen
konnten sie in eine Ruhephase eintreten, altern oder die Apoptose durchlaufen (Parwaresch
und Rudolph, 1996). Du Manoir (1991) stellte eine Hypothese auf, bei der sich Ki-67 auf
drei verschiedenen Wegen in der G1-Phase entwickeln konnte, dabei charakterisiert der
»absteigende Weg” die Abnahme der Firbung und das eventuelle Verlassen der aktiven
Phase der Zelle und Ubergang in die GO-Phase. Der ,,ansteigende Weg” bringt die Zelle
wieder zurtick in die S-Phase und beim ,konstanten Weg” zeigt sich eine konstante Fir-

beintensitat wahrend der G1-Phase.

Der Ausschluss der G1-Phase wiirde demnach eine prizisere Bestimmung der proliferati-
ven Aktivitit erlauben und die Bewertung der Apoptoserate konnte zusitzliche Informa-

tionen zum Tumorwachstum liefern (Kuropkat, 1999).

3.6 Entwicklung von Proliferationsmarkern

Um die proliferative Aktivitit eines Tumors zu bewerten und damit sein Verhalten in Zu-
kunft vorauszusagen und die Therapie darauf abzustimmen, wurde in vielen Studien radio-
aktiv markiertes Thymidin verwendet. Diese Methode barg aber viele Nebenwirkungen und
Risiken in sich, sie war teuer und liess sich schlecht in der Routinediagnostik anwenden.

Ausserdem bedurfte es komplizierter mathematischer Rechenoperationen, um die Zellzahl

24



der sich in Mitose befindlichen Zellen zu ermitteln. Es war notwendig dem Patienten das
radioaktiv markierte Thymidin vor der Biopsie zu injizieren. Die Vorstufe wurde anstelle
von Thymin in die replizierende DNA eingebaut und firbte nur Zellen an, die sich in der
S-Phase des Zellzyklusses befanden (Schaer, 1978). Die Firbung der Sektionen variierte
stark in den einzelnen Tumorabschnitten (Greenberg, 1988), ausserdem ist die Substanz

toxisch und es war nicht klar, inwieweit sie Zellen zum Entarten anregte (Jones, 1994).

Eine Weiterentwicklung ohne Verwendung radioaktiv markierter Substanzen brachte das
Bromedeoxyuridin (BRDU), welches in die DNA eingebaut wird. Allerdings bedurfte es
auch hier der Injektion von BRDU vor der Behandlung (Wilson, 1996).

Ki-67 selbst war nur an schockgefrostetem oder frischem Biopsiematerial anwendbar, was
seine Nutzbarkeit sehr eingeschrinkte. Im Jahr 1992 erlaubte die Entwicklung von MIB-1
den Nachweis von rekombinanten Teilen von Ki-67-Antigen auch an formalinfixierten und
paraffineingebetteten Geweben (Shi, 1991). Damit wurden viele Schritte Gberflissig und
teilweise sehr verkiirzt, die enzymatische Vorbehandlung fiel weg, die Inkubationszeit
konnte reduziert und die Antikorperverdiinnung gesteigert werden. Auch war es nun
moglich, Tumore auch retrospektiv zu bewerten (Shi, 1991), dazu musste das Gewebe einer
Mikrowellenbehandlung unterzogen werden (Cattoretti, 1992). Dabei zeigte MIB-1 exakt
das gleiche Verhalten wie Ki-67, es firbte die Gewebe sogar noch stirker an. MIB-1 stellte
sich als sehr zuverlissige und einfach zu handhabende Methode heraus, um Tumorgewebe

zu bewerten.

Im Jahre 1996 gelang es der Forschergruppe um Maria Starborg, ein Miausehomologes des
menschlichen Ki-67-Antigen zu isolieren (Starborg, 1996), welches die Mdéglichkeit er6ff-

nete, das Antigen anhand von Tiermodellen zu untersuchen.

Bis zum heutigen Tag versprechen die Entwicklung der quantitativen DNA-Analyse und
die Expression von E-Cadherinen noch genauere Angaben tber die Tumorprogression

(Welkoborsky, 2000).
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4. Material und Methodik

4.1 Immunhistochemische Farbung

Die Immunfirbung wurde unter Verwendung der Alkalische-Phosphatase Anti-Alkalische
Phosphatase Methode (APAAP) durchgefihrt. Die 248 Gewebeproben der
Tumorpatienten lagen routinemaissig fixiert und in Paraffin eingebettet vor. Nach dem
Schneiden mittels eines Leitz-Mikrotoms in 4 pm Schnitte erfolgte das Aufziehen der
gestreckten Schnitte auf Poly-L-Lysin beschichteteten Kapillarspaltobjekttriger (DAKO

ChemMate™), die iber Nacht bei 37° trocknen mussten. Die Waschung der
Paraffinschnitte mit Xylol diente der Entparaffinierung und die anschliessende Behandlung

mit der absteigenden Konzentration von Isopropanol der Rehydrierung der Schnitte auf

die eine Waschung in dem TBS-Puffer (pH 7.2) folgte.

Die Hitzedemaskierung der Priparate erfolgte mit Mikrowellenbehandlung fir 3x5
Minuten bei 600 Watt, wobei ein 10 mM Citratpuffer (pH 6.0) mit der Verdiinnung 1:10

bendtigte wurde.

Danach kihlten die Schnitte 20 Minuten auf Raumtemperatur herunter. Anschliessend
erfolgte die Inkubation im vollautomatischen Firbegerit (TechMate 500®, DAKO,
Hamburg). Zur Firbung der MIB-1 Schnitte (Ki-67, MIB-1 Dianova, Hamburg) wurde der
monoklonale Mausantikérper in der Verdinnung 1:500 verwendet. Nach der Waschung
mit Techmate Puffer (DAKO, Hamburg) erfolgte die Inkubation fur 25 Minuten bei
Raumtemperatur mit einem aus Meerrettichperoxidase (HRP) konjugierte unspezifische
Sekundirantikorper gegen Kaninchen-Anti-Maus (DAKO) als Briickenantikorper.

Anschliessend wurden die Priparate mit dem Techmate-Puffer gewaschen.

Die Detektion wurde mit dem APAAP- Kit (DAKO) entsprechend der Herstellerangaben
durchgefiihrt. Ein weiterer gebrauchsfertiger Sekundirantikérper (LINK) gegen Maus-
Anti-Kaninchen entwickelter Antikérper wurde eingesetzt, der 25 Minuten bei
Raumtemperatur inkubieren musste. Nach erneuter Spillung mit Techmate Puffer erfolgte
die Inkubation mit dem gebrauchsfertigen APAAP- Komplex, wobei es sich dabei um ein
Maus-IgG1-Antikorper  handelt, der spezifisch an die alkalische Phosphatase aus

Kilberdarmmukosa gebunden ist. Die letzten drei Schritte wurden zur Verstirkung noch
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einmal fir 10 Minuten wiederholt. Eine DAB-Entwicklerlosung sorgte fur die
Braunfirbung der Antikérperbindungsstellen Die zehnminiitige Inkubation mit 1%
Hydrogenperoxid in  Methanol diente der Unterdriickung der endogenen
Peroxidaseaktivitit, womit die unspezifische Anfirbung verhindert werden konnte. Die
Gegenfirbung der Zellkerne erfolgte fir eine Minute mit Mayers Haematoxilin (DAKO
ChemMate™). Danach mussten die Schnitte mit der aufsteigenden Alkohollésung

dehydriert und permanent eingedeckt werden.

Abb. 4: Lichtmikroskopische Darstellung der MIB-1-positiven Zellkerne
(braun, Pfeil) an der Tumorfront des Plattenepithelkarzinoms
(ABC-AEC-Methode, Kerngegenfarbung mit Haematoxylin)

4.2 Halbautomatische Bildanalyse

Die Priparateanalyse erfolgte mit dem computergestiitzten Bildverarbeitungssystem Quan-
timet 600 der Firma Leica Microsystems Imaging Solutions Ltd, es bestand aus einem Mik-

roskop Leitz DM RBE und einem PC mit entsprechender Bildverarbeitungssoftware.
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Zur Aufnahme des mikroskopischen Bildes wurde eine 3 CCD-Farbvideokamera der Firma
Sony verwendet, die ein elektronisches Signal erzeugte, dessen Stirke proportional zur
Helligkeit des Bildes variierte. Das Signal wurde zu Bildpunkten, den sogenannten Pixeln,
digitalisiert. Fur jedes dieser Pixel erfolgte die Ermittlung der Helligkeit des Bildes, welche
als Grauwert zwischen 0 und 255 codiert wurde. Diese digitale Form diente als Grundlage

fir die Analyse.

Die Auswertung konnte sowohl rein manuell erfolgen als auch durch teilweise oder
vollstindig automatisiert ablaufende ,,QUIPS“-Routinen (Quantime Interactive Program-
ming System). Die ,,QUIPS* erlaubten die Ablaufsteuerung von Quantimetaktionen mit

Hilfe von Kontrollstrukturen, die an der Programmiersprache BASIC orientiert sind.

Um ein optimal ausgeleuchtetes Objektfeld ohne Reflexe zu erhalten, erfolgte das Kohlern.
Nach der korrekten Einstellung der Helligkeit des Bildes, folgte eine sogenannte “Shading

Correction”, um die ungleiche Ausleuchtung der Priparate auszugleichen.

Zur densitometrischen Messung, also der Messung der optischen Dichte, wurde nach der
optimalen Einstellung des Bildes eine Kalibrierung am Graubild mit Filtern bekannter opti-
scher Dichte notwendig. Die Grauwertkalibrierung erfolgt durch Erstellen einer Eichkurve,
in der jedem Grauwert von 0-255 ein entsprechender kalibrierender Wert zugeordnet

wurde. Die optische Dichte konnte einen Wert zwischen 0 und 2 annehmen.

Wurde das Bild soweit optimal eingestellt, erfolgte am Livebild die Schwellenfestsetzung,
welche die interessierenden Teile des Bildes detektierte und mass. In unserer Studie war die

Schwelle fur Rot und Blau festzusetzen.

Durch die Detektion wurden die zu messenden Objekte des Bildes fiir eine anschliessende
bindre Weiterverarbeitung ausgewihlt und markiert. Dabei bestimmte der Benutzer einen
Schwellenwert. Alle Pixel, deren Grauwert ober- bzw. unterhalb dieses Schwellenwertes
lagen, werden selektiert und in ein Binirbild Gbertragen. Die Detektion legte die Abgren-
zung des zu messenden Objekts fest und war somit eine fundamentale Funktion des Bild-
analysesystems.

