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1. Einleitung

1.1 Plattenepithelkarzinome des Kopf- und Halsbereiches

1.1.1 Definition

Zu den Plattenepithelkarzinomen des Kopf- und Halsbereiches (engl. Squamous cell
head and neck carcinoma, HNSCC) zahlen Plattenepithelkarzinome der Schleimhaute
des Rachens, der Mundhdhle, der Nase, der Nasennebenhohlen und des Kehlkopfes.
Die Plattenepithelkarzinome der Haut an Kopf und Hals sind von dieser Bezeichnung

ausgeschlossen (Johnson et al., 2020).

1.1.2 Epidemiologie

Weltweit finden sich die Plattenepithelkarzinome des Kopf-/Halsbereichs an sechster
Stelle der haufigsten Krebserkrankungen. Es zeigt sich eine geographische Variation
der Inzidenzrate dieser Tumoren, wobei diese Karzinome zwischen 5 % und 10 % der
gesamten Krebsinzidenz in Nordamerika und Europa formen. Diese Ratio steigt jedoch
in einigen asiatischen Landern (Indien, Sri Lanka, Pakistan) sprunghaft auf bis zu 80 %
der gesamten malignen Neoplasien an. In Europa findet sich die hochste Inzidenzrate
in Frankreich (Vigneswaran und Williams 2014).

In den USA liegt die gesamte Inzidenzrate bei 11,2 pro 100.000 Menschen, die Inzidenz
bei Mannern liegt bei 17,9 und bei Frauen bei 5,5 (Fakhry et al., 2018).

In Deutschland betragt die altersstandarisierte Inzidenzrate im Jahr 2018 laut dem
Zentrum fur Krebsregisterdaten 7,3 bei Frauen und 24,3 bei Mannern, jeweils pro
100.000 Menschen (RKI).

1.1.3 Risikofaktoren

Die oben beschriebene geographisch-epidemiologische Variation durfte auf das
unterschiedliche Exponieren zu den Risikofaktoren zurlickzufiihren sein. Zu den
bekannten Risikofakten fur HNSCC gehoren Rauchen, Infektionen mit HPV und EBV
sowie Alkoholabusus (Dhull et al., 2018). Die Population mit gleichzeitigem Konsum von
Alkohol und Tabak ist 35-mal haufiger betroffen als die allgemeine Population (Blot et
al., 1988).



Eine Infektion mit HP-Viren ist (laut der Studie Cruz et al., 1996) in ca. 50% der
Plattenepithelkarzinome des Hals- und Kopf-Bereiches nachweisbar (Cruz et al., 1996),
wobei diese im Oropharynx haufiger auftreten. Die Patienten mit HPV-assoziierten
Plattenepithelkarzinomen sind jlinger, zeigen haufiger Lymphknotenmetastasen und

haben eine relativ bessere Uberlebensrate (Joshi et al., 2014).

1.1.4 TNM-Klassifikation

Fir das Tumorstadium sind die GroRe des Tumors und die Infiltration wichtiger
anatomischer Strukturen, z. B. der Mandibula, wichtig. Fir Oropharynxkarzinome weist
die achte Auflage der WHO-TNM-Klassifikation unterschiedliche Klassifizierungen der
Oropharynx-Tumoren auf: Hier haben die p16-positiven/HPV-positiven Karzinome ihre
eigene Klassifikation. Es gibt auch eine separate Klassifikation fur die HPV-negativen

Karzinome und flr die Karzinome mit unbekanntem HPV-Status (Brierley et al, 2017).

1.1.5 Graduierung

Das von der WHO unterstutzte Graduierungssystem ist relativ einfach und konzentriert
sich auf die Tumorrander, wobei die Tumoren in gut, malkig und gering differenziert
unterteilt sind (Almangush et al., 2020). Einige Studien zeigen, dass dieses
Graduierungssystem keine oder nur eine minimale prognostische Aussagekraft hat (Dik
et al., 2018).

1.1.6 Prognose

Die zwei wichtigsten Prognosefaktoren sind der HPV-Status und das Staging, wobei die
HPV-positiven Plattenepithelkarzinome eine bessere Prognose haben als die HPV-
negativen sowie die lokal beschrankten Karzinome eine bessere Prognose haben als
die fortgeschrittenen (Yu SS et al., 2020).

1.1.7 Therapie
Die Therapie ist abhangig von der Ausbreitung des Tumors und davon, ob es sich um
einen Primartumor oder um ein Rezidiv handelt sowie ob der Tumor operabel oder nicht

operabel ist.

Als kurative Therapie kann eine vollstandige chirurgische Resektion bei lokal

beschrankten und nicht rezidivierten Karzinomen die MalRgabe sein (Ren et al., 2022).



Fortgeschrittene Plattenepithelkarzinome des Hals- und Kopf-Bereiches (Stadium IIl und
IV) werden mit einer kombinierten Therapie behandelt. Diese kann aus einer
Radiochemotherapie oder einer chirurgischen Resektion, gefolgt von Bestrahlung oder

Radiochemotherapie bestehen (Lee et al., 2020).

Eine begleitende Chemotherapie mit Cisplatin verbessert die Prognose nach der OP bei
Hochrisikopatienten und auch bei nicht operablen Tumoren Die kombinierte
Chemotherapie, bestehend aus Docetaxel, Cisplatin, und 5-Floururacil mit
anschlielender Bestrahlung, zeigt eine verbesserte Prognose (Karabajakian et al.,
2017).

Eine Immuntherapie kann die Prognose verbessern bei vermehrter Anti-Tumor-
Immunreaktion. Die FDA hat die Monotherapie mit Pembrolizomab zugelassen bei
einem CPS von > 1 (Shibata et al., 2021).

Cetuximab ist das einzige Medikament, das als gezielte Therapie (EGFR-targeted
therapy) fur die Behandlung fortgeschrittener HNSCC von der FDA zugelassen ist (Li et
al., 2023).

1.1.8 Pathophysiologie

Die Pathogenese der HNSCC entspricht theoretisch einem Schritt fur Schritt-
Geschehen, beginnend mit Epithelzellen Uber unterschiedlich graduierte Dysplasien
(gering, malig, schwer), Carcinoma in situ und schlie3lich die Invasion(Johnson et al.,
2020). Diese Entwicklung ist begleitet bzw. verursacht von genetischen Veranderungen.
Unterschiedliche Mutationen wurden bereits in Plattenepithelkarzinomen des Hals- und

Kopf-Bereiches identifiziert.

Diese begleitenden genetischen Veranderungen sind die Funktionslosigkeit
beziehungsweise Funktionsstérung von Tumorsuppressorgenen, hauptsachlich von
TP53, das p53 codiert, und CDKN2A, das p16 codiert, beide in den frihen Stadien, und
PTEN, das Phosphatase und Tensin-Homolog codiert. Der Anteil der
Mundhohlentumoren, die eine gute Prognose haben, zeigt eine Aktivierung von HRAS
oder PIK3CA, gleichzeitig mit Inaktivierungsmutationen von CASP8, NOTCH1 und TP53
(Cancer Genome Atlas Network, 2015).



1.2 Epithelial-Mesenchymal-Transition (EMT)

Zur EMT gehdren mehrere aufeinanderfolgende Veranderungen der Zellstruktur, wobei
das Verhalten und die Aktivitat der Zelle von epithelial in Richtung mesenchymal
verandert wird, sodass die Zelle einfacher wandern und invadieren kann (Yang et al.,
2020).

Die EMT wurde als vielseitiger Mechanismus angesehen, der die Relokalisierung und
Umverteilung von Zellen wahrend der Embryonalentwicklung, den Wiederaufbau von
Gewebe nach Verletzungen, die Karzinogenese und die Metastasierung von Tumoren
ermoglicht (Tarin et al., 2005). In Tumoren konnen sich die Zellen, die EMT entwickelt
haben, mehr ausbreiten und wandern sowie besser gegenuber Immunsystem und
Therapien resistieren (Usman et al., 2021). Hanahan und Weinberg nennen EMT als
Teil der ,next Generation-Hallmarks of Cancer®, da die EMT-induzierenden
Transkriptionsfaktoren alle Schritte der Kaskade von Invasion/Metastasierung unter

Aussparung der Kolonisation orchestrieren konnen (Hanahan et al., 2011).

