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Zusammenfassung

Die Metastasierung der Kopf-Hals-Karzinome findet primdr lymphogen statt und der
Lymphknotenstatus ist der wichtigste prognostische Marker. So umfasst die Therapie bei
klinisch nodal-negativen Patienten neben der Tumorexzision eine standardisierte Neck
Dissection. Jedoch entgehen (Mikro-) Metastasen und disseminierte Tumorzellen oftmals
der histopathologischen Routinediagnostik. Das Ziel dieser Arbeit war es, okkulte
Mikrometastasen und disseminierte Tumorzellen immunhistologisch zu detektieren und zu
untersuchen, ob deren Nachweis mit klinischen und pathologischen Parametern korreliert
und eine prognostische Relevanz hat.

58 Patienten wurden in die Studie eingeschlossen, davon 54 Patienten mit einem Kopf-
Hals-Karzinom im Stadium pNO. Es wurden insgesamt 1137 exakt kartierte Lymphknoten,
entnommen. Von den formalinfixierten, in Paraffin eingebetteten Lymphknoten, sowie von
einer Probe des Primdrtumors, wurden insgesamt 4190 Schnitte angefertigt, entparaffiniert
und einer Antigenwiederherstellung mittels Erhitzung in einem Wasserbad in EDTA-
Puffer unterzogen. Dann erfolgte eine Avidin-Biotin-Komplex-Féarbung mit je einem der
drei ausgewdhlten Antikorper: Panzytokeratin-Antikorper gegen AE1/AE3, Antikorper
gegen CK 5/14 und CD44v6-Antikorper. AbschlieBend wurden die Schnitte manuell unter
dem Mikroskop ausgewertet.

Bei drei Patienten lie3 sich eine Mikrometastase detektieren, bei einem Patienten eine
Mikrometastase und zusétzlich disseminierte Tumorzellen. Bei weiteren 10 Patienten
fanden sich nur disseminierte Tumorzellen. Insgesamt waren 24% der Patienten positiv fiir
Mikrometastasen und/oder disseminierte Tumorzellen. Von den 14 Patienten mit
detektierten Mikrometastasen oder disseminierten Tumorzellen entwickelten 43% ein
Lokalrezidiv im Verlauf der klinischen Beobachtung, Lymphknotenmetastasen oder
Fernmetastasen traten nicht auf. Die Daten zeigen, dass die Anzahl von nodal-positiven
HNSCC-Patienten unterschitzt wird. Die Mikrometastasen und disseminierte Tumorzellen
fanden sich bevorzugt ipsilateral, seltener kontralateral, in den Leven I-III, entsprechend
der topographischen Verteilung von manifesten Lymphknotenmetastasen. Jedoch konnten
auch sogenannte Skip-lesions nachgewiesen werden. Ferner konnte gezeigt werden, dass
Patienten mit Mikrometastasen und disseminierten Tumorzellen eine schlechtere Prognose
im Vergleich zu Patienten haben, bei denen dieser Nachweis nicht gelingt. Dies ist bei

vorliegender Patientenzahl allerdings ein nicht signifikanter Unterschied.
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Abstract

Head and neck squamous cell carcinoma is the 7th most common cancer worldwide. Since
metastatic spread is mostly lymphogenic the lymph node status is the most important
prognostic factor. As a result, a standardized Neck Dissection in addition to tumor excision
is recommended even for lymph node negative patients. Unfortunately, (micro-) metastases
and disseminated tumor cells are often missed by routine examination. The aim of this
thesis was to detect micrometastases and disseminated tumor cells in lymph node negative

patients using immunhistochemical methods and to analyze their prognostic relevance.

In this study 58 patients where included, 54 of them with a pNO head and neck squamous-
cell carcinoma. A different number of lymphatic nodes were removed from each patient.
Serial sectioning was performed with the formalin-fixed, paraffin-embedded lymph nodes
and if possible with a sample of the primary cancer. Dewaxing and antigen retrieval was
performed using an EDTA-buffer in a heated water bath. Afterwards slices were stained
using an avidin-biotin-complex-staining and one of three antibody-solutions: AE1/AE3,
CK 5/14, or CD44v6. Finally, all 4190 slices containing lymphatic node tissue were

microscopically examined.

In three patients micrometastases were detected, in one patient a micromotastase and
disseminated tumor cells. Disseminated tumor cells where found in 10 patients. Overall,
24% (14 patients) were positive for micrometastases and disseminated tumor cells. All
positive lymph nodes where located in level I-III on the ipsi- or contralateral side. 43% of
the patients with positive detections had a cancer recurrence in time of the follow up. No
lymph node or other metastases could be found. Furthermore, skip-lesions where found in
43% of examined patients.

This study revealed, that the range of nodal-positive patients with head and neck squamous
cell carcinoma is still underestimated. Corresponding to the topographic distribution of
manifest lymph node metastases, initial lymphogenic spread took place in the upper levels
(I-IIT) mostly ipsilateral. However, skip-lesions could also be detected. Moreover, patients
with detected micrometastases and disseminated tumor cells showed a worse prognosis,
but the difference was non-significant regarding the number of patients included in this

study.
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Abkiirzungsverzeichnis

% Prozent
%ig prozentig
um Mikrometer

AB-Serum  antikorperfreies, humanes Serum der Blutgruppe AB
AE1/AE3 Panzytokeratin Antikorpergemisch

Aquadest.  Aqua destillata

C Celsius

CD44v6 CD 44 Variant 6

CIS Carzinoma in situ

CK Cytokeratin, Zytokeratin

cm Zentimeter

cN klinischer Lymphknotenstatus

CT Computertomographie

cTNM (clinical) klinisch festgelegtes TNM-Stadium

CUP cancer of unkown primary, Krebs bei unbekanntem Primértumor

DNA deoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsiure

DTC Disseminated tumor cells, disseminierte Tumorzellen

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure bzw. Ethylendiamintetraacetat

EGFR Epidermal Growth Factor Receptor, epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor
ERND Erweiterte, Extendierte radikale Neck Dissection

G Differenzierungsgrad

g Gramm

H&E Himatoxylin-Eosin

HNSCC Head and Neck squamous cell carcinoma, Plattenepithelkarzinom des Kopf-

Hals-Bereiches

HPV Humanes Papilloma Virus
IgG Immunglobulin G

LK Lymphknoten

M Molar

M. Musculus, Muskel

ml Milliliter

mM Milimolar
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mm Millimeter

MRND Modifizierte radikale Neck Dissection

MRT Magnetresonanztomographie

N Nodes, Lymphknotenstatus

ND Neck Dissection, zervikale Lymphadenektomie

nm Nanometer

PBS phospate buffered saline, Phosphatgepufferte Salzlosung

pN pathologisch gesicherter Lymphknotenstatus

pNmi pathologisch gesicherte Mikrometastasen

pNO pathologisch gesicherte Tumorfreie Lymphknoten

pT pathologisch gesichertes Tumorstadium

pTNM pathologisch festgelegtes TNM-Stadium

R Residualtumor

Ref. Referenznummer

RND Radikale Neck Dissection

pT pathologisch gesichertes Tumorstadium des Rezidivs

SND Selektive Neck Dissection

SD Standardabweichung

T Tumorausdehnung, -grofle

TNM Klassifikationssystem nach Tumorgroe (T), Lymphknotenstatus (N,
Nodes) und Fernmetastasen (M)

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

UICC Union internationale contre le cancer, Internationale Vereinigung gegen
den Krebs

vgl. vergleiche

Nr. Nummer

bzw. beziehungsweise

ng Mikrogramm

mRNA messenger RNA

PCR Polymerase Chain Reaktion, Polymerase-Kettenreaktion
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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Karzinome des Kopf- und Halsbereiches

Unter dem Oberbegriff Kopf-Hals-Karzinome werden eine Vielzahl von Tumoren
unterschiedlicher Lokalisationen, unter anderem Karzinome des Naso-, Oro- und
Hypopharynx, des Larynx, der Nasennebenhohlen, der Mundhdhle und der Speicheldriisen
zusammengefasst. Bei diesen Karzinomen handelt es sich um epitheliale Tumoren, zu 95%
um Plattenepithelkarzinome (HNSCC), im Bereich der Speicheldriisen meist um

Adenokarzinome (Barnes et al., 2005).

1.1.1 Epidemiologie

Karzinome der Mundhéhle und des Pharynx standen 2011-2012 mit einem prozentualen
Anteil von 3,7% bei Ménnern an 7. Stelle der hiufigsten Tumorlokalisationen und mit
1,6% bei Frauen lediglich an 15. Stelle (Krebs in Deutschland 2011/2012, 2015). Weltweit
dagegen sind Kopf-Hals-Karzinome die siebthdufigste Krebserkrankung (Saleh et al.,
2018), dies hingt mit der unterschiedlichen Risikoexposition in verschiedenen Léndern
zusammen. Des Weiteren stellten gemif3 des Deutschen Krebsforschungszentrums 2011-
2012 Karzinome der Mundhohle und des Pharynx bei Ménnern die 8. hiufigste
Todesursache, bei Frauen die 17. hiufigste Todesursache unter allen Tumoren, weltweit
die 5. haufigste Todesursache dar (Adrien et al., 2013, Krebs in Deutschland 2011/2012,
2015). Die hohere Rate an Neuerkrankungen und Todesféillen bei Ménnern ist unter
anderem bedingt durch eine héufig frithere Diagnostik und eine verminderte
Risikoexposition bei Frauen (Krebs in Deutschland 2011/2012, 2015). In Deutschland
erkrankten im Zeitraum 2011-2012 circa 9.300 Ménner und 3.650 Frauen neu an einem
Kopf-Hals-Karzinom, insgesamt also circa 13.000 Neuerkrankungen. Es zeigte sich eine
Zunahme der Erkrankungsraten von Kopf-Hals-Karzinomen seit dem Jahr 2000. Das
mittlere Erkrankungsalter betrug 2011-2012 bei Ménnern 62 Jahre, bei Frauen 66 Jahre.
Minner sind in der Regel friiher betroffen, da sie in einem hoheren Maf3 Risikofaktoren
ausgesetzt sind. Selbst die 5-Jahres-Uberlebensrate zeigt einen leichten Vorteil auf Seiten

der Frauen, bei Miannern liegt sie bei 48%, bei Frauen bei 61%, dies ist unter anderem
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bedingt durch eine oft frilhere Diagnosestellung bei Frauen (Krebs in Deutschland

2011/2012, 2015).

1.1.2 Risikofaktoren

Zu den wichtigsten Risikofaktoren fiir Karzinome im Kopf-Hals-Bereich zdhlen der
Tabak- und Alkoholkonsum. Diese beiden Risikofaktoren potenzieren sich zudem
gegenseitig (Andre et al., 1995). Als weitere mdogliche Risikofaktoren werden eine
unzureichende Mundhygiene und mechanische Irritationen diskutiert (Balaram et al., 2002;
Talamini et al., 2000). Eine mutagene Wirkung von Sonnenstrahlen ist vor allem im
Bereich des Lippenrots bekannt (Maruccia et al., 2012). Eine berufliche Exposition flir
Karzinogene in Form von Holzstduben, Losungsmitteln und Chemikalien mit
Schwermetallgehalt an Nickel, Arsen und Chrom, stellen ebenfalls einen Risikofaktor fiir
Karzinome dar, vor allem im Bereich des Nasopharynx (Barnes et al., 2005; Bocker and
Heitz, 2012). Neuere Forschungsergebnisse zeigen aullerdem, dass das Humane-
Papilloma-Virus (HPV) eine entscheidende Rolle in der Entstehung der Kopf-Hals-
Karzinome spielt, besonders im Bereich der Tonsillen (Evans and Powell, 2010). Auch
Erndhrungsgewohnheiten, wie beispielsweise ein hoher Konsum von rohem Fleisch,
zeigten einen FEinfluss auf die Entstehung von Karzinomen (Chuang et al., 2012).
Nasopharyngeale Karzinome scheinen dariiber hinaus mit einer Infektion durch den
Epstein-Barr-Virus assoziiert zu sein (Alibek et al., 2013). Auch Geschlecht und Alter
scheinen eine Rolle zu spielen, so sind Ménner im Durchschnitt hidufiger betroffen. Auch
handelt es sich beim Kopf-Hals-Karzinom um ein Karzinom des hoéheren Alters, das

durchschnittliche Erkrankungsalter liegt hier tiber 60 Jahren. (Robert-Koch-Institut, 2010).

1.1.3 Tumorklassifikationen

Karzinome sind maligne, von den Oberflichenepithelien ausgehende Tumoren mit
Neigung zu destruktivem Wachstum, zur Metastasierung und mit einer erhdhten
Rezidivrate. Die folgende Darstellung der Tumorklassifikation bezieht sich auf
Plattenepithelkarzinome, da diese den Hauptanteil an Karzinomen des Kopf-Hals-
Bereiches bilden. Von einem invasiven Karzinom wird das Carcinoma in situ (CIS)
unterschieden, hier findet sich eine intakte Basalmembran, welche noch nicht vom Tumor

durchbrochen wird.
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TNM-Klassifikation

T- Primartumor

Tx Tumorausdehnung kann nicht bestimmt werden
Tis préiinvasives Karzinom, Carcinoma in situ
TO keine Evidenz fiir einen Primértumor

T1-4  GroBe und Ausdehnung in Nachbarorgane

N - Regionéire Lymphknoten

Nx keine Beurteilung moglich

NO keine Evidenz fiir einen Lymphknotenbefall

N1-3  Grofle und Anzahl der Lymphknotenmetastasen, Befallsmuster

M - Fernmetastasen

Mx  keine Beurteilung moglich

MO keine Evidenz fiir Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen vorhanden

R — Residualtumor
Rx keine Beurteilung moglich

RO kein Residualtumor vorhanden
R1 Mikroskopischer Residualtumornachweis
R2 Makroskopischer Residualtumornachweis

Abb. 1 TNM-Klassifikation Diese Abbildung gibt die Einteilung von Tumoren beziiglich
Primédrtumorausdehnung, das Vorliegen von Fern- und Lymphknotenmetastasen, sowie eines Residualtumors
wieder. (Bocker and Heitz, 2012, Wittekind and Meyer, 2013)

Makroskopisch stellen sich Plattenepithelkarzinome meist mit einem endophytisch-
knotigen, oberflichlich ulzerierenden Wachstum dar, histologisch finden sich Tumoren mit
groBBen, polygonalen Zellen, verhornend oder nicht verhornend. Histologisch eingeteilt
werden die Tumore anhand des Differenzierungsgrades in G1 (hochdifferenziert) bis G4

(undifferenziert).

Eine weitere Klassifikation ist die klinische Einteilung nach dem TNM-System, auch
Staging genannt. Wichtig fiir die Therapieplanung ist eine pritherapeutische klinische
Tumorklassifikation, auch als ¢TNM (das Priafix c¢ steht fiir clinical, d.h. klinisch
festgelegtes Tumorstadium) bezeichnet. Handelt es sich um eine pathologische
Tumorklassifikation, postoperativ histopathologisch oder autoptisch eruiert, so wird die
Klassifikation als pTNM bezeichnet. Einbezogen in diese Klassifikation werden die lokale

Ausbreitung des Tumors (T), sowie das Vorhandensein von Lymphknoten- (N) und
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Fernmetastasen (M). Die meisten Tumoren werden mit dieser Klassifikation beschrieben,
wobei jeder Tumorentitét eine eigene TNM-Klassifikation zugeordnet wird. Abbildung 1
gibt einen Uberblick iiber die grundsitzliche Klassifikation. Zusitzlich gibt die R-
Klassifikation, hieraus ist das Fehlen oder Vorhandensein eines Residualtumors nach
erfolgter Behandlung ersichtlich, siche ~ Abbildung 1. Dariiber hinaus wurde das System
um spezifizierende Kleinbuchstaben, wie beispielsweise ¢ (klinisch) und p (pathologisch),

erweitert. (Bocker and Heitz, 2012, Wittekind and Meyer, 2013).
Zusétzlich zur TNM-Klassifikation teilt die UICC Tumoren anhand des TNM-Systems in
klinische Stadien ein. Diese Stadien kOénnen bei einzelnen Tumorentititen abweichen,

einen Uberblick gibt Tabelle 1 (Wittekind and Meyer, 2013).

Tabelle 1: Stadieneinteilung nach UICC

Stadium Tumor Lymphknotenmetastasen Fernmetastasen
0 Tis NO MO
Ia T1 NO MO
Ib T2 NO MO
ITa T3 NO MO
IIb T4 NO MO
II1a Jedes T N1 MO
IIIb Jedes T N2 MO
v Jedes T Jedes N M1

1.1.4 Prognose

Die Prognose eines Kopf-Hals-Karzinoms ist maligeblich beeinflusst von
Primédrtumorlokalisation und Stadium. Hier stellt die TNM-Stadieneinteilung die
wichtigste Grundlage fiir eine Prognose dar. Die Lokalisation des Priméirtumors ldsst
bereits erste Aussagen beziiglich der Prognose zu, so sind beispielsweise
Hypopharynxkarzinome schneller progredient und haben nur eine 5-Jahres-Uberlebensrate
von 23%, wihrend Karzinome der Lippe langsam progredient sind und eine 5-Jahres-
Uberlebensrate von bis zu 90% haben. Dazwischen liegen Larynxkarzinome mit
entsprechend 63%, Nasopharynxkarzinome mit 50%. Eine 5-Jahres-Uberlebensrate
zwischen 39 und 46% findet sich bei Karzinomen des dulleren Ohres, der Mundhéhle, der
Nase, der Nasennebenhohle, der Zunge und des Oropharynx. Ein weiterer wichtiger

Prognosefaktor ist die Ausdehnung des Primértumors. Auch das Grading stellt einen
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prognostischen Faktor dar. Da jedoch die Mehrzahl der Karzinome als G2-Tumoren
eingestuft werden, ist die Aussagekraft eingeschriankt. Beim Nachweis einer Invasion des
Tumors in Lymph- oder BlutgefdB3e oder einer perineuralen Invasion besteht ein erhdhtes
Risiko fiir das Vorhandensein von Metastasen, besonders hoch ist das Risiko fir
Fernmetastasen bei einer extrakapsuldre Infiltration von Lymphknotenmetastasen.
Nachgewiesene lymphogene oder himatogene Metastasen beeinflussen mafBigeblich das
Therapiekonzept. So ist beispielsweise eine Metastasierung die Haupttodesursache bei
Patienten mit Kopf-Hals-Karzinomen (Huber et al., 2011). Der alleinige Nachweis von
Lymphknotenmetastasen, aber auch die betroffene Anzahl an Lymphknoten, sowie der
Befall von extranodalen Strukturen, haben einen wesentlichen Einfluss auf die Prognose
(Jimenez et al., 2015; Leemans et al., 2011). Bei Kopf-Hals-Karzinomen besteht eine
starke Korrelation zwischen Lymphknoten- und Fernmetastasen, so liegt beim Befall von
mehr als drei Lymphknoten die Wahrscheinlichkeit fiir das Vorliegen von Fernmetastasen

bei bis zu 50% (Pantel and Brakenhoft, 2004).

Findet im Rahmen des Therapiekonzeptes eine chirurgische Exzision des Tumors statt, so
spielt auch der Resektionsstatus eine prognostische Rolle. R1-2 verschlechtern die
Prognose durch das Risiko fiir Lokalrezidive und sollten daher adjuvant bestrahlt werden.
Zudem wurden weitere negative Prognosefaktoren identifiziert, wie beispielsweise der
Nachweis einer Tumorhypoxie, beispielsweise durch Messung des intratumoralen
Sauerstoffpartialdruckes, oder das pritherapeutische Vorliegen einer Andmie. Neben
diesen Faktoren spielen auch patientenbezogene Faktoren, wie Alter, Geschlecht,
Allgemeinzustand und Immunstatus eine Rolle (Mast, 2009). Die Bedeutung
molekulargenetischer Marker im Zusammenhang mit der Prognose von Kopf-Hals-
Karzinomen ist noch nicht abschlieend gekldrt und Thema zahlreicher Studien (Takes et
al., 2002; Weber and Tannapfel, 2002). Aktuellere Studien zeigen zudem einen
wesentlichen Einfluss von Tabakkonsum und HPV-Status auf die Prognose (Leemans et

al., 2011).

1.2 Symptome und Diagnostik

1.2.1 Symptome

Patienten mit Kopf-Hals-Karzinomen stellen sich oftmals mit Symptomen wie Schmerzen,

Dysphagie, Atemnot, Heiserkeit, Storungen der Zungenbewegung, einer veridnderter
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Aussprache, Globusgefiihl oder Schwierigkeiten bei der Munddffnung vor. Dies ist bedingt
durch das invasive Tumorwachstum und die daraus resultierenden Funktionsausfille oder
die resultierende Lumeneinengung. Bei Karzinomen im Bereich der Nase oder
Nasennebenhdhlen kann es zu einer oft einseitigen Behinderung der Nasenatmung,
rezidivierendem Nasenbluten oder zu Geruchsstorungen kommen. Tumoren im Bereich der
Speicheldriisen zeigen sich hiufig mit Symptomen wie schmerzlose oder schmerzhafte
Raumforderungen, einer Lihmung des Nervus facialis bei einem Karzinom der Glandula
parotis und daraus resultierender Einschriankung der Mimik. Oft stellen sich die Patienten
erst in einem schon fortgeschrittenen Tumorstadium vor, da Symptome im Bereich des
Primédrtumors meist erst relativ spit auftreten oder erst durch Metastasierung hervorgerufen

werden (Adrien et al., 2013).

1.2.2 Diagnostik

Nach der klinischen Untersuchung der suspekten Lision sollte die Ausdehnung des
Tumors bei einer Endoskopie eruiert werden. Eine histologische Sicherung, beispielsweise
durch Biopsieentnahme, sowie ein anschlieBendes histologisches Grading sind
unabdingbar. Es sollte eine Panendoskopie der oberen Atem- und Speisewege durchgefiihrt
werden, da ein im Rahmen der sogenannten Field Cancerization (Braakhuis et al., 2005)
entstandenes weiteres Karzinom ausgeschlossen werden sollte (Wolff et al., 2012, Wolff et
al., DGMKG 2012). Diese zweiten Primartumoren treten in bis zu 18% der Patienten auf
(Wolff et al., 2013). Zum weiteren Staging des Patienten schlieBen sich bildgebende
Verfahren wie Sonographie, CT und MRT an, um die lokale Tumorausdehnung unter
Einbeziehung von angrenzenden Strukturen beurteilen zu konnen und vor einer Biopsie
entzlindliche von tumordsen Strukturen unterscheiden zu konnen (Wolff et al., 2012,
Deutsche Krebsgesellschaft, 2008). Die Bildgebung sollte vor einer Biopsie erfolgen, um

Artefakte oder Verfdalschungen durch Umgebungsreaktionen zu minimieren.

Besonders Karzinome der Mundhdhle, aber auch supraglottische Karzinome, haben ein
hohes Risiko fiir lymphogene Metastasierung. So finden sich bereits bei einem T1-Tumor
in 30-40% der Fille okkulte Metastasen (Hermans, 2006). Da eine klinische Untersuchung
eines Lymphknotenbefalles in Form der Palpation oder eine sonographische Darstellung
oft unzureichende Ergebnisse bringt, sollte ein kontrastmittelunterstiitztes CT oder MRT

von der Schédelbasis bis zur oberen Thoraxapertur durchgefiihrt werden (van den Brekel et
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al., 1993). Dies sollte vor Beginn der Therapie erfolgen, da der Lymphknotenstatus eine
Rolle bei der Therapieplanung spielt (vgl. Kapitel 1.3.4 auf Seite 14). Auch eine
Fernmetastasierung sollte, besonders bei fortgeschrittenem Primértumor, durch
bildgebende Verfahren der Lunge und der Leber ausgeschlossen werden. Hier eignen sich
die Anfertigung eines Rontgen-Thorax in zwei Ebenen, sowie eine CT-Darstellung des
Abdomens (Mast, 2009). Da Metastasen im Skelettsystem eine niedrige Pridvalenz
aufweisen, wird nur noch bei klinischem Verdacht oder hohem Metastasenrisiko (z.B. bei
Nasopharynx-Karzinomen)  eine  Skelettszintigraphie =~ durchgefiihrt ~ (Deutsche
Krebsgesellschaft, 2008).

1.3 Therapie

In der Therapie von Karzinomen des Kopf-Hals-Bereiches wird im Falle einer operativen
Behandlung eine chirurgische R0O-Resektion des Tumors angestrebt. Die Operabilitét ist
abhingig von der lokalen Tumorausdehnung, vom Tumorstadium und dem Staging,
gegebenenfalls kann eine plastische Rekonstruktion notwendig werden. Gleichzeitig mit
der chirurgischen Exzision des Tumors wird in der Regel eine zervikale
Lymphadenektomie (Neck Dissection) durchgefiihrt (vgl. Abschnitt 1.4.1). Neben der
chirurgischen Exzision gibt es noch weitere anerkannte Therapiemodalititen, wie
Radiotherapie und Chemotherapie. Eine alleinige Chemotherapie wird bislang nur palliativ
angewendet, hdufig werden die Therapiemdglichkeiten kombiniert. Fiir jeden Patienten
sollte ein individuelles Behandlungskonzept erfolgen, dieses orientiert sich bevorzugt an
der Tumorklassifikation anhand des TNM-Systems und sollte Faktoren wie Lebensqualitét

und Funktionserhalt bertiicksichtigen.