Mit der Funktion ,,Kalibrierung® wihlte man zu der Objektivvergrosserung, mit der man
arbeiten mochte. Bei der vorliegenden Arbeit wurde mit einer 40fachen Vergrésserung
gearbeitet. Die Messung wurde an fiinf Feldern an der Tumorgrenze durchgefiihrt, da dort

die optimale Bewertung des Wachstums des Tumors moglich war.
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Abb. 5: Detailaufnahme der Zédhlung von MIB-1-positiven/-negativen Zell-
kernen (ABC-AEC-Methode, Kerngegenfarbung mit Haemato-

xylin)

linker Ausschnitt: Zahlung der MIB-1-positiven Zellkerne
rechter Ausschnitt:  Zahlung der MIB-1-negativen Zellkerne

4.2.1 Auswertungskriterien und statistische Auswertung

Das Programm hatte folgende Aufgaben und Funktionen, die fiir jedes Priparat ausgefiihrt

wurden:

=>»Bestimmung der mittleren optischen Dichte der MIB-1-positiv gefirbten Zellkerne

=> Anzahl der MIB-1-positiven Zellkerne pro Messfliche (2.89 x 105 um?)

=> Anzahl der MIB-1-negativen Zellkerne pro Messfliche (2.89 x 105um?)

=>Berechnung des prozentualen Anteils der MIB-1-positiven Zellkerne an der Gesamt-

zellkernzahl
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Nach Abschluss der Messung errechnete das Programm folgende Werte fiir jedes Priparat:

Anzahl der angefirbten MIB-1-positiven Tumorzellkerne

Anzahl der MIB-1-negativen Tumorzellkerne

optische Dichte der MIB-1-positiven Zellkerne

optische Dichte der MIB-1-negativen Zellkerne

Flichenmessung der fiinf ausgewihlten Gesichtsfelder

Summe der Gesamtzellkernzahl

Anteil der MIB-1-positiven Zellkerne an der Gesamtzellkernzahl, Firbeindex

Anteil der MIB-1-negativen Zellkerne an der Gesamtzellkernzahl, Firbeindex

g 4 40 4 4 4 4 43

Anzahl der MIB-1-positiven Zellkerne, hochgerechnet auf das ganze Priparat

Die Auswertung Uber die optische Dichte der MIB-1-negativen Zellkerne und der Anteil
der MIB-1 negativen Zellkerne an der Gesamtzellkernzahl ist hier nur der Vollstindigkeit
aufgefiihrt, sie waren nicht Gegenstand der hier vorliegenden Arbeit und erfuhren
deswegen keine weitere Auswertung.

Diese Rohdaten wurden mit Hilfe des Tabellenkalkulationsprogrammes Exel 5.0 (Micro-
soft Corporation) aufgezeichnet und auf Diskette abgespeichert. Die Auswertung und die
Darstellung der Daten erfolgte dem Programm JMP Version 5.01 (SAS Institute Inc., NC
USA) sowie dem Statistikprogramm DeltaGraph 5.01 (SPSS Inc. and Red Rock Software
Inc.).

Fir jeden der oben aufgefithrten Werte sind die Mittelwerte, die Standardabweichung, der
Median, der maximale und minimale Wert errechnet und in Tabellen und Grafiken um-

gesetzt worden (siche Kapitel 0).

4.3 TNM-Stadien, UICC-Schema, Grading

Um einen Tumor einzuordnen, wird das UICC-Schema (Union Internationale Contre le
Cancer), auch TNM-Schema genannt, verwendet. Fur jede Tumorart und -lokalisation
ergibt sich ein andere Einteilung, womit das Erstellen einer individuellen Formel fiir jeden
Tumor méglich ist. Das TNM-System beschreibt die anatomische Ausdehnung der Tu-
morerkrankung, dabei steht T fir Tumor, N fiir lokoregionale Filiae und M fiir

Fernmetastasen (Schwenzer und Ehrenfeld 2002; Sobin 2001).
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T0 kein keine Fernme-

. NO | keine regionalen Lk MO
Primartumor

T1 | <=2cm N1

tastasen

solitarer ipsilateraler LKk, M1 | Fernmetastasen

<3cm
T2 | >2-4cm N2a | solitarer ipsilateraler Lk, >3 <6 cm
T3 | >4cm N2b | multiple, ipsilaterale Lk, < 6cm
T4 Nachbarorgane N2c | bilaterale, kontralaterale Lk, < 6 cm

infiltriert
N3 Lk, > 6cm

Tab. 1. TNM-Klassifikation fur Lippen-, Mundh&hlen- und
Oropharynxkarzinome

Klinische Stadieneinteilung nach UICC

Zur Vereinfachung wurden aufgrund der Empfehlung der UICC auf der Basis der TNM-
Klassifikation bei Mundhohlen und Oropharynxkarzinomen die Einteilung in vier klinische

Stadien vorgegeben, welche mit den romischen Ziffern von I-IV angegeben sind (Tab. 2).

Lippe,
Oropharynx,

Mundhohle

Stadium | | Stadium I

* Stadium 11l MO

Stadium IV

Stadium IV M1

Tab. 2. Stadieneinteilung der Lippen-, Mundhdhlen- und
Oropharynxkarzinome auf Gundlage der TNM-Klassifikation der
uUICC

31



Histologisches Grading

Das entnommene Gewebe wird histologisch untersucht. Dabei spielen unter anderem der
Zellreichtum, die Mitoserate oder das Vorliegen von Nekrosen eine Rolle. Der Grad der

Differenzierung ist von sehr grosser Relevanz. Dabei ergeben sich folgende Stadien:

GO: Papillom, kein Nachweis einer Anaplasie
G1: Tumor gut differenziert

G2: Tumor missig differenziert

G3: Tumor schlecht differenziert

G4: Tumor entdifferenziert (anaplastisch)

GX: Differenzierungsgrad nicht bestimmbar

Bei radikaler Tumorresektion beurteilt der Pathologe anhand des Resektates die Grosse des
Tumores, die Lymphknoten mit Bewertung einer Infiltration sowie eines
Kapseldurchbruchs, sowie die Resektionsgiite. Dabei koénnen sich durchaus andere
Einteilungen der Klassifikation als bei der cTNM-Klassifikation ergeben, obwohl anhand
aufwindiger bildgebender Verfahren, wie Sonographie oder CT die Genauigkeit in der
Tumordickenschitzung zugenommen hat (Howaldt, 2000). Die neue TNM-Einteilung fiir
den Tumor und Lymphknoten unterscheidet sich von der ¢TNM-Klassifikation dahinge-

hen, dass vor die Buchstaben der TNM-Nomenklatur ein p eingefiigt wird, also pT, pN, ...,.
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5. Auswertung des Patientengutes

5.1 Patientengut

Untersucht wurden die Operationspriparate von 268 Tumorpatienten, die in einem Zeit-
raum vom 18.03.1988 bis 22.08.1997 an der Klinik und Poliklinik fiir Mund-, Kiefer- und
Gesichtschirurgie des Universititsklinikums Tiibingen operiert wurden. Dabei konnten nur
Patienten einbezogen werden, deren in Paraffin eingebettetes Gewebe in ausreichender
Anzahl und Qualitit in den Archiven des Instituts fir Pathologie des Universititsklinitkums

Tibingen vorhanden waren. Aufgrund dessen reduzierte sich die Priaparateanzahl auf 248.

5.2 Patientenbezogene Angaben

Zur Auswertung wurden verschiedene Patientenparameter herangezogen, die standard-
missig im Register des DOSAK erhoben werden. Nachfolgend ist nur ein kleiner Aus-

schnitt der Daten aufgelistet und aus Datenschutzgriinden anonymisiert.

Personenbezogene Daten: Name, Geburtsdatum, Geschlecht, Gewicht, Grdsse,

Alkohol- und Nikotinabusus

Tumorbezogene Daten: Datum der Erstdiagnose, Lokalisation des Tumors,
Art des Tumors, Infiltration des Knochens und der
Nachbarorgane, Lymphknotenstatus, Fernmetastasen,

TNM-Status, Grading
Art der Behandlung: Operation, Chemotherapie, Bestrahlung

Operationsdaten: Datum der Operation, Tumorfreie Resektionsrinder,
Infiltration von Nachbarstrukturen, Umfang der

Lymphknotenausrdgumung

Nachsorge: Rezidiv, Recallintervall, Fernmetastasen, Uberlebens-
zeit
Abschluss: Ubetlebenszeit, Sterbedaten, Todesursache
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5.3 Tumornachsorge

Ein Tumornachuntersuchungsprogramm beeinhaltet die Suche nach Tumorrezidiven,
Zweittumoren, sowie Metastasen, so dass rechtzeitig sinnvoll therapeutisch interveniert

werden kann (Schwenzer und Ehrenfeld 2002).

Die Patienten der Klinik fiir Mund- Kiefer- und Gesichtschirurgie des Universitatsklini-
kums Tibingen sind in eine regelmissige Tumornachsorge eingebunden. Im ersten Jahr
erscheinen sie monatlich zur Nachkontrolle, wobei dieser Abstand im zweiten Jahr auf 8

Wochen erhéht wird und der Recallturnus im dritten Jahr 3 Monate betrigt.

5.4  Alters- und Geschlechtsverteilung

Das Patientenklientel setzte sich aus 189 Ménnern (76%) und 59 Frauen (24%) zusammen.
Bei den Minnern lag das durchschnittliche Alter bei 56.9 Jahren (Median = 57), wobei das
Alter des jungsten Patienten 34 und das des altesten 87 Jahre betrug. Das mittlere Alter der
weiblichen Patienten betrug 65.9 Jahre (Median= 606), die Spanne erstreckte sich von 38
Jahre bis 93 Jahre.

