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1. Einleitung

Die standige Weiterentwicklung zielgerichteter Therapiekonzepte und die prognostische
Einschiatzung von Tumoren im Kopf- und Halsbereich hat sich nicht zuletzt auf dem
Gebiet der Hals-, Nasen-, Ohrenheilkunde zu einer Thematik von auflerordentlicher

Relevanz entwickelt.

So erkranken in Deutschland jéhrlich ca. 10 — 15 Manner pro 100.000 Einwohner an
einem Karzinom von Mundhohle oder Pharynx, vornehmlich in der 5.-7. Lebensdekade
und bei Frauen sind es immerhin noch 4 Fille. Damit ist dies bei Mannern die vierthau-
figste Krebsart in Deutschland, weltweit betragt der Anteil maligner Kopf-Halstumore
6% aller Krebserkrankungen mit zunehmender Tendenz. Als Risikofaktoren sind Niko-
tinabusus und der regelmaBige Verzehr hochprozentigen Alkohols sowie andere chroni-

sche Reizzustidnde, wie die Achalasie oder Osophagusdivertikel, gemeinhin akzeptiert.

Der héufigste maligne epitheliale Tumor, der sich quasi ubiquitdr im Kopf- Halsbereich
finden lésst, ist in iber 90% der Fille das Plattenepithelkarzinom [Black et al. 1997].
Dies ist im allgemeinen chirurgisch oder strahlentherapeutisch zu beherrschen. Sehr viel
schwieriger und fur das Uberleben der Patienten Prognose relevant ist das Ausmalf} der
lymphogenen Metastasierung. Fernmetastasen treten nahezu nie ohne vorausgehende
Metastasierung in die regionaren Lymphknoten auf. Je nach Lokalisation des Primartu-
mors weisen bis zu 60% der Patienten bei der Erstuntersuchung Halslymphknotenme-
tastasen auf. Teilweise werden diese regionaren Metastasen vor dem Primédrtumor sym-
ptomatisch und 15% der Patienten weisen ein Zweitkarzinom im Bereich des Schluck-

weges auf.

Fur die Invasion und Metastasierung maligner Tumoren ist die Expression und Aktivie-
rung proteolytischer Enzyme unerlasslich, um das Tumorwachstum sicherzustellen und
die physiologischen Grenzen Basalmembran und die Extrazellularmatrix zu zerstoren

[Stetler-Stevenson et al. 1993, MacDougall et al. 1995].
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Vor diesem Hintergrund fokussiert ein besonderes Interesse auf das bessere Verstandnis
der Matrix-Metalloproteinasen, proteolytische Enzyme, die sich aus einer Superfamilie
von uber 20 verschiedenen Zinkbindenden Endopeptidasen [Nelson et al. 2000] zu-
sammen setzen, die physiologischerweise in Umbau- und Erneuerungsprozessen des

umliegenden Gewebes involviert sind.

Insbesondere den MMPs -2 und -9 aus der Subfamilie der Gelatinasen wird im Rahmen
des Metastasierungsprozesses diverser Karzinome eine Rolle zugesprochen [Kossa-
kowska et al. 1996, Himelstein et al. 1994], die neben Plattenepithelkarzinomen des
Kopf- und Halsbereiches [Picket et al. 1999] auch Malignome der Lunge [Kawano et al.
1997, Tokuraku et al. 1995, Herbst et al. 2000] oder der Prostata [Wood et al. 1997],
des Kolons [Liabakk et al. 1996, Garbett et al. 1999] und der Blase [Papathoma et al.
2000, Kanayama 2001] betreffen.

Nach wie vor besteht Uneinigkeit daruiber, inwieweit einzelnen MMPs eine mehr oder
weniger gewichtige Rolle beim Metastasierungsproze3 von Plattenepithelkarzinomen
zukommt. Vor diesem Hintergrund soll mit der vorliegenden Dissertationsschrift erar-
beitet werden, welcher Zusammenhang zwischen einer erhohten MMP-9 Expression im
Tumorgewebe und dem lymphogenen Metastasierungsverhalten oropharyngealer Karzi-

nome besteht.
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2.  Fragestellung

Der Einfluss von MMP-9 auf das Metastasierungsverhalten von Oropharynxtumoren im
Kopf- und Halsbereich soll in dieser Arbeit anhand von Paraffinschnitten immunhisto-

chemisch untersucht werden. Dabei liegen folgende Fragestellungen zugrunde:

1. Finden sich Anhaltspunkte fur eine Korrelation zwischen der MMP-9 Expressi-
on und des T-, N-, M- und UICC-Stadiums oder des ,,Gradings* von Maligno-

men des Oropharynx?

2. Eignet sich die immunhistochemisch einklassifizierte MMP-Expression des
Primarius als prognostischer Marker fur das Metastasierungspotential von Tu-

moren des Oropharynx?

3. Welche prognostische Relevanz ergibt sich aus einer MMP-Expression des Pri-

marius fur den klinischen NO-Hals?

4. Welche modernen therapeutischen Aspekte ergeben sich fur Oropharynxtumo-

ren mit erhohter MMP-Expression?
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3. Material und Methoden

In diesem Kapitel sollen neben der angewandten Methode und den benutzten Materia-
lien auch das untersuchte Patientengut vorgestellt und klassifiziert werden. Insgesamt
sind dazu die histologischen Praparate von 105 Patienten mit Oropharynxkarzinomen
nach der Avidin-Biotin-Komplex-Methode am Paraffinmaterial mit Mikrowellenvorbe-
handlung aufgearbeitet und anschlieBend mit einem monoklonalen Anti-human

MMP-9-Antikorper angefarbt und ausgewertet worden.

3.1. Studienpopulation

Fur diese Arbeit sind die histologischen Préaparate von 105 Patienten aus dem laufenden
Patientengut von 1998 bis 2002 der Marburger Universitatsklinik fur Hals-, Nasen- und
Ohrenheilkunde untersucht worden. Samtliche Diagnosen sind postoperativ durch das
Institut fur Pathologie (Direktor: Prof. Dr. med. R. Moll) der Philipps- Universitat Mar-
burg histologisch gesichert und die Tumoren durch entsprechende Staging- und Gra-
ding-Verfahren einklassifiziert. Es handelt sich dabei um Oropharynxkarzinome ver-
schiedenster Lokalisation mit einem Geschlechterverhdltnis von mannlich 84 zu weib-
lich 21 mit also méannlicher Praidominanz, was fur Kopf— und Halskarzinome als be-

kannt vorauszusetzen ist.

Als Referenzproben wurden in der Klinik fur Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde der
Philipps-Universitait Marburg entnommene Tonsillengewebe verwendet. Die Tonsillen-
schnittpraparate wurden wahrend therapeutischer Routineeingriffe im Oropharynxbe-
reich gewonnen, die in der Klinik fur Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde, Kopf- und

Halschirurgie der Philipps-Universitat Marburg durchgefuhrt wurden.

Das Patientenalter zum Zeitpunkt der initialen Diagnosestellung variierte zwischen 40

und 79 Jahren mit einem Durchschnittsalter von 57.84 Jahren.
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Die Klassifizierung der Oropharynxkarzinome folgte dem international anerkannten
TNM-System (UICC 1993), wonach sich 22 Patienten mit einem T1-klassifizierten
Primartumor vorgestellt haben und deren Tumorausdehnung somit maximal 2 cm auf-
weist, aber nicht uberschreitet. 31 Patienten zeigten einen T2-Tumor, der sich mehr als
2 cm aber immer noch unterhalb von 4 cm ausdehnt. 24 Patienten kamen, die an einem
T3-Tumor leiden/litten und deren TumorgroBe nach der UICC oberhalb 4 cm liegt, aber
noch keine Nachbarstrukturen infiltriert. SchlieBlich haben sich 28 Patienten schon mit
Tumorinfiltrationen in Nachbarstrukturen, wie z.B. den Unterkiefer, harten Gaumen
oder Skelettmuskulatur von Zunge vorgestellt, die damit einen T4-Tumor aufgewiesen

haben.

Insgesamt 41 Patienten haben sich ohne locoregiondre Lymphknotenmetastasen (NO)
vorgestellt, 6 prasentierten eine solitdre ipsilaterale Lymphknotenmetastase von bis zu 3
cm (N1-Status des Halses), 54 einen N2-Status, also mit multiplen ipsilateralen oder
kontralateralen Lymphknoten kleiner als 6 cm und immerhin 4 Patienten zeigten bei der
Erstdiagnose des Primédrtumors bereits eine N3-Situation im Kopf- und Halsbereich mit

demnach Lymphknotenmetastasen von mehr als 6 cm Durchmesser.

7 Patienten haben bereits zum Zeitpunkt der Erstdiagnose eine Fernmetastasierung ge-

zeigt, vornehmlich der Lunge (M1).

Beim histologischen Grading sind 21 gut differenzierte Tumoren (G1) diagnostiziert
worden, 61 zeigten einen maBigen Differenzierungsgrad, 19 einen schlechten und im-
merhin 2 Tumoren zeigten gar keine Differenzierung (G4), wobei 2 Tumoren histolo-
gisch nicht einklassifiziert waren. Die entsprechenden histologischen Einteilungskrite-
rien sind unter 5.1. ausfuhrlich beschrieben und sollen hier nicht noch einmal angefuhrt

werden.

Nach Therapieeinleitung prasentierten 5 Patienten im Zeitraum zwischen wenigen Mo-
naten bis zu 4 Jahren nach der Erstdiagnose ihres Tumorleidens Lokalrezidive und 12

Patienten sind wéhrend des Therapieverlaufes gestorben.
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3.2. Immunhistologische Nachweismethoden

Zum Nachweis der MMP-9 Proteine soll als immunhistologisches Nachweisverfahren

die Avidin-Biotin-Methode oder auch ABC-Methode zur Anwendung kommen.

Die Immunhistologie insgesamt ist eine der zentralen Methoden der modernen histo-
pathologischen Diagnostik, durch die es moglich wird, Proteine, Polysaccharide u.a.
Strukturen, gegen die Antikorper gebildet werden konnen, hochspezifisch nachzuwei-
sen. Z.B. in vitro hergestellt, lassen sich diese Antikorper in verschiedenen Untersu-
chungsverfahren zum Nachweis der von ihnen spezifisch erkannten Antigene einsetzen,
wodurch die konventionell-histologische Analyse von Differenzierungsmustern um die

Ermittlung von Expressionsmustern erganzt wird.

Praktische Anwendung finden diese immunhistochemischen Techniken, um antigene
Komponenten in Zellen und Gewebsschnitten im mikroskopischen Bild nachzuweisen.
Dies geschieht mit spezifischen AK, die mit Fluoreszenzfarbstoffen, Enzymen, parti-
kularem Material (z.B. Goldpartikel) oder mit radioaktiven Isotopen markiert sind. Eine
dieser Techniken ist die Avidin-Biotin-Methode, die im Anschluss vorgestellt werden

soll und enzymatisch zur Detektion der MMP-9 Proteine beitragt.

Wesentliche Voraussetzungen fur die Aussagekraft der Methode sind die Spezifitat der
verwendeten AK und die Stabilitat der nachzuweisenden antigenen Determinanten. Ein
negativer Ausfall der Reaktion beweist daher nicht unbedingt das Fehlen des Antigens.
Prinzipiell kommen dabei zwei auf unterschiedliche Weise hergestellte Antikorper zum

Einsatz, die polyklonalen oder monoklonalen Antikorper:

Polyklonale Antikorper sind naturliche Gemische der Antikorper, die im Zuge der Im-
munreaktion gegen die verschiedenen Determinanten eines Antigens von den jeweiligen
B-Lymphozyten bzw. Plasmazellen gebildet werden. Zur Immunisierung sollte ein An-
tigen daher in moglichst reiner Form verabreicht werden. Am Anfang einer Immunre-
aktion dominieren Antikorper der Klasse IgM, spater meist solche der Klasse 1gG. Im

Verlauf der Immunreaktion entstehen oft auch Antikorper hoherer Affinitat. Die ver-
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schiedenen Antikorpermolekile differieren daher auch in ihren physikochemischen Ei-
genschaften, so dass die Qualitat der Immunsera selbst eines Empfangers von Tag zu
Tag erheblich variieren kann. Das am haufigsten zur Erzeugung polyklonaler Antikor-
per genutzte Tier ist das Kaninchen. Geeignete Sera lassen sich jedoch auch von ande-
ren Spezies wie Ziege, Schwein, Schaf, Pferd, Meerschweinchen u.a. gewinnen. Jedes
Tier besitzt allerdings eine Reihe spontan entstandener AK, die Storfaktoren bei der

immunchemischen Reaktion darstellen konnen.

