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Einleitung

1 EINLEITUNG
1.1 Plattenepithelkarzinome des oberen Aerodigestivtraktes

Karzinome des Kopf- und Halsbereiches gehéren mit Gber 500.000 Neuerkrankungen im
Jahr weltweit zu den funf haufigsten Malignomerkrankungen (Parkin et al. 1999). Die
Inzidenz der Erkrankung ist in Deutschland steigend (Gellrich et al. 2004).

Unter Karzinomen des Kopf- und Halsbereiches wird eine Gruppe von Tumoren mit
bestimmten Lokalisationen zusammengefasst. Zu diesen Lokalisationen zahlen Mund-
und Nasenhohle, die Speicheldrisen, der Pharynx, bestehend aus Hypo-, Oro- und
Nasopharynx sowie der Larynx, der sich wiederum in supra-, sub- und glottischen Raum
untergliedert. Neunzig Prozent der malignen Tumore dieser Region sind
Plattenepithelkarzinome, seltener finden sich Adenokarzinome, Sarkome oder
Speicheldrusentumore.

Nikotin und Tabak sind die flhrenden Risikofaktoren der Erkrankung
(Sankaranarayanan et al. 1998, Spitz et al. 1994), jedoch spielen auch Alter und
Geschlecht des Patienten, sowie Sonnenexposition bei z.B. Lippenkarzinomen eine
wichtige Rolle. Menschen mit Verwandten ersten Grades, die bereits an einem Tumor
des Kopf-, Hals Bereiches erkrankt sind, haben ein héheres Risiko ein solches Karzinom
zu entwickeln als Menschen ohne familiare Pradisposition (Foulkes et al. 1995, Copper
et al. 1995). Weiterhin werden diatetische Faktoren, wie ein verminderter Konsum an
Obst und Gemuse, sowie virale Infektionen, insbesondere eine Assoziation mit
Humanen Papilloma Viren (HPV), genauer mit dem Subtyp 16, als mit ursachlich

angesehen (Farrow et al. 1998, Gillison et al. 2000).

Der Erkrankungsgipfel liegt zwischen dem 50. und 65. Lebensjahr, wobei Manner
wesentlich haufiger betroffen sind als Frauen (Gellrich et al. 2004). Neben regionalen
Unterschieden in der Pravalenz von Plattenepithelkarzinomen, sind je nach Land auch
unterschiedliche Inzidenzen zu verzeichnen. Im Allgemeinen steigt die Zahl der
Neuerkrankungen in Landern wie Zentral- und Osteuropa, Skandinavien, Kanada,
Japan und Australien an, wahrend in Indien, Hong Kong, Brasilien und bei weilden US

Amerikanern fallende Zahlen beobachtet werden (Sankaranarayanan et al. 1998).
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Symptomatisch fallen die im angloamerikanischen Sprachgebrauch auch als Head and
Neck Squamous Cell Carcinoma (HNSCC) bezeichneten Tumore durch
Fremdkorpergefuhl, Schwellungen im Hals- und Rachenbereich sowie Blutungen auf.
Weiterhin kann es zu Schluck- und Atembeschwerden, Heiserkeit, Stimm- sowie
Hautveranderungen und Schmerzen kommen. Die Einteilung der Tumore erfolgt nach
dem TNM System und der Stadieneinteilung des American Joint Comittee on Cancer
(AJCC) (siehe Tabelle 6 und Tabelle 7 im Anhang). Die Karzinome zeichnen sich durch
invasives und aggressiv infiltrierendes Wachstum sowie eine frihe Metastasierung aus
(Moisa et al. 1991). Mehr als 50% der Patienten weisen bereits bei Diagnosestellung ein

regional fortgeschrittenes Tumorstadium auf.

Es konnte gezeigt werden, dass die allgemeine Uberlebensrate im Wesentlichen
von der Beteiligung der regionalen Lymphknoten abhangt. Deshalb sind Friherkennung
sowie rechtzeitige Therapie der Erkrankung &auferst wichtig. Das primare Ziel der
Therapie liegt in einer moglichst vollstandigen operativen Entfernung der Karzinome,
wobei, je nach Ausbreitung des Tumors, eine Entfernung der axillaren Lymphknoten
erfolgt, sowie wenn ndétig eine adjuvante Bestrahlung. Bei inoperablem oder sehr weit
fortgeschrittenem Tumorwachstum wird alternativ eine Radiatio mit kombinierter
Chemotherapie durchgefuhrt. Die Prognose hangt unter anderem von der Infiltration der
Tumorzellen in angrenzende Strukturen, der Lymphknotenbeteiligung und der

Absiedelung in entfernte Organe (Fernmetastasierung) ab.

1.2 Allgemeine Tumorbiologie

Maligne Zellen zeichnen sich sowohl durch eine erhdhte Teilungsfahigkeit, als auch
durch das Vorliegen fehlerhafter genetischer Information aus. Ahnlich wie embryonale
Zellen, bzw. Zellen des normalen regenerationsfahigen Gewebes, besitzen Tumorzellen
eine stark ausgepragte Fahigkeit zur Proliferation und zeigen autonomes Wachstum.
Physiologischer Weise kommt eine erhohte Zellproliferationsrate im Rahmen von
Wundheilung, in Wachstumsprozessen und im Zuge der normalen Gewebeerneuerung

vor.
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Pathologisch birgt unkontrollierte Zellvermehrung eine grolle Gefahr fur den
Organismus. Wenn einzelne Zellen ihre eigentliche Funktion verlieren, oder sich die
genetische Sequenz einer Zelle verandert, konnen diese mutierten Genotypen zu
neuen, abnormen Phanotypen fuhren. Dies kann eine Veranderung oder einen Verlust
der eigentlichen Zellfunktion mit sich bringen, der oft mit der gewohnlichen
Gewebefunktion nicht mehr vereinbar ist. Liegen zusatzlich Veranderungen im
Zellzyklus und im Wachstumsablauf vor, kann es zu unkontrollierter und ungehemmter
Zellproliferation kommen. Tumorzellen haben zudem die besondere Eigenschaft, sich
vor Zellen des Immunsystems zu verstecken bzw. Schutzmechanismen gegen diese zu
entwickeln, sodass sie in ihrer Proliferation ungestort sind. Es handelt sich also bei
Tumorzellen um Zellen, die aggressiver und invasiver wachsen als normale Zellen, die
jedoch in der Regel nicht fahig sind, die physiologische Zellfunktion des
Ursprumgsgewebes auszufuhren.