Eine Radiotherapie in Kombination mit einer chirurgischen Therapie kann entweder
neoadjuvant zur Reduktion der Tumorgrofe oder adjuvant nach einer chirurgischen
Exzision erfolgen. Indikationen zur adjuvanten Radiatio stellen unter anderem ein pT3
oder pT4-Tumor, ein Lymphknotenstatus von pN2-3 oder aber eine R1- oder R2-Resektion
dar. Wird der zervikale Lymphabfluss bestrahlt, erfolgt dieses meist beidseitig. Fakultativ
konnen auch pT2-3 oder pNI1-Tumoren adjuvant bestrahlt werden, bei pT1-Tumoren

erfolgt oftmals eine alleinige chirurgische Exzision.
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Bei einer lokoregiondren Inoperabilitit eines Karzinoms wird eine Hochdosis-
Radiotherapie oder eine Radiochemotherapie durchgefiihrt, die sequenziell oder simultan
erfolgen kann. Die simultane Radiochemotherapie zeigte sich hier jedoch hinsichtlich
Uberlebensrate und Tumorfreiheit gegeniiber der alleinigen Radiatio und der sequenziellen
Radiochemotherapie iiberlegen (Deutsche Krebsgesellschaft, 2008). Zusitzlich findet der
Einsatz von Antikorpern Anwendung. Diese sind gegen die auf Zellen von Kopf-Hals-
Karzinomen vermehrt exprimierten Rezeptoren des epidermalen Wachstumsfaktors
(EGFR) gerichtet. Als wirksame Chemotherapeutika haben sich Substanzen wie
Methotrexat, Cyclophosphamid, Isofosfamid, Vincaalcaloide, Paclitaxel und besonders die
Kombination aus Cisplatin bzw. Carboplatin und 5-Fluorouracil erwiesen (Deutsche

Krebsgesellschaft, 2008).

1.3.1 Neck Dissection

Werden in bildgebenden Verfahren Lymphknotenmetastasen nachgewiesen, erfolgt eine
therapeutische Neck Dissection. Bei fehlendem Metastasennachweis oder fraglichen
Lymphknotenmetastasen gibt es bei Patienten mit Kopf-Hals-Karzinomen unterschiedliche
Therapieansdtze. Lange wurde eine sogenannte Wait-and-See-Strategie diskutiert. Studien
zeigten jedoch, dass 24% der Patienten, die sich einer elektiven Neck Dissection
unterzogen haben, okkulte Metastasen aufwiesen (Hosal et al., 2000). In routinemifig
durchgefiihrten histopathologischen Untersuchungen, bei denen nur wenige Schnitte eines
Lymphknotens untersucht werden, werden Mikrometastasen oft iibersehen, eine
Lymphknotenaufarbeitung durch Anfertigung und Untersuchung von seriellen Schnitten ist
nach heutigem Stand der Dinge jedoch zu aufwendig fiir die Routinediagnostik (Ferris et
al., 2005; Hamakawa et al., 2000). Daher wird bei einer Vielzahl der Patienten immer
noch, unabhingig vom Tumorstadium, eine Neck Dissection durchgefiihrt. Auch in
aktuellen Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fiir Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie
wird eine Neck Dissection beispielsweise beim Mundhdhlenkarzinom unabhéngig vom
Stadium empfohlen (Wolff et al., 2012, Wolff et al., DGMKG 2012). Eine Neck Dissection
kann einerseits bei klinisch und/oder radiologisch positivem Lymphknotenstatus einen
kurativen Therapieansatz darstellen oder, bei cNO-Status, einem pathologisch basierten
Staging bzw. einer Prophylaxe dienen. Die Neck Dissection kann uni- oder bilateral
erfolgen. Wenn ein Karzinom die Mittellinie {iberschreitet, nahe der Mittellinie liegt oder

ein hohes Risiko fiir eine kontralaterale Metastasierung besteht, wie beispielsweise bei
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Karzinomen des Zungengrundes oder der Supraglottis, so erfolgt eine bilaterale
Lymphknotenausrdumung (Mast, 2009). Findet sich kein klinischer oder radiologischer
Verdacht auf Lymphknotenmetastasen, erfolgt meist eine individuelle Entscheidung zur
Durchfiihrung einer elektiven Neck Dissection in Abhdngigkeit von Tumorlokalisation und
Ausdehnung.  Besteht ein  geringer Verdacht fiir das Vorliegen von
Lymphknotenmetastasen oder erfolgt eine adjuvante Radiotherapie mit Einschluss des
Lymphabflussweges und wird auf eine Neck Dissection verzichtet, sollten regelmafige
Nachkontrollen in Form von klinischen und radiologischen Untersuchungen erfolgen
(Deutsche Krebsgesellschaft, 2008). Des Weiteren wird auch fiir Tumoren im Kopf-Hals-
Bereich die Prdsenz eines oder mehrerer sogennanter sentinel node(s), sogenannte
Wichterlymphknoten, diskutiert. So wurden in verschiedenen Studien bei Patienten mit
Kopf-Hals-Karzinom in friihem Stadium unter Verwendung eines radioaktiven Tracers zur
Identifizierung der primdren Lymphabflussstationen die radioaktiv —markierten
Wichterlymphknoten entnommen und histopathologisch aufgearbeitet. Diesen Studien
zufolge konnte die Sentinel-node Biopsie mit einer Sensitivitdt und einem negativen
pradiktiven Wert von {iiber 90% eine das histopathologische Staging betreffende
Alternative zur Neck Dissection sein (Alkureishi et al., 2010; Coté et al., 2007). Bei einer
Neck Dissection werden jedoch zusétzliche 3% als Lymphknoten-positiv identifiziert, da
eine solche sentinel-node-Technik sogenannte skip-lesions, also Tumorzellen, die
vorgeschaltete Stationen {iberspringen, iibersehen kann (Werner et al., 2004). Die
Bedeutung der Sentinel-node-Technik in der Therapie und Diagnostik von Kopf-Hals-

Karzinomen bleibt daher noch abzuwarten.

1.3.2 Lymphabfluss und Lymphknotenstationen im Kopf-Hals-Bereich

Der Lymphabfluss von Kopf-Hals-Karzinomen findet iiber die ungefdahr 300 Lymphknoten
der Kopf-Hals-Region statt. Es existieren zwei Ansitze der Klassifikation der Kopf-Hals-
Lymphknoten. Auf der einen Seite die komplexe Kategorisierung und Benennung der
Lymphknoten nach ihrer Lokalisation nach Rouvier (Mast, 2009). Hier werden die
Lymphknoten in faziale, submentale, submandibulére, pra- und retroaurikuldre, Jugularis-
interna-, juxtaviszerale, anteriore jugulare, okzipitale, mastoidale, und akzessorische
spinale Lymphknoten unterteilt. Neben dieser Klassifikation existiert noch eine weitere,
von den meisten Klinikern verwendete, nach Som (Som et al., 1999) angepasst und

verdndert von der American Academy of Otolaryngology — Head and Neck Surgery (AAO-
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HNS) (Robbins et al., 2002), die die Lymphknoten in sieben bzw. sechs Gruppen einteilt.
Wie in Abbildung 2 ersichtlich, werden die retropharyngealen Lymphknoten, sowie
Lymphknoten der Glandula parotis, aurikuldre und okzipitale Lymphknoten nicht mit in
diese Gruppen einbezogen, bei der Klassifikation der 440-HNS werden zudem die
mediastinalen Lymphknoten nicht mit erfasst, diese bilden bei der Klassifikation nach Som
et al. ein 7. Level und schliefen die oberen mediastinalen LK zwischen Manubrium sterni

und Vena brachiocephalica mit ein.

Lymphknotenlevel
Klassifikation der American Academy of Otolaryngology - Head and Neck Surgery

Level I submental-submandibuliire Gruppe
oberhalb des Zungenbeines, unterhalb des M. mylohyoideus, anterior der
Riickseite der Glandula submandibularis
IA: submentale LK (medial der anterioren Bauche des M. digastricus)
IB: submandibuldre LK (lateral der submentalen LK)

Level 11 kraniojugulire Gruppe
obere jugulare LK, von der Schédelbasis bis zur Unterseite des
Zungenbeines posterior der Glandula submandibularis
ITA: perijuguldre LK bis zur dahinterliegenden Faszie
IIB: Faszie bis lateraler Teil des M. sternocleidomastoideus

Level I1T mittlere jugulire Gruppe
mittlere jugulare LK, unterhalb des Zungenbeins bis Unterseite Krikoid,
zwischen M. sternohyoideus und M. sternocleidomastoideus

Level IV kaudojugulire Gruppe
untere jugulare LK, Unterhalb des Krikoid bis zur Klavikula, zwischen M.
sternohyoideus und M. sternocleidomastoideus

Level V posteriores Dreieck, Akzessoriusgruppe
LK des posterioren Halsdreieckes, zwischen M. sternocleidomastoideus
und M. trapezius
VA: Schidelbasis bis Unterseite Krikoid
VB: Unterseite Krikoid bis Klavikula

Level VI anteriore Gruppe
Unterhalb des Zungenbeins bis zum Manubrium sterni, zwischen linker und
rechter Arteria carotis communis beziehungsweise interna

Abb. 2 Ubersicht der Lymphknotenlevel, LK= Lymphknoten, M.= Musculus (=Muskel), (Mast, 2009,
Hermans, 2006)
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Level I schlieBt die submentalen (IA) und submandibuldren (IB) Lymphknoten mit ein,
Level II die oberen, Level III die mittleren und Level IV die unteren juguldren
Lymphknoten. Level II wird zudem in die Level IIA und B subklassifiziert. Zum Level V
zahlen die Lymphknoten des posterioren Halsdreieckes, Level VI die Lymphknoten der
Schilddriisenregion (vgl. Abbildung 2 und 3).

Abb. 3 Lymphknotenlevel: Level I: submental-submandibulidre Gruppe, Level II: kraniojugulére Gruppe,
Level III: mittlere juguldre Gruppe, Level IV: kaudojugulidre Gruppe, Level V: posteriores Dreieck,
Akzessoriusgruppe, Level VI: anteriore Gruppe

Abb.: C. Sproll, Klinik fiir Mund-, Kiefer- und Plastische Gesichtschirurgie Diisseldorf

Kenntnisse iiber den Lymphabfluss im Kopf-Hals-Bereich sind auf Grund der frithen
lymphogenen Metastasierung von Kopf-Hals-Karzinomen essentiell. Bei vielen
Tumorlokalisationen zeigt sich eine bevorzugte Metastasierung in bestimmte Level.
Nasopharynxkarzinome und in der Mittellinie gelegene Karzinome neigen zudem zu einer

bilateralen Metastasierung (Hiddemann et al., 2010). Tiefere Regionen wie Level IV-VI


http://www.uniklinik-duesseldorf.de/de/unternehmen/kliniken/klinik-fuer-mund-kiefer-und-plastische-gesichtschirurgie/home/
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sind meist erst bei fortgeschrittenen und bereits lymphogen metastasierten Karzinomen
betroffen (Hermans, 2006). Eine Auflistung der bevorzugten Metastasierungsorte findet

sich in Tabelle 2 auf der dieser Seite.

Tabelle 2 Bevorzugte Drainagewege und Auftreten von Lymphknotenmetastasen der Kopf-Hals-
Karzinome (Mast, 2009, Hermans, 2006)

Lymphknoten-Level Metastasierungswege folgender Karzinome

I IA: Anteriore Mundhohle, Unterlippen, faziale Karzinome (Kinn,
Mittelgesicht), Sinonasale Karzinome
IB: Vordere Zunge, Mundwinkel, Oberlippe, Wange, Nase,
Glandula submandibularis

II Besonders (Oro-) Pharynx, posteriore Mundhohle,
Supraglottischer Larynx, Parotis, oft auch anteriore Mundhohle,
Glottiskarzinome, Naso-, Hypopharynx,

III Glottis-, Subglottis-, Hypopharynxkarzinome
v Subglottis, Schilddriise, proximaler Osophagus
Selten erste Station bei Metastasen
v Nasopharynx, Hauttumoren (Hals-, okzipitaler Bereich)

Selten erste Station bei Metastasen

1.3.3 Formen der Neck Dissection

In Anlehnung an die organspezifische Tumordokumentation der Arbeitsgemeinschaft
Deutscher Tumorzentren (ADT) wird nachfolgende Terminologie empfohlen, basierend
auf den in Abschnitt 1.2 beschriebenen Lymphknotengruppierungen der Halslymphknoten.
Diese Nomenklatur wird auch von der American Academy of Otolaryngology — Head and
Neck Surgery (Robbins et al., 2002) empfohlen. Unterschieden werden vier Formen der
Neck Dissection, eine Ubersicht findet sich in Tabelle 3 der folgenden Seite. Die Radikale
Neck Dissection (RND), bei der eine Ausrdumung aller fiinf Lymphknotengruppen und die
Entfernung wichtiger nicht-lymphatischer Strukturen, wie beispielsweise des Musculus
sternocleidomastoideus, der Vena jugularis interna und des Nervus accessorius, erfolgen.
Die modifizierte radikale Neck Dissection (MRND) mit Resektion aller fiinf
Lymphknotengruppen und einer oder mehrerer nicht-lymphatischer Strukturen. Die
selektive Neck Dissection (SND), bei der die Resektion von mindestens zwei, aber nicht
mehr als vier der Lymphknotengruppen durchgefiihrt wird und eine der nicht-
lymphatischen Strukturen erhalten bleibt. Ziel ist hier, nur einzelne im Abflussgebiet des
Primértumors liegende Kompartimente zu entfernen. Die verschiedenen SND-Varianten

werden abhéingig von der Primirtumorlokalisation durchgefiihrt. So wird bei Karzinomen
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der Mundhohle beispielsweise eine SND (I-11I), auch Supraomohyoidale ND (SOHA), also
eine Ausrdumung der Lymphknotenlevel I-III, bei Zungenkarzinomen héufig zusitzlich
Level IV, bei Mittellinientumoren oder mittelliniennahen Tumoren eine bilaterale SND (I-

IIT) durchgefiihrt.

Tabelle 3 Ausgewiihlte Formen der Neck Dissection

ND-Typ Lymphknoten-Level Lokalisation des Primirtumors,
Indikationen
RND I-V Alle N2-3 Tumoren bei Nachweis

extrakapsuldrer Ausbreitung, Infiltration
von Umgebungsstrukturen,

Rezidivmetastasen
MRND I-V Alle N1-2 Tumoren ohne extrakapsuldre
Ausbreitung
ERND [-VI, auBBerdem Extrakapsulére
retroaurikulére, Metastasierung/Infiltration/Invasion in
okzipitale, parotideale, Umgebungsstrukturen
pharyngeale, mediastinale
und axilldre LK
SNDs
(Auswahl)
SOND bzw. I-1II Mundhohle, Unterkiefer, Wange,
SOHA Weichgaumen, anteriorer Oropharynx,
vorderer Tonsillenpol, Intermaxillar,
Retromolarregion
ESOND -1V Zunge, Weichgaumen, vorderer
Tonsillenpol, Retromolarregion
LND [I-1vV Oropharynx, Hypopharynx, Larynx
PLND II-v Oropharynx und Larynx mit Beteiligung
dorsaler Abschnitte
AND VI Schilddriise, Unterlippe bei T3-4 zusitzl.

zur SOND, fortgeschrittene Glottis-,
Subglottis-, zervikale oesophageale oder
tracheale Karzinome, meist zusétzl. zu
anderen LK-Leveln

ND= Neck Dissection, R= Radikal, M= Modifiziert, E= Erweitert, S= Selektiv, SO(H)= Supraomohyoidal,
A=Ausrdumung, L= Lateral, PL= Posterolateral, A= Anterior

Bei Oro-, Hypopharynx- und Larynxkarzinomen wird eine SND (II-1V), auch laterale ND,
also eine Entnahme der juguldren Lymphknoten, empfohlen. Eine SND (VI), auch
anteriore ND, wird in der Regel bei Mittellinientumoren des unteren vorderen
Halsbereiches durchgefiihrt. Zuletzt wird noch die erweiterte radikale Neck Dissection
(ERND) unterschieden, bei der zusidtzliche Lymphknotengruppen, wie beispielsweise

intraparotideale Lymphknoten, entfernt werden und weitere nicht-lymphatische Strukturen,
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wie die Glandula parotis, die Schilddriise, Arteria carotis et cetera, die im Rahmen einer
radikalen Neck Dissection nicht mit erfasst werden (Deutsche Krebsgesellschaft, 2008). In
Tabelle 3 findet sich eine Ubersicht iiber die wichtigsten Varianten der ND. Die RND wird
nur noch in Ausnahmefillen durchgefiihrt, meist erfolgt eine MRND, immer 6fter auch

SND-Varianten, bei einem NO-Status in der Regel eine SND (Mast, 2009).

1.3.4 Therapie unterschiedlicher N-Stadien

Zusatzlich zur Klassifikation des Tumors innerhalb des TNM-Systems hat auch die
Bestimmung des Lymphknotenstatus einen FEinfluss auf die Therapieplanung. Einige
Studien zeigen zwar, dass Patienten mit negativem Lymphknotenstatus eine bessere
Prognose haben, wdhrend Patienten mit positivem Lymphknotenstatus eine schlechtere
Uberlebensrate von bis zu 50% zeigen (Goldson et al., 2010). So kdénnte optional bei einem
Kopf-Hals-Karzinom im cNO-Stadium auf eine Lymphknotenausrdumung verzichtet
werden (Goldson et al., 2010, Mast, 2009). Stattdessen sollte dann eine Bestrahlung des
Lymphabflusses oder regelméfBige Kontrollen erfolgen. Da sich bei Kopf-Hals-
Karzinomen jedoch eine Wahrscheinlichkeit von tiber 20% fiir das Vorliegen von okkulten
Metastasen gezeigt hat, wird von vielen Autoren die elektive SND im cNO-Stadium statt
einer Bestrahlung bevorzugt und empfohlen (Dik et al., 2016, D,Cruz et al., 2015, Frech et
al., 2009, Liang et al., 2016, Paleri et al. 2016, Wolff et al., 2012). So beschreiben D*“Cruz
et al. dariiber hinaus eine bessere Prognose fiir Patienten mit elektiver ND im Vergleich zu
Patienten, die eine therapeutischen ND erhalten (D,Cruz et al., 2015). Jedoch existiert noch
kein einheitliches Therapiekonzept, die Art und den Umfang der ND betreffend beim cNO-
Karzinom im Kopf-Hals-Bereich. Ob eine SND oder eine Bestrahlung des
Lymphabflussweges durchgefiihrt wird, ist auch abhéngig von der Priméirtumorlokalisation
und vom Zugangsweg fiir die Primirtumoroperation. Bei Mittellinientumoren, Tumoren
des anterioren Mundbodens, Glottis- oder Subglottis-Karzinomen ist ein radikaleres
Vorgehen indiziert. So wird beispielsweise in den neuen Leitlinien das
Mundhdhlenkarzinom betreffend eine Indikation zur elektiven Neck Dissection unabhéngig
vom T-Stadium des Primirtumors ausgesprochen. Bei einem cNO-Status kann die Neck
Dissection jedoch auf die Level I-III beschrankt bleiben (Wolff et al., 2012, Wolff et al.,
DGMKG 2012).
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Befindet sich der Patient in einem nodal-positiven Stadium, so sollte eine Therapie des
Lymphabflusses in das Behandlungskonzept einbezogen werden. Bei nachgewiesenen
Metastasen bis zu einer Grof3e von 3cm sollte eine zervikale Lymphadenektomie oder eine
Bestrahlung der Lymphabflusswege erfolgen. Ist der Primértumor operabel, sollte der ND
der Vorzug gegeben werden. Bei einem pN1 Tumor sollte eine SND, in héheren Stadien
eine MRND, erfolgen, eine adjuvante Radiotherapie erfolgt in Abhingigkeit von der
Tumorlokalisation bereits ab pNI1, ansonsten ab einem pN2-Stadium (Deutsche
Krebsgesellschaft, 2008; Mast, 2009). Kenntnisse {iber den Lymphknotenstatus haben

daher eine wichtige Rolle in der Therapieplanung eines jeden Patienten.

1.4 Metastasierung

Grundlage fiir die Metastasierung eines Tumors ist sein invasives Wachstum. Durch
Auflosung von Zell-zu-Zell-Kontakten, enzymatische Degradation, Umbau der
extrazelluliren Matrix, sowie Lokomotion der Tumorzellen gelingt es einem invasiven
Karzinom Anschluss an Lymph- oder Blutgefile zu finden oder kavitire Metastasen in
Form von Abtropfmetastasen zu bilden. Durch eine epithelial-mesenchymale Transition
(EMT) sowie Regulierung bestimmter epithelialer und mesenchymaler Marker nehmen die
Tumorzellen einen spindelféormigen, mesenchymalen Phédnotyp an und erlangen so die
Eigenschaften zur Metastasierung. Diese Transition kann, nach Ankunft der Zelle am
Zielort, wieder umgekehrt werden, es erfolgt eine Mesenchym-Epithel-Transition (MET)
(Bocker and Heitz, 2012). Eine Intravasation ist die Grundlage fiir eine Verschleppung der
Tumorzellen iiber das lymphatische System, also lymphogen, oder iiber das Blutsystem
(hamatogen). Den néchsten Schritt in der Metastasierungskaskade stellt die Extravasation
der Zellen dar. Diese finden sich als einzelne disseminierte Tumorzellen (disseminated
tumor cells, DTC) im entfernten Gewebe wieder. Bestimmte Faktoren begiinstigen die
Anhaftung an das GefdBendothel zum Austritt in das Gewebe, wie zum Beispiel die
Bildung eines Tumorzellembolus oder aber die Prdsenz bestimmter Liganden, die mit
Tumorzellrezeptoren interagieren. Daher zeigen sich fiir unterschiedliche Tumorentitdten
und deren Lokalisationen auch unterschiedliche Metastasierungsziele und -raten (Bocker

und Heitz, 2012; Hiddemann et al., 2010; Robert, 2013).

Eine Vielzahl von Faktoren hat Einfluss darauf, ob aus einer disseminierten Tumorzelle

eine Metastase entsteht, die Zelle apoptotisch wird oder in einen Ruhezustand, sogenannte
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dormancy, eintritt. Bei den Metastasen unterscheidet man zudem Mikro- (kleiner oder
gleich 2 mm im Durchmesser) von Makrometastasen (groBer als 2 mm). Nur ein geringer
Anteil der Mikrometastasen geht in Makrometastasen iiber (Wittekind und Meyer, 2013).
Lymphogene Metastasen entstehen bevorzugt bei Plattenepithelkarzinomen des oberen
Aerodigestivtraktes, seltener bei Karzinomen der Speicheldriisen, der Schilddriise oder bei
Hauttumoren. Beim Befall von Lymphknoten durch Tumorzellen kommt es zundchst zur
Verdrangung des lymphatischen Gewebes, spiter auch zur Infiltration und Zerstérung

sowie zu einer Vergroflerung des Lymphknotens (Hermans, 2006).

Lymphknotenmetastasen spielen bei Kopf-Hals-Karzinomen eine entscheidende Rolle, da
sie schon in frithen Stadien auftreten konnen. Es wird eine genetische Grundlage in den
Tumorgenen des Primdrtumors vermutet, die diese frilhe Metastasierung bedingt.
Forschungen  mithilfe = von  DNA-Microarrays  ergaben, dass  bestimmte
Genexpressionsmuster des Primértumors eine Vorhersage iiber das Vorhandensein von

Lymphknotenmetastasen gestatten (Roepman et al., 2005).

Die hdmatogenen Metastasen lassen sich, je nach vendosem Abfluss, in unterschiedliche
Typen unterteilen: den Cava-, Lungenvenen-, Pfortader- oder Vertebral-venosen-Typ.
Primértumore von Organen, die im Abflussgebiet der Vena cava inferior oder superior
liegen, bilden hauptsdchlich Lungenmetastasen aus, im Abflussgebiet der Vena portae
bevorzugt Lebermetastasen. Tumore der Lunge bilden iiber die Lungenvenen meist
Metastasen in Organen des groflen Kreislaufes aus. Beim Vertebral-vendsen-Typ kommt
es zu Metastasen bevorzugt im Skelettsystem {iber eine retrograde Verschleppung der
Tumorzellen  iiber das  paravertebrale = Venengeflecht, beispielsweise  bei
Prostatakarzinomen. Karzinome des Kopf-Hals-Bereiches metastasieren vorwiegend
lymphogen (Leemans et al., 2011). Bei der selteneren himatogenen Metastasierung werden
die Kopf-Hals-Karzinome dem Cava-Typ zugeordnet, die daher vor allem in Lunge und
Leber stattfindet (Bdumer and Maiwald, 2008). Eine Ausnahme stellt hier das
adenoidzystische =~ Karzinom  oder  das  Nasopharynxkarzinom  dar. Bei
Nasopharynxkarzinomen finden sich bereits in frithen Stadien Fernmetastasen (Hiddemann
et al., 2010; Vokes et al., 1997). Bei der lymphogenen und hdmatogenen Metastasierung
kann es zu einer Metastasierungskaskade kommen. So kdnnen mehrere Stationen befallen

sein und Drainagestationen von Tumorzellen iibersprungen werden (Robert, 2013).
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1.4.1 Unterschiedliche Modelle der Metastasierung

Bereits seit einigen Jahren werden unterschiedliche Modelle der Metastasierung und
Tumorprogression diskutiert und verglichen. Hierbei werden insbesondere der Zeitpunkt
der Metastasierung und die Metastasierungsfolge kontrovers diskutiert (Klein, 2009). Auf
der einen Seite steht das Modell der linearen Tumorausbreitung, basierend auf Leslie
Fould's Beschreibung einer schrittweisen Progression von morphologischen Abnormitéten.
So entsteht im Primértumor im Rahmen des Tumorwachstums eine Vielzahl an Mutationen
und Selektionen bestimmter Zellen und einige Zellen entwickeln die Eigenschaft zur
Metastasierung. Grundlage fiir eine Metastasierung ist nach diesem Modell ein

fortgeschrittenes Tumorstadium.