70

60 Manner: 189 (76%)

50 - Frauen: 59 (24%)

40

n

30

20 -

10

0 30-39 | 40-49 | 50-59 | 60-69 | 70-79 | 80-89 | 90-100
mnMann| 13 39 60 53 21 3 0
BmnFrau 1 5 15 14 14 8 2
Alter in Jahren

Abb. 6: Alters- und Geschlechtsverteilung
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55 Klinische Befunde

5.5.1 Priméartumorlokalisation

Fir diese retrospektive Studie kamen nur die Patienten in Frage, die an einem Plattenepi-
thelkarzinom der Mundhohle erkrankt waren. Bei 65 Patienten lokalisierte sich der Tumor
im vorderen Mundbodenbereich und bei 18 Patienten im seitlichen Mundboden. 49 Tu-
morpriparate wurden an der Zunge entnommen, an der Lippe stellte sich 28 und am
Gaumen 15mal ein Plattenepithelkarzinom dar. An der Unterkieferschleimhaut befand sich
bei 33 Erkrankten und an der Oberkieferschleimhaut bei 7 Patienten ein Tumor und an der
Wangenschleimhaut konnte bei 20 Patienten ein Plattenepithelkarzinom diagnostiziert

werden und 13 Resultate entfallen auf sonstige Lokalisationen.

vorderer Mundboden 65
Zunge (19.7%)
Unterkieferschleimhaut (13.3%)
Lippe (11.7%)
Wangenschleimhaut (8.0%)
seitlicher Mundboden (7.3%)
Gaumen (6.0%)
Oberkieferschleimhaut (2.7%)
Sonstige (5.2%)

(S 1‘0 2‘0 30 4‘0 5‘0 6‘0 70
n

Abb. 7: Hauptlokalisation der Tumormanifestation bei 248 Patienten
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5.5.2 Differenzierungsgrad der untersuchten Plattenepithel-

karzinome

Zur histopathologischen Beurteilung wurden die Priparate an das Institut fir Pathologie
des Universitiatsklinikums Tubingen tbersandt. In 176 Fillen (75.8%) trat eine massigen
Differenzierungsgrad ihres Tumors auf, wohingegen bei 18.1% (42 Patienten) eine gute
Differenzierung des Karzinoms vorlag. In 13 Fillen (5.6%) erfolgte die histopathologische
Einstufung des Plattenepithelkarzinoms als schlecht differenziert und lediglich ein Patient
wurde in das G4-Stadium eingeordnet, denn sein Tumor war anaplastisch. Von 16 Patien-
ten konnten keine Angaben evaluiert werden, sie fliessen somit nicht in die Auswertung

ein.

anaplastisch | 1 (0.5%)
(G4)

schlecht (G3) (5.6%)

(75.8%)

maRig (G2) 176

(18.1%)

gut (G1)

keine Angabe

0 40 80 120 160 200

Abb. 8: Patientenverteilung im Abh&ngigkeit vom Differenzierungsgrad
der Plattenepithelkarzinome
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5.6 Tumorgrdsse nach IUCC

5.6.1 Auswertung der verschiedenen Tumorparameter

5.6.1.1 praoperative Tumorgrésse cT

40% der Patienten wurden prioperativ in das cT4-Stadium eingeordnet, da ihr Tumor

Nachbarorgane infiltriert hatte. Bei 69 Patienten (27%) lag ein Tumor im ¢T1-Stadium und

bei 70 (28%) Patienten das ¢T2-Stadium vor. Karzinome im cT3-Stadium traten bei 10

Patienten (5%) auf.

T4 99  (40%)
(5%)
(28%)
(27%)
8‘0 160 120

Abb. 9: Patientenverteilung in Abhangigkeit von der Tumorgrésse cT
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5.6.1.2 Tumorgrosse pT

Nach der Untersuchung der Resektate durch den Pathologen resultierte eine andere Tu-
moreinteilung, denn 90 Karzinome (40%) wurden nun in das pT1-Stadium und 63 (27%)
in das pT2-Stadium eingeordnet. Die Tumorgrésse pT3 lag in 19 Fallen (7%) vor, lediglich
bei 59 Tumoren (26%) erfolgte die Einstufung in das pT4-Stadium. Bei 17 Patienten
konnte keine Einteilung in das pT-Stadium vorgenommen werden, da sie primir nicht

operiert, sondern bestrahlt wurden. Sie wurden nicht in der Auswertung bertcksichtigt.

pT 4 (26%)
pT 3 (7%)
pT 2 (27%)

pT1 (40%) 90

kein pT

0 20 40 60 80 100

Abb. 10: Patientenverteilung in Abhangigkeit von der Tumorgrésse pT
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5.6.1.3 Lymphknotenbeteiligung cN

Bei 126 Patienten (50.4%) konnte priaoperativ keine regionalen Lymphknotenmetastasen
nachgewiesen werden, wohingegen bei 51 Erkrankten (21%) das Lymphknotenstadium
cN1 auftrat. 2 Patienten (0.8%) wurden in das Lymphknotenstadium cN2 eingeteilt und 3
Falle (1.2%) in das Lymphknotenstadium cN2a. Metastasen in multiplen ipsilateralen
Lymphknoten mit bis zu 6 cm Grosse konnten bei 27 Patienten (11%) nachgewiesen
werden und bei 35 Tumorerkrankten (14%) erreichten die Metastasen in bilateralen und
kontralateralen Lymphknoten einen Durchmesser von bis zu 6 cm. Bei 4 Patienten (1.6%)

trat das Lymphknotenstadium c¢N3 auf.

140

N3 (1.6%)
N 2¢c (14%)
N 2b (11%)
N 2a (1.2%)

N2 (0.8%)

n

Abb. 11: praoperativer Lymphknotenbefall cN bei 248 Patienten
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5.6.1.4 Lymphknotenbeteiligung pN

Nach der Beurteilung durch den Pathologen wurde eine neue Einteilung des Lymphkno-

tenstatusses erstellt, dabei konnte bei 156 Patienten (68%) kein Lymphknotenbefall festge-

stellt werden. Bei 27 Erkrankten (12%) erfolgte die Einteilung in das pN1-Stadium und bei
einem Patienten (0.4%) in das pN2-Stadium. In 36 Fallen (15.6%) wurde das Stadium

pN2b, in 8 Fillen (4%) das Stadium pNZ2c dokumentiert. Von 20 Patienten konnten keine

Angaben ermittelt werden, da sie teilweise nicht operiert wurden und fliessen somit nicht in

die Auswertung mit ein.

pN 2c 8 (4%)
pN 2b 36 (15.6%)
pN2 [1 (0.4%)
pN 1 27 (12%)
pN 0 156  (68%)
k.A. 20
(5 50 100 1‘50 200
n

Abb. 12: postoperativer Lymphknotenbefall pN
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5.6.1.5 Auftreten von Fernmetastasen M

Die Beurteilung der Fernmetastasen ergab bei 219 Patienten (99%) kein Anzeichen fiir eine
Fernmetastase, lediglich bei 2 (1%) Fillen konnte eine Fernmetastase entdeckt werden.
Von 27 Patienten konnten keine Angaben evaluiert werden und fliessen somit nicht in die

Auswertung mit ein.

Keine Fermn- - hetastase Summe Keine Angabe
metastase
99 1 100 -

Tab. 3: Auftreten von Fernmetastasen

5.6.1.6 Klinisches Stadium

Die prioperative Einstufung der Patienten in die klinischen Stadien erfolgte nach den
Vorgaben der UICC (Union Internationale contre le Cancer). Bei mehr als der Hilfte der
Patienten (54%) lag das klinische Stadium IV vor und 55 Patienten (22%) wurden in das
klinische Stadium I eingeteilt. Das klinische Stadium II trat bei 32 Fillen (13%) und das
Stadium III bei 27 Erkrankten (11%) auf, von einem Patienten konnte keine Angaben

ermittelt werden, er fliesst nicht in die Auswertung mit ein.
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Abb. 13: Verteilung der Patienten in den klinischen Stadien nach UICC

5.6.2 Rezidiv

Bei 195 Patienten (78.6%) kam kein Rezidiv vor, wihrend bei 53 Patienten (21.4%) ein Re-
zidiv durchschnittlich nach 25.0 Monate nach Erstdiagnose auftrat (Stddev.+ 1.6 Monate).

Die mittlere Ubetlebenszeit nach Auftreten des Rezidivs betrug 36.8 Monate (Stddev.+ 2.8

Monate).
Rezidiv kein Rezidiv Summe
53 195 248
21.4 78.6 100

Tab. 4: Rezidivverteilung
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5.6.3 Therapiearten

5.6.3.1 Chirurgie, Bestrahlung

165 Patienten (67.5%) wurden operiert und bei 58 Erkrankten (23.4%) erfolgte zusitzlich
zur Operation eine Bestrahlung. In 17 Fillen (6.1%) bestand die Behandlung aus der allei-
nigen Bestrahlung, 8 Patienten (3.0%) unterzogen sich einer alternativen Behandlungsme-

thode zur Operation, zum Beispiel einer Chemotherapie oder einer Immuntherapie.

Sonstiges (3.0%)
Operation + (23.4%)
Bestrahlung

0,
Bestrahlung (6.1%)
Operation 165
0 40 80 120 160 200
n

Abb. 14: Therapiearten

5.6.3.2 Lymphknotenausrdumung

Lymphknotenausraumungen werden im lokalen Lymphknotenabstromgebiet des Tumors
durchgefiihrt. Da die Lymphabstromgebiete sehr stark miteinander vernetzt sind kénnen
bei der Absiedelung Tumorzellen Lymphknotenstationen tberspringen. Am Hals werden
verschiedene Lymphknotenstationen unterschieden, die mit den Leveln I-V bezeichnet

werden. Bei der Lymphknotenausriumung spielen verschiedene Ausraumungsgrenzen und
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der Level des Lymphknotenbefalls eine Rolle. Wichtig sind die Lymphknoten der jugolodi-
gastrische Region, die sich in Level II befinden, sie sollten zur Bewertung fiir den Patholo-
gen entnommen werden. Bei der supraomohyoidalen Neck dissection werden dabei routi-
nemissig die Lymphknotenlevel I, IT und III ausgeriumt, der M. omohyoideus dient dabei
als kaudale Begrenzung. Falls aber eine weitere Absiedelung der Metastasen stattgefunden
hat, wird eine modifiziert radikale Neck dissection durchgefiihrt, dabei werden wichtige
anatomische Strukturen wie die V. jugularis interna, der N. accessorius, sowie die Ansa
cervicalis geschont. Bei 93 Patienten wurde rechts und bei 96 Patienten links keine
Lymphknotenausraumung vorgenommen. Am haufigsten erfolgte die supraomohyoidale
Lymphknotenausraumung bei 109 (43.7%) links und 102 Patienten (40.8%) rechts. Bei
jeweils 10 Fillen (4%) wurde die modifiziert radikale Neck dissection rechts oder links
angewandt. 42 Tumorkrankte (16.8%) mussten sich einer rechtsseitigen und 29 (12%)

Patienten einer linksseitigen vollstindigen Neck dissection unterziehen.