Da die Veranderung wahrend Metastasierung in mehreren Karzinomen eher einer
Dedifferenzierung und nicht einer Transdifferenzierung (in mesenchymales Gewebe)
entspricht , sollte laut (Klymkowsky et al. 2009), statt des Bergriffes ,EMT" eher der
Begriff ,EMT-ahnliche Veranderungen® verwendet werden. Klymkowsky und seine
Kollegen (Klymkowsky et al., 2009) haben diese EMT-ahnlichen Veranderungen der

Karzinome in verschiedene Phanotypen unterteilt:
0-Phanotyp: Differenzierte Tumorzellen mit erhaltener Epithelstruktur und Zellpolaritat.

1-Phanotyp: Mehrheit der Tumorzellen mit Polaritatsverlust jedoch mit erhaltener Zell-

Zell-Adhasion und Keratinexpression.
2-Phanotyp: Verlust der Zell-Zell-Adhasion mit erhaltener Keratinexpression

3-Phanotyp: Verlust der Zell-Zell-Adhasion und der Keratinexpression mit Entwicklung

einer Expression von Vimentin.

Im Bereich der allgemeinen Plattenepithelkarzinome zeigen einige Zellen spezifische
Merkmale, die nur in den Neoplasien erfasst sind. Diese Zellen werden als
tumorspezifische Keratinozyten bezeichnet und zeigen Kennzeichen der EMT, wie z. B.
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eine Vimentin-Positivitat (Ji et al., 2020). Von diesen Kennzeichen (sogenannte EMT-
Marker) haben wir zwei Marker ausgewahlt: (1) einen klassischen EMT-Marker (E-
Cadherin) (Peindl et al., 2022), dessen Expressionsverlust als EMT-Zeichen beobachtet
wird, und (2) CK7, das ganz normal in einigen benignen Epithelien und deren malignen
Tumoren exprimiert wird, jedoch in den normalerweise CK7-negativen Tumoren (z.B.
Kolontumoren) exprimiert wird. Diese Expression ist laut der Studie (Fei et al., 2019)
verbunden mit einer Tendenz zu metastasieren und eine groRere Tumorgrolde
aufzuweisen und ist somit auch als moglicher EMT-begleitender Marker zu beobachten
(Fei et al., 2019). Die CK7-positiven kolorektalen Tumorzellen liegen laut der Studie an
der Invasionsfront sowie im Bereich von tumordésen Emboli. Dies weist darauf hin, dass
die CK7-positiven Zellen invasions- und metastasierungsfahig sind und somit einem

EMT-Prozess entsprechen kdnnen.

1.3 Biomarker der Studie

1.3.1 Zytokeratine

Die Zytokeratine sind Intermediarfilamente, die die stabilsten Komponenten des
Zytoskeletts formen. Sie sind aulerst vielfaltig und korrelieren in der Regel mit dem
histologischen Subtyp, da in fast allen Zelltypen ein einziger Typ von Intermediarfilament
(IF) zu finden ist. Die Zytokeratine, die spezifisch fur Epithelien sind, stellen die grofite
und vielfaltigste Klasse von Intermediarfilamenten dar. Die Anzahl der exprimierten
Zytokeratin-Polypeptiden reicht von 2 bis 5 fur jede Epithelzelle und von 2 bis 10 fur
jedes Epithel und sogar fur jede Zellschicht innerhalb eines bestimmten Epithels. Derzeit
ist ein breites Spektrum von Antizytokeratin-Antikbrpern mit Untergruppen- oder
Einzelpolypeptid-Spezifitat verfugbar (Sawaf et al., 1992). Die Zytokeratine sind in
azidische Keratine und basische Keratine sowie niedriggewichtige und hochgewichtige
Keratine unterteilt. Die hochgewichtigen Keratine befinden sich in den squamdsen
Epithelien (Plattenepithelien), Urothelien und Myoepithelzellen und in den Basalzellen
der Ausfuhrungsgange, wobei sich die niedriggewichtigen in glandularen Epithelien
befinden (Rekhtman et al., 2019).

1.3.2 Zytokeratin 7
Zytokeratin 7 (CK7) ist ein Protein, das durch das Gen kRT7 codiert ist. Dieses Gen
befindet sich im Chromosom 12 in der Lokalisation 12q14 (Rosenberg et al., 1991). CK7
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wird in einer Gruppe der glandularen und kolumnaren Epithelien sowie in den
mesothelialen und urothelialen Zellen bzw. auch in ihren Tumoren exprimiert. In
normaler Kolonschleimhaut, den Hepatozyten und Plattenepithelien wird CK7 nicht
exprimiert (Ramaekers et al., 1987). Im Gegensatz zum Normalgewebe zeigen einzelne
Karzinome, die sich aus Kolonschleimhaut oder Plattenepithelien entwickeln, eine
Expression von CK7. Beispielweise wurde ein Anteil der Plattenepithelkarzinome der
Haut erfasst, der unterschiedlich starke Positivitat fur CK7 aufweist. Dieser Anteil betraf
besonders schlecht differenzierte Karzinome (Pulitzer et al., 2010). Auch in
Plattenepithelkarzinomen des Hals- und Kopf-Bereiches wurde die Expression von CK7
analysiert. Zwei Studien zeigten widerspruchliche Ergebnisse. In der Studie (Woods et
al., 2017) wurde bemerkt, dass eine CK7-Positivitat mit bestimmten
Karzinomlokalisationen (haufiger im Oropharynx, besonders in den Tonsillen) und einem
positiven HPV-Status verbunden ist (Woods et al., 2017). Hier wurden auch aktuell und
vom gleichen Zentrum CK7 und CK19 untersucht, was ahnliche Ergebnisse zeigte
(Woods et al.,, 2022). In einer anderen Studie (Mehrad et al., 2018) wurde keine
Beziehung zwischen CK7 und Karzinomlokalisation, HPV-Status oder Uberlebensrate

nachgewiesen.

Die Studie von Hojung Lee et al., zeigte eine positive Korrelation zwischen CK7 und
HPV-Replikation (Lee et al., 2017).

1.3.3 E-Cadherin
E-Cadherin ist ein transmembranares Glykoprotein, dessen Hauptfunktion darin besteht,

Epithelzellen an Adharenzverbindungen zu binden.

Die Expression von E-Cadherin beginnt im Zwei-Zell-Stadium (Larue et al., 1994,
Riethmacher et al., 1995). Die Morulakompaktion wird durch das Einsetzen der E-
Cadherin- und Myosin-vermittelten Adhasion von Filopodien und deren Zugkraft auf

benachbarte Blastomere definiert (Fierro-Gonzalez et al., 2013).

Normalerweise Ubt E-Cadherin seine tumorsuppressive Funktion vor allem dadurch aus,
dass es die Bindung von B-Catenin an den lymphoiden Verstarkungsfaktor (lymphoid
enhancer factor) LEF / T-Zell-Faktor (T cell factor) TCF verhindert, das der Transkription

von Genen des Wnt-Signalwegs dient. Es ist noch nicht bekannt, ob der Verlust von E-
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Cadherin eine Ursache oder eine Auswirkung des epithelial-mesenchymalen Ubergangs
(EMT) ist, aber der Funktionsverlust von E-Cadherin und die Dysregulation seiner
Expression wurden h&ufig mit einer schlechten Prognose und Uberlebensrate bei
Patienten mit verschiedenen Tumorentitaten in Verbindung gebracht (Wong et al.,
2018).

Die Expression von E-Cadherin wird mit verschiedenen zellularen Prozessen in
Verbindung gebracht, z. B. mit der Verringerung der Invasivitat, der
Wachstumshemmung, der Apoptose, dem Stillstand des Zellzyklus und der
Differenzierung, die alle unabhangig voneinander stattfinden (Wong et al., 2018).