Primértumor .
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Abb. 4 Modell der linearen Tumorprogression Bei der linearen Tumorprogression kommt es erst bei
fortgeschrittenem Primértumor zur eine Metastasierung, zudem entstehen Metastasen nur aus vorangegangenen
Metastasen.

Das Modell wird durch das signifikant hdufigere Auftreten von Metastasen bei
fortgeschrittenen Tumoren unterstiitzt, andere Modelle lassen sich jedoch nicht génzlich
ausschlieBen. In Anlehnung an Leslie Fould*s Theorie der spdten Metastasierung gibt es

die Theorie, dass Metastasen nur aus der vorangegangenen Metastase entstehen, auch
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Modell der linearen Tumorprogression genannt. Dies bedeutet, dass sich eine Zelle aus
dem Primirtumorverband 16st, disseminiert und im peripheren Gewebe eine Metastase
bildet. Aus dieser primédren Metastase 16st sich erneut eine Zelle und bildet eine sekundire
Metastase. Anschlieend erfolgt die Ausbildung einer Vielzahl von Metastasen (Klein,
2009), siche Abbildung 4. Nach dieser Theorie erlangt die disseminierte Zelle ihre
Eigenschaften zur Aus-bildung einer Metastase schon im Verband des Primértumors vor

Verlassen des Verbandes.

Dem Modell der linearen Tumorprogression steht das Modell der parallelen
Tumorprogression gegeniiber. Fortschritte in der Analyse der Wachstumsraten von
Tumorzellen waren die Grundlage fiir diese Theorie. So zeigten Collins et al. in den
1950ern anhand der Analyse von Wachstumsraten, dass grofle Metastasen bereits in frithen
Tumorstadien durch Disseminierung aus dem Primértumor entstehen (Collins et al., 1956).
Die disseminierten Tumorzellen setzen sich bereits frith in anderen Geweben fest. Dort
durchlaufen die Zellen durch Mutationen und Selektion eine Anpassung an das
Wirtsgewebe und erlangen die Féhigkeit zur Ausbildung einer Metastase. Es wird
vermutet, dass sich bereits in Dysplasie- und frithen Tumorstadien, weit vor der Diagnose
eines solchen Tumors, Zellen abspalten und disseminieren, siche auch Abbildung 5. So
fanden sich beispielsweise bei Mamma-Karzinomen bereits vereinzelt Metastasen bei
einem Carcinoma in situ, also bereits vor dem Durchbruch des Tumors durch die
Basalmembran (Bocker and Heitz, 2012), oder bei Kolonkarzinomen bei pT1-Tumoren
(Coghlin and Murray, 2010). Diese Metastasen konnen sich in ihrem genetischen Material
und der Genexpression vom Primédrtumor deutlich unterscheiden, da sie bei der
Entwicklung einer Metastase einen eigenen Anpassungsprozess durchlaufen. Dariiber
hinaus vermutet man ein unabhingiges, metachrones Wachstum der Metastasen (Klein,
2009). In einem spiten Tumorstadium konnen jedoch vom  Primértumor
wachstumsunterstiitzende, stimulierende Signale ausgehen. So findet nach einer RO-
Resektion keine weitere Initiierung von hdmatogenen oder lymphogenen Metastasen statt,

sondern diese erfolgte bereits vorher (Holzel et al., 2010).

Einige Autoren stellen zu dem die Hypothese auf, dass Zellen in friihen Tumorstadien, die
noch eine hohe phinotypische Ahnlichkeit mit Normalgewebe aufweisen, einen
Uberlebensvorteil im Zielgewebe gegeniiber genetisch instabilen fortgeschrittenen

Tumorzellen haben (Klein, 2009, Coghlin and Murray, 2010, Pantel und Brakenhoff,
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2004). Ebenfalls vermutet wird, dass einige Metastasen ein schnelleres Wachstum zeigen
als der Primértumor und daher bei Diagnose bereits eine entsprechende GroBe aufweisen.
So kann beispielsweise eine Metastase auch zuerst entdeckt werden und zunéchst die
Diagnose eines CUP (cancer of unknown primary) gestellt werden (Holzel et al., 2010). Im
Gegensatz zum Modell der linearen Tumorprogression, bei dem aus einer Metastase durch
Abspaltung einer Zelle eine weitere Metastase entstehen kann, wird bei dem Modell der
parallelen Tumorprogression davon ausgegangen, dass Fernmetastasen keine neuen
Metastasen ausbilden konnen (Holzel et al., 2010). Studien zeigten zudem durch
Untersuchung der Genexpressionsmuster, dass die Fahigkeit zur Metastasierung und der
Ort der Metastasierung bereits in frithen Tumorstadien etabliert wird, eine Vorhersage tiber
das Vorliegen von Metastasen auf Grund der Diversitit in der Genexpression von
Metastase und Primédrtumor jedoch schwierig und zeitintensiv ist (Pantel and Brakenhoff,
2004). Einige Autoren unterstiitzen das Modell der parallelen Tumorprogression bereits in

Bezug auf verschiedene
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Abb. 5 Modell der parallelen Tumorprogression Das Modell der parallelen Tumorprogression geht von
einer frilhen Metastasierung aus und es zeigen sich friih multiple disseminierte Tumorzellen aus denen
Metastasen entstehen koénnen.
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Tumorentititen, wie Tumoren der Brust, der Prostata, der Lunge und des Osophagus
(Klein, 2009; Coghlin and Murray, 2010; Pantel und Brakenhoff, 2004). Kopf-Hals-
Karzinome eignen sich aufgrund der meist ausgedehnt durchgefiihrten Neck Dissection und
damit ausreichenden Lymphknotenproben gut, den Ablauf einer lymphogenen

Metastasierung ndher zu beleuchten.

1.5 Detektion von okkulten Mikrometastasen und disseminierten Tumorzellen

Trotz moderner Techniken finden sich bei 20-30% der Patienten okkulte Metastasen in
regionalen Lymphknoten, also Metastasen, die auch nach Durchfiihrung von bildgebenden
Verfahren im Rahmen des Sftaging und einer routinemédBigen histopathologischen
Aufarbeitung im Rahmen einer H&E-Firbung unentdeckt bleiben (Barrera et al., 2003).
Zur Detektion dieser okkulten Metastasen, aber auch einzelner disseminierter Tumorzellen
in formalinfixierten paraffineingebetteten =~ Gewebsproben konnten sich zwei
Nachweismethoden bewéhren: Immunhistochemische Farbungen und PCR-Analysen. Bei
der immunhistochemischen Farbung erfolgt der Einsatz von markierten monoklonalen
Antikorpern gegen auf dem gesuchten Tumor vorkommende Antigene. Eine besondere
immunhistochemische Farbung ist die Immunfluoreszenzfarbung, bei der die Antikorper
mit einem fluoreszierenden Farbstoff markiert werden. Auch in dieser Arbeit kamen
immunhistochemische Farbungen zur Detektion von Tumorzellen in Patientenproben zum
Einsatz. Fiir die Detektion epithelialer Tumoren hat sich unter anderem der Nachweis von

Zytokeratinen durchgesetzt (Pantel and Brakenhoff, 2004).

1.5.1 Zytokeratine

Intermedidrfilamente sind 10 nm dicke Filamente, die ein passives Stiitzgeriist durch
Bindung an membranstdndige Proteine bilden und in fast jeder Zelle vorkommen. Die
Filamente sind Dimere, also zwei aneinander gelagerte Molekiile, die eine Einheit bilden.
Es gibt iiber 60 verschiedene Intermediérfilamente. In die Gruppe der Intermedidrfilamente
gehoren auch die im Epithel vorkommenden Zytokeratine, eine besonders vielfdltige
Gruppe an Stiitzproteinen. Man unterscheidet saure von basischen Zytokeratinen,
auBerdem konnen die Zytokeratine noch nach ihrem Gewicht in nieder- und
hochmolekulare Zytokeratine unterschieden werden. Je ein basisches und ein saures

Zytokeratinmolekiil bilden immer ein Dimer, ein sogenanntes Heterodimer. Daher ergeben
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sich zahlreiche Kombinationsmdglichkeiten, die fiir die entsprechenden Epithelarten
charakteristisch sind, insgesamt gibt es 20 Zytokeratinproteine (CK1-20). Grob einteilen
lassen sie sich in plattenepithelspezifische (CK 1-6 und CK 9-17) und
zylinderepithelspezifische (CK 7-8, CK 18-20). Bestimmte plattenepithelspezifische
Zytokeratine lassen sich auch in mehrreihigem Epithel und Mesothel nachweisen (Biittner
and Thomas, 2003). Zytokeratine finden sich daher auch in den Schleimhéuten des oberen
Aerodigestivtraktes, sowie in den Driisen des Kopf-Hals-Bereiches und den aus diesen
Strukturen entstehenden Tumoren. Gegen Zytokeratine gerichtete Antikérper konnen aus
diesem Grund dem Nachweis von epithelialen Strukturen und den daraus entstandenen
Tumoren dienen. Ein gdngiger Marker fiir Epithelzellen ist Panzytokeratin und wird daher
auch in der Routinediagnostik gehéduft eingesetzt. Panzytokeratin-Antikdrper weisen
Zytokeratinfilamente unabhéngig von ihrer genauen Zusammensetzung nach, da sie gegen
gemeinsame Epitope gerichtet sind. So lassen sich Epithelzellen in jedem Normalgewebe
nachweisen. Der Panzytokeratin-Klon AE1/AE3 ist ein Gemisch aus zwei verschiedenen
Antikdrpern wobei einer gegen saure und einer gegen basische Zytokeratine gerichtet ist.
Niedermolekulare Zytokeratine kommen besonders in Driisen und deren Tumoren vor
(Biittner and Thomas, 2003). AE1 ist gegen die Zytokeratine 10, 14-16 und 19, AE3 gegen
die Zytokeratine 4-6, 8 und 9 (Kerl et al., 2003) gerichtet. Bereits in anderen Arbeiten mit
Bezug auf die Metastasierung von  Kopf-Hals-Karzinomen  wurde  der
Panzytokeratinantikorper erfolgreich zur Detektion von Metastasen eingesetzt (Barrera et

al., 2003; Enepekides et al., 1999; Hamakawa et al., 2000).

1.5.2 Zytokeratin S und 14

Die hochmolekularen Zytokeratine 5 und 14 (CK 5 und CK 14) gehoren zu den
plattenepithelspezifischen Zytokeratinen und kommen in der Epidermis, speziell in der
differenzierenden Schicht, also am Ubergang von der Basalschicht ins Stratum spinosum
vor (Liilllmann-Rauch, 2009) und unter anderem in Epithelien der Speicheldriisen und
oralen Mucosa (Shores et al., 2004). CK 5 und 14 lassen sich durch Antikdrper in von
Epithelzellen ausgehenden Karzinomen nachweisen und eignen sich daher ebenfalls fiir
den Nachweis von Primdrtumor im Kopf-Hals-Bereich oder deren Metastasen, was auch in

anderen Arbeiten gezeigt wurde (Shores et al., 2004).
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1.5.3 CD44v6

CD44 und seine Isoformen sind transmembrandse Glykoproteine und zdhlen zur Gruppe
der Adhéisionsmolekiile, die besonders an Zell-Zell- bzw. Zell-Matrix-Interaktionen
beteiligt sind. CD44 bindet unter anderem an Strukturen der extrazelluldren Matrix, wie
beispielsweise Hyaluronsdure, Glykosaminoglykane oder Kollagen, sowie an Strukturen
des Zytoskelettes, hier interagiert es besonders mit dem Aktin-Zytoskelett. Dadurch ist
CD44 an Vorgingen wie Wundheilungsprozessen, Zellmigration, Tumorwachstum und
Metastasierung  beteiligt. Exprimiert wird CD44 besonders auf Zellen des
hidmatopoetischen Systems, aber auch auf Epithel- und Gliazellen, Fibroblasten und so
weiter. Die mRNA von CD44 besteht aus 20 Exons, wobei 10 dieser Exons Grundlage fiir
den konstanten Teil des Proteins sind, wdhrend durch die anderen 10 Exons durch
alternatives Spleiflen Isoformen, Variants, entstehen konnen (Screaton et al., 1993). Die
Standardisoform von CD44, das CD44s, kommt auf normalen epithelialen und
hidmatopoetischen Zellen vor, wéhrend die durch alternatives Spleilen entstandenen
Variants vorwiegend auf Zellen epithelialer Tumoren vorkommen (Ishida, 2000). Studien
ergaben, dass CD44 Variant 6 (CD44v6), sowohl auf normalen Zellen des Epithels im
Kopf-Hals-Bereich exprimiert wird, als auch in transformierten Zellen und manifesten
Karzinomen (Mack and Gires, 2008). Auch wird vermutet, dass die Prognose von Kopf-
Hals-Karzinomen assoziiert ist mit der Expression von CD44-Molekiilen (Kawano et al.,
2005). Aus diesem Grund dient in dieser Arbeit ein gegen CD44v6 gerichteter Antikorper
der Detektion von Mikrometastasen und disseminierten Tumorzellen von Kopf-Hals-

Karzinomen.

1.6 Ziele der Arbeit

Die schlechte Prognose von Karzinomen des Kopf-Hals-Bereichs hat sich in den letzten
Jahren nur unwesentlich verdndert (Chin et al.,, 2004). Da es sich bei dem
Lymphknotenstatus um einen der wichtigsten, derzeit sogar den wichtigsten
prognostischen Faktor handelt, steht die Untersuchung der Metastasierung von HNSCC
weiterhin in vielen Studien im Mittelpunkt (Leemans et al., 2011). Auch zeigte sich, dass
eine Vielzahl von Metastasen, besonders Mikrometastasen und disseminierte Tumorzellen,
bei der Untersuchung der Lymphknoten eines Patienten mit HNSCC iibersehen werden
und so der Routinediagnostik entgehen (Hermans, 2006). Auf Grund der oftmals

diagnostisch oder therapeutisch durchgefiihrten Neck-Dissection bei Patienten mit
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HNSCC, wvgl. Abschnitt 1.3.1, und der daraus resultierenden Vielzahl an
Lymphknotenproben eignen sich Kopf-Hals-Karzinome gut zur Studie der lymphogenen
Metastasierung. Ziel dieser Arbeit ist daher unter anderem, mit Hilfe einer
immunhistochemischen Farbung okkulte Mikrometastasen und disseminierte Tumorzellen
in Lymphknoten bei Patienten mit pNO-Status nachzuweisen und die lymphogene
Metastasierung genauer zu untersuchen. Das Auffinden dieser okkulten Metastasen kann
einen Einfluss auf die Therapieplanung haben und so in einem dann lymphknotenpositiven
Stadium beispielsweise eine adjuvante Radiatio oder eine umfangreichere Form der Neck
Dissection zur Folge haben. Daher sind genaue Kenntnisse iiber den Lymphknotenstatus
bei jedem Patienten mit HNSCC zur individuellen Therapieplanung notwendig. Auch ist es
Ziel dieser Arbeit den Einfluss der gefundenen Mikrometastasen und disseminierten
Tumorzellen in Bezug auf die Prognose, also das krankheitsfreie Uberleben und die
tumorassoziierten Todesursachen, zu verdeutlichen. Auch die Lokalisation der gefundenen
Mikrometastasen, das sogenannte Mapping, und disseminierten Tumorzellen in Bezug auf
bevorzugte Metastasierungswege bestimmter Tumorentititen umfassen einen Teil dieser

Dissertation.

In dieser Arbeit wird versucht, mit einer immunhistochemischen Féarbung mittels
Antikorpern gegen bestimmte Antigene von Karzinomen im Kopf-Hals-Bereich typische
Strukturen dieser Karzinome in Lymphknoten darzustellen und so disseminierte
Tumorzellen und Mikrometastasen in Lymphknoten von Patienten mit einem pNO Status
aufzufinden. In der Routinediagnostik wird zur Detektion von Metastasen in entnommenen
Lymphknoten héufig eine immunhistochemische Férbung mit einem Panzytokeratin-
Antikorper wie AE1/AE3 durchgefiihrt (Biittner und Thomas, 2003). Zusitzlich zu dem
AE1/AE3-Panzytokeratin-Antikdrpergemisch ~ werden  hier noch zwei  weitere
Antikorpersysteme, CD44v6-Antikorper, sowie CK 5 und CK 14-Antikorper, angewandt.
Diese Antikorpersysteme fanden bereits in anderen Studien Anwendung zur Detektion
epithelialer Tumoren des Kopf-Hals-Bereiches (Becker et al., 2004, Mack und Gires, 2008,
p. 44). Im Rahmen dieser Dissertation konnen durch die Anwendung verschiedener

AntikOrpersysteme diese miteinander verglichen werden.

In dieser Arbeit werden nicht nur das Vorliegen von Mikrometastasen und disseminierten
Tumorzellen bei pNO-Patienten mit HNSCC hinsichtlich des Einflusses auf die

individuelle Prognose und Therapieplanung, sondern auch das Tumorstadium zum
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Zeitpunkt des Metastasenfundes néher betrachtet. So war es Ziel dieser Arbeit durch das
Auffinden von Mikrometastasen in frilhen Tumorstadien die Theorie der parallelen
Tumorprogression (siche auch Kapitel 1.4.1 Unterschiedliche Modelle der Metastasierung

auf Seite 17) auch fiir Kopf-Hals-Karzinome zu unterstiitzen.
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2. Material und Methoden

2.1 Patienten

Bei den ausgewéhlten Patienten handelt es sich um Patienten mit einem gesicherten
Karzinom im Kopf- und Halsbereich im ¢NO-Stadium, die in einem Zeitraum von Januar
2007 bis Februar 2011 in der Klinik fiir Mund-, Kiefer- und Plastische Gesichtschirurgie
des Universitdtsklinikums Diisseldorf operativ versorgt wurden. Im Rahmen der operativen
Therapie wurde bei diesen Patienten eine selektive Neck Dissection durchgefiihrt und die
Lymphknoten histopathologisch aufgearbeitet. SchlieBlich wurden alle Patienten mit einem
histopathologisch negativen Lymphknotenstatus unabhingig vom weiteren TNM-Stadium
in die Studie eingeschlossen. Es wurden Proben von insgesamt 58 Patienten, davon 23
Frauen und 35 Ménner untersucht. Die Patienten waren zum Operationszeitpunkt zwischen
32 und 93 Jahre alt, wobei das mittlere Alter 70 Jahre betrug. Bei allen untersuchten
Patienten lag eine schriftliche Einverstindniserkldrung zur wissenschaftlichen

Aufarbeitung des entnommenen Gewebes vor, vergleiche Abschnitt 2.11.

Es befanden sich insgesamt 54 Patienten mit HNSCC unter den ausgewdéhlten Patienten.
Als Negativkontrollen dienten Lymphknoten von einem Patienten mit Pseudarthrose, zwei
Patienten mit Zustand nach Unterkiefer-Fraktur und ein Patient mit Osteomyelitis des
Unterkiefer, denen im Rahmen einer Operation eine unterschiedliche Anzahl an
Lymphknoten entnommen wurden. Des Weiteren findet sich unter den ausgewihlten
Proben Material eines Patienten mit Osteoradionekrose des Unterkiefers nach primérer
Radiatio bei bestehendem Plattenepithelkarzinom. Bei diesem Patienten wurden
Lymphknoten im Rahmen einer Unterkiefer-Teilresektion entnommen. Die Lymphknoten
dieses Patienten wurden ebenfalls als Negativkontrolle der angewendeten Firbung
mituntersucht. Bei den ausgewihlten Patienten mit gesichertem Karzinom wurde im
Rahmen der Primértumoroperation eine Neck Dissection durchgefiihrt und eine
unterschiedliche Anzahl an Lymphknoten entnommen. Bei einem Karzinom der
Mundhoéhle beispielsweise wurde eine beidseitige selektive Neck Dissection der Level I-
III, in Anlehnung an die aktuellen Leitlinien (Wolff et al., 2012), durchgefiihrt. Patienten,
die zum Ausschluss eines Rezidives operiert wurden, wurde ebenfalls eine

unterschiedliche Anzahl an Lymphknoten entnommen.
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2.2 Entnahme der Lymphknoten und Aufbereitung

Die ausgewdhlten Patienten wurden in der Klinik fiir Mund-, Kiefer- und Plastische

Gesichtschirurgie des Universititsklinikums Diisseldorf in einem Zeitraum von Januar

2007 bis Februar 2011 operiert. Dort wurde im Rahmen der Operation eine Neck

Dissection zur Lympknotenausrdumung oder eine gezielte Lymphknotenentnahme

(Negativkontrollen) durchgefiihrt. Pridoperativ erfolgte ein sonographisch unterstiitztes

Mapping und eine Kartierung der Lymphknoten auf einer Lymphknotenkarte analog zu

den Lymphknotenleveln in Abbildung 2. Die Art der Lymphknotenausrdumung und

Anzahl der entnommen Lymphknoten ldsst sich der Tabelle 4 entnehmen. Von jedem

entnommenen Lymphknoten wurden soweit moglich 3 Schnitte angefertigt.

Tabelle 4 Art und Anzahl der Lymphknotenausriumung

Patienten- Ausdehnung der Ausdehnung der Anzahl der

nummer Lymphknoten- Lymphknoten- untersuchten
ausridumung rechts ausridumung links Lymphknotenanschnitte

pro Patient

1 3 1 149

2 1 3 226

3 2 2 59

4 3 3 109

5 2 2 97

6 2 2 78

7 2 2 58

8 0 4 19

9 0 1 85

10 1 0 120

11 3 3 46

12 1 0 114

13 2 2 36

14 3 1 66

15 1 3 96

16 2 0 26

17 3 3 20

18 3 3 20

19 0 1 12

20 2 2 56

21 0 3 5

22 0 1 149

23 0 0 33

24 3 2 55

25 2 2 208

26 3 3 140

27 2 1 57

28 3 2 56
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Patienten- Ausdehnung der Ausdehnung der Anzahl der
nummer Lymphknoten- Lymphknoten- untersuchten
ausriumung rechts ausriumung links Lymphknotenanschnitte
pro Patient

29 3 2 123
30 2 3 28
31 1 3 131
32 3 2 110
33 0 2 74
34 - - 8
35 3 3 50
36 2 2 36
37 3 3 73
38 - - 14
39 0 0 62
40 2 3 140
41 0 0 5
42 3 3 114
43 3 3 31
44 - - 9
45 3 3 48
46 2 3 52
47 0 1 160
48 2 3 50
49 2 2 117
50 2 3 116
51 2 0 38
52 2 2 34
53 - - 2
54 2 0 37
55 3 0 35
56 0 2 38
57 2 1 257
58 0 0 3
Gesamt (Lymphknotenanschnitte) 4190

LK= Lymphknoten, 0= keine, 1= Funktionelle Neck Dissection bzw. MRND (modifizierte radikale Neck
Dissection): Level I-V (Bocca and Pignataro, 1967), 2= SOHA (selective, supraomohyoidale Neck
Dissection): Level I-III (Byers, 1985), 3= SHA (selective, suprahyoidale Neck Dissection): Level I-1I (Koc
et al., 1997), 4= radikale Neck Dissection: Level I-V (Robbins et al., 1991)

Die Lymphknoten wurden entsprechend der in Abschnitt 1.3.2 beschriebenen
Lymphknotenlevel nach der American Academy of Otolaryngology — Head and Neck
Surgery (Robbins et al., 2002) eingeteilt, einzeln nach Leveln sortiert entnommen und zur
histopathologischen Begutachtuung versandt. Anschliefend wurden die entnommenen
Lymphknoten in 3%iger Formaldehydlosung fixiert und in Paraffin eingebettet,
entsprechend des Entnahmeortes beschriftet und im Rahmen der Routinediagnostik eine
Hamatoxylin-Eosin-Farbung  durchgefiihrt. Zwei  Anschnitte der eingebetteten

Lymphknoten wurden durch einen Pathologen des Universitéitsklinikums Diisseldorf zum
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Ausschluss von Lymphknotenmetastasen begutachtet. Alle ausgewihlten Patienten sind
hierbei als pNO klassifiziert worden. Alle Proben wurden standardisiert in Paraffin
eingebettet und archiviert. Die archivierten Lymphknoten, sowie eine Probe des
Primartumors, falls vorhanden, waren Grundlage der immunhistochemischen Férbungen

dieser Arbeit.

2.3 Anfertigung der Paraffinschnitte

Von allen oben aufgefiihrten Patienten wurden die in der Pathologie der Heinrich-Heine-
Universitit Diisseldorf gelagerten in Paraffin eingebetteten Lymphknoten sowie bei den
Karzinompatienten zusétzlich eine Probe des Primdrtumors in die Firbung mit
eingeschlossen. Hierfiir wurden von den entsprechenden Paraffinblocken jeweils drei
aufeinanderfolgende 4 pum dicke Schnitte mit einem Mikrotom (Schlittenmikrotom SM
2000R, Leica Microsysteme, Deutschland) angefertigt. AnschlieBend wurden die Schnitte
zur Glattung in ein Wasserbad (Wasserbad TEC 2602, Histo-Line®, Italien) gelegt und auf
Objekttrager aufgezogen. Zur Festigung der Schnitte auf den Objekttrigern fiir die spétere
immunhistochemische Férbung wurden die Schnitte im Anschluss fiir 30 Minuten bei
100°Cs und iiber Nacht bei 60°C im Wirmeschrank (Universalwidrmeschrank UFE 550,
Memmert GmbH und Co. KG, Deutschland) gelagert.