29 (12 %)
vollst. ND
42 (16.8%

modifiziert radikale 10 (4 %)
Neck dissection 10 (4 %)
. 109 (43.7% m links
supraomohyoidal
102 (40.8% W rechts

(1.6%)
suprahyoidal
(0.4 %)

4
1
96 (38.7
k. Lk- Ausr.
93 (38%)

0 20 40 60 80 100 120 140

Abb. 15: Umfang der lokoregionalen Lymphknotenausraumung
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6. Ergebnisse

6.1 Verteilung der MIB-1-positiven Zellkerne sowie der

Gesamtzellkernzahl

In finf Gesichtsfeldern wurden die Zellkerne gezéihlt und dabei verschiedenen Kategorien
zugeordnet, wie der Gesamtzellkernzahl oder der Anzahl der MIB-1-positiven und - negati-
ven Zellkerne. Die hochste in einem der 248 Priparate gezihlte Anzahl von Zellkernen
betrug 12970, die niedrigste Anzahl nimmt einen Wert von 740 an. Der Median aller ge-
zihlter Zellkerne der 248 Priparate, also der Zentralwert einer Zahlenreihe, entspricht 2324
Zellkerne (Mittelwert: 626). Die Anzahl der MIB-1-positiven Zellkerne erstreckt sich von
minimal 6 Zellkernen, 381 Zellkernen im Median (Mittelwert 482) bis zu maximal 5638
Zellkernen. Die geringste Anzahl von MIB-1-negativen Zellkernen der 248 Priparate lag
bei 172, der Medianwert bei 1834 (Mittelwert: 2144) und die maximalste Anzahl von MIB-1
negativen Zellkernen der 248 Priparate entspricht 12650 Zellkernen. Bei der Zahlung der
MIB-1-positiven Zellkerne pro mm?2 wird die Anzahl der MIB-1-positiven Zellkerne
gezihlt und auf die Fliche der finf Gesichtsfelder hochgerechnet. Als kleinste Anzahl von
MIB-1-positiven Zellkerne pro Quadratmillimeter wurden 21 Zellkerne ausgewiesen, der
Medianwert liegt bei 1309 (Mittelwert: 1660) und der Maximalwert bei 19424

Tumorzellkernen.

Minimum| 25% Median 75% |Maximum|Mittelwert

nGesamtﬁle”kem- 740 1699 2324 | 3028 | 12970 626
Za

n Mib-1-positive 6 163.5 381 681.5 5638 482

Zellkerne

n Mib-1-negative k) 1150 1834 2677 | 12650 | 2144
Zellkerne

n Mib-1-positive 21 570 1309 2344 | 19242 | 1660
Zellkerne pro mm?2

Tab.5: Verteilung der MIB-1-positiven und -negativen Zellkerne sowie
der Gesamtzellkernzahl
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Abb. 16: Verteilung der Gesamtzellkernanzahl in finf Gesichtsfeldern
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Abb. 17: Verteilung der MIB-1-positiven Zellkerne in finf Gesichtsfeldern
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Abb. 18: Verteilung von MIB-1-positiven Zellkerne pro mmz2in den funf Ge-
sichtsfeldern

6.2 Beurteilung der optischen Dichte der MIB-1-positiven

Zellkerne

Die optische Dichte ist ein Mal3 fiir die Abschwichung einer Strahlung in einem Medium.
Der Medianwert der optischen Dichte der MIB—1 positiven Zellkernen liegt bei 260.1. Der
Maximalwert der optischen Dichte betrigt 5090.6, der Minimalwert 3.5 und der Mittelwert

349.2, wobei die Kurve zeigt eine nach links schiefe Verteilung zeigt.

opt. Dichte der
MIB-1-pos. Zellk.

Tab. 6: Verteilung der optischen Dichte der MIB-1-pos. Zellk.
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Abb. 19: Verteilung der optischen Dichte (OD)der MIB-1-positiven Zell-
kerne in den funf Gesichtsfeldern
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6.3 Zusammenhang zwischen MIB-1-Farbeindex und Grading

In Abb. 20 ist der Zusammenhang zwischen dem relativen Anteil der MIB-1 positiv ge-
firbten Zellkerne an der Gesamttumorzellkernzahl in Abhingigkeit vom Differenzierungs-
grad G anhand eines Boxplotdiagrammes veranschaulicht. Boxplotdiagramme stellen
schematisch die Haufigkeitsverteilung dar und sind dazu geeignet, mehrere Verteilungen
miteinander zu vergleichen (Harms, 1998). Der Median der MIB-1-positiven Zellkerne
steigt von 12.4% im Differenzierungsgrad G1 tber 18.9% im Gradingstadium G2 zu
19.3% im Stadium G3 an. Da nur ein Patient in das Gradingstadium 4 eingestuft wurde,

konnte dieser bei der Auswertung nicht berticksichtigt werden.

o 100 p—
90
80 + _—
_ 70 +
relativer
Anteil MIB-1- 60 1
positiver 50 1
Zellkerne an
der Gesamtzell- 40 1+ L
kernzahl T
30 +
= i
U T
0 —— | | —
1 2 3
n= 247 ) .
Differenzierungsgrad G

Abb. 20: Relativer Anteil der MIB-1-positiven Zellkerne an der Gesamtzell-
kernzahl in Abhangigkeit vom Differenzierungsgrad G

1 2 3
0.2 0.3 0.5
12.4 18.9 19.3
40.3 78.2 97.0

Tab. 7. Differenzierungsgrad G in Abhangigkeit vom relativen Anteil der
MIB-1-positiven Zellkerne an der Gesamtzellkernzahl
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6.4 Immunhistochemische Untersuchungen des Prolifera-
tionsmarkers MIB-1 in Abh&ngigkeit von der UICC-Klassi-

fikation

6.4.1 Auswertung der Tumorparameter nach UICC

6.4.1.1 Tumorgrosse cT

Das Boxplotdiagramm in Abb. 21 zeigt den relativen Anteil der MIB-1-positiven Zellkern-
zahl an der Gesamtzellkernzahl im Zusammenhang mit der Tumorgrosse cT' nach der
UICC-Klassifikation (Union Internationale Contre le Cancer) auf. Der Medianwert steigt
vom Stadium ¢T1 (13.7%) tber 15.3% im Stadium cT2 und 16.5% im Stadium ¢T3 auf
20.7% im Stadium cT4 an. Die Streubereiche tGberlappen sich erheblich, was auf keinen

statistischen Zusammenhang hindeutet.

op 100 —
90 +
80 —
relativer [Ch
Anteil MIB-1- 60 1
positiver 5o |
Zellkerne an
der Gesamtzell- 40
kernzahl 30 +
20
10 + Ij
0 | | | | |
n= 248 ! 2 3 4

TumorgrofRe cT

Abb. 21: Relativer Anteil der MIB-1-positiven Zellkerne an der Gesamtzell-
kernzahl in Abhangigkeit von der Tumorgrésse cT
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1 2 3 4

0.2 0.5 3,6 0.3
13.7 15.3 16.5 20.7
97.0 78.2 42.6 73.2

Tab. 8: Relativer Anteil der MIB-1-positiven Zellkerne an der Gesamtzell-
kernzahl in Abhangigkeit von der Tumorgrosse cT

6.4.1.2 Postoperative Tumorgrésse pT

Im Gegensatz zur Tumorgrosse cT erreicht der Medianwert bei der postoperativen Tumor-
grosse pT den Wert 14.4% im pT1-Stadium, 15.2% im pT2-Stadium, 24.8% im pT3-Sta-
dium und im pT4-Stadium 18.7%. Die Streubereiche Gberlappen sich erheblich, welches
auf keinen statistischen Zusammenhang hinweist. Von 21 Patienten konnten keine Anga-

ben evaluiert werden, sie fliessen somit nicht in die Auswertung ein.

% 100 ——
90 |
80 |-
70 + —_ —_—
relativer
Anteil d. MIB-1- 60 -
positiver g0 |
Zellkerne an
der Gesamt- 40 |
zellkernzahl
30 |
20
10 | U
0 | ; | } }
n=227 1 2 3 4
Tumorgrosse pT

Abb. 22: Relativer Anteil der MIB-1-positiven Zellkerne an der Gesamtzell-
kernzahl in Abhangigkeit von der Tumorgrésse pT
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1 2 3 4
0.2 0.6 2,3 0.5
14.4 15.2 24.8 18.7
97.0 71.7 60.5 73.3

Tab. 9: Relativer Anteil der MIB-1-positiven Zellkerne an der Gesamtzell-
kernzahl in Abhangigkeit von der Tumorgrosse pT

6.4.1.3 Lymphknotenbeteiligung cN

Die Abbildung 23 zeigt die relative Verteilung der MIB-1-positiven Zellkerne an der Ge-
samtzellkernzahl in Abhingigkeit vom Lymphknotenstatus cN. Der prozentuale Anteil von
MIB-1-positiven Zellkernen an der Gesamtzellkernzahl lag bei den Patienten, die keinen
regionalen Lymphknotenmetastasenbefall (cNO) aufwiesen, bei 13.7%, danach folgten die
Patienten des Stadiums cN3 mit einem Medianwert von 16.5%. Dem Stadium cN1 mit
18.9% folgt das Stadium cN2c¢ mit 20.1%, daran schliesst sich das Stadium c¢N2 mit 21.6%
und das Stadium cN2b mit 23.2% MIB-1-positiver Zellkerne an der Gesamtzellkernzahl
an. Der hochste Medianwert wurde im Stadium cN2a erreicht, hier betrug der Wert 25.9%.

Die Streubereiche tberlappen sich erheblich, was auf keinen statistischen Zusammenhang

hinwelist.