Je nach Wachstumsverhalten und Aggressivitat kdnnen Tumore histopathologisch in
gutartige und bdsartige Tumore eingeteilt werden. Wahrend benigne Tumore nur lokal
wachsen und nicht in umliegende Gewebe infiltrieren, kbnnen maligne Tumore sowohl in
angrenzende Gewebe eindringen als auch in entfernte Gewebe streuen
(Metastasierung) (Weinberg 2007).

1.3 Stammazellen

In Bezug auf zellbiologische Eigenschaften von tumordsem Gewebe hat sich im Laufe
der letzten Jahre eine neue Hypothese durchgesetzt, welche die Existenz so genannter
Tumorstammzellen (Cancer Stem Cells - CSCs) postuliert.

Analog zu hamatologischen Stammzellen des Knochenmarks kannte man von
normalem, gesundem Gewebe, dass auch hier Zellen mit Stammzell Eigenschaften zu
finden sind. Diese besitzen die Faigkeit zur Selbsterneuerung, wobei sich jede der
Stammzellen zu unterschiedlichen Zellarten ausdifferenzieren kann. Interessanterweise
hat sich diese Stammzellhypothese nicht nur bei gesunden Geweben durchgesetzt,

sondern wurde auch auf maligne entartete Gewebe ausgedehnt. Es ist bekannt, dass in
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verschiedenen Gewebetumoren ebenfalls Zellen mit Stammzelleigenschaften zu finden
sind, welche fahig sind den Phanotyp des urspringlichen Tumors reproduzieren zu
konnen.

Die Gesamtheit der sogenannten Tumorstammzellen stellt mit weniger als zehn Prozent
der Gesamttumorzellzahl nur eine kleine Population dar, sie scheint jedoch fur
zahlreiche Invasions- und Wachstumsprozesse sowie fur Chemotherapieresistenzen

von entscheidender Bedeutung zu sein.

1.3.1 Die Tumorstammzell Hypothese

Virchow und Paget stellten bereits im 19. Jahrhundert die Vermutung der Existenz
stammzellahnlicher Zellen in malignem Gewebe auf (Virchow 1855, Paget 1889).
Aufgrund des Fehlens spezifischer Marker dieser Zellen und eingeschrankter
technischer Maoglichkeiten, dauerte es ein ganzes Jahrhundert bis die vermuteten
Tumorstammzellen erstmals bei Patienten mit akuter myeloischer Leukamie sicher
nachgewiesen und isoliert werden konnten (Bonnet und Dick 1997). Daraufhin war es
mdglich nicht nur fur andere Leukamie Formen (Eaves et al. 1993, Jamieson et al.
2004), sondern auch fur Gewebetumoren, wie zum Beispiel Mamma- (Al-Hajj et al.),
Pankreas- (Li et al. 2007), Prostata- (Gu et al. 2007), ZNS- (Singh et al. 2004) und
Kolonkarzinome (Ricci-Vitiani et al. 2007) und auch fir Karzinome des Kopf-,

Halsbereiches (Prince et al. 2007), die Existenz von Tumorstammzellen nachzuweisen.

Die Tumorstammzell Hypothese wird von der Ansicht gestitzt, dass die meisten
Tumore aus einzelnen Zellen hervorgehen, aus diesen wenigen Zellen jedoch ein
heterogenes Gewebe entsteht, in dem verschiedenste Differenzierungsstufen und
Zelltypen vorhanden sind. Ausserdem konnte fur solide Tumore gezeigt werden, dass
nur wenige der Tumorzellen in der Lage sind, neue Tumorzellkolonien zu bilden. Der
grosste Teil der Tumorzellen besitzt diese Fahigkeit nicht (Fidler und Kripke 1997). So
konnten bei vom Primartumor entfernten Stellen disseminierte Tumorzellen
nachgewiesen werden, ohne dass diese jemals manifeste Metastasen bildeten
(Salsbury 1975).
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\ Kein Tumor
Zelltod (Apoptose)

Heterogener Tumor

(®  Tumor Stammzelle

{;} Normale Tumorzelle

Abbildung 1. Die Tumor Stammzell Hypothese schematisch
In diesem vereinfachten Schema wird die Fahigkeit von Tumorstammzellen zur
Selbstreproduktion und Tumorformation aus einzelnen Zellen veranschaulicht.
Tumorzellen ohne Stammzelleigenschaften sind hierzu nicht in der Lage.

1.3.2 Eigenschaften von Tumorstammzellen

Tumorstammzellen werden, ahnlich den hamatologischen Stammzellen des
Knochenmarks, besondere Eigenschaften zugesprochen. Zum einen ist dies die
Fahigkeit zur Selbst-Reproduktion, zum anderen die Maoglichkeit zur weiteren
Differenzierung. Es hat sich gezeigt, dass sie eine hohe Proliferationsrate haben und
auch in einer vollig neuen Umgebung zu expansivem Wachstum fuhren konnen (Reya et
al. 2001). Auch konnten verschiedene Signaltransduktionswege aufgezeigt werden, die
typischerweise die Stammzellentwicklung des hamatopoetischen Systems steuern,
wobei insbesondere der sogenannte ‘Notch-‘, ‘Sonic hedgehog’- (Shh) sowie ‘Wnt-
Signaltransduktionsweg' eine wesentliche Rolle bei der Selbsterneuerung der
Stammzellen und der Entwicklung von Vorlauferzellen zu spielen scheinen (Reya et al.
2001). Dysregulationen bzw. Mutationen in diesen besagten Signaltransduktionswegen
kénnen die Onkogenese fordern und konnten mit einer Vielzahl von Tumoren assoziiert
werden (Chan EF et al. 1999, Gailani und Bale 1999, Ellisen et al. 1999).
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Molekularbiologisch zeichnen sich Tumorstammzellen durch eine vermehrte Expression
anti-apoptotischer Proteine (Monzani et al. 2007) bzw. Expression Resistenz fordernder
Gene aus (Frank et al. 2005, Lou et al. 2007). Dieses spezifische Protein-
Expressionsmuster fuhrt zu verstarkter Therapieresistenz. Eine Hemmung der
Tumorstammzellen wirde daher bedeuten, dass der urspringliche Tumor seine
Reproduktionsfahigkeit verliert und somit das invasive Potential des Tumors minimiert
wird (Clarke et al. 2006).