Zur Ausarbeitung der Antigenwiederherstellung und der optimalen Fiarbung wurden des
weiteren Primartumor- und Lymphknotenanschnitte von Patienten mit HNSCC verwendet,
die ebenfalls in der Klinik fiir Mund-, Kiefer- und Plastische Gesichtschirurgie des
Universititsklinikums Diisseldorf operiert wurden, aber nicht zu dem fiir diese Arbeit

ausgewdhlten Patientengut gehoren.

2.4 Reagenzien und Ger:iite

2.4.1 Chemikalien und Antikorper

- 1 M Chlorwasserstoffsdure: 8,3 ml Hydrochlorid (Salzsdure 37% rauchend, Ref.
100317.1000, Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland) vermischt mit 100ml
Aqua dest.

- AB-Serum (Ref. 805135, Biotest AG, Dreieich, Deutschland)
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Anti-Mouse-Antikorper (Alexa Fluor® 488 Goat Anti-Mouse SFX Kit, Ref.
A31620, invitrogen, Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland), jeweils
eingesetzt in einer Konzentration von 10 pg/ml in 10%igem AB-Serum in PBS
Anti-Rabbit-Cy3 (Anti-Rabbit IgG (whole molecule), F(ab'); fragment—Cy3
antibody produced in sheep, Ref. C2306, Sigma-Aldrich®, Miinchen,
Deutschland), jeweils eingesetzt in einer Konzentration von 20 pg/ml in 10%igem
AB-Serum in PBS

CD44v6 (Novocastra ™, Lyophilized Mouse Monoclonal Antibody CD44 Variant
6, Leica Biosystems, Wetzlar, Deutschland), jeweils eingesetzt in einer
Verdiinnung 1:50 in 10%igem AB-Serum in PBS

Cytokeratin-5-Antikorper (Rabbit monoclonal antibody, Ref. NB110-56916, Novus
biologicals, Cambridge, Grofbritannien), jeweils eingesetzt in einer Verdiinnung
1:100 in 10%igem AB-Serum in PBS

Cytokeratin-14-Antikérper (Rabbit polyclonal antibody, Ref. Ab53115, abcam®,
Cambridge, Grofbritannien), jeweils eingesetzt in einer Verdiinnung 1:100 in
10%igem AB-Serum in PBS

Diaminobenzidin-Chromogen-Substrat (Liquid DAB + Substrat Chromogen
System, Ref. K3468, Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland)

EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid, E9884-100G, Sigma-Aldrich®, Miinchen,
Deutschland)

Entellan® (Ref. 1079600500, Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland)

Ethanol (Ref. 100983.2511, Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland)
Himatoxylin-Eosin  (Mayers Héamalaunlosung, Ref. 1.09249.2500, Merck
Millipore, Darmstadt, Deutschland)

Isotypenkontrolle MOPC 21 (Mouse IgGl, x (MOPC-21), Purified
Immunoglobulin, Mouse Isotype Control, Ref. M5284, Sigma-Aldrich®, Miinchen,
Deutschland), jeweils eingesetzt in einer Konzentration von 2 pg/ml in 10%igem
AB-Serum in PBS

Isotypenkontrolle aus Rabbit Immunglobulinen (Rabbit Immunoglobulin Fraction,
Ref. X0903, Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland), jeweils eingesetzt
in einer Konzentration von 2 pg/ml in 10%igem AB-Serum in PBS

Natriumcitrat (77i-Sodium citrate dihydrate, Ref. 106448.0500, Merck Millipore,
Darmstadt, Deutschland)
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- Natriumhydroxid ( Natronlauge 32%, Ref. T197, Carl Roth GmbH und Co. Kg,
Karlsruhe, Deutschland)

- Panzytokeratin AEI/AE3 (zwei verschiedene Klone von Anti-Cytokeratin
monoklonalen Antikérpern, AE1 and AE3, Ref. MU(071-UC, BioGenex, Fremont,
Californien, USA), jeweils eingesetzt in einer Verdiinnung 1:250 in 10%igem AB-
Serum

- Paraformaldehyd (Ref. 818715.0100, Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland)

- PBS (phosphate buffered saline, pH 7,4, 10fach konzentriert, Ref. 70011-036,
Gibco®, Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland), 500 ml verdiinnt mit
4500 ml Aqua dest.)

- Target Retrieval Solution (modified citrate buffer, pH 6.1, Ref. S1699, Dako
Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland)

- Tris (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan, PUFFERAN® > 99,3 %, Carl Roth
GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland)

- Triton® X-100, Octoxinol 9 (T4284-100ml, Sigma-Aldrich®, Miinchen,
Deutschland)

- Tween 20 (T WEEN® 20 viscous liquid, Ref. P1379, Sigma-Aldrich®, Miinchen,
Deutschland)

- VECTASTAIN® ABC-Kit (VECTASTAIN® ABC-Kit Standard, Mouse IgG: PK-
4002, Rabbit 1gG: PK 4001, Vector Labs, USA, Vertriebspartner in Deutschland
u.a. Enzo Life Science GmbH, Lorrach, Deutschland)

- Wasserstoffperoxid (Wasserstoffperoxid 30%, Ref. 1.085797.1000, Merck
Millipore, Darmstadt, Deutschland)

- Xylol (Isomerengemisch, Ref. 28975.325, AnalaR® NORMAPUR®, VWR
International GmbH, Darmstadt, Deutschland)

2.4.2 Geriteliste und Verbrauchsmaterialien

- Autoklav (D-65, Systec GmbH, Linden / Deutschland)

- Deckglaser (Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-Konigshofen / Deutschland)

- Eindeckautomat (Tissue-Tek® GL C™ 550, Sakura Finetek GmbH, Staufen im
Breisgau / Deutschland)
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- Fiarbeautomat (Immunfirbeautomat 16000™, Firma BioGenex, DCS Innovative
Diagnostik-Systeme, Dr. Christian Sartori GmbH & Co. KG, Hamburg /
Deutschland

- Feinwaage (Chyo IL-180, A. Hartstein GmbH, Wiirzburg / Deutschland)

- Pipetten (Mikroliterpipette Research, Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH,
Wesseling / Deutschland)

- Mikroskop (DM5000 B, Leica Mikrosysteme GmbH, Wetzlar / Deutschland)

- Mikrotom (Schlittenmikrotom SM 2000R, Leica Microsysteme GmbH, Wetzlar /
Deutschland)

- Objekttrager (Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-Konigshofen /
Deutschland)

- Pipetten aus Polysterol (5, 10 und 25mL), CORNING, Tewksbury / USA

- Pipettenspitzen TipOne (0,1-10, 1-200 und 101-1000pul) STARLAB GmbH,
Hamburg / Deutschland

- Wasserbad (Kottermann GmbH & Co KG, Uetze / Deutschland)

- Wiérmeschrank (Universalwidrmeschrank UFE 550, Memmert GmbH und Co. KG
Schwabach/ Deutschland)

2.5 Ausarbeitung des optimalen Puffers zur Antigenwiederherstellung fiir die
Primérantikorper CD44v6 und Cytokeratin 5 und 14

Um ein vergleichbares Ergebnis der angewendeten immunhistochemischen Féarbung zu
erhalten, sollten alle Schnitte auf die gleiche Weise vor- und nachbehandelt werden,
einzige Abweichung vom Férbeprotokoll sollte der eingesetzte Primérantikorper bleiben.
Um diese Voraussetzung zu schaffen, wurden zunichst einige Férbungen mit
unterschiedlichen Methoden zur Antigenwiederherstellung durchgefiihrt. Hierdurch sollte
das Puffersystem und die Art der Erhitzung der Schnitte im Puffersystem identifiziert
werden, die eine optimale Antigenwiederherstellung in Bezug auf alle drei

Primérantikdrpergemische erbringen.

Als Grundlage dienten 18 Anschnitte von in Paraffin eingebetteten Primértumoren in einer
Dicke von 4 pm von zwei Patienten mit einem HNSCC. Als Primérantikorper dienten in
diesem Versuch zwei der auch spidter fiir die ausgewdhlten Patienten verwendeten

Primérantikorpersysteme, CD44v6 und das Primérantikdrpergemisch CK 5 und CK 14.
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Die Schnitte wurden mittels Immunfluoreszenz-Doppelfarbung, eine im Forschungslabor
der Klinik fiir Mund-, Kiefer- und Plastische Gesichtschirurgie des Universitatsklinikums

Diisseldorf fiir die gewdhlten Antikorper bereits etablierte Farbung, angefarbt.

Die Halfte der Schnitte, insgesamt 9 Schnitte, wurden als Negativkontrolle der
angewendeten Fiarbung mitgefiihrt. Als Negativkontrollen der jeweiligen Primarantikorper
wurden fiir CD44v6 die Isotypenkontrolle MOPC 21 und fiir das Antikorpergemisch aus
CK 5 und CK 14 die Isotypenkontrolle aus Rabbit-Immunglobulinen, wie in Kapitel

2.4.2 néher erldutert, anstatt des entsprechenden Primérantikdrpers eingesetzt.

2.5.1 Auswahl und Herstellung der Pufferléosungen

Zur Durchfiihrung der Antigenwiederherstellung wurden Puffer ausgewihlt, die bereits in
anderen Studien im Rahmen von immunhistochemischen Farbungen Anwendung gefunden
hatten. So sind beispielsweise der | mM EDTA-Puffer (pH 8) und der Sodium-Citrat-
Puffer (pH 6) géngige Puffer bei vielen immunhistochemischen Férbeprotokollen
(Renshaw, 2007). Ein weiterer regelmiBig eingesetzter Puffer ist der Tris-EDTA-Puffer
(Pileri et al., 1997). Dariiber hinaus wurde eine Target Retrieval Solution, ein modifizierter
Citratpuffer mit pH 6,1 der Firma Dako eingesetzt. Die Target Retrieval Solution war
unverdndert einsetzbar, die restlichen Pufferlosungen wurden von Hand hergestellt. Der
EDTA-Puffer wurde hergestellt indem 0,37 g mit Aqua dest. auf einen Liter aufgefiillt und
vermischt wurden. Der pH wurde mittels 1 M Natriumhydroxid bis zu einem pH von 8,0
titriert. Zum Erhalt des 1 M Natriumhydroxid erfolgte eine Verdiinnung von 32%igem
Natriumhydroxid in Aqua dest. Im Verhiltnis von 1:8. Der oben aufgefiihrte Tris-EDTA-
Puffer bestand aus 1,21 g Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan und 0,37 g EDTA vermischt
mit 1000 ml Aqua dest. AnschlieBend wurde 0,5 ml 0.05%iges Tween 20 hinzugefiigt. Fiir
die Herstellung des Sodium-Citrat-Puffers wurde 2,94 g Natriumcitrat mit 1000 ml Aqua
dest. vermischt und im Anschluss der pH-Wert durch Titrieren mit einer 1 M
Chlorwasserstoffsdure auf 6,0 eingestellt. AbschlieBend wurden 0,5 ml 0,05%iges Tween
20 hinzugefiigt und gut gemischt. Um ein vergleichbares Ergebnis zu erzielen, wurden die
Schnitte zwar unterschiedlichen Antigenwiederherstellungsmethoden, jedoch anschlieBend
der gleichen Immunfluoreszenz-fairbung zugefiihrt. Auch in anderen Studien zeigte sich
der EDTA-Puffer {iberlegen (Pileri et al., 1997). Da das Ergebnis der

Antigenwiederherstellung auch abhéngig von den verwendeten Antikdrpern ist, wurden
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verschiedenen Methoden der Antigenwiederherstellung mit den in dieser Arbeit
verwendeten Antikorpern getestet und anschlieBend miteinander verglichen, um den
geeigneten Puffer fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten immunhistochemischen

Féarbungen auszuwéhlen.

2.5.2 Antigenwiederherstellung

Bei zwei der angefertigten Schnitte, davon eine Negativkontrolle, wurde keine
Antigenwiederherstellung unterzogen, sondern die Schnitte direkt der Farbung zugefiihrt.
Bei den restlichen 16 Schnitten wurde zunéchst eine Entparaffinierung durchgefiihrt. Die
Schnitte wurden zunéchst fiir zwei Mal 10 Minuten in ein Bad aus Xylol getaucht und
anschlieBend in einer absteigenden Alkoholreihe entwissert. Die Schnitte verweilten
jeweils fiir 5 Minuten in 99,5%igem Ethanol, zweimalig in 96%igem Ethanol, zweimalig
in 80%igem Ethanol und einmalig in 70%igem Ethanol. AnschlieBend wurde in einem
Bad mit Aqua dest. fiir mindestens 5 Minuten gespiilt. AnschlieBend wurde die
Antigenwiederherstellung durchgefiihrt. Hierfiir wurden immer zwei Schnitte, davon
jeweils eine Negativkontrolle, einer anderen Antigenwiederherstellungsmethode zugefiihrt.
Insgesamt wurden vier verschiedene Puffersysteme zur Antigenwiederherstellung

ausgewdhlt (vgl. Kapitel 2.5.1 Auswahl und Herstellung der Pufferlésungen auf Seite 32).
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Abb. 6 Antigenwiederherstellung Diese Abbildung zeigt die Behandlung der unterschiedlichen Schnitte,
also die Antigenwiederherstellung, denen sie jeweils zugefithrt wurden. So erfolgte die Erhitzung unter
Verwendung der abgebildeten Puffer entweder im Autoklav oder im Wasserbad, bei 2 Schnitten erfolgte
keine Antigenwiederherstellung.

AuBerdem wurden zwei verschiedene Systeme der Erhitzung der Schnitte in jeweils einem
der vier ausgewahlten Puffersysteme angewendet. Acht der Schnitte, je ein Schnitt und die
entsprechende Negativkontrolle pro Puffer, wurden in einem der vier gewahlten Puffer im
Wasserbad (Kottermann, Forschungslabor der Klinik fiir Mund-, Kiefer- und Plastische
Gesichtschirurgie, Universititsklinikum Diisseldorf) bei 95°C fiir 30 Minuten erhitzt und
kiihlten anschlieBend bei Raumtemperatur ab. Die restlichen 8 Schnitte wurden
entsprechend im Autoklav (Systec D-65, Systec GmbH, Forschungslabor der Klinik fiir
Mund-, Kiefer- und Plastische Gesichtschirurgie, Universititsklinikum Diisseldorf) bei
121°C fiir 10 Minuten erhitzt und kiihlten dann bei Raumtemperatur ab (vgl. Abbildung 6).
AnschlieBend wurden die Schnitte fiinf Minuten in PBS gewaschen.
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2.5.3 Immunfluoreszenzfirbung

Fiir die anfianglichen Testfirbungen wurde eine Immunfluoreszenzfiarbung, die sich im
Forschungslabor der Klinik fiir Mund-, Kiefer- und Plastische Gesichtschirurgie des
Universitétsklinikums Diisseldorf bereits etabliert hat, ausgewéhlt. Es handelt sich hier um
eine immunhistochemische Férbung mittels Antikdrpern, bei der die Antikdrper mit einem
Fluoreszenzfarbstoff =~ markiert = werden. In diesem  Fall wurde eine
Doppelimmunmarkierung durchgefiihrt, also mittels zweier unterschiedlicher Antikdrper
zwei Epitope auf einer Gewebeprobe sichtbar gemacht und anschliefend unter einem
Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. In der hier durchgefiihrten Immunfluoreszenzfarbung
stellen sich spdter unter dem Mikroskop die mittels CD44v6 angefdrbten Epitope griin
fluoreszierend, die mittels CK 5 und CK 14 angeférbten Epitope rot fluoreszierend dar

(vgl. Abbildung 7 auf der folgenden Seite).

Fiir die ausgewéhlte Immunfluorerszenzfiarbung wurden alle 18 Schnitte zunéchst fiir fiinf
Minuten mittels 0,5%iger Triton® X-100-PBS-L3sung permeabilisiert und dreimalig in
PBS gewaschen. Zur Blockade unspezifischer Antikorperreaktionen wurde 20%iges AB-
Serum in PBS (20% AB-Serum und 80% PBS) eingesetzt und fiir 20 Minuten auf den
Schnitten belassen. Anschliefend wurden die Schnitte zur Hilfte mit jeweils 200 pl der
Primédrantikorperlosung CD44v6 (1:50 Verdiinnung, d.h. 80 pul CD44v6 Antikorper und
120 pl 10% AB-Serum in PBS) und zur Hélfte mit jeweils 200 pl der Isotypenkontrolle
MOPC 21 (2 pg/ml in 10%igem AB-Serum in PBS) fiir 45 Minuten inkubiert. Gewaschen
wurde dreimalig mit PBS. Die folgenden Schritte wurden im abgedunkelten Raum
durchgefiihrt und die Schnitte wéhrend den Inkubationszeiten dunkel gelagert, um die

Intensitit der Immunfluoreszenz-farbung nicht abzuschwéchen.

Um die Antikorperbindung sichtbar zu machen, wurde nun mit einer Pipette ein
fluoreszierender Sekundérantikdrper fiir 30 Minuten aufgetragen, in diesem Fall handelte
es sich um jeweils 200 pl (10 pg/ml in 10%igem AB-Serum in PBS) des in Kapitel
Antikorper (2.4.2) spezifizierten Anti-Mouse-Antikorpers (Alexa Fluor® 488). Es wurde
erneut dreimalig mit PBS gewaschen. Um eine unspezifische Antikérperbindung auch fiir
den zweiten Primérantikorper zu verhindern, wurde erneut fiir 20 Minuten mit 20%igem
AB-Serum in PBS blockiert. Nun wurden die Schnitte mit dem zweiten
Primérantikdrpergemisch aus Cytokeratin-5-Antikorper und Cytokeratin-14-Antikorper
(1:100 Verdiinnung, d.h. 2 ul CK 5-Antikérper, 2 pl CK 14-Antikérper und 196 pl in 10%
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AB-Serum in PBS) oder alternativ zur Durchfiihrung der Negativkontrolle mit der Rabbit-
Isotypenkontrolle (2 pg/ml in 10%igem AB-Serum in PBS) fiir 30 Minuten mit jeweils
200 pl der Antikorperlosungen inkubiert und anschlieBend mit PBS gewaschen.

Abb. 7 Beispiel einer Immunfluoreszenzfirbung mit den Antikérpern CD44v6 und CK 5 und CK 14.
Abbildungen aufgenommen in Overlaytechnik, es handelt sich um eine Doppelimmunfluoreszenzfarbung
unter Verwendung der Antikérper CD44v6 und CK 5 und CK 14. Mittels des Fluochroms Alexa488 wird
CDA44v6 als griines Fluoreszenzsignal sichtbar, Unter Verwendung des Fluorochroms Cy3 werden CK 5 und
CK 14 als rotes Fluoreszenzsignal nachgewiesen. Links Anfarbung von Epithel, rechts Anfarbung eines
Primértumors. 100fache VergroBerung

Auch diese Antikorperbindung wurde mit einem fluoreszierenden Sekundirantikrper
sichtbar gemacht, hierfiir diente Anti-Rabbit-Cy3 (20 pg/ml in 10%igem AB-Serum in
PBS). Nach dreimaligem Waschen in PBS wurde eine Fixierung mit 1%igem
Paraformaldehyd in PBS durchgefiihrt und anschliefend mit 0,2%igem PBST (Tween auf
PBS) dreimal gewaschen. Anschliefend wurden die Schnitte mit Entellan® betropft und

mit einem Deckglas bedeckt.

2.6 Ausarbeitung des optimalen Puffers fiir den Primirantikorper AE1/AE3 und
Auswahl des Puffers fiir die Farbung der Patientenproben

Da noch ein dritter Primérantikérper in die Untersuchungen einflieBen sollte, wurde
zusitzlich das Antikorpergemisch aus Cytokeratin AE1 und AE3 ausgewihlt, welches
auch in der Routinediagnostik eine breite Anwendung findet und ein géngiger
Epithelmarker ist (Biittner and Thomas, 2003). Auch fiir diesen Primérantikorper galt es,
eine passende Antigenwiederherstellung zu finden, die unter anderem auch fiir die

Primdrantikérper CD44v6 und CK5 und CK 14 geeignet sein sollte. Bei der
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Literaturrecherche zeigte sich, dass der EDTA- und der Sodium-Citrat-Puffer im Rahmen
von immunhistochemischen Farbungen mit AE1/AE3 angewendet wurden und sich so eine
Ubereinstimmung mit den Puffersystemen fiir die Primarantikrper CD44v6 und CK 5 und
CK 14 ergab (Sharma et al. 2013, Yang et al., 2003, Hall et al., 2010). Um den geeigneten
Puffer fiir den Primédrantikdrper AE1/AE3 zu identifizieren, wurden vier Schnitte eines
Priméirtumors von einem Patienten mit HNSCC sowie vier Schnitte mit Epithel aus dem
Kopf-Hals-Bereich ~ einer  Avidin-Biotin-Komplex-Farbung  zugefiihrt (vgl. 2.9
Durchfiihrung der Avidin-Biotin-Farbung mit den Patientenproben auf Seite 40). Je zwei
Primirtumoranschnitte und zwei Epithelanschnitte, davon je eine Negativkontrolle, wurden
im Rahmen der Antigenwiederherstellung im EDTA-Puffer im Wasserbad erhitzt. Zwei
Primédrtumoranschnitte und zwei Epithelanschnitte, davon je eine Negativkontrolle, wurden
im Sodium-Citrat-Puffer erhitzt (zur Herstellung vgl. Kapitel 2.5.1 Auswahl und
Herstellung der Pufferlosungen). Die Negativkontrollen wurden mit der Isotypenkontrolle

aus Rabbit Immunglobulinen inkubiert.

2.7 Auswertung der unterschiedlichen Antigenwiederherstellungsmethoden

Die Schnitte wurden mit dem Leica DM5000B (Leica Microsystems, Deutschland)
mikroskopiert und ausgewertet. Von den gefarbten Schnitten wurde jeweils ein
reprisentatives Areal ausgewidhlt und in der gleichen VergroBerung, in diesem Fall eine
10fache VergroBerung, ein Foto angefertigt. Die Intensitdt wurde miteinander verglichen
und fiir die Antikorpersysteme CD44v6, AE1/AE3 und CK 5 und 14 der EDTA-Puffer in
Kombination mit einer Erhitzung der Schnitte im Wasserbad zur Antigenwiederherstellung
ausgewdhlt (vgl. Kapitel 2.5). Diese Antigendemaskierung wurde fiir alle gewdihlten
Primdrantikdrper in den spédteren Férbungen eingesetzt, um so einheitliche
Voraussetzungen fiir einen spdteren Vergleich und die Auswertung der Schnitte zu

schaffen.
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2.8 Auswahl der Fiarbung fiir die Patientenproben, Erprobung der Firbung mit den
Priméarantikorpern CD44v6, Zytokeratin 5 und Zytokeratin 14

2.8.1 Grundlagen der Avidin-Biotin-Farbung

@—@ biotinyliertes Enzym

g 2 (Peroxidase)
._O (DAB)H;

Avidin . ®
: W ...
)

Biotinylierter
Sekundarantikorper

H.0,

®2H,0

Primarantikorper

Antigen

Abb. 8 Avidin-Biotin-Komplex-Fiarbung Ein Primédrantikdrper bindet an ein zu detektierendes Antigen,
dann bindet ein biotinylierter Sekundarantikérper, der gegen den Primérantikorper gerichtet ist. Das an den
Sekundérantikorper gebundene Biotin stellt so eine Verbindung zum Avidin her. Hinzugabe des
biotinylierten Enzyms (Peroxidase). AnschlieBend werden die markierten Antigene mit einem 3,3,-
Diaminobenzidin-Chromogen-Substrat-System sichtbar gemacht.

Fiir die spéatere immunhistochemische Farbung von circa 2200 Schnitten der ausgewihlten
Patienten war die urspriinglich gewéhlte Immunfluoreszenzfarbung zu arbeits- und
kostenintensiv. Es wurde daher eine Farbung ausgewdhlt die sich auch in einem einfachen
automatisierten Immunfarbesystem durchfiihren ldsst. Die Avidin-Biotin-Complex-
Féarbung schien hierfiir geeignet, es ist eine verbreitete Fairbemethode und auch in anderen
wissenschaftlichen Arbeiten zeigten sich fiir diese Farbung reprisentative Ergebnisse (Hsu
et al., 1981, Kawano et al., 2005). Diese Farbung nutzt die Affinitit des Glykoproteins
Avidin zum Vitamin Biotin. Zunichst bindet ein Primérantikorper an das zu detektierende
Antigen. Ein biotinylierter Sekundir-antikérper, der gegen die artspezifischen
Immunglobulinketten des Primérantikorpers gerichtet ist, bindet dann an den
Primérantikdrper. Das an den Sekundirantikorper gebundene Biotin stellt so eine

Verbindung zum Avidin her (Hsu et al., 1981) (vgl. Abbildung 8).
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Abb. 9 Beispiel einer Avidin-Biotin-
Komplex-Firbung Angefarbter
Primédrtumor mittels der Avidin-Biotin-
Komplex-Férbung (als Beispiel), als
Gegenfarbung wurde eine Himatoxylin-
Eosin-Féarbung verwendet. 100fache
VergroBerung,

Bei der hier gewihlten Fiarbung aus dem VECTASTAIN® ABC-Kit dient eine Peroxidase
als Enzym. Die biotinylierte Peroxidase bildet einen Komplex mit dem an den
Sekundirantikdrper gebundenen Avidin. AnschlieBend werden die markierten Antigene
mit einem 3,3,;Diaminobenzidin-Chromogen-Substrat-System sichtbar gemacht. Das
zugefiihrte Substrat ist in diesem Fall Wasserstoffperoxid. Nach Zugabe des Chromogens
und des Wasserstoffperoxid wird das Chromogen unter Bildung von Wasser zu einem
braunen Endprodukt oxidiert (vgl. Abbildung 8 auf Seite 388). Es entsteht eine
charakteristische Braunfarbung der entsprechenden Areale (vgl. Abbildung 9 auf dieser

Seite).