0 1 2 2a 2b 2c 3
0.3 3.1 0.5 14.4 1.7 0.3 1.6
13.7 18.9 21.6 25.9 23.2 20.1 16.5
78.2 68.1 42.6 50.5 73.2 97 19.5

Tab. 10: Relativer Anteil der MIB-1-positiven Zellkerne an der Gesamtzell-
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Abb. 23: Relativer Anteil der MIB-1-positiven Zellkerne an der Gesamtzell-
kernzahl in Abhangigkeit vom Lymphknotenstatus cN

6.4.1.4 Lymphkotenbeteiligung pN

Nach der Beurteilung durch den Pathologen stellt sich die Einteilung der Lymphkotenme-
tastasen nicht so differenziert dar. Es fehlen die Stadieneinteilungen pN2, pN2a und pN3.
Die Patienten, die keinen Lymphknotenbefall aufwiesen, haben mit 15.2% den geringsten
relativen Anteil an MIB-1-positiven Zellkernen an der Gesamtzellkernzahl, denn im Sta-
dium pNT1 erreicht der Median den Wert 18.5% und im Stadium pN2b 18.9% und im Sta-
dium pN2c liegt der Wert bei 17.2%. Von 20 Patienten konnten keine Angaben evaluiert
werden, sie fliessen nicht in die Auswertung ein. Die Streubereiche tiberlappen sich erheb-

lich, was auf keinen statistischen Zusammenhang hinweist.
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Abb. 24: Relativer Anteil der MIB-1-positiven Zellkerne an der Gesamtzell-
kernzahl in Abhangigkeit vom Lymphknotenstatus pN

0 1 2b 2c
0.3 0.5 1.6 0.6
15.2 18.5 18.9 17.2
78.2 59.2 97 54.8

Tab. 11: Relativer Anteil der MIB-1-positiven Zellkerne an der Gesamtzell-
kernzahl in Abhangigkeit vom Lymphknotenstatus pN

6.4.1.5 Klinisches Stadium

Der Median des relativen Anteils der MIB-1 positiven Zellkerne an der Gesamtzellkernzahl
steigt im klinischen Stadium I von 13.3% tber 15.6% im Stadium III an und erreicht 20.4%
im Stadium IV. Im klinischen Stadium II ergibt der Wert 11.2%. Die Streubereiche

tberlappen sich erheblich. Das ldsst auf einen fehlenden statistischen Zusammenhang
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schliessen. Von einer Person konnte keine Angabe zum klinischen Stadium ermittelt

werden.
% 100
90 +
80 ——
. 70 + B
relativer - —_
Anteil MIB-1 60 1
positiver 50 |
Zellkerne an
der Gesamtzell- 40
kernzahl 30 1 [_I
20 -
10 1 ﬂ H @
0 | —_—
[ I 11 \Y
n=247
klinisches Stadium

Abb. 25: Relativer Anteil der MIB-1-positiven Zellkerne an der Gesamtzell-
kernzahl in Abhangigkeit vom klinischen Stadium nach UICC

I I Il A%
0.3 0.5 3.6 0.3
13.3 11.2 15.6 20.4
64.9 78.2 64.2 73.2

Tab. 12: Relativer Anteil der MIB-1-positiven Zellkerne an der Gesamtzell-
kernzahl in Abhanigkeit vom klinischen Stadium nach UICC

55



6.5 Zusammenhang zwischen den klinischen Parametern

und der Uberlebenszeit

6.5.1 Gesamtiuberlebenszeit

Simtliche im nachfolgenden beschriebenen Uberlebenszeitkurven sind univariate Analysen.
Die Abbildung 26 zeigt die Uberlebenszeit der 248 Patienten dargestellt durch eine Kaplan-
Meier-Kurve. Der maximale Nachbeobachtungszeitraum umfasste 150 Monate, die mittlere
Ubetlebenszeit betrug 56.6 Monate (Stddev.+ 2.5 Monate), nach 60 Monaten lebten noch
50.84% der Patienten.
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Abb. 26: Gesamtiberlebenszeit der 248 untersuchten Patienten

12 24 36 48 60 72 84
76.3 | 665 | 58.2 | 549 | 50.8 | 49.2 | 45.6

Tab. 13: Gesamtiberlebenszeit
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6.5.2 Uberlebenszeit in Abhangigkeit vom Alter des Patienten

Der Median des Alters der 248 Patienten lag bei 57 Jahren, wobei die Patienten, die 57

Jahre oder ilter sind, eher starben als Patienten, deren Alter unterhalb dieser Grenze lag.

Die Funfjahrestiberlebensrate bei den jingeren Erkrankten ergab 59.9% und die mittlere

Uberlebenszeit 56.3 Monaten (Stddev.+ 2.8 Monate). Von den ilteren Patienten lebten

nach 5 Jahren dagegen nur noch 41.5%, wobei die mittlere Uberlebenszeit 49.2 Monate

betrug (Stddev.+ 3.7 Monate), der Unterschied war statistisch signifikant mit einem Log-

Rank-Wert von p=0.0027.
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Abb. 27: Uberlebenszeit in Abhangigkeit vom Alter der Patienten
12 24 36 48 60 72 84
834 | 719 67.2 61.9 59.9 57.8 55.2
70.9 | 58.2 49.9 47.2 41.5 39.8 354

Tab. 14: Uberlebenszeit in Abhangigkeit vom Alter der Patienten
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6.5.3 Uberlebenszeit in Abhangigkeit vom Lymphknotenbefall

Der Lymphknotenbefall spielte eine wichtige Rolle bei der Ubetlebenszeit der Patienten.
War bei den Patienten kein Lymphknotenbefall festzustellen, lebten nach 60 Monaten noch
55.1% der Patienten mit einer mittleren Uberlebenszeit von 60.9 Monaten (Stddev.+ 3.0
Monate). Sind dagegen Lymphknoten befallen, ergab sich eine Finfjahresiiberlebensrate
von 41.3% und die mittlere Uberlebenszeit lag hier bei 43.3 Monaten (Stddev.+ 4.2
Monate), der Zusammenhang war mit einem Log-Rank-Wert von p=0.008 statistisch

auffallig.
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Abb. 28: Uberlebenszeit in Abhangigkeit vom Lymphknotenbefall

12 24 36 48 60 72 84

81.1| 70.2 | 672 | 619 | 551 | 519 | 51.8

68.9 | 54.3 446 | 41.8 41.3 | 41.1 31.9

Tab. 15: Uberlebenszeit in Abhangigkeit vom Lymphknotenbefall

58



6.5.4 Abschluss der Nachsorge

Am Tag des Abschlusses dieser Studie waren von den 248 Patienten 117 verstorben, bei
vier Patienten erfolgte der Tod aufgrund der Therapie. Von den restlichen 113 Patienten
verschieden 71 tumorbedingt und 26 aufgrund anderer Ursachen. Von 16 Patienten

konnten keine Angaben ermittelt werden.

keine Angabe . 16

andere Ursache 26

Hverstorben
tumorbedingt 71 M nicht verstorben

therapiebedingt § 4

Gesamtanzahl

0 50 100 150 200 250 300

Abb. 29: Todesursache bis zum Abschluss der Nachsorge

6.5.5 Nachsorgezeitraum

Die Nachsorge der Patienten erstreckte sich maximal tber einen Zeitraum von 12 Jahren
und der Mittelwert des Nachuntersuchungsintervalls betrigt 2.8 Jahre (Stddev.+ 2.7 Mo-
nate). 75 Patienten kamen innerhalb des ersten Jahres nach der Operation zur
Nachuntersuchung und 20 Patienten erschienen nicht zum Recall, von ihnen konnten keine

Angaben evaluiert werden.
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Abb. 30: Klinischer Nachbeobachtungszeitraum

6.5.6 Uberlebenszeit nach Eintreten eines Rezidivs

Die Abbildung 31 zeigt die Uberlebenszeitkurve nach dem Auftreten eines Lokalrezidivs.
Ein Rezidiv trat bei 53 Patienten auf. Die mittlere Uberlebenszeit betrug 36.8 Monate
(Stddev.+ 2.8 Monate) mit einer Funfjahrestiberlebensrate der Patienten von 43.5% Die

maximale Nachbeobachtungszeitraum betrug 150 Monate.

12 24 36 48 60 72 84

Uberleben in % nach
Eintreten eines Rezidivs

69.2 | 56.3 | 45.3 | 43.7 | 435 | 434 | 434

Tab. 16: Uberlebenszeit nach Eintreten eines Rezidivs
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Abb. 31: Uberlebenszeit der Patienten nach Auftreten eines Lokalrezidivs



6.6 Zusammenhang zwischen den immunhistochemischen

Ergebnissen und der Uberlebenszeit

Der LI (Labeling Index= Farbeindex) berechnet sich aus dem relativen
Anteil der MIB-1-positiv gefarbten Zellkernen an der Gesamttumorzellkern-

zahl. Er gibt einen Wert in Prozent an.

Sortierte man eine Reihe von Messwerten der Grosse nach, so ist der Zentralwert der
Reithe der Median, welcher dem 50%- Percentil entsprach. Im Gegensatz zum
arithmetischen Mittelwert verinderte sich der Median durch einzelne Extremwerte kaum.
Als Referenzwert fur die Auswertung des MIB-1-Firbeindexes wurde der Median der
Werte angenommen, der in allen nachfolgenden Auswertungen als LIM angegeben
(Labeling Index Median) ist. Der Wert lag bei 17.4%, deswegen unterteilten sich die
Patienten in 2 Untergruppen.

Die mittlere Uberlebenszeit der Patienten, deren Prozentwerte unter 17.4 lagen, betrug 65
Monate (Stddev.+ 3 Monate) und die Funfjahresiiberlebensrate lag bei 59.8%. Bei der
Gruppe mit Werten iiber 17.4% ergab die mittlere Uberlebenszeit 45 Monate (Stddev.+ 3
Monate) und die Funfjahresiiberlebensrate 43%. Fuir die jeweiligen Gruppen wurde die
Uberlebenszeit univariat ermittelt und anhand von einer Kaplan-Meier-Kurve dargestellt.

Es ergab sich eine statistische Auffilligkeit bei einem Log-Rank-Wert von p=0.0012.