Der Nachteil polyklonaler AK besteht in der Hauptsache in ihrem breiten Reak-
tionsspektrum, welches zu Kreuzreaktionen fuhren kann (Kreuzreaktion bezeichnet die
Bindung eines AK an verschiedene Antigene, die das gleiche oder dhnlich strukturierte

Epitope haben).

Fur die Produktion monoklonaler Antikorper werden Plasmazellen mit Zellen eines un-
begrenzt teilungsfahigen Plasmazelltumors, eines Plasmozytoms fusioniert. Die resultie-
renden "Hybridome" haben Eigenschaften der Tumorzelle und des anderen Fusions-
partners und produzieren dauerhaft den bestimmten Ak, da sie sowohl Erbmaterial der
Plasmazelle als auch der Myelomzelle enthalten. Die Poduktion der AK erfolgt entwe-
der in der Zellkultur (AK im Medium) oder in Tieren (AK im Aszites). Vorteile der
monoklonalen AK sind die Moglichkeit eines praktisch unbegrenzten Nachschubs, die
hohe Standardisierung, die hohe und enge Spezifitit. Nachteile sind z.T. eine zu enge

Spezifitit und eine teilweise geringe Stabilitét.

Insgesamt kommen in dieser Arbeit monoklonal hergestellte Antikorper zum Einsatz, da

diese den hohen Spezifitatsgrad, der gefordert ist, erfullen konnen.

3.3.  Die Avidin-Biotin-Methode: Prinzip

Die Avidin-Biotin-Methode ist eine mogliche immunhistologische Nachweismethode

und soll zur spéteren Detektion der MMP-9-Proteine die starke Affinitdt von Avidin fur
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Biotin (Dissoziationskonstante 10"° M) nutzen und somit die Sensitivitit gegeniiber
anderen direkten oder indirekten immunhistologischen Farbemethoden erhohen. Avidin
besitzt 4 Bindungsstellen fur Biotin, allerdings binden aufgrund der molekularen Konfi-
guration meistens weniger als 4 Biotinmolekille an das Avidin. Zusatzlich wird noch ein
biotinylierter Zweitantikorper benutzt, bei dem das Biotin kovalent an den Antikorper
gebunden ist, und der quasi als Bruckenantikorper zwischen den freien Bindungsplédtzen
des Avidins am Avidin-Biotin-Komplex und dem Detektions- oder Primérantikorper
fungiert. Als Primarantikorper zur eigentlichen MMP-9-Proteindetektion dient ein
lyophilisierter monoklonaler Anti-human MMP-9-1gG Antikorper, der von einer zuvor
mit rekombinantem MMP-9 (thMMP-9) sensibilisierten Maus stammt (Oncogene Pro-
ducts, USA).

Somit ergibt sich folgende Reihenfolge der vorzunehmenden Reagenzienapplikation,
die in der folgenden Darstellung auch beibehalten werden soll: Nach der Mikrowellen-
vorbehandlung wird zunichst der Primarantikorper auf das histologische Schnittprapa-
rat aufgetragen, dann der biotinylierte und gegen Maus-IgG sensibilisierte Zweitanti-
korper dazugegeben und schlieBlich der vorbereitete ABC-Komplex, welcher mittels

einer abschlieBenden Substratlosung sichtbargemacht wird, aufgetragen.

Enzym Avidin-Biotin-Enzym-

Komplex

Avidin

Biotin

Primarantikorper
4+—
(Anti-human-MMP-9)

Antigen
(MMP-9-Proteine)

Biotinylierter Sekun-

darantikorper
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<— Abb.1: Avidin-Biotin-Methode: vorgeformte Avidin-Biotin-Komplexe reagieren mit biotinylierten

Sekundiarantikorpern.

3.3.1. ABC-Methode: Mikrowellenvorbehandlung

Vorbereitend fur die Erstellung histologischer Schnittpraparate werden die 105 Paraf-
finblocke der Primartumoren geschnitten und fur 30 min. zur Entparaffinierung in Roti-
Histol® und anschlieBend wiederum 30 min. in einer absteigenden Alkoholreihe 100%
—70% getrankt. Zur Blockierung der endogenen Peroxidase und damit falsch positiver
Storreaktionen werden die Schnitte dann fur erneut 30 min. einer Kuvette mit 200 ml

Methanol und 6 ml 30% H,0, zugefuhrt und anschlieend mit Aqua dest. gespult.

Es folgt die Mikrowellenvorbehandlung, indem die Schnitte in einer randvoll mit
10 mM tri-Na-citrat-Dihydrat-Puffer (4°C, pH 6 mit HCI eingestellt) gefullten Kuvette
fur 10 min. bei 600 Watt gekocht werden. Der Deckel der Kuvette sollte dabei mog-
lichst lose aufgelegt sein. Der Kochvorgang wird dann dreimal wiederholt und die bei
jedem Durchgang verdunstete Menge tri-Na-citrat-Puffer dabei nachgefullt. Abschlie-
Bend kuhlen die Kiuivetten bei Raumtemperatur fur mind. 15 min. ab und werden dann
im Spulpuffer TBS (53 g NaCl und 12 g Tris-Base ad 1000 ml Aqua dest., pH 7,4 ein-

stellen und 1:10 verdunnen) fur ca. eine halbe Stunde gespult.

Material:

¢ Roti-Histol®, Carl Roth GmbH & Co, D-78185 Karlsruhe

¢ Methanol, Riedel-De-Haén Laborchemikalien GmbH & Co KG, D-30926
Seelze

* tri-Na-citrat-Dihydrat-Puffer, Carl Roth GmbH & Co, D-78185 Karlsruhe
* Aqua-Dest. (Ampuwa®), Fresenius Kabi-Friedberg, D-61346 Bad Homburg

* TBS-Spulpuffer, Carl Roth GmbH & Co, D-78185 Karlsruhe
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3.3.2. ABC-Methode: Auftragen von Normalserum

Zur Verhinderung unspezifischer Collagen-Reaktionen und Reaktionen mit endogenen
IgGs wird nachfolgend Normalserum von der Ziege auf das Schnittpraparat aufgetra-
gen. Dieser Arbeitsschritt soll durch die folgenden beiden Beispiele verdeutlicht wer-

den:

Beispiel 1 Beispiel 2

1. Primdr-Ak monoklonal aus der Maus polyklonal aus Rb.

2. Sekundir-Ak | biot. Anti-Maus aus der Ziege | biot. Anti-Rb. aus dem Ka-

ninchen

3. Normalserum | aus der Ziege aus dem Kaninchen

Fur diesen Fall gilt nun Beispiel 1, so soll also 1:10 verdunntes Ziegen-Normalserum
mit dem Schnittpriaparat reagieren und dort fur 30 min. in einer feuchten Kammer be-
lassen werden. Anschlieend wird das Préaparat ausdriicklich nicht gespiilt, sondern le-

diglich abgekippt!

Material:

* Normalserum, Fa. Sigma-Aldrich GmbH, D-89502 Steinheim

3.3.3. ABC-Methode: Auftragen des Primar— und des Sekundaran-

tikorpers

Nach dem Abkippen des Normalserums vom Schnittpraparat wird nun der Priméranti-
korper aufgetragen. Es handelt sich dabei um einen monoklonalen Anti-human MMP-9

Antikorper von der Maus in einer Verdunnung 1:100. Die Inkubationsdauer betragt hier
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12 Stunden bei 4°C wiederum in einer feuchten Kammer. AnschlieBend wird das
Schnittpraparat mit PBS-Losung fur ca. funf min. gespult und ein nach dem oben er-

wahnten Prinzip entsprechender Zweitantikorper aufgetragen.

Dieser ist enzymgekoppelt und gegen das Fc-Fragment des Primar-AK (jetzt als Anti-
gen wirkend) gerichtet. In diesem Fall wird ein Maus-Immunglobulin G aus der Ziege
in einer Verdunnung von 1:100 benutzt. AnschlieBend wird das Praparat wiederum fur
30 min. in einer feuchten Kammer zur Inkubation belassen und fur ca. 5 min. mit PBS-

Losung gespilt.

Das angewandte Verfahren ist flexibler als die direkte Methode mit einem a priori ge-
kennzeichneten Primarantikorper, da eine Vielzahl von Primér-AK aus einer Spezies
mit den gleichen markierten Zweit-AK kombiniert werden konnen. Zudem ist diese
Methode um ein Vielfaches empfindlicher als die direkte Methode, da mehrere Zweit-
AK (und somit mehrere Enzymmolekiile) an einen Primar-AK binden konnen (Signal-
verstarkung). Als unerwuinschte Reaktion kann, wie bereits oben erwahnt, eine Kreuz-
reaktion der Zweit-AK mit endogenen Igs oder Collagen auftreten, was durch Vorinku-

bation mit Kaninchen-Normalserum ausgeschaltet wird.

Material:

o Primérantikorper (monoklonaler Anti-human MMP-9 Antikorper, Clone
56-2A4), Oncogene Research Products, USA

. Sekundarantikorper (polyklonaler Anti-maus IgG), Dakro
A/S, Denmark
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3.34. ABC-Methode: Aufbringen des A-B-Enzymkomplexes

Bei dieser Reaktion bindet das Avidin des A-B-Komplexes an den Sekundir-AK. Der
A-B-Enzymkomplex wird zunichst ca. 30 min. vor Gebrauch angesetzt, indem zu
1000 ul PBS jeweils 20 ul Avidin (Komponente A) und 20ul Biotin (Komponente B)
zugefugt werden. Nun werden aus einer Tropfflasche ein bis zwei Tropfen dieses En-
zymkomplexes auf das Préaparat aufgetragen, welches dann wiederum in einer feuchten
Kammer fur 30 min. inkubiert und anschlieend in einer mit PBS gefullten Kuvette fur

etwa 5 min. gespult wird.

Material:

¢ Strept.-ABC-Komplex/HRP, Fa. Dako, Denmark
e PBS-Losung, Biochrom KG, D-12247 Berlin

3.3.5. ABC-Methode: Substratzugabe, Gegenfarbung und Eindi-

ckung

Der Sichtbarmachung der Enzymkomplexe dient die Zugabe des Substrates fur den A-
B-Komplex. Dazu wird in 18 ml TBS-Pufferlosung (pH 7.4) 1 Tablette DAB aufgelost
und diese Losung dann filtriert. Direkt vor Gebrauch werden noch 18ul H,0O, dazugege-
ben und die hergestellte Substratlosung auf das gespulte Schnittpraparat aufgetragen.
Die Inkubationszeit betragt 5-10 min. bevor flieBend gewassert und Spulung in Aqua

dest. vorgenommen wird.

Die Gegenfarbung des Schnittpraparates erfolgt anschliefend in einer Hamalaun-
Kuvette mit 50 ml Hamalaun und 250 ml Aqua dest., in die das Préaparat 3 bis 6 mal

eingetaucht und dann wiederum flieBend gewassert wird.
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Die Spulung erfolgt wiederum in Aqua dest., bevor die Schnittpraparate in einer auf-
steigenden Alkoholreihe 50% bis 100% getrankt werden und dann die Eindickung des

Schnittpraparates mit Corbit-Balsam zur auswertenden Betrachtung erfolgt.

Material:

e PBS-Losung, Biochrom KG, D-12247 Berlin

* DAB-Tablette, Fa. Sigma-Aldrich GmbH, D-89502 Steinheim
* Hamalaun, Fa. Merck KG aA, D-64271 Darmstadt

¢ Corbit-Balsam, I.Hecht, Kiel-Hassee, Stadtrade 27

34. Statistische Auswertung

Die Statistische Auswertung der erhobenen Daten ist mit dem Programm SPSS 11.0 fur
Windows und den dort integrierten Funktionen erfolgt. Neben Mittelwertberechnungen
und Standardabweichungen sind auch Korrelationen mit dem integrierten Korrelations-

test nach Pearson berechnet worden, und zwar nach folgender Formel:

Y =T (5-7)

i=1

(n-1)*s *s,

Dabei sind x; und y; die Werte der beiden Variablen, x und y deren Mittelwerte und s,
und s, deren Standardabweichungen; n ist die Anzahl der Wertepaare. Der Korrelation-
skoeffizient (r) wird von SPSS berechnet und gibt die Anzahl der jeweiligen Wertepaare
aus und die sich bei der Absicherung von r gegen Null ergebende Irrtumswahrschein-
lichkeit p. In einer Fulnote wird die Signifikanz mit drei Sternchen bei hochster Signi-

fikanz (p < 0.001) und mit weniger Sternchen bei sinkender Signifikanz angegeben.
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Die Expressionslevel von MMP-9 sind auf Zusammenhédnge mit klinischen Parametern
wie dem Alter und dem Geschlecht der Patienten, der histologischen Differenzierung

des Tumors, der TNM-Klassifikation sowie dem UICC-Stadium untersucht worden.
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4. Ergebnisse

Zunichst sei vorweggestellt, dass erste Versuchsreihen mit einem kommerziellen Anti-
korper (monoklonaler Anti-human MMP-9 Antikorper, Clone 36020.111), der Firma
R&D Systems GmbH aus Wiesbaden zu keinen auswertbaren Ergebnissen fuhrte. In
mehreren Verdunnungsreihen des Primarantikorpers und diversen Protokollvarianten
kam es lediglich zu Zellkernanfarbungen und aller im Schnittpraparat befindlicher Ge-

webetypen, so dass keine auswertbare Aussage moglich gewesen ist.

