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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Die Angioneogenese ist die Vorraussetzung fiir das progrédsebastum solider Tumore
mit einem Durchmesser groRer 2mm. Die Erfassung der Blidietite und die Modu-
lation der Angiogenese war und ist Ziel zahlreicher wissefftichar Untersuchungen und
hat bereits zu praxistauglichen Therapiestrategien gefuhrtKaémtrast dazu wird die
LymphgefaRdichte als Indikator einer nodalen Metastasierundylangel an spezifischen
Markern fur das Lymphendothel, erst seit kurzer Zeit beleuchietr Konnte die Lymph-
angiogeneseforschung bereits Fortschritte verzeichnen, diagsttsrhe Bedeutung der
Lymphgeféal3e im Fall von Kopf-Hals-Tumoren ist jedoch nicht eindeutig geklart.

Die wenigen Arbeiten zur Lymphgefal3dichte weisen widerspriichksgebnisse beziig-
lich der Lymphangiogenese und ihrer Bedeutung fur die nodale Metastasaeifung
Gegenstand dieser Arbeit ist die standardisierte Erfassungndghatischen Mikrogefaf3-
dichte mit zwei aktuellen Antikorpern in pharyngealen Plattenepitieliamen. Das Ver-
haltnis der quantitativ bewerteten LymphgefaR3dichte zur synchronemenddatastasie-
rung und zur Blutgefal3dichte sowie zur pT-Kategorie, dem GradinglLydephgefali-
invasion und der Lokalisation der Karzinome wird unter Verwendung dekteexa
Wilcoxon-Mann-Whitney-Tests analysiert. Zusatzlich erfolgt \dergleich mit nicht neo-
plastisch veréandertem Stroma sowie die Durchfihrung einer igmfish Regressions-
analyse zur Bewertung der prognostischen Aussagekraft der Lymphighfé3d

Die Auswertung erfolgte an einem homogenen nach einheitlichensuokemgsstandards
einer Klinik bewerteten Patientengut. Das untersuchte Gewebesstn®fa Plattenepithel-
karzinome mit den Lokalisationen Oro- und Hypopharynx sowie 7 Praépaiett neo-
plastisch veranderten Stromas der Kopf-Hals-Region. Mittelfiziertem Autostainer
(K5005, Dako, Danemark) wurde die standardisierte Immunhistochemierm Her
LSAB-Methode durchgefiihrt. Die Bewertung der Blut- und Lymphgeiéhte erfolgte
analog den Vorgaben Noel Weidners.

Mit Hilfe der immunhistochemischen Marker Lyve-1 und D2-40 gelandpdistellung der
LymphgefaRe und die Differenzierung zu den Blutgefal3en im histolagisPraparat. Die
guantitative Analyse der Lymphgefal3dichte liel3 erkennen, dassntiphdgenen hotspots
vorzugsweise in der Invasionszone lokalisiert waren. Die peritamdymphgefal3dichte
zeigte sich im Vergleich von nicht metastasierten zu nodastesierten Karzinomen als
signifikant erhdht. Die mittels Lyve-1 bewertete peritumorale Lyneféigdichte stellte
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sich in der logistischen Regressionsanalyse, neben dem Gratlingedeutsamster Ein-
flussfaktor hinsichtlich der synchronen nodalen Metastasierung heraus.

Die Ergebnisse belegen, dass die Lymphgefal3dichte der Invasioresnolmelikator der
nodalen Metastasierung im pharyngealen Plattenepithelkarzinonimistergleich der
einzelnen pT-Kategorien zeigten Karzinome der pT1 und pT2 Kategeinengegenuber
pT3 und pT4 Karzinomen signifikant erhdhte Lymphgefalidichte, so dass gefsiparss
werden kann, dass die Lymphangioneogenese ein friihzeitig stattfindenodess in der
Progression pharyngealer Plattenepithelkarzinome ist. Im Zusainamg mit dem Grading
zeigte sich ein Anstieg der Lymphgefal3dichte mit zunehmenderfiérgdzie-rung. Ob
die Sekretion lymphangiogener Wachstumsfaktoren mit steigendeopadtisb-logischem
Grading zunimmt ist bisher nicht geklart.

Blut- und Lymphgefal3dichte zeigten keine Korrelation zueinander, s® mash der
eigenen Studie angenommen werden muss, dass Angiogenese und Lynyamesgidrotz
verwandter Wachstumsfaktoren unabhangig regulierte Prozesse sinHrdelenisse der
Arbeit belegen, dass von der Blutgefal3dichte eines Tumors nichteallyrdphgefalidichte
rickgeschlossen werden kann, da Blut- und Lymphgefal3dichte zwei progmeddiara-
meter mit unterschiedlichem konzeptionellem Hintergrund sind. Zemralumor gele-
gene Lymphgefalle konnten in der Uberwiegenden Zahl der Karzinorhgemaesen
werden, stellten sich aber vorwiegend als schmaler Endothelsaum dar.

Beweise fur die Funktionalitat dieser Gefalle und der daraudieesulle Beitrag zur
nodalen Metastasierung stehen bis heute aus. Da die Lymphang®geren Ursprung
von vorbestehenden Lymphgefal3en nimmt und die peritumorale Lymphgefa3dichte die
Zone der lymphogenen hotspots ist, kann angenommen werden, dass die Inuasi@rs
der Lymphangiogenese ist und eine wesentliche Funktion fir die Bilthohger Metasta-
sen innehat. Die frihe und primar lymphogene Metastasierung pkatgnd’lattenepi-
thelkarzinome koénnte ihren Ursprung in der erhdhten peritumoralen lgafédbdichte
haben, da die Chance der Tumorzellverbreitung tber die Erweitergniyrdpghatischen
Fensters enorm gesteigert wird. Nach dem aktuellen Wissendsaamddavon ausge-
gangen werden, dass die erhohte peritumorale LymphgefaRRdichtetlemminduzierten
Lymphangioneogenese entstammt. Die peritumorale Lymphgefal3dieliteals Indikator
der synchronen nodalen Metastasierung eine Erweiterung dgmdStaninsichtlich des

Lymphknotenstatus fir das pharyngeale Plattenepithelkarzinom dar.
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2. Einleitung

2.1. Angiogenese — zentraler Forschungsgegenstand in der Onkologie

Angiogenese ist die Neubildung von Blutgefal3en durch das Aussprossdfngothel-
zellen aus vorbestehenden GefaRen. Bereits 1939 beschreibt Ide deduvidaitmoras-
soziierter Blutgefal3e am Brown Pearce Tumor (Ide et al. 1939). Auch Algibadiget die
Grollenzunahme von Tumoren im Zusammenhang mit einer verstarkten Hbilgkefig
(Algire et al. 1945). Die These uber die Abhangigkeit des Wachstotiteer Tumore von
der GefalRneubildung wird erstmals 1970 von Judah Folkmann formuliert und kann als
Beginn der modernen Angiogeneseforschung angesehen werden (Folkmann 1971).
In vitro Experimente, welche das exponentielle Wachstum solideofieum Abhangigkeit
der Gefalineubildung zeigen, lieferten erste Beweise (Folkmann 1990jeiteren konnte
das angiogeneseabhé&ngige Wachstum in Tumortransplantationsexpenmachgewiesen
werden (Gimbrone et al. 1974). In der avaskuldren Phase bestetidensTumoren auf
Grund der mangelhaften nutritiven Versorgung ein GleichgewichtPaoksferation und
Apoptose. Die Diffusion von Sauerstoff und Nahrstoffen sowie der Algoangon Stoff-
wechselendprodukten gelingen nur tUber eine definierte Strecke von 150-godienund
Ellis 1994). Diese Kapazitat ist ab einer Tumorgrof3e von 2 - 3mm umchhesser
erschopft. Das Ruhestadium besteht auf unbegrenzte Zeit bigi@®itdung neuer Blut-
gefalle ein Anschluss an die systemische Zirkulation erfolgt unchdéwiate Versorgung
der Tumorzellen gewahrleistet werden kann (Folkmann und Hochberg 1973).

Die Induktion der Kapillaraussprossung, der angiogenic switch, madeertBeginn der
vaskularen Phase und des exponentiellen Tumorwachstums. Analog zu déangéor im
Primartumor ist auch das Wachstum von Metastasen angiogenesegb(f@rigman
1990). Die Grolienzunahme des Primartumors und dessen Metastasen sinsabedeut
prognostische Parameter maligner Tumore.

Im Hinblick auf die Entwicklung neuer Therapiestrategien, welche @inem tieferen
Verstandnis dieser Prozesse resultieren kénnten, hat sich dasgearggeabhangige
Wachstum solider Tumore zu einem zentralen Forschungsthema irOmeilogie

entwickelt.
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2.1.1. Mechanismen und Regulatoren der Angiogenese

Angioneogenese findet im adulten Organismus unter physiologischen thadogeschen
Bedingungen im Rahmen des weiblichen Reproduktionszyklus und eirleatMigon Er-
krankungen, unter anderem wéhrend der Wundheilung statt. Die Zusammenhéogen
der Angiogenese und dem Wachstum sowie der Metastasierung 3aiidere werden im
Folgenden dargestellt.

Die Auspragung des angiogenen Phanotypus, der angiogenic swetuhzekchnet das
Stadium in welchem Tumorzellen in der Lage sind angiogene WacHakiaorsen zu sezer-
nieren (Kumar et al. 1998). Fur diese Entwicklung sind verschiedenkavismen verant-
wortlich, die zu einer Stérung des physiologischen Gleichgewichtespumangiogenen
und antiangiogenen Faktoren fiihren. Zuféllige genetische Verénderumgendie
Aktivierung von Onkogenen und die Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen, stellen di
Grundlage dar (Bouck 1990). Als weiterer Einflussfaktor gilt dieokinfreisetzung durch
Zellen der inflammatorischen Begleitreaktion.

Der in der Tumormasse entstehende Zellstress bestehend aus Hyjmdase, Hypo-
glyk&dmie und mechanischem Druck fiihrt ebenso zur Freisetzung proamgidgaktoren
(Eriksson und Alitalo 1999). Wird die Angiogenese induziert, erfdégtAbbau der extra-
zellularen Matrix und der Basalmembran vorbestehender BlutgefaBle pliateolytische
Enzyme wie zum Beispiel Matrixmetalloproteasen.

Das Aussprossen und die Migration der Endothelzellen in den Perivasadratlang der
extrazellularen Matrix kann so realisiert werden. Abschlief@falgt die Reorganisation
zu Kapillaren und die Bildung neuer Basalmembranen sowie der Anselmute system-
ische Zirkulation. Wahrend die Entwicklung des embryonalen GefaRs;stisenVaskulo-
genese, als ein genau regulierter physiologischer Prazesisem regelrecht geformten
Gefal3netz mundet, beschreibt die Angiogenese die Neubildung vagefléen, welche
keinen festen Regeln folgt. Insbesondere das tumorassoziierfén&efdst gekennzeichnet
durch eine Reihe von Abweichungen, darunter abnorme arteriovenése undyantgriol
atische Kurzschlusse, dem Fehlen von Perizyten, lickenhaft ausgeBédgelenembranen
und fehlende Interzellularkontakte, welche eine erhohte Gefal3peritdeabilr Folge
haben (Baluk et al. 2003). Als Ursache wird die 50-200fach erhdhte Fabdfesge-
schwindigkeit und damit verbundene unzureichende Ausreifung der Endo#melzell

angesehen (Denekamp et al. 1984)
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Eine Fulle proangiogener und antiangiogener Molekile konnte betefisfiziert werden,
darunter TNk (Tumornekrosefaktow), Angiopoetin, Prostaglandin E1 und E2, FGF
(Fibroblast growth factorals Stimulatoren und Angiostatin, Interferarund 3, Heparin-

ase, Thrombospondin und Endostatin als Inhibitoren (Ferrara und Alitalo 1999). Die
Familie der VEGFs und deren Rezeptoren stellen die bedeutsamsterm besten unter-
suchten Wachstumsfaktoren der Angiogenese dar und sollen im Weitesprodben

werden.

2.1.1.1. Die Familie der VEGFs

Die Familie der VEGFs (vascular endothelian growth factat sich, wie in Abbildung
1 dargestellt, aus den bisher identifizierten Mitgliedern: VEE@Er VEGF-A, PIGF (Pla-
centa growth factor), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D und VEGF-E zusamiiMcColl et al.
2004). Sie gelten als wichtigste Regulatoren von Vaskulogenese, AngiegameLymph-
angiogenese. Die strukturelle Ahnlichkeit der Glykoproteine hirlgbhihrer Aminosaure-
sequenz, insbesondere der VHD (very homolog domain), welche die Réraiogs-
stelle beinhaltet, vereint die Mitglieder der VEGFs. Nach diemrativen splicen kdnnen
die Wachstumsfaktoren zusatzlich in verschiedene Isoformen ailtteverden. Unter-
schiede zwischen den Mitgliedern und deren Isoformen zeigen sichhtiicsi ihrer Ver-

teilung in den Geweben, den Rezeptorbindungseigenschaften und den erzielten Wirkungen.

VEGFR-1 VEGER-2 VEGFR-3

11

Abb. 1 Die Familie der VEGFs und deren Rezeptoren ( Ferrara und Alitalo 1999).
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Die Signaltransduktion erfolgt Uber die Tyrosinkinaserezeptoren YVeGF-2 und -3
(Eriksson und Alitalo 1999). Zusatzlich existieren akzessorischepReea, welche durch
die Bindung der VEGFs aktiviert werden kénnen, darunter Neuropilinrezeptoren.