Die E-Cadherin-vermittelte Adhasion wird wahrend der Blastozystenbildung in erster
Linie durch die Proprotein-Convertase 7 (PC7) und verwandte PCs, Furin und Pace4,
reguliert (Bessonnard et al.,, 2015). In epithelialen Geweben mit hoher E-Cadherin-
Expression wird B-Catenin normalerweise an der Membran fixiert, was seine
Freisetzung ins Zytoplasma und den Eintritt in den Zellkern verhindert (Jeanes et al.,
2008). Dadurch wird p-Catenin daran gehindert, an ein Mitglied der DNA-bindenden
Proteinfamilie LEF/TCF im Zellkern zu binden. Infolgedessen wird der Wnt-Signalweg
nicht aktiviert und ein Faktor der Karzinogenese verhindert (Pecéina-Slaus 2003). Es ist
erwiesen, dass Wnt-Gene und andere Komponenten des Wnt-Signalwegs zum
Entstehen von Krebs beitragen kénnen (Peifer und Polakis 2000). Dazu gehoéren der
Verlust der Zell-Zell-Adhasion, erhdhte Motilitdt und Invasivitat, Invasion und Uberleben
in der Blutbahn, Ausbreitung in entfernte anatomische Stellen, Paravasation und
Kolonisierung einiger dieser Stellen (Gupta und Massagué 2006).

Die Signalwege, die das Fortschreiten der Metastasierung steuern, sind weit weniger gut
erforscht als die molekularen Veranderungen, die am Wachstum des Primartumors
beteiligt sind. E-Cadherin steht in engem Zusammenhang mit der Invasivitat von
Tumoren, der Ausbreitung von Metastasen und einer schlechten Prognose (Oka et al.,
1993; Schipper et al., 1991; Umbas et al., 1994).

Es sollte jedoch darauf hingewiesen werden, dass die aggressiven und metastasierten
Karzinome oft keine EMT-Zeichen bzw. keinen E-Cadherin-Verlust aufweisen (Whittle et
al., 2015). Einige Tumoren weisen jedoch einen E-Cadherin-Verlust auf. Bei
Mammakarzinomen konnte gezeigt werden, dass das Vorhandensein von E-Cadherin
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in den NST-Mammakarzinomen eine Rolle im Uberleben und Metastasieren von
Tumorzellen spielt (Padmanaban et al., 2019). Im Gegensatz dazu ist der Verlust von E-
Cadherin sehr wichtig fur der Entstehung und auch die Ausbreitung der invasiv-
lobularen Mammakarzinome (Berx et al., 1995). Weitere Beispiele fur einen E-Cadherin-
Verlust in Neoplasien sind Melanome, Pankreaskarzinome, Magen- und
Colonkarzinome (Siegelringkarzinome) sowie Karzinome der Prostata (Merzoug-Larabi
et al., 2017; Arévalo et al., 2007; An et al., 2021; Olson et al., 2019).Diese E-Cadherin-
negativen Tumoren haben durchschnittlich eine schlechtere Prognose als andere

aquivalente Tumoren (Zhang et al., 2023).

1.4 Fragestellung der Arbeit

Mithilfe der immunhistochemischen Methoden verfolgt die Arbeit diese Zielsetzungen:

1. Wie grol} ist die CK7-positive Sektion der Plattenepithelkarzinome des Kopf- und
Hals-Bereiches.

2. Wie prognostisch relevant ist die Ck7-Positivitat und gibt es eine Korrelation mit den
anderen biologischen Prognosefaktoren oder mit der Uberlebensrate.

3. Wie grobl ist die E-Cadherin-Verlust-aufweisende Sektion der Plattenepithelkarzinome
des Kopf- und Hals-Bereiches.

4. Wie prognostisch relevant ist der E-Cadherin-Verlust und gibt es eine Korrelation mit

den anderen biologischen Prognosefaktoren oder mit der Uberlebensrate.
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2. Material und Methoden

2.1 Material der Studie

Die immunhistochemischen Farbungen wurden auf Tissue-Microarrays (TMAs) der
Bonner HNSCC-Kohorte (vgl. (Muller et al., 2017)) von Frau Susanne Steiner,
Medizinisch-technische Assistentin des Instituts fur Pathologie, Universitatsklinikum

Bonn, auf Immunhistochemiefarbeautomaten (Ventana, MEDAC) angefertigt.

Tabelle 1: Angaben zu den verwendeten Antikorpern und den Farbeprotokollen

Antikérpername Herstellerfirma Verdlnnung Vorbehandlung/
Puffer

CK7: Clone OV-TL 12/30 | Agilent 1:500 0,01%
Protease

E-Cadherin: Clone G-10 | Santa Cruz 1:100 pH6 Citratpuffer

2.2 Beurteilung der CK7-Expression

Das Zytokeratin 7 wurde sowohl nach dem H-Score als auch gesamthaft als positiv/
negativ beurteilt. Bei dem H-Score handelt es sich um die Ratio der positiven
Tumorzellen multipliziert mit der Farbeintensitat (geringe Farbeintensitat 1, maRige
Farbeintensitat 2, starke Farbeintensitat 3), sodass sich der Score zwischen 0 und 300

bewegt.

Aufgrund der geringen Anzahl von CK7-positiven Fallen und der geringen Menge an
beurteilbarer Tumorflache in den TMAs wurde auch CK7 weiterhin als positiv und
negativ bewertet, wobei positiv als sichere immunhistochemische Reaktivitat mindestens
in einer tumordsen Zelle berucksichtigt wurde (Abb. 1B und 1C).

Als interne positive Kontrolle haben wir die Epithelien der Ausfuhrungskanale der

sekundaren Speicheldrisen angenommen (Abb. 1A).

Einige Tumoren zeigen eine starke und diffuse Positivitat fir CK7 sowie zum Tell
membrands betont (Abb. 1D).
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Abbildung 1: CK7-Expressionstypen: A CK7 in den Ausfihrungsgangen der sekundaren
Speicheldrisen der Mundhdhlenschleimhaut (IHC-Schnitt x200), B Fokale Reaktivitat fur
CK7 in einem einzelnen kleinen Tumorzellverband (ICH-Schnitt x400), C In mehreren
Tumorzellen schwache und in einer Tumorzelle stark, D Ein Tumor mit starker und
diffuser Reaktivitat fir CK7 (IHC-Schnitt x200).

2.3 Die Beurteilung der E-Cadherin-Expression:

Das E-Cadherin wird laut einem anderen Score beurteilt:
Die Ratio:

0 bis 5% der Zellen sind positiv: 0

5 bis 33% der Tumorzellen positiv: 1

34 bis 65% der Tumorzellen positiv: 2

66 bis 100% der Tumorzellen positiv: 3.
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Diese Ratio wird multipliziert bei der Farbeintensitat (geringe Farbeintensitat 1, mallige

Farbeintensitat 2, starke Farbeintensitat 3).

Der Score des E-Cadherin wurde wie folgt beurteilt:

0 und 1 entsprechen schwachen Expression (weniger als im normalen Gewebe; negativ)
2, 3 und 4: maRige Expression (ahnlich zum normalen Gewebe; positiv)

6 und 9: starke Expression (mehr als im normalen Gewebe; positiv)
Die Scores von 2 bis 9 wurden als erhaltene Expression (positiv) berlcksichtigt und die
Scores 0 und 1 wurden als schwache Expression (negativ) Dberucksichtigt.
Dieser Score wurde aus folgenden Grunden erstellt: Der E-Cadherin-Marker wird in den
normalen und zum grofdten Teil in neoplastischen Plattenepithelzellen (anders als CK7)
exprimiert. AuRerdem ist die typische morphologische Positivitat von E-Cadherin
spezifisch membrands (ahnlich zu Her2/neu) und nicht allgemein zytoplasmatisch wie
bei CK7. Deshalb haben wir versucht, einen Score auszumachen, der ahnlich dem
Her2-Score Anwendung finden kann. Beim Her2-Score ist ein Cut-Off-Wert von 10% der
Tumorzellen zu beachten (in alten Klassifikationen 30%). Ein weiterer Fokus der

Untersuchung von E-Cadherin liegt auf dem Expressionsverlust.

Die vertraute Beurteilung von E-Cadherin ist nur der vollstandige Expressionsverlust,
auch wenn mehrere aberrante Expressionsmuster zu bemerken sind (Schepper et al.,
2022). In unserem Score wurde versucht, einige dieser aberranten Expressionstypen

(Score 1) in Fallen mit Expressionsverlust zu zahlen.