1.0
0.9=- MIB-1< LIM von 17.4 %
0.8 = MIB-1> LIM von 17.4 %

Log Rank: p=0.001

Uberleben in%

n=248
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R N WP oo N
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o

I I

\ \ \ \ — \ \ — \ \
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Zeit in Monaten

Abb. 32: Uberlebenszeit in Abhangigkeit vom MIB-1-Farbeindexmedian
von 17.4%

62




12 24 36 48 60 72 84

87.2 | 727 | 579 | 61.6 | 59.8 | 59.1 | 58.9

69.8 | 58.1 | 485 | 48.1 | 43.0 | 39.2 | 33.1

Tab. 17: Uberlebenzeit in Abhangigkeit vom MIB-1-Farbeindexmedian von
17.4%

6.7 Zusammenhang zwischen dem Uberleben und der opti-

schen Dichte der MIB-1-positiven Zellkerne

Die Unterteilung der Werte erfolgte in 2 Gruppen anhand des Medians der optischen
Dichte von 260.1. Die erste Gruppe, deren optische Dichte einen Wert unter 260.1 an-
nahm, hatten eine Finfjahresiiberlebensrate von 52.1% mit einer mittleren Uberlebenszeit
von 58.2 Monaten (Stddev.+ 3.6 Monate). Die mittlere Ubetlebenszeit der Patienten, deren
optischen Dichte der MIB-1-positiven Zellkerne iber 260.1 lag, betrug 50.3 Monate
(Stddev.+ 3.1 Monate) und die Finfjahrestberlebensrate 50.0%. Es zeigte sich bei einem

Log-Rank-Wert von p=0.46 kein statistischer Zusammenhang zwischen den Grossen.
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Abb. 33: Uberlebenszeit in Abhangigkeit von der optischen Dichte der
MIB-1-positiven Zellkerne
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12 24 36 48 60 72 84
80.2 | 645 | 59.2 | 532 | 521 | 51.3 | 511
79.8 | 66.2 59.2 58.4 | 50.0 | 444 | 38.2

Tab. 18: Uberlebenszeit in Abhangigkeit von der optischen Dichte der
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7. Diskussion

7.1  Beurteilung der Methodik und maoglicher Fehlerquellen

Die automatische maschinelle Firbung mit dem TechMate® ermdglichte eine Fehlermini-
mierung im Ablauf der Firbung und die Reproduzierbarkeit der Schritte. Die 248 Pripara-
teschnitte der Patienten zeigten dadurch eine gleichmissige Farbung und sind somit mit-

einander vergleichbar.

Ein Vorteil der computergestiitzten Analyse mit dem Bildverarbeitungssystem Quantimet
600 ist die Betrachterunabhingigkeit und selbstindige Zihlung der Zellkerne. Dieses
Bildanalysesystem erkennt die Grauwerte, die vorher als Schwellenwerte detektiert worden
sind. Bei einer zu niedrigen Schwelle oder einem zu stark bzw. schwach angefirbten Pri-
parat, ist das Analyseprogramm nicht in der Lage, den vollstindigen Kern zu erfassen, was
ein manuelles Nacharbeiten der Zellkerne erfordert. Dazu gehort die flichenmissige
Trennung und die Vervollstindigung der Kerne. Nur so kann das Programm zur Analyse

die richtige und genaue Zellkernanzahl messen.

7.2 Beurteilung des Patientengutes und Vergleich mit dem
DOSAK Gesamtkollektiv

Die Klinik fiir Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie des Universititsklinikums Ttbingen
ist Mitglied des DOSAK (Deutsch-Osterreichisch-Schweizerischer Arbeitskreis fiir Tumo-
ren im Kopf- und Halsbereich). Die Datensammlung des DOSAK ist sehr umfassend, die
Daten tber den Patienten werden in standardisierten Formularen abgefragt und aufge-
zeichnet, was mit der Tumorerkrankung des Patienten zusammenhingt. Es gehoren die
Stammdaten, wie das Alter, das Geschlecht, das Gewicht oder eventuelle Vorerkrankungen
ebenso dazu, wie ein eventuell bestehender Alkohol- und Nikotinabusus des Patienten.

Diese Befunddaten wurden in Zusammenhang mit der MIB-1-Firbung gestellt und ausge-

wertet.
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Simtliche Daten sind mit den Ergebnissen verglichen worden, die Howaldt im Jahr 2000 in

einer Auswertung von 9002 Patienten des DOSAK vorgenommen hat.

Das Patientenkollektiv setzte sich aus 189 Minnern (76%) und 59 Frauen (24%) zusammen
mit einem durchschnittlichen Alter von 56.9 Jahren bei den minnlichen und 65.9 Jahren
bei den weiblichen Patienten. Im DOSAK—Gesamtkollektiv waren 77.2% der Patienten
minnlich mit einem Altersgipfel zwischen 50 und 60 Jahren. Bei den Frauen lag er

zwischen 50 und 75 Jahren.

Der Hauptanteil der im DOSAK- Register erfassten Tumoren umfasste die Lokalisation
Mundhéhle mit 88% und Lippe mit 8%. In dem hier ausgewerteten Patientenklientel lag
die Lokalisation an der Lippe an 4. Stelle mit 11.7%, wobei die grosste Anzahl an Tumoren
mit 26.1% am vorderen Mundboden und mit 19.7% an der Zunge ausgemacht werden

konnten.

Im DOSAK-Gesamtkollektiv wurden etwa zwei Drittel der Tumore im Grading als missig
differenziert eingestuft, was sich mit dieser vorliegenden Untersuchung deckt, wo bei

75.5% der Tumore die Einstufung in missig differenziert erfolgte.

Bei 40% der Patienten hatte der Tumor das Stadium ¢T4 erreicht, wohingegen in Howaldts
Auswertung der 9002 Patientendaten 60% aller Tumore in das cT-Stadium 4 eingeteilt
wurden. Auch wies Howaldt auf die Tatsache hin, dass der Lymphknotenbefall N3 in den
Daten sehr wenig dokumentiert ist, was er auf die derzeit gultige Klassifikationsvorschrift
zurickfiuhrte. Bel meinen ausgewerteten Daten der 248 Patienten sind die Lymph-

knotenbefallstadien N2, N2a und N3 mit jeweils nur 2, 3 und 4 Patienten gering eingestuft.

In 99 Fillen erfolgte anhand der ersten Diagnose die Einteilung der Tumorgrosse in das
cT4-Stadium, nach der Beurteilung durch den Pathologen wurden nun 58 Patienten dem
pT4-Stadium zugeordnet. Ahnliches ergibt sich aus der Beurteilung der Lymphknoten-
beteiligung N. 156 Patienten wiesen nach der Beurteilung durch den Pathologen keinen
Lymphknotenbefall auf, vor der Behandlung ergab die erste Diagnose bei 126 Patienten die
Einstufung in das NO-Stadium. Daraus ist ersichtlich, dass die Beurteilung durch den
Pathologen sehr wichtig ist, denn die Untersuchung der Patienten vor der Behandlung und
cdie FEinstufung in die jeweiligen Stadien gibt nur eine Richtlinie, die erst durch den Patho-

logen anhand des Ausrdumungspriparates prazisiert wird.

66



In unserer Studie unterzogen sich 67.5% der Patienten einer Operation, wobei dieser Wert
iber den FErgebnissen von Howaldt liegt, der bei der Analyse des DOSAK-

Gesamtkollektives festgestellt hatte, dass 52% der 9002 Patienten radikal operiert wurden.

Bei 1% der Patienten trat eine Fernmetastase auf, bei Howaldt waren es 1.5% des Kranken-

gutes. Daraus ist abzuleiten, dass das Plattenepithelkarzinom selten fern metastasiert.

Im DOSAK-Gesamtkollektiv  wurden 19% der Patienten mehr als 5 Jahre

weiterbeobachtet, bei den hier untersuchten Patientendaten waren es 16.7%.

7.3  Beurteilung der Uberlebenszeiten

7.3.1 Uberlebenszeit

Die Funfjahresiiberlebensrate der 248 Patienten betrug 50.84% in der Kaplan-Meier-
Analyse, wohingegen in dem von Howaldt ausgewerteten Patientengut die
Finfjahrestiberlebensrate bei 52.4% lag. In der Literatur schwankten die Angaben zur
Fianfjahrestiberlebensrate zwischen 53% (Oosterhuis, 2000), 53.1% (Sommer und
Olofsson, 1997), 54% (Roland, 1994), 58% (Grabenbauer, 2000), 63% (Koelbl, 2001) bis
zu 80% (Okabe, 2001).

7.3.2 Uberlebenszeit in Zusammenhang mit dem Alter

Beim Auftreten des Plattenepithelkarzinoms spielte das Alter eine Rolle. Die Unterteilung
des Patientenklientels erfolgte anhand des Medians von 57 Jahren in zwei Gruppen, die
jeweils junger und élter waren , dabei zeigte sich ein statistischer Zusammenhang bei einem
Log-Rank-Wert von p=0.0027. Von den alteren Patienten lebten nach 5 Jahren 41.5%,
wobei die mittlere Uberlebenszeit 49.2 Monate betrug (Stddev.+ 3.7 Monate). Die Funfjah-
restiberlebensrate der jiingeren Patienten ergab 59.9% und die mittlere Uberlebenszeit lag
bei 56.3 Monaten (Stddev.+ 2.8 Monate).

Diese Ergebnisse stiitzen die Untersuchungen von Oosterhuis (2000) und Layfield (1997).
Oosterhuis untersuchte 301 Patienten mit Blasenkarzinomen und fand ein bessere Funfjah-
resiiberlebensrate von 64% bei Patienten, die jingerer als 68 Jahre waren, iltere Patienten
als 68 hatten dagegen eine Finfjahrestberlebensrate von 35% mit einem Log-Rank-Wert

von p=0.0001. Layfield analysierte die Daten von 50 Patientinnen mit Ovarienkarzinomen
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und fand eine eine schlechtere Funfjahresiberlebensrate bei den tber 60 Jihrigen mit

einem Log-Rank-Wert von p=0.06.

Das stand im Gegensatz zu den Ergebnissen von Homma (1999), der bei seinen Untersu-
chungen an 111 bestrahlten Plattenepithelkarzinomen der Mundhohle keinen Zusammen-
hang zwischen Alter und der Gesamtiiberlebenszeit der Patienten entdecken konnte mit ei-
nem Log-Rank-Wert von p=0.514. Couture gelangte im Jahr 2002 bei der
Datenauswertung von 304 Plattenepithelkarzinomen der Mundhohle zur gleichen
Schlussfolgerung, bei thm gab es keinen Zusammenhang zwischen dem Alter der Patienten

und der Gesamtibetlebenszeit.