Insgesamt ist versucht worden, durch Hinzufugen einer Schnittpraparat-Trypsinisierung
verborgene Antigendomanen fur die Antigen-Antikorperreaktion besser verfugbar zu
machen. Zusatzlich ist die Mikrowellenvorbehandlung zeitlich variiert worden und die
Inkubationsdauer aller im Protokoll angesprochener sowohl Primir-, als auch Sekundé-
rantikorper und des Normalserums verandert worden. Weiterhin sind alle Protokollver-
anderungen in Kombination experimentiert und mit den angesprochenen unterschiedli-

chen Antikorperverdunnungen von 1:10, 1:80, 1:100, 1:200 und 1:800 getestet worden.

4.1. Wertungssystem

Nach etlichen frustranen Versuchsverlaufen ist schlieBlich mit einem qualitativen
Wechsel des Primarantikorpers von R&D Systems, Wiesbaden zu einem Oncogene-
Research Produkt aus den USA die erhoffte Auswertbarkeit der Schnittpraparate erzielt

worden.

Die nun erzielten Resultate sind nach folgendem in der Literatur gangigem Klassifizie-

rungssystem [Kurahara et al. 1999] vorgenommen worden:

0 =  fast keine Farbung von Tumorzellen/Stroma
1+ = Farbung von weniger als 50% der Tumorzellen und/oder schwache

Farbung der Stromazellen
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2+ = Féarbung von mehr als 50% der Tumorzellen und/oder maBige Farbung
der Stromazellen
3+ = ausgedehnte Tumorzellfarbung und/oder starke Farbung der

Stromazellen

Dabei richtet sich die Klassifizierung nach dem Tumorareal und hier insbesondere auf
die Tumor/Stromagrenze, da alle Schnittpriparate ein insgesamt heterogenes Farbe-
muster mit leicht variierender Intensitit — jedoch nicht unterschiedlicher Klassifizie-

rungsstufen — in verschiedenen Arealen aufzeigten.

Exemplarisch sollen im folgenden fur zwei MMP-9 Expressionslevel entsprechende

histologische Schnittpraparate dokumentiert werden:

Abb. 2: Immunhistochemische Farbung von MMP-9 nach der ABC-Methode eines Oropharynxtumors,

der die Anfarbung von weniger als 50% der Tumorzellen bzw. des Stromagewebes zeigt (40-fache Ver-

groflerung) und somit in die Kategorie 1+ einzuklassifizieren ist.
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Abb. 3: Immunhistochemische Farbung von MMP-9 nach der ABC-Methode eines Oropharynxtumors,

der eine ausgedehnte Anfarbung der Tumorzellen bzw. des Stromagewebes zeigt (40-fache Vergrofle-

rung) und somit in die Kategorie 3+ einzuklassifizieren ist.

4.2. Nachweis von MMP-9 Signalen im Gewebe

Die immunhistochemische Untersuchung der 105 Oropharynxkarzinome auf die Ex-
pression von MMP-9 zeigte insgesamt den Expressionsnachweis in 95,2% (100/105)
der Falle. Dabei war die Intensitatsauspragung der MMP-9 Expression in 24 Praparaten
<50% der Tumorzellen bzw. des Stromagewebes, in 37 Fillen >50% der Tumorzellen
bzw. des Stromagewebes und in 39 Schnittpraparaten konnte eine ausgedehnte Tumor-
zell- bzw. Stromafarbung nachgewiesen werden. Alle mitgefarbten Tonsillenepithelien

zeigten eine insgesamt negative, also keine Anfarbbarkeit an.
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4.3.  Korrelation zwischen der MMP-9 Expression und klinischen Parametern

In diesem Kapitel sollen die ermittelten Expressionsmuster von MMP-9 und etwaige
Zusammenhédnge mit der TNM-Klassifikation, der internationalen UICC-Klassifikation,
dem Tumorgrading und anderen klinischen Parametern wie Alter und Geschlecht der

Patienten dargestellt werden.

Die resultierenden Expressionsmuster von MMP-9 zeigten bzgl. des Patientenalters o-
der ihres Geschlechtes keine Zusammenhénge mit der Expressionsintensitit von
MMP-9 (Daten nicht gezeigt). Gleiches gilt auch fur den histologischen Differenzie-
rungsgrad des Primértumors, so dass insgesamt nicht von einem Zusammenhang zwi-
schen der Differenzierung bzw. der Entdifferenzierung eines Oropharynxtumors und der

entsprechenden MMP-9 Expression ausgegangen werden kann:

Farbungsgrad Gl1 G2 G3 G4 Gesamt
0 2 2 1 0 5
1+ 3 22 1 0 26
2+ 6 20 7 2 35
3+ 10 17 10 0 37
Gesamt 21 61 19 2 103*

*2 Tumoren sind pathologisch nicht einklassifiziert

Tabelle 1: Verhaltnis zwischen MMP-9 Expressionslevel und dem Grading der Oropharynxkarzinome.
0: keine Expression, 1+: Farbung von weniger als 50% der Tumorzellen und/oder schwache Farbung der
Stromazelle, 2+: Farbung von mehr als 50% der Tumorzellen und/oder mafige Farbung der Stromazellen,

3+: ausgedehnte Tumorzellfarbung und/oder starke Farbung der Stromazellen.
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Die Zusammenhédnge zwischen der MMP-9 Expressionsintensitat und der TNM- bzw.

UICC-Klassifikation sollen in den folgenden Kapiteln ausfuhrlich dargestellt werden:

4.3.1. Korrelation zwischen MMP-9 Expression und der T-Klassifikation
der Oropharynxkarzinome

Die Expressionslevel fur MMP-9 und die lokale Tumorinvasion, die T-Klassifikation,

zeigten eine statistisch signifikante Korrelation fur p < 0.05. (siehe Tab. 2)

Expressionslevel TI T2 T3 T4 Gesamt
0 2 3 0 0 5
1+ 8 5 6 5 24
2+ 7 14 6 10 37
3+ 5 9 12 13 39
Gesamt
22 31 24 28 105

Tabelle 2: Verhiltnis zwischen MMP-9 Expressionslevel und der T-Klassifikation der Oropharynxkarzi-
nome. 0: keine Expression, 1+: Farbung von weniger als 50% der Tumorzellen und/oder schwache Far-
bung der Stromazelle, 2+: Farbung von mehr als 50% der Tumorzellen und/oder maBige Farbung der

Stromazellen, 3+: ausgedehnte Tumorzellfarbung und/oder starke Farbung der Stromazellen.

Insgesamt haben die kleineren bzw. wenig lokal invasiven TI1- und T2-
Oropharynxkarzinome in 90,6% (48/53) der Féille MMP-9 exprimiert, wohingegen die
grofleren T3- und T4-Karzinome alle MMP-9 Expression und hier vermehrt die starke-

ren Expressionslevel fur MMP-9 gezeigt haben.
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4.3.2. Korrelation zwischen MMP-9 Expression und Halslymphknotenmetastasie-
rung der Oropharynxkarzinome

Zwischen dem Vorhandensein von Halslymphknotenmetastasen und der MMP-9 Ex-
pression konnte durch den bivarianten Korrelationstest nach Pearson eine statistisch

signifikante Korrelation fur p < 0.01 gezeigt werden. (siehe Tab. 3)

Expressionslevel Lymphknotenbeteiligung | Gesamt
Nein (NO) Ja (N+)
0 4 1 5
1+ 20 4 24
2+ 12 24 36
3+ 5 35 40
Gesamt 41(39%) 64(61%) 105

Tabelle 3: Verhiltnis zwischen MMP-9 Expressionslevel und dem Befall der Halslymphknoten der O-
ropharynxkarzinome. 0: keine Expression, 1+: Farbung von weniger als 50% der Tumorzellen und/oder
schwache Farbung der Stromazelle, 2+: Farbung von mehr als 50% der Tumorzellen und/oder maBige

Farbung der Stromazellen, 3+: ausgedehnte Tumorzellfarbung und/oder starke Farbung der Stromazellen.

Hier zeigten die wenig aggressiven Oropharynxphanotypen ohne stattgehabte nodale
Metastasierung in 90,2% (37/41) der Falle MMP-9 Expression und hier iiberwiegend in
den niedrigen Expressionsleveln. Die aggressiven Phanotypen mit Halslymphknoten-
metastasierung hingegen haben in 98,4% (63/64) der Falle MMP-9 Expression gezeigt
und hier wiederum in den hohen Expressionsleveln 2+ und 3+. Insgesamt korreliert der
Halslymphknotenbefall der Patienten mit dem Expressionslevel fur MMP-9 der Oropha-

rynxtumore (p<0.01).
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Fur die einzelnen Lymphknotenstadien gilt folgendes:

Expressionslevel NI N2 N3 Gesamt
0 1 0 0 1
1+ 1 3 0 4
2+ 3 21 1 25
3+ 1 30 3 34
Gesamt 6 54 4 64

Tabelle 4: Verhaltnis zwischen MMP-9 Expressionslevel und dem N-Stadium der Oropharynxkarzinome.
0: keine Expression, 1+: Farbung von weniger als 50% der Tumorzellen und/oder schwache Farbung der
Stromazelle, 2+: Farbung von mehr als 50% der Tumorzellen und/oder mafige Farbung der Stromazellen,

3+: ausgedehnte Tumorzellfarbung und/oder starke Farbung der Stromazellen.

Bezuglich des N-Status der Karzinompatienten und des MMP-9 Expressionslevels
zeigte sich eine signifikante Korrelation (p<0.01), wobei kritischerweise angemerkt
werden muss, dass die Fallzahl fur den N1- und den N3-Status gering war und somit
eine statistisch nur begrenzte Aussagekraft bestand. Auch hier zeigten die aggressiveren
Karzinomphanotypen eine deutliche Expressionsintensitat fur MMP-9, alle N2- und N3-

Karzinome haben MMP-9 exprimiert und immerhin noch 83,3% (5/6) der N1-Patienten.

4.3.3. Korrelation zwischen der MMP-9 Expression und des internationalen UICC-
Stadiums

Weiterhin konnte ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen der MMP-9

Expression und den internationalen UICC-Tumorstadien (p<0.01) gezeigt werden:
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Expressionslevel | UICC | UICC vuiccC | vicc Gesamt
1 II 117 v vicc
I-Iv
0 2 2 1 0 5

1+ 7 5 7 5 24

2+ 3 5 5 24 37

3+ 1 1 2 35 39
Gesamt 13 13 15 64 105

Tabelle 5: Verhiltnis zwischen MMP-9 Expressionslevel und dem UICC-Stadium der Oropharynxkarzi-
nome. 0: keine Expression, 1+: Farbung von weniger als 50% der Tumorzellen und/oder schwache Far-
bung der Stromazelle, 2+: Farbung von mehr als 50% der Tumorzellen und/oder méBige Farbung der

Stromazellen, 3+: ausgedehnte Tumorzellfarbung und/oder starke Farbung der Stromazellen.

Auffallig hier ist wiederum die starke MMP-9 Expression bei den hohen UICC-Stadien,
so haben 84,6% (22/26) der niedrigen Stadien I und II und 98,7% der hohen UICC-
Stadien III und IV (78/79) MMP-9 Expression gezeigt und die hohen Stadien wiederum
v.a. in den hoheren MMP-9 Expressionsleveln 2+ und 3+. Somit scheint auch hier ein

Zusammenhang zwischen UICC-Stadium und MMP-9 Expression (p<0.01) vorhanden.