2.1.1.2. VEGF und seine Rezeptoren VEGFR-1 und -2

Ehrmann und Knoth wiesen in Experimenten mittels Milliporfilterneai humoralen
Faktor nach, welcher Uber Diffusion mitogen auf Endothelzellen wirktn&nn und
Knoth 1968). Dieser Tumorangiogenesefaktor (TAF) konnte aus humanen Tusrorzell
isoliert werden (Folkman et al. 1971). Erstmals als vasculangability factor (VPF) von
Senger und Mitarbeitern beschrieben wurde dieser Wachstumsfakter, spi Grund
seiner selektiven proliferativen Wirkung auf Endothelzellen, als FB€zeichnet (Senger
et al. 1983; Ferrara und Henzel 1989). Derzeit werden funf Isoformen unterschieden.
Die auf den Gefaliendothelzellen lokalisierten Rezeptoren VEGFR-YEG&#R-2 ermdg-
lichen die Signaltransduktion. VEGFR-2 wird vorwiegend auf den Endotlesizédr Blut-
gefalle exprimiert (Eriksson und Alitalo 1999). Experimente an knock ousévidweisen
VEGFR-2 als essentiell fir Vaskulogenese und Angiogenese aulsl{$le al. 1995).
VEGFR-1 wird zusatzlich auf monozytaren Zellen und hamatopoetisclannellen
exprimiert und ist auch in geloster Form vorhanden. Es wird angenomuass der
VEGFR-1 Uber die Bindung von VEGF-A eine regulierende Funktion auf&¥g&ung
wéahrend der Embryogenese hat (Shibuya 200B35F-A wirkt nicht nur mitogen, sondern
auch anti-apoptotisch und chemotaktisch auf Endothelzellen. Weiterhin nveide
erhohte Gefal3permeabilitat, die Aktivierung von Proteasen und Kollagendis Stimu-
lierung der Hamatopoese und der Monozytenmigration unter dem Einfluss BGR-X
beobachtet (Carmeliet 2008)ahrend der Embryonalentwicklung flihrt die Deletion eines
Allels von VEGF-A zur Letalitdt (Carmeliet et al. 1996). H&pression von VEGF-A
kann durch eine Vielzahl von Faktoren induziert werden. Hypoxie, als Konsegueer
inadaquaten Perfusion und eines erhdhten Sauerstoffbedarfs, steldiéii&fdung des
Transkriptionsfaktors HIF (hypoxia inducible factor), einen der poséste Induktions-
mechanismen dar (Shweiki et al. 1992). Ebenso kann durch Azidose dies&®pr
gesteigert werden (Fukumura et al. 2001). Die Sekretion von VEGHeAgtedurch
Fibroblasten, Makrophagen, Keratinozyten und auch Tumorzellen (Fukumura et al. 2001).
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2.1.2. Angiogenese in soliden Tumoren

Solide Tumore zeigen, ebenso wie deren Metastasen, ein angegeh&ngiges
Wachstum (Folkman 1990). Der Zusammenhang zwischen der Blutgefalaichtder
Prognose maligner Erkrankungen konnte =zuerst fur das maligne Meladaem
Prostatakarzinom sowie flir das Mammakarzinom gesichert wetdragtava et al. 1988;
Weidner 1995b). Noel Weidner stellt auBerdem die MikrogefalR3dichte albhamgigen
Faktor fir das Uberleben der Patienten heraus (Weidner 1995a).

Heute existiert eine kaum uberschaubare Anzahl von UntersuchungBlugefalldichte
an fast allen Tumorentitdten. Fur die Mehrzahl konnte ein signiGkafusammenhang
zwischen einer erhthten Mikrogefal3dichte und einer signifikant s¢atechPrognose,
gemessen an der verminderten Uberlebenszeit, festgestetierwdiWeidner 1995a).
Entsprechend den Ergebnissen der Blutgefaldichte, konnte eine erh6htesignpdes
Wachstumsfaktoren der Angiogenese in Assoziation mit dem Wawhstd der Metasta-

sierung solider Tumoren nachgewiesen werden (Carmeliet 2005).
2.1.3. MVD - ein hoffnungsvoller histopathologischer Prognosefaktor

Das, fur die Objektivierung der Angioneogenese, am weitesten \tetbreerfahren ist die
mittels spezieller Immunhistochemie realisierte quantiatiiessung der tumorassoziierten
MikrogefalRdichte. Ziel ist die Bestimmung des individuellen Ge#iGs eines malignen
Tumors (Folkman 1971). Zu den typischen Panendothelzellmarkern z&hl&d,ID 34
und FVIIIIVWE (von Willebrand Faktor). Die Intensitat der intratuniemaBlutgefaRdichte
zu bewerten, ging von Brem und Mitarbeitern aus (Brem et al. 1972MAIG-System
(microscopic angiogenesis grading system) beinhaltet dievéwtisng der Gefal3proli-
feration sowie der Endothelzellhyperplasie und -zytologie.

Noel Weidner pragte den Begriff der microvessel density (Y\A} histologisches
Korrelat der tumorassoziierten Angiogenese (Weidner 1995b). Bewartetie Blutge-
fal’dichte in den gefal3reichsten Tumorarealen, den vaskularen hotspateseladas
angiogene Potential des Tumors am besten widerspiegeln. Es wetdealén, Kapillaren
und Venulen ausgezahlt, wobei die Miterfassung von Lymphgefal3en untgendeing
von FVIII nicht ausgeschlossen werden kann. Die Gefal3dichte wird lache als
arithmetisches Mittel verschiedener Gesichtsfelder oder als absoinéhlAdes
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gefal3reichsten Gesichtsfeldes angegeben. Ein Mal3 fur die nufietisergung der Tumor-
zellen ist die PVC (perivaskular cuff).

Diese perivaskulare Manschette bezeichnet konzentrisch um eid &ejéordnete Tumor-
zellen. Je groRer die Entfernung der Tumorzellen von dem Blutgefsiid, gi®Rer ist die
Diffusionsstrecke und desto schlechter ist die Versorgung deorkzeiten (Hlatky et al.
2002).Diese Methode findet Anwendung in der experimentellen Effektivitatskontrolte nac
antiangiogener Therapie. Die Kapazitat eines Tumors die Bildungr igélutgefalle zu
induzieren korreliert nicht immer mit seiner Malignitat und auar deitpunkt des
angiogenen switch findet zu unterschiedlichen Zeitpunkten statt. DiesekdasitErstellen
eines angiogenen Profils jedes einzelnen Tumors erfordern (Folkman 1990).

Ziel der Messung der MikrogefalRdichte ist die Bestimmung ddsuldasn Status eines
Tumors. Auf Grund unterschiedlicher Untersuchungstechniken bestehtradberteebliche
Schwankungsbreite zwischen den einzelnen Untersuchungsergebnissenlp vesba
generelle Aussage zur MikrogefalR3dichte als Prognosefaktor unter Vorbe tratfen ist.

2.1.4. Anti-Angiogenese als zukunftsweisende Therapie solider Tumore

Das Tumorwachstum uber die Manipulation der Angiogenese zu verhinsieen iviel
versprechender Therapieansatz. Folkmann definiert Anti-AngiogeteS®@deugung der
Blutgefalineubildung, wonach ein wachstumsunféahiger Residualtumor verblgikngr
1972). Wie bereits erortert ist die Angiogenese ein komplexereBsp welcher auf ver-
schiedenen Regulationsebenen potentielle Angriffspunkte bietet.

Da VEGF-A eine zentrale Rolle einnimmt, stehen Antikorper gageGF-A und dessen
Rezeptoren VEGFR-1 und -2 im Mittelpunkt der Forschung. Die ernstisdtie Zulassung
erhielt der Angiogeneseblocker Bevacizumab (Avastatin®) im &el2004 fur die
Therapie des metastasierten Kolonkarzinoms. Uber kompetitive Hemwitohglie Bin-
dung von VEGF-A an seine Rezeptoren verhindert. Die Wirksamkeit lgshefoly-
chemotherapien konnte durch den Zusatz des monoklonalen Antikdrpers gesteidert.
Es zeigte sich ein signifikanter Riickgang des Tumorwachstumb)etastasierung sowie
der Mikrogefal3dichte in 20 verschiedenen Tumorzelllinien (Gerber Ramtara 2005).
Weiterhin ist der Einsatz physiologischer Angiogeneseinhilmtodarunter Thrombo-
spondin, Angiostatin und Endostatin sowie synthetisch hergestellteroddzr Bakterien-
stoffe wie AGM-147 (Fumagillin) in klinischer Erprobung (Bicknell 2002).
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Zunehmend wird die Anti-Angiogenese als metronomische Therapgesstzt, wodurch
Langzeiteffekte gesichert werden sollen, da nach Absetzen dengiotienen Therapie ein
erneutes Gefallwachstum beobachtet wurde. Neu ist der Gedanke tomieréssBlut-
gefalRe selektiv auf Grund spezifischer Oberflacheneigenschafti#slsnaytotoxischer
Substanzen anzugreifen.

Die antivaskulare Therapie fuhrt Gber die Zerstorung der Gefal3& urnorzellnekrose
(Tozer 2003). Antikdrper gegen die extrazellulare Doméne von Fibronékdirbsreits in
Erprobung (Nilsson et al. 2001). Trotz aller Bemihungen bleibt die Amdiegenese in
vivo hinter den Erwartungen der experimentellen Ergebnisse zurtick. Gatiimdscheinen
der komplexe Steuerungsmechanismus und die Fulle unterschiedlicher Wresfhktoren
zu sein, welche durch Uberschneidungen ein sich gegenseitig erdgész&ystem

darstellen.

2.2. Lymphgeféalie in der aktuellen Gefal3forschung

Das Lymphgefal3system durchzieht den Korper als dichtes Netzwerklibd endenden
Kapillaren verfigen Uber eine diskontinuierliche Basallamina unddjipende Interzel-
lularkontakte. Neben der Regulation der Flussigkeitshomoostatsitlymphgefaldsystem
mit den zwischengeschalteten Lymphknotenstationen fur die Antigenatise und
Immunzellproliferation unentbehrlich. Daneben stellen die Lymphgeséite Hauptroute
der Tumormetastasierung und Ort der Lymphangiosa carcinomatosa datr.

Auf Grund der Fokussierung wissenschaftlicher Forschung auf das falRgégstem und
aus Mangel an spezifischen Markern zur Darstellung der LympBgeféistieren bis heute
nur unzureichende Informationen Uber die Entwicklung und das Wachstum der -Lymph
gefalRe. Die hohe Frequenz mit welchen Tumoren in das Lymphge&ifisystastasieren
macht deren Bedeutung fur die Tumorprogression deutlich. Die Entdgdpezifischer
Lymphendothelzellmarker erméglichte in den letzten Jahren erhebffiortschritte in der
Erforschung des Lymphgefal3systems und den Mechanismen der Lymphanggogene

In Abbildung 2 ist die aktuelle Interpretation der lymphogenen Metastng dargestellt,
wonach Tumor- und Stromazellen analog der Angioneogenese lymphanghgees-
tumsfaktoren sezernieren und die daraus resultierende Erweiteasndyrdphatischen
Fensters die Wahrscheinlichkeit des Eindringens fur TumorzellesieinLymphgefalle

steigert.
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Abb. 2 Von den Tumorzellen sezernierte lymphangiogene WachstumsfaktorentedaV EGF-C
und -D, regen vorbestehende Lymphgefal3e zur Proliferation an. akséigwirkt VEGF-C eine

Lumenerweiterung der peritumoralen Lymphgefal3e (Achen et al. 2005).
2.2.1. Die Wachstumsfaktoren der Lymphangiogenese

VEGF-C ist der erste identifizierte Wachstumsfaktor, weldpazifisch auf Lymphendo-
thelzellen wirkt (Joukov et al. 1996). Auf Grund der strukturellen Ahnli¢rkeVEGF-A
wurde VEGF-C in die Familie der VEGFs integriert. Als besoesiéterkmal gelten die C-
und N-terminalen Erweiterungen. Die 58 kD schwere Vorstufe voBRE wird schritt-
weise durch proteolytische Spaltung der C- und N-terminalen Endereimeitfie funktio-
nale Form Uberfuhrt. Die Serinprotease Plasmin gilt als pot&kterator (McColl et al.
2003). Unprozessiert kann VEGF-C den VEGFR-3 binden. Die reife FormiteDiiméere
der homologen Bindungsdomane (VHD), durch welche die zusatzlichéumdy des
VEGFR-2, dem wichtigsten Rezeptor der Angiogenese ermdglictitdie Affinitat zu
VEGFR-3 erhéht wird (Joukov et al. 1996).

Experimentelle Demonstrationen belegen, dass VEGF-C prolferaginti-apoptotische
und migratorische Signale Uber VEGFR-3 auf Lymphendothelzellenréige(Makinen et
al. 2001). Die Uberexpression in der Epidermis transgener Mause fiiinrtéyperplasie
und Proliferation der Lymphendothelzellen (Jeltsch et al. 1997). Inwitkh VEGF-C in
prozessierter Form zusatzlich mitogen, chemotaktisch und pernégabtikigernd auf
Endothelzellen und BlutgefalRe. Diese Effekte werden vermutlich dbe VEGFR-2
erzielt (Joukov et al. 1996).

10
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VEGF-D entspricht in seiner Aminosauresequenz zu 48% VEGF-C. DaVBGF-C

und -D Uber C- und N-terminale Erweiterungen verfiigen und alsigstdtinduktoren der
Lymphangiogenese gelten, wird Uber die Zugehorigkeit zu einbfaBiilie diskutiert
(Achen et al. 1998). VEGF-D wird ebenso initial als Preproproteinhstistert und in
ahnlicher Weise wie VEGF-C prozessiert. Die reife Form hiMiEGFR-2 und VEGFR-3

mit erhohter Affinitat (Achen et al. 1998). Angiogene und lympharegiegWirkungen
konnten fur VEGF-D nachgewiesen werden. Allerdings wurde in F4BGdeletions-
mutanten Mausen keine Stérung der Lymphangiogenese beobachteti(Baticl. 2005).
Demnach kann der Funktionsverlust durch andere Wachstumsfaktoren kompensiert werden.
VEGFR-3 wird im adulten Organismus auf Lymphendothelzellen exptinMéihrend der
frihen Embryogenese ist der Rezeptor auf dem gesamten Endofirederu Zu diesem
Zeitpunkt vermittelt VEGFR-3 Signale fur die Entwicklung des lardskularen Systems.
Ab dem 14.5 embryonalen Tag wird die Expression auf Lymphendothelzellen beschrankt.
VEGFR-3 gilt als bedeutsamster Rezeptor in der Signaltransdut@oriLymphangio-
genese und ist fur die Reifung und Proliferation von Lymphendothelzellantwertlich
(Veikkola et al. 2001). Die raumlich assoziierte Expression deeR&und ihren Rezep-

toren lasst auf einen parakrinen Stimulationsmechanismus schliel3en.

2.2.2. Die Entwicklung spezifischer molekularer LymphgeféalRmarker

Die Differenzierung zwischen LymphgefaRen und Blutgefal3eri steli insbesondere fir
Kapillaren problematisch dar. Lymphgefal3e weisen eine Instabititd/erlauf der Ge-
webeaufarbeitung auf, weshalb in histologischen Schnitten durch dabidxé Lumen
eine ldentifikation erschwert wird. Methoden, wie die Tuscheimgakin vitale Lymph-
gefalR3e oder die elektronenmikroskopische Untersuchung, stellen aufevemdighur be-
grenzt einsetzbare Verfahren dar. Im Zeitalter der Immunhistuel&ehen durch moleku-
lare Marker neue und vielseitig einsetzbare Werkzeuge zur iselekDarstellung von
Gewebestrukturen zur Verfigung. Uber die farbliche Kennzeichnpegjfischer Ober-
flachenmolekile konnen die Gefalle im Gewebe sichtbar gemacht weviterder
Anfarbung einzelner Basallaminakomponenten, wie Laminin, Fibronektin undIMyp
Kollagen gelang die indirekte Differenzierung zwischen den beiddal3&pen (Nerlich
und Schleicher 1991). Durch die Entdeckung spezifischer Lymphendothelkelima

konnte spater der direkte Nachweis von Lymphgefal3en im Gewebe erfolgen.
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Auf Grund des gemeinsamen embryonalen Ursprungs von Blut- und Lymphgefé@en
eine Vielzahl von Oberflachenmolekulen auf beiden Gefal3typen exprimiert.