7.3.3 Gesamtuberlebenszeit der Patienten in Zusammenhang mit

dem Lymphknotenbefall

Die Untersuchungen ergaben bei den Patienten mit Lymphknotenbefall eine
Fiinfjahresiiberlebensrate von 41.3% mit einer mittleren Ubetlebenszeit von 43.3 Monaten
(Stddev.+ 4.2 Monate) und einem Log-Rank-Wert von p=0.008. War bei den Patienten
kein Lymphknotenbefall nachweisbar, lebten nach 60 Monaten 55.1% der Patienten und
die mittlere Uberlebenszeit dieser Patientengruppe rangierte bei 60.9 Monaten (Stddev.+

3.0 Monate).

Zur gleichen Schlussfolgerung kam Homma (1999) in seinen Forschungen, es ergab sich
ein statistischer Zusammenhang zwischen dem positiven Lymphknotenbefall und der ver-
schlechterten Uberlebenszeit der Patienten (Log-Rank-Wert, p=0.001). Die Forscher-
gruppe um Spafford (1996) entdeckte keinen Zusammenhang zwischen dem
Lymphknotenbefall und der Uberlebenszeit der Patienten nach Auswertungen der

Untersuchungsergebnissen von 70 Plattenepithelkarzinomen des Larynx.

7.3.4 Uberlebenszeit in Zusammenhang mit einem Rezidiv

Die mittlere Ubertlebenszeit nach Auftreten eines Lokalrezidivs betrug 36.8 Monate
(Stddev.+ 2.8 Monate), wobei ein Lokalrezidiv nach rund 25 Monaten auftrat (Stddev.+ 1.6
Monate). Die Funfjahresiiberlebensrate ergab 43.5%, was sich mit den Ergebnissen von

Howaldt deckte, der bei seinen Daten eine Rezidiviiberlebensrate von 43.9% angab.
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Oosterhuis berichtete in seinen Forschungsergebnissen vom Jahre 2000 von 301

Blasenkarzinompatienten mit Rezidiven mit einer 51% Funfjahresiiberlebensrate.

Das steht im Gegensatz zu Hantschmann, der nach Untersuchungen von 74 Platten-
epithelkarzinomen der Vulva keinen Zusammenhang zwischen dem Ki-67-Firbeindex und

der Uberlebenszeit mit Rezidiv oder dem Gesamtiibetleben fand (Hantschmann, 2000).

7.4  Beurteilung der immunhistochemischen Befunde

7.4.1 Zusammenhang zwischen MIB-1-Farbeindex und Uberleben

Der LI (Labeling Index= Firbeindex) berechnet sich aus dem relativen Anteil der MIB-1-
positiv gefarbten Zellkernen an der Gesamttumorzellkernzahl und gibt einen Prozentwert
an. Nach der Bestimmung des MIB-1-Firbeindexmedians, der LIM (Labeling Index
Median), welcher einen Wert von 17.4% annahm, unterteilte sich das Patientenklientel in
zwei Gruppen. Dabei setzte sich der eine Block aus allen Patienten zusammen, deren LI
unter oder auf dem Median von 17.4% lagen und die andere Gruppe bestand aus den Pa-

tienten, deren Ergebnisse sich iiber dem LIM von 17.4% befanden.

Die Patienten, bei denen die Werte unterhalb des LIM rangierten, hatten eine héhere Ge-
samtiiberlebenszeit, wobei die mittlere Uberlebenszeit 65 Monate (Stddev.+ 3 Monate)
betrug mit einer Finfjahresiiberlebensrate von 59.8%. Bei der Patientengruppe, deren
Werte Gber dem LIM von 17.4% lagen, ergab sich eine mittlere Uberlebenszeit von 45
Monate (Stddev.+ 3 Monate) und eine Finfjahrestibetlebensrate von 43%. Dabei war der

Log-Rank-Wert von p=0.0012 statistisch auffallig.

So haben Patienten mit einer hoheren MIB-1 Zellkernzahl, also mit einem weit fortge-
schrittenen, sich aggressiver teilenden Tumor, eine geringere Gesamtiberlebenszeit. Auf
diesen Erkenntnissen basierend ist es vielleicht in der Zukunft moglich, fiir jeden Patienten

ein individuelles Risikoprofil zu erstellen.

Homma untersuchte im Jahr 1999 111 Plattenepithelkarzinome der Kopf-und Halsregion
und kam zu dem Ergebniss, dass das Gesamtiiberleben vom MIB-1-Firbeindex abhingig
sei. Patienten mit einer geringeren Firbeindexrate von 40% lebten linger als die Patienten,
welche einen hoheren Firbeindex aufwiesen bei einem statistisch auffilligen Log-Rank-
Wert von p=0.008. Diese Auffassung bestitigte auch Grabenbauer (2000) nach

Untersuchungen an 102 Oropharynxkarzinomen mit einem Ki-67-Firbeindexmedian von
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20%. Patienten mit einem LI kleiner als 20% hatten eine Funfjahrestiberlebensrate von
84% und Patienten mit MIB-1-Firbeindexwert von tiber 20% die Funfjahrestiberlebensrate
von 49% bei einem Log-Rank-Wert von p=0.006. Grabenbauer behauptete, dass eine
verbesserte Uberlebensrate fiir Patienten bestehe, deren Karzinome ein geringeres Prolife-
rationspotential besitzt. Okabe untersuchte im Jahr 2001 Speicheldriisentumoren der
Mundhéhle, dabei betrug die Funfjahrestiberlebensrate bei Patienten mit einem hohen Ki-
67-LI 53%, wohingegen Patienten mit einem niedrigen Index eine Finfjahresiiberlebens-

rate von 95% aufwiesen bei einem Log-Rank-Wert von p=0.024.

In der Literatur waren auch entgegengesetzte Ansichten zu finden. Jones untersuchte im
Jahr 1994 75 Plattenepithelkarzinome der Mundhohle und firbte sie mit dem

Proliferationsmarker Ki-67 an, dabei fand er keinen Unterschied in der

Gesamtiiberlebenszeit der Patientengruppen, die aufgrund des Firbeindexmedians von 298
unterteilt wurden. Couture (2002) kam zu der gleichen Auffassung nach der Auswertung
der 304 Patientendaten von bestrahlungsresistenten Kopf und Halstumoren. Dabet sah er
keinen Zusammenhang zwischen dem MIB-1-Index und der Funfjahrestiberlebensrate,
denn der Ki-67-Farbeindex unter dem Median von 20% hatte keinen Einfluss auf die 48%
Finfjahrestiberlebensrate der Patienten bei einem Log-Rank-Wert von p=0.6. Ebenso
schlussfolgerte Nylander im Jahr 1997, wobei bei ihm die Unterteilung der Patienten-
gruppen hinsichtlich des LI in 3 Gruppen erfolgte (LI: 11-24%; 25-38%; 39-60%) mit
einem Median von 32%. Innerhalb dieser 3 Reihen zeigte sich kein statistischer Zu-
sammenhang zum Uberleben der Patienten. Die Zihlung der Zellkerne erfolgte an 5-10
zufillig ausgewihlten Arealen, die tiber den ganzen Tumor verteilt waren, worin auch der

Schwachpunkt der Untersuchung liegt, denn die Tumorfront ist die am aussagekraftigsten

Stelle hinsichtlich des Tumorwachstums.

In den Literaturquellen sind Untersuchungen von anderen Tumorgeweben zu finden, wo-
bei auch hier die Auffassung iiber den Zusammenhang zwischen der Uberlebenszeit und

MIB-1-Fairbeindex schwankt.

Ho (2000) stellte in seiner Arbeit fest, dass das Gesamtiberleben bei an Platten-
epithelkarzinomen der Cervix erkrankten Patientinnen, signifikant unterschiedlich in den
Gruppen war, die aufgrund des MIB-1 Indexmedian von 55% unterteilt wurden. Die
Patientengruppe mit einem Firbeindex unter dem Median hatte eine Funfjahresiiberlebens-
rate von 90%, wahrenddessen bei der Patientenklientel mit dem Firbeindex uber 55% eine

Finfjahrestiberlebensrate von 73.1% vorlag. Die Forschergruppe um Suzuki (2000)

70



untersuchte 67 Cervixkarzinome, wobei die Patienten mit einem MIB-1-Firbeindex uber
dem Median von 26.4% eine Uberlebensrate von 75.8% hatten. Die Uberlebensrate von
den Patientinnen mit einem Firbeindex unter dem Median betrug 59.6% bei einem Log-
Rank-Wert von p<0.05. Davidson (2000) kam zu der Auffassung nach der Untersuchung
von 49 Cervixkarzinomen, dass der Ki-67-Firbeindex keine grosse Voraussagekraft in
Bezug auf die Uberlebensrate der Patienten hatte, denn die Signifikanz der Ergebnisse war
mit einem Log-Rank-Wert von p=0.07 grenzwertig. Graflund argumentierte im Jahre 2002
nach der Auswertung der Daten von 134 Plattenepithelkarzinomen der Cervix, dass der
MIB-1-Firbeindex keine Faktor sei, der das Ubetleben der Patienten voraussagen konne.
Gelb (1997) untersuchte 52 Nierenzellkarzinome und entdeckte keinen Zusammenhang
zwischen dem 1% bis 21% rangierenden MIB-1-Firbeindex und der Ubetlebenszeit der

Patienten.

7.4.2 Zusammenhang zwischen dem Uberleben und der optischen

Dichte der MIB-1-positiven Zellkerne

Wurde die optische Dichte der Priparate mit dem Uberleben in Zusammenhang gestellt,
ergab sich keine Korrelation zwischen diesen Gréssen bei einem Log-Rank-Wert von
p=0.46. Anhand von densitometrischen Messungen konnte keine Information tber den
Tumor gesammelt werden, denn die Angaben waren abhingig von der verwendeten
Farbung. Grabenbauer (2000) fand in seiner Arbeit keinen Zusammenhang zwischen dem

MIB-1-Firbeintensitit und dem Ubetleben bei einem Log-Rank-Wert von p=0.3.