AbschlieBend betrachtet scheint es im untersuchten Patientengut der Marburger Univer-
sitats-HNO-Klinik von 1998-2002 einen statistisch signifikanten Zusammenhang zwi-
schen der MMP-9 Expression der Oropharynxtumoren und der nodalen Metastasierung
bzw. dem internationalen UICC-Stadium und auch dem T-Stadium zu geben. Diese
Beobachtungen sollen in den folgenden Kapiteln erldutert und mit Beobachtungen be-

reits publizierter Ergebnisse verglichen und abschlieend diskutiert werden.
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5. Diskussion

Die Eigenheiten und das Metastasierungsverhalten von Plattenepithelkarzinomen insbe-
sondere des Kopf- und Halsbereiches soll im folgenden kurz vorgestellt werden, bevor
auf die sich daraus ergebenden Konsequenzen hinsichtlich Diagnostik und Therapie

eingegangen und mit den Ergebnissen dieser Arbeit diskutiert wird.

5.1.  Plattenepithelkarzinom im Kopf- und Halsbereich

Bei Plattenepithelkarzinomen im Kopf- und Halsbereich handelt es sich primar um Kar-
zinome, also Malignome epithelialer Strukturen, von Schleimhauten der Lippe, Mund-
hohle, Pharynx und Larynx, gemafl UICC (International Union against Cancer) gehoren
auch zervikale Osophaguskarzinome dazu [Sobin et al. 1997]. Sie alle konnen prinzi-
piell uber den hamatogenen oder den lymphogenen Weg metastasieren. Eher selten nei-
gen Plattenepithelkarzinome der Kopfhaut, der Nasennebenhohlen oder der Speichel-
drisen zur regionaren Metastasierung in die Halslymphknoten [Seifert et al. 2000,

Shanmugaratnam 1991, Pindborg et al. 1997].

Plattenepithelkarzinome gehen von Organen aus, die entweder Plattenepithel enthalten
oder aber prinzipiell zur Plattenepithelmetaplasie in der Lage sind. Sie weisen ein typi-
sches Zytoskelett auf und ahmen das verhornende Plattenepithel je nach Differenzie-
rungsgrad unterschiedlich nach. Der Schritt von normalen Plattenepithelzellen zu pa-
thologischen Tumorzellen geschieht auf molekulargenetischer Ebene durch eine Akku-
mulation von mehreren Mutationen in wachstumskontrollierenden Schlusselgenen in-
nerhalb einer Plattenepithelzelle [Hunter 1991]. Diese Schlusselgene werden aufgeteilt
in Protoonkogene und Tumorsupressorgene [Grander 1998], wobei Protoonkogene fur
Proteine kodieren, die die normale Zellentwicklung regulieren und durch Mutationen zu
Onkogenen transformiert werden konnen. Tumorsupressorgene codieren fur Proteine,
die physiologischerweise die Zelle vor strukturellen Veranderungen schiitzen konnen

oder aber Apoptose und Reparaturmechanismen regulieren [Hubner et al. 1969]. Trifft
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nun eine Mutation eines dieser 7-10 Tumorsupressor- bzw. Protoonkogene, so gerit ein
empfindlicher Regulationsprozess ins Ungleichgewicht und die Zelle erhilt einen un-
gewollten Wachstumsvorteil gegenuiber benignen Zellen. Im diesem Fall bedeutet das

eine Transformation der Plattenepithelzelle in eine Plattenepithelkarzinomzelle.

Die morphologische Einteilung der Plattenepithelkarzinome erfolgt in der Regel vom
Pathologen und richtet sich dabei vornehmlich nach der Bestimmung des Differenzie-
rungs- oder Malignitatsgrades (Grading) und wird von G1 gut differenziert bis nach G3
bzw. G4 schlecht bzw. gar nicht mehr differenziert klassifiziert. Die hierfur maf3gebli-
chen Parameter sind zum einen die Differenzierungsparameter, also eine dem normalen
Plattenepithel analoge Diversifizierung von peripheren Basalzellen und nach zentral
ausreifenden Plattenepithelzellen, die Ausbildung von Interzellularbriicken und die
Verhornung. Diese Parameter nehmen von guter zu schlechter Differenzierung hin ab,
wohingegen die Parameter der zytologischen und histologischen Malignitatskriterien
zunehmen. Fur die zytologische Einteilung spielen neben der Pleomorphie und Hy-
perchromasie der Zellkerne auch die Kern/Plasmarelation und atypische Mitosen eine
entscheidende Rolle. Wichtigster histologischer Parameter ist das Infiltrationsmuster,

wobel ein stark aufgesplittertes Wachstum einer hoheren Malignitit entspricht.

Alle Parameter fuhren gemafl der WHO [Pindborg et al. 1997] zur entsprechenden Ein-
teilung in die entsprechenden bereits genannten Differenzierungsgrade, was in der Lite-
ratur jedoch Untersucher entsprechend subjektiv zu sein scheint [Pindborg et al. 1997]
und somit durchaus noch der Uberarbeitund z.T. mittels differenzierungsassoziierter
Marker, wie das E-cadherin, bedarf [Bosch et al. 2001, Schipper et al. 1991, Shinohara
et al. 1998].

Dem histopathologischem Erscheinugsbild des Primartumors entspricht in der Regel
auch das der entsprechenden Lymphknotenmetastase die sich in einem komplizierten

Prozess aus dem Primartumor absiedeln kann, der im folgenden dargestellt werden soll.
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5.1.1. Prozess der Metastasierung

Der Vorgang der zunéchst regiondren und damit spater auch disseminierten Aussaat von
Tochtergeschwiilsten eines Primartumors differiert je nach Typus des Priméartumors
enorm. Auch innerhalb eines Tumors konnen sich Subpopulationen mit unterschiedli-

chem Metastasierungspotential bzw. Aggressivitat entwickeln [Fidler et al. 1977].

Primartumoren mit hoherem Metastasierungspotential konnen nun mehrere Millionen
Zellen taglich in die Zirkulation entlassen [Liotta et al. 1974], wobei davon nur wenige
Hundert uiberhaupt in der Lage sind, Metastasen zu bilden. Erleichtert wird diesen vom
Primartumor entlassenen Zellpopulationen der Zugang zum vendsen Gefal3system durch
neugebildete Tumorgefale, die z.T. erhebliche Defekte aufweisen und als voruberge-
hende Barriere nicht mehr funktionieren konnen [Liotta et al. 1974, Easty et al. 1982].
In diesem Zusammenhang sei auf die Tumorangiogenese verwiesen, die in den Mittel-
punkt des Interesses geruickt ist, seitdem in histopathologischen Arbeiten gezeigt wurde,
dass eine hohere Tumorvaskularisation generell eine hohere Aggressivitit mit einem
fruheren Auftreten von Fernmetastasen anzeigt [Folkman 1995]. Andere Untersuchun-
gen konnten zeigen, dass nicht nur VEGF (Vascular endothelious growth factor) als
angiogener Hauptfaktor, sondern auch MMPs (Matrixmetalloproteinasen) und hier v.a.
MMP-9 an der Tumorneoangiogenese beteiligt sind [Risau 1997, Unemori et al. 1992,
Riedel et al. 2001]. Zusitzlich ist MMP-9 in Zusammenhang mit Plattenepithelzellkar-
zinomen im Kopf- Halsbereich und in Nicht-Kleinzelligen Lungenkarzinomen darge-
stellt und ihre prognoseverschlechternde Wirkung bei erhohten Angioneogenesefakto-
ren wie VEGF publiziert worden [lizasa et al. 1998, Falkenberg et al. 1999, Heissenberg
et al. 2000, Riedel et al. 2000].

Der prinzipiell andere Metastasierungsweg ist der uber die Lymphbahnen. Lymphgefa-
e konnen allerdings vom Tumor nicht neu gebildet werden, so dass angenommen wird,
dass die lymphogene Metastasierung im Randbereich des Tumors, der ,,Invasionsfront®,
stattfindet. Von hier aus konnen dann die tumorosen Zellen im Sinne einer Lymphangi-
osis carcinomatosa den Zugang zu den regiondaren Lymphknoten finden und hier zu ei-

ner Mikrometastase heranreifen. Diese ist definiert als ein metastatisch entstandener von
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einem Lymphknotensinus ausgehender Karzinomherd <3mm und minimaler Alteration
der Lymphknotenstruktur [Steinhart et al. 1993, van den Brekel et al. 1996, Woolgar
1999]. Prinzipiell ist dieser Vorgang im Kopf- und Halsbereich in uiber 300 verschiede-
ne Lymphknoten moglich, welcher Lymphknoten letztendlich befallen wird hangt mit
der Dichte und Richtung der initialen Lymphgefa3e im Primédrtumorbereich zusammen
und hat fur jede Tumorlokalisation einen bevorzugten Drainageweg in eine oder mehre-
re bestimmte Lymphknotengruppe, es konnen aber auch Lymphknotenstationen uber-
sprungen werden. Hat der metastatische Zellverband sich nun nicht im Lymphknoten
festgesetzt oder ist der metastatische Zellverband als Mikrometastase selbst zum Fokus
fur weitere Metastasen geworden, besteht auch eine Invasionsmoglichkeit in den syste-

misch vendsen Abfluss iiber lymphohdamatogene Verbindungen.

Fur beide Metastasierungswege ist die Basalmembranauflosung der erste Schritt in ei-
nem komplizierten Metastasierungsprozess und bezeichnet den Beginn der Invasion
eines Primértumors, welcher sich in der Entstehung einer Metastase fortsetzt. Basal-
membranen begrenzen die meisten epithelialen Strukturen und stellen eine physiologi-
sche Grenze zwischen histologisch differentem Gewebe dar. Die Lyse dieser Basal-
membranen und von Komponenten der Extrazellularmatrix ist ein Charakteristikum von
maligne entarteten Zellen, benigne Zellen besitzen diese Fahigkeit im Gegensatz dazu
nicht [Liotta et al. 1986]. Insgesamt vollzieht sich der Invasionsprozess als bioche-

misch aktiver Prozess nach vorherrschender Lehrmeinung in folgenden drei Schritten:

1. Tumorzellanheftung an die Zelloberflachenrezeptoren der Matrix wie Integrine oder
Cadherine mittels Glykoproteinen wie Laminin oder Fibronectin, dann die

2. lokale Degradation dieser Matrix durch zellassoziierte Proteasen und schlie3lich

3. die Tumorzellbewegung durch die degradadierte Matrix entlang chemotaktischer

Faktoren.

In diesem Metastasierungsprozess, der auch fur das Plattenepithelkarzinom im Kopf-
und Halsbereich gilt, nimmt die Gruppe der Proteinasen als Ausdruck erhohter lytischer
Aktivitat eine zentrale Stellung ein. Neben den Serinproteinasen Gewebs- und Urokina-

se- Plasminogenaktivator sind dies die Zysteinproteinasen Cathepsin B und L, der
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Aspartatproteinase Cathepsin D und, in diesem Zusammenhang am bedeutendsten, die
sogenannten Matrixmetalloproteinasen [Mignatti et al. 1986, Yagel et al. 1989]. Es ist
bei letzteren nicht die Expression an sich entscheidend, sondern vielmehr das Verhaltnis
von beiden zueinander oder auch die Imbalance dieser Proteinasen und deren natirli-
chen Inhibitoren (Tissue Inhibitors of Metalloproteinases, TIMPs), die dem Primartu-

mor dann eine erhohte lytische Aktivitét verleihen.

Da MMPs eine Schlusselrolle bei der Degradation von samtlichen extrazellularen Mat-
rixkomponenten einschlieBlich der Basalmembran und des Kollagens [Sternlicht et al.
2001, Birkedal-Hansen et al. 1993] spielen, bestimmen sie letztendlich also die Tumo-
rinvasivitat entscheidend mit. Der Zusammenhang zwischen lytischer Aktivitat von
Kollagen und Invasivitat von Malignomen ist in fritheren Arbeiten bereits nachgewiesen
worden [Taylor et al. 1970]. Zudem ermoglichet eine gesteigerte proteolytische Aktivi-
tat dem Primartumor die spatere Absiedlung im Kapillarbett des Zielorgans, wiederum

die Penetration durch Blutgefdfe und durch die dortige Extrazellularmatrix.

Die erhohte Expression der MMPs ist z.T. mit einem hohen Metastasierungspotential in
Verbindung gebracht worden und Arbeitsgruppen versuchen, diesen Sachverhalt dazu
zu nutzen, bestimmte Markereigenschaften zu erforschen [Kuropkat et al. 2002], die
diagnostische oder prognostische Hinweise auf die jeweilige Tumoraggressivitit nicht

zuletzt im Kopf- und Halsbereich geben konnen.