Dies stellt, insbesondere unter pathologischen Bedingungen, eine beseram@ematik in

der Etablierung selektiver Lymphendothelzellmarker dar. Im LdefeZeit werden stetig
neue Molekile identifiziert, die einer kritischen Prufung bedurfen.\NKEGFR-3 wurde
1998 erstmals von einem selektiv auf Lymphendothelzellen exprimiertenfl&hen-
molekdl berichtet (Jussila et al. 1998). Als Rezeptor fir Wach&iktosen kann VEGFR-

3 zur Erforschung der Lymphangiogenese und zur GefalRdifferenzigrwagkuléaren Tu-
moren eingesetzt werden (Partanen et al. 1999). WeiterfihrenderStudiflammatorisch
und neoplastisch verdnderten Geweben enthiliten die Expression auf nkletgebi
BlutgefalRen, weshalb die Selektivitat eingeschrankt ist (Witmer 20@1).

Podoplanin ist ein 38 kD Membranprotein, welches erstmals 2001 auéwgi@men Podo-
zyten entdeckt und im Weiteren als lymphspezifisch beschrieben wurde (Bieitéheleff

et al. 1997). Es wird angenommen, dass die Expression auf Endotheigelkngio-
sarkoma deren lymphogenen Ursprung anzeigt. Die genaue Funktion ist jedoch unbekannt.
Die Defizienz von Podoplanin mindet in einem kongenitalen Lymphédem (Sataaiht
2005). Podoplanin wird in der Differentialdiagnostik vaskularer Tumoren und rin de
Bewertung der LymphgefaRdichte eingesetzt (Ordonez 2006). Die eserdiStudie
verwendeten neuen Lymphendothelzellmarker Lyve-1 und D2-40 werden imré&Meite

einzeln besprochen.

2.2.2.1. Lyve-1

Der Lyve-1 Rezeptor (lymphatic vessel endothelial hyaluronaepter-1) ist ein 322
Aminosauren langes integrales Typ | Membranprotein. Die 41%gagadtbgie zu CD44
fuhrte zu seiner Entdeckung, als weiteres Mitglied der Link Sampdre mit typischer
extrazellularer Hyaluronbindungsdomane (Banerji et al. 1999). Lyve-1 var@dasschliel3-
lich auf Lymphendothelzellen kleinerer LymphgefaRe und Lymphgefalkdapil expri-
miert. Die Bindung und Internalisierung von Hyaluron, welches zu 80% ubéydiphge-
falRe aus dem Gewebe abtransportiert wird, erfolgt Giber denlRezeptor (Prevo et al.
2001). Als Glycosaminoglycan ist Hyaluron ein wichtiger Bestahder extrazelluléaren
Matrix mit vielseitigen Funktionen fir die Interaktion von Zellen veddd Embryogenese

und Wundheilung.
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Seit kurzem wird angenommen, dass Lyve-1 fUr die rezeptoriteltimi Migration von
Leukozyten durch das Lymphendothel verantwortlich ist (Jackson et al. 20@djbed
hinaus konnte Lyve-1 auf sinusoidalen Endothelzellen von Leber und Milz sodvigem
Tubulusepithel der Niere nachgewiesen werden (Banerji et al. .188%)este Studien
zeigen weiterhin eine Expression auf aktivierten Gewebemakroplhageitammatorisch
und neoplastisch verandertem Gewebe (Schledzewski et al. 2006) savie
hochendothelialen Venulen der Lymphknoten (Wrobel et al. 2005). Eine Krkiinmtéa
zu Blutgefalien, Fibroblasten oder Epithelzellen im normalen und pagdiogranderten
Geweben konnte bislang nicht nachgewiesen werden (Akishima et al. RQ@d)1 zeigt
somit ideale Voraussetzungen zur Identifikation und Quantifizierung yomphgefal3en

im histologischen Routinematerial.

2.2.2.2. D2-40

Im Jahr 2002 beschrieben Kahn und Mitarbeiter erstmals die seldkgmphgefal3dar-
stellung mittels D2-40. Es handelt sich um einen Antikdrper, welcbbktss das

onkofetale M2A, ein fixierungsresistentes Epitop eines Sialoglykeipgterkennt (Kahn
et al. 2002). M2A wird auf Lymphendothelzellen von Lymphkapillaren, Kollektiarnd

Sammelrohren exprimiert. Neben der Markierung von LymphgefaehD®-40 in der

Diagnostik testikularer Stammzelltumoren eingesetzt (Marks et al. 1999).

Weiterhin scheint D2-40 in der Differentialdiagnostik des Pleesmthelioms nttzlich zu
sein (Ordonez 2005, Muller et al. 2006). Der Einsatz von D2-40 in demesnhg des
Ursprungs vaskularer Tumoren ist ebenso eine Anwendungsmaogligkékr et al. 2002).
Die von Kaiserling 2004 durchgefihrte Studie zur Analyse D2-40 pesiBtrukturen in
normalen und pathologisch veranderten Geweben zeigte das wekteReEspektrum von
D2-40 auf. Insbesondere mesenchymale Zellen wie glatte MudkalzElbroblasten und
Myofibroblasten reagieren positiv. Auf3erdem wird Uber eine schwaeaktiBn des Zyto-
plasmas sowie der Zellkerne von Stroma- und Tumorzellen, unter enfi@relas orale
Plattenepithelkarzinom, berichtet. Blutgefaliendothelzellen hingegen wurdemaigiert.

In dem Wissen uber die Kreuzreaktivitdt scheint D2-40 fir die Anféylund Differen-
zierung normaler, reaktiver und neoplastischer Lymphendothelzellenngeeig sein
(Kaiserling 2004).
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2.3. Mechanismen der Metastasierung solider Tumoren

Das heutige Verstandnis Uber die Verbreitung von Tumorzellen basieder 1889 von
Paget postulierten ,seed and soil“ Hypothese (Paget 1889). Diemgt begass eine Tumor-
zelle eine Affinitat zu einem Zielgewebe besitzt und nur ausesre Nahrboden zum
Wachstum beféahigt ist. Die aktuelle Interpretation formuliert zwei Grunzipien als Vor-
aussetzungen der Metastasierung. Zum einen besteht der Tumorterogdreen Zellen
(Fidler 2003). Diese Subpopulationen entstehen infolge des Selektionsdanias
genetische Mutationen (Nowell 1976). Dabei weisen die einzelnelpogalationen
unterschiedliche Eigenschaften hinsichtlich Morphologie, Wachstumsraaeyotp,
Chemosensitivitat und der Fahigkeit zur Metastasierung auf (R20@B). Zum Zweiten
kommt der Interaktion von Tumorzellen mit der sie umgebenden ebiitaren Matrix,
Uber die Schaffung eines optimalen Wachstumsmilieus, eine entsuteiRelle zu (Fidler
2003). Die Metastasierung ist ein komplexer Prozess basierergbaetischen Verander-
ungen und Zell-Matrix-Interaktionen. Im Lauf des invasiven Wachstums kosioén
einzelne Zellen durch den Verlust der Zell-Zell-Adh&sion aus @amorverband I6sen.
Durch Sekretion proteolytischer Enzyme, wie Matrixmetallo@sd@ werden Basal-
membran und extrazellulare Matrix degradiert.

Die Expression spezifischer Oberflachenmolekiile erméglicht déeffen an die extra-
zellulare Matrix und die Migration sowie das Eindringen in diddGe. Im Gefal3system
mussen die Zellen der korpereigenen Immunabwehr entgehen. Die Immunekeaasion
Uber verschiedene Mechanismen, wie Fibrinummantelung und vermindertéhdbanes
Leukozytenantigen) Expression realisiert werden. Mittelsiipelzer Adhasionsmolekiile
gelingt das Anheften und die Aktivierung des Zielendothels.

Nach der Retraktion der Endothelzellen erfolgt die Migration in slibendotheliale
Extrazellularmatrix und die Invasion in tiefer gelegenes GeweMikrometastasen,
bestehend aus wenigen Zellen, proliferieren analog dem Primartagioganeseabhangig
(Folkman 1990). Um einen Sekundartumor zu etablieren missen alle eSatheitt
Metastasierungskaskade tberwunden werden. Die Realisierungtgeiin 0,01% der
zirkulierenden Tumorzellen (Hart und Fidler 1980). Zeitpunkt und Mechanisieen
Metastasierung sowie deren Lokalisation zeigen eine grof3e igasiteite. Hamatogene
und lymphogene Metastasierung sind die primaren Formen, wobeiratie Rach dem

Zugang von Tumorzellen zu den Blut- und Lymphgefal3en bisher nicht aufgeklart ist.
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2.4. Zielstellung

Gegenstand dieser Arbeit ist die gemeinsame standardigigagsung der Lymph- und
Blutgefaldichte in formalinfixiertem paraffineingebettetemw&ige pharyngealer Platten-
epithelkarzinome. Durch die Korrelation zu bekannten histopathologischegnd2e-
parametern, insbesondere zu der synchronen nodalen Metastasierudgg Beldeutung

der Lymphgefal3dichte fir dieses Karzinom bestimmt werden.

Teilaspekte

1. Immunhistochemische Darstellung von Lymphgefal3en in neoplastischem und nicht

neoplastisch verandertem Gewebe des Pharynx mittels Lyve-1 und D2-40.

2. Immunhistochemische Darstellung von Blutgefal3en unter Verwendung des

Endothelzellmarkers FVIII als bekanntes prognoserelevantes Verfahre
3. Quantitative Bewertung der Blut- und Lymphgefal3dichte in Invasionszone und
zentralen Anteilen pharyngealer Plattenepithelkarzinome sowie in nicht neo-

plastisch verandertem Gewebe.

4. Korrelation von Blut- und Lymphgefal3dichte zu bekannten histopathologischen

Prognoseparametern.

5. Evaluierung der Blutgefal3dichte in Korrelation zur Lymphgefaf3dichte.
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3. Material und Methoden

3.1. Gewebematerial

Untersucht wurde das Resektionsgewebe von 57 pharyngealen Pldttdkamtnomen.
44 Praparate stammen aus dem Oropharynx und 13 aus dem Hypopharynen&rPati
waren weiblichen und 48 mannlichen Geschlechts. Zusatzlich erfdlgt Begutachtung
von nicht neoplastisch verdndertem Gewebe. Dieses stammt absngdllektomie-
praparaten und 5 tumorfreien Resektatrandern aus 3 pharyngealen Karzinooh 2
Laryngektomiepraparaten. Alle Praparate entstammen der Kliniklals-Nasen-Ohren-
heilkunde und dem Institut flr Pathologie des HELIOS-KIlinikums Erfustdem Zeitraum
von 2002 bis 2007. Die Bewertung der Histologie erfolgte nach einheitliStandards.
Eine Ubersicht bezuglich der Ausdehnung des Primartumors (pT), derenodal
Metastasierung (pN) und des Gradings (G) im Patientenkollekberg Tabelle 1, 2 und 3.
Eine Invasion der Lymphgefal3e (L1) bestand in 11 Fallen und konnte inll28 HZD)
ausgeschlossen werden. In 27 Fallen (Lx) erfolgte keine Bewertundtydgohgefal-
invasion. Die klinische Diagnose wurde durch eine konventionelle Histdiobtenikros-

kopisch gesichert.

Tab.1 T-Kategorie (pT) der untersuchten Plattenepithelkarzinone
T-Stadium Tis T1 T2 T3 T4a T4b
Patientenzahl| 1 10 31 13 2 0

Tab.2 Nodale Metastasierung (pN) der untersuchten Plattenepithiehrzinome
N-Stadium NO N1 N2 N2a N2b N2c N3 N+
Patientenzahl| 22 12 2 0 16 3 1 34

Tab.3 Grading (G) der untersuchten Plattenepithelkarzinome
Grading Gl G2 G3 G4
Patientenzahl 4 33 18 1
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3.2. Klassifikation pharyngealer Plattenepithelkarzinome

Die Einteilung pharyngealer Plattenepithelkarzinome erfolgt anhanido#talisation sowie
durch Typing, Grading und Staging. Diese Parameter stellenadis &ir die Einschéatzung

der Prognose und die Entscheidung Uber die Therapiestrategie dar.

3.2.1. Lokalisation

Karzinome des Pharynx werden nach UICC (Union International cant@armcer) in drei
anatomische Bezirke unterteilt: Nasopharynx, Oropharynx und Hypopharynx.

Zur genaueren Tumorlokalisation kdnnen weitere Unterbezirke zuggosgnden, welche
mit Hilfe des ICD-10 Codes verschlisselt werden. Innerhalb desh@rynx befinden sich
die Karzinome im Bereich des hinteren Drittels des Zungengruddesyalleculae und
den Tonsillen, der Fossa tonsillaris und den Gaumenbdgen sowie in deotGieskar-

furche. Weiterhin auf der oralen Oberflache des weichen Gaumengjvdé&a und der
Pharynxhinterwand in Hohe des Oropharynx. Zum Hypopharynx werdennkarei des
pharyngodsophagealen Uberganges, des Sinus piriformis und der Pharywsmidtein

Hohe des Hypopharynx, gezafWlittekind et al. 2002).

3.2.2. Typing

Nach der Welt-Gesundheits-Organisation (Barnes et al. 2005, WHQ 2@d%en pharyn-
geale Plattenepithelkarzinome auf Grund unterschiedlicher Wachsgemsehaften in
folgende morphologische Varianten unterteilen.

» normales Plattenepithelkarzinom, darunter das Carcinoma in situ (Cis),

das mikroinvasive Plattenepithelkarzinom und das invasive Plattenepithelkarzinom

» verukkdses Plattenepithelkarzinom

» basaloides Plattenepithelkarzinom

= papillares Plattenepithelkarzinom

» akantholytisches Plattenepithelkarzinom

» adenomatoses Plattenepithelkarzinom
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3.2.3. Grading

Das Grading erméglicht anhand des histologischen Préparateéussage zum Malig-
nitdtsverhalten eines Tumors zu treffen. Die Methode wurde dsswoa Broders zur
Bewertung des oralen Plattenepithelkarzinoms beschrieben (B0 Das Verhaltnis
differenzierter zu undifferenzierten Zellen stellt die Grundldgeses Bewertungssystems
dar. Wahrend die Arbeitsgruppe von Broders die Histologie des gasarumors be-
trachtete, konnten Bryne und Mitarbeiter zeigen, dass das Gradihg/dsionszone oraler
Plattenepithelkarzinome eine hdhere prognostische Aussagekraft ligsite €t al. 1992).
Bis heute existiert kein einheitliches Gradingsystem funétapithelkarzinome der Kopf-
Hals-Region. Das hier verwendete Grading orientiert sich anVaegaben der UICC
(Wittekind et al. 2002). Danach kdnnen Karzinome als gut differengi&l), malig
differenziert (G2), schlecht differenziert (G3) sowie undiffetiert bzw. anaplastisch (G4)
eingestuft werden. Wobei ein hoher Differenzierungsgrad (G1l/3ratmostisch gunstig
zu bewerten ist. Die Zuordnung erfolgt tGber die Bewertung funf morpisotugy Kriterien
in den am wenigsten differenzierten Anteilen, dazu zahlen: Gragdedatinisierung, Kern-
polymorphismus, Anzahl der Mitosen, Struktur der Invasionszone und Intedsitat

Entzindungsreaktion.