2.8.2 Testfarbung fiir die Primirantikorper CD44v6 und Zytokeratin 5 und
Zytokeratin 14

Die Avidin-Biotin-Complex-Fiarbung wurde zundchst an histologischen Schnitten von
Gewebeproben von Patienten getestet, die nicht der in Kapitel 2.1 Patienten auf Seite 25
aufgefiihrten Patientengruppe angehoren. Grundlage waren insgesamt acht Schnitte, vier
Primértumoranschnitte und vier Lymphknotenanschnitte, die mit der Avidin-Biotin-
Complex-Farbung angefiarbt wurden. Je ein Primirtumoranschnitt und ein
Lymphknotenanschnitt wurde mit dem Primérantikdrper CD44v6, der dazugehdrigen
Negativkontrolle der Isotypenkontrolle MOPC 21, oder den Primérantikorpern gegen CK 5
und CK 14, beziehungsweise der entsprechenden Isotypen-Negativkontrolle aus Rabbit

Immunglobulinen inkubiert. Die Durchfithrung der Avidin-Biotin-Complex-Farbung
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erfolgte wie im folgenden Kapitel (Kapitel 2.9 Durchfiihrung der Avidin-Biotin-Komplex-

Féarbung mit den Patientenproben) beschrieben.

Fiir diese Arbeit wurde die Avidin-Biotin-Komplex-Farbung fiir die Untersuchung der
Proben der im Kapitel 2.1 Patienten auf Seite 25 beschriebenen Patienten zur Suche von

Mikrometastasen und disseminierten Tumorzellen festgelegt.

2.9 Durchfithrung der Avidin-Biotin-Komplex-Firbung mit den Patientenproben

Die Paraffinschnitte der Gewebeproben der oben aufgefiihrten Patienten auf den
Objekttragern wurden zundchst entparaffiniert um der Férbung zuginglich gemacht zu
werden. Hierfiir wurden die Schnitte jeweils zweimalig fiir 10 Minuten mit einem Xylol-
Bad behandelt und anschlieBend in einer absteigenden Alkoholreihe entwéssert. Jeweils fiir
5 Minuten wurden die Schnitte zweimal mit 99,5%igem Ethanol, zweimal mit 96%igem
Ethanol, zweimal mit 80%igem Ethanol und einmal mit 70%igem Ethanol eingetaucht und

anschlie8end in einem Férbetrog mit Aqua dest. fiir mindestens 5 Minuten gespiilt.

Um die Antigene der spiteren Antikorperfarbung zugédnglich zu machen, wurde danach
eine Demaskierung der Schnitte mit einem EDTA-Puffer durchgefiihrt. Dafiir wurde ein
ImM EDTA-Puffer hergestellt (sieche Kapitel 2.5.1 Auswahl und Herstellung der
Pufferlosungen auf Seite 32). Der Puffer wurde in einer Glaskasten in einem Wasserbad
(Wasserbad Typ 3043, Kottermann, Deutschland) auf 95°C erhitzt. Die Schnitte ruhten
dann in einem Firbeeinsatz fiir 30 Minuten im Puffer im Wasserbad bei 95°C. Danach
wurden die Schnitte im Puffer verbleibend aus dem Wasserbad entfernt um 20 Minuten bei
Raumtemperatur abzukiihlen. AnschlieBend wurden die Schnitte fiir 5 Minuten in einem

Farbetrog in PBS gewaschen.

Die endogene Peroxidase wurde durch ein Bad in einer Losung mit 0,3%igem
Wasserstoffperoxid in PBS fiir 10 Minuten blockiert und anschlieBend wurde mit einer
0,03%igen Aqua-dest.- Triton® X-100-Losung gespiilt. Um ein besseres Ergebnis der
Féarbung durch ausreichende Antikdrperkonzentrationen zu erzielen wurden, die Schnitte
mit einem Liquid Blocker Pen (PAP Pen Liquid Blocker, Science Service GmbH,

Deutschland) umrandet, um ein Abflieen der aufgetragenen Losungen zu verhindern.
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Die folgenden Schritte wurden von einem automatisierten Immunfarbesystem
(Immunférbesysteme 16000™, BioGenex, USA) bei Raumtemperatur durchgefiihrt.
Jeweils 60 Schnitte wurden so gleichzeitig mit der Avidin-Biotin-Complex-Technik
angefarbt und mit einem der drei Primdrantikorper inkubiert. Dabei handelte es sich um 59
Objekttrager mit Lymphknotenanschnitten, sowie einem  Objekttriger eines
Primirtumoranschnittes als Positivkontrolle fiir die jeweilige Farbung. Negativkontrollen
wurden in Form von Lymphknotenanschnitten von Patienten ohne HNSCC (vgl. Tabelle 4)
mitgefiihrt. Als Grundlage fir die Avidin-Biotin-Complex-Farbung diente ein
VECTASTAIN® ABC-Kit.

Die Schnitte wurden zunichst mit 200 pl eines Normalserums, 3 Tropfen in 10ml PBS, fiir
20 Minuten inkubiert, um unspezifische Antikorperbindungen zu blockieren. Fiir den
spiateren Primdrantikorper CD44v6 wurde ein Mouse-Serum eingesetzt, flr die
Primérantikdrper CK 5, CK 14 und Panzytokeratin AE1/AE3 ein Rabbit-Serum. Beide
Seren sind Teil des VECTASTAIN® ABC-Kits. AnschlieBend wurde mit einem der drei
ausgewdhlten Antikorper-Gemische mit jeweils 200 pl pro Objekttriger fiir 30 Minuten
inkubiert und mit PBS gewaschen. Die flir diese Arbeit ausgewihlten Primérantikorper
waren CD44v6 (1:50 Verdiinnung in 10%-igem AB-Serum in PBS), ein Antikorper-
Gemisch aus Cytokeratin-5-Antikdrpern und Cytokeratin-14-Antikorpern, in einer 1:1-
Mischung (1:100 Verdiinnung in 10%-igem AB-Serum in PBS), und Panzytokeratin
AEI1/AE3 (1:250 Verdiinnung in 10%-igem AB-Serum in PBS). Die pro Patientenprobe
angefertigten drei Anschnitte wurden also mit jeweils einem der drei Antikdrpergemische

inkubiert.

Anschliefend wurden die Schnitte mit 200 pl der Sekunddrantikodrperldsung, ein
biotinylierten Antikdrper (VECTASTAIN® ABC-Kit), 1 Tropfen in 10ml PBS, fiir 30
Minuten inkubiert und mit PBS erneut gewaschen. Als néchster Schritt wurden 200 pl des
Avidin-Biotin-Complex-Reagenz (VECTASTAIN® ABC-Kit), 2 Tropfen Reagenz A und
2 Tropfen Reagenz B in 10ml PBS, auf die Schnitte gegeben und fiir 30 Minuten belassen
und anschliefend mit PBS gewaschen. Im letzten Schritt im Firbeautomaten erfolgte die
Visualisierung der Antikorper-Avidin-Biotin-Komplexe mittels Diaminobenzidin-
Chromogen-Subtrat (1 Tropfen Diaminobenzidin-Chromogen pro ml Subsrat), welches fiir
10 Minuten inkubiert und mit PBS von den Préparaten gewaschen wurde. Als

Gegenfiarbung wurde eine Hamatoxylin-Eosin-Féarbung fiir 3 Minuten verwendet und die
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Préaparate wurden im Anschluss unter flieBendem Leitungswasser gewissert. Zur Fixierung
der geférbten Schnitte wurde eine aufsteigende Alkoholreihe eingesetzt, es erfolgte ein Bad
jeweils eine Minute in 70%igem, 80%igem und zuletzt 99,5%igem Ethanol, auBerdem
wurden die Schnitte fiir zwei Minuten in Xylol getaucht. Abschliefend wurden die
Schnitte im Eindeckautomaten (Tissue-Tek® GL C™ 550, Sakura Finetek, Deutschland)
eingedeckt.

Mikroskopiert wurden die Schnitte mit dem Leica DM5000B (Leica Microsystems,
Deutschland). Eine Kontrolle der als positiv fliir Mikrometastasen oder einzelne
disseminierte Tumorzellen erachteten Schnitte erfolgte durch zwei unabhingige
Pathologen, Prof. Dr. med. Stephan Baldus, zum Zeitpunkt der Dissertationsarbeit
Pathologie Universitdtsklinikum Diisseldorf, aktuell Institut fiir Pathologie, Bergisch
Gladbach, und Dr. med. Csaba Toth, zum Zeitpunkt der Dissertationsarbeit Pathologie
Universititsklinikum Diisseldorf, aktuell Pathologisches Institut, Universitdtsklinikum

Heidelberg.

2.10 Statistische Auswertung, die Kaplan-Meier Methode

Fiir die Darstellung und Analyse des Gesamtiiberlebens (kumulatives Uberleben) wurde in
dieser Arbeit die Kaplan-Meier Methode ausgewihlt. Hierbei wird das Uberleben der
Patienten iiber einen Zeitraum dargestellt, das Versterben eines Patienten definiert immer
einen neuen Zeitraum. Verstitbt ein Patient, so  verringert sich die
Uberlebenswahrscheinlichkeit des Patientenkollektives und die Kurve sinkt. Zudem
konnen die Patienten in unterschiedliche Gruppen eingeteilt werden, in dieser Arbeit
beispielsweise in Patienten mit und ohne detektierte Mikrometastasen und disseminierte
Tumorzellen. So lisst sich ein Uberlebensunterschied zwischen den Gruppen in einer

Kaplan-Meier Kurve darstellen (Ziegler et al., 2007).

2.11 Software

Zum Erstellen dieser Dissertation wurden die Programme Microsoft Word 2010, Microsoft
Power Point 2010 und Microsoft Excel 2010 verwendet. Mikroskopiert wurde mit dem
Leica DM5000B (Leica Microsystems, Deutschland). Mit der dazugehorigen Software,


https://www.leica-microsystems.com/de/
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Leica Application Suite (Leica Microsystem, Deutschland), wurden die in dieser Arbeit

abgebildeten Fotos erstellt.

2.12 Ethikvotum

Studiennummer: 3090

Ethikkommission der Medizinischen Fakultit der Heinrich-Heine-Universitit

Detektion und molekulargenetische Charakterisiserung einzelner disseminierter

Tumorzellen in Lymphknoten und Knochenmark von Patienten mit Kopf-Hals-Karzinom
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3.1 Identifizierung der optimalen Antigendemaskierung

Nach der Entnahme von Gewebeproben miissen diese zur histologischen Aufarbeitung
fixiert werden, um autolytische Prozesse durch in der Gewebsprobe vorhandene Enzyme
zu verhindern. Ziel ist es hierbei, die Zellstruktur des Gewebes moglichst gut zu erhalten.
Eine bewihrte Konservierungsmethode stellt die Einbettung der Proben in Paraffin dar
(Lilllmann-Rauch, 2009). Jedoch werden durch die Fixierung der Gewebeproben in einer
Formalinlésung und anschlieBende Einbettung in Paraffin Proteine in der Gewebeprobe
miteinander quervernetzt. So kann es teilweise zu einem Verlust der Antigenitdt kommen,
dies erschwert die Detektion bestimmter Strukturen mit immunhistologischen Farbungen.
Die durch den Fixierungsprozess bedingte Verdnderung der Epitopstruktur ist oftmals
reversibel, so dass die Epitope wieder durch die zugehorigen Antikdrper erkannt werden
konnen. Zur Demaskierung der Antigene, also der Wiederherstellung der Epitopstruktur,
haben sich zwei Methoden bewéhrt: Einerseits die enzymgestiitzte Demaskierung durch
milde Proteolyse, das sogenannte protease induced epitope retrieval, andererseits die
schonendere Methode, das heat induced epitope retrieval, bei der die Gewebeproben in
einem Puffer erhitzt werden und durch feuchte Hitze eine Demaskierung der Antigene
erfolgt (Kerl et al.,, 2003). In dieser Arbeit wurde ebenfalls die heat induced epitope
retrieval-Methode angewandt. Wie in Abschnitt 2.5 beschrieben, wurden im Rahmen
dieser Arbeit verschiedene Puffersysteme und Erhitzungsmethoden fiir die ausgewdéhlten
Antikorper, CK 5 und CK 14, CD44v6, sowie AE1/AE3, getestet, um so die optimale

Methode zur Antigendemaskierung zu identifizieren.

3.1.1 Identifizierung der optimalen Antigenwiederherstellungsmethoden fiir die
Antikorpersysteme CD44v6 und Zytokeratin S und 14

Im Rahmen einer Doppel-Immunfluoreszenzfarbung wurden fiir die Antikorpersysteme
CD44v6 und CK 5 und CK 14 vier verschiedene Puffersysteme und zwei verschiedene
Methoden der Erhitzung der Schnitte im Puffer getestet. Als Gewebeproben dienten hier
Schnitte von Primértumoren von Patienten mit HNSCC. Zu den getesteten Puffern
gehorten der 1 mM EDTA-Puffer (pHS), der Sodium-Citrat-Puffer (pH 6), der Tris-EDTA-

Puffer sowie die Target Retrieval Solution, ein modifizierter Citrat-Puffer mit pH 6,1 der
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Firma Dako, erhitzt wurden die Schnitte entweder im Wasserbad oder im Autoklaven,

siehe auch Abschnitt 2.5.

Citratpuffer - Autoklav Citratpuffer - Autoklav EDTA-Puffer - Autoklav EDTA-Puffer - Autoklav

. g EDTA-Puffer - Wasserbad EDTA-Puffer - Wasserbad
Citratpuffer - Wasserbad Citratpuffer - Wasserbad

Tris-EDTA-Puffer - Autoklav Tris-EDTA-Puffer - Autoklav Retrieval Solution - Autoklav Retrieval Solution - Autoklav

i e

-~

Tris-EDTA-Puffer - Wasserbad Tris-EDTA-Puffer - Wasserbad Retrieval Solution - Wasserbad Retrieval Solution - Wasserbad

Keine Antigenwiederherstellung

Abb. 10 Doppelimmunfluoreszenzfirbung von Primiirtumoren mit unterschiedlichen Antigen-
demaskierungsmethoden. Griinlich gefiarbte Bereiche markiert mit CD44v6, rétliche Bereiche markiert mit
CK 5/14, zudem ist jedes Bild beschriftet mit der Antigenwiederherstellungmethode denen der
entsprechende Schnitt zugeflihrt wurde. 100fache VergroBerung (Messbalken entspricht 200 pum), Bilder
ohne Antigenwiederherstellung in 200facher VergroBerung (Messbalken entspricht 100 pm)

Nach Durchfiihrung der Immunfluoreszenzfarbung wurden die Schnitte mikroskopiert und
ausgewertet. Von den gefdrbten Schnitten wurde jeweils ein repridsentatives Areal
ausgewdhlt und in der gleichen VergroBerung, in diesem Falle eine 10fache Vergroferung,
ein Foto angefertigt. AnschlieBend wurde die auf den Fotos festgehaltene Intensitdt der

durchgefithrten Immunfluoreszenzfarbung miteinander verglichen. Es zeigte sich beim
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Vergleich der unterschiedlichen  Erhitzungsmethoden eine deutlich  bessere
Antigendemaskierung und somit ein besseres Ergebnis der Immunfluoreszenzfarbung bei
den Schnitten, die im Wasserbad erhitzt wurden (vgl. Abbildung 10 auf Seite 45). Bei den
Puffern erzielten der Sodium-Citrat-Puffer, die Retrieval Solution und der EDTA-Puffer
gute Ergebnisse (vgl. Abbildung 10). Im Vergleich dazu erfolgte durch den Tris-EDTA-
Puffer eine deutlich schwiéchere Farbung der Areale und die Schnitte bei denen keine
Antigendemaskierung erfolgte, wiesen eine sehr geringe Antikorperbindung und damit ein
schwaches Ergebnis der Féarbung auf (vgl. Abbildung 10). Die mitgefiihrten
Negativkontrollen waren negativ fiir die durchgefiihrte Immunfluoreszenzfiarbung und

zeigten unter dem Mikroskop keine fluoreszierenden Areale.

3.1.2 Identifizierung der optimalen Antigenwiederherstellungsmethoden fiir das
Antikorpersystem AE1/AE3

Um auch fiir das Antikérpersystem AE1/AE3 das optimale Puffersystem zu identifizieren,
wurden in dieser Arbeit ein Sodium-Citrat-Puffer und ein EDTA-Puffer im Rahmen einer
immunhistochemischen Féarbung getestet (vgl. Abschnitt 2.6). Als Gewebeproben dienten
auch hier Schnitte von Primértumoren von Patienten mit HNSCC, sowie Anschnitte von
Epithelproben aus dem Kopf-Hals-Bereich. Wie in Abschnitt 3.1.1 Identifizierung der
optimalen Antigenwiederherstellungsmethoden fiir die Antikorpersysteme CD44v6 und
Zytokeratin 5 und 14 auf Seite 44 beschrieben, zeigte die Erhitzung der Gewebsproben im
Wasserbad im Rahmen der heat induced epitope retrieval-Methode die besseren
Ergebnisse, daher wurden die Schnitte im Rahmen der Féarbung mit dem Antikérper
AEI1/AE3 ebenfalls im Wasserbad im entsprechenden Puffer erhitzt. AnschlieBend wurde
eine Avidin-Biotin-Komplex-Fiarbung mit dem Panzytokeratinantikérper durchgefiihrt und
die Intensitit der Schnitte in einer 10fachen VergréBerung unter dem Mikroskop

miteinander verglichen (vgl. Abbildung 11 auf der folgenden Seite).

In Bezug auf die getesteten Puffersysteme zeigte sich seine hohere Intensitit der Farbung
nach Anwendung des EDTA-Puffers im Rahmen der Antigendemaskierung. Die Schnitte,
die im Rahmen der Antigendemaskierung im Sodium-Citrat-Puffer erhitzt wurden zeigten
eine geringere Intensitit. Sowohl die Anschnitte des Primértumors, als auch die
Epithelanschnitte (vgl. Abbildung 11) wurden hier weniger stark gefarbt. Insgesamt zeigte

die durchgefiihrte Avidin-Biotin-Komplex-Féarbung im Zusammenhang mit dem
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ausgewdhlten Antikorper AE1/AE3 gute Ergebnisse, Tumorzellen waren deutlich
erkennbar angefirbt. Die mitgefiihrten Negativkontrollen waren negativ, sie wiesen keine
braunlich verfirbten Areale auf. Die ausgewdhlte Avidin-Biotin-Komplex-Farbung im
Zusammenhang mit dem Panzytokeratinantikdrper AE1/AE3 zeigte sich daher fiir diese
Arbeit als geeignet.

. Citratpuffer — EDTA-Puffer —
Citratpuffer - Negativkontrolle EDTA-Purfer - Negativkontrolle
Primartumor Primartumor

Primartumor Primartumor
3 e b £ &, o G - o j-,; : L ."- .

Citratpuffer — Citratpuffer — EDTA-Puffer —

EDTA-Puffer -

Negativkontrolle Epithel

Epithel Epithel

Negativkontrolle
Epithel

Abb. 11 Testfirbung mit dem Antikérper AE1/AE3. Anwendung einer Avidin-Biotin-Komplex-Farbung,
als Gegenfarbung wurde eine Himatoxylin-Eosin-Féarbung verwendet. Beschriftet sind die Bilder mit der
Antigenwiederherstellungsmethode denen die Schnitte zugefiihrt worden, zudem ob es sich bei dem Gewebe
um Epithel oder Primartumor handelt. 100fache VergroBerung, Messbalken entsprechen 200 pm

3.2 Erprobung der Avidin-Biotin-Komplex-Firbung mit den Primérantikorpern
CD44v6 und Zytokeratin S und 14

Die Avidin-Biotin-Komplex-Farbung zeigte bereits flir das Antikorpersystem AEI/AE3
gute Ergebnisse. Um diese immunhistochemische Farbung als mdgliche Standardfarbung
fiir die in Abschnitt 2.2 beschriebenen Patientenproben in dieser Arbeit festzulegen, wurde
sie noch fiir die Primédrantikérper CD44v6 und CK 5 und CK 14 getestet. Hier dienten
Primirtumoranschnitte von Patienten mit HNSCC und Lymphknotenanschnitte als
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Testpriparate flir die Farbung. Fiir jede immunhistochemische Férbung eines Schnittes

wurde ein Schnitt als Negativkontrolle mitgefiihrt.

Negativkontrolle - Negativkontrolle
o Primartumor — Lymphknoten — Lymphknoten —
Primartumor — CD44v6  -pa4ve CD44v6 CD44v6

Negativkontrolle - Lymphknoten — Negativkontrolle
Primartumor — CK 5/14 Primartumor — CK 5/14 Lymphknoten —
CK 5/14 CK 5/14

Abb. 12 Avidin-Biotin-Komplex-Firbung unter Verwendung der Antikérper CD44v6 und CK 5 und
CK 14, Erprobung der Avidin-Biotin-Komplex-Féarbung mit den Antikdrpern CD44v6 und CK 5 und 14 an
Primértumoren (braun gefarbte Bereiche), sowie Lymphknoten. Zusédtzlich wurde eine jeweils eine
Negativkontrolle mitgefiihrt. Als Gegenfarbung wurde eine Himatoxylin-Eosin-Farbung verwendet.
Zellkerne blau gefarbt. Primédrtumoren in einer 100fachen Vergroferung (Messbalken 200um), Negativ-
kontrollen der Primértumoren in 200facher Vergroferung (Messbalken 50 um), Lymphknotenanschnitte in
einer 50fachen VergroBerung (Messbalken 200 pm).

Die Schnitte wurden nach Durchfiihrung der immunhistochemischen Farbungen
mikroskopiert und Fotos der entsprechenden Schnitte in einer 10fachen Vergréferung
angefertigt (Abbildung 12 auf dieser Seite) so dass die Intensitit der durchgefiihrten
Farbungen miteinander verglichen werden konnte. Die Anschnitte der Primirtumoren
wurden mit der Avidin-Biotin-Komplex-Féarbung fiir den jeweiligen Primérantikorper,
CD44v6 und CK 5 und CK 14, deutlich angefirbt (Abbildung 12). Die ebenfalls
angefarbten Lymphknoten wiesen keine unspezifisch angefarbten Strukturen auf, die

Negativkontrollen der Primartumor- und Lymphknotenanschnitte waren eindeutig negativ.
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3.3 Detektion von Mikrometastasen und disseminierten Tumorzellen in
Lymphknoten von pNO-Patienten mit HNSCC

In diese Studie wurden insgesamt entnommene Lymphknoten von 58 Patienten
eingeschlossen, davon 54 Patienten mit der Diagnose eines Kopf-Hals-Karzinoms, die
genauen Patientendaten finden sich in Abschnitt 2.1 auf Seite 25. Unter den Patienten
befanden sich 14 Patienten mit einem Karzinom im Bereich des Unter- oder Oberkiefers, 5
Patienten mit einem Karzinom der Wange, 12 Patienten mit einem Karzinom der Zunge,
20 Patienten mit einem Karzinom des Mundbodens, 3 Patienten mit einem Karzinom des
Alveolarfortsatzes, 4 Patienten mit einem Karzinom der Lippe, 2 Patienten mit einem
Karzinom des Gaumens, ein Patient mit einem Karzinom der Glandula parotis und ein
Patient mit einem Karzinom im Bereich des Vestibulum oris (vgl. Abbildung 14 auf Seite
50). Eine genaue Auflistung der Tumorlokalisation sowie des genauen Tumorstadiums des
entsprechenden Patienten ldsst sich der Tabelle 5 entnehmen. Die genaue Verteilung der
Tumorstadien in Abhéngigkeit des Geschlechtes lésst sich aus der Abbildung 13 auf dieser

Seite entnehmen.

Tumorstadien und Geschlechtsverteilung

25 1 22

19
20

13

11
Manner

g
d

Anzahl

B Frauen

pT1 pT2 pT3 pT4
Tumorstadium

Abb. 13 Tumorstadien und Geschlechtsverteilung. Ubersicht iiber die Probenzahl der verschiedenen
Tumorstadien und die jeweilige absolute Anzahl von Frauen und Ménnern. pT= pathologisch gesicherte
Tumorausdehnung
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Malignomlokalisation - Absolute und Prozentuale Verteilung

Glandula parotis
1(2%)

Vestibulum oris

Gaumen 2 (3%) / 1(2%)
Alveolar-

fortsatz 3 (5%)

Abb. 14 Absolute und Prozentuale Verteilung der Malignomlokalisation. Relative
prozentuale (in Klammern) und absolute Verteilung der Malignomarten, teilweise
mehrfache Tumorlokalisationen fiir denselben Patienten.