Die Korrelationen zwischen den Expressionen von Ck7 und E-Cadherin und den
weiteren Risikofaktoren wurden statistisch studiert. Die Risikofaktoren sind pT-Status
(pathologischer primarer Tumor; ein Anteil der TNM-Klassifikation, der der Gro3e oder
der Infiltration des primaren Tumors in der pathologisch untersuchten Resektion
entspricht), pN-Status (pathologische regionale Lymphknoten; Anteil der TNM-
Klassifikation, der der Ausbreitung in die regionalen Lymphknoten entspricht),

histologische Graduierung, p16-Status (Assoziation mit HPV), und die Uberlebensrate.
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Abbildung 2: Expressionstypen von E-Cadherin: A: in normalem Plattenepithel einer
Tonsille (IHC-Schnitt x400), B: Schwache Expression fur E-Cadherin (Score: 2x1=2;
IHC-Schnitt x200), C: MaRige Expression fur E-Cadherin (2x2=4; IHC-Schnitt x200), D:
Starke Expression von E-Cadherin (3x3=9; ICH-Schnitt x400).

2.4 Statistische Auswertungen

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Statistikprogramm IBM SPSS Statistics 26.
Die Untersuchungen auf Unterschiede wurden mit dem Chi-Quadrat-Test durchgeflhrt.
Unterschiede in Uberlebenszeiten wurden mithilfe des Log-Rank-Tests und Kaplan-
Meier-Schatzers dargestellt. Dabei wurde das Gesamtuberleben als Zeit zwischen
Erstdiagnose und Versterben beziehungsweise letzter klinischer Nachuntersuchung

definiert. Weiter wurde das Uberleben auch anhand von Cox-Regressionsmodellen
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unter Angleichen von klinischen Kovariablen auf Unterschiede getestet. AulRerdem
wurden Korrelationen mithilfe des Spearman-Rho untersucht. Alle statistischen Tests
waren zweiseitig und eine statistische Signifikanz wurde bei P-Werten <0,05

angenommen.

2.5 Das Patientenkollektiv

Das Patientenkollektiv setzt sich aus einer Kohorte von Patienten mit einem
Plattenepithelkarzinom des Kopf-/Hals-Bereiches zusammen. Die Kohorte besteht aus
ursprunglich 293 Patienten mit Tumoren der Mundhohle, des Oropharynx, des
Hypopharynx oder des Larynx, die am Universitatsklinikum Bonn zwischen 2011 und
2016 behandelt wurden. Dabei wurden Patienten mit lokalisierten oder lokal
fortgeschrittenen Stadien in die Studie eingeschlossen. Alle Patienten wurden kurativ
intendierend operiert mit optionaler adjuvanter Radiochemotherapie oder definitiver
Radiochemotherapie. Die Studie wurde anonym durchgefuhrt und von der

Ethikkommission der medizinischen Fakultat der Universitat Bonn genehmigt (#148/11).



19

3. Ergebnisse

3.1 Patientenkohorte

Im Studienteil CK7 haben wir 288 Patienten/Patientinnen untersucht. Das
durchschnittliche Alter liegt bei 63,38 Jahren. Davon sind ca. 74% mannlichen und 26%
weiblichen Geschlechts. Fast die Halfte der Falle betreffen oropharyngeale
Plattenepithelkarzinome (48%). Die oralen Plattenepithelkarzinome und laryngealen
Plattenepithelkarzinome machen jeweils ungefahr ein Funftel der Falle aus (23% aus
der Mundhdhle und 20% aus dem Larynx).

Die Falle zeigen einen pT-Status (TumorgrofRe) von beschrankter lokaler Invasion (pT1
und pT2 zusammen) in ca. 62% und einen fortgeschrittenen Invasionsstatus (pT3 und

pT4 zusammen) in ca. 38%.

Gering Uber die Halfte der Falle (56%) sind nodal positiv und ca. 27% der Falle sind
p16-positiv. Ungefahr ein Drittel der Falle (ca. 35%) zeigen eine geringe Differenzierung
(G3), die meisten Falle sind malig differenziert (G2) und wenige gut differenziert (G1 in
3%).

Im anderen Studienteil zu E-Cadherin wurden 164 Patienten/Patientinnen untersucht.
Das durchschnittliche Alter liegt bei 64,31 Jahren. Ca. 83% davon sind mannlichen und
17% weiblichen Geschlechts. Uber die Halfte der Falle betreffen oropharyngeale
Plattenepithelkarzinome (58%). Laryngeale Plattenepithelkarzinome machen ungefahr
ein Viertel (28%) und Plattenepithelkarzinome der Mundhohle und des Hypopharynx

machen jeweils 7% aus.

Die Falle zeigen einen pT-Status von beschrankter lokaler Invasion (pT1 und pT2
zusammen) in ca. 61% und einen fortgeschrittenen Invasionsstatus (pT3 und pT4

zusammen) in ca. 39%.

Uber die Halfte der Falle (57%) sind nodal positiv (pN-Status von 1, 2 oder 3). Ca. 27%
der Falle sind p16-positiv.
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Ca. 40% der Falle zeigen eine geringe Differenzierung (G3) und die meisten Falle sind
maRig differenziert (G2) und wenige Falle gut differenziert (G1 in 2%).

Tabelle 2: Patientenkohorte

CK7 E-Cadherin
Gesamtzahl 288 164
der Patienten
Geschlecht
Mainnlich 165 &3
(73,7%) (83,0%)
Weiblich 59 17
(26,3%) (17,0%)
Unbekannt 64 64
Alter Mittelwert [SD] 63,38 [10,77] 64,31 [9,37]
Lokalisation
Primarius
Mundhohle 51 7
(22,8%) (7%)
Oropharynx 107 58
(47,8%) (58%)
Hypopharynx 20 7
(8,9%) (7%)
Larynx 46 28
(20,5%) (28%)
Unbekannt 64 64
Rauchen
Nicht-Raucher 17 6
(13,2%) (13%)
Raucher 112 40
(86,8%) (87%)
Unbekannt 159 118
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Alkohol
Kein Alkohol

Gelegentlich

Alkoholiker

Unbekannt

HPV-Status/p16

Positiv

Negativ

Unbekannt
pT-Stadium
pTis

pT1

pT2

pT3

pT4

Unbekannt
pN-Stadium
pNO

pN1

CK7

29
(24,2%)

43
(35,8%)

48
(40,0%)

168

41
(26,8%)

112
(73,2%)

135

1
(0,5%)

52
(23,5%)

82
(37,1%)

58
(26,2%)

28
(12,7%)

67

91
(43.,8%)

35
(16,8%)

E-Cadherin

3
(7,1%)

26
(61,9%)

13
(31,0%)

122

43
(27,3%)

114
(62,7%)

7

1
(1%)

22
(22,2%)

37
(37,4%)

27
(27,3%)

12
(12,1%)

65

40
(42,6%)

14
(14,9%)
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CK7 E-Cadherin
pN2 79 38
(38,0%) (40,4%)
pN3 3 2
(1,4%) (2,1%)
Unbekannt 80 70
M-Stadium
MO 189 68
(97,9%) (98,6%)
M1 4 1
(1,4%) (1,4%)
Unbekannt 95 95
Grading
Gl 6 2
(3,0%) (2,1%)
G2 124 55
(62,3%) (%57,3)
G3 69 39
(34,7%) (40,6%)
Unbekannt &9 68

3.2 Ergebnisse von CK7

Insgesamt weisen 34 (11,8%) der untersuchten Patientenproben eine Expression von
CKY7 auf, wobei die meisten eine geringe Expression von CK7 zeigen (Abbildung 1B und
1C). CK7-positive Plattenepithelkarzinome waren signifikant haufiger p16-positiv (p-Wert
0,049).

Die CK7-Expression zeigte keinen signifikanten Zusammenhang mit dem pT-Status, pN-
Status, der Graduierung, dem Tabak- und Alkoholkonsum sowie dem Alter (Tab. 3).