3.2.4. TNM-Klassifikation

Die anatomische Ausdehnung der Tumorerkrankung wird anhand der Ausbregsngskl
sifikation nach der UICC bestimmt (Wittekind et al. 2002). Dabedesmrdie lokale Aus-
dehnung des Primartumors (T), der Befall regionaler Lymphknoten uiN) das
Vorhandensein von Fernmetastasen (M) getrennt voneinander bestimmtdandlummor-
formel (TNM) zusammengefasst. Die Bewertung kann sowohl kliniscHurch manuelle
Untersuchung, Endoskopie und bildgebende Verfahren, als auch histopattiol@g),
durch makroskopische und mikroskopische Gewebebegutachtung, erfolgen.

Als zusatzlicher Parameter kann die LymphgefaRinfiltration estimmt werden. Die
aktuell gultigen UICC Kriterien fur Karzinome des Oro- und Hypopia sind Tabelle 4

ZU entnehmen.
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Tab. 4 TNM Klassifikation fur Oropharynx- und Hypopharynxkarzinome (Wittekind .2@(02)

c/pT | Ausdehnung des Primartumors

Tx |[Primartumor kann nicht beurteilt werden

TO |Kein Tumor nachweisbar

Tis |Carcinoma in situ

T1 |[Tumor < 2cm in grofRter Ausdehnung oder auf Unterbezirke des Hypopharynx
beschrankt

T2 | Tumor 2 — 4cm in grofdter Ausdehnung oder mehr als ein Unterbezirk des
Hypopharynx betroffen, ohne Fixation des Hemilarynx

T3 | Tumor> 4cm in groRter Ausdehnung oder mit Fixation des Hemilarynx
Infiltration der Nachbarstrukturen: Larynx, duf3ere Zungenmuskulatur,

T4a | Lamina medialis des Procc. pterygoideus, harter Gaumen, Unterkssfeitd/
Ringknorpel, Zungenbein, Schilddriise, Osophagus, zentrale Halsweichteile
Infiltration der Nachbarstrukturen: M. pterygoideus lateralis, banateralis deg

T4b | Procc. pterygoideus, Schadelbasis, A. carotis interna, pravertebeaeie,
mediastinale Strukturen

c/pN | Regionare Lymphknoten

Nx | Regionare Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden

cNO | Keine regiondren Lymphknotenmetastasen

pNO | Nach selektiver Neck-Dissektion und Histologie ven6 Lymphknoten bzw,
radikaler oder modifizierter Neck-Dissektion und HistologidO Lymphknoter
keine Infiltration nachweisbar

N1 | Metastase in solitarem ipsilateralen Lymphknate8tm in grof3ter Ausdehnung

N2 | Lymphknotenmetastasen spezifiziert nach Na, Nb und Nc

N2a| Metastase in solitdrem ipsilateralen Lymphknoten 3 — 6 cm in grof3ter Ausdehnung

N2b | Metastasen in multiplen ipsilateralen Lymphknoteicm in gro3ter Ausdehnung

N2c | Metastasen in bilateralen oder kontralateralen Lymphknstegtm in grof3te
Ausdehnung

N3 |Lymphknotenmetastase(®)6cm in grofdter Ausdehnung
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c/pM | Fernmetastasen

Mx | Fernmetastasen konnen nicht beurteilt werden

MO |Keine Fernmetastasen

M1 | Fernmetastasen vorhanden

pL | LymphgefaRinvasion

Lx | LymphgefaRinfiltration kann nicht beurteilt werden

LO | Keine LymphgefaRinfiltration

L1 | Lymphgefalinfiltration

3.3. Paraffineinbettung und konventionelle Histologie

Unmittelbar nach der operativen Entfernung wurde das Tumorgewehbeaein 48igen
PBS-gepufferten (Phosphate buffered saline) Formaldehydlésung fBtu2den fixiert.
Anschlie3end in 5C heiRem Paraffin (Pastillen, Vogel, Deutschland) mittelsh&i-
automaten (Tissue TEK® VIP, Sakura, Deutschland) eingebettet und diee
Ausgiel3station (Paraffin-Ausgiel3-Station EG 1150 C+H, Leica, Dedatsd) in Bl6éckchen
gegossen.

Von diesen Blockchen angefertigte 4um dicke Paraffinschnittdnli@amikrotom,

Microm, Deutschland) wurden fur 25min bei°@im Trockenschrank (TDO66, medite,

Deutschland) getrocknet. Im Farbeautomaten (Multifarbeautoma® RB00, Sakura,
Deutschland) wurden die Schnitte dann wie folgt entparaffinisg@iiung mit Xylol fir 2

X 2:30min, mit 100%igem Alkohol fur 2:30min und mit 96%igem Alkohol sowie fé¥hi
Alkohol fur jeweils 1min. Zur Anfertigung der konventionellen Histologréolgte die
Kernfarbung mit Hamalaun nach Meyer (6g Hamatoxylin, 0,4g ilNajodat, 100g
Kalialaun, 100g Chloralhydrat, 2g Zitronensdure auf 2000m| Aqudllides). Daran
schloss sich eine 3minitige Farbung in alkoholischer Eosin-Y-Losung Et3in, 8
Tropfen konzentrierte Essigséure, auf 100ml Aqua destillium) an.

AbschlieRend wurden die Praparate Uber eine aufsteigende Alkohokieither in Xylol
Uberfihrt und im Eindeckautomaten (SCA — 5600, Sakura, Deutschland) mit einem

dreischichtigen Film tberzogen.
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3.4. Immunhistochemie

Der selektive immunhistochemische Nachweis spezifisch im hggsoloen Schnitt

gebundener Antikorpererfolgte mittels LSAB-Methode (Labelled-StreptAvidin-Biotin

Methode).

3.4.1. Vorbehandlung des Gewebes

Zur Vorbehandlung wurden die 4um dicken Gewebeschnitte wie folgtrafitpiert: in
Xylol fur 3 x 5min, in 100%igem Alkohol fur 2 x 5min sowie in 90% und 70%ige

Alkohol fur jeweils 1 x 5min. Anschlie3end erfolgte eine Spulung mit destilliertess&va

Die Freilegung der Epitope im Gewebe erfolgte mittels Hithezierter Epitop-

demaskierung. Dazu wurden die Gewebeschnitte im auf 94°C aufgew@dDantgofgarer
(Multi Gourmet Dampfgarer, Braun, Deutschland) fir 30min bei 99°C ¢¢kond
anschlieend in einer fir jeden Antikorper spezifischen Demaskietsnggl (Tab.5) fur
20min abgekihlt. Die Farbung mit F8/86 erforderte zusatzlich die enzgma Andauung

des Gewebes mit Proteinkinase K (Proteinkinase K, Dako, Danemark).

Tab. 5. Verdinnung und Einwirkzeit der Demaskierungslésungen fir die verwendet&irfati

21

min

min

Antikdrper | hitzeinduzierte Epitopdemaskierung

-Klon

Lyve-1 pH 6,1 in Target Retrieval Solution (51699, 1:10, Dako, Danemark) fur 20
D2-40 pH9 in Target Retrieval Solution (S2367, 1:10, Dako, Danemark) fur 20
F8/86 pH 6,1 in Target Retrieval Solution (S3020, 1:10, Dako, Danemark) fur 10

min

3.4.2. Priméare Antikorper

Die Spezifitdt der verwendeten Antikorper ist aus dem Samiftbekannt. Das erkannte

Gewebeantigen sowie der Antikdrperklon, Verdinnung, Herkunft und Literatignmuzel

den einzelnen Antikdrpern sind in Tabelle 6 zusammengefasst.
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Tab. 6: Ubersicht iber das zu erkennende Antigen, Verdiinnung, Bezugsquelletewradukider

verwendeten Antikorpern Lyve-1, D2-40 und F8/86.

Antigen Antikorper- Verdinnung | Firma Referenz
Klon

Lyve-1 LYVE-1 1:40 DCS, Deutschland | Banerji et al. 1999
Polyklonales Jackson et al. 2001
Kaninchen IgG

MW40K D2-40 1:100 SIGNET, USA Kahn et al. 2002
Monoklonales
Maus 1gG1

VWF F8/86 1:200 DakoCytomation, | McComb et al. 1982
Monoklonakes Danemark A/S
Maus IgG1

3.4.3. Die LSAB-Methode

Die LSAB-Methode beruht auf einem in drei Schritten realisremdirekten Antigennach-
weis (Abb.3). Giorno zeigte, dass diese Methode die bisher hochssidtat im Ver-
gleich zu analogen immunhistochemischen Verfahren wie beispisksvasr APAAP-
Methode (Alkalische Phosphatase Anti-Alkalische Phosphatase-Mégthedizt (Giorno
et al. 1984). Die LSAB-Methode wurde mittels zertifizierterakD REAL Detektions
System K5005 Autostainer durchgefuhrt.

Im ersten Schritt wurde das Gewebe mit einem optional verdiruri&anjugiertem
Primérantikérper (Tab.6), (Antibody Diluent S2022, Dako, Danemark) feB0B@in bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlielRend erfolgte, Uber die Zugabe elektiDnskits
(K5005, Dako, Danemark), fir 20min die Farbung der Schnitte.

Der Detektionskit enthielt den mit Biotin markierten Sekundarantiko(pestinylated
Secondary Antibodies, Dako, Danemark). Dieser, auch als Brickenantik@&zgechnet,
ist gegen das Fab Fragmente des Primarantikérpers gerichtdiemhdier Vernetzung des
Primé&rantikdrpers mit dem Enzymmarkierten Streptavidin. Im driehritt erfolgte,
ebenfalls fur 20min, die Inkubation des mit Alkalischer Phosphathasadierign Strept-
avidin (Streptavidin Alkaline Phosphathase, Dako, Ddnemark), welcithé®her Affinitat

das kovalent vernetzte Vitamin Biotin des Sekundarantikorpers bindet.

22
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Die 8minitige Applikation der Substrat-Chromogen-Losung (Chromogen RERQ,
Déanemark) fuhrte dann zur Bildung eines Prézipitates am OrtAdggen-Antikorper-
Komplexes. Um das Farbergebnis zu optimieren, wurde die Subst@nQipgen-Losung

ein zweites Mal fir 8min appliziert. Lichtmikroskopisch konnte dadasitigen durch die
entstandene kontrastreiche Rotfarbung identifiziert werden. Zwistée einzelnen Inku-
bationen wurden die Schnitte grindlich mit Waschpuffer gespult (Autestd&uffer
S3006, 1:10 verdunnt, Dako, Danemark). AbschlieBend erfolgte die Kernfarbung mit
Hamatoxylin (S2020, Dako, Danemark). Nach einer letzten SpulunyVasser wurden

die Gewebeschnitte Uber eine aufsteigende Alkoholreihe in Xylofflilverund mittels

Eindeckautomaten (Tissue-Tek-SCA, Vogel, Deutschland) mit einem Film tbkerzog

st it Alkalischer Phosphatase

konjugiettes Streptawvidin

biotmylerter . biotmylierter
Sekundarantikérper Sekundirantkérper

| Primarantik érper g Priméarantilrper | Primarantikérper

_ ' |
/) a‘»ﬁx ,_,4; !\&{\ ’f}j L\X
AN= AN AN

Scloatt 1 Scluitt 2 Scluitt 3

Abb. 3 zeigt die einzelnen Schritte des Antigennachweises mittels LSABdde

(modifiziert nach Boenisch et al. 2003, DakoCytomation)

3.4.4. Bewertung der Immunreaktion

Die lichtmikroskopische Auswertung und photographische Dokumentation der immun
histologischen Befunde erfolgten mittels Lichtmikroskop (BX50, OLYMPU&pan) und
Kamera (U-ULH, Olympus, Japan). Orientierend an der Vorgehessvasr Bewertung
der Mikrogefal3dichte von Noel Weidner (Weidner 1995a), wurden diebgefaschnitte

bei 40 und 100facher Vergréf3erung untersucht, um die Bereiche mit der hdchsten
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Gefalldichte, die hotspots, zu identifizieren. Pro Praparat wurdensjéveeprasentative
Messfelder in der Invasionsfront sowie in den zentralen AnteileM de®rs ausgewahlt.
Mit 200facher VergrolRerung erfolgte die quantitative Auswertdeg mittels LSAB-
Methode markierten Blut- und LymphgeféaRe. Die Gefal3dichte wursledial mittlere
Anzahl markierter GefalRe pro 200x Feld jeweils fur Blut- und Lymiaifigge sowie
Invasionsfront und zentrale Anteile fir jeden Tumor einzeln angegehberAudzahlung

fand ohne Kenntnis der jeweiligen Tumorstadien statt.

3.5. Statistische Auswertung

Zur Auswertung der Messergebnisse wurden das arithmetisdted diwie der Standard-
fehler berechnet. Die statistische Analyse moglicher Zusaiémge zwischen der
quantitativ. bewerteten Blut- und Lymphgefal3dichte und der Tumorausly®itun
klassifikation sowie dem Grading wurde mittels exakten Wilcox@amMWhitney-Tests
(U-Test) fur ungepaarte Stichproben durchgefiihrt. Vorteil dektem Wilcoxon-Mann-
Whitney-Tests ist seine Anwendbarkeit im Rahmen kleiner Stichpuoti@mge. Um eine
Abhangigkeit auf dem Signifikanzniveaw = 0,05 (einseitige und zweiseitige Frage-
stellung) zu prifen, wurde der p-Wert berechnet. Das Ergebnialgaignifikant, wenn p
< 0,05. Die Bewertung der Zusammenhange zwischen der Blutgefal3dichteleund
LymphgefaRdichte erfolgte durch eine Korrelationsanalyse zaredBnung des
Korrelationskoeffizienten nach Pearson. Weiterhin wurde eine binarstifofpe
Regressionsanalyse, zur Auswertung der prognostischen Wertigkeit einzelnen
Parameter, durchgeftihrt. Alle Berechnungen wurden mit demstitatogramm SPSS
14.0 fur Windows (Microsoft, USA) und Microsoft Excel (Microsoft, USA) durchgefuhrt
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4. Ergebnisse

4.1. Qualitative und quantitative Auswertung der Lymphgefaf3dichte

Mit spezifischer Immunhistochemie markierte Lymphgefal3e tastelsich durch eine
kontrastreiche Rotfarbung der Lymphendothelzellen dar. Der Grolitellyaephgefalie
wies sichtbare Gefal3lumina, teils mit Lymphozyten gefllt, &lb(6, 7). GrolRere An-
sammlungen von Lymphgeféal3en, die hotspots, fanden sich vorwiegend in déonisvas
zone. 82 % der Karzinome wiesen in den zentralen Anteilen Lym@degeisf (Anzahl n =
36 fur Lyve-1; n = 42 fur D2-40). Diese erschienen geh&auft mit kolkgioret.umen, als
schmaler Endothelsaum (Abb.8). Insbesondere Karzinome mit einem hoheh amntei
Bindegewebe wiesen intratumorale Lymphgefal3e auf. MittelwerteStandardfehler (+/-
SE) der LymphgefaRRdichte (LVD; lymphatic vessel density3ogdert fir Invasionszone
() und zentrale Anteile (Z) und jeweils fur die Antikorper Lylreund D2-40 sind
Abbildung 4 zu entnehmen. Die Lymphgeféal3dichte der Invasionszone istijpegelen
zentralen Anteilen annédhernd um das Dreifache erhéht (75 % fiur Lyve-1; 48 % f).D2-40

Verteilungsparameter der quantitativ bewerteten
Lymphgeféalidichte

s t g

LVD

4,
: i

Lyve-1 | Lyve-1 z D2-40 | D2-40 z Lyve-1 D2-40
Stroma Stroma

Abb.4 : Verteilungsparameter (Mittelwert +/-SE) der Lymphgefa3di¢hdéD), fur die Lymph-
endothelzellmarker Lyve-1 und D2-40, in der Invasionszone (I) unaeignalen Anteilen (Z) der
untersuchten Plattenepithelkarzinome sowie fir nicht neoplastexémdertes Stroma der Kopf-

Hals-Region.
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Da Karzinome der pT1 Kategorie als mikroinvasiv definiert Uber keergralen Anteile
verfigen, wurde in diesen Féllen (n = 10) ausschlie3lichmiiaslonszone bewertet. Das
Carcinoma in situ zeigte eine peritumorale Lymphgefaf3dichte von 15,By¥i&1 und
21,2 fur D2-40. Da es sich um einen exemplarischen Fall handelt, keser dicht in die

schlieRende Statistik einbezogen werden.