1.3.3 Tumorstammzell Marker

Von wesentlicher Bedeutung fur eine mdgliche Ausschaltung der Tumorstammzellen ist
ihre Identifizierung mittels zellspezifischer Oberflachenmarker. Die anfangliche
Isolierung der Tumorstammzellen wurde mittels eben dieser Marker moglich. Als far
HNSCC und andere Tumore bedeutsam, zeigte sich insbesondere der Hyaluronsaure
Rezeptor CD44 (Prince et al. 2007). Dieser wird von einem einzigen Gen kodiert,
besteht aber aus einer polymorphen Gruppe transmembrandser Glykoproteine (Aruffo
1996). Durch alternatives Splicing und posttranslationale Modifikationen kdénnen ca. 20
verschiedene Unterformen von CD44 entstehen. Ursprunglich wurde CD44 als Rezeptor
der Extrazellularen Matrix (ECM) entdeckt und ist an diversen Signaltransduktionswegen
beteiligt (Trowbridge et al. 1982). Uber seine Fahigkeit, Verbindung zur Extrazelluldren
Matrix herzustellen, ist CD44 fur die Organintegritat von groRer Bedeutung. Ausserdem
dient CD44 als Korezeptor flr verschiedene transmembrandse Proteine, wie zum
Beispiel Matrixmetalloproteinasen oder auch Rezeptor Tyrosin Kinasen der ERB Familie
(Mack und Gires 2008).

Gesteigertes Interesse an CD44 kam auf, als eine verstarkte CD44 Expression
mit Tumorwachstum und Metastasierung in Verbindung gebracht wurde und man einen
Zusammenhang zwischen CD44 und Tumorstammzellen aufdeckte. Die CD44
gesteuerte Tumorprogression kommt uber Aktivierung bestimmter
Signaltransduktionswege zustande, die fir das Uberleben der Zelle wichtig sind

(Bourguignon et al. 2003).
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Fur das Mammakarzinom (Al-Hajj et al. 2003), das Kolonkarzinom (Dalerba et al. 2007),
und fir HNSCC konnte eine verstarkte CD44 Expression in Tumorstammzellkandidaten
im Gegensatz zu nicht onkogenen Karzinomzellen nachgewiesen werden. In Bezug auf
die Tumorstammzell Hypothese scheinen in HNSCC neben CD44 ausserdem
Cytokeratin 14 (CK14), die Aldehydehydrogenase 1 (ALDH-1) (Chen et al. 2009) und
Bmi1 (Valk-Lingbeek et al. 2004, Graziano et al. 2008) eine grof3e Rolle zu spielen.

Bei Bmi1 handelt es sich um ein Onkogen, das durch Hemmung der Transkription
Einfluss auf die Regulation des Zellzyklus nimmt (Liu J et al.2009). Es konnte gezeigt
werden, dass Tumorstammzellkandidaten in HNSCC, wie auch in vielen anderen

Tumoren, Bmi1 Uberexprimieren (Ailles und Prince 2009).

1.4 Metastasierung

Die einzelnen Schritte einer Tumorzelle auf dem Weg vom Primartumor bis zur
Grundung einer neuen Zellkolonie in entfernt liegenden Geweben, kdnnen nach Fidler in
der sogenannten Invasions-Metastasierungs-Kaskade zusammengefasst werden (Fidler
2003).

Zirkulation und

— i — —
i ?/C % Extravasation

———

Kolonisation,
Primértumor Lokale Invasion Intravasation Invasion Metastasenbildung

Abbildung 2. Invasions-Metastasierungs-Kaskade

Die Invasions-Metastasierungs-Kaskade umfasst sechs Schritte. Ausgehend von der
Absiedelung einer Tumorzelle von ihrem Zellverband, bis zur Kolonisation und Formation
einer Metastase. (Modifiziert nach Weinberg 2007, Biology of cancer S. 591)

Am Anfang steht hierbei der Durchbruch durch die Basalmembran und damit die
Verwandlung eines In situ Karzinoms in einen invasiv wachsenden, malignen Tumor.

Anschliessend treten die Tumorzellen durch Intravasation in Blutgefale ein und kdnnen
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so mit dem normalen Blutfluss alle Organe und Gewebe des Korpers erreichen. Durch
Extravasation treten die Zellen wieder aus der Zirkulation aus und kénnen im
umliegenden Gewebe Mikrometastasen bilden. Der letzte Schritt der Kaskade ist die
Ausbildung einer klinisch nachweisbaren Makrometastase (Fidler 2003).

In den einzelnen Schritten der Invasions-Metastasierungs-Kaskade sind die Tumorzellen
auf externe Unterstitzung angewiesen, weil sie den schutzenden Zellverband des
Primartumors verlassen haben. Vor allem wahrend der Zirkulation im Blut sind sie der
Gefahr ausgesetzt von den sie umgebenden Zellen des Immunsystems angegriffen zu
werden. Zur Degradation von Bestandteilen der Extrazellularen Matrix (ECM), durch
welche die abgesiedelten Zellen sich bewegen, bendtigen sie besondere Fahigkeiten.
Sie mussen Membranen durchdringen und durch Gefal3e hindurchtreten, um in den
Blut- und Lymphstrom ein- bzw. auszutreten. Darlber hinaus bendtigen sie eine
besonders effiziente Art der Mobilitat und Motilitat. Von zentraler Bedeutung bei
genannten Prozessen, sind Mitglieder einer grofen Proteinase Familie - die

sogenannten Matrix Metalloproteinasen (MMPs) (John und Tuszynski 2001).