Fur das Verstandnis dieses eminent wichtigen Vorganges soll nachfolgend kurz die Fa-
milie der MMPs, deren Inhibitoren und das sensible Gleichgewicht dieser Proteinasen

vorgestellt werden.

5.2. Matrixmetalloproteinasen (MMPs)

Wie bereits erwédhnt bilden die Matrixmetalloproteinasen eine Superfamilie aus uiber 20
verschiedenen Zinkbindenden Endopeptidasen [Nelson et al. 2000], die physiologio-

scherweise in Umbau- und Erneuerungsprozessen des umliegenden Gewebes involviert
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sind, beispielsweise in die Wundheilung und das Gewebewachstum [Brown 1997] oder
die Embryogenese. Aber auch bei der Leberzirrhose oder bei Erkrankungen des rheu-
matischen Formenkreises [Shlopov et al. 1997, Thorgeirsson et al. 1982] und schlieB3-

lich bei vielen Malignomen nehmen sie eine zentrale Rolle ein.

MMPs sind Proteinasen, die mindesten eine Komponente der Extrazellularmatrix ab-
bauen konnen. Sie enthalten ein funktionell unabkommliches Zinkion und werden von
Chelatbildnern inhibiert. Sie werden als pro-MMP sezerniert und zur Aktivierung wird
ein Peptid proteolytisch abgespalten. Dies geschieht im Extrazellularraum, mit Aus-
nahme von MMP-11 und MT1-MMP, die beide von furindhnlichen Proteasen aktiviert
werden [Nagase 1997]. Alle MMPs lassen sich nach strukturellen und substratspezifi-
schen Gesichtspunkten in sieben Untergruppen unterteilen, wozu die Collagenasen
(MMP-1, MMP-8, MMP-13, MMP-18), die Gelatinasen (MMP-2, MMP-9), die Stro-
melysine (MMP-3, MMP-10, MMP-11) und Stromelysin-ahnlichen MMPs (MMP-7,
MMP-12, MMP-26), die Membrangebundenen MMPs (MMP-14, MMP-15, MMP-16,
MMP-17, MMP-24, MMP-25), die Neuen MMPs (MMP-19, MMP-20, MMP-28) und
schlieBlich die Inhibitoren der MMPs, die TIMPs (TIMP 1-4) gehoren.

Bekannt ist, dass die meisten MMP-Proteine als noch inaktive Zymogene oder Pro-
MMPs produziert und sowohl intra- als auch extrazelluldar durch Serin-Proteasen oder
bereits aktivierte MMPs aktiviert werden konnen, wie z.B. die MMP-2 durch soge-
nannte MT-MMPs (Membrane-type Matrixmetalloproteinasen) aktiviert wird. Auch der
auferst komplexe Aktivierungsprozess unterliegt genauester Kontrollmechanismen [O-
huchi et al. 1997]. Daneben bestehen Regulationsmechanismen im Bereich der Stimu-
lation und Inhibition der MMP-Expression durch verschiedene parakrin wirkende Fak-
toren und Co-Faktoren aus den Bereichen der Wachstumsfaktoren, den Zytokinen und
den Hormonen [Ikebe et al. 1998, Long et al. 1998, Mann et al. 1995, O-Charoenrat et
al. 2000a, Rooprai et al. 2000, Shima et al. 1993], z.T. auch durch das Substratangebot

bzw. die erhohte oder erniedrigte Substratkonzentration.

In diesem Kontext ist der Zusammenhang zwischen der Tumorinvasion von Plattene-

pithelkarzinomen des Kopf- Halsbereiches mit einem spezifischen EGF-Rezeptor und
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der Uberexpression von Pro-MMP-9 bzw. MMP-9 gezeigt worden [O-Charoenrat et al.
2000]. Auch die dominante Expression von MMP-9 und MT1-MMP in epithelialen
Malignomen [Pyke et al. 1992, Nomura et al. 1996, Hayakawa et al. 1992] scheint an

dieser Stelle bemerkenswert.

SchlieBlich besteht ein weiterer Regulationsmechanismus in der Inhibition bereits akti-
vierter MMPs durch Mitglieder der TIMP-Familie. Dabei handelt es sich um einen
Proteinfamilienkomplex bestehend aus 4 Mitgliedern (TIMP 1-4), der in den Remodel-
ling-Prozess des Bindegewebes involviert zu sein scheint [Uria et al. 1994, Gomez et al.
1997]. TIMP 1-4 binden an aktivierte MMPs und inhibieren diese durch Bildung non-

kovalenter Komplexe [Imai et al. 1995].

Insgesamt gesehen sind aber alle beschriebenen Regulationsmechanismen noch nicht
endgultig verstanden und weiterhin Gegenstand aktiver Forschung [Koong et al. 2000,

O-Charoenrat et al. 1999, Tomita et al. 2000, Werb et al. 1974].

Obwohl fur die Plattenepithelkarzinome im Kopf-Halsbereich bisher keine charakteris-
tischen Expressionsmuster fur bestimmte MMPs bestatigt werden konnten, ist die Ex-
pression bestimmter MMPs in sowohl benignen als auch malignen oralen Epithelzellen,
Epithelkarzinomen, Lymphknotenmetastasen und Dysplasien gezeigt worden, was an-
gesichts des Gesamtkontextes und des pathophysiologischen Verstindnisses der MMPs
im Bereich der Tumorinvasion von malignen Plattenepithelkarzinomen nur zu ver-

standlich erscheint.

So sollen die bisher gut untersuchten MMP-2 und MMP-9 aus der Gruppe der Gelatina-
sen, die MMP-13 aus dem Bereich der Collagenasen und die MMP-7 aus dem Bereich
der Stromelysinahnlichen MMPs ihre essentielle Rolle in der Tumorentwicklung von
Plattenephitelkarzinomen des Kopf- Halsbereiches und der oft folgenden Gewebeinva-
sion im Rahmen der lokoregionaren Lymphknotenmetastasierung und Fernmetastasie-

rung spielen.
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Da fur MMP-9 auch in einer aktuellen Metaanalyse nicht abschlieBend geklart ist, wel-
che Bedeutung dieser Gelatinase beim Metastasierungsprozess zukommt, soll im fol-

genden kurz auf deren Charakteristik eingegangen werden.

5.2.1. Matrixmetalloproteinasen unter der besonderen Beriicksichtigung der MMP-9

Es wird vermutet, dass MMP-9 als eine wichtige Vertreterin der Gelatinasen eine Rolle
bei dem endgiiltigen Abbau fibrillaren Kollagens spielt. MMP-9 wird zuniachst von
Kollagenasen gespalten und denaturiert. Es konnte gezeigt werden, dass MMP-9 die
Kollagene des Typs I, II, und V in das N-terminale nonhelikale Telopeptid spalten kann
[Okada et al. 1995]. Andere Untersuchungen uber die Substratspezifitat der Gelatinasen
bewiesen ihre Fahigkeit, Kollagene des Typs IV, V, VII und X sowie Fibronectin und
Elastin abzubauen [Murphy et al. 1991, Senior et al. 1991, Matrisian et al. 1992].

Die Gelatinase-B (MMP-9) wird von epithelialen Zellen, vor allem von Keratinozyten,
exprimiert und zusatzlich auch in den sekretorischen Granula von Neutrophilen und
Eosinophilen gespeichert [Stahle-Backdahl et al. 1993]. Die meisten Untersuchungen
kamen zu der Aussage, dass die Gelatinasen im maligne veranderten Gewebe exprimiert
werden, einige belegten eine Produktion in den Malignomzellen selbst [ Matrisian et al.
1992, Stahle-Backdahl et al. 1993, Dérrico et al. 1991, Juarez et al. 1993, Shima et al.
1993, David et al. 1994, Hoyhta et al. 1994], der Hauptanteil der Veroffentlichungen
konzentrierte sich jedoch auf eine Expression im Stroma [Miyajima et al. 1995, Kawata
et al. 2002, Hewitt et al. 1991, Pyke et al. 1992, Newell et al. 1994, Satoh et al. 1994].
So kamen Pyke et al. [Gallegos et al. 1995] zu dem Schluss, in humanen Hautmaligno-
men werde MMP-9 von Tumorzellen synthetisiert. Viele Untersuchungen belegten fur
MMP-9, dass eine Expression durch Makrophagen, Neutrophile oder Fibroblasten er-
folgte, welche sich in der Umgebung von Tumorzellen befanden [Zeng et al. 1995, Pyke
et al. 1993, Nielsen et al. 1996, Segain et al. 1996], wenngleich bei immunhistochemi-
schen Untersuchungen auch eine Expression von MMP-9 in Tumorzellnestern selbst

aufgezeigt werden konnte [Sugiura et al. 1998]. Jedoch konzentriert sich auch bei diesen
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die Expression auf die invasive Front des Malignoms, wo nicht nur die Matrix lysiert
wird, sondern dadurch auch Wachstums- und Angiogenesefaktoren frei werden, die
zuvor in der Extrazellularmatrix gebunden waren [Kerkela et al. 2003]. Diese Interakti-
on zwischen Tumorgewebe und dem Mikromillieu hebt erneut die Bedeutung von
MMP-9 fur das maligne Verhalten eines Tumors hervor und zeigt sich auch durch die

Zell-MMP-Interaktion zwischen MMP-9 und CD44 [Parks et al. 2001].

Es wire also ein wissenschaftlicher Fortschritt, MMP-9 in ein Risikoprofil integrieren
zu konnen, welches in der Therapie der Plattenepithelkarzinome des Kopf- und Halsbe-
reiches hilft, das Metastasierungspotential eines Primédrtumors mit in die Therapiestra-
tegie einzubeziehen. Interessant sind in dieser Hinsicht vor allem Primartumoren mit
klinisch nicht nachweisbaren Halslymphknotenmetastasen, also einem NO-Stadium.

Zum besseren Verstandnis soll diese Problematik im folgenden kurz dargestellt werden.

5.3. Tumorklassifizierung von Plattenepithelkarzinomen im Kopf- Halsbereich

und Therapieoptionen des subklinischen Lymphknotenbefalls

Die Klassifikation von Malignomen und letztendlich auch den Plattenepithelkarzinomen
im Kopf- Halsbereich erfolgt nach der TNM-Klassifikation der UICC (International
Union against Cancer) [Hermanek et al. 1997] und entscheidet letztendlich mit uber ein
vorzunehmendes Therapieschema. Diese Klassifikation darf dabei allerdings nicht als
alleiniges Entscheidungskriterium angewendet werden, vielmehr sei darauf hingewie-
sen, dass sich bei der Eingruppierung der Tumoren Uberschneidungen ergeben konnen
und individuelle Faktoren stets mitberuicksichtigt werden sollten, um eine fur den Pati-

enten optimale Therapie zu erreichen.

Allgemein beschreibt die T-Klassifikation die Grofle und Ausdehnung des Primértu-
mors und reicht fur Plattenepithelkarzinome im Oropharynxbereich von T1 (< 2 cm in
groffter Ausdehnung) bis T4 (Infiltration von Nachbarstrukturen). Die N-Klassifikation

ordnet die Lymphknoten ein und reicht hier von NX (nicht beurteilbar) bzw. NO (keine
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Lymphknotenmetastasen) uiber N1 (Metastase in ipsilateralem Lymphknoten < 3 cm)
bis hin zu N3 (Metastase(n) in Lymphknoten > 6 cm). Der M-Klassifikation entnimmt

man das Vorhandensein oder Fehlen von Fernmetastasen.

Diese Klassifizierung soll also als Therapieentscheidungshilfe dienen und evt. auch
Vergleiche zwischen unterschiedlichen Therapieoptionen gleich einklassifizierter Tu-

morpatienten ermoglichen, ist aber in standiger Uberarbeitung und Anpassung.

Ist nun ein Primartumor zuniachst klinisch einklassifiziert, erfolgt das ,,Staging® der
Lymphknoten, wobei sich im Kopf- Halsbereich die B-Mode-Sonographie, erganzt
durch eine ultrasonographisch gefuhrte Punktionszytologie, als derzeit aussagekraftigs-
tes pratherapeutisches Diagnostikverfahren von Lymphknotenmetastasen erwiesen hat
[van den Brekel et al. 1990, van den Brekel et al. 1991, van den Brekel et al. 1993, van
den Brekel et al. 1994, van den Brekel et al. 2000]. Dennoch muss fur die Ultraschall-
diagnostik, deren Aussagekraft zudem deutlich von der Untersuchererfahrung abhangig
ist [Werner 2002], erwahnt werden, dass in 20-30% der Félle Lymphknotenmetastasen
histologisch nachgewiesen werden konnen, die auch der intensiven Bildgebung verbor-
gen geblieben sind [Hosal et al. 2000, van den Brekel et al. 1996, O’Brien et al. 2000].
Diese Situation wird als subklinischer Lymphknotenbefall bezeichnet und beschreibt
einen Zustand, in dem ein durch Palpation und Bildgebung einklassifiziert sog. NO-
Hals, also ein Hals ohne klinisch nachweisbare Lymphknotenmetastasen, dennoch Mik-
rometastasen aufweisen kann und wie bereits beschrieben, potentiell zur Fernmetasta-

sierung befahigt.