4.1.1. Expressionsmuster der Lymphendothelzellmarker

Die spezifischen Lymphendothelzellmarker Lyve-1 und D2-40 erntigiiclie selektive
immunhistochemische Darstellung von Lymphgefal3en in formalinfeder paraffin-
eingebettetem Gewebe. Dies gelang, mit unterschiedlicher lidtem3sr Antikdrper D2-40
erfasste in den zentralen und peritumoralen Anteilen eine gré®eshl von Lymphge-
falken als Lyve-1 (Abb.7). In mehreren Fallen konnte in den mit D2{&@bgen Schnitten
eine Anfarbung von Zellmembran und Zytoplasma von Stroma- und Tumorzetien be
achtet werden (Abb.9, 10). Blutgefal3e zeigten in wenigen Féalhensehwach positive

Reaktion.

Abb. 5-6: Ausschnitt aus der Invasionszone eines oropharyngealemBfitteslkarzinoms (Abb.5;
H.E). Die Lymphgefal3dichte kann nicht sicher beurteilt werddrb.6: Immunhistochemische
Erfassung der Lymphgefal3dichte mittels Lyve-1. Die Lumina undegtesshichtige Endothel der
LymphgefalRe sind durch die kontrastreiche Rotfarbung gut zu erkeBheagefalZkapillaren sind

negativ.
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Abb. 7. Serienschnitt in Korrespondenz zu Abb.5-6, die Lymphendothelzellen sindiemi
Antikdrper D2-40 markiert. Im Vergleich zu Abb. 6 zeigen sidaloge Lymphgeféalmarkierungen,
so dass beide Antikérper zur Darstellung von Lymphgeféaen in phatgng®lattenepithel-
karzinomen geeignet sindAbb. 8: zeigt ein, von den Karzinomzellen komprimiertes,

intratumorales Lymphgefali3.

iy
1

- BT of .c it T e ol
¢ ,.ui?.'! ?ﬂﬁiét: q- ’_?:.. &.\ﬁ' s

Tz

1. Al ‘{t-; i
t 2

' A
: :

131 B

Abb. 9 Abb. 10
Abb. 9, 10: Markierung von LymphgeféalRen in pharyngealen Plattenepithelkarzinitiehs
D2-40. Sowohl Zellmembran, als auch Zytoplasma von Stroma- und Karztiemzeigten in

unterschiedlicher Intensitat eine unerwiinschte Kreuzreaktivitat
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4.1.2. Vergleich der Lymphgefalidichte von nicht neoplastisch verandertentr8ma

mit pharyngealen Plattenepithelkarzinomen

Die Bewertung des Stromas erfolgte subepithelial in den Regaerembchsten Lymphge-
falkdichte. In dem nicht neoplastisch verdnderten Gewebe des Plsgjliex sich die
Lymphgefal3dichte wie in Abb. 4 ersichtlich dar. Im Vergleichden Lymphgefal3dichte
nicht metastasierter Karzinome konnte eine gering erhéhte Lyrf@fddiehte fir Lyve-1
und kein Unterschied der Lymphgefal3dichte fir D2-40 festgestelttemetm Gegensatz
dazu zeigte der Vergleich der Lymphgefal3dichte des Stromaserastasierten Karzi-
nomen fur beide Marker eine deutlich erh6hte Lymphgefal3dichte in ncdaktasierten
Karzinomen. Diese Unterschiede konnten nicht als signifikant bevweeteten (pNO 8,4
vs. Stroma 9,91 vs. pN+ 12,8 fur Lyve-1; pNO 11,8 vs. Stroma 11,8 vs. pN+ 15,4 fur D2-
40; Abb.12). Sowohl in metastasierten als auch in nicht metastasik@ateinomen stellte
sich die intratumorale LymphgeféaRdichte geringer dar als fgr rdeht neoplastische
Stroma. Der Vergleich der Lymphgefalddichte in AbhéngigkeitpdeKategorie (Abb.13)
zeigt einen Anstieg fur das Cis sowie die pT2 und pT3 Kategorie gegeniber dema.Str

4.1.3. Vergleich der Lymphgefal3dichte zur nodalen Metastasierung

Die peritumorale Lymphgefal3dichte metastasierter Karzindtee @I -Kategorien stellte
sich im Durchschnitt hoher dar als fur nicht metastasierteif@ne (Abb.11). Dieser
Unterschied konnte fur beide Marker als signifikant bestatigderefp=0,04 Lyve-1, p=
0,034 D2-40). Zur exakteren Auswertung erfolgte eine weitere Sign#ké@fung inner-
halb der einzelnen pT-Kategorien fur pT2 und pT3 Karzinome. Auch hier konnsegei-
fikanter Unterschied (pT2 p=0,012; pT3 p=0,023 Lyve-1; pT3 p=0,023 D2-40) zwische
metastasierten und nicht metastasierten Karzinomen naclsgewreerden. In den zent-
ralen Anteilen wies die mittels Lyve-1 bewertete Lymph@dféhte analog der Invasions-
zone einen Anstieg von im Mittel 1,8 auf 3,5 in der Gruppe der ma@gtasKarzinome
auf. Dieser Unterschied konnte nicht als signifikant gesichertleme D2-40 markierte
Lymphgefél3e zeigten zentral einen geringen Abfall von 6,1 in nietdstasierten auf 5,7
in metastasierten Karzinomen. Pharyngeale Plattenepithelkaimotmodaler Metasta-
sierung zeigen somit eine signifikant erhéhte Lymphgefalidichte desidmgzone gegen-

Uber nicht metastasierten Karzinomen.
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Peritumorale LymphgefalR3dichte im Verhaltnis zur nodalen
Metastasierung
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Abbildung 11 : Verteilungsmuster (Mittelwert +/-SE) der quantitativ beweirtdtymphgefal-
dichte von nicht neoplastischem Stroma und Karzinomen mit (pN+) und ohne (pNo) nodaler
Metastasierung. Der Unterschied der Lymphgefaf3dichte zwischen dendfaen mit und ohne
nodaler Metastasierung konnte als signifikant * (p=0,04 Lyve-1, p=0,034 D2-40hgeasierden.

4.1.4 Vergleich der Lymphgefal3dichte zur T-Kategorie

Die peritumorale Lymphgefal3dichte zeigte einen Abfall von Karmen der pT1/2
Kategorien zu Karzinomen der pT3/4 Kategorien (Abb.12). Dieser siitexd stellte sich
fur beide Lymphendothelzellmarker als signifikant dar (p= 0,012 lyvye= 0,004 D2-40).
Das mikroinvasive Karzinom (pT1) zeigte die hochste LymphgefalRdichte (x = yn81l.

x = 17,6 D2-40), wohingegen das invasive Karzinom der pT3 Kategorie eleigste
Lymphgefaldichte (x = 7,4 Lyve-1, x = 9,0 D2-40) aufwies.

Der Unterschied zwischen dem mikroinvasiven Karzinom (pT1) und den inmasarzi-

nomen (pT 2-4) konnte fir die mittels D2-40 bestimmte LymphgefaRdithtgaifikant

gesichert werden (p = 0,020). Karzinome niedriger pT-Kategorié/2)Tzeigten auch in

29

den zentralen Anteilerine héhere Lymphgefal3dichte, als Karzinome hoher Ausdehnung

(pT3/4). Da p> 0,05 ist dieser Unterschied fur beide Lymphgefalimarker in efgnaien
Anteilen nicht signifikant (Ergebnisse im Einzelnen nicht dasjgs Pharyngeale Platten-
epithelkarzinome weisen folglich bereits in frihen Tumorstadienezhighte Lymphgefal3-

dichte auf.
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Peritumorale Lymphgefal3dichte in Abh&angigkeit der pr-Kategorie
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Abb. 12: Darstellung der peritumoralen LymphgefaRdichte (MittelwerSE) fur die Marker
Lyve-1 und D2-40, von nicht neoplastisch verdndertem Stroma def-Hé&g-Region und

pharyngealen Plattenepithelkarzinomen aufsteigender pT-Kategorie.

4.1.5. Vergleich der Lymphgefal3dichte zum Grading

Die Lymphgefalidichte der Invasionszone stellte sich in gut bisgmdierenzierten
Karzinomen G1/2 geringer dar als in schlecht und undifferenzierteningenen G3/4
(Abb.13). Dieser Zusammenhang konnte mittels Wilcoxon-Mann-Whitnets Ti@sLyve-
1 als signifikant (p = 0,014) bestatigt werden. Die Betrachtungh#opathologischen
Grade im Einzelnen zeigte eine inhomogene Verteilung der Lym@Rdiehte in Abhang-
igkeit des verwendeten Markers. Mit D2-40 markierte gut diffgexte Karzinome (G1)
wiesen mit im Mittel 17,6 Lymphgefal3en die hoéchste, wohingegerLyie-1 mit im
Mittel 8,6 Lymphgefal3en die niedrigste Lymphgefal3dichte gezéanitlev In Bezug auf
den Zusammenhang der zentralen Lymphgefaf3dichte mit dem Graoinmjen keine
Signifikanzen zwischen der Gruppe mit niedrigem G1/2 und der Gruppe minhubi®-
pathologischen Grad G3/4 gesichert werden. Auch hier wiesen dertediierte Karzi-
nome fur D2-40 die htéchste Lymphgefal3dichte auf. Wahrend die Lymphgefee3dlir
Lyve-1 einen Anstieg in schlecht bis undifferenzierten Karzino@afl zeigte, wies die
LymphgefaRdichte fir D2-40 einen geringen Abfall auf. Somit nahm diéuperale
LymphgefaRdichte der pharyngealen Plattenepithelkarzinomeuméhmendem Grading
ab.

30
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Peritumorale LymphgefalRdichtezum Grading
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Abb. 13: LymphgefaRdichte (Mittelwert +/-SE) in Abhangigkeit des Gradings.

4.1.6. Vergleich der LymphgefaR3dichte von Karzinomen unterschididher
Lokalisation

Von den 56 untersuchten pharyngealen Plattenepithelkarzinomen stammen d@&aus
Oropharynx und 13 aus dem Hypopharynx. Der Vergleich der Lymphgefa3dickte unt
schiedlicher Lokalisationen erfolgte in Abhangigkeit der pTegatie fur pT2 Karzinome.
Im Hypopharynx stellte sich die Lymphgefal3dichte in Invasionszone amdraken
Anteilen geringfugig hoher dar, als im Oropharynx. Dieser tdnteed konnte nicht als
signifikant gesichert werden.

4.1.7. Vergleich der Lymphgefaf3dichte zur Lymphgefal3invasion

Eine Aussage zum Status der LymphgefaR3invasion war in 29 (51,8 %) véidllga
moglich. Davon konnte in 11 Féallen eine Lymphgefaliinvasion nachgewiesem di&d i
Fallen ausgeschlossen werden. Die Lymphgefal3dichte der mit-lLywed D2-40
markierten Gefal3e in der Invasionszone und in den zentralen Anteilgienz&einen
signifikanten Unterschied zwischen Karzinomen mit und ohne Lymphgeféléinvas

(Ergebnisse im Einzelnen nicht dargestellt).
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4.2. Qualitative und quantitative Bewertung der Blutgefal3dichte mittes FVIII

Die mit FVIII markierten Endothelzellen stellten sich im bisgischen Schnitt durch eine
intensive Rotfarbung dar (Abb.15, 16). Es handelte sich vorwiegend ume Blitgefal3-
kapillaren, weshalb von MikrogefaRdichte gesprochen wird. In der Ubgenden Anzahl
wurden Erythrozyten im Lumen identifiziert. Im Gegensatz zu dganghgefaf3en zeigten
die Blutgefal3e ein rundes, mit Erythrozyten gefilltes Lumen uobtbsir starkere
Wandschichtung. Auch intratumoral konnten Blutgefal3kapillaren mit offehemen
identifiziert werden (Abb.15, 16) Die BlutgefalRdichte der Invasionszbekte sich um
anndhernd 30% hdoher dar als in den zentralen Anteilen (Abb.14). Inusitersuchten
Karzinomen konnten zentrale Blutgefal3e identifiziert werden. Mige und
Standardfehler der BlutgefaRdichte (BVD, blood vessel density) ngétraach
Invasionszone (I) und zentralen Anteilen (Z) sind Abbildung 14 zu entnehmen.

Verteilungsparameter der Blutgefal3dichte in pharyngeale

. Plattenepithelkarzinomen
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Abb.14: Verteilungsparameter (Mittelwert +/-SE) der BlutgefaRdicmittels FVIII fir nicht neo-
plastisch verandertes Stroma sowie fur die Invasionszone und die zenmtdda der untersuchten

Plattenepithelkarzinome.
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Abb.15 Abb.16
Abb. 15 : Zentrale Anteile eines pharyngealen PlattenepithelkarzinDastellung vereinzelter

BlutgefalRe mittels FVIII. Das Endothel ist durch die kontmshe Rotfarbung gut zu erkennen.
Abb. 16 : Pharyngeales Plattenepithelkarzinom mit erhéhter intratuerorBlutgeféaRdichte
markiert mit FVIII.