1.5 Matrix Metalloproteinasen (MMPs)

Der Familie der Matrix Metalloproteinasen (MMP) spielt bei Wachstum, Invasivitat und
Metastasierung von malignen Tumoren eine wichtige Rolle. Die Familie dieser
Endopeptidasen hat 25 Mitglieder. Nach ihrer Synthese werden die meisten der MMP
Subklassen aus der Zelle vollstandig sezerniert, wobei sechs von ihnen in der
Zellmembran verankert bleiben und ausschliel3lich Membran gebunden vorkommen
(MMP-14, -15, -16, -17, -24 und -25). Zur Klassifikation hat jede der Proteinasen sowohl
einen deskriptiven Namen, der dem Hauptsubstrat entspricht, als auch eine Nummer.
Die Nummern wurden in aufsteigender Reihenfolge entsprechend der Entdeckung der
einzelnen MMPs vergeben. Allerdings sind in der Nummerierung einige Licken
entstanden, da z.B. die MMPs 4, -5 und -6 doppelt einbezogen wurden, wie sich spater
herausstellte (Sternlicht und Werb 2001).
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Tabelle 1. Ubersicht iiber die MMP Familie

Die Tabelle zeigt alle 28 bis heute bekannten vertebraten MMP, sowie ihre
entsprechenden Substrate (modifiziert nach Sommerville et al. 2003).
Mw Mw
Name Synonym latent  aktiv Substrate

Typ I-, I, llI-; VII-, VIII-, X-, XI-Kollagen, Gelatine, Aggrecan,

MMP-1 Kollagenase-1 55 43 Casein, Nidogen, Serpin, Versican, Perlecan, Tenascin-C,
Proteoglykane
Typl-IV- V- VI- X- XI -, XIV-Kollagen, Gelatine,

MMP-2 Gelatinase-A 72 66 Aggrecan, Elastin, Fibronektin, Laminin, Nidogen,
Proteoglykane, Versican

43: Typ Il -, IV -, IX -, X- Kollagen, Gelatine, Aggrecan, Casein,

MMP-3 Stromelysin-1 57 45’ Decorin, Elastin, Fibronektin, Laminin, Nidogen, Perlecan,
Proteoglykane, Versican

MMP-7 Matrilysin-1 28 19 Typ | - Il -, III.-: V -, IV -, X- Kollagen, Aggrecan, Casein, Elastin,
Enactin, Laminin, Proteoglykane

MMP-8 Kollagenase-2 75 58 Typ I- 1l-, I.II-, V-, VII-, VlII-, X-Kollagen, Gelatine, Aggrecan,
Laminin, Nidogen

MMP-9 Gelatinase-B 92 86 Typ I.V.-, \" - VII -, X -, XIV- Kollagen, GeIatine, Fibronektin,
Laminin, Nidogen, Proteoglykane, Versican

MMP-10  Stromelysin-2 57 44 Typ Il -, IV -, V- Kollagen, Gelatine, Fibronektin, Laminin, Nidogen

MMP-11  Stromelysin-3 51 44 Laminin

Makrophagen 45, .

MMP-12 " Vietalloelastase 54 22 Elastin

MMP-13  Kollagenase-3 60 48 T_yp -, 1l -, 1" -, I\( - V- IX- X Xl -Ko_IIagen, Gelatine, Aggrecan,
Fibronektin, Laminin, Perlecan, Tenascin
Typ | -, I -, lll- Kollagen, Gelatine, Aggrecan, Proteoglykane,

MMP-14  MT1-MMP 66 56 Fibrin,Fibronektin, Laminin, Nidogen, Perlecan, Tenascin,
Vitronectin

MMP-15  MT2-MMP 72 60 Typ I g IlI- Kollagen, Qelating, Aggrecan, Casein, Fibronektin,
Laminin, Perlecan, Vitronectin

MMP-16  MT3-MMP 64 52 Typ I g IlI- Kollagen, Qelating, Aggrecan, Casein, Fibronektin,
Laminin, Perlecan, Vitronectin

MMP-17  MT4-MMP 57 53 Gelatine, Fibrin, Fibronektin

MMP-18  Kollagenase-4 Typ | — Kollagen

MMP-19  RASII 54 45 Typ I g 1\ -.Kollagen, GeIatIne, Aggrecan, Casein, Fibronektin,
Laminin, Nidogen, Tenascin

MMP-20  Enamelysin 54 22 Aggrecan, Amelogenin

MMP-21  Xenopus MMP Nicht bekannt

MMP-23  CA-MMP Nicht bekannt

MMP-24  MT5-MMP 63 29 Gelatine, Fibronektin

MMP-25  MT6-MMP 34 28 Typ IV- Kollagen, Gelatine

MMP-26  Matrilysin-2 Typ IV - Kollagen, Gelatine, Casein, Fibrinogen, Fibronektin

MMP-28  Epilysin Casein




Einleitung

1.5.1 Physiologische Bedeutung der MMPs

MMPs werden bezlglich ihrer Substratspezifitat charakterisiert. Diese wird in erster Linie
durch ihren strukturellen Aufbau begrindet und ist fir Funktion und Vorkommen
maldgebend. Aus der Spezifitat ergibt sich die weitere Untergliederung der MMPs in
Kollagenasen, Gelatinasen, Stromelysine, Matrilysin und Membran-Typ MMPs (MT-
MMP), entsprechend ihrem Hauptsubstrat. Die beiden naher betrachteten MMPs (MMP-
2 und -9) gehoren zur Gruppe der Gelatinasen. Die Zersetzung der Substrate erfolgt
durch Spaltung von Peptidbindungen (Birkedahl-Hansen 1995). Durch Verdauung
extrazellularer Bestandteile leisten MMPs ihren Beitrag zur Degradation der
Extrazellularen Matrix (ECM). Diese besteht im Wesentlichen aus Laminin, Kollagen,
Fibronektin und zuckerhaltigen Verbindungen, den Gykosaminoglykanen. Vergleicht
man die Substrate der verschiedenen MMP-Subgruppen mit den Bestandteilen der
ECM, so fallt auf, dass gerade diese haufig Substrate verschiedener MMPs darstellen.
MMPs sind vielseitig in Wachstums- und Umgestaltungsprozesse des Korpers involviert.
Sowohl auf physiologischer, als auch auf pathologischer Basis, sind sie am Abbau und
an der Modulation verschiedener Gewebsbestandteile beteiligt. Physiologisch spielen
sie in der Embryogenese (Parry et al. 1998, Marchenko et al. 2003), im weiblichen
Zyklus, der Schwangerschaft, sowie in der Angiogenese eine wichtige Rolle (Werner et
al. 2002, Yen et al. 2006). Auch bei altersbedingten Umgestaltungsprozessen (Matrisian
1990) sowie Wundheilungsablaufen (Kahari et al. 1997) sind sie involviert. In Bezug auf
pathologische Vorgange wird den Matrix Metalloproteinasen daher, nicht nur bei