In Korrelationsanalysen (Spearman- Rho-Test, (Tab. 4) zeigt sich eine Korrelation
zwischen CK7-Positivitat und pT-Status (p=0,019), zwischen CK7-Positivitat und
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erhaltener Expression von E-Cadherin (p=0,010) sowie zwischen CK7-Positivitat und
p16-Status (p=0,049).

o=

0 50 100 150 200 250 300

Abbildung 3: Die Ergebnisse von Ck7 beurteilt mittels H-Score, wobei die X-Achse den
Werten von H-Score entspricht und die Y-Achse der Anzahl der Falle entspricht. Die
Einheit der Y-Achse ist Fall. Hier ist dargestellt, dass die Merheit der Falle (hier ca.98)
den Score 0 aufweisen (Links) und geringere Anzahl der Falle Scores zwischen 0 und
50 sowie Scores zwischen 65 und 135 zeigen. Ein Fall zeigt einen Score von 250.
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3.3 E-Cadherin
Die E-Cadherin-Scores zeigen geringer Variabilitat der Haufigkeit (Abb. 4).

"o |

o0

Abbildung 4: Die Ergebnisse von E-Cadherin mittels des beschriebenen Scores, wobei
10 Falle den Score 0, 30 Falle den Score 1 und 39 Falle den Score 2 aufweisen

Insgesamt zeigen 40 Falle (24,4%) eine schwache Expression von E-Cadherin (Tab. 3).
Die E-Cadherin-Expression zeigt keinen statistisch signifikanten Zusammenhang mit
dem pT-Status, p16-Status oder Nodalstatus, sowie Tabak-, Alkoholkonsum oder dem
Alter bei der Erstdiagnose (Tab. 3) im Pearson-Chi- Quadrant-Test, sondern nur die

oben genannte Korrelation mit der CK7-Positivitat im Spearman-Rho-Test.



25

Tabelle 3: Expression von CK7 und E-Cadherin in Korrelation mit klinisch-
pathologischen Daten

Gesamtzahl

Geschlecht

Mainnlich
Weiblich
Alter
[Mittelwert]

Lokalisation

Mundhéhle

Oropharynx

Hypopharynx

Larynx

Rauchen

Nicht-Raucher

Raucher

Alkohol

Kein Alkohol

CK7 CK7
negativ positiv
249 34
86,5%) (11,8%)
139 26
(48,2%) (15,8%)
54 5
(91,5%) (8,5%)
63,2 61,90

47 4 (7,8%)
(82,2%)
90 17
(84,1%) (15,9%)
20 (100%) 0
(0%)
36 10
(79,9%) (21,7%)
15 2
(88,2%) (11,8%)
96 16
(85,7%) (14,3%)

27 2

p-Wert

0,164

0,427

0,57

0,780

0,375

E-Cadherin
erhaltene
Expression

124
(75,6%)

64
(77,1%)

12
(70,6%)

65,05

4
(57,2%)

46
(79,3%)

5
(71,4%)

21
(75%)

6
(100%)

32
(80%)

E-Cadherin
schwache
Expression

40
(24,4%)

19
(22,9%)

5
(29,4%)

61,96

3
(42,8%)

12
(20,7%)

2
(28,6%)

7
(25%)

0
(0%)

8
(20%)

p-Wert

0,566

0,176

0,613

0,228

0,691



Gelegentlich

Alkoholiker

HPV

Status/p16

Positiv

Negativ

Unbekannt
pT-Stadium

pTis

pTl

pT2

pT3

pT4

pTx
pN-Stadium

pNO

CK7
negativ

(93,1%)

35
(81,4%)

41
(85,4%)

32
(78%)

101
(90,2%)

1 (100%)

47
(90,4%)

75
(91,5%)

47
(91%)

21
(75%)

80
(87,9%)

26

CK7
positiv

p-Wert

(6,9%)

8
(18,6%)

7
(14,6%)

9 0,049
(22%)

11
(9,8%)

0 (0%) 0,127

5
(9,6%)

7
(8,5%)

11 (19%)

7
(25%)

11
(12,1%)

E-Cadherin

erhaltene
Expression

(100%)

21
(80,8%)

11
(81,8%)

34
(79,1%)

84
(73,7%)

0
(0%)

19
(86,4%)

28
(75%)

18
(66,7%)

10
(83,3%)

28
(68,4%)

E-Cadherin
schwache
Expression

(0%)

5
(19,2%)

2
(18,2%)

9
(20,9%)

30
(26,3%)

1
(100%)

3
(13,6%)

9
(25%)

9
(%33,3)

2
(16,7%)

12
(31,6%)

p-Wert

0,486

0,195

0,546



pNI1

pN2

pN3

pNx
M-Stadium

MO

M1

Grading

Gl

G2

G3

CK7
negativ

32
(91,4%)

66
(83,5%)

2
(66,7%)

164
(86,8%)

4
(100%)

5
(83,3%)

110
(87,7%)

60
(87%)

CK7
positiv

3
(8,6%)

13
(16,5%)

1
(33,3%)

25
(13,2%)

0
(0%)

1
(16,7%)

14
(11,3%)

9
(13%)

27

E-Cadherin
erhaltene
Expression

p-Wert

0,477 10
(71,4%)

31
(81,6%)

1
(50%)

0,436 50
(73,5%)

1
(100%)

0,882 2
(100%)

44
(80%)

28
(71,8%)

E-Cadherin
schwache
Expression

4
(28,6%)

7
(18,4%)

1
(50%)

18
(26,5%)

0
(0%)

0
(0%)

11
(20%)

11
(28,2%)

p-Wert

0,550

0,478
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120} pi16

Hp16 negative
Wpi6 positive

CK7-negativ CK7-positiv

Abbildung 5: Darstellung des statistischen Zusammenhanges zwischen Ck7 und p16,
sodass die  p16-positivenKarzinome fast die  Halfte der Ck7-positiven

Plattenepithelkarzinome (9 aus 20) formen (rechts) und nur ca. das Viertel der Ck7
negativen (32 aus 133) positiv sind (links).
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Tabelle 4: Korrelationen von Ck7 und E-Cadherin miteinander und mit pT- und
Nodalstatus nach Spearman-Rho:

CK7 E-Cadherin | P16 pT Nodalstat
negativ/p | negativ/po us
ositiv sitiv negativ/p
ositiv
CK7 Korrelations- | 1,000 0,208* 0,159* 0,158* 0,035
koeffizient
Sig. (2-Seitig) | . 0,010 0,049 0,019 0,611
N 288 152 153 221 208
E- Korrelations- | 0,208* 1,000 0,056 -0,060 0,088
Cadherin | koeffizient
Sig. (2-Seitig) | 0,010 . 0,489 0,556 0,398
N 152 164 157 99 94
P16 Korrelations- | 0,159° 0,056 1,000 0,014 0,191
koeffizient
Sig. (2-Seitig) | ,049 0,489 ) 0,893 0,062
N 153 157 162 101 96
pT Korrelationsk | 0,158 -0,060 0,014 1,000 0,323™
oeffizient
Sig. (2-Seitig) | 0,019 0,556 0,893 . 0,000
N 221 99 101 623 597
Nodalsta | Korrelations- | 0,035 0,088 0,191 0,323" 1,000
tus koeffizient
Sig. (2-Seitig) | 0,611 0,398 0,062 0,000
N 208 94 96 597 603

*. Die Korrelation ist auf dem 0,05-Niveau signifikant (zweiseitig).
**_ Die Korrelation ist auf dem 0,01-Niveau signifikant (zweiseitig).
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- Die Uberlebensrate

Patienten mit einer Expression von CK7 in den Plattenepithelkarzinomen zeigten ein
schlechteres Gesamtuberleben mit einem p-Wert von 0,031 im Log-Rank-Test
(Abbildung 6).

Uberlebensfunktionen
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Abbildung 6: Kaplan-Meier-Kurven mit Log Rank Test. Hier ist es dargestellt, dass die
CK7 positiven Falle (griine Linie) eine geringere Uberlebensrate als die Ck7 negativen
Falle (blaue Linie) zeigen. Log-Rank-test p=,031. Die X-Achse entspricht Zeit des
Uberlebens gemessen mit Tagen und die Y-Achse entspricht dem kumulativen
Uberleben (Uberlebenswahrscheinlichkeit), wobei 1 (100%) oben ist und 0 (0%) unten
ist.