4.2.1. Vergleich der Blutgefa3dichte von nicht neoplastisch verandertem

Stroma mit pharyngealen Plattenepithelkarzinomen

Die mittlere BlutgefalR3dichte in nicht neoplastisch veranderténonta betrug 24,8 und
stellte sich nahezu gleich der zentralen GefalRdichte der Karzidam In der Invasions-
zone der Karzinome zeigten sich gegentber dem Stroma annéherfatiaveehoht. Der

Vergleich mit den Karzinomen in Abh&ngigkeit der pT-Kategorie ist Abb. 16 nelemten
4.2.2. Vergleich der Blutgefaf3dichte zur pT-Kategorie

Die Blutgefalidichte stellte sich in pT1/2 Karzinome geringfiigig hoherlslar den Karzi-
nomen der pT3/4 Kategorien. Im Vergleich der einzelnen pT-Kategpeigte die Invas-
ionszone in den pT4 Karzinomen die hochste Blutgefal3dichte (Abb.16). Dasdimel
zwischen dem mikroinvasiven (pT1) und den invasiven Karzinomen (pT 2/3/4) Kénnte
die BlutgefaRdichte der Invasionszone als signifikant (p = 0,024) gdswérten. Dage-
gen konnte in den zentralen Anteilen ein Abfall von der pT2 und pT3 KaegoKarzi-
nomen der pT4 Kategorie beobachtet werden. Somit zeigten die phalgmde&atten-
epithelkarzinome mit zunehmender TumorgréRe eine signifikant erBtittefaldichte in

der Invasionszone und eine verminderte Blutgefafl3dichte in den zentralen Anteilen.
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Abb. 16: Darstellung der BlutgefaRdichte (Mittelwert +/-SE) von nisdbplastischem Stroma und
pharyngealer Plattenepithelkarzinome in Abhangigkeit der p€gdéaie (pT2-pT4: Reihe 1 steht

fir Invasionszone, Reihe 2 steht fir zentralen Anteile)
4.2.3. Vergleich der BlutgefaRdichte zur nodalen Metastasierung

Im Vergleich metastasierter zu nicht metastasierten ik@ren konnten keine Unter-
schiede in Bezug auf die Blutgefal3dichte in der Invasionszone festgaestelitin. Dagegen
zeigten die metastasierten Karzinome in den zentralen Anteite minimal erhohte
BlutgefalRdichte (Abb.17). In der Auswertung der einzelnen pT-Kategoeigten metasta-
sierte Karzinome der pT1 und pT2 Kategorie sowohl in der InvasionsZereajch in den
zentralen Anteilen gegenuber nicht metastasierten Karzinomenegitéte Blutgefal3-
dichte. In der pT3 Kategorie fand sich eine erhéhte BlutgefaRdichtactit metastasierte
Karzinome. Dagegen wiesen metastasierte Karzinome der pBgdfet gegeniiber nicht
metastasierten Karzinomen zentral eine erhdhte und in der Invasiensine verminderte
BlutgefalRdichte auf. Diese Unterschiede konnten nicht als signifikant gesicnrden.
Insgesamt resultiert ein inhomogenes Verteilungsmuster deyeiilddichte metastasierter

und nicht metastasierter Karzinome.
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BlutgefaRdichte zur nodalen Metastasierung
50

40

30 A

BVD

20

10

1 2
pNo p N+
‘I:IZentraIe Anteile B Invasionszone ‘

Abb. 17: Darstellung der BlutgefaRdichte (Mittelwert +/-SE), gesondert fititrake Anteile und

Invasionszone im Vergleich von metastasierten (pN+) und nicht megattadkarzinomen (pNo).

4.2.4. Vergleich der Blutgefaf3dichte zum Grading

Die BlutgefalRdichte stellte sich in den gut bis maRig differeterieKarzinomen G1/2
hoher dar als in den schlecht und undifferenzierten Karzinomen G2/3 Abbb&BZeayte
sich ein kontinuierlicher Abfall der Blutgefal3dichte von gut differerien G1, tber mafig
G2 bis schlecht G3, zu undifferenzierten bzw. anaplastischen Karzinomen des G Grade
Die Verringerung der Blutgefal3dichte in Karzinomen hohen histopathohagisGrades
konnte in der Invasionszone und in den zentralen Anteilen beobachtet vgézttEensich
aber in der Invasionszone deutlicher dar. Da@005 konnte dieser Unterschied nicht als

signifikant gesichert werden.

4.2.5. Vergleich der BlutgefaRdichte von Karzinomen unterschiedlicher dkalisation

Die Blutgefal3dichte stellte sich fir die pT2 Kategorie irzf@men des Hypopharynx
hoher dar, als in Karzinomen des Oropharynx. Die gilt sowohl fir diesimvszone, als
auch fur die zentralen Anteile. Die Verteilung der BlutgefaRdiamt@&bhangigkeit der
Lokalisation stellt sich somit analog der LymphgefaRRdichte im Hypopharpdkedar.
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Blutgefal3dichte im Verhaltnis zum Grading
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Abb.18: Darstellung derBlutgefaR3dichte (Mittelwert +/- SE) in Abhangigkeit des dust
pathologischen Grades 1-4, gesondert fur die zentralen Anteile undnwdisionszone der

untersuchten Karzinome.

4.3. Analyse der Zusammenh&nge zwischen Lymph- und Blutgefal3dichte

Die Korrelationsanalyse zum Vergleich von Lymphgefalldichte und Bhiddethte der
Invasionszone, zeigte keine Zusammenhange zwischen den beiden tBargearson
Korrelationskoeffizient (r = —0,004 fur Lyve-1; r = 0,116 fur D2-40). aome mit einer
hohen Blutgefal3dichte in der Invasionszone wiesen nicht zugleich einellyoiph-
gefalRdichte auf. Teilweise zeigten beide Parameter einesenw&rteilung auf. Analog
konnte in den zentralen Anteilen keine Korrelation zwischen der Bafigefhte und der
Lymphgefaldichte festgestellt werden.

4.4. Analyse der prognostischen Bedeutung von Lymph- und Blutgefal3dichfigr die

synchrone nodale Metastasierung

Es soll gezeigt werden welcher Parameter die hochste Alsatigér die Vorhersage der
nodalen Metastasierung des pharyngealen Plattenepithelkarzinoms besitz

In die Auswertung wurden folgende klinisch-pathologische Einflussfaktarggenom-
men: Ausdehnung des Primartumors (pT) und histologischer Malggnigdt (G).
Weiterhin wurden die Lymphgefal3dichte, jeweils fur Lyve-1 und D2-40 sowie die
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BlutgefalRdichte, getrennt flr Invasionszone und zentrale Anteile, egdrezDie mittels

Lyve-1 bestimmte LymphgefaRdichte der Invasionszone, stellbegameinsam mit dem
Grading als der Faktor mit der gré3ten Aussagekraft zur synchmoo@alen Metasta-
sierung heraus. Die mittels Faktor VIII bestimmte BlutgefaRdiahtd mittels D2-40

bestimmte Lymphgefaldichte stellten sich als die Faktoregeningerem Einfluss auf die
nodale Metastasierung dar.

Die Analyse zeigt, dass je hoher die Lymphgefaldichte in dersibngzone der
Karzinome ist, desto grof3er ist die Chance der nodalen Megastagi Im Einzelnen steigt
die Chance der nodalen Metastasierung bei einer um drei Lymglegefidhten Lymph-
gefaRdichte um 42% (Odds Ratio). Uber die Bestimmung der Lymgidjefide mittels

Lyve-1 sowie dem Grading, konnte mit einer Sensitivitat von 76,5 % med 8Spezifitat

von 63,5% die nodale Metastasierung zugeordnet werden.

71% der untersuchten Karzinome konnten tber die Bestimmung der LyraBtmite aus
der Invasionszone, mittels Lyve-1 und dem Grading, als metastadarnicht metasta-
siert richtig zugeordnet werden.

Wenn zusatzlich die pT-Kategorie einbezogen wird, lassen sich 78Jér%arzinome

richtig einstufen. Daraus ist ersichtlich, dass die Lymphget&Bzlider Invasionszone,
neben den bekannten histopathologischen Parametern, ein gewichtigerssaktior

hinsichtlich der Vorhersage einer stattgehabten nodalen Metastasirung
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5.1. Gefaldforschung in der Onkologie

Die Bedeutung der Blutgefal3neubildung fir die Progression solideoréwvurde in den
letzten Jahrzehnten weitgehend untersucht. Das angiogeneseabN#agiggum war und
ist Ziel zahlreicher Studien und hat bereits zu praxistauglidimEmapieanséatzen gefihrt
(Folkman 1972). Die Bestimmung der Mikrogefal3dichte, als immunhissalogs Korrelat
der tumorinduzierten Angiogenese, stellt eine akzeptierte Methgd®uantifizierung der
Blutgefalineubildung dar, wobei FVIII/VWF (von Willebrand Faktor) der amesten ver-
breitete Marker zur Darstellung der Blutgefal3e ist (Weidner 1995b).

Da Karzinome mit hoher Frequenz zu den regionalen Lymphknoten nseteeta ist das
Lymphgefal3system die wichtigste Struktur der Tumorzellverbrgitlmsbesondere Kopf-
Hals-Tumore die zu 90% aus Plattenepithelkarzinomen bestehen weisen eine semdrihe
priméar lymphogene Verbreitung auf (Barnes et al. 2005). Die haireahat ist hauptséch-
lich auf die nodale Metastasierung zurtickzufiihren, welche neben Twfergnd extra-
kapsularem Wachstum den wichtigsten prognostischen Faktor daBielb-Jahres-Uber-
lebensrate pharyngealer Plattenepithelkarzinome liegt im hdnoitt bei 62,5% und
konnte in den letzten dreil8ig Jahren nicht wesentlich verbessatenvéBarnes et al.
2005). Im Zuge der Entdeckung spezifischer Lymphendothelzellmarkéchaveine
selektive Darstellung der Lymphgefal3e im histologischen Routieei@mlaermdaglichen,
sind diese aus ihrem Schattendasein in den Mittelpunkt der aktugd#&ifdforschung
geruckt. In der vorliegenden Arbeit wurden Lymph- und Blutgefal3dichte amhgh
Tumormaterial standardisiert erfasst. Das Vorhandensein eimarinhduzierten Lymph-
angiogenese und deren Bedeutung fir die lymphogene Metastasisinohgnicht
abschlieBend geklart. Ob die Quantifizierung der Lymphgefal3dichte mit ndeen
immunhistochemischen Endothelzellmarkern D2-40 und Lyve-1 eine reliable und
praxistaugliche Methode darstellt und ob Uber die Bestimmung der Igeafgibdichte eine
Aussage zur nodalen Metastasierung getroffen werden kann, solllfaitieli gewonnenen
Ergebnisse, im Kontext des aktuellen Wissensstandes, ertrtegnwéndder Hoffnung,
dass daraus resultierende Erkenntnisse Uber die Prozesse destasdiltang, im
allgemeinen und fiir das pharyngeale Plattenepithelkarzinom im Besondeeue

diagnostische sowie therapeutische Perspektiven ertffnen.
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5.2. Neue Lymphendothelzellmarker - reproduzierbare Darstellung deLymphgefalde

trotz Kreuzreaktivitat

Die neuen Endothelzellmarker Lyve-1 und D2-40 ermdéglichen tber diktisel Bindung
von Oberflachenantigenen eine direkte Darstellung von LymphgefalRemmialinfixier-
tem paraffineingebettetem Gewebe. In der vorliegenden Arbangedlies in allen 57
Karzinomen. Wobei die Marker ein ungleiches Bindungsmuster aufwiesem iedtealen
Anteilen der Plattenepithelkarzinome kamen in den mit Lyve-1rigeeid Praparaten
weniger Lymphgeféal3e zur Darstellung. Im Vergleich zu D2-40 sthgve-1 intratumoral
nur eine Subpopulation von Lymphendothelzellen zu markieren (Renyi-Varab2805).
Ursachlich kénnte die unterschiedlich starke Expression des ldyadzeptors in verschie-
denen Geweben, entsprechend deren funktionalen Anforderungen sein. So kongte gezei
werden, dass in Lymphknoten, Milz und Thymus eine starke, allerdingsr Tonsilla
palatina nur eine schwache Expression vorhanden ist (Garrafa2&t08l). Peritumorale
Lymphgefal3e konnten mittels Lyve-1 eindeutig dargestellt werden.

D2-40 zeigt, im Gegensatz zu Lyve-1, ein weitreichendes Reagpiekisum. Neben
Lymphendothelzellen wurden Stroma- und Tumorzellen markiert. Kaigezkigte, dass
die Reaktionsbreite von D2-40 Fibroblasten, Myofibroblasten, Epithaizale Tumor-
zellen umfasst (Kaiserling 2004). Weiterhin konnte nachgewiesedewerdass D2-40
nicht nur das gleiche Reaktionsmuster wie Podoplanin aufweist, sondern debe
onkofetalen Sialoglykoprotein M2A auch Podoplanin erkennt (Schacht et al. Gé@f%afa
et al. 2005). Dieses, ebenfalls als Lymphendothelzellmarker bek&ertdranprotein,
zeigt eine urséachlich nicht aufgeklarte erhohte Expression inefdgithelkarzinomen
(Schacht et al. 2005). Das D2-40 zwei differente Oberflachenmelekkennt, stellt eine
denkbare Erklarung fur das weitreichende Expressionsmusterla@ohOLyve-1, als auch
D2-40 spezifische Marker der Lymphendothelzellen darstellen, sindrd¢hiede in der
Intensitat der Anfarbung, neben der methodischen Variabilitdt, zhgldurch die
Heterogenitat der LymphgefalRe erklarbar. Es ist bekannt, dasghendothelzellen
abhéangig von ihrer Organlokalisation und dem Lymphsegment, strukturelle umtl da
funktionelle Unterschiede aufweisen (Garaffa et al. 2005). Wiitéresteht die Annahme,
dass neu gebildete Lymphgefal3e die durch D2-40 detektiertefidf@benantigene friher
exprimieren als fir Lyve-1, womit die vermehrte Anfarbung durch D2-dénfalls

begrindet werden kdnnte (Renyi-Vamos et al. 2005).
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Uberdies kann nicht ausgeschlossen werden, dass Oberflaichenanpgered, der intra-
tumoralen Lymphgefal3e durch Karzinomzellen oder deren Sekretionsprocuétedert
oder vernichtet werden, wonach eine Antikérperbindung nicht mehr moglidbiest.ist
eine denkbare Erklarung fir die verminderte Markierung intratumotalmphgefalde
mittels Lyve-1. Bisher existiert kein Goldstandard fur den direltachweis von Lymph-
gefalRen im histologischen Routinematerial. Einige Autoren sehenrinmeunhisto-
chemischen Doppelmarkierung die Methode der Wahl (Evangelou et al. 2005).

Das Homeobox Gen Prox-1 stellt, als intrazellularer Markiee zukunftstrachtige Alter-
native dar (Wigle und Oliver 1999). Es ist essentiell fir die Ekiwng des Lymphgefal3-
systems und das gerichtete Aussprossen der frihen Endothelzellen voardiealidenen.
In bisherigen Studien konnte mittels Proxeih konsistentes Ergebnis in normalem und
pathologisch verandertem Gewebe erzielt werden (Garaffa et al. 2005,etVadl002).
Trotz der variablen Markierungen und der Kreuzreaktivitat ermoglichten-Lywed D2-40
den Nachweis von LymphgefaRen und die sichere Differenzierung zuefi3egn in
pharyngealen Plattenepithelkarzinomen und nicht neoplastischem StroendmiDun-
histochemie mittels Lyve-1 und D2-40 stellt nach eigenen Erkesseimieine praxis-
taugliche Methode zur Bewertung der LymphgefaR3dichte und zur ssenben ldentifi-
kation der Lymphgefal3invasion dar. Weiterhin ist der Einsatz zuriengretellen Isolie-
rung von Lymphendothelzellen und zur Objektivierung der Wirkung anti-lyngbgener
Substanzen madglich (Garaffa et al. 2005, Tozer 2003).