Krebserkrankungen, eine bedeutende Rolle zugesprochen.

Eine pathologische Rolle der MMPs ist ebenfalls bei anderen Erkrankungen wie
zum Beispiel der rheumatoiden Arthritis (Constantin et al. 2002), Morbus Alzheimer
(John und Tuszynski 2001), Multiple Sklerose, Periodontitis (Page 1991) und
kardiovaskularen Erkrankungen (Crisby et al. 2001, Aikawa et al. 2001, Bellosta et al.
1998) belegt. So konnten zum Beispiel in Aortenaneurysmen die MMPs -2, -9 und -12
nachgewiesen werden, wohingegen ein wichtiger Mediator des Knorpelverlustes bei
rheumatoider und Osteoarthritis MMP-3 zu sein scheint (Sternlicht und Werb 2001).
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Die meisten MMPs kdnnen nicht nur ein bestimmtes, sondern verschiedene Substrate
umsetzen, weshalb zwischen den einzelnen Substratgebieten der MMPs vielseitige
Uberschneidungen existieren. Diese oft nicht ganz eindeutige Zuordnung erklart
Unklarheiten, die in Anbetracht vieler pathologischer Prozesse MMPs betreffend heute
noch vorliegen. So kursieren bezulglich vieler Prozesse, sowohl onkologischer als auch
nicht onkologischer Natur, widerspruchliche Aussagen Uber die Bedeutung der

jeweiligen MMPs.

1.5.2 Struktureller Aufbau der MMPs

Allen MMPs gemeinsam ist ein aktives, katalytisches Zentrum in welchem sich ein
ionisiertes Zink Atom befindet (Nelson et al. 2000). Des Weiteren fallen zwei wichtige
Domanen auf, eine Pra- sowie eine Pro-Region, die fur Sekretion und Aktivitat wichtig
sind. Die Pra-Region ist eine hydrophobe Domane am N-terminalen Ende des Proteins,
welche normalerweise direkt nach ihrer Synthese abgespalten wird und fur die Sekretion
von Bedeutung ist. Bis auf einige Ausnahmen werden die meisten MMPs als latente

Pro-Enzyme sezerniert und durch Abspaltung der Pro-Region extrazellular aktiviert.

(Pra|Pro [ Katalyt. 7n)

Abbildung 3. Grundstruktur aller MMPs

Minimale Struktur der MMPs, mit Pra-, Pro-Region, katalytischem Zentrum, einer SH-
Gruppe sowie einem Zink Atom. Diese Grundstruktur ist bei allen MMPs zu finden und ist
bei allen Isoformen, auer bei MMP-7 und -26, durch zusatzliche Doménen erweitert.

Neben Pra- und Pro-Region hat die Mehrheit der MMP Unterklassen zusatzliche
Doménen, wie zum Beispiel eine Hamopexin- oder Fibronektin-Region, die fur die
Substrat Erkennung und damit fur die Spezifitat entscheidend sind.

Einige MMPs - die membrangebundenen Matrix Metalloproteasen (MT-MMP) - werden
nach ihrer Synthese, noch bevor sie die Zelloberflache zur Sekretion erreichen, durch

Serin-Proteasen bereits intrazellular aktiviert (Sternlicht und Werb 2001) und bleiben
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anschliessend uber ihre transmembranose Domane auf der Zelloberflache verankert.
Bei dieser transmembrandésen Domane handelt es sich entweder um ein kurzes
cytoplasmatisches, c-terminales Ende, wie im Falle von MMP-14, -15, -16 und -24 oder
wie bei MMP-17 und-25 um einen c-termialen GPI| - (Glykosylphosphatidylinositol-)
Anker (Sternlicht und Werb 2001).

Die Gelatinasen MMP-2 und -9

Zwei der sogenannten Proteasen MMP-2 und -9, welche auch als Gelatinase A bzw. B
bezeichnet werden, sind durch drei, in die katalytische Domane eingebaute, Cystein-
reiche Verbindungen charakterisiert, die den Kollagen Bindungsstellen des Fibronektin
ahneln. In diesem Bereich kann sowohl Kollagen, als auch Elastin gebunden und
gespalten werden. MMP-9 hat eine zusatzliche, Kollagen V- ahnliche Bindungsstelle,
deren Funktion allerdings noch nicht im Detail geklart ist (Sternlicht und Werb 2001).
Gemass ihrem katalytischen Zentrum greifen die einzelnen MMPs spezifische Substrate
der Extrazellularen Matrix (ECM) an und bauen diese ab. Neben Laminin V sind
Kollagen I, IV, V und X Hauptsubstrate von MMP-2 und -9.

€

(Pra|Pro [Kataiyt. | ] 1] 1 o=

&—6

Abbildung 4. Proteinstruktur von Gelatinasen
Struktur der Gelatinasen MMP-2 und -9 mit cysteinreichen Verbindungen in der
katalytischen Domane.