AuBlerdem wurden 4 Patienten, mit den laufenden Nummern 34, 38, 44 und 53 (vgl.
Tabelle 6 auf 350) in die Studie mit eingeschlossen, die auf Grund anderer Diagnosen
operiert und deren Lymphknoten als Negativkontrolle der gewédhlten Farbung mit
eingeschlossen wurden (vgl. Abschnitt 2.1 auf Seite 25). Sofern vorhanden wurde auch
eine Gewebsprobe des Primdrtumors in die Studie mit eingeschlossen (vgl. Tabelle 5 auf
Seite 51). Die insgesamt 52 Primértumorproben dienten als Positivkontrollen der
gewihlten Farbung und es wurden Proben der Primértumoren bei jedem Durchgang im

Féarbeautomat mitgefiihrt.
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Tabelle 5 Auflistung der Patienten nach Geschlecht, Tumorlokalisation, Tumorstadium, Resektion und
Rezidiv

Patienten Geschlecht Lokalisation pT- R Rezidiv
- nummer Stadium im
Verlauf
0=nein
1=ja
1 M Unterkiefer links pT4a 0 O
2 M Wange rechts pT2 0 O
3 W Wange rechts pT2 0 O
4 W Zunge rechts pTl 0 O
5 M Unterlippe pTl 0 O
6 M Zungenrand links pTl 0 O
7 W Anteriorer Mundboden pT2 0 1
8 M Zweites Lokalrezidiv Mundboden  pT2 0 1
9 W Mundboden links pT2 0 1
10 M Alveolarfortsatz rechts pT2 0 O
11 M Unterlippe pT2 0 1
12 M Wange rechts pT4 I 1
13 w Unterkieferschleimhaut, Anteriorer pT2 0 1
Mundboden
14 w Mundboden links pT2 0 0
15 M Mundboden links pT2 0 0
16 M Gaumen rechts pT2 I 1
17 M Anteriorer Mundboden links pTl 0 0
18 W Unterkieferschleimhaut rechts pTl 0 O
19 M Zunge/Mundboden links pTl 0 1
20 W Alveolarfortsatz/ant. Mundboden pT2 0 O
21 M Mundboden, Zunge, Unterkiefer pT4 0 1
22 M Unterkiefer, Mundboden pT3 0 1
23 W Oberkieferschleimhaut pT4 0 1
24 M Zungenrand links pT2 0 1
25 M Zungenrand links pT2 0 1
26 M Mundboden, Zungenrand links pTl1 0 O
27 M Unterkiefer pTl 0 O
28 W Unterkieferschleimhaut pTl 0 O
29 M Trigonum retromolare, pT2 0 O
Alveolarfortsatz
30 M Unterkiefer ventral pT4a 0 0
31 M Anteriorer Mundboden pT2 0 0
32 W Wangenschleimhaut, Tuber pTl1 0 O
maxillae links
33 M Glandula parotis links pT2 I 0
34 W Unterkieferfraktur rechts - - -
35 M Anteriorer Mundboden pT1 0 0
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Patienten Geschlecht Lokalisation pT- R Rezidiv

- nummer Stadium im
Verlauf
0=nein
1=ja

36 W Zungenunterfliche, Frenulum pTl 1

37 M Unterlippe, Lippenrot pT3 0 O

38 M Unterkieferosteomyelitis - - -

39 M Oberkieferschleimhaut pT2 1

40 W Seitlicher Mundboden pT2 0 0

41 w Rezidivausschluss, pT3 -0

Osteoradionekrose des
Unterkiefers, urspriinglich
Zungenrand links, Mundboden

42 w Oberkieferschleimhaut rechts pT4a 0 0
43 W Zungenunterseite vordere 2/3 rechts pT1 0 O
44 w Pseudarthrose Unterkiefer - - -
45 W Unterlippe, Lippenrot pT1 0 O
46 M Anteriorer Mundboden rechts pT1 0 O
47 M Kieferhohle links pT3 0 0
48 M Anteriorer Mundboden links pTl1 0 1
49 M Weicher Gaumen, Tonsille pT3 0 O
beidseits
50 M Zungenrand rechts pT1 0 O
51 M Unterkieferschleimhaut pT4 0 O
52 W Vestibulum oris pTl1 0 O
53 W Zustand nach Unterkieferfraktur, - - -
Materialentnahme
54 M Wangenschleimhaut pT2 0 O
55 M Zungenrand, Zungenspitze pTl 0 O
56 W Unterkieferschleimhaut pT2 0 O
57 M Seitlicher Mundboden pT3 0 O
58 w Rezidivausschluss (Patient 42) pT2 0 0O
Seitlicher Mundboden

W=Weiblich, M=Minnlich, pT= pathologisch gesichertes Tumorstadium, R= Resektionsart, 0= Tumorfreier
Resektionsrand, 1= Tumor im Bereich des Resektionsrandes, laufende Patientennummer entspricht der
Reihenfolge, der in die Studie aufgenommenen Patienten
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Tabelle 6 Fehlende Primértumoren bei den Gewebsproben

Patienten-  Ursichliche Diagnose fiir das Fehlen eines

nummer Primirtumoranschnittes

34 Unterkieferfraktur

38 Osteomyelitis

41 Rezidivausschluss, Osteoradionekrose des Unterkiefers
44 Pseudarthrose

53 Unterkieferfraktur

58 Operation im Rahmen eines Rezidivausschluss

Von jeder Gewebeprobe wurden 3 Schnitte angefertigt, insgesamt wurden im Rahmen
dieser Studie 2256 Schnitte angefertigt, auf Objekttrager aufgezogen und mit einem der
drei gewihlten Primérantikorpersysteme mittels Avidin-Biotin-Komplex-Farbung geférbt.
Unter den 2256 Schnitten befanden sich insgesamt 162 Schnitte mit Anschnitten von
Primédrtumoren zur Positivkontrolle, somit 2094 Schnitte mit Lymphknotenproben, auf
denen sich eine unterschiedliche Anzahl von Lymphknotenanschnitten befand. Insgesamt
fanden sich unter den Proben 4190 Anschnitte von Lymphknoten, die unter dem
Mikroskop ausgewertet wurden. Jeder Objekttriger wurde nach dem gleichen Muster unter
dem Mikroskop betrachtet. Das Screening erfolgte in iiberlappenden S-Linien von links
unten beginnend. Es erfolgte zunédchst eine Vorauswahl der Schnitte, bei der alle eindeutig
negativen Schnitte aussortiert wurden. Suspekte Areale und Schnitte mit Verdacht auf
Mikrometastasen und disseminierte Tumorzellen wurden beiseitegelegt und die Areale,
beziehungsweise Zellen, markiert. Diese aussortierten Schnitte wurden durch zwei
voneinander unabhingige Pathologen (Prof. Dr. med. S. E. Baldus, Institut fiir Pathologie,
Zytologie und Molekularpathologie, Bergisch Gladbach, Dr. med. C. Toth, Pathologisches
Institut, Universititsklinikum Heidelberg) {tberpriift. Anhand der Zellkern- und
Zellmorphologie wurden dann die Schnitte mit disseminierten Tumorzellen und

Mikrometastasen von den Schnitten mit Artefakten getrennt.

3.3.1 Positivkontrollen

Alle mitgefiihrten Positivkontrollen in Form von Priméirtumoranschnitten waren positiv fiir
die durchgefiihrte Avidin-Biotin-Komplex-Firbung mit den Antikdrpersystemen
AE1/AE3, CD44v6 und einem CK 5 und 14-Antikérpergemisch. Insgesamt waren von 50

der 54 Patienten Primadrtumoren vorhanden. Durch die Antikérperbindung und
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anschlieBende immunhistochemische Firbung zeigten sich die Tumorareale braunlich
gefirbt, tumorfreie Areale zeigten lediglich durch die zur Gegenfarbung eingesetzte H&E-
Féarbung der Zellkerne in blau (vgl. Abbildung 15 der néchsten Seite). Die eingesetzten
Antikorpersysteme riefen eine bréaunliche Farbung im Primértumorareal hervor, wobei sich
in der Intensitdt der Farbung deutliche Unterschiede zeigten (vgl. Abbildung 15). So fand
sich eine intensive Fiarbung fiir den Panzytokeratinantikdrper AE1/AE3, sowie fiir das
Antikorpergemisch aus CK 5 und CK 14. Die Schnitte, bei denen der Primérantikdrper
CD44v6 zum Einsatz kam, zeigten zwar eine brdunliche Farbung der Tumorareale, jedoch
in einer deutlich geringeren Intensitdt im Vergleich zu den Antikérpern AE1/AE3, CK 5
und CK 14 (vgl. Abbildung 15). Bei drei Patienten konnte der Primértumor mit der
CD44v6-Fiarbung nicht angefarbt werden, jedoch mit den zwei anderen

Antikorpersystemen.

Abb. 15 Avidin-Biotin-Komplex-Firbung von Priméirtumoranschnitten. Verwendete Antikorper:
oben links — Antikorper AE1/AE3, oben rechts CK 5/14-Antikorper, unten links CD44v6-Antikorper.
Anwendung einer Avidin-Biotin-Komplex-Farbung, als Gegenfarbung wurde eine Hdmatoxylin-
Eosin-Farbung verwendet. Braunlich geférbt zeigen sich die Primdrtumoren, die Zellkerne sind blau
angefarbt. 100fache VergroBerung, Messbalken entsprechen 200pum
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3.3.2 Negativkontrollen

Als Negativkontrollen fiir die gewdhlte Avidin-Biotin-Komplexfarbung und zum
Ausschluss von Artefakten oder falschlicherweise angefarbten tumorfreien Bereichen oder
Zellen wurden Lymphknotenproben von Patienten, die auf Grund einer anderen Diagnose
operiert wurden, bei der immunhistochemischen Fiarbung mitgefiihrt (vgl. Abschnitt 3.3
Detektion von Mikrometastasen und disseminierten Tumorzellen in Lymphknoten von
pNO-Patienten mit HNSCC). In diesen Lymphknoten befanden sich keine angeférbten

Zellen oder Zellgruppierungen, die Proben waren negativ fiir die ausgewéhlte Farbung.

3.3.3 Detektierte Mikrometastasen und disseminierte Tumorzellen

Abb. 16 Detektierte Mikrometasten mit der Avidin-Biotin-Komplex-Fiarbung, Verwendete
Primédrntikdrper: oben links Panzytokeratin-Antikorper AE1/AE3, oben rechts CK 5/14-Antikérper, unten
links CD44v6-Antikorper. Abgebildet sind die detektierten Mikrometastasen, angefarbt mit der in dieser
Arbeit verwendeten Avidin-Biotin-Komplex-Féarbung, als Gegenfarbung wurde eine Himatoxylin-Eosin-
Féarbung verwendet. Bréunlich gefarbt zeigen sich die Mikrometastasen, die Zellkerne sind blau angeférbt.
100fache VergroBerung, Messbalken entsprechen 200pum
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Die insgesamt 4190 Lymphknotenanschnitte wurden ebenfalls mikroskopiert nach
Durchfiihrung der Avidin-Biotin-Komplex-Féarbung mit den gewdhlten

Antikdrpersystemen und auf Mikrometastasen und disseminierte Tumorzellen untersucht.

Unter den immunhistochemisch gefarbten Lymphknotenschnitten fanden sich insgesamt
8 Schnitte mit Mikrometastasen von vier unterschiedlichen Patienten. Dabei fand sich bei
einem Patienten (Nr.2) eine Mikrometastase, die auf einem Anschnitt mit dem
Panzytokeratinantikorper AE1/AE3 angefdrbt war. Bei einem weiteren Patient (Nr.12)
zeigte sich die Mikrometastase in 3 Anschnitten angefiarbt mit jeweils einem der drei
Primérantikorper-systemen, AE1/AE3, CD44v6 und CKS5 und CK 14. Hierbei erschien die
Farbung mit dem Primérantikorper CD44v6 schwach im Vergleich zu den iibrigen
Primérantikorpern. Die dritte Mikrometastase wurde bei Patient Nr. 29 auf einem mit
AE1/AE3 gefarbten Schnitt detektiert. Die vierte Mikrometastase befand sich auf
Gewebsproben von Patient Nr. 57 ebenfalls auf 3 Anschnitten, jeweils angefarbt mit einem
der Primérantikorpern (vgl. Tabelle 7 auf Seite 57). Alle Mikrometastasen waren deutlich
als solche zu erkennen (vgl. Abbildung 16 auf Seite 55) und sind bei der Untersuchung der
entsprechenden Lymphknoten der Routinediagnostik entgangen. Abschlieend fand sich
also bei vier von den 58 fiir die Studie ausgewéhlten pNO-Patienten eine Mikrometastase

und die Patienten wiesen somit einen positiven Lymphknotenstatus auf.

Abb. 17 Disseminierte Tumorzellen angefiarbt mit der Avidin-Biotin-Komplex-Fiarbung. Beispiele fiir
detektiere disseminierte Tumorzellen (Pfeile). Als Gegenfarbung wurde eine Hadmatoxylin-Eosin-Farbung
verwendet, sodass disseminierte Tumorzellen braunlich gefarbt sind, sonstige Zellkerne blau geférbt sind.
links 400fache VergroBerung, rechts mehrere disseminierte Zellen in 200facher VergroBerung
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Zusitzlich zu den detektierten Mikrometastasen konnten im Rahmen dieser Arbeit auch
einzelne disseminierte Tumorzellen (vgl. Abbildung 17) in Lymphknotenanschnitten
nachgewiesen werden. Insgesamt fanden sich bei 11 Patienten in einer unterschiedlichen
Anzahl an Lymphknotenanschnitten einzelne disseminierte Tumorzellen. Bei einem dieser
11 Patienten (Nr. 57) fand sich zuséitzlich auch eine Mikrometastase (s.0.). Bei 8 der 11
Patienten wurde in einem Lymphknotenanschnitt eine einzelne disseminierte Tumorzelle
detektiert, bei zwei Patienten (Nr. 5 und 57) zeigte sich in zwei Anschnitten ein positiver
Fund, bei einem Patient (Nr. 15) waren insgesamt drei Schnitte positiv fiir disseminierte
Tumorzellen (vgl. Tabelle 7 dieser Seite). Auffillig war hierbei, dass 2 der 15 Schnitte
(13%) mit disseminierten Tumorzellen mit Panzytokeratin AE1/AE3 angefirbt waren, die
restlichen 13 Schnitte (87%) mit dem Antikdrpergemisch CK 5 und CK 14, sich jedoch

keine mit CD44v6 angefarbten Schnitte mit disseminierten Tumorzellen fanden.

Tabelle 7 Patienten mit detektierten Mikrometastasen oder disseminierten Tumorzellen

Patienten- Anzahl der Anzahl der Lokalisation des pT-Stadium
nummer betroffenen betroffenen Primirtumors
Lymphknoten mit Lymphknoten mit
Mikrometastasen disseminierten
Tumorzellen
2 1 0 Wange 2
5 0 2 Schnitte Unterlippe 1
7 0 1 Schnitt Mundboden 2
9 0 1 Schnitt Mundboden 2
12 1 0 Wange 4
13 0 1 Schnitt Mundboden 2
15 0 3 Schnitte Mundboden 2
16 0 1 Schnitt Gaumen 2
22 0 1 Schnitt Mundboden 3
26 0 1 Schnitt Mundboden, Zunge 1
29 1 0 Alveolarfortsatz 2
50 0 1 Schnitt Zunge 1
55 0 1 Schnitt Zunge 1
57 1 2 Schnitte Mundboden 3

pT-Stadium = pathologisch gesichertes Tumorstadium zum Zeitpunkt der Operation

Insgesamt waren in dieser Studie bei 14 der 58 Patienten, also bei 24% der Patienten,
Schnitte positiv fiir disseminierte Tumorzellen oder Mikrometastasen. Betrachtet man die

Tumorlokalisation der einzelnen Patienten, so fanden sich bei Tumoren der Glandula
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parotis, des Unter- oder Oberkiefers und des Vestibulum oris keine Mikrometasten oder
disseminierte Tumorzellen, wéhrend bei Lokalisationen wie der Wange 28% der
Karzinome Mikrometastasen oder disseminierte Tumorzellen aufwiesen, bei Karzinomen

des Gaumens sogar 33,3% (vgl. Abbildung 18).
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Abb. 18. Absolute und prozentuale Anzahl der detektierten Mikrometastasen und/oder disseminierten
Tumorzellen in Bezug auf die Tumorlokalisation und Anteil an den gesamten Tumoren. negativ = keine
Schnitte mit Mikrometastasen oder disseminierten Tumorzellen, positiv=unterschiedliche Anzahl an
Schnitten mit Mikrometastasen oder disseminierten Tumorzellen

Differenziert man die Patienten nach Tumorstadium, so waren bei 21% der Patienten in
einem pT1-Tumorstadium disseminierte Tumorzellen oder Mikrometastasen nachweisbar,
bei 32% der Patienten in einem pT2-Stadium, bei 33% der Patienten im pT3-Stadium und
bei 14% der Patienten im pT4-Stadium, die absolute Anzahl der positiven Funde lésst sich

der Abbildung 19 der folgenden Seite entnehmen.

Betrachtet man dariiber hinaus die geschlechtliche Verteilung der Patienten, bei denen

disseminierte Tumorzellen oder Mikrometastasen detektiert wurden, so zeigt sich, dass
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sich unter den 14 Patienten drei weibliche Patienten (ca. 21%) und 11 ménnliche Patienten
(ca. 79%) befanden, wihrend sich die Verteilung der Geschlechter unter den ausgewéhlten
Patienten mit 23 Frauen (ca. 40%) zu 35 Maénnern (ca. 60%) zeigte. Betrachtet man
dariiber hinaus das Alter der betroffenen Patienten mit disseminierten Tumorzellen oder
Mikrometastasen zum Zeitpunkt der Follow-up-Datenerhebung, so fand sich eine
Alterspanne von 50 bis 87 Jahren, bei allen in die Studie eingeschlossenen Patienten lag
die Alterspanne bei 38 bis 92 Jahren. Betrachtet man das mittlere Alter, so lag dieses bei
Patienten mit positivem Fund bei circa 71,5 Jahren und liegt damit leicht iiber dem
Altersdurchschnitt aller eingeschlossenen Patienten, der bei 70,6 Jahren lag. Die genauen

Altersangaben der Patienten mit positivem Fund finden sich in Tabelle 9 auf Seite 62

wieder.
7
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Abb. 19. Absolute Anzahl der Patienten, die disseminierte Tumorzellen oder Mikrometastasen in einer
unterschiedlichen Anzahl an Schnitten aufwiesen. pT= pathologisch gesichertes Tumorstadium zum
Zeitpunkt der Operation.

3.3.4 Lokalisation der detektierten Mikrometastasen und disseminierten Tumorzellen

Bei allen in diese Studie eingeschlossenen Patienten wurde die Lymphknotenentnahme im
Rahmen der Neck Dissection in Anlehnung an die in Abschnitt 1.3.2 beschriebenen
Lymphknotenlevel durchgefiihrt und die entnommenen Proben wurden entsprechend
gekennzeichnet. So lieBen sich die detektierten Mikrometastasen und disseminierten
Tumorzellen anschlieBend dem Lymphknotenlevel zuordnen, aus denen diese entnommen

wurden (vgl. Tabelle 8 auf Seite 61).
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Betrachtet man die detektierten Mikrometastasen beziiglich der Lokalisation, so zeigt sich,
dass sich von vier der detektierten Mikrometastasen drei Mikrometastasen (75%) auf der
ipsilateralen und eine Mikrometastase (25%) auf der kontralateralen Seite befanden (vgl.
Abbildung 19). Es zeigte sich jeweils eine Mikrometastase in dem Level 1B, ITIA und III
auf der ipsilateralen Seite und eine Mikrometastase im Level III auf der kontralateralen

Seite.

Mikrometastasen disseminierte
Tumorzellen

13%

M Ipsilateral

M |psilateral
B Kontralateral

m Kontralateral

Abbildung 20. Prozentuale Verteilung der Mikrometastasen und disseminierten Tumorzellen
beziiglich der ipsilateralen und kontralateralen Detektion

Bei den detektierten disseminierten Tumorzellen wurde von den 15 positiven
Lymphknotenproben 13 Lymphknotenproben auf der ipsilateralen Seite (ca. 87%) und 2
Lymphknotenproben auf der kontralateralen Seite detektiert (ca. 13%) (vgl. Abbildung 20).
Auf der ipsilateralen Seite wurden insgesamt vier positive Schnitte in Level IB (ca. 31%),
sechs positive Schnitte in Level IIA (ca. 46%) und drei positive Schnitte in Level III (ca.
23%) nachgewiesen. Auf der kontralateralen Seite wurden die disseminierten Tumorzellen
im Level ITA detektiert. Es wurden keine Tumorzellen in den Leveln IA, II B und IV-VI
detektiert. In Tabelle 8 auf Seite 59 findet sich dariiber hinaus die Zuordnung der in den
verschiedenen Lymphknotenleveln detektierten Tumorzellen in Bezug auf den
Primidtumor. Von den drei auf der kontralateralen Seite detektierten disseminierten
Tumorzellen oder Mikrometastasen stammten zwei Funde von einem Primértumor mit
Lokalisation im Bereich des Mundbodens und einer von einem Primirtumor im Bereich
der Zunge. Zudem befanden sich 4 der Patienten zum Operationszeitpunkt in einem pT1-
Stadium, 7 Patienten in einem pT2-, zwei Patienten in einem pT3- und ein Patient im pT4-

Stadium (vgl. Tabelle 8 der folgenden Seite).
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Tabelle 8 Lymphknotenlevel der detektierten Mikrometastasen und disseminierten Tumorzellen

Pat.- Lokalisation Tumor-  Schnitte mit Lymphknotenlevel

Nr. Primirtumor stadium positivem Fund

2 Wange pT2 1 MM IB rechts (ipsilateral)

5 Unterlippe pTl 2 DTCs ITA rechts (ipsilateral)

7 Mundboden pT2 1 DTC IB rechts (ipsilateral)

9 Mundboden pT2 1 DTC IB links (ipsilateral)

12 Wange pT4 1 MM ITA rechts (ipsilateral)

13 Mundboden pT2 1 DTC IB rechts (ipsilateral)

15 Mundboden pT2 3 DTCs ITA rechts (kontralateral),

ITA links (ipsilateral) und
IIT links (ipsilateral)

16 Gaumen pT2 1 DTC ITA rechts (ipsilateral)

22 Mundboden pT3 1 DTC ITA links (ipsilateral)

26 Mundboden,  pTl1 1 DTC IB links ventral

Zunge (ipsilateral)

29 Alveolarfortsatz pT2 1 MM III links (ipsilateral)

50 Zunge pTl 1 DTC ITA links (kontralateral)

55 Zunge pTl 1 DTC ITA rechts (ipsilateral)

57 Mundboden pT3 1 MM IIT rechts (kontralateral)
2 DTCs III links (ipsilateral)

MM = detektierte Mikrometastasen, DTCs = disseminierte Tumorzellen, Pat.-nr.=Patientennummer, pT =
pathologisches Tumorstadium

3.4 Follow-up

Alle 58 in diese Studie eingeschlossenen Patienten wurden in einem Zeitraum von Januar
2007 bis Februar 2011 in der Klinik fiir Mund-, Kiefer- und Plastische Gesichtschirurgie
des Universitdtsklinikums Diisseldorf operiert. AnschlieBend wurden die Patienten
hinsichtlich Entstehung eines Rezidivs, Zeitraum des tumorfreien Uberlebens, Uberleben,

Todeszeitpunkt sowie der Todesursache beobachtet.

3.4.1 Follow-up des Patientenkollektivs mit disseminierten Tumorzellen und
Mikrometastasen

Von den 14 Patienten mit detektierten Mikrometastasen oder disseminierten Tumorzellen
entwickelten 6 Patienten (ca.43%) ein Rezidiv im Verlauf der klinischen Beobachtung. Bei
zwei dieser sechs Patienten handelte es sich bei der Operation bereits um eine
Rezidivoperation, bei beiden kam es zu einem erneuten Auftreten des Rezidivs. Acht der

Patienten blieben nach der Operation des Primértumors rezidivfrei und zeigten ein


http://www.uniklinik-duesseldorf.de/de/unternehmen/kliniken/klinik-fuer-mund-kiefer-und-plastische-gesichtschirurgie/home/
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krankheitsfreies Uberleben von 18-83 Monaten, im Mittel von 49,75 Monaten. Das

krankheitsfreie Uberleben entspricht bei diesen Patienten auch dem Uberleben in Monaten

bis zum Ende des Follow-up und damit auch den Monaten der weiteren klinischen

Beobachtung. Zwei rezidivfreie Patienten (Nr. 15 und 29) verstarben im Laufe des Follow-

up an einer nicht tumorassoziierten Todesursache, alle anderen rezidivfreien Patienten

lebten zum Zeitpunkt der Datenerhebung noch. Genaue Daten sind der Tabelle 9 zu

entnehmen.