7.4.3 Zusammenhang zwischen dem MIB-1-Farbeindex, dem Gra-
ding, den Tumorparameter nach UICC und dem Lymphkno-
tenstatus

Die Daten der MIB-1 Firbung wurden mit den Daten der Patienten tiber das Grading, den
Tumorparameter nach UICC, die T-Klassifikation, dem klinischen Stadium und dem
Lymphknotenstatus in Zusammenhang gestellt. Zwar steigt der Median innerhalb des Gra-
dings an, da sich aber die Streubereiche in den Gradingstadien 1-3 tberlappen, wies das auf
keine statistische Korrelation hin. Genauso verhielt es sich mit den anderen genannten
klinischen Parametern. Die Streubereiche tberlappen sich jeweils erheblich, wodurch kein

statistischer Zusammenhang nachgewiesen werden konnte. Wurde die MIB-1-Farbung in
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Zusammenhang mit dem Tumorparameter nach UICC gestellt, ergaben die Medianwerte in
der cT1-Stadium 13.7%, 15.3% im cT2-Stadium und 16.5% im ¢T3- bis 20.7% im cT4-Sta-
dium. Im Gegensatz zum cT-Stadium erreichte der Medianwert im pT1-Stadium 14.4%,
15.2% im pT2-Stadium und im pT3-Stadium den Héchswert von 24.8%, um im pT4- Sta-
dium auf 18.7% abzufallen.

Der prozentuale Anteil von MIB-1 Zellkernen an der Gesamtzellkernzahl war bei den Pa-
tienten ohne Lymphknotenmetastasenbefall am kleinsten mit 13.7% im Median. Bei Pa-
tienten mit der Lymphknotenbeteiligung cN3 erreichte der Medianwert 16.5%. Dem cN1-
Stadium mit einem Medianwert von 18.9% folgte das cN2-Stadium mit 21.6%, daran
schloss sich das ¢N2b-Stadium mit 23.2% an. Der Median ergab im cN2c-Stadium den
Wert 20.1%. Am hochsten mit 25.9% war der Prozentsatz der Medianwerte bei Patienten
im cN2a- Stadium. Die Streubereiche uberlappten sich erheblich, was auf keinen

statistischen Zusammenhang hinwies.

Nach der Beurteilung durch den Pathologen stellte sich die Einteilung der Lymphkotenme-
tastasen anders dar. Es fehlten die pN-Stadieneinteilungen 2, 2a und 3. Die Patienten ohne
Lymphknotenbefall wiesen den kleinsten Medianwert an prozentualer Verteilung von
MIB-1 positiver Zellkerne an der Gesamtzellkernzahl mit 15.2% auf. Im pN1-Stadium und
pN2b ergibt der Median 18.5% und 18.9%, um im pN2c- Stadium 17.2% zu erreichen.

Der Median der MIB-1-positiven Firbewerte stieg vom klinischen Stadium I bis IV an, von
13.3% in Stadium I tUber 15.6% im Stadium III zu 20.4% im Stadium IV, ausser im
klinischen Stadium II, wo der Medianwert 11.2% ergab.

In der Literatur waren neben Untersuchungen an Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-
region auch andere Tumorlokalisationen zu finden. Die Forscher kamen auf unter-
schiedliche Sichtweisen, ob es einen Zusammenhang zwischen dem MIB-1-Firbeindex

oder dem Grading, dem TNM und dem Lymphknotenstatus gab.

Valente (1999) konnte in seinen Untersuchungen von 102 Larynxkarzinomen keine Korre-
lation zwischen der Wachstumsfraktion, dem Grading und dem pathologischen Staging
feststellen. Zu dem gleichen Ergebnis kommt Bettendorf und Herrmann (2002), sie fanden
keinen Zusammenhang zwischen dem Ki-67-Firbeindex und den histologischen und klini-
schen Parametern nach der Untersuchung von 329 Plattenepithelkarzinomen der Mund-
hohle. Die Forschergruppe um Hantschmann (2000) untersuchte 74 mit Ki-67 angefirbte

Plattenepithelkarzinome der Vulva und entdeckte keinen Zusammenhang zu den klinischen
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Parametern. Krecicki (1998) fand bei Untersuchung von Larynxkarzinomen keine Uberein-
stimmung zwischen Ki-67-Firbeindex und T- und N-Stadium. Sittel (2000b) erkannte nach
Analyse von Daten der 58 Plattenepithelkarzinome des Oropharynx und der Mundhéhle
keinen Zusammenhang zwischen dem MIB-1-Firbeindex und dem Grading. Zum gleichen
Ergebnis kamen Sommer und Olofsson (1997) in ihren Untersuchungen an 64
Plattenepithelkarzinomen der Mundhéhle, es fand sich keine signifikante Korrelation zwi-

schen dem MIB-1-Firbeindex und Lymphknotenstatus oder Grading,.

Zu einem anderen Ergebnis kam Tumuluri (2002), er unterstrich bei seinen Auswertungen
Uber 42 oralen Plattenepithelkarzinomen den Zusammenhang zwischen dem his-
tologischen Brodersgrading und dem Mittelwert im Ki-67-Firbeindex, es fand sich eine
positive Assoziation zwischen ansteigendem Ki-67-Firbeindex und ansteigendem Grading
mit einem Log-Rank-Wert von p=0.05. Ein gut differenzierter Tumor wies einen niedrigen
mittleren Firbeindex von 1549 auf, niedrig differenzierte Tumore hatten die hochsten LI-
Indexwert mit 2232, Homma (1999) unterteilte die Patientendaten von 111
Plattenepithelkarzinomen der Kopf-und Halsregion beziiglich des Gradings und Stagings
ein. Er fand eine statistische Auffilligkeit zwischen MIB-1-Firbeindex und klinischem
Stadium III und IV und histologischem Grad 3. Zidar (1996) entdeckte in ihren
Untersuchungen einen Zusammenhang zwischen einem ansteigenden Grading und
Prozentsatz von gefirbten Ki-67 positiv gefirbten Zellkernen (p<<0.1) nach der Unter-
suchung von 20 Plattenepithelkarzinome des Larynx. Welkoborsky (1995) wies in seiner
Arbeit an 40 Larynxkarzinomen nach, dass es einen Zusammenhang zwischen einem

ansteigendem Ki-67 Index und T1-Stadium und T4-Stadium gab.

Die MIB-1-Firbung ist eine vergleichsweise kostengilinstige Moglichkeit, um Plattenepithel-
karzinome zu untersuchen. Die computergestitzte Untersuchung und Auswertung der
Flichen und das automatisierte Zihlen der Zellkerne ist zeitsparend sowie fehlerreduzie-

rend.

Die Zihlung der Zellkerne erfolgte an der Tumorfront. Die Daten missen durch eine
grossere Fallzahl evaluiert werden. Die biologische Aktivitit des Krebsgewebes kann durch
die immunhistochemische Firbung des Tumors mit MIB-1 besser eingeschitzt werden.
Eine Auswertung einer grosseren Patientengruppe wird noétig sein, auch im Zusammen-
hang mit anderen klinischpathologischen Parametern und Tumormarkern, um fir jeden

Patienten ein individuelles Risikoprofil zu erstellen und die Therapie darauf abzustimmen.
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8.  Zusammenfassung

Von 248 Patienten wurden die Tumorpriparate vollautomatisch mit dem Proliferations-
marker MIB-1 angefirbt und die Priparate mit dem Quantimet 600 einem
computergestiitzten Bildverarbeitungssystem der Firma ILeica Microsystems Imaging
Solutions Ltd. analysiert. Als erstes erfolgte der Vergleich der Werte mit den von Howaldt
im Jahre 2000 ausgewerteten 9002 Patientendaten des DOSAK-Datenpools. Hinsichtlich
des Alters (Minner: Median 57 Jahre, DOSAK: Altersgipfel: 50-60 Jahre, Frauen: 66 Jahre,
DOSAK: Altersgipfel: 50-75 Jahre), der Geschlechtsverteilung (189=76% minnlich,
DOSAK: 77.2% minnlich; 59=24% weiblich, DOSAK: 22.8% weiblich), der Lokalisation
des Tumors (29% Lippe, DOSAK: 8% Lippe), des cT-Stadiums (cT4-Stadium 40%,
DOSAK: 60%) der Fiinfjahrsiiberlebensrate (50.84%, DOSAK: 52.4%) und der
Entstehung von Fernmetastasen (1% ) lagen die Werte in dhnlichen Bereichen. Im
DOSAK-Gesamtkollektiv und der hier vorliegendenden Untersuchung wurden im Grading
zwei Drittel als missig differenziert eingestuft. 67.5% der 248 Patienten mussten sich einer
Operation unterziehen, im Gegensatz zu Howaldts Analyse, bei dem 52% der Patienten
operiert wurden.

Der MIB-1-Firbeindex errechnete sich aus dem relativen Anteil der MIB-1-positiven
Zellkerne an der Gesamttumorzellkernzahl. Das Patientenklientel wurde hinsichtlich des
MIB-1-Firbeindexesmedianes von 17.4% unterteilt. Die erste Gruppe mit Prozentwerten
unterhalb und auf dem Medians wiesen eine mittlere Ubetlebenszeit von 65 Monaten auf
(Stddev.+ 3 Monate) mit einer Fiunfjahresiiberlebensrate von 59.8%. Die mittlere
Ubetlebenszeit der Gruppe mit Prozentwerten tiber 17.4% betrug 45 Monate (Stddev.+ 3
Monate) mit einer Funfjahresiiberlebensrate von 43%, Log-Rank-Wert, p=0.0012.
Patienten ohne Lymphknotenbefall wiesen eine Funfjahresiiberlebensrate von 55.1%
(mittlere Uberlebenszeit: 60.9 Monate, Stddev.+ 3 Monate) auf, mit Lymphknotenbefall lag
sie bei 41.3% (mittlere Uberlebenszeit: 43.3 Stddev.+ 4.2 Monate).

Ein Rezidiv trat bei 53 Patienten auf und die mittlere Uberlebenszeit betrug 36.8 Monate
(Stddev.+ 2.8 Monate) mit einer Funfjahrestiberlebensrate lag bei 43.5%.

Die optische Dichte der MIB-1 Zellkerne war nicht dazu geeignet, fiir die Patienten eine
Aussage hinsichtlich des Uberlebens zu machen, denn es gab keinen statistischen
Zusammenhang zwischen diesen Grossen, Log-Rank-Wert, p=0.46.

Der Proliferationsmarker MIB-1 kénnte ein Parameter sein, ein individuelles Risikoprofil

fir den Patienten zu erstellen und die Therapie darauf einzustellen.
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