Neben der differenzierten Betrachtung der neuen Endothelzellmbddarf auch der
Zahlmodus einer kritischen Evaluierung. In der eigenen Arbeit wamdbg den Vorgaben
fur die Bewertung der Blutgefal3dichte nach Noel Weidner verfahren (Wei@@gb).
Insbesondere die subjektive Auswahl der zu z&hlenden vaskularen hotspetdsets in
der Bewertung der Blutgefal3dichte fur Einwé&nde (Offersen. &0813) und stellt, neben
der unterschiedlichen Methodik, eine Ursache der Variabilitat hersaden Untersu-
chungsergebnissen dar (Van der Auwera et al. 2006).

In den wenigen vorliegenden Arbeiten zur LymphgefaRdichte in Kegpd-Flumoren
wurden unterschiedliche Marker und Zahlmethoden angewandt, wodurch dieidferg
barkeit der Ergebnisse stark eingeschrankt ist. Eine Verticleng des Zahimodus sollte
analog der heute weitestgehend akzeptierten Messung der Mikrogefal3diolgeperf

Bis die Auswertung der LymphgefaRdichte nicht standardisiert wetrden wider-

spruchliche Ergebnisse fortbestehen.
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5.3. Bedeutung der Blutgefal3dichte und Verhéltnis zur Lymphgefal3didke

Zahlreiche Beweise konnten flr das angiogeneseabhéngige Wadndiden Tumoren er-
bracht werden. Eine hohe Mikrogefal3dichte ist mit der Progmesdger malignen
Erkrankung und einer signifikant schlechteren Prognose fir das bDéerlassoziiert
(Weidner 1995a). In Kopf-Hals-Tumoren gelang dieser Nachweis dentgghgppen um
Mikami und Albo. Sie stellten einen signifikanten Zusammenhang zwisdbke peritu-
moralen MikrogefaRdichte und einer verminderten Uberlebenszeitufestschlussfol-
gerten, dass die Mikrogefal3dichte eine starke Assoziation zunstslggrungspotential
aufweist (Mikami et al. 1996, Albo et al. 1994). Auch Gasparini undaridditer konnten
diesen Zusammenhang belegen (Gasparini et al. 1993).

Die Arbeitsgruppe um Sion-Vardy wies einen signifikanten Zusamhargy zwischen der
MikrogefaRdichte und der Invasionstiefe des Larynxkarzinoms nach-Yaialy et al.
2001). Die Mehrzahl der Autoren konnte jedoch keine Korrelation zwischevikerge-
falkdichte und der nodalen Metastasierung feststellen (Foote2804al. Erovic et al. 2005,
Zatterstrom et al. 1995, Dray et al. 1995, Carrau et al. 1995).

In der vorliegenden Arbeit wurden erstmals Blut- und Lymphgef&Belisimultan an
einem homogenen Patientengut flir das pharyngeale Plattenepithelkarals eine
Lokalisation der Kopf-Hals-Tumore, untersucht. Ziel war es zgezgiwie dieses sich hin-
sichtlich der Lymphgefal3dichte und dem angiogenen Phanotyp verhalt Uecitemweder
Faktoren die grof3te prognostische Aussagekraft hinsichtlich dehrsyen nodalen
Metastasierung besitzt. In der eigenen Untersuchung zeigtlaigeBi3dichte der Karzi-
nome gegeniber nicht neoplastisch verandertem Stroma erhthte Welée. lhvasions-
zone steigt die Blutgefal3dichte mit zunehmender Tumorgréf3e an. BesrstEinklang
mit den pathophysiologischen Erkenntnissen von Judah Folkman, wonach die zunehmende
MikrogefaRdichte den Mehrbedarf der proliferierenden Tumorzellenagsierspiegelt
(Folkman 1990). Dagegen zeigte sich in den zentralen Anteilen einl AlbfaBlutgefal-
dichte in groRen Tumoren. Nach heutigen Erkenntnissen existiererunmbral extreme
Bedingungen, darunter ein hoher interstitieller Druck sowie egwra zunehmende
Hypoxie und Nekrose, welche ebenfalls die Endothelzellen betrifft (Denekamp 1984).
Die eigenen Ergebnissen lassen vermuten, dass in Karzinomezinenh Durchmesser
tber 4 cm, auf Grund der intratumoral abnehmenden Mikrogefalidichteal zkeine

Angioneogenese mehr stattfindet. In der vorliegenden Arbeit konnte Ubereinstimmite
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den genannten Studien kein Zusammenhang zwischen der Blutgefalidichte nodatkem
Metastasierung festgestellt werden. Die Korrelationsandlg8ekeine Zusammenhange
zwischen Blut- und Lymphgefal3dichte jedes einzelnen Karzinoms erkennenT&um
konnten inverse Verhdltnisse beobachtet werden. Es ist bekannt, nigisgehese und
Lymphangiogenese durch eine Vielzahl verwandter Wachstumsfaktoré Rezeptoren
reguliert werden, von denen die Molekilfamilie der VEGF am bedestsanst (McColl
et al. 2004). Uberschneidungen, welche eine gegenseitige StimulatioAngimgenese
und Lymphangiogenese zulassen, sind bekannt. VEGF-A fordert neberutgef&@ineu-
bildung auch die peritumorale Lymphangiogenese (Bjérndahl et al. 2805&awa et al.
2005). Ob dieser Sachverhalt auf Karzinome der Kopf- Hals-Regiortraipsn werden
kann bedarf weiterer Untersuchungen. Wahrend Sauter und Mitarlrbidéites Level von
VEGF-A in Kopf-Hals-Tumoren nachwiesen, stellten Tae und Mitagbeine verminderte
Expression wahrend der Tumorprogression fest (Sauter et al. 1999; Tae et al. 2000).
Das Ausmald von Angiogenese und Lymphangiogenese hangt von der $éeegaerter
Wachstumsfaktoren und deren proteolytischer Spaltung ab (Skobe et al. 2084 &ed
Alitalo 1999). Nach den Ergebnissen der simultanen Untersuchung von Lymphiuind B
gefalRdichte scheinen Angiogenese und Lymphangiogenese unabi@@udieyte Prozesse
zu sein, welche zu unterschiedlichen Zeitpunkten stattfinden. Bisheantedie Annahme,
dass die MikrogefalRdichte der Prognosefaktor ist, welcher das lierlnsichtlich der
synchronen nodalen Metastasierung widerspiegelt. Signifikante Zusamimge konnten
unter anderem fur das Urothelkarzinom, das Magenkarzinom und das Mamnukarz
erbracht werden (Jaeger et al. 1995, Zhao et al. 2006, Horak et al. 1992).

In der eigenen Arbeit konnte dieser Zusammenhang nicht bestatigen. Die logistische
Regressionsanalyse wies die Lymphgefal3dichte der Blutgefalidichteripiognostischen
Wertigkeit als Uberlegen aus. Urséchlich ist der tumorbiologistiheergrund anzusehen.
Die Bildung nodaler Metastasen erfolgt tber die Lymphgefal3e. Bhkgefaldichte
hingegen stellt die Grundlage der Tumorprogression im Sinne von dratibh und
Organmetastasierung dar, welche ebenfalls bedeutsame Prognoselddestellen.
Basierend auf den erlauterten Erkenntnissen kann geschlussfolgeternyw dass die
Bestimmung der Lymphgefal3dichte als Indikator der synchronen nolftastasierung
unabhangig von der Bestimmung der BlutgefaRdichte erfolgen sollte,ida Pegnose-
faktoren unterschiedliche Ereignisse wahrend der Tumorprogression wadgetspi
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5.4. Tumorinduzierte Lymphangiogenese oder vorbestehende Lymphgefalde

Endgultige Beweise fur eine tumorinduzierte Lymphangiogenese stehen noch aus

Es konnte jedoch in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass meopiastisch
verandertes Stroma der Kopf-Hals-Region eine geringere Lymidjefde aufweist, als
tumorassoziiertes Stroma nodal metastasierter Karzinome. Olpediimoral erhdhte
Lymphgefal3dichte aus einer aktiven Lymphangiogenese hervorgegashgend bislang
noch diskutiert. Einige Autoren sehen die peritumoral erhdhte Gefal3dilsh&ne An-
sammlung preexistierender Lymphgefal3e. Diese sollen durch digepesénde Tumor-
masse in der Invasionsfront zusammendrangte, vorbestehende Lymphigg&Beomas,
sein (Leu et al. 2000).

Im Gegensatz dazu konnten jingst experimentelle Beweise fir kdime aymphangio-
neogenese erbracht werden. Die Wachstumsfaktoren VEGF-C und DESB#ie deren
Rezeptor VEGFR-3 zeigen eine erhohte Expression in Tumormodellen (daner al.
2001, Stacker et al 2001, Karpanen et al. 2001). Dies konnte auch fiinitelNon
Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region nachgewiesen wénNiechrist et al.
2003). Weiterhin zeigen Studien unter Verwendung des Proliferatioksraaki67 das
Vorhandensein aktivierter Lymphendothelzellen im Tumor (Renyi-Vamos 20@b).
Insgesamt existieren kontroverse Berichte Uber die Lymphangisgamd deren Beitrag
zur nodalen Metastasierung in unterschiedlichen Tumorentitaten. EiAg®ren gelang
der Nachweis der tumorassozierten Lymphangiogenese nicht.allestzwiesen die unter-
suchten Karzinome nodale Metastasen auf (Agarwal et al. 2005, Clarijs et al. 2001).
Die lymphogene Metastasierung kann uber vorbestehende Lymphgefélgen. Jedoch
konnte gezeigt werden, dass Uber die Neubildung von LymphgefaRen dastigamgha
Fenster vergrofRert und die Wahrscheinlichkeit der Verbreitung von rzettem Gber die
Lymphgeféal3e enorm gesteigert wird (Karpanen et al. 2001). Firadmatogene Metasta-
sierung konnte analog gezeigt werden, dass die zunehmende Vaskularisationathled&r
in der Blutzirkulation befindlichen Tumorzellzahl erhoht (Liotta t1874). Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass Lymphgefal3e unter dem Einfluss von-€EBte Lumener-
weiterung erfahren, wodurch die Oberflache zuséatzlich erwevied (Jeltsch et al. 1997,
Isaka et al. 2004). Auch in der eigenen Arbeit stellten sicpelidumoralen Lymphgefal3e

mit weit gedffneten Lumina dar.
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Unklar ist, ob neu gebildete tumorassoziierte Lymphgefal3e Atiaeati oder Abnormi-
taten hinsichtlich ihrer Struktur und Funktion aufweisen, welche das Bgedri von
Tumorzellen erleichtert. Bisher bestand die Annahme, dass diesie pat dem Einstrom
von interstitieller Flussigkeit in die Lymphgefal3e gespilt welthartveit 1990). Neueste
Erkenntnisse lassen aktive Transportmechanismen erkennen, welche prichisagtienen-
setzung der Lymphe regulieren.

Irjala und Mitarbeiter konnten experimentell zeigen, dass @i aus Plattenepithel-
karzinomen der Kopf-Hals-Region tber die Bindung des Mannoserez@gdfR)sund des
CLEVER-1 (common lymphatic endothelial and vascular endothelial @geple
Adhéasion an das Lymphendothel realisieren (Irjala et al. 2003)2CQursprunglich flr
das Lymphozytenhoming verantwortlich, ermdglicht tiber den CCR7 Chemzdqutoe die
Bindung von Melanomzellen an das Lymphendothel (Takeuchi et al. 20G4)AW3bil-
dung solcher Invasionsmechanismen konnte die Ursache flr die pympirogene Meta-
stasierung von Karzinomen sein (Muller et al. 2006).

Daneben besteht die Annahme, dass neu gebildete Lymphgefal3e masgheldygtera-
tionen aufweisen, welche das Eindringen der Tumorzellen begunstigers\{orth et al.
2005, Pepper und Skobe 2003). Diese Ergebnisse zeigen, dass die Bedeutumgpder Ly

gefal3e in der Tumorbiologie bislang weit unterschatzt wurde.

5.5. Die Invasionszone als Ort der Lymphangiogenese

Im Zusammenhang mit der Fragestellung ob eine tumorinduziengphangioneogenese
stattfindet besteht die Kontroverse lber deren Lokalisation. IntoaélenLymphgefalie
konnten nur in wenigen Tumorentitaten, wie Kopf-Hals-Tumoren, dem Mampnnadsar
und dem Malignen Melanom beobachtet werden (Maula et al. 2003, Skobe260H|.
Dadras et al. 2003). Das Endometrium- und das Lungenkarzinom wiesenirkeae-
moralen Lymphgefal3e auf (Koukourakis et al. 2005).

In der vorliegenden Studie konnten zentral gelegene Lymphgefal3e in 82Rardierome
dargestellt werden. Beweise, ob die Funktionalitat zentralemphgefal3e erhalten ist und
ob diese einen Beitrag zur Metastasierung leisten, stehdrelis aus. Padera und Mitar-
beiter sehen das Kollabieren durch den von der proliferierenden Tuimarzse erzeugten

interstitiellen Druck als Ursache fiir die fehlende DurchléssidReitlera et al. 2004).
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Es konnte gezeigt werden, dass funktionale Lymphgefal3e vorwiegateharumorrand-
zonen existieren. Zentrale Lyve-1 positive Strukturen stellenPladéra, einzelne Lymph-
endothelzellen und kollabierte oder durch Tumorzellen ausgefiillte Lyafgdbg dar
(Padera et al. 2002, Franchi et al. 2004). Auch in der eigenen Untersstbllieg sich die
zentral gelegenen Lymphgefal3e vermehrt als schmaler Endaothnelset kollabiertem
Lumen dar. Im Weiteren ist zu bezweifeln, dass die intratahtherrschende Hypoxie und
Azidose eine Lymphangiogenese zulassen.

Die Hypothese, dass intratumorale LymphgefaR3e vorwiegend eingemomntk peri-
tumorale neu gebildet sind, unterstiitzen Renyi-Vamos und Mitarliedtem sie zeigen,
dass nur peritumorale Lymphendothelzellen positiv fir den Proliferatiokemii67 sind
(Renyi-Vamos et al. 2005). In der eigenen Arbeit befanden sectymiphogenen hotspots
ebenfalls vorwiegend in der Invasionszone. Diese wiesen sichtbarend,umeist mit
Lymphozyten, auf. Die peritumorale Lymphgefal3dichte stellte gielgentber den
zentralen Anteilen, etwa um das Dreifache erhoht dar.

Mehrere Autoren konnten die verstarkte Expression lymphangiogensrstMensfaktoren,
wie VEGF-C und -D, in tumorassoziertem Stroma nachweisen (b.Skobé €001,
Karpanen et al. 2001). Gombos und Mitarbeiter zeigten, dass VE@BFI€&r Invasions-
zone gegentber dem Tumorzentrum signifikant erhdht ist (Gombos et al. ROGEsem
Sinne spiegelt das Verteilungsmuster der hotspots die untersamedkonzentrationen
der Wachstumsfaktoren sowie lokale Unterschiede des Tumormikromilieus wider.
Grundlage der Lymphangiogenese sind vorbestehende Lymphgefal@ngteszenden
Stromas von denen das Aussprossen der Endothelzellen realisierDiggdonnte durch
He und Mitarbeiter bestatigt werden (He et al. 2004). Die asgezEntziindungsreaktion
der Invasionszone leistet durch die Sekretion verschiedener lymmoyémehstums-
faktoren einen zusétzlichen Beitrag (Schoppmann et al. 2002).