Mit dem Log-Rank-Test (Mantel-Cox) zeigen die CK7-positiven Plattenepithelkarzinome
des Kopf- und Hals-Bereiches einen statistisch relevanten Zusammenhang mit einem

schlechterem Gesamtuberleben mit einem p-Wert von 0,031.

Es zeigt sich keine statistisch relevante Korrelation zwischen dem Verlust der E-
Cadherin-Expression und der Uberlebensrate (Abbildung 7).
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Uberlebensfunktionen
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Abbildung 7: Kaplan-Meier-Kurven mit Log Rank Test. Hier zeigt sich kein statistisch
relevanter Unterschied zwischen E-Cadherin positiven (grine Linie) und negativen
(blaue Linie) Karzinome. Die X- und Y-Achsen wurden in CK7-Histogram erklart.

Mit dem Log-Rank-Test (Mantel-Cox) zeigen die E-Cadherin-positiven und -negativen
Plattenepithelkarzinome des Kopf- und Hals-Bereiches keinen statistisch relevanten

Zusammenhang mit dem Gesamtiberleben mit einem p-Wert von 0,860.
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4. Diskussion

4.1 Diskussion der CK7-Ergebnisse
In der untersuchten Patientenkohorte fanden sich Expression von CK7 in HNSCC in
13,9% (Tab. 3 und Abb. 3). Die Expression von CK7 in den HNSCC war mit einer p16-

Expression assoziiert sowie mit einem schlechteren Gesamtlberleben.

Die positive Verbindung zwischen CK7-Positivitat und p16-Positivitat ist ahnlich wie in
den Ergebnissen von (Woods et al., 2017), stellt sich jedoch eine Diskrepanz zu den
Ergebnissen der Studie von (Mehrad et al., 2018) dar, bei der keine Verbindung
zwischen CK7- und HPV-Status gezeigt wurde (Mehrad et al., 2018).

Die Verbindung zwischen HPV- und CK7-Positivitat konnte beispielweise unter
Berucksichtigung der Tatsache interpretiert werden, dass die meisten HPV-positiven
Plattenepithelkarzinome eine basaloide Differenzierung aufweisen (Rahimi 2020).Diese
basaloid differenzierten Plattenepithelkarzinome zeigen haufig eine Reaktivitat fur CK7
laut der Studie von Winters et al., 2008 (Winters et al., 2008). Diese beiden Studien
(Winters et al., 2008 und Rahimi et al., 2020) zeigen Verbindungen zwischen dem HPV-

Status, von basaloider Differenzierung und einer Positivitat fur CK7.

Diese Theorie unterstutzt auch die Annahme einer verschlechterten Prognose und
Uberlebensrate von Patienten/Patientinnen mit CK7-positiven Plattenepithelkarzinomen
, da die basaloiden Plattenepithelkarzinome eine schlechte Prognose aufweisen, wenn
sie HPV-negativ sind (Pereira et al., 2007).

Weiterhin sind HPV-assoziierte Plattenepithelkarzinome der Cervix uteri auch zu
vergleichen. Diese zeigen laut Shi, Shao et al., 2020, dass basaloid differenzierte
Plattenepithelkarzinome der Cervix uteri eine hdohere Expression von CK7 und Ber-EP4
zeigen (Shi et al., 2020). Auch die Studie Lee, Lee et al., 2017 zeigt, dass alle (100%)
In-situ-Karzinome der Cervix uteri (CIN Ill) und ca. 67% der invasiven zervikalen

Plattenepithelkarzinome eine CK7-Positivitat aufweisen (Lee et al., 2017).

In dieser Studie machen die HPV-positiven Karzinome ca. ein Viertel (26%) der

gesamten Karzinome aus. Im Vergleich zu Studien anderer Lander machen diese HPV-
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assoziierten Tumoren einen kleineren Anteil der gesamten HNSCC aus. Zum Beispiel
machen die HPV-positiven Karzinome laut der Studie (Schache et al 2016) die Halfte
der HNSCC im Vereinigten Konigreich (Schache et al., 2016) und laut der Studie
Chaturvedi ca. 71% der HNSCC in den USA aus (Chaturvedi et al., 2011). Laut einer
europaischen  Studie (Woods et al 2017) formen die HPV-positiven
Plattenepithelkarzinome ca. 31% der gesamten HNSCC in der sudirlandischen
Bevolkerung (Woods et al., 2017).

Weiterhin wurde eine Korrelation zwischen CK7-Positivitdt und dem T-Status
festgestellt. In den vorliegenden Ergebnissen weisen die CK7-positiven
Plattenepithelkarzinome einen fortgeschritteneren pT-Status (gréfReren Tumoren) als die
CK7-negativen auf. Diese Korrelation zwischen CK7-Positivitat und der TumorgrofRe

konnte in anderen Studien nicht gezeigt werden.

Die Studie (Woods et al., 2017) zeigt eine Pradilektion fur eine CK7-Positivitat in den
Tonsillenkrypten und auch in den tonsillaren Plattenepithelkarzinomen. Allerdings ist
darauf hinzuweisen, dass die Studie (Woods et al., 2017) auf oropharyngeale
Karzinome beschrankt ist und unsere Studie alle Kopf- und Hals-Schleimhaute beteiligt.
Ein weiterer Unterschied besteht darin, dass bei (Woods et al., 2017) die CK7-Positivitat
mit einem jungeren Alter und auch mit einem geringeren Tabakkonsum verbunden ist,
wobei unsere Studie keine Zusammenhange mit dem Alter oder dem Tabakkonsum
zeigt. Der Grund dafur kdnnte methodisch bedingt sein, da bei (Woods et al., 2017) der
H-Score und die Menge des Tabakkonsums zugrunde gelegt werden, allerdings
Unterteilungen in CK7-Positivitat/CK7-Negativitat und in Raucher/Nichtraucher (wie in

unserer Studie) keine Berucksichtigung finden.

CK7-positive Plattenepithelkarzinome zeigen in unserer Studie ein signifikant
schlechteres Gesamtuberleben als Patienten/Patientinnen mit Plattenepithelkarzinomen

ohne CK7-Expression.

Diese Ergebnisse unterscheiden sich zum Teil von vorherigen Studien: (Woods et al.,
2017) und (Mehrad et al., 2018) konnten keine statistisch relevanten prognostischen
Unterschiede zeigen, auch wenn bei (Woods et al., 2017) eine Korrelation mit der

Lokalisation (was im Gegensatz zu dieser Studie steht) zu bemerken ist. Diese
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Unterschiede sind auf die Studienmethoden zurtuckzufuhren, Diese Unterschiede sind
auf die Studiendesign zurtckzufuhren. AulRerdem ist die Lokalisation in unserer Studie
in Oropharnx, Larynx und Hypopharynx sowie Mundhohle unterteilt, wahrend bei (Wood
et al., 2017) eine Unterteilung in Sublokalisationen erfolgt (z.B. Tonsillen, Zungengrund,

Stimmbander und Stimmfalten).

Eine andere Studie (Shahabinejad et al., 2021) zeigt jedoch ahnliche Ergebnisse. Hier
wurde eine Verbindung zwischen CK7-Positivitat in den oralen Tumoren und einem
fortgeschrittenen Stadium des Tumors (TNM-Stadium) und weiterhin auch zwischen
CKY7 und geringer histologischer Differenzierung (G1 zeigt keine CK7-Positivitat und G3
zeigt vermehrte CK7-Positivitat) (Shahabinejad et al., 2021) gezeigt. In dieser Studie
fanden sich ahnliche Ergebnisse fur CK20 wie fur CK7. Diese Studie war aber auf die
Mundhohlenschleimhaut begrenzt. Andere Lokalisationen der HNSCC (Pharynx, Larynx
usw.) wurden nicht beteiligt.

Studien zu Plattenepithelkarzinomen in anderen Organen zeigen ahnliche Ergebnisse:
Laut Johansson et al., zeigt ein Anteil der bronchialen Plattenepithelkarzinome eine
partielle Reaktivitat fur CK7 (Johansson 2004). 33% der Plattenepithelkarzinome der
Lunge waren in dieser Studie CK7-positiv.