In der Extrazellularen Matrix spielen sich die wesentlichen Schritte zur Regulation der
Zellaktivitat und des Zellzyklus ab. Molekile der ECM kénnen an bestimmte in der
Membran der Zellen verankerte Rezeptoren, die so genannten Integrine, binden und
Uber die entstandene Brucke zwischen Extrazellularer Matrix und Zytoskelett auch im
Inneren der Zelle interagieren. Uber Integrin-vermittelte Signalwege haben extrazellulére

Molekule Einfluss auf Zellwachstum und Zelldifferenzierung, Apoptose, Zellmigration
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und Invasivitat sowie weitere zytoskelettale Veranderungen (Hynes 1992). Sie nehmen
Einfluss auf physiologische und onkologische Prozesse, wie hyperplastisches
Wachstum und Tumorausbreitung. Eine Veranderung der ECM oder eine Veranderung
der Rezeptoren der ECM kann zur Konversion einer pramalignen in eine maligne Lasion
des Plattenepithels fuhren (Ziober et al. 2006).

Auch MMPs binden an Integrine. So haftet MMP-2 gleichzeitig an 31 oder B3 Integrin,
wahrend es an extrazellulare Kollagenfibrillen bindet (Friedl et al. 2003). Die Aktivierung
der Integrine fuhrt ausserdem Uber einen Ruckkopplungsmechanismus zur Rekrutierung
weiterer Proteasen bzw. MMPs. Diese beginnen zellnahe Komponenten der ECM zu
zersetzen. Durch Zerstérung der Extrazellularen Matrix wird fir die Zelle ein
tunnelartiger Weg geschaffen, der ihre Expansion und Migration ermdglicht. Nach Friedl
et al. konnte gezeigt werden, dass MMPs in Tumorzellen nicht nur verstarkt exprimiert
werden, sondern dass diese die Zellmigration in vitro sowie Metastasierung und

Tumordisseminierung in vivo erleichtern (Friedl et al. 2003).

1.5.3 Regulation der MMP Aktivitat

Die Expression und Aktivitat der MMPs hangen unter anderem von Interaktionen mit
spezifischen und unspezifischen Inhibitoren der Metalloproteinasen ab. Neben weniger
spezifischen Inhibitoren, wie a2-Makroglobulin oder a1-Antiprotease, haben spezifische
Inhibitoren, wie die Tissue Inhibitors of Matrix Metalloproteinases (TIMPs), einen hohen
Stellenwert (Kahari et al. 1999). Bis heute sind vier TIMPs (TIMP-1 bis -4) bekannt, die

gemeinsame strukturelle Eigenschaften mit MMPs teilen (siehe Tabelle 2).

Die Kontrolle der MMP Expression bzw. Aktivitat findet auf verschiedenen
Ebenen statt. Zum einen kann in den Aktivierungsprozess selbst modifizierend
eingegriffen werden, sei es durch Genregulation oder durch Aktivierung latenter MMP
Pro-Formen. Zum anderen kann die aktive MMP Form direkt, zum Beispiel durch TIMPs,
gehemmt werden (Hidalgo et al. 2001). Die MMP-Genexpression wird von einer Vielzahl
von Zytokinen, Wachstumsfaktoren, Steroidhormonen sowie Phorbolestern reguliert
(John und Tuszynski 2001). Neben Interleukinen spielen hier TGF B-1, TNF, der basic
fibroblast growth factor (bFGF) (Tyagi 1997, Parsons et al. 1997), EGFB und VEGF
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(Miyake et al. 1997, Kanno et al. 1998) wichtige Rollen. Aul3erdem beeinflussen
Umgebungsfaktoren die MMP Expression, zum Beispiel verschiedene ECM Molekile
(John & Tuszynski 2001).

MMP-Proformen kénnen allein oder als Komplex gebunden auftreten und durch
Abspaltung der Pro-Region durch Trypsin 2 (Sorsa et al. 1997), Cathepsine, Elastase
oder Plasmin aktiviert werden (Tyagi et al. 1997). Die Hemmung der aktiven und

inaktiven MMP Form kann durch die oben genannten Inhibitoren (TIMPs) erfolgen.

Tabelle 2. Ubersicht iiber die Familie der Tissue Inhibitors of Matrix Metalloproteinases
(TIMPs) (modifiziert nach Birkedal-Hansen et al. 1993)

Name :\:I(cl))l:)k ulargewicht Assoziierte Proteine ;%F:Ilj;;::nsen
TIMP-1 28 proMMP-9 Ovar, Knochen
TIMP-2 21 proMMP-2 Plazenta
TIMP-3 24 ECM Nieren, Gehirn
TIMP-4 22 nicht bekannt Herz

1.5.4 Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin (NGAL)

Ein weiteres MMP assoziiertes Protein ist Lipocalin-2, auch Neutrophilen Gelatinase-
assoziiertes Lipocalin (NGAL) genannt. Mit einem Molekulargewicht von 21 kDa in der
nicht glykosylierten und 25 kDa in der glykosylierten Form stellt NGAL ein kleines
Protein dar (Fernandez et al. 2005). Es wurde 1993 durch Bindung an die Neutrophile
Gelatinase entdeckt und so aus Neutrophilen Granulozyten isoliert (Kjeldsen et al.
1993). Immunhistochemisch konnte es mittlerweile auch in verschiedenen epithelialen
Geweben, sowohl normalen, als auch neoplastischen Ursprungs, nachgewiesen werden
(Friedl et al. 1999). Die Funktion von NGAL konnte bis heute nicht vollstandig geklart
werden. Es ist jedoch bekannt, dass NGAL sowohl die aktive, als auch die Pro-Form von
MMP-9 bindet und MMP-9 so durch Komplexbildung stabilisiert (Yan et al. 2001). NGAL
schutzt MMP-9 vor Degradation, es scheint die gelatinolytische Aktivitat von MMP-9

sogar zu verstarken (Fernandez et al. 2005, Yan et al. 2001). NGAL konnte sowohl in
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monomerer als auch in dimerer Form nachgewiesen werden und wurde in seltenen
Fallen sogar als Trimer beobachtet (Axelsson et al. 1995). Die genaue Bedeutung der
Interaktion von MMP-9 und NGAL ist bis heute weitgehend unklar.