Fur die elektive Therapie dieses subklinischen Lymphknotenbefalls gelten gleicherma-
Ben die chirurgische oder die strahlentherapeutische Therapieoption. Die Entscheidung
fur die eine oder die andere Therapiealternative richtet sich primar nach der Behandlung
des Primartumors, da die Effektivitat der elektiven Strahlentherapie oder alternativ der
elektiven Neck-dissection durchaus vergleichbar scheinen [Bataini et al. 1993, Rabuzzi

et al. 1980].
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Die Indikation fur eine elektive Neck-dissection wird bisher noch bei einer Wahr-
scheinlichkeit okkulter Lymphknotenmetastasen von 20% gestellt. Die Diskussion um
die Indikationsstellung ist nicht abschlieBend geklart, zum besseren Verstandnis sollen
an dieser Stelle zunichst die prinzipiellen Zielsetzungen einer Neck-dissection kurz

dargestellt werden.

Zum einen kann sie das Ziel eines operativen Staging-Verfahrens sein und kommt dann
als selektive Neck-dissection (SND) zur Anwendung. Hierbei werden in Abhangigkeit
des Primartumors im Gegensatz zur Radikalen Neck-dissection lediglich bestimmte
Lymphknotengebiete (Level) entfernt, die funktionellen Strukturen, wie der Nervus
accessorius, die Vena jugularis interna und der Musculus sternocleidomastoideus blei-
ben erhalten. Fur das Plattenepithelkarzinom im Oropharynxbereich kommt hier also
die SND II-IV oder bei Karzinomen der vorderen Mundhohle die SND I-III zur An-
wendung. Die Angaben II-IV bzw. I-III beziehen sich auf die zu entnehmenden Lymph-
knotenlevel. Beim histologischen Nachweis von Lymphknotenmetastasen kommt in der

Mehrzahl der Fiélle eine postoperative Strahlentherapie zur Anwendung [Jones et al.

2003].

Zum anderen kann das Ziel der Neck-dissection eine definitive kurative Therapie des
zervikalen Lymphabflusses sein. Hierbei kommt haufig eine modifizierte Radikale
Neck-dissection angewendet, wobei dann alle Lymphknotengebiete (Level I-V) aber
unter Erhalt der oben angesprochenen funktionellen Strukturen von N. accessorius, M.
sternocleidomastoideus und V. jugularis interna erfolgt [Shah et al. 1981, Shestak et al.
1992]. Die selektive Neck-dissection mit kurativer Zielsetzung ist bisher noch im

Diskussionsprozef [Mira et al. 2002, Buckley et al. 2001].

Insgesamt gesehen werden nach Indikationsstellung zur chirurgischen Therapieoption
des klinischen NO-Halses immerhin bis zu 70-80% der Patienten unbegriindet operiert
[Gavilan et al. 1989], was neben den Risiken dieses Operationsverfahrens auch eine

Barriere gegen die Krebserkrankung zerstort.
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Konnte also ein Risikoprofil entwickelt werden, mit dem sich die Metastasierungswahr-
scheinlichkeit besser abschitzen lasst, konnte diesem Patientenkollektiv und den auch
an Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Halsbereich erkrankten Patienten insgesamt si-
cherlich weitergeholfen werden. Die Inzidenz okkulter Lymphknotenmetastasen wird
immerhin mit Werten zwischen 12 und 50% bei einem Median von 33% angenommen

[Hosal et al. 2000, van den Brekel et al. 1996, Teichgraeber et al. 1984].

5.4. Korrelationen zwischen MMP-9 Produktion und klinischen Parametern in
malignen Oropharynxtumoren

Vor der anschlieBenden Diskussion der in dieser Arbeit erhobenen Ergebnisse sollen

einige kritische Punkte zur angewendet Methodik angemerkt werden.

Das Patientenkollektiv entsprach einer reprasentativen Auswahl von Patienten der Uni-
versitats-HNO-Klinik der Philipps-Universitat Marburg, die sich einer Operation oder
einem invasiv-diagnostischen Verfahren unterzogen haben. Alle von diesen Patienten
entnommenen Priparate sind gleichartig einer Paraffin-Einbettung im Institut fur Pa-
thologie der Philipps-Universitat Marburg zur histologischen Diagnostik und anschlie-
Benden Lagerung unterzogen worden. Lediglich die interindividuell unterschiedlichen
praoperativen Variablen sowie der relativ kurze Beobachtungszeitraum bzw. Nachbe-
obachtungszeitraum sprach gegen eine weitere Einteilung in Gruppen, z.B. beziiglich

Uberlebenszeit, Fernmetastasierung oder des Auftretens eines Zweitkarzinoms.

Bei dem bereits in Abschnitt 3 dieser Arbeit erlauterten und auch etablierten Einsatz
von monoklonalen Antikorpern mit groBBer Spezifitat und hoher Empfindlichkeit han-
delte es sich beim eingesetzten Primarantikorper um monoklonales Maus Immunglobo-
lin G. Die Detektion des Maus IgGs gelang durch den Einsatz eines Sekundarantikor-
pers aus der Ziege. Dabei sei an dieser Stelle nochmals darauf hingewiesen, dass erste
Versuchsreihen mit einem kommerziellen MMP-9 Antikorper der Firma R&D Systems
wie bereits beschrieben frustran verliefen. Auch bei diesem handelte es sich um einen

monoklonalen Maus-IgG-Antikorper. Das dann durch einen qualitativen Austausch des
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Primarantikorpers erzielte charakteristische Signalmuster ist anschlieend visualisiert
und in das bekannte Bewertungsschema einklassifiziert worden. Alle Praparate sind
zum gleichen Zeitpunkt von derselben Person bewertet worden, klinische Daten, wie die
Tumorformel nach dem TNM-System waren zum Bewertungszeitpunkt nicht bekannt.
Die Auswertung erfolgte auf der Grundlage von Journal-Nummern, die vom Institut fur
Pathologie vergeben worden sind und eine eindeutige Identifizierung der einzelnen Pra-
parate zulieBen. Allerdings ist die visuelle Methode abhiangig von der unterschiedlichen
Betrachtungs- und Beurteilungsweise des entsprechenden Untersuchers und kann somit
als ungenau kritisiert werden. Auch sind die entsprechenden Tumorpréaparate nur Aus-
schnitte aus einem Malignom und moglicherweise nicht reprasentativ fur das gesamte
Gewebe und davon sind wiederum nur bestimmte Schnittpraparate angefarbt und aus-
gewertet worden. Zusitzlich konnte nicht in jedem Fall zwischen dem Tumorzentrum
und der invasiven Front des Tumors eine Unterscheidung getroffen werden, dennoch
traf die Bewertung insgesamt eine Aussage uiber die Intensitat der mit den detektierten
Proteinstrukturen versehen Zellen und des Stromas und erlaubte somit den Vergleich
der unterschiedlichen Schnittpraparate miteinander. Zusammenfassend basiert das an-
gewandte Auswertungsschema nur insofern auf objektiv prozentualen Werten, als dass
unterschieden worden ist zwischen >50% angefarbter Tumorzell bzw. Stromazellmasse
und <50% angefarbter Tumorzell bzw. Stromazellmasse oder gar keine Anfarbung, so
dass diese Auswertung insgesamt als subjektiv angenommen werden muss. Weiterhin
ist mit der Intensitatsbestimmung des MMP-9 Signals letztendlich nur eine quantitative
Aussage uber die Expression von MMP-9 Proteinen gemacht worden und nichts uber
die Aktivitait der MMP-9 ausgesagt. Zudem unberiicksichtigt blieb die Einbindung eines
gleichzeitigen Nachweises von Tissue Inhibitor Matrixmetalloproteinasen (TIMPs). So
ist nicht auszuschlieBen, dass im Falle einer hohen Expression von TIMP-1, TIMP-2
und/oder TIMP-3 eine erhohte MMP-9 Expression irrelevant bleibt. Zur Beantwortung

dieser Fragestellung sind weitere Untersuchungen geplant.

Diese Einschrankungen sollen einer kritischen Ergebnisinterpretation und weiteren bzw.

erganzenden Untersuchungen dienen.
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In der vorliegenden Arbeit wurde mittels immunhistochemischer Farbemethode ein
Nachweis fur die quantitative MMP-9 Expression am Paraffinmaterial von 105 Patien-
ten mit Oropharynxkarzinomen vorgenommen. Die Signalintensitit der gefarbten
Schnittpraparate ist dann in einen bereits beschriebenen Intensitéitsscore eingeteilt wor-
den. Insgesamt zeigten nahezu alle untersuchten Tumoren eine mehr oder weniger star-
ke MMP-9 Expression im Tumor- und/oder Stromagewebe, wohingegen die MMP-9
Expression in mitgefuhrtem Tonsillenepithel vergleichsweise schwach bis nicht vor-

handen ausfiel.

Die Ergebnisse der Dissertationsschrift decken sich mit den Beobachtungen anderer
Arbeitsgruppen. So zeigten zunéchst die Arbeitsgruppen um Juarez 1993 und Kumagai
1994 eine MMP-9 Produktion bei Plattenepithelkarzinomen der Mundhohle [Juarez et
al. 1993, Kumagai et al. 1994]. Desweiteren sind dann auch von anderen Autoren dhnli-
che Resultate bestitigt worden. So ist die besondere Rolle der Gelatinasen A (MMP-2)
und B (MMP-9) bei Plattenepithelkarzinomen der Mundhohle dokumentiert [Sutinen et
al. 1998, Arenas-Huertero et al. 1999, Ikebe et al. 1999, Kurahara et al. 1999, Pickett et
al. 1999, Hong et al. 2000] und wiederholt die erhohte Expression der Gelatinasen als
Subfamilie der MMPs im Kopf- und Halsbereich beobachtet worden. Verschiedenste
Arbeitsgruppen haben Plattenepithelkarzinome der oberen Luft- und Speisewege [Cha-
rous et al. 1997, Heissenberg et al. 1998, Burian et al. 1999, Schmidt et al. 1999, Maga-
ry et al. 2000, O-Charoenrat et al. 2001, Yorioka et al. 2002] und des Osophagus [O-
hashi et al. 2000, Murray et al. 1998, Samantaray et al. 2004] untersucht und haben ver-

gleichbaren Ergebnissen publiziert.

Auch auBlerhalb des Kopf- und Halsbereiches konnte eine erhohte MMP-Expression
und hier v.a. der Gelatinasen A und B bei Plattenepithelkarzinomen gefunden werden.
Bei Karzinomen der Haut [Kobayashi et al. 1996] und der Lunge [Nakagawa et al.
1994, Gonzalez-Avila et al. 1998] ebenso wie des Uterus [Davidson et al. 1996] ist er-
hohte MMP-2 und MMP-9 Sezernierung in der aktuellen Literatur zu finden.

Doch nicht nur die Uberexpression von MMP-9 bei Plattenepithelkarzinomen des O-

ropharynx gegenuiber normalem Epithel ist in vorliegender Arbeit als Resultat festzu-
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halten, sondern auch, dass bereits lymphogen metastasierte Karzinome eine deutlich
intensivere immunhistochemische Anfarbung und somit MMP-9 Expression bieten als
weniger agressive Phanotypen, die noch keine Metastasierung gezeigt haben. Diese Be-
obachtung scheint moglicherweise ein Indiz fur die Involvierung der Gelatinase B
(MMP-9) in den Metastasierungsprozef3 bei Plattenepithelkarzinomen zumindest des
Oropharynx zu sein. Neben der signifikanten Korrelation zwischen Hohe der Expressi-
on von MMP-9 und dem N-Stadium besteht eine signifikante Korrelation bezuglich des
UICC-Stadiums. Dies ist nicht verwunderlich, da diese internationale Klassifikation im
wesentlichen auf dem N-Status des Patienten beruht. Wohingegen keine signifikante
Korrelation mit dem Differenzierungsgrad des Tumors und dem MMP-9 Expressionsle-

vel besteht.