In der Haut zeigen einige primare kutane Plattenepithelkarzinome eine fokale oder
partielle Reaktivitat fur CK7 (Pulitzer et al., 2010). Diese CK7-Positivitat ist laut Pulitzer
et al, 2010 betont in gering differenzierten Plattenepithelkarzinomen
nachzuweisen.Auch Plattenepithelkarzinome des Oesophagus sind
immunhistochemisch im Hinblick auf die Reaktivitat fur CK7 untersucht. Die Studie Xu et
al., 2018 zeigt eine Positivitat fur CK7 in 10% der 6sophagealen Plattenepithelkarzinome
und zeigt auch, dass CK7 ein unabhangiger Prognosefaktor ist, da CK7-positive
Karzinome eine schlechtere Prognose und geringere Uberlebensrate aufweisen (Xu et
al., 2018).

Plattenepithelkarzinome und auch andere Karzinome unterschiedlicher Organe wurden
in der Studie Chu et al., 2000 mit CK7 und auch CK20 untersucht. Hier zeigen die
Plattenepithelkarzinome des Kopf- und Hals-Bereiches eine Positivitat fur CK7 in ca.

27% der Falle (deutlich mehr als in unserer hiesigen Studie) und 21% der 6sophagealen
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Plattenepithelkarzinome (Chu et al., 2000). In den Kolonkarzinomen ist CK7 laut dieser
Studie (Chu et al., 2000) in 5% der Falle positiv, eine Korrelation mit der Prognose fand

nicht statt.

Mit dem Nodalstatus (Lymphknotenmetastasen) zeigt die CK7-Positivitat in der hiesigen
Studie keine Korrelation. Die Verbindung zwischen CK7-Positivitat mit der Tumorgréfe,
(jedoch ohne Korrelation von CK7-Positivitat und dem Nodalstatus) kann darauf
hindeuten, dass die CK7-Positivitat in den Plattenepithelkarzinomen eine Auswirkung
auf die lokale Invasionintensitat hat, jedoch nicht eine lymphonodale Metastasierung
bewirken kann. In einer Studie von (Mehrad et al., 2018) konnte ebenfalls kein
Zusammenhang zwischen CK7-Expression und dem Nodalstatus beobachtet werden.
Auch die Unterteilung nach Geschlecht und Alkoholkonsum der Probanden zeigt wie die

Studie (Woods et al., 2017) keine statistische Relevanz.

4.2 Diskussion der E-Cadherin-Ergebnisse

Nach unserem Score zeigen 40 Falle eine verminderte Expression von E-Cadherin
(Score 0-1) in 164 untersuchten Fallen (ca. 25%, Tab. 3). Des Weiteren konnten wir
keine statistisch relevanten Zusammenhénge weder im Hinblick auf die Uberlebensrate

noch auf weitere Prognosefaktoren zeigen.

Ahnlich zu unseren Ergebnissen konnten Pereira et al., keinen signifikanten
Zusammenhang zwischen der Expression von E-Cadherin und der Uberlebensrate oder
einem der weiteren prognostischen Faktoren zeigen. Diese Studie war allerdings auf die
Invasionsfront der Tumoren konzentriert und auf die oralen Plattenepithelkarzinome
beschrankt (Pereira et al., 2016). Es wurde jedoch bemerkt, dass die Expression von E-
Cadherin eine Delokalisation aufweist, sodass die klassischen Plattenepithelkarzinome
und weniger die basaloiden Plattenepithelkarzinome E-Cadherin im Zytoplasma und
nicht in der Zellmembran exprimieren.

Auch die Studie Goyal et al konnte keine signifikanten Zusammenhange zwischen E-
Cadherin-Verlust und klinisch-pathologischen Prognosefaktoren herstellen (Goyal et al.,
2021).

Im Vergleich zeigen einige andere Studien statistisch relevante Zusammenhange.
Zum Beispiel hat die Studie (Wu et al., 2000) mehrere Plattenepithelkarzinome aus

unterschiedlichen Organen mit E-Cadherin untersucht. Hier wurde eine erhaltene
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Expression von E-Cadherin in benignen Plattenepithelzellen und auch in gut
differenzierten Plattenepithelkarzinomen nachgewiesen. Die gering differenzierten
Plattenepithelkarzinome zeigen in dieser Studie einen Verlust oder eine Verminderung
der Expression fur E-Cadherin (Wu et al., 2000). Es wurde davon ausgegangen, dass
die Expression von E-Cadherin dem Differenzierungsprozess der Plattenepithelien

entsprechen kann.

In dieser Studie sehen wir keinen signifikanten Zusammenhang zwischen E-Cadherin-
Expression und Tumorgrading. Dies konnte daran liegen, dass es kein universell
akzeptiertes Graduierungssystem fur Plattenepithelkarzinome gibt und sich in bislang
publizierten Kohorten keine prognostische Signifikanz zeigt (Dik et al), bzw. dieseeine
hohe Interobserver-Variabilitat aufweisen (Naumann et al., 2009). AuRerdem wurden in

dieser Studie deutlich weniger Patienten untersucht.

Eriksen et al., konnten fur Plattenepithelkarzinome des Kopf-/Hals-Bereichs einen
signifikanten Zusammenhang zwischen Expressionsverlust von E-Cadherin und
positivem Nodalstatus (Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen) zeigen. Zusatzlich
konnte hier festgestellt werden, dass die Expression von E-Cadherin mit einer
gesteigerten Verhornung (vermehrtes extra- und intrazellulares Keratin) einhergeht
(Eriksen et al., 2004). Anders als in unserer Studie, welche TMAs genutzt hat, wurden in
der Studie von Eriksen et al.,, die konventionellen Paraffinblocke (FFPE) fur die
immunhistochemischen Farbungen genutzt, sodass eine breitere Tumorflache zur
Verfluigung stand und zentrale und periphere Anteile separat untersucht werden konnten.
Hierbei konnte festgestellt werden, dass die Expression von E-Cadherin in den
randlichen (peripheren) Anteilen verloren ging, im Gegensatz zu unterschiedlich starker
Expression in zentralen Anteilen des Tumors. Diese Methode kann aufgrund der
beschrankten Gewebemenge in den TMAs in unserer Studie daher nicht zur

Anwendung kommen.

Eine weitere Studie hat sich ebenfalls auf periphere Tumoranteile bei
Plattenepithelkarzinomen konzentriert. Diese peripheren Anteile wurden in der Studie
von Costa et al.,, 2015 als Invasionsfront bezeichnet. Die Tumorzellen in diesen
Bereichen zeigen ebenfalls eine Verminderung bzw. einen Verlust der Expression von

E-Cadherin im Gegensatz zu zentralen und oberflachlichen Tumoranteilen. Zusatzlich
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exprimieren die hochinvasiven Tumoren E-Cadherin geringer als die niedrig invasiven
Tumoren (Costa et al., 2015).

Eine Studie 2zu Plattenepithelkarzinomen der Mundhohlenschleimhaut unter
Verwendung von TMAs wurde von Hakim et al., durchgefuhrt. Hier zeigen sich
statistisch relevante Korrelationen, wonach ein Verlust der E-Cadherin-Expression mit
einer verminderten Uberlebensrate einhergeht. Auch die Rezidiv-freien Intervalle sind
bei Expressionsverlust von E-Cadherin kirzer als bei E-Cadherin-exprimierenden
Tumoren (Hakim et al., 2023). Der methodische Unterschied zwischen Hakim et al.,
2023 und unserer Studie besteht darin, dass die TMAs bei Hakim et al spezifisch aus
der Invasionsfront stammen, wahrend in der hiesigen Studie TMAs mit Gewebe aus
unterschiedlichen Bereichen der Tumoren untersucht wurden. Eine Untersuchung,
getrennt nach Tumorgewebe aus der Invasionsfront und zentralen Tumoranteilen,

konnte daher nicht stattfinden.

Im Vergleich zu anderen Tumoren zeigt die Studie Karube et al., eine invertierte
Korrelation (negative Verbindung) zwischen der Expression von E-Cadherin in den
Lebermetastasen mehrerer Karzinome und der TumorgréfRe, sodass die Tumoren mit
einem Verlust der Expression von E-Cadherin ein hoheres T-Stadium (grof3ere
Lebermetastasen) aufweisen (Karube et al., 2002).