Fur verschiedene Erkrankungen ist ein Zusammenhang zwischen NGAL und MMP-9,
sowie eine Korrelation zum Ausmal® der Erkrankung belegt. So wurde NGAL und
insbesondere die NGAL/MMP-9 Komplexbildung im Zusammenhang mit renalen
Erkrankungen untersucht. Beispielsweise konnte eine Hochregulation der NGAL
Expression nach akuter renaler Ischamie nachgewiesen werden (Herget-Rosenthal
2005). Auch fur vaskulare Geschehen wie beim abdominellen Aorten Aneurysma sowie
bei ischamischen Vorfallen ist ein Zusammenhang belegt. Es konnte weiterhin gezeigt
werden, dass NGAL/MMP-9 Komplexe in grollem Mal3e in den Bereichen ischamischen
Gewebes auftreten, in denen eine verstarkte Degradation der Extrazellularen Matrix
stattfindet (Folkesson et al. 2007).

1.5.5 Pathophysiologische Bedeutung von MMPs

Matrix Metalloproteinasen nehmen auf verschiedene Schritte und Prozesse des
Tumorwachstums und der Metastasierung Einfluss. Fir Tumorzellen stellt die
Basalmembran eines der grossten Hindernisse dar. Da Typ IV Kollagen eines der
Hauptbestandteile dieser Membran darstellt und ausserdem als Substrat von MMP-2
und -9 gilt, wurde der Fokus in Zusammenhang mit Invasivitdt und Metastasierung
schon sehr frih auf diese beiden Gelatinasen gelegt (Liotta et al. 1980). TIMPs sind,
genau wie die Metalloproteinasen selbst, wesentlich am malignen Geschehen beteiligt.
Eine Beteiligung von MMPs und TIMPs ist fur verschiedene Tumore, wie zum Beispiel
fur das Kolorektale Karzinom (Chan CC et al. 2001, Gallegos et al.1995), Magen- (David
et al. 1994) und Osophagus- (Ohashi et al. 2000) Karzinom oder Hauttumore (Kahari et
al. 1997) belegt. Auch wiesen Galateau-Salle et al. sowohl fur MMPs, als auch fur
TIMPs eine erhohte Expression in praneoplastischen La&sionen von bronchialem
Plattenepithel nach (Galateau-Salle et al. 2000). Therapeutische Ansatze zur Hemmung
von MMPs werden zum Beispiel in Bezug auf Knochenmetastasen (Saikali und Singh
2003) diskutiert und fur das Prostata Karzinom (Ahmann et al. 2001, Eisenberger et al.

2000) und far ,Nicht Kleinzellige Lungenkarzinome® (Leighl et al. 2005) bereits in Phase
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[l Studien getestet. Es scheint demnach einen deutlichen Zusammenhang von MMPs
und TIMPs mit Malignitat, Invasivitdt und Metastasierung zu geben. Der genaue
Mechanismus zwischen einer Beteiligung ganz bestimmter MMPs an der Entstehung
der entsprechenden Tumore bleibt jedoch auf Grund der Fulle der Literatur und oft

widerspuchlicher Aussagen unklar und wird kontrovers diskutiert.

1.5.6 MMP-2 und -9 in Plattenepithelkarzinomen des oberen Aerodigestivtraktes

In Plattenepithelkarzinomen des oberen Aerodigestiviraktes wird nach Werner et al.
besonders den Matrix Metalloproteasen 2, -9 und -13, sowie in einem geringeren
Ausmall auch MMP 7 eine Schlusselrolle zuteil (Werner et al. 2002). Rosenthal et al.
konnten zeigen, dass MMPs in HNSCC Tumoren haufig Uberexprimiert werden und
dass eine Hemmung der MMPs die Invasivitat und Metastasierungsfahigkeit der Tumore
vermindert (Rosenthal und Matrisian 2006). Auch Kawata et al. konnten eine besondere
Beteiligung von MMP-2 nachweisen (Kawata et al. 1996). Therapeutisch nimmt die
Bedeutung der MMPs immer weiter zu. So wird versucht, MMPs mittels synthetischer
MMP Inhibitoren (MMPIs) zu hemmen, um so die Tumorprogression einzudammen. Ein
weiterer wichtiger Forschungsansatz liegt in der Klarung der prognostischen Bedeutung
von MMPs bei neoplastischen Erkrankungen, die Assoziation mit bestimmten klinischen
Verlaufsformen und schlieRlich auch der Uberlebensrate. Da es diesbeziiglich aber sehr
viele verschiedene und zum Teil widerspruchliche Ergebnisse einzelner Arbeitsgruppen
gibt, sind weitere Untersuchungen von Noéten, um ein abschliessendes und klares Bild

der Bedeutung von MMPs bei malignen Erkrankungen zu gewinnen.

1.6 Zielsetzung

Aufgrund der vermuteten zentralen Bedeutung der Gelatinasen MMP-2 und -9 bei der
Invasivitat von HNSCC Tumoren, war es ein wesentliches Ziel die Expression und
Aktivitat dieser Proteasen zu beurteilen. Diese Untersuchungen sollten vor dem
Hintergrund der Tumorstammzell Hypothese erfolgen, da Tumorstammzellen zuvor mit
der Invasivitat von Tumoren in Verbindung gebracht wurden (Friedl 2003, Bjorklund und
Koivunen 2005, Dingli und Michor 2006, Prince et al. 2007, Kuhn und Tuan 2010).
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2 MATERIAL

2.1 Zelllinien

Die UM-SCC und die UT-SCC Zelllinien wurden freundlicherweise von Dr. Thomas E.
Carey (University of Michigan, MI, USA) und Dr. Reidar Grénman (University of Turku,
Finnland) zur Verfugung gestellt (Lansford et al. 1999). Die verwendeten Zelllinien sind

in der nachfolgenden Tabelle dargestellt.