Tabelle 9 Follow-up Daten des Patientenkollektivs mit Mikrometastasen oder disseminierten

Tumorzellen
Pat. Alter MM  Rezidivim Ver- Todes- Gesamt- Krankheits
Nr. oder Verlauf storben ursache iiberleben -"freies
DTC in Monaten Uberleben
in Monaten
2 50 MM 0 0 83 83
5 71 DTC 0 0 81 81
7 67 DTC Febr.08 Mrz.13 Andere 68 14
9 87 DTC Jul. 08 Apr.09 Tumorassoz. 20 12
12 82 MM Zweites Febr.09 Tumorassoz. 17 11
Rezidiv Jul.
08
13 69 DTC Dez. 08 0 76 16
15 63 DTC 0 Jun.09 Andere 18 18
16 68 DTC  Progress des Aug.08 Tumorassoz. 6 6
Rezidivs
nach Rezidiv-
operation
22 73 DTC Okt. 11 0 66 40
26 72 DTC 0 0 60 60
29 79 MM 0 Jan.13 Andere 46 46
50 73 DTC 0 0 38 38
55 75 DTC 0 0 37 37
57 72 MM 0 0 35 35
und
DTC

Pat. Nr. = Patientennummer, Alter zum Zeitpunkt der letzten Datenerhebung, MM= Mikrometastase, DTC=
Disseminated tumor cells, disseminierte Tumorzellen 0=nein, Tumorassoz. = Tumorassoziiert

Betrachtet man die Patienten, die im Verlauf der klinischen Beobachtung ein Rezidiv

entwickelt haben, so zeigt sich dort ein krankheitsfreies Uberleben von 6-40 Monaten, im

Mittel liegt das krankheitsfreie Uberleben der Patienten mit Entwicklung eines Rezidivs
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bei 16,5 Monaten und damit deutlich unter dem krankheitsfreien Uberleben der
rezidivfreien Patienten. Bei diesen sechs Patienten zeigte sich eine Uberlebenszeit von 6-
76 Monaten, im Mittel 42,2 Monaten. Die Patienten mit Entwicklung eines Rezidivs
zeigen so eine um circa 7,5 Monate verkiirzte Uberlebenszeit im Gegensatz zu den
rezidivfreien Patienten. Nach der Diagnosestellung eines Rezidives zeigte sich bei diesen
Patienten bis zum Zeitpunkt der Datenerhebung eine Uberlebenszeit von 21,5 Monaten.
Von den Patienten mit Rezidiventwicklung starben vier der sechs Patienten im Verlauf des
Follow-up, drei Patienten auf Grund einer tumorassoziierten Todesursache (21,4%) und ein

Patient nicht tumorassoziiert.

Im folgenden Abschnitt werden die Patienten mit disseminierten Tumorzellen und mit
Mikrometastasen gesondert voneinander betrachtet. Von den insgesamt 10 Patienten bei
denen nur disseminierte Tumorzellen gefunden wurden, entwickelten fiinf Patienten (50%)
ein Rezidiv. Von den zehn Patienten starben im Verlauf vier (40%), davon zwei an einer
tumorassoziierten Todesursache (20%). Das krankheitsfreie Uberleben bei Patienten mit
disseminierten Tumorzellen betrug im Mittel 32,2 Monate, das gesamte Uberleben im

Mittel 47 Monate.

Es fanden sich zudem 3 Patienten mit einer detektierten Mikrometastase ohne einzelne
disseminierte Tumorzellen. Von diesen 3 Patienten entwickelte ein Patient ein Rezidiv
(33%),  dieser verstarb tumorassoziiert. Zudem verstarb ein Patient mit einer
Mikrometastase an einer nicht tumorassoziierten Ursache. Das krankheitsfreie Uberleben

betrug hier im Mittel 46,7 Monate, das gesamte Uberleben 48,7 Monate.

Bei einem Patienten wurden sowohl disseminierte Tumorzellen, als auch eine
Mikrometastase detektiert. Der Patient lebte zum Zeitpunkt der Datenerhebung noch, sein

krankheitsfreies Uberleben betrug bis zu diesem Zeitpunkt 35 Monate.

3.4.1 Follow-up des gesamten Patientenkollektivs

Von denen in dieser Studie eingeschlossenen 58 Patienten waren 54 Patienten mit der
Diagnose eines pNO-Karzinoms im Kopf-Hals-Bereich. Diese Patienten wurden abhéngig
vom Operationsdatum unterschiedlich lang im Rahmen einer Follow-up-Studie in Hinblick

auf Uberleben, Todesursache und Entwicklung eines Rezidivs beobachtet. Die Patienten
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ohne Karzinom werden im folgenden Abschnitt nicht beachtet. Die letzte Datenerhebung
fand hier im Januar 2014 statt. Bis zu diesem Zeitpunkt waren 19 (ca. 35%) der 54
Patienten verstorben, davon 10 Patienten (ca. 18,5%) auf Grund einer tumorassoziierten
Todesursache. Betrachtet man nur die Patienten ohne positiven Fund, so verstarben dort im
Laufe des Follow-up 13 Patienten (32,5%), davon 7 Patienten tumorassoziiert (15,9%).
Unter den 14 Patienten mit detektierten Mikrometastasen oder Tumorzellen waren bis
Ende des Follow-up 6 der Patienten (ca. 43%) verstorben, davon 3 Patienten
tumorassoziiert (ca.21%), es zeigt sich also in dieser Gruppe eine erhdhte Anzahl an
Todesfidllen, sowie auch der tumorassoziierten Todesféllen (vgl. Tabelle 9 auf Seite 62 und

Tabelle 10 auf Seite 65).
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Abb. 21. Kaplan-Meier Kurven der Patienten mit und ohne detektierte Mikrometastasen oder
disseminierte Tumorzellen. Dargestellt ist das Gesamtiiberleben iiber einen Zeitraum von 6,4 Jahren,
Tumorassoz.=tumorassoziiert

Unter den gesamten beobachteten Patienten entwickelten dariiber hinaus 16 der 54
Patienten (ca. 30%) ein Rezidiv im Verlauf des Follow-up, bei den Patienten ohne
positiven Fund waren es 10 Patienten (22,7%) die im Verlauf ein Rezidiv entwickelten, bei
den Patienten mit positivem Fund dagegen 6 Patienten (ca. 43%). Zudem wurde anhand

der Follow-up-Daten der Patienten eine Kaplan-Meier Kurve erstellt (Abbildung 21), um
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den Einfluss der detektierten Mikrometastasen und disseminierten Tumorzellen auf das
Gesamtiiberleben zu zeigen. Wihrend bei dem gesamten Patientenkollektiv die mittlere
Uberlebenszeit bei 49 Monaten lag, zeigte sich diese bei den Patienten mit positivem
Lymphknotenstatus mit 46,5 Monaten. Patienten ohne positiven Fund zeigten im Mittel ein
Uberleben von 49,8 Monaten. Vergleicht man das krankheitsfreie Uberleben, so fand sich
im gesamten Patientenkollektiv ein gemitteltes krankheitsfreies Uberleben von 40
Monaten. Patienten ohne Mikrometastasen oder disseminierte Tumorzellen zeigten, wie
auch beim Gesamtiiberleben ein im Mittel ldngeres krankheitsfreies Uberleben von 41,6
Monaten im Vergleich zu den Patienten mit detektierten Mikrometastasen oder
disseminierten Tumorzellen. Diese wiesen ein krankheitsfreies Uberleben von 35,5

Monaten im Mittel auf (vgl. Abbildung 21 auf Seite 64).

Tabelle 10 Follow-up Daten des Patientenkollektivs ohne Mikrometastasen oder disseminierten
Tumorzellen

Pat. Alter Rezidivim Verstorben Todes- Gesamt- Krankheits-
Nr. Verlauf ursache iiberleben  freies
in Monaten Uberleben in
Monaten

1 71 0 Aug 2007 andere 7 7

3 93 0 Mrz 2007 andere 0 0

4 78 0 0 81 81
6 85 0 Febr 2012 andere 57 57
8 81 Jun 2005, 0 164 72

Jul 2007
10 67 0 0 77 77
11 87 Nov 2008 0 77 3
und 2011

14 90 0 0 75 75
17 67 0 Apr 2012 andere 53 53
18 79 0 0 70 70
19 52 Apr 2008 Jun 2008 andere 63 61
20 56 0 0 65 65
21 56 Jun 2008 Aug 2009  Tumorassoz. 29 15
23 79 Jul 2008 Okt 2008 Spatfolge 77 74
24 57 Sept 2010 Jul 2011 Tumorassoz. 34 23
25 38 Okt 2010 0 60 22
27 70 0 0 59 59
28 84 0 0 56 56
30 73 0 Mai 2010 Spétfolge 12 12
31 59 0 0 56 56
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Pat. Alter Rezidivim Verstorben Todes- Gesamt- Krankheits-
Nr. Verlauf ursache iiberleben freies
in Monaten Uberleben in
Monaten

32 74 0 0 50 50
33 92 0 0 50 50
34 50 - 0 - - -

35 51 0 Sept 2012 Tumorassoz. 34 34
36 62 Febr 2012 Sept 2013 Spétfolge 45 26
43 70 0 0 44 44
44 62 - - - - -

45 85 0 0 41 41
46 73 0 0 40 40
47 77 0 0 40 40
48 78 Mrz 2011 Feb 2012 Tumorassoz. 16 6

49 77 0 0 39 39
51 81 0 Mrz 2012 Andere 16 16
52 77 0 0 37 37
53 43 - - - - -

54 75 0 0 37 37
56 80 0 0 36 36
58 57 0 0 47 47

Patientennr. 34, 38, 44 und 53 = tumorfreie in die Studie eingeschlossene Patienten, Tumorassoz.=
Tumorassoziiert, Pat. Nr. = Patientennummer, Alter zum Zeitpunkt der letzten Datenerhebung, O=nein,
Uberleben jeweils bis Abschluss des Follow-Up
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4. Diskussion

4.1 Diskussion der Ergebnisse

4.1.1 Patientenauswahl

Als Grundlage fiir diese Arbeit dienten Lymphknotenproben von Patienten mit einem
Kopf-Hals-Karzinom, die auf Mikrometastasen und disseminierte Tumorzellen untersucht
wurden. Besonders die lymphogene Metastasierung (Sharma et al., 2013) ist ein wichtiger
prognostischer Faktor (vgl. Abschnitt 1.1.4). Anzahl der Lymphknotenmetastasen, das
betroffene Lymphknotenlevel und die extrakapsuldre Infiltration sind entscheidend fiir die
Prognose und die Therapieplanung. Von den 58 eingeschlossenen Patienten waren 23
Frauen (40%) und 35 Miénner (60%) an der Studie beteiligt, dies spiegelt auch grob die
epidemiologische Verteilung der Tumorhiufigkeit zwischen Frauen (27%) und Ménnern

(73%) in Deutschland wieder (vgl. Abschnitt 1.1.1).

Da die Detektion von Lymphknotenmetastasen eine Auswirkung auf die Therapieplanung
und die Prognose der Patienten hat, wird in der Regel eine elektive Neck Dissection
durchgefiihrt und empfohlen (vgl. Abschnitt 1.3.1; D*Cruz et al., 2015). Auch bei den in
dieser Studie eingeschlossenen Patienten wurde eine unterschiedliche Anzahl an
Lymphknoten meist im Rahmen einer Neck Dissection entnommen. Dadurch konnte eine
grofle Anzahl an Lymphknoten, insgesamt 4190 angefertigte Lymphknotenanschnitte, in
diese Studie eingeschlossen werden. Im Rahmen der elektiv durchgefiihrten Neck
Dissections werden eine grole Anzahl an Lymphknoten gewonnen. Zudem ist aufgrund
der oberflachlichen Lage der Lymphknoten eine sonographische Einteilung in die
Lymphknotenlevel moglich. Daher eignen sich Kopf-Hals-Karzinome besonders zur
Studie des lymphogenen Metastasierungsweges. Ein besseres Verstdndnis des
Metastasierungsweges konnte das Ausmall der Neck Dissection beeinflussen. Bei
klinischem oder radiologischem Verdacht auf Lymphknotenmetastasen wird eine
therapeutische Neck Dissection durchgefiihrt. Hier bestdtigt sich laut Studien der Verdacht
einer Metastase in 90%. Wird eine Neck Dissection jedoch elektiv, z.B. bei lokal
fortgeschrittenem Tumor, durchgefiihrt, so finden sich in der routineméfBigen
pathologischen Untersuchung nur in ca. 5 % der Fille positive Lymphknoten (Contaldo et

al., 2013). Im Rahmen dieser Arbeit konnten jedoch bei 24% der Patienten okkulte
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Mikrometastasen oder disseminierte Tumorzellen nachgewiesen werden, die der

Routinediagnostik entgangen sind.

4.1.2 Methoden der Antigenwiederherstellung und Fiarbemethode

Wie in Abschnitt 1.5 beschrieben, haben sich zwei Nachweismethoden zur Detektion
okkulter Tumorzellen in formalinfixierten paraffineingebetteten Proben bewéhrt, zum
einen immunhistochemische Farbungen und zum anderen RNA-Analysen. Fiir den
Nachweis okkulter Metastasen und disseminierter Tumorzellen kam in dieser Arbeit eine
immunhistochemische Avidin-Biotin-Komplex-Farbung zum Einsatz (vgl. Abschnitt
2.8.1). Bei epithelialen Tumoren, wie den Karzinomen des Kopf-Hals-Bereiches, haben
sich besonders Antikorper gegen Zytokeratine als nachzuweisende Struktur etabliert
(Pantel and Brakenhoff, 2004). Auch in dieser Arbeit wurden im Rahmen der
immunhistochemischen Féarbung Antikérper gegen Zytokeratine zur Detektion der

Tumorzellen eingesetzt, zusétzlich kam ein Antikérper gegen CD44v6 zur Anwendung.

Der Einsatz eines geeigneten Puffersystems bei der Antigenwiederherstellung im Rahmen
des Férbeprotokolls ist eine wichtige Grundlage fiir die spitere Antikorperfarbung. So
wurden im Zuge dieser Arbeit verschiedene Puffersysteme zur Antigenwiederherstellung
getestet (vgl. Abschnitt 3.1, sowie 3.2). In vielen anderen Studien kam der Citrat-Puffer
zum Einsatz (z.B. Contaldo et al., 2013; Kawano et al., 2005), dieser zeigte auch hier gute
Ergebnisse fiir die Antikorper CK 5, CK 14 und CD44v6, jedoch schlechtere Ergebnisse
fiir das Antikorpersystem AE1/AE3. Als geeignete Alternative zeigte sich ein EDTA-
Puffer (vgl. 3.1.2). Auch in anderen Arbeiten erzielte dieses Puffersystem verwertbare
Resultate (Pileri et al., 1997 Renshaw, 2007) und konnte auch in dieser Arbeit fiir die
Antikorper AE1/AE3, sowie CK 5 und 14 iiberzeugen. Auch fiir den CD44v6-Antikorper
waren die Farbeergebnisse gut, obwohl sich im Vergleich zu den anderen Antikdrpern eine
schwichere Farbung ergab (vgl. Abschnitt 3.2). In der Immunfluoreszenzfarbung konnten
mit Hilfe des CD44v6-Antikorpers geeignete Firbeergebnisse erzielt werden. Da sich die
Primértumoren sichtbar anfdarbten, wurde fiir diese Experimente die Avidin-Biotin-
Komplex-Farbung gewéhlt. Diese Féarbung lieB sich 1m  Gegensatz zur
Immunfluoreszenzfarbung standardisiert fiir alle gewédhlten Antikorper durchfiihren. Auch
war zum Vergleich der Antikorpersysteme und der Firbeergebnisse eine identische

Antigenwiederherstellung unter Anwendung der Avidin-Biotin-Komplex-Féarbung
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moglich. Es ist jedoch anzunehmen, dass die gewéhlte Avidin-Biotin-Komplex-Féarbung
zur Detektion von einzelnen disseminierten Tumorzellen aufgrund der schlechteren

Ergebnisse fiir den CD44v6-Antikorper weniger geeignet ist.

Ein zusétzlicher Vorteil fiir den Vergleich der Schnitte und zum Erzielen eines
repriasentativen Ergebnisses war die Moglichkeit, die Schnitte in einem Farbeautomat zu
farben. Hierdurch erfolgte eine standardisierte, gleichméBige Farbung, die eventuell bei
einer hiandischen Farbung nicht in diesem Malle zu erreichen gewesen wire. Die gewéhlte
Avidin-Biotin-Komplex-Féarbung fand auch schon in anderen wissenschaftlichen Arbeiten
Anwendung (Hsu et al., 1981, Kawano et al., 2005) und wurde auch fiir diese Arbeit als
Farbung fiir alle Proben festgelegt. Das angewandte Firbeprotokoll lieB sich dariiber
hinaus in einem Férbeautomat realisieren. Fiir die Antikorpersysteme AE1/AE3 und CK 5
und CK 14 zeigten sich gute Férbeergebnis mit der Avidin-Biotin-Farbung. Sowohl
Primértumorproben von Patienten mit Kopf-Hals-Karzinom (vgl. Abbildung 15 auf Seite
54), als auch die detektierten Mikrometastasen wurden im Rahmen der Avidin-Biotin-

Féarbung deutlich angefarbt.

Wie auch schon in anderen Arbeiten beschrieben, detektieren Anti-Zytokeratin-Antikdrper
auch nichtneoplastische Strukturen an (Sharma et al., 2013). So kdnnen sich beispielsweise
bei einer nichtneoplastischen inflammatorischen Lymphadenopathie bridunlich geféarbte
Areale zeigen. Auch extrafollikuldre Retikulumzellen in den Lymphknoten zeigen, wie
auch im Rahmen dieser Arbeit, eine Braunfarbung unter der angewandten Féarbung (Franke
and Moll, 1987). Nichtneoplastische Zellen, die im Rahmen einer immunhistochemischen
Farbung mittels Zytokeratin-Antikdrpern angefdrbt werden, konnen daher zu falsch
positiven Ergebnissen fithren. Ein genaues und manuelles Mikroskopieren ist deswegen
eine wichtige Voraussetzung, weswegen die Schnitte von zwei voneinander unabhéngigen

Pathologen gepriift wurden, um falsch positive Ergebnisse zu vermeiden.

Insgesamt waren die Schnitte, die mit dem zusitzlich eingesetzten CD44v6-Antikorper
angefdrbt waren, schwicher angefarbt. Wihrend in der Immunfluoreszenzfarbung die
Schnitte unter Verwendung des Primdrantikérpers CD44v6, wie auch durch die
Primérantikdrper CK 5 und CK 14, deutlich angeférbt wurden (vgl. Abbildung 10 auf Seite
45), zeigte sich unter der Avidin-Biotin-Komplexfirbung zwar eine erkennbare

Braunfiarbung der Primértumorareale unter Verwendung des Primirantikorpers CD44vo6,
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jedoch mit teilweise deutlich schwicherer Intensitit als die mit CK 5- und CK 14-
Antikorpern gefirbten Schnitte (vgl. Abbildung 12 auf Seite 48). Studien zeigen zwar eine
deutliche Expression von CD44v6 in Kopf-Hals-Tumoren, mit besonders hohem Level in
metastasierten Karzinomen (Athanassiou-Papaefthymiou et al., 2014), jedoch ist eine
Expression von CD44v6 nicht in jeder Tumorzelle eines HNSCC gegeben. Besonders
schlecht differenzierte Karzinome (G3) zeigen laut Mack und Gires eine geringere
CD44v6-Expression (Mack and Gires, 2008). Auch Kawano et al. konnten nur bei 78,9%
der untersuchten Tumoren eine CD44v6 Expression auffinden (Kawano et al., 2004). Auch
in dieser Arbeit konnten drei Primirtumoranschnitte (vgl. Abschnitt 3.3.1, Patient Nr.2,
Nr.21 und Nr.47) nicht mit der CD44v6-Antikorper-Farbung angefiarbt werden. Die
Tumoranschnitte waren jedoch in der AEI/AE3 und CK 5 und 14-Firbung deutlich
angefarbt. Die hier gewdhlte ABC-Firbemethode zeigte in anderen Studien gute
Ergebnisse fiir den CD44v6-Antikorper (Kawano et al., 2005), sodass von einer fehlenden
Expression durch die Tumorzellen ausgegangen wird. In dieser Studie waren von den 50
gefarbten Primértumoranschnitten 3 (6%) negativ fiir die gewéhlte CD44v6-Férbung.
Hieraus ergibt sich eine Einschrinkung der Firbung unter Anwendung von CD44v6-
Antikorpern zur Detektion von Mikrometastasen und disseminierten Tumorzellen bei

fehlender Expression von CD44v6 in einigen Tumoren.

Dariiber hinaus lieBen sich zwei der detektierten Mikrometastasen auf drei Anschnitten
angefarbt mit allen drei Primérantikdrpern nachweisen, wéhrend sich zwei der
Mikrometastasen nur in einem Anschnitt mittels AEI/AE3 nachweisen lieen und in den
Nachbarschnitten nicht auffindbar waren. Grund hierfiir ist entweder, dass der erste Schnitt
am Rand der Mikrometastase begonnen wurde oder bei der Anfertigung verworfene,
missgliickte Schnitte die Ursache fiir den fehlenden Nachweis in den Nachbarschnitten

darstellen.

4.1.3 Okkulte Mikrometastasen und disseminierte Tumorzellen — Detektion und

Prognose

Im Rahmen der durchgefiihrten Studie wurden Lymphknoten von Patienten mit HNSCC
auf okkulte Mikrometastasen und disseminierte Tumorzellen mittels einer
immunhistochemischen Farbung untersucht. Diese Patienten befanden sich bei Einschluss

in die Studie im Stadium pNO. Von den im Rahmen einer Neck Dissection enthommenen
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Lymphknoten dieser Patienten wurde ein reprisentativer Schnitt mit einer H&E-Farbung
gefarbt, durch einen Pathologen mikroskopiert und auf Metastasen untersucht. So fanden
sich in dieser Arbeit bei 14 der in dieser Studie eingeschlossenen Patienten (24%)
Mikrometastasen oder disseminierte Tumorzellen, die bei dem routineméfligen Screening
durch den Pathologen nicht detektiert wurden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde nur ein
geringes Lymphknotenvolumen untersucht, sodass die Anzahl der fiir Mikrometastasen
und disseminierten Tumorzellen positiven Patienten bei Untersuchung des gesamten

Lymphknotens auch héher liegen kann.

Sowohl die in der Routinediagnostik eingesetzte bildgebende Diagnostik (z.B.
Sonographie, MRT, CT), als auch die Anfertigung eines reprisentativen
Lymphknotenschnittes und anschlieBende H&E-Farbung zur Detektion von
Lymphknotenmetastasen haben nur eine eingeschrinkte Aussagekraft. Die routineméfig
angewandte Methode mittels H&E-Fiarbung zum Screening der Lymphknoten ist demnach
unzureichend fiir die Detektion disseminierter Tumorzellen, als auch von Mikrometastasen
(Barrera et al., 2003; Sharma et al., 2013). Dies konnte auch in anderen Arbeiten schon
gezeigt werden (Hamakawa et al., 2000; Woolgar, 1999). So lieBen sich durch die
durchgefiihrten Experimente dhnliche Ergebnisse zeigen, was die Detektion von okkulten
Metastasen betrifft. Bei ca. 20-30% der Patienten mit einem negativen Lymphknotenstatus
wurden okkulte Metastasen oder disseminierte Tumorzellen detektiert. In einer Studie von
Barrera et al. wurden bei der immunhistochemischen Untersuchung mittels des
Primérantikorpers AE1/AE3 bei 29% der Patienten mit einem HNSCC im pNO-Stadium
okkulte Metastasen in den entnommenen Lymphknotenproben detektiert (Barrera et al.,
2003). Becker et al. stuften 20% der Patienten mit HNSCC durch das Auffinden von
Tumorzellen mittels der Detektion von Zytokeratin 5, Zytokeratin 14 und Zytokeratin 20-
mRNA von einem negativen in einen positiven Lymphnotenstatus hoch (Becker et al.,
2004). Woolgar fand beispielsweise bei 14% der Patienten eine isolierte Mikrometastase
(Woolgar, 2007). Auch Hosal et al. fanden in Rahmen einer elektiven Neck Dissection bei
24% der Patienten okkulte Metastasen (Hosal et al., 2000).

Rhee et al. wihlten statt einzelner reprisentativer Schnitte das Verfahren des sogenannten
Step Sectioning, also eine serielle Anfertigung von Schnitten in einem festgelegten
Abstand. Hier fanden sich bei 50% der untersuchten Patienten Mikrometastasen, jedoch

handelte es sich hier um Patienten mit klinischem nodal negativen Status und nicht mit
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einem pathologischen nodal negativem Status (Rhee et al., 2002). Die serielle Anfertigung
von Schnitten und anschlieBende immunhistochemische Aufarbeitung ist jedoch aktuell
noch zu zeitintensiv fiir die Routinediagnostik (Barrera et al., 2003; Ferris et al., 2005;

Hamakawa et al., 2000).

Eine Alternative stellt die Aufarbeitung der Lymphknotenproben zur Durchfiihrung einer
RT-PCR dar, wie in Arbeiten von unabhingigen Arbeitsgruppen gezeigt wurde (Ferris et
al., 2005; Hamakawa et al., 1999; Nieuwenhuis et al., 2003; Tao et al., 2006). So zeigten
Ferris et al. beispielsweise, dass die Durchfiihrung einer qRT-PCR in circa 30 Minuten die
Detektion positiver Lymphknoten moglich macht und somit eine Alternative zur bisherigen
routineméfig durchgefiihrten immunhistochemischen Farbung der Lymphknoten darstellen
konnte. Bei dieser Technik kann der gesamte Lymphknoten und nicht nur ein
reprasentativer Schnitt untersucht werden, jedoch ist eine extrakapsuldre Infiltration bei

dieser Methode nicht feststellbar (Ferris et al., 2005).