Von den eigenen Ergebnissen und dem aktuellen Wissensstand ausgehenddstell
peritumoralen hotspots funktionale Lymphgefal3e dar, welche durch eigiridozierte
Lymphangiogenese entstanden sind.
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5.6. Die LymphgefalRdichte als Indikator der nodalen Metastasierung

Nach der intensiven Beschaftigung mit der Mikrogefalidichte in mexdenen Tumorenti-
taten, besteht jetzt die Notwendigkeit die Lymphgefal3dichte alwieven. Da die Bildung
nodaler Metastasen Uber die Lymphgefal3e realisiert wird, bele#tnnahme, dass die
Dichte der Lymphgefal3e das Metastasierungspotential widgedpi Es konnte fir ver-
schiedene Karzinome gezeigt werden, dass die Lymphgefal3dichdemiLymphknoten-
status korreliert und als unabhangiger Einflussfaktor der nodalerstslgtrung bewertet
werden kann. Darunter fur das nicht-kleinzellige Lungenkarzinom, dagemkarzinom,
das kolorektale Karzinom sowie flr das Urothelkarzinom und das Malgglanom
(Renyi-Vamos et al. 2005, Takanami 2006, Nakamura et al. 2006, Kaneko2€03@|
Miyata et al. 2006, Dadras et al. 2003). Das Mammakarzinom zeggrspirichliche
Ergebnisse (b.Skobe et al. 2001, Kato et al. 2005).

Die Lymphgefa3dichte als immunhistologisches Korrelat der tumazieden Lymph-
angiogense, scheint als Indikator der nodalen Metastasierung in iateinomen geeig-
net. Zusatzlich zeigen die Wachstumsfaktoren der Lymphangiogegesessen an dem
MRNA Level, in vielen Karzinomen, darunter Kopf-Hals-Tumoren, erhéraaz&ntra-
tionen (Sedivy et al. 2003, Gombos et al. 2005, O-charoenrat et al. 2001).
Kontroverse Untersuchungsergebnisse zur Lymphangiogenese in salis@nen, konnen
neben der biologischen Variabilitat auch aus der uneinheitlichen Mkthesliltieren. Es
gilt herauszufinden, in welchen Karzinomen eine, fur die nodale Msi&stag relevante
Lymphangiogenese stattfindet, um zuklnftig von einem nitzlichen Psefgakbor in

diesem Karzinom zu profitieren.

5.7. Die Lymphgefal3dichte im pharyngealen Plattenepithelkarzinom

Einige Studien verdeutlichen bereits, dass die Lymphangiogenesevigihtige Rolle flr
die Metastasierung solider Tumore innehat, aber die Bedeuturiym@hgefalidichte im
Fall des pharyngealen Plattenepithelkarzinoms ist unklar. MeineseW nach existieren
wenige Untersuchungen zur Lymphgefal3dichte und LymphangiogenesepirHEls-
Tumoren, obwohl gerade diese Karzinome durch eine friihe nodale Metastggekenn-
zeichnet sind und daher als Untersuchungsmaterial nahe liegen. Bisddiegende
Studien zeigen widersprichliche Ergebnisse und erlauben keine generelle Aussalie Ube
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Bedeutung der Lymphgefaf3dichte im Hinblick auf die synchrone nodale Mstasie.
Kyzas und Mitarbeiter zeigten, dass sich die peritumorale unicitdiéumorale Lymphge-
falRdichte zur nodalen Metastasierung signifikant darstellt (Kgtal. 2005). Ihr Untersu-
chungsgut beinhaltet jedoch keine pharyngealen Karzinome. Die gghgpe um Audet
konnte, unter Verwendung des Chalkley point countings die Zusammenhand@ar nur
Larynxkarzinome aufzeigen (Audet et al. 2005). Im Gegensatz dememwBeasley und
Mitarbeiter die Korrelation der LymphgefaRRdichte zur nodalen Netasung nur fir Oro-
pharynxkarzinome nach (Beasley et al. 2002). Auch sie bewerteteohbeBlich die
intratumorale Lymphgefal3dichte. Einzig die Arbeitsgruppe um Frabelertete die
Lymphgefal3dichte in der Invasionszone und wies diese in der multteridnalyse als
den aussagekraftigsten Parameter hinsichtlich der nodalen Metastg aus (Franchi et
al. 2004). In der eigenen Arbeit zeigten sich peritumorale undunmatle Lymphgefal-
dichte in Karzinomen mit nodaler Metastasierung gegenuber Karzmahee nodale
Metastasierung erhoht. Der Zusammenhang zwischen der Lymptgét&dund der
nodalen Metastasierung stellte sich fiir die Invasionszone als signifikant da

In der logistischen Regressionsanalyse stellte sich dielsnltyve-1 bestimmte Lymph-
gefalRdichte der Invasionszone, gemeinsam mit dem Grading, aRadheneter mit der
grol3ten Aussagekraft hinsichtlich des Lymphknotenstatus herausnstitSensitivitat von
71% konnten die Karzinome mittels Lymphgefal3dichte und Grading alastasiert
eingestuft werden. Unter Zunahme der T-Kategorie, als bekanntenoBedgktor konnte
eine Trefferquote von 78,6% erreicht werden. Interessant erwdesd® Tatsache, dass
Karzinome der pT1/2 Kategorie eine signifikant hthere Lymphgefhfidiaufwiesen als
Karzinome der pT3/4 Kategorie. Es kann geschlussfolgert werdengdigasgmphangio-
neogenese ein frihzeitig stattfindender Prozess wéhrend der Bragredaryngealer
Plattenepithelkarzinome ist. Dies stellt eine denkbare Erklé&iiundie frihzeitige nodale
Metastasierung kleiner Primartumore dar. Im Weiteren konntéJetarschied zwischen
der LymphgefaRdichte gut bis maRig differenzierter zu undiffeeetezi Karzinomen
festgestellt werden. Neuchrist und Mitarbeiter zeigten berddtss Zelllinien aus Platten-
epithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region VEGF-C und VEGFR-3 expreni¢Neuchrist
et al. 2003), ob die verstarkte Bildung lymphangiogener Wachstumsfaktoite der
Abnahme des histopathologischen Grades einhergeht, bedarf jedoehemeintersuch-
ungen. Auch die Lokalisation der Karzinome scheint Einfluss auf das Ausmal} der
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Lymphangiogenese zu nehmen. Stimmbandkarzinome zeigen die geiduiyggbhgefal3-
dichte im Vergleich zu anderen Kopf-Hals-Tumoren (Koskinen et al. 2005). Dy mdigh-
angiogenese ihren Ausgang von vorbestehenden LymphgefaRen als Grundlage fir da
Aussprossen, nimmt konnte das Ursprungsgewebes fir das Ausmalihgergeyalineu-
bildung von grundlegender Bedeutung sein. Aus diesem Grund sollte das Augd&mmerk
zukinftigen Studien auf ein, hinsichtlich der Lokalisation, homogenesnRaigut
gerichtet sein.

In Bezug auf die Studien zur Lymphgefal3dichte von Kopf-Hals-Tumoress mangenom-
men werden, dass die heterogenen Untersuchungsergebnisse, nebengisclén Varia-
bilitat der Karzinome, durch Abweichungen in der Methodik zustande gekommen sind.
Die vorliegende Studie belegt das Vorhandensein einer erhdhten Lynipdligaié im
pharyngealen Plattenepithelkarzinom. Der Lymphknotenstatus ist atdgsSelkriterium
fur die Prognose und das sich anschliel3ende Therapieregime diesapkKea. Die Bewer-
tung der peritumoralen Lymphgefal3dichte am primaren Operatépesat stellt, neben
dem aktuellen Staging eine neue Methode zur Erweiterung dgngstischen Aussage-
kraft des histologischen Praparates dar. Ziel ist es, mié ldér LymphgefaRdichte als
Indikator der nodalen Metastasierung Risikopatienten zu identdizi@uch als Entschei-
dungshilfe zur differenten Neck Dissektion. Insbesondere das hier uhtergharyngeale
Plattenepithelkarzinom zeigt eine frihe und Gberwiegend nodale Metastgs(Barnes et
al. 2005). Die Frage ob in diesem Tumortyp eine Lymphgefa3neubildung, waikehe
nodale Metastasierung unterstitzt, stattfindet, kann nach den reigegebnissen bejaht
werden. Es konnte gezeigt werden, dass die peritumorale Lymphgefaigictaussage-
kraftiger Indikator und bedeutsamer Einflussfaktor der synchronen nddealkastasierung

im pharyngealen Plattenepithelkarzinom ist.
5.8. Anti-Lymphangiogenese als Perspektive in der Therapie solider Tumer

LymphgefdRe sind auch als mdogliche Zielstruktur neuer Therapigienza den
Mittelpunkt des Interesses gertickt. Da Karzinome mit hoher Frequeden regionalen
Lymphknoten metastasieren und der Lymphknotenstatus entscheidend firr dabednbe
ist, soll dieser Aspekt selektiv angegriffen werden. Aktuell existiert neberhaargischen
Neck Dissektion kein adaquates Verfahren zur Behandlung nodalestb&sta bei Kopf-

Hals-Tumoren.
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Die VEGFs sind die am weitesten erforschten Wachstumsfaktoren der Lynqujemege.
Analog der anti-angiogenen Therapie, stellen sie die primarerifpgnkte einer zukinf-
tigen anti-lymphangiogenen Therapie dar. Denkbar sind I6sliché&@pér oder Rezep-
toren, welche die Wachstumsfaktoren VEGF-C und -D und deren Re2#p(FR-3
neutralisierenden. He und Mitarbeiter zeigten, dass die tumorassozjienpdangiogenese
experimentell mit einem I6slichen VEGFR-3 Fusionsprotein inhibiedt die nodale Meta-
stasierung unterdriickt werden konnte (He et al 2002). Tyrosinkinaseingribgizilen eine
weitere Methode zur Hemmung der Rezeptorfunktion dar (Stacker et al. 2006).

Die sich stetig erweiternde Anzahl neu entdeckter Wachsturostaktder Lymphangio-
genese bietet immer mehr Angriffspunkte, wirft aber zubleie Frage auf, ob die Anti-
Lymphangiogenese als Monotherapie eines Proteins wirksam gs&in Ea hat sich ge-
zeigt, dass Wachstumsfaktoren der Angiogenese, wie VEGF-A, diachymphangio-
genese induzieren (a.Bjorndahl et al. 2005). Bjorndahl und Mitarbeiésemw aul3erdem
nach, dass die Insulin-like growth factors 1 und 2 in vivo prolifel@tifvLymphendothel-
zellen wirken (b.Bjorndahl et al. 2005b). Cao und Mitarbeit zeigters, BRSGF (platelet-
derived growth factor) ein potenter Induktor der Lymphangiogenese ist {@a@806).
Daneben stellen Transkriptionsfaktoren wie Prox-1, OberflachenmolekélBPodoplanin,
Lyve-1 und D2-40, aber auch Proteasen als Aktivatoren von VEGRICD, wie Plasmin,
weitere, von den Wachstumsfaktoren unabhangige, Wege dar.

Analog der Anti-Angiogenese, kdnnen die tumorassoziierten Lymphgaféféfsziel der
antivaskularen Therapie sein. LyP-1 ist ein Peptid das selektikptiptose von Lymph-
endothelzellen im Tumor realisiert (Laakkonen et al. 2004).

Der Einsatz der Anti-Lymphangiogenese ist einerseits vor undcaraairgischer Therapie
zur Senkung der Inzidenz nodaler Metastasen denkbar, aber auah prirkar inoperable
Befunde, um die Progression der Erkrankung zu stoppen (Stacker et al. 2006).

Zum aktuellen Zeitpunkt ist die Anti-Lymphangiogenese klinisch noicint wirksam.
Dieses Ziel sollte schnellst mdglich umgesetzt werden, um iostlese in Karzinomen,
welche eine hohe Lymphgefal3dichte aufweisen, eine Verminderung deremodal

Metastasierung zu bewirken.
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6. Schlussfolgerung

In der vorliegenden Untersuchung konnte gezeigt werden, dass dre Ilngnphendothel-
zellmarker Lyve-1 und D2-40 zur Darstellung von Lymphgefal3en infpagmigebettetem
formalinfixiertem Gewebe geeignet sind. Die Auswertungen datupgralen und der
intratumoralen Lymphgefal3dichte von 56 pharyngealen Plattenepithelkarninsmage
einem exemplarischen Carcinoma in situ und nicht neoplastisch vegindsttoma der
Kopf-Hals-Region zeigten folgende Ergebnisse. Intratumorale Lyni@Rgéonnten in der
uberwiegenden Zahl der Karzinome nachgewiesen werden, wobei mighdgenen
hotspots vorwiegend in der Invasionszone lokalisiert waren.

Die peritumorale Lymphgefaf3dichte zeigte sich im Vergleich mioht metastasierten zu
nodal metastasierten Karzinomen als signifikant erhoht. Somit karmamgnen werden,
dass die Wahrscheinlichkeit der nodalen Metastasierung mit Zundémieymphgefal’-
dichte steigt. Die peritumorale Lymphgefal3dichte kann demnachadilsator der syn-
chronen nodalen Metastasierung angesehen werden. Die logidiisghessionsanalyse
wies die mittels Lyve-1 bestimmte, peritumorale Lymphgefafidijcneben dem Grading,
als bedeutsamsten Einflussfaktor hinsichtlich der nodalen Metastasieising a

In Abhéangigkeit der T-Kategorie konnte eine signifikant erhdhte LhgefalRdichte von
Karzinomen niedriger, gegeniuber Karzinomen hoher pT-Kategorie verzeisiengén.
Dies fuhrt zu der Annahme, dass die Lymphangiogenese ein frghsgatitfindender
Prozess wéahrend der Progression pharyngealer Plattenepithedkaezist. Im Zusammen-
hang mit dem Grading zeigte sich eine erhéhte LymphgefaRdicghtunehmender Ent-
differenzierung. Dies kdnnte auf eine verstarkte Sekretion lyngpbgener Wachstums-
faktoren zuriickzufuhren sein.

Der Vergleich von Blut- und Lymphgefal3dichte zeigte keine Kormglatrwischen den
Parametern. Angiogenese und Lymphangiogenese scheinen, twtndtr Wachstums-
faktoren, unabhangig regulierte Prozesse zu sein. Die Blutgefafdiohies sich hinsicht-
lich der Vorhersage der nodalen Metastasierung, von untergeordneter Bedeutung.

Es konnte gezeigt werden, dass eine erhohte peritumorale Lymphgbtéf3dit der syn-
chronen nodalen Metastasierung in diesem Karzinom korreliert. D&gaus geschluss-
folgert werden, dass uber die vermehrte Bildung tumorassozilgmephgefalle und der
daraus folgenden Erweiterung des lymphatischen Fensters ein erM#tsestasierungs-

potential resultiert.
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