Insgesamt scheint die Gelatinase B (MMP-9) eine weiter zu spezifizierende Rolle im
Metastasierungsproze3 von Oropharynxtumoren zuzukommen, denn statistische Korre-
lationen mit sowohl dem N-Stadium und dem UICC-Stadium, als auch dem T-Stadium
des jeweiligen Patienten deuten einen Einfluss dieses Enzyms auf das Metastasierungs-
verhalten an. Dennoch sei an dieser Stelle nochmals darauf hingewiesen, dass trotzdem
mit der angewandten Methode Schnittpriaparate aus Paraffinmaterial verwendet wurden
und damit weitestgehend in-vivo-Bedingungen geherrscht haben, keine Gelatinase B-
Aktivitat, sondern quantitative Expressionen nachgewiesen worden sind und zudem
keine Untersuchungen zur TIMP-Aktivitat vorgenommen wurden. Die Kldrung eines
moglichen Zusammenhanges zwischen TIMP und MMP-9 Expression wird Aufgabe

einer weiteren Dissertationsschrift sein.

Die Literatur zeigt bezuglich der vorgenannten Beobachtungen nahezu ubereinstim-
mende Ergebnisse hinsichtlich des Expressionsverhalten der Gelatinase B in Plattene-
pithelkarzinomen des Oropharynx. So zeigten Ikebe et al. 1999 [Ikebe et al. 1999] mit-
tels Zymographie signifikant hohere Enzymaktivititen der Gelatinasen A und B und
erweiterten diese Untersuchungen um immunhistochemische Methoden und
Westernblot-Hybridisierungen mit der Schlussfolgerung, dass die Gelatinasen A (MMP-
2) und B (MMP-9) an der Invasivitat der untersuchten 57 oralen Plattenepithelkarzino-

me malgeblich beteiligt seien.
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Murray et al. dokumentierten ein Jahr zuvor [Murray et al. 1998] an 46 Osophaguskar-
zinomen immunhistochemisch eine erhohte MMP-9 Expression in 70% der Falle, hatten
aber auch zusitzlich zu den Plattenepithelkarzinomen Adenokarzinome in ihre Untersu-
chungen eingeschlossen. Prognostische Signifikanzen bezuiglich der MMP-9 Expression

lieBen sich in dieser Arbeit nicht herstellen.

Juarez et al. [Juarez et al. 1993] haben 2 aus oralen Plattenepithelkarzinomen kultivierte
Zelllinien zymographisch untersucht und fanden auch hier fur MMP-9 eine herausra-
gende Bedeutung hinsichtlich der Tumoraggressivitiat, wohingegen Kusukawa et al.
[Kusukawa et al. 1992] ein Jahr zuvor der anderen Gelatinase MMP-2 eine bedeutende-
re Rolle zusprachen. So zeigten sich hier bei 77% der Patienten mit Lymphknotenbetei-
ligung eine starke MMP-2 Expression und nur 25% der Patienten ohne nodale Metasta-

sierung lieen eine Expression von MMP-2 erkennen.

Auch Sutinen et al. [Sutinen et al. 1998] haben in ihrer Arbeit 1998 auf die klare Uber-
expression verschiedenster MMPs in invasiven Plattenepithelkarzinomen hingewiesen,
die aber teilweise auch bei Lichen ruber planus oder epithelialen Dysplasien vorkam.
Uber Korrelationen zwischen der MMP-9 Uberexpression und Lymphknotenbeteiligung

sind in dieser Arbeit keine signifikanten Resultate veroffentlicht.

Derartige statistisch signifikante Korrelationen sind aber von der Arbeitsgruppe um Ku-
rahara 1999 [Kurahara et al. 1999] beschrieben, die neben den Gelatinasen A und B
auch eine erhohte Expression der MMP-1 bei invasiven Plattenepithelkarzinomen der
Mundhohle gefunden haben. Weiterhin ist hier auch eine signifikante Uberexpression
der TIMP-1, also eines MMP-Inhibitors bei metastasierten Fallen aufgefallen. Dabei ist
darauf hingewiesen, dass in diesem Konzept Uberlegungen bezuglich des Verhiltnisses
Uberexpression der MMPs versus Uberexpression der naturlichen Inhibitoren der
TIMPs angestellt worden sind und die Uberexpression verschiedener MMPs fur die
Degradation der Extrazellularmatrix wichtiger zu sein scheint als nur die Erhohung ei-
ner TIMP im Gegensatz dazu. Dieser Aspekt des Ungleichgewichtes im MMP/TIMP-

Verhiltnis ist in vielen weiteren Veroffentlichungen untersucht worden und so scheint
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auch das Ungleichgewicht der MMPs und ihrer naturlichen Inhibitoren Einfluss auf die

Malignitét eines Tumors zu haben und konnte prognostische Relevanz bekommen.

Die besondere Stellung der Gelatinasen und hier v.a. der MMP-9 im Invasionsprozess
von Oropharynxmalignomen ist nicht zuletzt in der Arbeit von Hong et al. [Hong et al.
2000] publiziert worden, die eine Uberexpression beider Gelatinasen beobachten konn-
ten. Aber die gewichtigere Rolle im Metastasierugsprozess haben sie der MMP-9 zuge-

schrieben und auf ein mogliches Markerpotential dieser MMP hingewiesen.

Durch immunhistochemische Farbungen an 39 Hypopharynxkarzinomen haben 1998
Heissenberg et al. [Heissenberg et al. 1998] nachgewiesen, dass MMP-1 aber v.a.
MMP-9 die héaufigsten MMPs fur diese Tumorentitat waren und eine erhohte MMP-9
Expression zudem bei rekurrierenden Erkrankungen deutlich war. Diese Ergebnisse sind
fur Oropharynxmalignome bereits 1994 von Kumagai et al. [Kumagai et al. 1994] pub-
liziert und besonders bei invasiven Karzinomen mit Lymphknotenmetastasen ist deren

Uberexpression deutlich gemacht worden.

Ein besonders enger Zusammenhang zwischen der MMP-9 Expression und der T- bzw.
N-Klassifikation und die sich daraus ergebende Schlusselrolle fur diese Proteinase fur
die Metastasierung von Kopf- und Halskarzinome ist 2001 noch einmal von O-
Charoenrat und Mitarbeiter [O-Charoenrat et al. 2001] gezeigt worden, die die Analyse
insbesondere von MMP-9 als nuitzlich fur die Einschitzung des malignen Potentials von

Kopf- und Halstumoren ansehen.

Diese Beobachtungen sind auch in vorliegender Arbeit gemacht worden, wo eine er-
hohte MMP-9 Expression statistisch signifikant mit dem T-Stadium, dem N- und dem
UICC-Stadium korreliert. Es gibt sogar Publikationen, wie die von Arenas-Huertero et
al. [Arenas-Huertero et al. 1999] von 1999, die sich die MMP-9 Aktivitit zur therapeu-
tischen Kontrolle bei Oropharynxtumoren nutzbar machen, indem sie eine niedrige Ak-
tivitait mit dem ansprechen auf die Therapie und eine Aktivitatserhohung mit einer zu-

nehmenden Tumoraggressivitiat bzw. einem Rezidiv iberwacht haben.
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5.5. Ausblick auf die prognostische Eignung und therapeutische Ansdtze von
MMPs

In diesem Abschnitt soll ein kurzer Uberblick uiber die aktuelle Studienlage hinsichtlich
der prognostischen Eignung und den sich daraus ergebenden diagnostischen und thera-

peutischen Konsequenzen von MMP-9 gegeben werden.

5.5.1. Prognostische Eignung von MMP-9

Die Ubertragung der in dieser Arbeit ermittelten Ergebnisse auf den klinischen Alltag
ist momentan sicher noch zu frith. Dies liegt weniger an den bisher publizierten Daten,
als vielmehr an dem Fehlen eines allgemeingultigen Bewertungssystems des Expressi-
onsverhaltens. Hier verwendet jede Arbeitsgruppe ihr eigenes System, was eine valide
Einschatzung der Datenlage erheblich erschwert. Kritisch gesehen, mussen daher alle,
auch die Ergebnisse der vorliegenden Dissertationsschrift, unter Vorbehalt betrachtet
werden und inwieweit eine Vergleichbarkeit publizierter Daten gegeben ist, ist eher
fraglich. Nichtsdestotrotz soll an dieser Stelle auf die mogliche Potenz des MMP-9
Nachweises eingegangen werden und aufzeigen, welche therapeutischen Ansitze bereits
heute gesehen werden. Unzweifelhaft ist eine Standardisierung der Untersuchungsme-
thoden unabdingbare Voraussetzung fur eine Implementierung eines MMP-Nachweises
in den klinischen Alltag. Aber auch im Hinblick auf die wissenschaftliche Verwertbar-

keit ist dies eine der vordringlichsten Aufgaben der Zukunft.

Der immunhistochemische Nachweis der Expressionslevel von MMPs und TIMPs in
Plattenepithelkarzinomebiopsaten konnte eine praoperative diagnostische Bedeutung
zukommen. So konnte gerade im Falle eines klinischen NO-Halses die Gewinnung von
Untersuchungsmaterial auf minimal-invasive Verfahren beschréankt bleiben und im Falle
einer Eignung eines MMP-Expressionsprofils die Entscheidung zu einem eher Abwar-

tenden Verhalten oder einer therapeutischen Neck dissection erleichtert werden.
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Eine weitere diagnostische Moglichkeit ist die Messung von MMP-Aktivitiaten bzw. die
quantitative MMP-Messung im Patientenserum. Moglicherweise ist auch dies eine we-
nig invasive Methode mit der Moglichkeit, die Tumoraggressivitiat abzuschatzen. Fur
MMP-9 ist dieses Verfahren bei Plattenepithelkarzinomen der Lunge [Izasa et al. 1999]
und fur das hepatozelluldare Karzinom beim Menschen berichtet worden [Hayasaka et al.
1996]. Bei Karzinomen des Kopf- und Halsbereiches ist in dieser Hinsicht wider-
spruchliches in der Literatur publiziert und wird sicher in den néchsten Jahren erst end-
gultig, wenn uberhaupt, hinsichtlich seiner Wertigkeit abschétzbar sein. Riedel et al.
haben 2000 [Riedel et al. 2000] gezeigt, dass in ihrer Untersuchung erhohte MMP-9-
Serumlevel mit Karzinomen in einem fortgeschrittenen Stadium gegenuber geringinva-
siven Malignomen korrelierten. Ranuncolo et al. [Ranuncolo et al. 2002] haben in ihrer
Arbeit aus 2002 zwar erhohte Serumlevel an MMP-9 bei Oropharynxkarzinomen fin-

den, jedoch keine Korrelationen zu klinischen Parametern eruieren konnen.

Eine ebenfalls minimal-invasive Form, MMPs als Marker fur pathologische Parameter
maligner Tumoren nutzbar zu machen, wurde beschrieben, indem MMP-9 durch Bla-
senspulungen bei Patienten mit Blasenkarzinomen nachgewiesen wurde [Bianco et al.
1998]. Auch wurde versucht, MMP-9 im Urin von Tumorpatienten nachzuweisen [Mo-
ses et al. 1998, Ozdemir et al. 1999], um auch hier mit vielversprechendem Ergebnis

Malignitatsgrade von Tumoren einschétzen zu konnen.

Aufgrund der widerspruchlichen Ergebnisse zu dieser Thematik scheint es noch weite-
rer Untersuchungen zu bedurfen, um diese minimal- bis gar nicht-invasiven Diagnose-

methoden klinisch zu etablieren.

5.5.2. Moderne Therapieansdtze von Malignomen mittels MMP-Hemmung

Die Bedeutung der Gelatinasen MMP-2 und -9 fur das metastatische Verhalten von
Malignomen wurde tierexperimentell insbesondere von Itoh [Itoh et al. 1998, Itoh et al.
1999] hervorgehoben. Er wies durch ein Tiermodell an MMP-2- und MMP-9-deficient

Miusen nach, dass die Tumorprogression, die Metastasierungsrate und letztlich auch
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die Angiogenese nach Implantation von Tumoren in diesen Médusen gegenuber einer
Kontrollgruppe reduziert waren. Diese Resultate unterstreichen die Wichtigkeit der bei-
den Gelatinasen fur die Metastasierung und implizieren gleichzeitig, dass die Inhibie-
rung von MMPs einen neuen und nuitzlichen Weg darstellen konnte, die Metastasierung
maligner Tumoren zu beeinflussen. Diese Aufgabe ibernehmen physiologischerweise

z.T. die TIMP-1, -2, -3 oder -4 [Chambers et al. 1997].