Tabelle 3. Zelllinien

Name TNM Grading Lokalisation Herkunft Geschlecht Alter
UM-SCC-1 T2NOMO G2 Mundboden R m 73
UM-SCC-2 T2NOMO G1 Alveolarkamm R w 63
UM-SCC-3 T1NOMO G1-G2 Nasencolumna LKM w 73
UM-SCC-4 T3N2aMO0 G4 Tonsille PT w 47
UM-SCC-9 T2NOMO G1 vordere Zunge PT w 71
UM-SCC-11B T2N2aMO0 unbekannt  Larynx PT m 65
UM-SCC-14A T1NOMO G2-G3 Mundboden R w 58
UM-SCC-14C T1NOMO G3 Mundboden R w 58
UM-SCC-22B T2N1MO G2 Hypopharynx M w 58
UM-SCC-27 T1NOMO unbekannt vordere Zunge LKM m 62
UMB-SCC-745 T4 N2 MO G2 Oropharynx PT m 48
UMB-SCC-864 T2 N2 MO G2 Zunge PT m 59
UMB-SCC-969 T4 N2 M1 G2 Tonsille PT m 67
UT-SCC-9 T2N1MO G1 Larynx M m 81
UT-SCC-10 TIN1MO G2 Zunge PT m 62
UT-SCC-12A T2NOMO G1 Cutis nasi PT w 81
UT-SCC-12B rTON1MO G2 Cutis nasi M w 81
UT-SCC-16A T3NOMO G3 Zunge PT w 77
UT-SCC-16B T3NOMO G3 Zunge M w 77
UT-SCC-19A T4NOMO G2 Larynx PT m 44
UT-SCC-54B T2NOMO G2 Wangenschleimhaut R w 58
UT-SCC-60A T4N1MO G1 Tonsille PT m 59
UT-SCC-60B T4N1MO G1 Tonsille M M 59
UT-SCC-74A T3N1MO G1-G2 Zunge PT M 31
UT-SCC-74B rN2 G2 Halsmetastase M M 31

m = ménnlich, w = weiblich, PT = Primdrtumor, M = Metastase, LKM = Lymphknotenmetastase,
R = Rezidiv
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2.2

Gewebeproben

Es wurden Gewebeproben von Patienten mit Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-

Bereiches, welche routinemalig nach Tumor Operationen angefallen sind, verwendet.

Die Patienten wurden zuvor informiert und gaben ihr Einverstandnis. Ein positives

Votum der Ethikkomission zu den durchgeflhrten Untersuchungen an menschlichem

Gewebe liegt vor.

Eine Auflistung der verwendeten Gewebeproben ist in der nachfolgenden Tabelle zu

sehen (Tabelle 4). Als negative Kontrolle sowohl fur die Zymographien, als auch bei der

Western Blot Analyse wurde normale Schleimhaut verwendet.

Tabelle 4. Gewebeproben

Gewebe Gewebeart TNM Grading Lokalisation Geschlecht Alter
1152 Sinusitis M 44
1164 Plattenepithel CA T4N2MO G2 Larynx, supraglottisch M 72
1166 Tonsillitis w 18
1170 unaufféllige Schleimhaut M 54
1179 Plattenepithel CA T3N1TMO G2 Larynx M 42
1194 Plattenepithel CA G3 Hypopharynx M 79
1202 Plattenepithel CA T3N1TMO G2 Larynx M 66
1208 Plattenepithel CA T3NOMO G2 Larynx M 57
1224 Plattenepithel CA T2NOMx G3 Hypopharynx M 67
1228 Plattenepithel CA TINOMO G2 Sinus piriformis M 61
1237 Plattenepithel CA T2N2MO G3 Sinus piriformis M 50
1248 Plattenepithel CA, Rezidiv  T4N2MO G2 Larynx M 72
1261 Plattenepithel CA T2N1MO G3 Sinus piriformis w 69
1266 Basaloides CA T3N2MO G2 Oropharynx M 51
1267 Plattenepithel CA T4N2MO G2 Oropharynx w 68
1303 Plattenepithel CA T2N2MO G2 Zungengrund w 52
1347 Plattenepithel CA T3' N G2 Larynx, supraglottisch W 68
1364 cutane Metastase T3N1TMO G2 Haut prasternal M 42
1372 Plattenepithel CA T4N2MO G2 Oropharynx M 51
1379 Plattenepithel CA T2NOMO G2 Hypopharynx M 64
1389 Plattenepithel CA T4N2MO G2 Hypopharynx M 51
1397 Plattenepithel CA T4N3MO G3 Hypopharynx w 43
1409 Plattenepithel CA T2N2MO G2 Hypopharynx M 55
1410 Plattenepithel CA T2N1MO G2 Nasopharynx w 56
1414 Plattenepithel CA T2N2MO G2 Larynx, supraglottisch W 65
1433 Plattenepithel CA T2N1MO G3 Hypopharynx M 68

m = mannlich, w = weiblich
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2.3  Antikorper und Standards

2.3.1 Primare Antikorper fur immunologische Nachweisverfahren

Antikorper Beschreibung Herkunft

Anti-MMP-2 Monoklonaler Maus AK Abcam, Cambridge, UK

Anti-MMP-9 Polyklonaler Kaninchen AK Abcam, Cambridge, UK

Anti-MMP-9 Polyklonaler Ziegen AK Biozol, Deutschland

Anti-B-Actin Monoklonaler Maus AK Sigma, Sant Louis, USA
. SCBT, Santa Cruz,

Anti-NGAL Monoklonaler Ratten AK California, USA

Anti-NGAL Monoklonaler Maus AK Dianova, Hamburg,

Deutschland
Anti-CD44 Monoklonaler Ratten AK HCAM, Santa Cruz, USA
Anti CK14 Monoklonaler Maus AK Biodesign International,

Portland, USA

Anti Kollagen IV

Polyklonaler Kanninchen AK

Abcam, Cambridge, UK

Anti ALDH-1

Monoklonaler Maus AK

SCBT, Santa Cruz,
California, USA

2.3.2 Sekundare Antikorper

Antikorper

Beschreibung

Herkunft

goat anti mouse
mouse anti goat
goat anti rabbit
donkey anti rat
chicken anti rabbit

cow anti goat

HRP gekoppelt oder
biotinyliert

HRP gekoppelt oder
biotinyliert

HRP gekoppelt oder
biotinyliert

H