Ein Grund fur die unterschiedlichen Ergebnisse koénnte in der Verwendung
unterschiedlicher Antikérperklone begrindet liegen. Eine Studie von Schlepper et al.,
beschaftigt sich mit der Auswirkung unterschiedlicher Klone von E-Cadherin: Schepper
et al., konnten eine hohe internationale Variabilitat zwischen den Instituten in der
Diagnose des invasiv-lobularen Mammakarzinoms zeigen. Als Grund gaben Schepper
und seine Kollegen die unterschiedlichen Farbungsprotokolle (einschliellich der
verwendeten  unterschiedlichen  Klone) und die  hieraus resultierenden

unterschiedlichen Interpretationen an (Schepper et al., 2022).

Zu diskutieren ist hier die Relevanz eines Erhalts der Expression von E-Cadherin fur die
Metastasierung und die Invasivitat, wie zum Beispiel in invasiv-duktalen
Mamakarzinomen [46]. Dabei konnte hier sowohl die Tumorflache der TMAs (wie bei
CK7) als auch der =zugrunde gelegte Score Dberucksichtigt  werden.

Die statistische Korrelation zwischen E-Cadherin und CK7 kann die Theorie stltzen,
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dass E-Cadherin bei einigen Tumoren eine erhohte Invasivitat bewirkt wie im

beschriebenen Beispiel der invasiv-duktalen Mammakarzinome.

Die Theorie, dass Expression von CK7 in den haufig CK7-negativen Tumoren ein EMT-
Marker darstellt, kann nur durch die Korrelation zwischen CK7-Positivitat und
fortgeschrittenem pT-Status und nicht durch die Korrelation mit E-Cadherin gestiutzt
werden, auch wenn E-Cadherin von mehreren Studien als EMT-Marker definiert wurde.
Der Grund dafir kann darin liegen, dass der EMT-Prozess, wie bewiesen, von einem
Expressionsverlust von E-Cadherin begleitet wird. In der hiesigen Studie ist die CK7-
Positivitat mit einer erhaltenen Expression von E-Cadherin verbunden und nicht mit

einem Verlust der Expression von E-Cadherin.

Im Vergleich zu den Studien zu Mammakarzinomen, die zeigen konnten, dass die EMT
nicht in jedem Fall notwendig flr die Metastasierung der Karzinome ist (Cheung et al.,
2011), spielt die EMT in den Plattenepithelkarzinomen im Allgemeinen und
insbesondere in Plattenepithelkarzinomen des Kopf- und Hals-Bereiches keine Rolle in
Bezug auf Tumorausbreitung oder Metastasierung. Ein partieller EMT-Prozess kann
jedoch in Plattenepithelkarzinomen vorkommen, wie einige Studien gezeigt haben
(Kisoda et al., 2020). Hier zeigen nur die peripheren Tumoranteile (Invasionsfront) eine

morphologisch nachweisbare EMT (Ingruber et al., 2022 und Puram et al., 2019).

Beispielerweise ist die CK7-Positivitat bei Plattenepithelkarzinomen der Cervix uteri im
Zusammenhang mit dem Ansprechen auf die konkomitante Radiochemotherapie
untersucht. Die Studie (Lambaudie et al., 2014) zeigt, dass die CK7-negativen
zervikalen Plattenepithelkarzinome haufiger Residuen nach der Radiochemotherapie
aufweisen, sodass die CK7-Positivitat einen prognostischen Hinweis gibt im Hinblick auf

ein zu erwartendes Therapieansprechen.

Im Gegensatz zu unserer Studie zeigt die Studie (Hashiguchi et al., 2019), dass die
verminderte CK7-Positivitat in den Plattenepithelkarzinomen der Cervix uteri mit einer

schlechteren Prognose verbunden ist.

Insgesamt sprechen die Ergebnisse nach der Diskussion dafur, dass CK7 bei HNSCC
als Prognosefaktor fungieren kann, aufgrund des Zusammenhanges mit einer

niedrigeren Uberlebensrate und einem positiven p16-Status sowie wegen der
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Korrelation mit dem pT-Status. Als EMT-Marker kann CK7 nicht fungieren, da eineCK7-
Positivitat auch auf eine basaloide Differenzierung zurtuckgefuhrt werden kann und auch
CKY7 in dieser Studie mit erhaltener (und nicht EMT-klassisch verlorener) Expression von

E-Cadherin einhergeht.

4.3 Ausblick

Diese Studie zeigt eine schlechtere Prognose der CK7-positiven
Plattenepithelkarzinome des Kopf- und Hals-Bereiches. Flr zuklnftige Studien kann auf
immunhistochemische Untersuchungen breiterer Tumorflachen hingewiesen werden.
Bei der Untersuchung von TMAs sollte sichergestellt sein, dass diese zahlreiche

Tumorzylinder mit Konzentration auf die Invasionsfront enthalten.

Diese Studie zeigt CK7 als prognostischen Marker unabhangig von der Therapie.
Weitere Studien sollten ebenso die Rolle von CK7 in Plattenepithelkarzinomen im

Hinblick auf Therapieauswahl/Therapieansprechen in den Fokus nehmen.

Daruber hinaus sollten sich weitere Studien zu E-Cadherin auf die Invasionsfront
konzentrieren bzw. das Gewebe aus Tumorzentrum und Invasionsfront separat
untersuchen. Da der EMT-Prozess partiell stattfinden kann, kann bei der Untersuchung
von nur wenigen Tumorzellverbanden falschlicherweise ein gesamthafter Verlust von E-
Cadherin angenommen werden. Daher sollte bei zuklnftigen Studien eine breitere
Tumorflache als bei TMAs fur die Untersuchungen zur Verfugung stehen, um einen
partiellen bzw. mikroskopischen Verlust von E-Cadherin nachweisen zu kénnen (als
Alternative zu Scores fur die gesamten Tumorzellen). Mit der Untersuchung von Zellen
aus Tumormetastasen (z.B. aus Lymphknotenmetastasen) kénnte ein Fokus auf die
metastasierungsfahigen Tumoranteile bzw. auf den hier stattfindenden EMT-Prozess

gelegt werden.

Als weitere Marker zum Vergleich, um die EMT besser zu verstehen, konnen Vimentin

und die anderen Cadherine (N-Cadherin und P-Cadherin) zur Anwendung kommen.
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5. Zusammenfassung

Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereichs gehdren weltweit zu den haufigsten
malignen Tumoren dieser Region und sind durch hohe Rezidivraten und eine oft
ungunstige Prognose gekennzeichnet. In dieser Arbeit wurde die Expression von Ck7
und E-Cadherin immunhistochemisch in  TMAs untersucht, um mogliche
Zusammenhange mit tumorbiologischen Eigenschaften, Prognosefaktoren und
Hinweisen auf eine epithelial-mesenchymale Transition (EMT) zu analysieren. Die
Studie belegt CK7 als Prognosefaktor bei Plattenepithelkarzinomen des Kopf- und Hals-
Bereiches. Eine CK7-Expression zeigt einen Zusammenhang mit niedriger
Uberlebensrate und mit einem positiven HPV-Status sowie eine Korrelation mit einer

erhaltenen Expression von E-Cadherin und der Tumorgrdfie (T-Status).

Die Expression von E-Cadherin war in dieser Studie kein prognostischer Marker und
zeigte keinen signifikanten Zusammenhang mit der Uberlebensrate, der TumorgroRe,
dem Nodalstatus oder mit dem HPV-Status. Zwar zeigt die Expression von CK7 in der
hiesigen Studie eine Korrelation mit einem hdéheren Tumorstadium, doch da sich keine
Korrelation mit dem Grading fand und Uberdies positiv mit dem klassischen anti-EMT-
Marker E-Cadherin korreliert ist, gehen wir davon aus, dass die Expression von CK7
sich nicht als EMT-Marker in HNSCC eignet.

FUr zukunftige Studien wird eine Analyse breiterer Tumorflache mit Fokus auf
Invasionsfront zu empfehlen. Die Untersuchung mit weiteren Markern, wie Vimentin und

N-Cadherin, kann auch neue Erkenntnisse liefern.
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