Man hat sich diese Beobachtungen zu Nutze gemacht, indem versucht wurde, mittels
synthetisch hergestellter TIMPs die Tumorprogression zu inhibieren. Damit wurde das
Tumorwachstum v.a. dadurch verlangsamt, dass die Angioneogenese des Tumors inhi-
biert, Apoptose der Tumorzellen induziert und letztendlich eine fibrotische Kapsel um
den Tumor entstehen kann, ohne durch MMPs lysiert zu werden. Einer der ersten Inhi-
bitoren ist das Batimastat (BB-94) und sein Analogon das Marimastat (BB-2516), syn-
thetische MMP-Inhibitoren, die durch Chelatbildung das fur die MMP-Funktion not-
wendigen Metallionen binden und so die Exposition der katalytischen Domiane verhin-
dern konnen [Brown 1997]. Der inhibitorische Effekt von BB-94 wurde sowohl in vitro
[Davies et al. 1993, Wang et al. 1994, Sledge et al. 1995] als auch in vivo [Chirivi et al.
1994, Watson et al. 1995, Aparicio et al. 1999, Eccles et al. 1996, Prontera et al. 1999]
bewiesen. So reduzierte BB-94 das Wachstum und die Metastasierung von Melanomen
[Chirivi et al. 1994], Kolon- [Watson et al. 1995, Aparicio et al. 1999], Mamma- [Ecc-
les et al. 1996] und Lungenkarzinomenzellen [Prontera et al. 1999]. Die Arbeitsgruppe
um Zervos bestétigte die oben erwahnten Ergebnisse bezuglich Pankreaskarzinomen
[Haq et al. 2000]. Neben positiven Effekten hinsichtlich des invasiven und metastati-
schen Verhaltens der malignen Tumoren ist gleichsam eine Verlangerung der Uberle-
benszeit gezeigt worden. Dagegen sind aktuellste klinische Phase III-Studien mit den
oben genannten Marimastat und Batimastat allein oder in Kombination mit Chemothe-
rapie bei fortgeschrittenen Tumoren enttauschend verlaufen, was mit der schon fortge-
schrittenen Tumorprogression in Zusammenhang zu bringen sein muss. Weitere Studien
konzentrieren sich nun auf den Einsatz dieser Medikamente in fritheren Tumorstadien,
evt. sogar mit der Messung des MMP-Serumlevels, um ein Ansprechen der Therapie zu
dokumentieren [Zucker et al. 2000]. Neben BB-94 existieren eine Reihe anderer MMP-

Inhibitoren, die sich ebenfalls schon in klinischen Versuchsreihen befinden. Erst in den
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letzten Jahren sind selektive MMP-Inhibitoren erforscht worden, die nur bestimmte
Subtypen aus der MMP-Familie inhibieren konnen [Stetler-Stevenson et al. 2001, Mc
Cawley et al. 2000, Vihinen et al. 2002], teilweise sind die Ergebnisse relativ viel-
versprechend [Brown 1997]. Erste Versuche mit den synthetischen MMP-Inhibitoren
BAY 12-9566 oder AG 3340 sind gemacht, die uber verbesserte orale Bioverfugbarkeit
und pharmakologische Spezifitat verfugten, doch auch hier miissen die Ergebnisse ab-
gewartet werden [Moore et al. 2000]. Auch kam das Neovastat (AE-941) zum Einsatz
zusammen mit Retinoiden, Tetrazyklinderivaten und Biphosphonaten [Hidalgo et al.
2001]. Die Ergebnisse dazu mussen abgewartet werden. Insgesamt ist die Erforschung
weiterer synthetischer MMP-Inhibitoren eine Herausforderung und Thema interessanter

Diskussionen in der aktuellen Literatur [Zucker et al. 2000, Rudek et al. 2002].

Eine andere Form der MMP-Inhibition wurde mit Hilfe eines Calciuminflux-Inhibitors
gemacht, der den intrazellularen Kalziumspiegel aus dem Gleichgewicht bringt, die
MMP-2 und -9 Produktion reduziert und gleichzeitig die Zellproliferation und -
migration stort [Wu et al. 1997]. Dieses Therapieregime ist von Wu et al. bisher nur in
vitro getestet, in vivo-Versuche stehen aus. Desweiteren gibt es in der Literatur einen
weiteren Ansatz uber die Blockierung des Protein-Kinase-C-Signalweges, iber den

MMP-9 Effekte in die Zelle transduziert werden [Tsai et al. 2003].

Alle genannten Versuche bieten erste Ansétze fur eine interessante und moderne Art der
Therapie maligner Tumoren durch Inhibierung von MMPs und somit Verringerung der
Metastasierungsfrequenz. Allerdings ist das MMP-System sehr komplex und noch nicht
endgiiltig verstanden, so dass es weiterer Forschung bedarf, um hier wirklich Klarheit
zu erlangen. Ob und in wieweit dann synthetische MMP-Inhibitoren klinische Etablie-
rung in der Behandlung von Malignomen einnehmen und wie die Therapieform ausse-

hen konnte, bedarf weiterer Untersuchungen.
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6. Zusammenfassung

Plattenepithelkarzinome gehoren zu den haufigsten malignen Tumoren im Kopf- Hals-
bereich. Sie sind im allgemeinen chirurgisch oder alternativ auch strahlentherapeutisch
vollstandig zu therapieren, ihre z.T. schlechte Prognose wird von Faktoren, wie dem
Ausmal der Tumorinvasion, der Metastasierung in die regiondaren Lymphknoten und
dem Vorkommen von Fernmetastasen bestimmt. Bei der Invasion miissen die malignen
Zellen Makromolekiile der extrazullaren Matrix und der Basalmembranen auflosen.
Diese proteolytische Aktivitait wird hauptsdchlich von Matrix Metalloproteinasen
(MMPs) hervorgerufen, die befahigt sind, nahezu alle Komponenten der Extrazellular-
matrix und der Basalmembranen abzubauen. MMPs haben auch eine physiologische
Bedeutung inne und kommen besonders in Situationen vor, in denen ein rascher Umbau
der Extrazellularmatrix gefordert wird, wie beispielsweise der Embryogenese. Diese
Umbauvorgédnge sind dadurch gekennzeichnet, dass sie streng reguliert sind und mit
Beseitigung der Stimuli sistieren. Ein Hauptinteresse an den MMPs liegt an der Rolle,
die sie beim invasiven und metastatischen Verhalten maligner Neoplasien spielen. In
Malignomen werden verschiedene MMPs von Tumorzellen und/oder Zellen des umge-

benden Stromas, besonders in der invasiven Front, sezerniert.

Es sind derzeit iber 20 verschiedene MMPs bekannt, die nach strukturellen Gesichts-
punkten 5 Untergruppen (Kollagenasen, Gelatinasen, Stromelysine / stromelysindhnli-
che MMPs, membrangebundene und neue MMPs) zugeordnet werden. Zur Familie der
MMPs z4hlt man weiterhin 4 Gewebeinhibitoren (TIMPs), die als negative Regulatoren

des Abbauprozesses der Extrazellularmatrix fungieren.

In der vorliegenden Untersuchung wurde das Expressionsmuster von
MMP-9 per Immunhistochemischer Farbemethode anhand von 105 Plattenepithelkarzi-
nombiopsaten des Oropharynx untersucht. Dabei zeigte sich gegenuber dem gesunden
Gewebe eine deutliche Uberexpression von MMP-9 in den malignen Schnittpraparaten.
Ebenso lie} sich erkennen, dass die Expression von MMP-9 mit den besonders aggres-
siven Phenotypen von Plattenepithelkarzinomen des Oropharynx assoziiert war. So

konnten Korrelationen zwischen der MMP-Synthese und klinischen Parametern wie
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dem T-Stadium (p<0.05) sowie der regioniren Lymphknotenmetastasierung (N-
Stadium, p<0.01) und des UICC-Stadiums (p<0.01) gefunden werden. Eine deutlich
geringere Korrelation bestand zwischen dem Grading des Tumors und der MMP-9 Ex-

pression.

Die Resultate der vorliegenden Dissertationsschrift geben einen Hinweis darauf, dass
MMP-9 eine Rolle beim Metastasierungsverhalten von Plattenepithelkarzinomen des
Oropharynx zukommt. Nicht zuletzt aufgrund ihrer Fahigkeit, Typ-IV-Kollagen und
andere Hauptbestandteile der Extrazellularmatrix und der Basalmembranen zu zersto-
ren, ist eine Modulatorfunktion von MMP-9 fur das maligne Verhalten von Karzinomen

des Kopf- und Halsbereiches denkbar.

In der vorliegenden Dissertationsschrift unberiicksichtigt blieb die Expression natirli-
cher TIMPs, die z.T. die MMP-Aktivitit inhibieren. Diese Untersuchungen miissen in
der Zukunft zeigen, inwieweit eine zusatzliche Expression von TIMPs eine Uberexpres-
sion von MMP-9 hinsichtlich des lymphogenen Metastasierungspotentials beeinflusst.
Festzuhalten bleibt jedoch, dass, basierend auf den Ergebnissen dieser Dissertation, der
Expression von MMP-9 in Oropharynxkarzinomen eine Rolle beim Metastasie-

rungsprozefl zukommt.

Aufgabe der unmittelbaren Zukunft wird, bei aller Diskussion der Implementierbarkeit
von molekularen Markern in die klinische Routine, jedoch zunéchst die Schaffung eines
allgemein anerkannten Auswertungsscores der immunhistochemischen Farbungen sein.
Erst eine standardisierte Beurteilung wird eine valide Ergebnisbewertung und internati-

onale Vergleichbarkeit publizierter Daten erlauben.

Daraus lieen sich prognostische Konsequenzen und diagnostische Moglichkeiten als
Hilfestellung fur den behandelnden Arzt ableiten. Mit Hilfe der Analyse des Expressi-
onslevels von MMP-9 integriert in ein Risikoprofil vieler anderer tumorbiologischer
Marker konnte es moglich sein, die Aggressivitat und das klinische Verhalten eines
Karzinoms besser einzuordnen und somit therapeutische Konsequenzen daraus zu zie-

hen. Analog zu den TIMPs wurden mittlerweile synthetische Inhibitoren der MMPs
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entwickelt, die auf dem gleichen Prinzip wie die Inhibition durch die naturlich vor-
kommenden TIMPs basieren. Mit diesen war es im Tierversuch zunachst moglich, das
invasive und metastatische Verhalten maligner Tumoren einzuddammen und die Uberle-
bensrate zu erhohen. Weitere Versuchsreihen haben sich als wenig hilfreich erwiesen.
Ob sich diese Verfahren durchsetzen und der Diagnostik und Therapie von Plattene-
pithelkarzinomen des Kopf- und Halsbereiches eine moderne therapeutische Variante

hinzugefugt werden kann, muss in weiteren Untersuchungen geklart werden.
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8. Anhang

ABBILDUNGSVERZEICHNIS

Abbildung 1

Avidin-Biotin-Methode: vorgeformte Avidin-Biotin-Komplexe

reagieren mit biotinylierten Sekundarantikorpern

Abbildung 2

Immunhistochemische Farbung von MMP-9 nach der ABC-
Methode, die die Anfarbung von weniger als 50% der Tumorzellen
bzw. des Stromagewebes eines Oropharynxtumorpréiparates zeigt
(40-fache VergroBerung) und somit in die Kategorie /+ einzuklassi-

fizieren ist.

Abbildung 3

Immunhistochemische Farbung von MMP-9 nach der ABC-
Methode, die eine ausgedehnte Anfarbung der Tumorzellen bzw.
des Stromagewebes eines Oropharynxtumorpréaparates zeigt (40-
fache VergroBerung) und somit in die Kategorie 3+ einzuklassifi-

zieren ist.
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TABELLENVERZEICHNIS

Verhiltnis zwischen dem MMP-9 Expressionslevel und dem Gra-

Tabelle 1 ding der Oropharynxkarzinome.

Verhiltnis zwischen dem MMP-9 Expressionslevel und dem T-
Tabelle 2 Stadium der Oropharynxkarzinome.

Verhiltnis zwischen dem MMP-9 Expressionslevel und dem
Tabelle 3 Lymphknotenbefall der Oropharynxkarzinome.

Verhiltnis zwischen dem MMP-9 Expressionslevel und dem N-
Tabelle 4 Stadium der Oropharynxkarzinome.

Verhiltnis zwischen dem MMP-9 Expressionslevel und dem UICC-
Tabelle 5

Stadium der Oropharynxkarzinome.
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