Es erfolgte ein Follow-up des Patientenkollektives {iber einen Zeitraum von 2007-2011. Im
Mittel ergab dies einen Follow-up-Zeitraum von circa 50 Monaten, also etwa 4 Jahren. Um
eine abschlieBende Beurteilung beispielsweise iiber ein krankheitsfreies Uberleben,
tumorassoziierte Todesursachen und Rezidivraten zu erstellen, ist ein Follow-up iiber einen
weitaus lidngeren Zeitraum notwendig. Auch in dieser Arbeit wurden auf Grund der
Vielzahl der Lymphknotenproben, insgesamt circa 1400 Lymphknoten, nur 3
repriasentative Schnitte von jeder Lymphknotenproben angefertigt, sodass 4190
Lymphknotenanschnitte ~ untersucht ~ werden  konnten.  Ein  Grofteil  des
Lymphknotengewebes wurde jedoch nicht untersucht und eine hhere Anzahl an positiven
Funden wire daher zu erwarten, beziehungsweise nicht auszuschlieBen. Insgesamt wurden
in diese Studie lediglich 58 Patienten eingeschlossen, von denen 54 Patienten an einem
HNSCC erkrankt waren. Ein groferes Patientenkollektiv wire notwendig, um die hier

dargestellten Ergebnisse zu bestérken.

Betrachtet man epidemiologische Daten, wie beispielsweise die Geschlechterverteilung
oder Altersverteilung, so zeigt sich ein gehduftes Auftreten von Mikrometastasen und
disseminierten Tumorzellen bei den minnlichen Patienten. Hier konnten bei 11

minnlichen Patienten (31%) und lediglich bei 3 der weiblichen Patienten (13%)
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Mikrometastasen oder disseminierte Tumorzellen nachgewiesen werden. Jedoch ist

aufgrund der niedrigen Fallzahl eine signifikante Aussage schwierig.

Ob vorliegende Mikrometastasen oder disseminierte Tumorzellen die Prognose der
Patienten beeinflussen, ist weiterhin ein kontrovers diskutiertes Thema. So beschreiben
zum Beispiel Woolgar et al. in ihrer Arbeit, dass Patienten mit Mikrometastasen und
Patienten ohne Metastasen eine dhnliche Prognose haben (Woolgar, 1999). Neuere Studien
beschreiben jedoch einen Zusammenhang zwischen der Prognose und der Detektion von
Mikrometastasen. So vermuten Rhee et al. ein erhohtes Risiko fiir ein regionales Rezidiv
bei vorliegenden Mikrometastasen (Rhee et al., 2002). Xu et al. zeigen nicht nur ein
erhohtes Risiko fiir lokoregionidre Metastasen und Rezidive auf, sondern auch fiir
Fernmetastasen und Sekundirtumoren (Xu et al., 2008). Auch Nieuwenhuis et al.
beschreiben eine schlechtere Prognose bei pNO-Patienten und vorliegenden
Mikrometastasen (Nieuwenhuis et al., 2003). So traten bei den in diese Studie
eingeschlossenen Patienten nach elektiver Neck Dissection und somit ggf. bereits
Entfernung der vorliegenden Mikrometastasen im Verlauf des Follow-up keine regionalen

Rezidive auf.

Eine schlechtere 5-Jahres-Uberlebensrate fiir Patienten mit Mikrometastasen im Vergleich
zu Patienten ohne einen solchen Befund konnte auch von Contaldo et al. gezeigt werden.
Jedoch lieB sich ein noch deutlicherer Unterschied der Uberlebensrate im Vergleich zu

Patienten mit Makrometastasen nachweisen (Contaldo et al., 2013).

Weiterhin bleiben trotz einer Vielzahl von Studien gewisse Fragen offen. Beispielsweise
ob es sich bei den detektierten disseminierten Tumorzellen um sogenannte dormant tumor
cells oder um aktive Tumorzellen handelt und ob aus diesen Metastasen entstehen konnen.
Luzzi et al. zeigten in einer Studie, in der Melanomzellen in Méuselebern injiziert wurden,
dass 87% der injizierten Zellen im Gewebe iiberleben und schlielich nach 13 Tagen 1 von
40 Zellen eine Mikrometastase formt und 1 von 100 Mikrometastasen (0,02%) eine
Makrometastase ausbildet. Ein Grofteil der Mikrometastasen verschwindet, jedoch kdnnen
auch Mikrometastasen durch ein Gleichgewicht aus Proliferation und Apoptose in eine
Ruhephase eintreten (Guzvic und Klein, 2013, Gomis und Gawrzak, 2017). Insgesamt
zeigt die Studie von Luzzi et al. zwar eine hohe Ineffektivitit in der Metastasenkaskade,

also in der Ausbildung einer Mikro- und schlielich Makrometastase, jedoch zeigte die
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Studie auch, dass nach 13 Tagen 36% der initial injizierten Melanomzellen noch als
disseminierte Tumorzellen vorliegen. Davon sind 95% dormant tumor cells (Luzzi et al.,
1998). Wie hidufig eine spatere Aktivierung dieser dormant tumor cells erfolgt und welche

Mechanismen hierfiir ursidchlich sind bleibt jedoch weiterhin offen.

Jedoch zeigt sich nicht nur fiir Patienten mit vorliegenden Mikrometastasen, wie oben
beschrieben, ein schlechteres Outcome, sondern auch fiir Patienten mit vorliegenden
disseminierten Tumorzellen, sodass eine spatere Aktivierung der dormant tumor cells zu
vermuten ist. So zeigen Autoren wie Banys et al. und Hartkopf et al. fiir Patienten mit
vorliegenden disseminierten Tumorzellen bei Mammakarzinom ebenfalls ein schlechteres
Outcome (Banys et al., 2014, Hartkopf et al., 2014, Gomis und Gawrzak, 2017). So ist die
Prognose schlechter bei vorliegenden disseminierten Tumorzellen unabhédngig von
vorliegenden Risikofaktoren und unabhingig vom Tumorstadium (Hartkopf et al., 2014).
In einer Studie trat beispielsweise bei 40-60% der Patienten mit disseminierten
Tumorzellen ein spéteres Rezidiv auf (Banys et al., 2014). Vermutet wird auch von diesen
Autoren, dass die Ursache fiir ein spites Rezidiv sich in dem Vorliegen von dormant

tumor cells begriindet.

Die Aktivierung der  dormant tumor cells ist noch ein weitgehend ungeklarter
Mechanismus (Osisami and Keller, 2013). Wihrend unter anderem tumorsuppressive
Faktoren wie TGFB2 und TSP-1, fehlende Blutversorgung, hemmende Faktoren des
Mikromilieus und das Immunsystem den Eintritt oder den Verbleib in einer Ruhephase
bedingen, so sind die Mechanismen fiir den Austritt aus der Ruhephase noch
weitestgehend unbekannt (Gomis und Gawrzak, 2017, Linde et al., 2016). Vermutet
werden Einfliisse durch das umliegende Gewebe (Mikromilieu), das Immunsystem,
intrinsische Faktoren, sowie vaskuldre Faktoren (Gomis und Gawrzak, 2017, Linde et al.,
2016). So kann eine Verdnderung des Mikromilieus, eine Interaktion mit Umgebungszellen
oder eine gesteigerte oder verminderte Expression von bestimmten Molekiilen auf der
Zelloberfldche zu einer Proliferation fiihren. Auslosende Faktoren fiir diese Verdnderungen
sind jedoch weitestgehend unbekannt (Linde et al., 2016). Auch genetische Verdnderungen
der disseminierten Tumorzellen als Ausloser flir den Austritt aus der Ruhephase werden

diskutiert (Gomis und Gawrzak, 2017).
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Dass auch eine Immunschwiche eine Rolle bei der Ausbildung von Metastasen spielt,
zeigt die Ausbildung von Metastasen nach Organspende beim Empfianger. Trotz
tumorfreier Jahre beim Spender, z.T. mehr als 10 Jahre, entwickelt der Empfinger eine
Metastase des Spendertumors unter immunsuppressiver Therapie nach Transplantation
(Guzvic und Klein, 2013, Gomis und Gawrzak, 2017). Zudem gibt es tumorunterstiitzende
Monozyten und Makrophagen, die disseminierte Tumorzellen bei der Extravasation, bei

deren Uberleben und schlieBlich bei der Proliferation unterstiitzen (Linde et al., 2016).

Auch die teilweise sehr lange Periode nach der Tumorresektion bis zur Ausbildung eines
Rezidives, die sich liber Monate, Jahre und auch Jahrzehnte erstrecken kann, spricht fiir
das Vorliegen von dormant tumor cells (Guzvic und Klein, 2013). Patienten mit
Mammakarzinomen zeigen beispielsweise 10 Jahre nach Tumorresektion im Durchschnitt
1-5 Mikrometastasen (Gomis und Gawrzak, 2017). So sind weiterhin tumorbedingte
Todesursachen hauptsdchlich metastasenbedingt und treten Jahre oder Jahrzehnte nach
Diagnose und Therapie des Primdrtumors auf, was die Theorie der dormant tumor cells
unterstiitzt (Linde et al., 2016). Jedoch sind weitere Studien, dormant tumor cells
betreffend, notwendig, da meist aggressive Tumoren, die keine dormant tumor cells
vorweisen, oder Tiermodelle Grundlage von Studien sind (Linde et al., 2016, Gomis und
Gawrzak, 2017). Das Ziel aktueller Therapien sind schnell proliferierende Zellen, sodass
dormant tumor cells der Therapie entgehen. Da jedoch Rezidive trotz durchgefiihrter
Therapie auftreten und damit das Uberleben von dormant tumor cells unter durchgefiihrter
Therapie wahrscheinlich ist, sind einige Autoren der Meinung, dass eine Therapie auch
dormant tumor cells treffen oder diese in der Ruhephase halten sollte, um Rezidive zu
verhindern (Gomis und Gawrzak, 2017). Das Verstiandnis der Aktivierungsmechanismen
der dormant tumor cells, sowie Mechanismen die eine Ruhephase unterstiitzen, ist sehr

wichtig und dies konnte bisher bestehende Therapieoptionen beeinflussen.

Wie in Abschnitt 3.4.1 beschrieben, zeigt sich auch in dieser Arbeit ein signifikanter
Unterschied der Rezidivraten, der tumorassoziierten Todesursache und dem
krankheitsfreien Uberleben zwischen dem Patientenkollektiv mit detektierten
Mikrometastasen und disseminierten Tumorzellen und den Patienten ohne diesen Befund.
So konnte gezeigt werden, dass Patienten mit okkulten Mikrometastasen und
disseminierten Tumorzellen eine hohere Rezidivrate (ca. 43% zu 22,7%) aufweisen und

auch hdufiger aus tumorassoziierten Griinden versterben (21,4% zu 15,9%). Auch andere
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Autoren konnten bei Patienten mit einem pNO-Stadium Rezidivraten von 10%
dokumentieren (Sharma et al., 2013; Shores et al., 2004). Hier bleibt zu vermuten, dass
auch Patienten ohne Nachweis von Mikrometastasen oder disseminierte Tumorzellen
solche vorliegen haben und diese die Grundlage fiir Rezidive darstellen. Im Rahmen dieser
Arbeit wurden jeweils nur drei reprisentative Schnitte der Lymphknoten angefertigt und so

ein Grofiteil der Lymphknotenprobe nicht untersucht.

Zudem zeigt sich das krankheitsfreie Uberleben bei den Patienten mit detektierten
Mikrometastasen und disseminierten Tumorzellen durchschnittlich um ca. 10 Monate
verkiirzt. Eine abschlieBende Beurteilung beziiglich der Rezidivraten, dem
tumorassoziierten Versterben und dem krankheitsfreien Uberleben bei Patienten mit
okkulten Mikrometastasen und disseminierten Tumorzellen ist jedoch aufgrund der
geringen Patientenzahl dieser Arbeit nicht moglich. Auch ein langjéhriges Follow-up
dieser Patienten ist notwendig um einzuschitzen, ob die Prognose durch vorliegende

Mikrometastasen signifikant beeinflusst wird.

4.1.4 Tumorlokalisation, Tumorstadium und Lymphknotenlevel — Modell der

parallelen Tumorprogression

Die Tumorlokalisation, das Tumorstadium, aber auch das Vorliegen von
Lymphknotenmetastasen sind unter anderem Faktoren, die in der Therapieplanung eine
Rolle spielen (vgl. Abschnitt 1.3.2). Eine genaue Dokumentation der entnommenen
Lymphknoten beziiglich des Lymphknotenlevels (vgl. Abschnitt 3.3.4) konnte bei dem hier
vorliegenden Patientenkollektiv den vermuteten lymphogenen Metastasierungsweg
bekriftigen. Dariiber hinaus konnten die detektierten Mikrometastasen und disseminierte

Tumorzellen spéter einem Lymphknotenlevel zugeordnet werden.

Betrachtet man die Tumorlokalisation der einzelnen Patienten, so fanden sich bei Tumoren
der Glandula parotis, des Unter- oder Oberkiefers und des Vestibulum oris keine
Mikrometasten oder disseminierte Tumorzellen, wihrend sich bei anderen Lokalisationen
in 20-33% der Fille doch disseminierte Tumorzellen oder Mikrometastasen fanden. Jedoch
sind die Ergebnisse bei Tumoren der Glandula parotis, sowie des Vestibulum oris bei nur
jeweils einem solchen Tumor aufgrund der geringen Fallzahl nicht signifikant. Betrachtet

man die Tumorlokalisation des Patientenkollektives mit Mikrometasten und disseminierten
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Tumorzellen weiter, so zeigt sich ein gehduftes Auftreten dieser bei Patienten mit einem
Mundbodenkarzinom. So war der Primartumor bei circa 57% der Patienten im Bereich des
Mundbodens lokalisiert. Wie in Abschnitt 1.3.2 erldutert, erfolgt bei Mittellinientumoren,
mittelliniennahen Tumoren und Tumoren mit nach kontralateral kreuzenden
Lymphbahnen, wie beispielsweise dem Mundbodenkarzinom, ein radikales Vorgehen.
Hier sollte eine Neck Dissection unabhingig vom Tumorstadium erfolgen
(Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften et al.,
2012). Geht man davon aus, dass Mikrometastasen die Prognose mallgeblich beeinflussen

(vgl. Abschnitt 4.1.1), so ist dieses Vorgehen weiterhin begriindet.

Bei Mundbodenkarzinomen wird von der Deutschen Gesellschaft fiir Mund-, Kiefer- und
Gesichtschirurgie eine Beschrinkung der Neck Dissection auf Level I-1II bei klinisch
nodalnegativen Patienten empfohlen (Wolff et al., 2012, Wolff et al., DGMKG 2012). So
lieBen sich in dieser Arbeit die detektierten Mikrometastasen und disseminierten
Tumorzellen ausschlieBlich in Level I-1II detektieren und somit in der Mehrheit in direkter
Néhe zum Primértumor. Alle detektierten Mikrometastasen lagen in Level 1B, IIA oder IIL
Level IA und IIB waren nicht betroffen, wurden jedoch bei jeder elektiv durchgefiihrten
Neck Dissection ipsi- und kontralateral ausgerdumt. Allerdings ist hier zu beachten, dass
ein Grof3teil der Patienten eine selektive, wenn auch bilaterale, Neck Dissection erhalten
hat und daher die Ergebnisse, wie das Fehlen von Mikrometastasen in Level IV und V, nur
eingeschrinkt beurteilbar sind, da die untersuchten Lymphknoten im Vorhinein selektiert

wurden.

Jedoch zeigten auch andere Studien, dass in circa 71% der Fille die ersten anatomischen
drainierenden Level (Level I und II) betroffen sind (Hamakawa et al., 2000; Woolgar,
1999). Auch Tao et al. beschreiben zum Beispiel Level 11 als das erste Lymphknotenlevel
in der Mehrheit der HNSCCs, jedoch zeigen besonders Tumoren der Mundhdhle (Level )
und des Hypopharynx (Level III) davon abweichende Lymphknotenstationen (Tao et al.,
20006), sodass eine selektive Neck Dissection, zum Beispiel der Level I-III bei klinisch
nodalnegativen Patienten mit Mundbodenkarzinom, ausreichend erscheint (Hamoir et al.,

2014).

Wie auch schon durch andere Autoren beschrieben (vgl. Abschnitt 1.3.2) kommt es bei

bestimmten Tumorentititen bevorzugt zu einer bilateralen oder kontralateralen
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Metastasierung (Werner, 1995). Hierzu gehoren die Mittellinientumoren. Die kontralateral
detektierte Mikrometastase befand sich in Level III, wobei ein Mundbodenkarzinom der
Primirtumor war. Auch bei den detektierten disseminierten Tumorzellen war der
Primartumor ein Mittellinientumor (Zunge und Mundboden). Hier befanden sich die Zellen

jeweils in Level ITA.

Betrachtet man die Lokalisation der detektierten Mikrometastasen und disseminierten
Tumorzellen, so spiegelt dies die auch von anderen Autoren (Byers et al., 1988; Shah,
1990) beschriebenen Wege der lymphogenen Metastasierung wieder. Zudem wurden bei
circa 43% der positiven Patienten sogenannte Skip-Lesions festgestellt, das heilit, es
wurden eine oder mehrere Lymphknotenstationen bei der Metastasierung iibersprungen.
Bei etwa 28% der Patienten wurde eine Lymphknotenstation, bei circa 14% wurden zwei
Lymphknotenstationen iibersprungen. Auch Autoren wie Byers et al. beschreiben Skip-
Lesions, dort zeigten sich diese bei 15,8% der Patienten (Byers et al., 1997).

Die Metastasierung von Karzinomen des Kopf-Hals-Bereiches findet primir lymphogen
statt. Daher ist der Lymphknotenstatus bei Patienten mit HNSCC einer der wichtigsten
prognostischen Faktoren und Kenntnisse iiber den Metastasierungsweg und den
Metastasierungszeitpunkt sind notwendig (Leemans et al., 2011). Betrachtet man das
Modell der parallelen Tumorprogression (vgl. Abschnitt 1.4.1), so kommt es zu einer
friihen Disseminierung von multiplen Tumorzellen, was bedeutet, dass in frithen
Tumorstadien eine Aussaat von disseminierten Tumorzellen stattfindet. So konnte im
Rahmen dieser Arbeit der Nachweis von gleichzeitig vorliegenden disseminierten
Tumorzellen und Mikrometastasen diese Theorie unterstiitzen. Nach dem Modell der
linearen Tumorprogression (vgl. Abschnitt 1.4.1) ist das Vorliegen einer Metastase fiir
eine weitere Aussaat notwendig, die bei dem vorliegenden Patientenkollektiv jedoch fehlt
und so die Theorie der linearen Tumorprogression nicht unterstiitzen kann. Auch fand sich
ein GroBteil der Patienten mit disseminierten Tumorzellen und/oder Mikrometastasen noch
in einem frithen Tumorstadium, so waren etwa 79% der Patienten im Stadium pT1 oder 2.

Dies unterstiitzt ebenfalls die Theorie der parallelen Tumorprogression.

Die detektieren disseminierten Tumorzellen wurden im Rahmen dieser Arbeit durch zwei
voneinander unabhdngige Pathologen mikroskopiert und Kriterien wie beispielsweise

ZellgroBe, Zellkerngroe und Form, Relation von Zytoplasma und Nucleus dienten der
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Detektion von Tumorzellen (Baba and Catoi, 2007). Trotz zugrunde legen dieser Kriterien
sind falsch positive Ergebnisse bei der Detektion der disseminierten Tumorzellen nicht
auszuschlieBen. Eine endgiiltige Beurteilung wére nur iiber eine genetische Untersuchung
moglich. Andere Autoren nutzen die RT-PCR zur Detektion von Tumorzellen in
Lymphknoten (sieche Abschnitt 5.1.1). So nutzen beispielsweise Tao et al. die RT-PCR zur
Detektion von Cytokeratin 19 mRNA (Tao et al., 2006). Der Vorteil dieser Methode ist,
dass der gesamte Lymphknoten beurteilt werden kann. Jedoch ist ein anschlieBendes
Mikroskopieren bei Aufarbeitung des gesamten Lymphknotens mittels PCR zur
Bestitigung, dass es sich an dieser Stelle um neoplastisches Gewebe handelt nicht mehr
moglich, da die Patientenprobe nur entweder einer PCR oder einer Histologie zugefiihrt
werden kann. So ergibt sich bei diesem Verfahren eine erhohte Anzahl an falsch positiven

Ergebnissen und Artefakte konnen nicht ausgeschlossen werden.

4.2 Schlussfolgerungen und Ausblick

Betrachtet man abschliefend die Ergebnisse dieser Arbeit, so liel sich hier, wie schon
durch andere Autoren, bestitigen, dass Mikrometastasen durch die Routinediagnostik
iibersehen werden und Patienten mit einem pNO-Status trotzdem okkulte Mikrometastasen
und disseminierte Tumorzellen aufweisen. Die hier gewdhlte Avidin-Biotin-Komplex-
Farbung eignete sich zur Detektion dieser Zellen und liel sich standardisiert in einem
Féarbeautomat durchfithren. Wie schon in anderen Arbeiten gezeigt, eignen sich die hier
gewihlten Antikorpersysteme AE1/AE3, CK 5 und 14 zur Detektion von Mikrometastasen
und disseminierten Tumorzellen. Unter Beriicksichtigung der Férbeergebnisse in dieser
Arbeit konnte zudem festgestellt werden, dass sich der CD44v6-Antikorper nur
eingeschriankt flir die Detektion der disseminierten Tumorzellen und Mikrometastasen
eignet. Ein positiv angefdrbter Primirtumor ist die Voraussetzung fiir den histologischen

Abgleich, der jedoch nicht immer gegeben war.

Sowohl die in dieser Arbeit gewdhlte Farbemethode, als auch die Antikdrpersysteme
werden fiir reprisentative Schnitte teilweise bereits in der Routinediagnostik eingesetzt.
Jedoch sind serielle Schnitte zur Detektion von Mikrometastasen bei heutigem Stand der
Wissenschaft vor allem aus finanziellen Griinden  und aufgrund eines groflen

Zeitaufwandes bisher nicht fiir die Routinediagnostik umsetzbar (Barrera et al., 2003).
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Wie schon in Abschnitt 4.1.3 beschrieben, fanden sich in dieser Arbeit bei 14 Patienten
(24%) disseminierte Tumorzellen und/oder Mikrometastasen. Diese Ergebnisse spiegeln
auch die Ergebnisse anderer Studien wider. Da die Detektion von Mikrometastasen oder
disseminierten Tumorzellen gegebenenfalls eine Hochstufung des Lymphknotenstatus
eines Patienten zur Folge hat, sollten sich weitere Studien anschlieen, die eine Detektion
dieser Mikrometastasen oder disseminierten Tumorzellen im Rahmen der
Routinediagnostik ermoglichen. Jedoch bleibt weiterhin unklar, wie héufig aus
disseminierten Tumorzellen Mikrometastasen und schlieBlich Makrometastasen entstehen
(vgl. Abschnitt 4.1.3.). Oder wie hoch etwa das Risiko zur Ausbildung einer Metastase im
Bereich der disseminierten Tumorzellen ist. Auch bleibt noch unklar wie sich die Therapie
beim Nachweis von disseminierten Tumorzellen dndern konnte oder sollte. Fragen, die

durch weitere Studien erortert werden sollten.

Dariiber hinaus sollten die in dieser Arbeit durchgefiihrten Studien an einem gréBeren
Patientenkollektiv erfolgen. Im Rahmen dieser Studie wurden lediglich 58 Patienten,
davon 54 Patienten mit einem HNSCC eingeschlossen. Um signifikante Ergebnisse zu

erhalten, wiren mehr Fallzahlen erstrebenswert.

Zudem sollte ein ldngeres Follow-up der Patienten erfolgen. Das Follow-up im Rahmen
dieser Arbeit wurde iiber circa 4 Jahre durchgefiihrt. Betrachtet man jedoch bereits die
prognostischen Daten der hier eingeschlossenen Patienten mit detektierten
Mikrometastasen oder disseminierten Tumorzellen, besonders im Vergleich mit den
Patienten bei denen weder Mikrometastasen noch disseminierte Tumorzellen detektiert
wurden, so zeigt sich bei ersteren eine schlechtere Prognose. Zudem findet ein pN-Upgrade
bei Patienten mit Mikrometastasen von pNO zu pN1mi statt. So stellt sich die Frage, ob auf
dieser Grundlage das Therapieregime bei diesen Patienten gedndert werden und
beispielsweise bei Patienten mit detektierten Mikrometastasen eine Nachbehandlung
erfolgen sollte. So wird Patienten ab pN1 je nach Tumorlokalisation zu einer
Radiotherapie geraten (vgl. Abschnitt 1.4.2). Auch andere Autoren beschéftigen sich mit
dieser Frage (Barrera et al., 2003), jedoch scheint die Datenlage noch nicht ausreichend,
um eine abschlieBende Beurteilung zu formulieren. Jedoch unterstiitzt diese Studie durch
die Detektion der Mikrometastasen und disseminierten Tumorzellen vor allem in den
Lymphknotenleveln I-1II die Durchfiihrung einer selektiven Neck Dissection auch bei cNO-

Patienten.
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AbschlieBend ist noch zu sagen, dass durch die durchgefiihrten Untersuchungen und die
genaue Dokumentation der detektierten disseminierten Tumorzellen und Mikrometastasen
beziiglich des Lymphknotenlevels im Rahmen dieser Arbeit das Wissen iiber den
lymphogenen Metastasierungsweg bestirkt wurden. Da es sich bei den Kopf- und
Halskarzinomen weltweit um das siebthdufigste Karzinom handelt, sollten die
Mechanismen der Metastasierung und deren Folgen weiter untersucht werden (Adrien et

al., 2013).
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